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Resumo i

RESUMO

FIGUEIREDO-RINHEL, A. S. G. O extrato etandlico das folhas de Baccharis
dracunculifolia (Asteraceae) modula funcbBes efetoras de neutréfilos: um
promissor agente fitoterapico para o tratamento de processos inflamatérios
mediados por estas células. 2015. 141f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

Os neutrodfilos sdo células fagociticas do sistema imunoldgico mobilizadas principalmente
no combate a infeccBes. Estas células sdo capazes de matar 0s micro-organismos
através da desgranulacdo, que leva a liberacdo de moléculas antimicrobianas, e da
producdo de espécies reativas de oxigénio. Embora o recrutamento de neutrdéfilos seja
essencial para a protecdo do organismo, sua ativacdo excessiva resulta na intensa
liberacdo de moléculas citotoxicas no meio extracelular, o que pode desencadear o
desenvolvimento e/ou agravar o quadro clinico de doencas autoimunes e inflamatorias,
como a artrite reumatoide. Uma possivel abordagem terapéutica para o tratamento
destas doencas é a modulacdo das funcdes efetoras dos neutrofilos. Estudos prévios
mostraram que o extrato etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia (EEBd) possui
grande potencial terapéutico, uma vez que apresenta expressiva atividade antioxidante
frente a0 metabolismo oxidativo dos neutrdfilos. Para dar continuidade a investigacéo da
atividade anti-inflamatédria e/ou imunomoduladora deste extrato, o presente trabalho
avaliou, na primeira etapa, o seu efeito modulatorio sobre importantes funcbes efetoras
de neutrdfilos que medeiam o reconhecimento a e eliminacdo de patégenos — fagocitose,
desgranulacéo e atividade microbicida — e sobre a atividade de enzimas lisossomais.
Verificou-se que o EEBd, dependendo da concentracdo, inibe o metabolismo oxidativo
dos neutréfilos sem alterar a capacidade de defesa das células. Na segunda etapa, foi
avaliada a atividade antioxidante de sete compostos isolados do EEBd — acido cafeico,
acido cumarico, acido ferdlico, acido cinadmico, aromadendrina-4-metil éter,
isosacuranetina e hispidulina — frente ao metabolismo oxidativo dos neutrdfilos, a fim de
propor possiveis marcadores quimicos para as atividades biolégicas do extrato. Os
resultados apontaram o acido cafeico como um potencial marcador quimico da atividade
biologica em questédo. Na terceira etapa, com o intuito de aumentar a biodisponibilidade e
favorecer o uso terapéutico dos produtos naturais estudados, o EEBd e o acido cafeico
foram incorporados em lipossomas, e constatou-se que a incorporacdo nao alterou suas
atividades antioxidantes frente aos neutrofilos, quando comparado as respectivas
amostras na forma livre. Por fim, foi avaliado o efeito terapéutico do EEBd e do acido
cafeico, ambos na forma livre e incorporada em lipossomas, em um modelo animal de
artrite. Verificou-se que as amostras na forma livre melhoraram expressivamente o0s
parametros inflamatorios nas articulacdes, promovendo reducao do edema e da migracéo
de células totais e de neutrdfilos, e discreta diminuicdo da concentracdo das citocinas
inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-13. Além disso, a incorporacéo do EEBd e do acido cafeico
em lipossomas pode auxiliar na reducdo das suas concentracfes necessarias para a
obtencdo dos efeitos terapéuticos desejados. Assim, pode-se concluir que o EEBd tem
grande potencial para se tornar um agente terapéutico adjuvante no tratamento de
doencas inflamatérias mediadas por neutréfilos, sendo o acido cafeico um possivel
marcador quimico para a atividade anti-inflamatéria do extrato.

Palavras-chave: neutréfilo, Baccharis dracunculifolia, acido cafeico, lipossoma, atividade
anti-inflamatoria, artrite reumatoide.
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ABSTRACT

FIGUEIREDO-RINHEL, A. S. G. Ethanolic extract of Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae) leaves modulates neutrophil effector functions: a promising
herbal agent for the treatment of inflammatory processes mediated by these
cells. 2015. 141f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

Neutrophils are phagocytic immune cells mobilized primarily to fight against infections.
These cells are capable to kill microorganisms through degranulation, which leads to the
release of antimicrobial molecules, and production of reactive oxygen species. Although
neutrophil recruitment is essential for host protection, excessive activation of these cells
culminates in intense discharge of cytotoxic molecules to the extracellular milieu, which
can elicit the development of and/or aggravate the clinical condition in autoimmune and
inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis. Modulation of the effector functions
of neutrophils is a possible therapeutic approach to treat these diseases. Previous
studies have shown that the ethanolic extract of Baccharis dracunculifolia leaves (EEBd)
has a great therapeutic potential due to its significant antioxidant effect towards the
oxidative metabolism of neutrophils. To continue investigating the anti-inflammatory
and/or immunomodulatory action of such extract, the first part of the present work
examined its modulator effect on three important effector functions of human neutrophils
that mediate recognition and clearance of pathogens — phagocytosis, degranulation, and
microbial killing — and on the activity of lysosomal enzymes. EEBd inhibited the oxidative
metabolism of neutrophils without affecting their defense ability, depending on the
extract concentration used. To propose possible chemical markers for the biological
effects of the extract, the second part of this study evaluated the antioxidant activity of
seven compounds isolated from EEBd — caffeic acid, coumaric acid, ferulic acid,
cinnamic acid, aromadendrin-4'-methyl ether, isosakuranetin, and hispidulin — towards
the oxidative metabolism of neutrophils. The results pointed to caffeic acid as a potential
chemical marker for this biological activity. The third part of this investigation aimed to
improve the bioavailability and favor the therapeutic use of the natural products studied.
EEBd and caffeic acid were incorporated into liposomal carrier systems. The
incorporation of both samples into liposomes did not alter their antioxidant activity
towards neutrophils, as compared with their respective free forms. Finally, this study
examined the therapeutic effect of EEBd and caffeic acid, both in the free form and
incorporated into liposomes, in an animal model of arthritis. The free samples markedly
improved the joint inflammatory parameters: they reduced edema and migration of total
cells and neutrophils, and slightly lowered the levels of the inflammatory cytokines tumor
necrosis factor o and interleukin 6 and 1 (TNF-o, IL-6, and IL-1pB, respectively). In
addition, incorporation of EEBd and caffeic acid into liposomes can help to reduce their
concentrations required to achieve the desired therapeutic effect. Based on the set of
results obtained in this study, we conclude that EEBd has a great potential to become a
therapeutic adjuvant in the treatment of neutrophil-mediated inflammatory diseases, and
that caffeic acid is a possible chemical marker of the anti-inflammatory activity of the
extract.

Keywords: neutrophil, Baccharis dracunculifolia, caffeic acid, liposome, anti-
inflammatory activity, rheumatoid arthritis.
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Introducdo 2

1.1 Neutrofilos
1.1.1 Aspectos gerais

Os neutréfilos sdo células que compdem o sistema imune inato,
desempenhando um papel essencial em processos inflamatorios agudos e na
defesa do organismo contra patdgenos (Kumar; Sharma, 2010; Mantovani et al.,
2011; Bardoel et al., 2014).

Estas células se originam na medula 6ssea e, quando totalmente diferenciadas
e maduras, sao liberadas na corrente sanguinea, onde constituem de 50 a 70% do
total de leucécitos circulantes e possuem um tempo de vida médio de 8 a 12 horas
(Mantovani et al., 2011; Kolaczkowska; Kubes, 2013; Nauseef; Borregaard, 2014).

Devido as funcdes bactericida e fungicida altamente potentes e por serem as
primeiras células a serem recrutadas da corrente sanguinea para o local da
inflamacéo, os neutroéfilos sdo considerados a primeira linha de defesa do organismo
(Kumar; Sharma, 2010; Kolaczkowska; Kubes, 2013).

A importancia destas células na defesa do hospedeiro é verificada pela alta
morbidade e mortalidade dos individuos que sdo profundamente privados de
neutrofilos normais circulantes. Além disso, pacientes com doencas genéticas que
comprometem o0s neutrofilos sofrem infeccdes microbianas frequentes e graves,
mostrando que um namero minimo de neutrofilos normais circulantes é crucial para
manter um sistema de defesa eficaz contra micro-organismos patogénicos (Freitas et
al., 2009).

Além de atuar diretamente na destruicdo dos patdégenos, 0s neutréfilos
também sdo capazes de produzir mediadores pro-inflamatoérios (que contribuem para
0 recrutamento de novas células para o foco inflamatério), de atuar como células
apresentadoras de antigenos e de sinalizar e instruir outras células do sistema
imunoldgico (tais como células dendriticas, macréfagos, células “natural Killer”,
células B e células T), o que evidencia seu importante papel na regulacdo da
resposta imune inata e adaptativa (Abdallah et al., 2011; Mantovani et al., 2011;
Bardoel et al., 2014). Adicionalmente, os neutréfilos auxiliam na remocao de células
mortas, de corpos celulares gerados por apoptose e de outros “debris” celulares;
além de produzirem citocinas que auxiliam na resolugdo da inflamacdo, na
cicatrizacdo e na remodelagcdo de tecidos danificados (Borregaard et al., 2007;
Kolaczkowska; Kubes, 2013).
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Morfologicamente, os neutréfilos sdo facilmente distinguidos das outras
células sanguineas devido ao seu exclusivo nucleo multi-lobulado (Figura 1), o que
confere a estas células o nome alternativo de leucécitos polimorfonucleares (PMNSs),
sendo os dois homes usados sem distincdo (Bardoel et al., 2014). Além do nucleo
multi-lobulado (com 3 a 5 I6bulos), os neutréfilos apresentam formato esférico com
cerca de 12 a 15 pum de diametro, e granulos em abundancia no citoplasma. Tais
granulos sédo classificados como azurdfilos (ou primarios), especificos (ou
secundarios), de gelatinase (ou terciarios) e vesiculas secretoras (Mayer-Scholl et
al., 2004; Borregaard et al., 2007).

Figura 1: Imagem representativa de um neutrofilo (Blausen, 2014).

Os granulos citoplasmaticos dos PMNs séo produzidos em sequéncia, sendo
primeiro os granulos azuréfilos ou primarios (os quais contém diversos componentes
de defesa como a mieloperoxidase, elastase e defensinas); em seguida, durante a
maturacdo dos neutroéfilos, sdo formados os granulos secundarios ou especificos
(que contém colagenase, lactoferrina, gelatinase, lisozima, entre outras proteinas) e,
posteriormente, sdo produzidos os granulos terciarios ou de gelatinase que se
assemelham aos secundarios, porém com altas concentracdes de gelatinase.
Quando maduros, os neutrofilos desenvolvem as vesiculas secretoras, que Sao
altamente mobilizaveis e contém, na superficie de suas membranas, componentes
enzimaticos, receptores, proteinas sinalizadoras e moléculas de adesao, além de
proteinas plasméaticas presentes na matriz (Borregaard et al., 2007; Bardoel et al.,
2014).

Entdo, os varios subconjuntos de granulos contidos nos neutrofilos, além de
armazenar um grande arsenal de moléculas potencialmente citotoxicas, também

constituem um reservatorio de diversos receptores associados a membrana, e € a
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mobilizagcdo controlada destas organelas citoplasmaticas que permite a
transformacgéo dos neutrofilos, presentes na circulacdo, de células ndo ativadas para
potentes células efetoras da imunidade inata (Faurschou; Borregaard, 2003).

Para atuar na defesa do organismo, os neutrofilos possuem como principais
atividades funcionais: a migracdo orientada para o local da infecgdo (quimiotaxia), a
aderéncia ao patdogeno e seu englobamento (fagocitose), e a destruicdo dos
microrganismos invasores, através da liberacdo das substancias toxicas presentes nos
granulos e da producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Kolaczkowska; Kubes,
2013). Juntamente com a liberacdo das varias moléculas antimicrobianas, os PMNs
intensamente estimulados também liberam armadilhas extracelulares (do inglés,
“neutrophil extracellular traps” - NETS) para a contencao da infec¢éo e da inflamacéo. As
NETs s&o formadas como consequéncia da liberacdo extracelular dos conteudos
nucleares dos neutrdfilos e sdo compostas por elementos de DNA, aos quais sao ligadas
histonas, proteinas (como a lactoferrina e catepsinas) e enzimas (como a elastase e
mieloperoxidase), liberadas dos granulos. As NETs sdo capazes de imobilizar os
patégenos, impedindo-os de se espalharem e facilitando a fagocitose subsequente dos
micro-organismos capturados. Além disso, também € possivel que as NETs sejam
capazes de matar diretamente os patdgenos por meio de histonas antimicrobianas e das
proteases. O mecanismo molecular da formacdo das NETs ainda € pouco conhecido,
mas acredita-se que as ERO desempenham um papel central neste processo (Kumar;
Sharma, 2010; Kolaczkowska; Kubes, 2013; Nauseef; Borregaard, 2014).

| — Quimiotaxia

Para atingir os sitios de inflamac&o ou injaria, os neutrofilos circulantes devem
deixar a corrente sanguinea através do endotélio e migrar, ao longo de um gradiente
guimico, para o local da leséo nos tecidos, processo este chamado de quimiotaxia
(Zachariae, 1993).

As sequéncias de eventos da jornada dos neutréfilos do limem vascular para
o tecido intersticial podem ser divididas nas seguintes etapas: proximo dos locais de
injaria, ocorre o reconhecimento e a ancoragem dos PMNs em moléculas de adeséo
gue sdo expostas pelas células endoteliais em resposta aos estimulos inflamatérios,
posteriormente ocorre o rolamento dos PMNs ao longo do endotélio, a adesédo as

células endoteliais, a transmigracdo atraveés do endotélio e a migracdo das células
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nos tecidos intersticiais em dire¢do ao estimulo quimiotatico (Figura 2) (Amulic et al.,
2012; Kolaczkowska; Kubes, 2013; Nauseef; Borregaard, 2014).

Os agentes responsaveis pelo estimulo quimiotitico sdo, na maioria das
vezes, pequenas proteinas contendo cerca de 60 a 100 aminoacidos e podem ser
classificados como exdgenos ou enddgenos. Os agentes exdgenos mais comuns
sdo os produtos bacterianos, enquanto os enddgenos incluem componentes do
sistema complemento (especialmente C5a e C3a) e interleucinas (Zachariae, 1993).

A ligacdo destas moléculas quimioatraentes aos receptores de membrana dos
PMNs desencadeia uma série de eventos citoplasmaticos, os quais resultam em
alteracbes bioquimicas, mudanca de forma e ativacdo do citoesqueleto dessas
células, permitindo a migracdo dos PMNs para o tecido alvo e a efetuacdo da
fagocitose (Dale et al., 2008).

c) Adeséo
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Figura 2: Representacdo esquematica das principais etapas do recrutamento dos
neutrofilos da circulacdo sanguinea para o local da inflamacdo. Os PMNs circulantes
reconhecem sinais de inflamacdo e migram para as areas onde seu arsenal
antimicrobiano é necessario para a eliminacdo da infeccdo. (a) perto dos locais
inflamatorios as células endoteliais sdo estimuladas a exporem moléculas de
adesdo, as quais sdo reconhecidas pelos neutrofilos circulantes que se ligam ao
endotélio. (b) Os PMNSs iniciam o processo de rolamento ao longo do endotélio. (c)
Ocorre a adesdao dos PMNs ao endotélio. Subsequentemente, os neutrofilos
atravessam o endotélio e chegam ao local de inflamacéo, onde liberam citocinas que
recrutam outras células do sistema imunolégico e utilizam seus mecanismos de
defesa antimicrobiana através da fagocitose, desgranulacdo e formagdo de NETSs.
Figura adaptada de Amulic e colaboradores (2012).
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Il - Fagocitose

A fagocitose é o principal mecanismo utilizado para remover detritos celulares
e agentes patogénicos. E um processo ativo, mediado por receptores, durante o qual
uma particula é internalizada pela membrana celular para um vacuolo chamado de
fagossoma (Flannagan et al., 2012).

Orientados pelos agentes quimiotaticos e pela presenca de receptores para
tais agentes em suas membranas, os PMNs atingem o local da lesdo e atuam na
defesa do organismo através da fagocitose, que inclui: a adeséo dessas células com
0 patogeno (que é facilitada quando este se encontra opsonizado) e a ingestdo do
patégeno. Dependendo do tipo de interacdo entre os PMNs e 0s micro-organismos,
a ingestdo do patdégeno pode ocorrer tanto com a emissdo de pseudopodes,
rodeando e internalizando a particula (ativacdo de receptores Fc), como atraves do
“afundamento” das particulas para dentro da célula (ativacdo dos receptores de
complemento) (Lee et al., 2003; Amulic et al., 2012).

ApOs a ingestao, os fagossomas formados sao relativamente benignos para os
micro-organismos, e a maquinaria celular necessaria para a destruicdo e eliminacéo
dos patogenos internalizados é adquirida através da fusdo dos granulos com o0s
fagossomas (formando os fagolisossomas) e ativacdo do metabolismo oxidativo. A
destruicdo dos patdgenos ocorre tanto através de mecanismos independentes de
oxigénio (com a acdo das substancias toxicas contidas nos granulos) como através de
mecanismos dependentes de oxigénio (com a producdo de ERO com grande potencial
microbicida) (Lee et al., 2003; Mayer-Scholl et al., 2004; Amulic et al., 2012;
Kolaczkowska; Kubes, 2013).

Il — O processo de desgranulacéo

Os constituintes dos diferentes subtipos de granulos dos neutréfilos sdo os
responsaveis pelos mecanismos de destruicdo dos patdégenos de forma independente
de oxigénio. A fusdo dos granulos com a membrana plasmatica ou com a membrana
dos fagossomas e a liberacdo das substancias microbicidas podem causar a morte
dos patégenos. Tais substancias microbicidas sdo, principalmente, proteinas e
enzimas antimicrobianas como a defensina e a lisozima (que funcionam rompendo a
superficie anibnica bacteriana) e proteases (que degradam proteinas bacterianas)
(Mayer-Scholl et al., 2004; Pham, 2006; Bardoel et al., 2014).
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A enzima lisozima é um componente chave do sistema imune inato e age
principalmente através de hidrolise catalitica dos peptidoglicanos das paredes
celulares de bactérias, o que provoca perturbacdo das superficies anibnicas
bacterianas, tornando-as mais permeaveis e causando 0 seu rompimento. Esta
enzima esta presente em praticamente todos os granulos dos PMNs, sendo um dos
componentes principais dos granulos secundérios (Faurschou; Borregaard, 2003;
Mayer-Scholl et al., 2004; Kluter et al., 2014).

Na década de 1920, Alexander Fleming descreveu a lisozima como um fator
bactericida dos tecidos humanos. Ele também descobriu e nomeou a bactéria
amarela Micrococcus lysodeikticus, que foi altamente suscetivel & morte mediada
por lisozima (Ganz, 2003).

A enzima elastase € uma serino-protease presente nos granulos primarios
dos PMNs em concentracfes superiores a 5 mM. Fisiologicamente, esta enzima
estd envolvida na degradacdo de materiais estranhos ingeridos durante a
fagocitose e € considerada uma molécula efetora chave no sistema imune inato,
com potente atividade contra fungos e bactérias, principalmente as Gram negativas
(Pham, 2006; Heinz et al., 2012).

Sob intensa ativacdo celular, a elastase € rapidamente liberada no espaco
extracelular, onde pode matar patdgenos ali presentes, além de degradar fatores de
viruléncia bacterianos. A elastase secretada é, também, responsavel pela degradacao
das proteinas da matriz extracelular local, remodelacdo do tecido danificado e
facilitacdo da migracdo dos PMNs através do tecido durante a migracdo em direcéao
ao sitio de inflamacéo (Fujie et al., 1999; Brinkmann et al., 2004; Heinz et al., 2012).

Dentre os componentes da matriz extracelular que podem ser alvos da
atividade enzimatica da elastase estdo uma variedade de ligantes de superficie
celular, proteinas soluveis, alguns tipos de colageno, fibronectina, proteoglicanas,
fibras de elastina e um grande nimero de importantes moléculas de adesédo (Pham,
2006; Korkmaz et al., 2010; Takeuchi et al., 2010).

Entretanto, em processos inflamatorios crénicos como em glomerulonefrite,
doencas pulmonares e artrite reumatoide, a elastase favorece a inflamacdo e é
considerada uma das principais enzimas responsaveis pela destruicdo tecidual.

Desta forma, esta enzima parece ser um importante alvo para a terapia de doencas
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inflamatoérias crbnicas (Beyer; Melzig, 2005; Pham, 2006; Takeuchi et al., 2010;
Sandhaus; Turino, 2013; Tsai et al., 2015).

IV — Producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Além dos mecanismos microbicidas independentes de oxigénio, o processo
de fagocitose € acompanhado de um conjunto de alteracBes metabdlicas nas células
fagociticas, denominado “burst” ou explosao respiratéria, metabdlica ou oxidativa. O
“burst” respiratorio é caracterizado, dentre outros fatores, pelo aumento no consumo
de oxigénio molecular e pela producéo de grande quantidade de ERO, as quais séo
potentes agentes oxidantes e atuam em conjunto com os constituintes dos granulos
para matar e digerir os agentes fagocitados (Winterbourn; Kettle, 2013).

As principais enzimas envolvidas na producdo das ERO pelos neutréfilos sao
a NADPH oxidase (responsavel pela geracdo de superdxido) e a mieloperoxidase
(MPO liberada dos granulos azurofilos e que gera outras espécies oxidantes, como o
HOCI) (Figura 3) (Klebanoff et al., 2013; Winterbourn; Kettle, 2013).

NADPH oxidase

Figura 3: Representacdo esquematica da producdo de ERO no fagolisossoma de
neutrofilos. A MPO é armazenada dentro dos granulos azuroéfilos do neutréfilo.
Depois da fagocitose, os granulos fundem-se com o fagossoma e liberam a MPO. O
complexo enzimatico da NADPH oxidase gera o superéxido que é convertido em
peroxido de hidrogénio. A MPO utiliza o peréxido de hidrogénio para catalisar a
producéo de potentes moléculas antimicrobianas, como o &cido hipocloroso. Figura
adaptada de Bardoel e colaboradores (2014).

O metabolismo oxidativo se inicia com o complexo enzimatico da NADPH
oxidase, localizado na membrana plasmatica e fagossomal dos PMNs. Esse

complexo permanece inativo nas células em repouso, tornando-se ativo somente
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apos estimulagdo das células com componentes bacterianos ou com alguns
estimulos imunes, tais como o agente promotor de tumores PMA (do inglés, “Phorbol
12-myristate 13-acetate”), o potente peptidio quimiotatico fMLP (N-formilmetionil-
leucil-fenilanina), &cido araquidbnico (AA), concanavalina A, complexos imunes e
ainda particulas antigénicas (zimosan, latex) opsonizadas com anticorpos e
componentes do sistema complemento (Brown, 1995; Babior, 1999; Groemping;
Rittinger, 2005; Souabni et al., 2012).

A NADPH oxidase reduz o oxigénio molecular presente no meio a anion
superoxido (02*), que é a primeira ERO formada e a precursora de todas as demais
produzidas durante o metabolismo oxidativo (Freitas et al., 2009; Bardoel et al.,
2014).

20,+NADPH  NADPHoxidase 2 (,* + NADP' + H'*

O superoéxido produzido, apesar de ndo ser um forte oxidante para a maioria
dos substratos biolégicos, € rapidamente dismutado em peroxido de hidrogénio
(H20,) espontaneamente ou atraves da enzima superoxido dismutase (SOD)
(Freitas et al., 2009; Amulic et al., 2012).

202.- + 2H+ i’ 02 + H202

Apés a desgranulacdo, a enzima MPO (heme peroxidase), liberada dos
granulos azurofilos, reage com o H;O, formado e com um haleto
(predominantemente o cloreto, devido a sua alta concentracéo nos fluidos biol6gicos)
para produzir o acido hipocloroso (HOCI), um dos oxidantes mais bactericidas
produzidos pelos neutréfilos, sendo cerca de 100 a 1000 vezes mais toxico que o O°
e que o H,O, (Mayer-Scholl et al., 2004; Freitas et al., 2009; van der Veen et al.,
2009; Klebanoff et al., 2013).

CI" + H,O, ——— HOCI+ OH"

A MPO constitui cerca de 5% do conteudo total de proteinas de neutréfilos e

25% das proteinas dos granulos. A maior parte do H,O, produzido pelos neutrofilos
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nos fagolisossomas € consumido pela MPO para catalisar a formagdo de &cido
hipocloroso (HOCI). O HOCI formado pode, além de agir diretamente sobre os
patdgenos presentes nos fagolisossomas, reagir com proteinas do hospedeiro,
resultando na producéo de cloraminas, cuja toxicidade depende muito de sua carga
e capacidade de se difundir nas bactérias. Embora sejam oxidantes mais fracos e,
geralmente, menos téxicos que o HOCI, as cloraminas sao capazes de manter sua
capacidade bactericida por mais tempo, podendo contribuir de forma relevante para
a atividade microbicida nos fagolisossomas (Freitas et al., 2009; Amulic et al., 2012;
Klebanoff et al., 2013; Winterbourn; Kettle, 2013).

Além das ERO mencionadas, uma grande variedade de outras espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio sdo produzidas durante a ativagdo do “burst’
oxidativo, como 0 oxigénio singleto, radicais hidroxilas, peroxinitritos e outros
produtos microbicidas (Freitas et al., 2009; Klebanoff et al., 2013).

Apesar de os fagocitos possuirem outros mecanismos microbicidas (como os
peptideos e enzimas antimicrobianas presentes nos granulos), a geracao das ERO e
do HOCI durante a fagocitose é considerado um mecanismo critico na destruicao de
grande parte dos patdégenos (Dale et al., 2008). Isso ocorre porque, além das ERO
matarem diretamente os patdgenos (causando danos oxidativos aos biocompostos),
elas também atuam indiretamente na destruicdo e eliminagcdo dos micro-organismos
através de varios mecanismos nao oxidativos (por exemplo, estimulando a
sinalizacdo de receptores de reconhecimento padrdo, as respostas de linfécitos T e
a formacéo das NETS) (Paiva; Bozza, 2014).

A importancia das ERO na defesa do organismo fica bastante evidente pela
grande susceptibilidade as infec¢cdes de individuos com Doenca Granulomatosa
Cronica (DGC, uma doenca genética em que a NADPH oxidase € inativa ou tem sua
atividade fortemente reduzida), em que 0s pacientes necessitam constantemente de
terapia com antibidticos ou antifingicos para combater 0s micro-organismos
(Winterbourn; Kettle, 2013; Bardoel et al., 2014). Alguns individuos com deficiéncias
na MPO também sofrem de infeccbes frequentes ou graves, especialmente com
espécies de Candida. No entanto, a deficiéncia de MPO é relativamente comum, mas
apenas ocasionalmente associada com infec¢des. Isso ocorre porque, na auséncia da
MPO, outras espécies reativas (por exemplo, superoxido, perdxido de hidrogénio,

radical hidroxila e peroxinitrito) ainda podem ser produzidas no fagossoma neutréfilo
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em concentracfes microbicidas, porém, de forma bem mais lenta que na presenca da
MPO, podendo ser satisfatérias para controlar as infec¢bes leves. Além disso,
algumas pessoas possuem apenas deficiéncias parciais na MPO e apenas uma
atividade residual desta enzima pode ser suficiente para as atividades antimicrobianas
da célula (Amulic et al., 2012; Winterbourn; Kettle, 2013).

As ERO produzidas pelos PMNs estimulados podem ser medidas por varios
métodos, dentre eles: os eletroquimicos (com utilizacdo do eletrodo de Clark, por
exemplo, que detecta o consumo de O, pelos fagocitos durante o “burst” oxidativo
para a producdo do 0O,%), o colorimétrico (em que a oxidacdo de sondas
colorimétricas, como o NBT, MTT, TMB e o ferricitocromo c, produz produtos
coloridos), o fluorimétrico (com utilizagcdo de diversas sondas que produzem
produtos fluorescentes apos reacdo com as ERO), a citometria de fluxo (que
permite, através de sondas fluorescentes, a avaliacdo de um ou varios parametros
para cada ceélula individualmente) e a quimioluminescéncia (em que as sondas
guimioluminescentes sdo oxidadas pelas ERO, ampliando a producdo de luz
produzida pelos PMNs durante o metabolismo oxidativo) (Smith; Weidemann, 1993;
Freitas et al., 2009; Dupre-Crochet et al., 2013).

Dentre os meétodos citados, a quimioluminescéncia (QL) tem sido amplamente
utilizada como uma metodologia altamente sensivel e precisa para a avaliacao das
espécies reativas produzidas pelos neutréfilos (Freitas et al., 2009). Este método
permite uma boa avaliacdo da cinética do metabolismo oxidativo dos PMNSs,
possibilitando o monitoramento do inicio, da amplitude e também do fim da producéo
das ERO (Dupre-Crochet et al.,, 2013). Além disso, como a producdo de QL é
dependente de ERO, este método tem sido empregado no estudo de substancias
com atividade antioxidante, sendo muito utilizado para a verificacdo da atividade
antioxidante de produtos naturais em PMNSs (Zielinska et al., 2000; Kanashiro et al.,
2007; Simdes-Ambrosio et al., 2010; Andrade et al., 2013; Czerwinska et al., 2013;
Vongsak et al., 2013; Fernandes et al., 2014; Santos et al., 2014).

1.1.2 Doenca inflamatéria com envolvimento de neutréfilos: artrite reumatoide
Embora as ERO e o conteudo dos granulos sejam importantes para a

resposta imune inata, atuando tanto na eliminagdo de agentes infecciosos quanto
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nas funcbes de sinalizacdo das células, o arsenal citotoxico liberado pelos
neutréfilos ndo é especifico para os patdgenos invasores, podendo ser prejudiciais
para o hospedeiro (Kobayashi et al., 2003; Paiva; Bozza, 2014).

Para evitar os efeitos nocivos das ERO, o organismo humano possui diversas
enzimas, moléculas antioxidantes e inibidores de proteases enddgenos, 0s quais
tém a funcdo de neutralizar as espécies reativas e as proteases presentes no
espaco extracelular, além de reparar os danos que elas causam (Filippin et al., 2008;
Burgos et al., 2009; Freitas et al., 2009).

Apesar disso, em algumas condi¢des, principalmente em situacdes de intensa
ativacao celular, ocorre um grande acréscimo na producdo de oxidantes e proteases
nos sitios de inflamacao, resultando em consumo e deplecédo desses inibidores, bem
como na inativagcdo dos mesmos (Filippin et al., 2008). A liberagcdo excessiva e
prolongada desses compostos citotoxicos no meio extracelular e suas acodes
inespecificas fazem com gue tais moléculas reajam com componentes do organismo do
hospedeiro, ocasionando a destruicdo dos tecidos saudaveis e contribuindo para a
patogénese de diversas doencas como a glomerulonefrite, vasculite, aterosclerose,
doenca pulmonar obstrutiva cronica, lUpus eritematoso sistémico, doenca inflamatéria
intestinal e a artrite reumatoide (Dallegri; Ottonello, 1997; Kobayashi et al., 2003; Burgos
et al., 2009; Freitas et al., 2009; van der Veen et al., 2009; Flannagan et al., 2012;
Nemeth; Mocsai, 2012).

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatoria crénica que esta
associada ao intenso recrutamento e ativacdo de neutrofilos. E caracterizada
principalmente por hiperplasia sinovial, grandes infiltrados celulares, concentracées
elevadas de citocinas pré-inflamatérias, destruicdo das articulacbes e manifestacoes
extra-articulares que levam a dor, perda de funcéo e reducdo na qualidade de vida
(Cascao et al., 2010; Nemeth; Mocsai, 2012; Bardoel et al., 2014).

Embora a etiopatogenia desta condicdo ndo seja totalmente conhecida, €
sabido que os PMNs estdo envolvidos nos mecanismos que impulsionam o inicio da
AR (Cascao et al., 2010).

Os neutrdéfilos sdo as células mais abundantes presentes no fluido sinovial das
articulagdes de pacientes com AR e muitos destes neutréfilos séo encontrados proximos
as areas de erosdo da cartilagem, onde ocorre a maioria dos danos teciduais. Tal fato

reforca a hipotese de que estas células causam danos nos tecidos atraves da liberacéo
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de oxidantes e proteases, contribuindo para o desenvolvimento da leséo articular (van
der Veen et al., 2009; Nemeth; Mocsai, 2012; Bardoel et al., 2014).

Durante o processo inflamatério da AR, os neutrdfilos secretam, além das
substancias citotéxicas, diversos mediadores pré-inflamatoérios (como TNF-a, IL-1B e
IL-6), os quais causam a ativacdo dos préprios PMNs e de outras células imunes,
promovendo um quadro de inflamacdo aguda e persistente. Além disso, 0s
neutrofilos persistem no sitio inflamatério durante um maior tempo, aumentando a
liberacdo das ERO e das potentes enzimas destrutivas no meio extracelular (Cascao
et al., 2010; Kundu et al., 2012).

A dor intensa e continua nas articulagcdes dos pacientes com AR acarreta
consideraveis consequéncias socioecondmicas (Hunt; Emery, 2014), como o que
ocorreu em 2013 no Brasil, quando, no intervalo de apenas duas semanas, cerca de
770 mil pessoas deixaram de realizar suas atividades habituais devido a quadros
relacionados com a artrite (IBGE, 2015). Deste modo, € de grande interesse realizar
a pesquisa de novos agentes que sejam capazes de atenuar os sintomas desta
doenca e, embora seja evidente a importancia dos neutrofilos na defesa do
hospedeiro, essas células também devem ser consideradas como um potencial alvo
terapéutico em autoimunidade (Bardoel et al., 2014).

Atualmente, a grande maioria dos farmacos utilizados para o tratamento da AR,
principalmente os farmacos sintéticos antirreumaticos modificadores da doenca,
(como o metotrexato) e imunossupressores (como a ciclofosfamida e azatioprina),
provocam uma expressiva reducdo da quantidade de neutrofilos circulantes
(neutropenia), podendo expor o paciente a grande risco de infeccdes e aumento do
risco com a profundidade e duracdo da neutropenia (Lazaro; Morel, 2015).

Diante do exposto, uma abordagem atraente para o tratamento de AR € a
intervencédo nas atividades dos PMNs de modo a modular a producéo e/ou a liberacdo
excessiva das ERO e do conteuido citotoxico dos granulos, sem alterar as funcdes de
defesa destas células contra os patdgenos invasores (Cascao et al., 2010). Para isso,
existe uma busca continua por reguladores das funcles efetoras desta célula, para
gue novos farmacos, com atividades anti-inflamatéria e antioxidante, sejam
produzidos. Estudos com produtos naturais tém demonstrado resultados satisfatorios
e algumas substancias com efeitos sobre o metabolismo oxidativo e sobre a

desgranulagéo ja foram identificadas (Zielinska et al., 2000; Kanashiro et al., 2007;
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Paula et al., 2009; Simdes-Ambrosio et al., 2010; Andrade et al., 2013; Figueiredo-
Rinhel et al., 2013; Ji et al., 2013; Kabeya et al., 2013; Figueiredo-Rinhel et al., 2014;
Santos et al., 2014). Apesar de muitos destes produtos naturais terem grande
potencial para serem usados como adjuvantes no tratamento da AR, estudos
adicionais devem ser realizados para verificar se tais substancias também interferem

nos processos de reconhecimento e destruicdo dos micro-organismos pelos PMNs.

1.2 A espécie Baccharis dracunculifolia De Candolle

Dentre os produtos naturais com expressiva atividade modulatoria sobre o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos encontra-se a Baccharis dracunculifolia De
Candolle (DC) (familia Asteraceae) (Figueiredo-Rinhel et al., 2013).

Esta planta, conhecida popularmente como “alecrim-do-campo”, “alecrim-de-
vassoura”, “vassourinha” e “vassoura’” € uma espécie brasileira, com registros de
ocorréncia nas regides sul, sudeste e centro-oeste, principalmente nas areas de cerrado
(Park et al., 2002, 2004). As plantas desta espécie sdo arbustos ramificados e perenes
gue podem chegar a cerca de quatro metros de altura e cuja floracdo ocorre apds a
estacdo das chuvas (Park et al., 2004) (Figura 4). Sdo encontrados em campos ou
areas abertas e constituem formacdes densas e dominantes sobre terras nao cultivadas

ou degradadas (Bastos et al., 2011).

Figura 4: Ramo exemplar de Baccharis dracunculifolia (Figueiredo, 2010).

Considerando o emprego na medicina popular, € relatado o uso dos ramos e
folhas de B. dracunculifolia para combater distirbios gastricos e afecgbes febris,
além da utilizag&o no tratamento de feridas e processos inflamatérios (dos Santos et
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al., 2010). Além disso, estudos cientificos tém revelado diversas atividades
biolégicas desta planta como: anti-inflamatoria, antiulcerogénica, antioxidante,
antimicrobiana, antifingica, antiviral, acaricida, tripanocida, anticariogénica,
imunomodulatéria, antigenotoxica, antimutagénica e hepatoprotetora (Leitdo et al.,
2004; Lemos et al., 2007; Missima et al., 2007; da Silva Filho et al., 2008; Bufalo et
al., 2009; dos Santos et al., 2010; Johann et al., 2010; Parreira et al., 2010; Cestari
et al., 2011; Bernardes et al., 2012; Guimaraes et al., 2012; Resende et al., 2012;
Bachiega et al., 2013; Figueiredo-Rinhel et al., 2013; Munari et al., 2014; Rezende et
al., 2014; de Assis Lage et al., 2015; Pedrazzi et al., 2015).

Com relacdo ao metabolismo secundario, a Baccharis dracunculifolia
apresenta diversos compostos como o acido cinamico e seus derivados (acidos
cafeico, p-cumarico e ferulico), flavonoides (como pinobancsina, canferol, canferide,
isosacuranetina, aromadendrina-4'-metil éter, crisina, acacetina e apigenina),
monoterpenos (como timol, carvacrol e limoneno), sesquiterpenos (como farnesol,
nerolidol e espatulenol), além de outros importantes compostos como: artepelina C,
drupanina, bacarina e 6xido de baccharis (Park et al., 2004; de Alencar et al., 2005;
Fukuda et al., 2006; Missima et al., 2007; Chang et al., 2008; Marostica et al., 2008;
de Sousa et al., 2009; Oliveira et al., 2011; Martinez-Correa et al., 2012; de Assis
Lage et al., 2015).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas podem estar associados
com diversas funcbes, como a atracdo de polinizadores, protecdo contra a luz
ultravioleta e apoio estrutural. Além destas funcdes, estas substancias sao
consideradas parte da estratégia de defesa da planta contra o ataque de insetos
herbivoros. No entanto, alguns herbivoros usam estes metabdlitos secundarios para se
defender de seus proéprios predadores (Park et al., 2004; de Alencar et al., 2005; Chang
et al., 2008; Nascimento et al., 2008; Bufalo et al., 2010; Bastos et al., 2011; Guimaraes
et al., 2012; de Oliveira et al., 2014). Isso ocorre, por exemplo, no caso das abelhas
Apis mellifera, que utilizam os metabdlitos secundarios das plantas para a producao de
propolis, que possui varias funcbes nas colmeias como preenchimento de lacunas,
reducédo dos espacos de entrada e saida, mumificacdo de insetos mortos e para evitar a
infestacao de micro-organismos (Bastos et al., 2011).

Contudo, é sabido que a producdo destes metabalitos pela planta é sensivel a

diversos fatores como variacbes climéticas, fatores ambientais e, especialmente,



Introducdo 16

interagdes com insetos e predadores (Park et al., 2004; Bastos et al., 2011).

A Baccharis dracunculifolia € considerada a principal fonte botanica da
propolis verde, sendo a prépolis um produto altamente valorizado e comercializado
em varias preparacdes farmacéuticas e cosméticas, tais como: comprimidos,
pastilhas, dentifricios, lo¢Bes, cremes faciais, tinturas, pomadas etc. (Bankova et al.,
2000; Park et al., 2002). Além disso, a propolis verde tem sido alvo de inUmeros
estudos farmacoldgicos que demonstraram atividades antitumoral, antimicrobiana,
anti-inflamatoria, tripanocida, imunomodulatéria, antioxidante e “scavenger” de radicais
livres (Bankova et al., 1999, 2000; Simdes et al., 2004; Fischer et al., 2007; Jorge et
al., 2008; Bufalo et al., 2010; Fonseca et al., 2011; de Oliveira et al., 2014).

Estudos prévios demonstraram que tanto a propolis verde quanto a Baccharis
dracunculifolia, nas formas de extrato etandlico, foram capazes de inibir o
metabolismo oxidativo de neutrofilos estimulados, inibicdo esta que ocorreu de forma
dependente da concentracdo e nédo relacionada a eventos toxicos sobre as células
(Simdes-Ambrésio et al., 2010; Figueiredo-Rinhel et al., 2013). Observou-se também
gue, tanto a concentracao dos constituintes quimicos quanto o efeito antioxidante do
extrato de Baccharis dracunculifolia, foram influenciados por fatores sazonais
(Figueiredo-Rinhel et al., 2013), evidenciando a importante relacdo entre o perfil
guimico e a amplitude da atividade biologica desempenhada por esta planta.

Dessa maneira, torna-se necessario verificar a importancia relativa de
determinados constituintes do extrato na atividade antioxidante frente aos PMNs, a
fim de se determinar possiveis marcadores quimicos para esta propriedade
biolégica. Ainda, a definicdo de marcadores quimicos, que representam a acéo
terapéutica das plantas, é indispensavel para a validacdo de plantas medicinais,
para 0 uso popular mais seguro e para testes de qualidade e integridade de
fitoterapicos (Bessa et al., 2013).

Desta forma, estudos adicionais sdo necessarios para a determinacdo de
possiveis marcadores quimicos que reflitam a atividade antioxidante do extrato sobre
0 metabolismo oxidativo de neutréfilos; para o melhor entendimento sobre os
mecanismos de acdo envolvidos nesta atividade antioxidante e para verificar se,
além da capacidade de modular a quantidade de ERO produzida pelas células
durante o processo inflamatério (as quais podem agravar o quadro de lesao tecidual

em doencas como a AR), o extrato também interfere em algumas funcdes
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primordiais dos PMNs para a defesa do organismo (como a fagocitose, a

desgranulacgéo, a liberacdo de moléculas citotoxicas e atividade microbicida).

1.3 Lipossomas como carreadores de substancias naturais

Um fator que muitas vezes limita a utilidade clinica de extratos € a baixa
biodisponibilidade de seus constituintes. Isto ocorre porque muitos dos componentes
biologicamente ativos dos extratos (como alguns flavonoides, taninos, terpenos etc.)
sdo moléculas com baixa solubilidade lipidica (0 que limita severamente sua
capacidade de atravessar membranas bioldgicas) e/ou grande tamanho molecular
(n&o permitindo absorcéo por difusédo passiva) (Ajazuddin; Saraf, 2010).

Para contornar este problema, pesquisadores e algumas empresas realizam a
incorporacdo dos extratos em sistemas carreadores tipo lipossomas, 0s quais
oferecem uma série de vantagens para os medicamentos fitoterapicos, incluindo
aumento da solubilidade e biodisponibilidade, protecédo contra toxicidade, aumento
da atividade farmacolégica, aumento da estabilidade através de protecdo da
degradacéo fisica e quimica etc. (Ajazuddin; Saraf, 2010).

Depois de serem absorvidos, os lipossomas sédo reconhecidos pelo sistema
imunologico e parecem ter sua eliminacdo mediada principalmente pelos
componentes do sistema complemento (Huong et al., 2001; Landi-Librandi, et al.,
2012a). Estudos verificaram que algumas caracteristicas fisico-quimicas como
composicao, tamanho e carga superficial podem influenciar o tempo de permanéncia
dos lipossomas na circulagdo sanguinea. Foi observado que vesiculas com baixo
diametro (abaixo de 800 nm), distribuicdo de tamanho homogénea (caracterizada
pelo baixo indice de polidispersédo) e carga superficial neutra (caracterizada pelo
baixo valor do potencial zeta) sdo mais adequadas para utilizacdo em meio bioldgico
uma vez que, nestas condi¢cdes, ha um menor reconhecimento das vesiculas pelo
sistema imunolégico e uma menor depuracdo dos lipossomas, permitindo que o
carreador permaneca mais tempo na corrente sanguinea e atinja o sitio de acgéo
desejado (Devine; Bradley, 1998; Huong et al., 2001).

Em relagdo a composicdo dos lipossomas, estudos prévios demonstraram
gue lipossomas compostos por fosfatidilcolina de soja e colesterol em proporcéao de

massa de 5:1 foram bastante adequados para utilizagdo como um sistema carreador
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de produtos naturais, uma vez que foram capazes de incorporar quantidades
satisfatorias desses produtos sem ativar de forma exacerbada o sistema
complemento (Landi-Librandi et al., 2010; Landi-Librandi et al., 2012a,b).

Os lipossomas também tém sido bastante utilizados para o tratamento de
processos inflamatorios cronicos, uma vez que permitem uma liberacdo mais
direcionada e um maior acumulo do farmaco nos locais de inflamacéo, reduzindo os
efeitos colaterais sistémicos e reforcando a efetividade terapéutica (Prasad et al., 2015).

Em relagdo ao tratamento da artrite, estudos mostraram que, em virtude de
seu tamanho e composicado quimica, os lipossomas tem se mostrado muito eficazes
para reter o farmaco no interior da cavidade sinovial, podendo aumentar seu tempo
de permanéncia na sinévia em mais de 40 horas. Além disso, o uso dos lipossomas
reduz a exposicdo do farmaco aos demais tecidos, eliminando grande parte dos
efeitos indesejaveis associados com a terapia, mostrando que os lipossomas séo
excelentes carreadores para 0os compostos utilizados no tratamento da AR (Edwards
et al., 2007; Kapoor et al., 2014).

Uma vez que o0 uso de lipossomas possui como vantagens: alta
biocompatibilidade (pois sdo veiculos biodegradaveis e nao toéxicos), facilidade de
preparo, versatilidade quimica (permitindo o carreamento de compostos hidrofilicos,
anfifilicos e lipofilicos) e por direcionar e aumentar o tempo de permanéncia dos
farmacos nos locais de leséo, a utilizacdo deste sistema como carreador do extrato
de B. dracunculifolia possui um grande potencial na superacdo dos principais
problemas associados ao uso de fitoterapicos, podendo assegurar a atividade
biologica do extrato.

De acordo com o exposto, a incorporacdo do extrato de B. dracunculifolia em
sistemas carreadores tipo lipossomas pode contribuir para o desenvolvimento de um

agente terapéutico brasileiro.
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Objetivo geral:

Diante da literatura apresentada e da observacdo de que o extrato etandlico das
folhas de Baccharis dracunculifolia (EEBd) possui expressiva atividade antioxidante
sobre o metabolismo oxidativo de neutréfilos, em concentracdes ndo tbxicas, o
presente trabalho estudou a agdo imunomodulatoria deste extrato sobre diversas
funcbes efetoras dos neutréfilos, com vistas ao desenvolvimento de um agente
fitoterdpico para o tratamento de processos inflamatérios mediados por estas
células. Para atingir este objetivo, foi empregada a seguinte estratégia experimental:

Objetivos especificos:

I- Avaliar o efeito do EEBd, sobre as seguintes fungdes efetoras do neutrofilo:
a. fagocitose,
b. desgranulacdo, através da medida da atividade das enzimas elastase e
lisozima,
c. atividade da enzima mieloperoxidase e seus produtos,

d. atividade microbicida das células.

lI- Avaliar, através de ensaios de quimioluminescéncia (QL), a atividade antioxidante

de alguns compostos presentes no EEBd sobre o metabolismo oxidativo de neutrofilos.

[1- Incorporar 0 EEBd e o seu possivel marcador quimico em sistemas carreadores tipo

lipossomas e realizar a caracterizacao fisico-quimica das vesiculas formadas.

IV- Avaliar a capacidade dos compostos incorporados nos lipossomas em inibir a QL
de neutrofilos estimulados e relacionar suas atividades antioxidantes com as

atividades biol6gicas dos compostos livres.

V- Avaliar, em estudos “in vivo”, os efeitos terapéuticos do EEBd e de seu possivel
marcador quimico (tanto nas formas livres como incorporadas nos lipossomas) em
modelo animal de artrite através da:

a. medida do edema da articulacao,

b. avaliacdo do infiltrado celular no liquido sinovial,

c. quantificacdo de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-1[3).



3. Casuistica e Métodos
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3.1 Principais reagentes e Solugdes

Acido cafeico — Sigma-Aldrich C0625;

Acido cinamico — Sigma-Aldrich C6004;

Acido cumarico — Sigma-Aldrich C9008;

Acido ferulico — Sigma-Aldrich F3500;

Agua sanitaria comercial — Marca Candura;

BioBond® - Eletrinic Microscopy Science 71304;

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil) tetrazélio (MTT) — (Sigma
M2128);

Candida albicans (ATCC 64548);

Catalase — Sigma-Aldrich C10;

CFD - Diluente de Fixacdo de Complemento com 0,1% de gelatina (pH 7,2);
Citocalasina B — Sigma-Aldrich C6762;

Colesterol - Riedel de Haén 20808;

Corante Panotico Rapido — LB Laborclin;

Dexametasona - Sigma-Aldrich D4902;

Dimetilsulfoxido (DMSQO) — Merck;

DPI (difenileno-iodénio) - Sigma Chemical Co., St. Louis, MO., USA,;
Etanol - Merck;

Fosfatidilcolina de soja - Sigma-Aldrich P7443;

kit citocinas IL-6 e TNF-a — Invitrogen KRC0062 e KRC3012;

kit citocinas IL-1B8 — R&D Systems;

lisozima (Sigma-Aldrich L 6876);

Liquido de Turk (violeta de gensiana 1% em solucéo de acido acético 1%);
Lucigenina (10,10’-dinitrato-dimetil-bis-acrinidina) - Sigma-Aldrich;
Luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinodiona) - Sigma-Aldrich;
Micrococcus lysodeikticus (Sigma-Aldrich M 3770);

Quercetina — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO., USA,;

Solucéo de Alséver (tampéo citrato com azida sodica pH 6,1);
Solucéo de gelatina (Difco) 2,5% em NacCl 0,15 mol/L;

Solucéo de Hanks pH 7,2;

Solucéo de NH4CI 0,83% pH 7,2;
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e Solucéo fisiolégica (NaCl 0,15 mol/L);

e Succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida (SAAVNA) — Calbiochem 454454;
e Taurina — Sigma-Aldrich T0625;

e Tetrametilbenzidina (TMB) — Sigma-Aldrich T2885;

e Triton x-100 - Sigma Chemical Co., St. Louis, MO., USA;

e Zymosan A (Saccharomyces cerevisiae) — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.

3.2 Principais Equipamentos Utilizados
e Agitador automatico tipo “shaker” (Marconi — modelo MA 420);
e Agitador com placa de aquecimento (Marca Ika— modelo C MAG-HS7);
e Balanca analitica de precisao (Marca Shimadzu — Modelo AUW220D);
e Banho-Maria (Marca Cientec — modelo- CT-245);
e Bomba a vacuo (Marca Tecnal — modelo TE 058);
¢ Centrifuga (Marca Eppendorf — modelo 5810R);
e Cromatografo de fase liquida (marca Shimadzu);
e Espectrofotdmetro (Marca Hitachi — modelo U2910);
e Evaporador rotativo (Marca Tecnal — modelo — TE 120);
e Freezer -20°C e -70°C (Forma Scientific);
e Laser Light Scattering — Zeta Sizer Nano Series, Nano-ZS — Malven
Instruments;
e Leitor de ELISA — Espectrofotdmetro (Marca Varian — modelo Cary 50 Bio);
e Luminémetro (Marca EG&G Berthold — modelo Auto Lumat LB 953);
e Microscépio Optico (Marca Olympus — modelo — BX51);
e pHmetro (Marca Gehaka — modelo PG1800);

e Ultracentrifuga (Marca Beckman - modelo XL-70);

3.3 Sujeitos da pesquisa

Os sujeitos utilizados neste trabalho consistiram de cerca de 20 voluntarios
saudaveis (alunos de graduacao, pos-graduacgéo e funcionérios da FCFRP-USP), de
ambos os sexos, ndo fumantes, na faixa etaria de 20 a 40 anos, que ndo estavam

fazendo uso de qualquer tipo de medicamento ha pelo menos uma semana em
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relacdo a data em que participaram da pesquisa. Foi feita a coleta de sangue
periférico, o qual foi utilizado para o isolamento de neutrofilos e obtencdo de soro
para opsonizagdo do estimulo. Foram seguidos os procedimentos recomendados
pela resolucdo 196/96 da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CONEP) e o trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa com
seres humanos da FCFRP-USP (Protocolo de pesquisa CEP/FCFRP n° 200 — Anexo
A). Os voluntarios foram conscientizados dos objetivos do trabalho e assinaram um

termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo B).

3.4 Obtencéao de Leucocitos Polimorfonucleares (PMNs) - Neutrofilos

Os neutrdfilos foram obtidos a partir de sangue total de humanos saudaveis,
colhido através de puncdo venosa com sistema a vacuo. ApoOs a coleta, este sangue foi
transferido para um tubo Falcon contendo anticoagulante Alséver pH 6,1 (V/v).

A técnica empregada para separacdo das células foi 0 método de Henson (1971)
modificado por Lucisano e Mantovani (1984). O sangue colhido foi centrifugado a 755 x g
por 10 minutos e o plasma removido. As células sedimentadas foram suspensas com
uma solucao de gelatina a 2,5% em solucao fisiologica (NaCl 0,9%), na proporcao de
duas vezes o volume de células, e deixadas em repouso por 15 minutos a 37°C.
Posteriormente, o sobrenadante contendo os neutrofilos foi centrifugado a 270 x g por 10
minutos, com finalidade de retirar a gelatina. Para eliminar as hemacias presentes na
solucéo foi utilizado um tratamento com cloreto de aménio 0,83%, pH 7,2 por 5 minutos.
Apos este periodo foi realizada a centrifugacédo a 270 x g por 10 minutos. As células
foram depois lavadas com uma solucéo fisioldgica e centrifugadas a 270 x g por 10
minutos. Os neutréfilos foram suspensos em Hank's contendo 0,1% de gelatina de

acordo com as concentracfes requeridas para cada experimento.

3.5 Obtencao do soro humano para opsoniza¢do do zimosan (estimulo)

Os soros foram obtidos a partir do sangue total de voluntarios saudaveis,
colhido por puncéo venosa, utilizando-se tubos tipo vacutainer sem anti-coagulante.
O sangue foi deixado em repouso a temperatura ambiente durante 1 hora para
formacéo e retragdo do coagulo, sendo posteriormente centrifugado a 480 x g por 10

minutos. O soro obtido foi reunido em um “pool”, fracionado e estocado a -70°C.



Casuistica e Métodos 25

3.6 Preparo do estimulo (zimosan opsonizado)

Zimosan (ZI) é uma preparacao insoluvel em meio aquoso, formada de residuos
de polissacarideos da parede celular de levedura que, em contato com o soro, ativa o
sistema complemento, produzindo particulas revestidas (opsonizadas). Nesta forma,
estas particulas sdo reconhecidas por receptores presentes na membrana dos
neutrdfilos, facilitando o processo de fagocitose (Woeber; Ingbar, 1973).

Uma suspensdo de ZI (2 mg/mL) em solucéo fisiolégica foi mantida em
banho fervente durante 30 minutos, sendo depois centrifugada a 270 x g por 5
minutos. Para cada mg de ZI adicionou-se 0,1 mL de soro humano diluido 1:2 em
CFD (Tampédo Diluente para Fixacdo de Complemento). Apds incubacdo em
banho-maria a 37°C durante 30 minutos obteve-se o zimosan opsonizado (Zlops).
A suspensao foi centrifugada a 480 x g por 5 minutos e o sedimento formado foi
lavado com solucdo fisiologica nas mesmas condi¢cdes. A concentracdo da
suspensdo de Zlops foi ajustada, de acordo com a requerida para cada

experimento, com solucdo de Hanks contendo 0,1% de gelatina.

3.7 Ensaios de quimioluminescéncia (QL)

Para todos os ensaios de QL realizados durante o trabalho de doutorado
foram utilizadas duas sondas: luminol e lucigenina, produzindo, respectivamente, a
guimioluminescéncia dependente de Iluminol (QLIum) e a quimioluminescéncia
dependente de lucigenina (QLIuc).

Nos ensaios de QL, todas as amostras avaliadas (EEBd e compostos
isolados, incorporados ou ndo em lipossomas) foram incubadas juntamente com os
neutréfilos e com as sondas (concentracéo final de 1,0 x 10 mol/L). Apés incubacéo
de 3 minutos a 37°C, foi adicionado o estimulo Zlops ou a solucdo de Hanks com
gelatina a 0,1% (controle sem estimulo - espontaneo) e, imediatamente a seguir,
foram medidas as QLIlum ou QLluc em c.p.m. (fétons contados por minuto) durante
15 minutos a 37°C, em lumindmetro. Como controle dos experimentos foi medida a
producédo de QL pelas células utilizando-se o solvente no lugar da amostra.

Através das curvas de QLIum e QLIuc em funcdo do tempo foram calculados
os valores de area integrada de 0 a 15 minutos. Tais valores foram utilizados para
determinar a porcentagem de inibicdo promovida pelas diferentes concentragdes das

substancias em relacdo aos respectivos controles, através da formula:
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% inibicio da QL = 100 — — _ Area integrada o!as amostras x 100
Area integrada dos respectivos controles (DMSO 0,1%)

Foram realizados ensaios preliminares para determinar as concentracdes de
cada composto a serem utilizadas, de modo que fosse possivel calcular os Clsg
(concentracdo da amostra capaz de inibir 50% da QL), que foram calculados através
da utilizacdo de regresséo nao linear. As diferentes amostras foram testadas em, no
minimo, cinco diferentes concentra¢des, sendo pelo menos dois valores acima e dois
valores abaixo dos Clso. Os valores de Clsp foram expressos como médias + desvio
padréo e foram utilizados como parametro para compara¢ao da atividade antioxidante
entre as diferentes amostras (Figura 5).
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Figura 5: Diferentes etapas do ensaio de quimioluminescéncia (QL) para o célculo
dos valores de Clsp (concentracéo que inibe 50% da QL produzida pelos neutréfilos).
A: Perfil representativo da QL produzida pelo controle (neutrofilos incubados com
DMSO 0,1%) e pelas amostras (neutréfilos incubados com as diferentes
concentracdes das amostras). B: Representagdo do calculo da area integrada de QL
para o controle e para cada amostra. C: Grafico representativo da area integrada de
QL do controle e das amostras. D: Grafico representativo da porcentagem de inibicao
de cada amostra em relacdo ao controle. E: Grafico representativo do calculo dos
valores de Clso de cada amostra através de regressao nao linear.
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3.8 Extrato Etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia (EEBd)

Foi utilizado, durante todo o trabalho de doutorado, o EEBd preparado a partir
do material vegetal coletado no més de maio/07. Este extrato foi selecionado devido
a sua maior atividade antioxidante em ensaios de quimioluminescéncia realizados
durante um estudo prévio de sazonalidade (Figueiredo, 2010; Figueiredo-Rinhel et
al., 2013). Antes de iniciar os estudos deste trabalho, verificou-se que o EEBd
manteve tanto o perfil quimico quanto a atividade biol6gica do EEBd utilizado nos
estudos prévios (Apéndice A).

3.8.1 Obtencéao e tratamento do material vegetal utilizado no preparo do EEBd

Os materiais vegetais utilizados na preparacdo do extrato foram as partes
aereas de Baccharis dracunculifolia, cujas mudas foram provindas do CPQBA-
UNICAMP (Centro de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agrondémicas). O material
vegetal foi coletado no més de maio de 2007 em uma area de cerrado da cidade de
Cajuru — SP. Apos coleta, o material foi seco e estabilizado em estufa de ar quente
e circulante a 40°C, por 48 horas. Posteriormente, o material vegetal seco e
estabilizado foi submetido ao processo de pulverizagdo com uniformizacdo do
tamanho de particulas (mesh 46), através da utilizacdo de um moinho de facas.
Uma pequena porcdo do material seco e pulverizado foi empregada no preparo do
extrato etandlico de B. dracunculifolia (EEBd). O restante foi acondicionado em
sacos plasticos, os quais foram vedados, identificados e armazenados em freezer
a -20°C (condicbes que protegem o0s componentes do material vegetal da
degradacao, segundo estudos realizados no laboratério de farmacognosia). Todo o

material vegetal foi fornecido pelo Prof. Dr. Jairo Kenupp Bastos da FCFRP-USP.

3.8.2 Preparo do Extrato Etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia (EEBd)
Foram utilizados 5 g do material vegetal seco e pulverizado, os quais foram
transferidos para frascos tipo Erlenmeyer, com posterior adicdo de 100 mL de solucao
Etanol:Agua na proporcéo de 9:1. As amostras foram mantidas em agitador mecanico
do tipo “shaker” a 27°C, por 2 horas a 145 r.p.m. ApOs este periodo, o material foi
filtrado em papel de filtro e, para uma melhor eficiéncia de extracdo das substancias

presentes na amostra, o material vegetal retido no filtro (torta) foi submetido a uma
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nova extracdo nas mesmas condigdes anteriores (100 mL do solvente hidroalcodlico,
agitacdo a 27°C por 2 horas a 145 r.p.m., filtracdo em papel de filtro). Os filtrados
referentes as duas extracbes foram reunidos e o volume total do filtrado foi
concentrado em evaporador rotativo (banho a 55°C), submetido a ultrassom (para
recuperacdo de todo soélido aderido na parede da vidraria), transferido para um
pequeno frasco, previamente pesado e identificado e colocado em uma estufa de ar
circulante a 50°C durante 5 dias, para secagem dos extratos. Apds completa secagem
do extrato, foi obtida a massa do residuo solido total, denominada de EEBd, que foi
utilizado para a realizagdo dos ensaios propostos. O referido extrato seco foi mantido
em frasco tampado, protegido da luz e sob refrigeracao (4°C).

Para avaliacao das atividades biologicas, os EEBd secos foram solubilizados em
DMSO ou Etanol:Agua (9:1) em diferentes concentragbes, sendo estas solucdes
estocadas por, no maximo, 1 semana. No dia do experimento, estas solu¢des sofreram
uma diluicdo de 100 vezes em tampdo Hanks com gelatina a 0,1% para reduzir a
guantidade de solvente no meio, uma vez que, para 0s ensaios bioldgicos, altas
concentracdes dos solventes (DMSO ou etanol) podem interferir nas metodologias ou
podem causar toxicidade as células (Kahler, 2000). As solucbes diluidas em tampéo
foram utilizadas nos ensaios de forma que as concentracdes finais dos EEBd variaram
de 1,0 a 100 pg/mL e as concentracdes finais dos solventes foram de 0,1% para o
DMSO e 0,05% para o etanol. De acordo com estudos prévios, as concentracdes

utilizadas neste estudo nédo séo toxicas para as células (Figueiredo-Rinhel et al., 2013).

3.9 Efeito do EEBd sobre a fagocitose de neutrofilos: avaliagcdo da capacidade
fagocitica e do indice fagocitico

O ensaio de fagocitose foi realizado com a finalidade de averiguar se o EEBd
possui alguma acdo sobre a capacidade das células de reconhecer e fagocitar
micro-organismos presentes no meio. Para isso, foram examinadas duas diferentes
concentracfes do referido extrato (50 e 10 pg/mL) representando, respectivamente,
a maior concentracdo e a concentracdo préoxima ao Clsg nos ensaios de
guimioluminescéncia.

Aliquotas de neutréfilos (1 x 10° células/mL) foram adicionadas em tubos tipo
eppendorf juntamente com solugcdo de Hanks (controle positivo), ou DMSO a 0,1%

(controle do solvente) ou com as diferentes concentragbes de EEBd (amostras).
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Como controle negativo foi utilizado 20 pM de citocalasina B, uma vez que esta
substancia € um inibidor da polimerizacdo da actina e sua utilizacdo impede a
realizacdo da fagocitose pelas células. Apos incubacao a 37°C durante 15 minutos,
foram adicionadas particulas de zimosan opsonizado — Zlops (1 mg/mL), as quais
sdo reconhecidas por receptores presentes nas membranas dos neutréfilos,
iniciando o processo de fagocitose em um volume final de 500 pL. Os tubos foram
transferidos para um agitador automatico tipo “shaker”, onde permaneceram durante
1 hora a 37°C e 133 r.p.m. Posteriormente, os tubos foram colocados em banho de
gelo durante 5 minutos (para interromper o processo de fagocitose) e aliquotas de
50 pL de cada tubo foram adicionadas sobre laminulas previamente tratadas com
fixador tecidual (BioBond®). Depois de permanecerem em repouso durante 20
minutos, a temperatura ambiente, as laminulas foram coradas com corante Panotico,
fixadas em laminas e levadas ao microscopio Optico para contagem do numero de
fagdcitos ativos e do numero total de particulas de Zlops no interior dos neutrofilos.
Através desses dados foram calculados os valores de Capacidade Fagocitica (CF) e
indice Fagocitico (IF) segundo metodologia descrita por Silva e colaboradores (2012)

e por Franca e colaboradores (2008), conforme as formulas:

% CF = (numero de neutrdéfilos fagocitando / total de neutrofilos contados) x 100

IF = total de particulas de Zlops fagocitadas / nUmero de neutrofilos fagocitando.

Para analise dos resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00
(GraphPad Software, Inc.). O efeito do EEBd sobre a fagocitose dos neutréfilos foi

avaliado em trés experimentos independentes com medidas em duplicata.

3.10 Efeito do EEBd sobre a desgranulacéo: atividade das enzimas elastase e lisozima

3.10.1 Enzima elastase
Descrito por Johansson e colaboradores (2002) e modificado por Kanashiro e
colaboradores (2009), este ensaio avalia a atividade catalitica da enzima elastase,

dos neutréfilos presentes, no meio extracelular. Tal enzima est4 presente nos
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granulos azurdfilos dos neutrofilos e é liberada durante o processo de
desgranulacéo, apods a estimulacao celular.

Para avaliar a quantidade de elastase liberada foi utilizado o substrato incolor
succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida (SAAVNA) que na presengca desta enzima é
degradado no produto de coloracdo amarela, p-nitroanilina (p-NA), o qual passa a ser
guantificado espectrofotometricamente a 405 nm. A utilizagéo deste substrato permitiu
a avaliacdo do efeito do EEBd sobre a atividade da elastase em ensaios com células
(tem 3.10.1-1), e em ensaios com a enzima previamente isolada (item 3.10.1-2).
Foram realizados ensaios preliminares para determinar as concentracdes do EEBd a

serem utilizadas, de modo que fosse possivel calcular os valores de Clsp.

3.10.1-1 Atividade da elastase liberada de neutroéfilos apds incubacdo com EEBd

Para verificar se 0 EEBd possuia algum efeito sobre o processo de liberacéo da
elastase dos granulos dos neutrofilos, foram realizados os ensaios de desgranulacéo
com diferentes concentracfes do EEBd (5, 10, 20, 25, 35 e 50 pg/mL).

Aliquotas da suspensdo de neutréfilos (1 x 10° células/mL) foram adicionadas
em microplaca de 96 pocos, juntamente com 1 uM de citocalasina B e as diferentes
concentracbes do EEBd (amostras) ou DMSO a 0,1% (controle positivo). ApoOs
incubacédo a 37°C durante 10 minutos, foi adicionado 1 pM do estimulo fMLP aos
pocos e a microplaca foi deixada em repouso durante 30 minutos a 37°C para que
ocorresse a desgranulacdo em um volume final de 100 pL. O substrato SAAVNA (1
mM) foi adicionado ao meio e, imediatamente apds a adicdo (tempo zero), foi
realizada a leitura em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 405 nm. O
sistema foi mantido a 37°C e novas leituras foram realizadas a cada 10 minutos
durante 30 minutos para verificar a formacdo de p-NA durante este periodo. Como
controle negativo, foi medida a liberacdo espontanea da enzima, quantificando a
degradac&o do substrato por 1 x 10° células apenas na presenca do meio.

Para corrigir possiveis interferéncias do extrato nas leituras a 405 nm, foram
feitos “brancos” contendo os extratos nas diferentes concentracdes juntamente com
0s demais compostos da reacdo exceto o substrato SAAVNA, o qual foi substituido
pelo seu solvente (DMSO a 0,28% em Hanks). Os valores de absorvancia obtido

nestes pocos foram subtraidos dos valores de absorvancia das respectivas amostras.
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O efeito do EEBd sobre a liberacdo da enzima elastase foi averiguado em
quatro experimentos diferentes, realizados em quadruplicada. Para analise dos
resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).

3.10.1-2 Efeito do EEBd sobre a atividade da enzima elastase previamente liberada

Este ensaio foi realizado com o intuito de verificar se 0 extrato possuia
alguma acdo sobre a atividade catalitica da enzima elastase liberada no meio
extracelular. Para isso, a desgranulacao dos neutréfilos foi promovida colocando-se,
em um tubo, os neutréfilos (1 x 10° células/mL) juntamente com 1 pM de citocalasina
B e, apds incubacdo de 10 minutos a 37°C, adicionou-se 1 uM do estimulo fMLP. O
volume final da reacgéo foi de 4 mL. Simultaneamente, foi feito o controle negativo
contendo apenas células e tampé&o. Apos incubacéo a 37°C durante 30 minutos para
a efetivacdo da desgranulacdo, a enzima elastase foi separada através de
centrifugagdo a 755 x g por 10 minutos e recolhimento do sobrenadante para a
utilizacdo nos ensaios.

Aliguotas do sobrenadante foram adicionadas em microplaca de 96 pocos
juntamente com diferentes concentracdes de EEBd (10, 20, 35, 50, 70 e 100 pg/mL),
ou DMSO a 0,1% (controle positivo). O controle negativo foi realizado com o
sobrenadante do tubo contendo as células ndo estimuladas juntamente com o
tampdo. O volume de reacdo utilizado foi de 100 pL. Finalmente, o substrato
SAAVNA (1 mM) foi adicionado e iniciou-se a leitura da absorvancia (tempo zero) em
leitor de ELISA em comprimento de onda de 405 nm. A microplaca foi mantida a
37°C e foram realizadas outras leituras a 405 nm a cada 10 minutos durante 30
minutos para quantificar a producdo de p-NA durante esse periodo. Da mesma
forma que no ensaio com células (item 3.10.1-1) as possiveis interferéncias das
amostras na absorvancia a 405 nm foram corrigidas com a utilizagao de “brancos”
contendo os extratos nas diferentes concentracées e o sobrenadante das células na
auséncia do substrato SAAVNA, o qual foi substituido pelo seu solvente (DMSO a
0,28 % em Hanks). Os valores de absorvancia obtido nestes poc¢os foram subtraidos
dos valores de absorvancia das respectivas amostras.

O efeito do EEBd sobre a atividade da enzima elastase foi verificado em quatro
experimentos diferentes, realizados em quadruplicada. Para andlise dos resultados

empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).
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3.10.2 Enzima lisozima

O método classico para avaliar o processo de desgranulacdo e a atividade
catalitica da enzima lisozima dos neutréfilos é baseado na habilidade que esta
enzima possui de causar lise em uma suspensdo de Micrococcus lysodeikticus,
reduzindo a densidade optica (D.O.) do meio (Smolelis; Hartsell, 1949).

Para determinar a quantidade de lisozima liberada pelos neutrofilos nos
ensaios, foi realizada uma curva padrao de lisozima (Sigma-Aldrich L 6876)
(Apéndice B). Apdés a confeccdo da curva padréo, foi realizada uma curva com
diferentes concentracbes de células e de estimulo (Zlops) para determinar as
melhores condi¢cdes de liberagdo da lisozima no meio, ficando definidas as
concentracdes de 2 x 10° células/mL e de 0,5 mg/mL de Zlops (Apéndice B). Além
disso, foi confeccionada uma curva com diferentes concentracbes do solvente
(DMSO) para avaliar se o solvente utilizado nos EEBd poderia interferir nesta
metodologia e foi observado que concentracbes do solvente abaixo de 0,5% nao
interferiram na metodologia. Desta forma, as amostras foram diluidas de modo que a
concentracdo final do solvente no meio fosse de 0,1% (Apéndice B). Depois de
definidas as condicbes experimentais, foi avaliada a atividade da enzima lisozima
liberada pelos neutrofilos apds incubacdo com EEBd (item 3.10.2-1) e o efeito do
EEBd sobre a atividade da enzima isolada (item 3.10.2-2). Foram realizados ensaios
preliminares para determinar as concentracbes do EEBd a serem utilizadas, de

modo que fosse possivel calcular os valores de Clsp,

3.10.2-1 Atividade da lisozima liberada de neutréfilos apos incubacédo com EEBd

Este ensaio teve o intuito de verificar se diferentes concentracbes do EEBd
possuiam algum efeito sobre a liberacdo da lisozima no meio extracelular. Para isso,
aliquotas de neutréfilos (2 x 10° células/mL) foram incubados com diferentes
concentracbes do EEBd (10, 25, 50, 75 e 100 pg/mL) e estimuladas com Zlops (0,5
mg/mL) durante 45 minutos a 37°C. Como controle positivo do ensaio foi utilizado o
tampé&o Hanks com gelatina a 0,1% e como controle do solvente foi utilizado o DMSO
0,1% no lugar das amostras. Como controle espontaneo as células foram avaliadas na
auséncia do estimulo. Os tubos foram centrifugados a 755 x g durante 10 min a 4°C e
0s sobrenadantes foram mantidos em banho de gelo para em seguida serem testados

guanto a capacidade de reduzir a D.O. da suspensao de M. lysodeikticus. Para isso,
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0s sobrenadantes foram misturados volume a volume com uma suspensdo de M.
lysodeikticus (Sigma-Aldrich M 3770) 0,40 mg/mL em tamp&o fosfato de potassio 0,1M
pH 7,0. Foi verificada uma D.O. inicial da reac¢do entre 0,6 e 0,8 em 450 nm e a
reducdo desta D.O. foi acompanhada durante 15 minutos a 37°C. A atividade da
enzima foi avaliada através da diferenca entre as D.O. iniciais e finais.

Através dos resultados obtidos foi possivel a determinacdo da porcentagem
de inibicdo da atividade da lisozima liberada, a qual foi calculada em relagdo ao
controle do solvente (DMSO 0,1% no lugar da amostra, e que representa 100% de

liberacdo da enzima), segundo a equacao:

(%) inibicao =100 — reducéo da D.O. pela amostra de EEBd durante 15 minutos x 100
reducéo da D.O. pelo controle do solvente durante 15 minutos

Os valores de porcentagem de inibicdo obtidos para cada concentracdo do
EEBd foram utilizados para a determinacdo do valor de Clsgo's%@™ma lberada
(concentracdo do EEBd capaz de inibir em 50% a atividade da enzima lisozima
liberada pelos neutrdfilos), o qual foi calculado através da utilizacdo de regressao
nao linear. O valor de Cls foi expresso como média + desvio padréo.

O efeito do EEBd sobre a atividade da enzima lisozima liberada pelos neutrofilos
foi testado em oito experimentos diferentes realizados em duplicada e para a analise dos

resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).

3.10.2-2 Efeito do EEBd sobre a atividade da enzima lisozima padrao

Este ensaio foi realizado com o intuito de verificar se 0 EEBd possuia alguma
acao sobre a atividade catalitica da enzima lisozima isolada.

Para realizacdo destes ensaios foi utilizada a enzima lisozima padrdo em
concentracfes proximas as liberadas pelos neutréfilos na auséncia do extrato (1400
pg/mL). Entdo, diferentes concentracdes do EEBd (10, 25, 50, 75 e 100 pg/mL)
foram adicionadas a lisozima padrdo. Como controle positivo do ensaio foi utilizado o
tampdo Hanks contendo gelatina a 0,1% e como controle do solvente foi utilizado
DMSO 0,1% no lugar dos EEBd. As amostras foram entdo misturadas, volume a
volume, com uma suspensao de M. lysodeikticus a 0,40 mg/mL para avaliacao da
reducdo a D.O. desta suspensdo, como ja descrito anteriormente. A atividade da
enzima foi avaliada através da diferenca entre as D.O. iniciais e finais. Através

destes resultados foi possivel determinar a porcentagem de inibicdo da atividade
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catalitica da lisozima, a qual foi calculada em relagéo ao controle do solvente (DMSO
0,1% no lugar da amostra, e que representa 100% de atividade da enzima), segundo
a equacao:

(%) inibic&o = 100 — reducdo da D.O. pela amostra de EEBd durante 15 minutos x 100
reducdo da D.O. pelo controle do solvente durante 15 minutos

Os valores de porcentagem de inibicdo obtidos para cada concentracdo do
EEBd foram utilizados para a determinacdo do valor de Clgg's0@ma solada
(concentracdo do EEBd capaz de inibir em 50% a atividade da enzima lisozima
isolada), o qual foi calculado através da utilizacdo de regressdo nao linear e
expresso como meédia + desvio padréo.

O efeito do EEBd sobre a atividade da enzima lisozima isolada foi averiguado
em oito experimentos diferentes, realizados em duplicada e para a andlise dos

resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).

3.11 Efeito do EEBd sobre a atividade da enzima mieloperoxidase e seus produtos
Este ensaio visou determinar se a atividade antioxidante do extrato esta
relacionada com a inibicdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), enzima
chave do metabolismo oxidativo dos neutrofilos.
A avaliacdo da atividade da MPO foi realizada através da quantificacdo do
produto (HOCI) formado pela interacdo da mieloperoxidase com o0 seu substrato, o

perdxido de hidrogénio (H.05).
H,0, — M | HOCI

O principio deste método consiste na rapida interacdo do HOCI (molécula
instavel) com a taurina em excesso presente no meio reacional, formando a taurina
cloramina (taurina-Cl). A taurina-Cl, por sua vez, € capaz de oxidar o reagente
tetrametilbenzidina (TMB), permitindo sua quantificacdo através de leitura

espectrofotométrica em 630 nm.

H,0, M° | HOCI + taurina — Taurina-Cl + TMB — TMB oxidado (leitura 630 nm)
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Para avaliar a atividade da MPO dos neutrdfilos, primeiramente foi feita uma
curva com diferentes concentracfes de células e de estimulo (Zlops), a fim de se
determinar a melhor condicdo experimental, ficando definidas as concentracdes de 4
x 10° células/mL e 2 mg/mL do estimulo Zlops (Apéndice C). Além disso, ensaios
preliminares revelaram que o DMSO causava interferéncias na metodologia (Kabeya
et al., 2013). Entdo, o EEBA foi solubilizado em etanol e foram realizados ensaios
adicionais para verificar se diferentes concentracbes deste solvente também
poderiam interferir na metodologia, verificando-se que as concentracdes de etanol
abaixo de 0,1% nao interferiram no método. Desta forma, as amostras foram
solubilizadas em etanol de forma que a concentracdo final do solvente na reacao
fosse de 0,05% (Apéndice C). Depois de definidas as condi¢des experimentais, foi
avaliado o efeito do EEBd sobre a atividade da enzima mieloperoxidase dos
neutrofilos (item 3.11.1), e o efeito do EEBd sobre a atividade “scavenger” de HOCI
e de Taurina-Cl (item 3.11.2). Também foram realizados ensaios preliminares para
determinar as concentracbes do EEBd a serem utilizadas, de modo que fosse

possivel calcular os valores de Clsg

3.11.1 Efeito do EEBd sobre a atividade da enzima mieloperoxidase: avaliacdo da
producéo de HOCI pelos neutrofilos

Os ensaios foram realizados com a incubac&o das células (4 x 10° células/mL)
juntamente com diferentes concentracdes do EEBd (concentracdes finais de 10/ 20/
35/ 50 e 75 pg/mL) em meio contendo Hanks com taurina (5 mM). A reacao foi
iniciada com a adi¢ao do estimulo Zlops (2 mg/mL) em um volume final de 500 pL. As
amostras foram incubadas durante 30 min a 37°C e, posteriormente, foi adicionada
catalase (40 pg/mL) para interromper a reacdo. Os tubos foram centrifugados 10620 x
g durante 5 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram separados e mantidos em banho
de gelo. A quantificacdo da reacéo foi realizada adicionando-se em placa de 96 pocos
0 sobrenadante da reacdo juntamente com a solucdo reveladora contendo TMB (2
mM) e, ap6s 5 minutos, foi realizada a leitura da absorvancia em 630 nm.

Como controles deste ensaio foram utilizados: o solvente do EEBd (etanol
0,05%) no lugar da amostra (controle positivo), a adicdo de Hanks com gelatina a
0,1% e catalase no lugar da amostra (controle negativo) e a adicdo somente do

tampdo Hanks com gelatina a 0,1% no lugar da amostra (espontaneo). Também foi
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preparado um branco (contendo apenas o tampé&o e o TMB), sendo que os valores de
absorvancia referentes ao branco foram subtraidos dos valores das demais amostras.

Com os valores de absorvancia (630 nm) referentes a oxidacdo do TMB de cada
amostra foram calculadas as porcentagens de inibicdo em relagdo ao controle positivo
(100% de oxidagdo do TMB). Os calculos foram realizados da seguinte forma:

Abs amostra x 100
Abs controle positivo

% inibicado da oxidagdo TMB = 100 —

O EEBd foi testado em cinco diferentes concentracdes para a determinagéo do

MPO

valor de Clsp " - (concentragédo que inibe em 50% a producdo do HOCI pela MPO), o

qual foi calculado através da utilizacdo de regresséo néo linear. O valor de Clso"*° foi
expresso como média + desvio padrao e foi utilizado para avaliar a magnitude da
inibicdo desta enzima pelo EEBd.

O efeito do EEBd sobre a atividade da MPO dos neutrofilos foi avaliado em
seis experimentos independentes, com medidas em quadruplicata. Para analise dos

resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).

3.11.2 Avaliagéo da atividade “scavenger” do EEBd sobre HOCI e Taurina-Cl

Para verificar se o EEBd possuia a atividade “scavenger’ sobre HOCI e
taurina-Cl o extrato foi incubado juntamente com concentracdo conhecida de HOCI
(presente em agua sanitaria comercial) ou com taurina-Cl (obtida com a incubacéo
prévia de HOCI e taurina), com posterior verificacdo da alteracdo da concentracao
desses compostos presentes no meio (através do método de oxidacdo do TMB).

Apos a quantificacdo do HOCI na agua sanitaria comercial e confec¢éo de curva
padrdo da oxidacdo do TMB por diferentes concentracdes de HOCI, foi selecionada a
concentracdo de HOCI de 50 uM para ser utilizada nos ensaios de avaliacdo da

atividade “scavenger” do EEBd sobre o HOCI e sobre a taurina-Cl (Apéndice C).

3.11.2-1 HOCI

Para avaliar se o EEBd possuia atividade “scavenger” sobre o HOCI,
adicionou-se em placas de 96 pocos: HOCI (50 uM), juntamente com diferentes
concentragbes do EEBd (1,0/2,0/35/5,0/ 7,5/ e 10 pg/mL), as quais foram
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previamente selecionadas para permitir o calculo do Clsg. Como controle positivo do
experimento foi adicionado o solvente do extrato (etanol 0,05%) no lugar da amostra.
Para a confeccéo do branco nesta etapa foi adicionado apenas o tampéo PBS.

Ap6s incubacdo por 10 minutos em temperatura ambiente (tempo para o
EEBd interagir com o HOCI presente no meio), foi adicionado em todos os tubos
solucdo de PBS contendo taurina (5 mM), seguido de incubacdo por mais 10
minutos em temperatura ambiente. Nesta etapa, o HOCI residual (Que néo interagiu
com o EEBd) reage com a taurina, formando a taurina-Cl. Em seguida, foi
adicionado o revelador contendo TMB, o qual é oxidado pela taurina-Cl e ap6s 5
minutos foi realizada a leitura espectrofotométrica em 630 nm. O valor de
absorvancia obtido pelo branco foi subtraido dos valores das demais amostras.

Com os valores de absorvancia referentes a oxidacdo do TMB de cada amostra
foram calculadas as porcentagens de inibicdo da oxidacdo do TMB em relacdo ao
controle positivo (100% de oxidacdo do TMB). Os calculos foram realizados da

seguinte forma:

% inibicdo da oxidacdo TMB = 100 — A/\Aé)bsscacl)r:t?‘?)tlreap):) ii(t)i(\)/o

O EEBd foi testado em seis diferentes concentracdes para a determinacao do

HOCI

valor de Clsg (concentracdo que reduz em 50% o HOCI presente no meio), o qual

foi calculado através da utilizacdo de regresséo ndo linear. O valor de Cls,"°° foi
expresso como média = desvio padrdo e foi utilizado para avaliar a intensidade da
atividade “scavenger” do EEBd em relacdo ao HOCI.

O efeito do EEBd sobre a atividade “scavenger” de HOCI foi avaliado em quatro
experimentos independentes, com medidas em quadruplicata. Para andlise dos

resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).

3.11.2-2 Taurina-Cl

Para avaliar se 0 EEBd possuia atividade “scavenger’” sobre a taurina-Cl,
adicionou-se em placas de 96 pocos: HOCI (50 uM), juntamente com tampao PBS
contendo 5 mM de taurina, os quais foram incubados em temperatura ambiente durante
10 minutos para que todo HOCI reagisse com a taurina e produzisse a taurina-Cl. Ap6s
incubacéo foram adicionadas as diferentes concentragcoes do EEBd (5/10/20/30/40

e 50 pg/mL), as quais foram previamente selecionadas para permitir o célculo do Clsy.
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Como controle positivo e branco foram adicionados, respectivamente, o solvente do
extrato (etanol 0,05%) e o tampao PBS no lugar da amostra.

Apo6s incubacgdo por 10 minutos em temperatura ambiente (tempo para o EEBd
interagir com a taurina-Cl presente no meio), foi adicionado o revelador contendo TMB,
0 qual é oxidado pela taurina-Cl residual (que ndo interagiu com o EEBd) e, apos 5
minutos, foi realizada a leitura espectrofotométrica em 630 nm. O valor de absorvancia
obtido pelo branco foi subtraido dos valores das demais amostras.

Com os valores de absorvancia referentes a oxidacdo do TMB de cada amostra
foram calculadas as porcentagens de inibicdo da oxidacdo do TMB em relacdo ao
controle positivo (100% de oxidacdo do TMB). Os célculos foram realizados da

seguinte forma:

% inibicio da oxidagio TMB = 100 — —ADS amostra x 100
Abs controle positivo

O EEBd foi testado em seis diferentes concentracdes para a determinacao do

tau-Cl

valor de Clsg (concentracdo que reduz em 50% a taurina-Cl presente no meio), o

qual foi calculado através da utilizacdo de regresséo nao linear. O valor de Clsg® ' foi
expresso como média = desvio padrao e foi utilizado para avaliar a intensidade da
atividade “scavenger” do EEBd sobre a taurina-Cl.

O efeito do EEBd sobre a atividade “scavenger” da taurina-Cl foi avaliado em
guatro experimentos independentes, com medidas em quadruplicata. Para analise dos

resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).

3.12 Efeito do EEBd sobre a atividade microbicida dos neutrofilos

O ensaio da atividade microbicida foi realizado para averiguar se o EEBd interferia
na capacidade das células de destruir os micro-organismos fagocitados. Para isso, em
tubos contendo suspensdes de neutréfilos (1 x 10° células/mL) foram adicionados:
diferentes concentracbes de EEBd (10 e 50 pg/mL, sendo a primeira referente a
concentracdo proxima da Clsp?" e a Ultima referente & maior concentracdo do extrato
obtidas nos ensaios de QL); o solvente das amostras (DMSO a 0,1%); o tampao Hanks
contendo gelatina a 0,1% (controle) ou DPI (inibidor do complexo enzimatico da NADPH
oxidase) (1 uM). Apos incubacdo a 37°C durante 15 minutos, foi adicionada uma

suspenséo de Candida albicans (ATCC 64548) na concentracao final de 0,6 x 10° ufc/mL
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e as células foram transferidas para agitador mecanico tipo “shaker” a 37°C durante 2
horas para a realizacéo da fagocitose e destruicdo do patdgeno. Posteriormente, 0s tubos
foram centrifugados a 3220 x g durante 5 minutos e o sedimento lavado com tampé&o
PBS nas mesmas condi¢es. Os neutrofilos foram lisados com Triton X-100 a 1% e a
levedura foi lavada duas vezes com NaCl a 0,9% (centrifugacéo a 3220 x g durante 5
minutos). Ao sedimento foi adicionado solugéo de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il-2,5-difenil) tetrazdlio] (0,5 mg/mL em tampédo de RPMI) e, a seguir, foi colocado em
incubacao a 37°C durante 4 horas ao abrigo da luz. As leveduras viaveis sao capazes de
reduzir o MTT, formando o metabdlito insoltvel formazan, o qual possui coloracéo roxa e
precipita no interior das células. Desta forma, a viabilidade da C. albicans pode ser
considerada proporcional a leitura de absorvancia das amostras a 545 nm. Os tubos
foram centrifugados (3220 x g durante 5 minutos), o formazan contido no sedimento foi
solubilizado em DMSO e uma aliquota de 100 pL foi adicionada em placa de 96 pocgos
onde foi realizada e leitura da absorvancia em 545 nm. Como controles do experimento,
suspensdes de C. albicans (0,6 x 10° ufc/mL) foram incubadas com tampdo Hanks
contendo gelatina a 0,1% (controle positivo) e com as diferentes concentracdes do EEBd
(10 e 50 pg/mL) na auséncia de neutréfilos. Como branco, uma solucédo de MTT (0,5
mg/mL em tampéao de RPMI) foi incubada a 37°C durante 4 horas ao abrigo da luz. Apés
centrifugacéo (3220 x g durante 5 minutos), foi adicionado DMSO e uma aliquota de 100
pL foi transferida para placa de 96 pocgos onde foi realizada a leitura da absorvancia em
545 nm. A absorvancia referente ao branco foi subtraida das demais amostras. Com 0s
valores de absorvancia (545 nm) de cada amostra, foram calculadas as porcentagens de
morte de C. albicans em relacdo ao controle positivo (100% de viabilidade) de cada
experimento. Os calculos foram realizados da seguinte forma:

Abs amostra x 100
Abs controle positivo

% morte C. albicans = 100 —

O efeito do EEBd sobre a atividade microbicida dos neutréfilos foi avaliado em
cinco experimentos independentes com medidas em duplicata. Para analise dos

resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).
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3.13 Obtencao de compostos isolados de Baccharis dracunculifolia e avaliagao

de suas atividades antioxidantes

3.13.1 Obteng&o de compostos isolados de Baccharis dracunculifolia

A obtencdo de alguns compostos conhecidamente presentes no extrato da B.
dracunculifolia foi realizada em colaboragcdo com o laboratério de farmacognosia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP). Alguns
compostos fenilpropanoides foram adquiridos comercialmente e fornecidos pelo prof. Dr.
Fernando Batista Costa, séo eles: acidos cafeico, cumarico ferulico e cinamico; enquanto
os flavonoides aromadendrina-4-metil éter (AME), isosacuranetina e hispidulina foram
isolados do proprio Extrato de Baccharis dracunculifolia no laboratério de farmacognosia
da FCFRP-USP pela doutoranda Cristiane Teixeira Vilhena Bernardes, através de
metodologia desenvolvida pela propria aluna. O isolamento dos flavonoides foi realizado
por meio da associacéo de diversos métodos cromatograficos. Os compostos isolados e
purificados foram submetidos a procedimentos que confirmaram a identificacdo dos
flavonoides. Os calculos de pureza apontaram que todos os compostos foram isolados
com pureza acima de 95%, permitindo o uso destes nos ensaios biolégicos com os

neutrdéfilos estimulados (Bernardes et al., 2012).

3.13.2 Avaliacdo da atividade antioxidante de algumas substancias presentes no
extrato de Baccharis dracunculifolia através de ensaios de quimioluminescéncia (QL)

A atividade antioxidante das substancias isoladas frente aos neutrofilos
estimulados foi avaliada através de ensaios de quimioluminescéncia dependente de
luminol (QLIum) e de lucigenina (QLluc). Para isso, diferentes concentracfes de
cada composto foram incubadas com os neutréfilos nas mesmas condicdes dos
ensaios de QL realizados para o EEBd (Figueiredo-Rinhel et al., 2013). Tanto para
0s ensaios de QLlum quanto para os de QLluc, foram realizados ensaios
preliminares para determinar as concentracdes de cada composto a serem
utilizadas, de modo que fosse possivel calcular os Clsp (concentracdo de cada
composto que inibe em 50% a producédo da QL pelos neutrofilos).

Para a realizacao dos ensaios de QL, aos tubos de reacao foram adicionados: a

suspensdo de neutréfilos (1,0 x 10° células/mL), as amostras de &cido cafeico (5/ 10/
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50/ 100/ 250 e 500 uM), acido ferdlico, acido cumarico (10/ 50/ 100/ 250/ 500 e 1000
pM), acido cindmico (300/ 600/ 900/ 1200 e 1500 pM), AME (0,5/ 1,0/ 2,5/ 5,0/ 10/ 30/
50 e 100 puM), isosacuranetina (0,5/ 1,0/ 2,5/ 5,0/ 10/ 50 e 1000 uM) ou hispidulina (0,5/
1,0/ 2,5/ 5,0/ 10/ 30 e 50 pM) e as sondas luminol ou lucigenina (1,0 x 10 mol/L). Apds
incubacéo de 3 minutos a 37°C, foi adicionado o estimulo Zlops (1 mg/mL) ou a solugéo
de Hanks com gelatina a 0,1% (controle sem estimulo - espontaneo) e, imediatamente a
seguir, foram medidas as QLIum ou QLIuc como j& descrito anteriormente. Os valores
entre parénteses representam as concentracdes finais dos compostos no meio
reacional. Como controle positivo do ensaio (100% de formacdo das espécies reativas
de oxigénio - ERO) foi utilizado o solvente (DMSO 0,1%) no lugar das amostras.

A atividade antioxidante dos compostos foi avaliada em sete experimentos
independentes, com medidas em duplicata. Para analise dos resultados empregou-

se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).

3.14 Incorporacdo do EEBd e do acido cafeico em vesiculas lipossémicas e
avaliacdo de suas atividades antioxidantes sobre os neutrofilos

Uma vez constatado que o acido cafeico possui um grande potencial para ser
um bom marcador quimico da atividade antioxidante do extrato, esta substancia foi

escolhida para dar prosseguimento aos estudos.

3.14.1 Preparo e caracterizacdo dos lipossomas contendo EEBd e acido cafeico
Foram preparadas vesiculas lipossbmicas unilamelares compostas de
fosfatidilcolina de soja e colesterol (PC:CHOL) em propor¢éo de massa de 5:1, uma vez
gue estudos prévios demonstraram que nestas condi¢des os lipossomas formados séo
adequados para utilizacdo em meio biologico (Landi-Librandi et al., 2012b). Para tanto,
uma solucéo etandlica dos lipideos (800 uL de PC e CHOL), contendo DMSO ou as
amostras (EEBd na concentracéo de 6,25 mg/mL ou acido cafeico na concentracéo de
98,75 mM), foi injetada de forma controlada (1-3 pL/s) em excesso de NaCl a 0,9% (10
mL) em temperatura entre 55 e 59°C sob agitacdo (Oliveira et al., 2005). Apos
ultracentrifugagcdo (UC) das vesiculas, o material ndo encapsulado (sobrenadante) foi
removido e a eficiéncia da incorporacao foi determinada pela medida da absorvancia a

322 nm para o EEBd e a 324 nm para o acido cafeico (pico de absorvancia das
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amostras) apos rompimento das vesiculas com excesso de etanol, de acordo com a

formula:

Abs suspenséo lipossomas apds UC x 100
Abs suspensao lipossomas antes UC

Eficiéncia de incorporacgéo (%) =

Apo6s confeccdo de curva padrdo das amostras (Apéndice D), foi possivel
determinar as concentra¢cdes das amostras incorporadas nos lipossomas apos a
ultracentrifugacdo. A caracterizacdo fisico-quimica das vesiculas foi feita pela
determinacao do didmetro e do potencial zeta das particulas utilizando-se medidas
de espalhamento de luz (Laser Light Scattering). Foram realizados quatro
experimentos independentes, com medidas em duplicata e para a andlise dos

resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).

3.14.2 Avaliagdo da atividade antioxidante dos lipossomas contendo EEBd e &cido
cafeico sobre o metabolismo oxidativo dos neutréfilos: ensaios de QL

Os ensaios de QL para as amostras incorporadas nos lipossomas foram
realizados da mesma maneira que para formas livres. Em sintese: aos tubos
adicionou-se a suspensdo de neutréfilos (1,0 x 10° células/mL), a suspenséo de
lipossomas contendo EEBd (1,25/ 2,5/ 5/ 10/ 20/ 30 e 40 uM) ou suspensédo de
lipossomas contendo acido cafeico (1,0/ 2,5/ 5/ 10/ 25/ 50 e 75 uM) e as sondas
luminol ou lucigenina (1,0 x 10“ mol/L). Apés incubacdo (3 min., 37°C), foi
adicionado o Zlops (1 mg/mL) ou a solu¢cao de Hanks com gelatina a 0,1% (controle
sem estimulo - espontaneo) e medidas as QLIlum ou QLluc, como ja descrito
anteriormente. Como controle foi medida a QL utilizando-se lipossomas contendo
apenas o solvente (DMSO) no lugar da amostra. Os valores entre parénteses
representam as concentracdes finais dos compostos.

Os valores de Clsg, das amostras incorporadas nos lipossomas, foram
expressos como médias + desvio padrdo e foram comparados aos valores de Cls
das amostras na forma livre, a fim de avaliar se a incorporacdo nas vesiculas
lipossdmicas altera de alguma forma a atividade antioxidante do EEBd e do acido
cafeico. Para cada amostra, foram realizados seis experimentos independentes, com
medidas em duplicata e para a analise dos resultados empregou-se o software
GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).
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3.15 Efeito terapéutico do EEBd e do 4cido cafeico em modelo animal de artrite

Para verificar se os efeitos antioxidantes do EEBd e do acido cafeico (tanto na
forma livre como incorporados nos lipossomas), observados nos ensaios celulares
com neutréfilos ativados, podem apresentar algum efeito benéfico para o processo
inflamatério desenvolvido no quadro da artrite reumatoide, foram realizados os
ensaios para avaliar o efeito destes compostos em modelo animal de artrite.

Para isso, foram utilizados ratos Wistar machos de aproximadamente 180 a
220g fornecidos pelo Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sado Paulo. Os animais foram mantidos no biotério da FCFRP a temperatura de
aproximadamente 25°C, ciclo claro/escuro 12/12 horas, com alimento e hidratagéo
ad libitum até o momento do processo experimental, em que foram privados apenas
de alimento. Foram seguidas todas as normas estabelecidas e o trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirdo
Preto da Universidade de Séo Paulo (Anexo C).

A inducédo local da artrite foi realizada através de metodologia originalmente
descrita por Keystone (1977), na qual se utiliza injecdo intra-articular de zimosan (ZI)
para induzir intensa reacdo inflamatéria na articulacdo do joelho dos ratos. A
metodologia utilizada neste trabalho foi adaptada de Kanashiro e colaboradores (2009).

Apoés padronizacdo da concentracdo de ZI para a inducdo da artrite e do
tempo de tratamento dos animais (Apéndice E), ficou estabelecido que a artrite seria
induzida com 300 pg de ZI por articulacdo e que o tratamento dos animais seria
realizado 1h antes da inducéo da artrite.

Os animais receberam, através de injecao intraperitoneal, os tratamentos com as
amostras ou controles e apos 1h houve a inducédo da artrite. Para isso, 0s animais foram
anestesiados e 300 pug de ZI foi aplicado em cada articulacdo. Depois de decorrido o
periodo de 6 horas da inducdo da artrite os animais foram eutanasiados, o liquido
sinovial foi coletado e os parametros inflamatorios foram avaliados. Os parametros
inflamatédrios utilizados foram: o edema das articulacbes (através da medida do
diametro transversal da articulacdo antes do processo ser realizado e depois de
decorrido o tempo de 6 horas da inducdo da artrite), as células inflamatérias presentes
no lavado sinovial (através da contagem, em camara de Neubauer, do numero de
neutrofilos e de células totais) e a quantidade de citocinas inflamatérias presentes no
lavado sinovial (TNF-a, IL-6 e IL-1B), através da utilizag&o de kits de ELISA.
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3.15.1 Efeito do EEBd e do acido cafeico sobre o modelo animal de artrite

As doses de 50 e de 100 mg/Kg de EEBd (n= 7 e n= 5, respectivamente) e a
dose de 50 mg/Kg de &cido cafeico (n= 7) foram injetadas no peritdnio dos animais 1
hora antes da inducédo da artrite. Como controles do ensaio foram utilizados grupos
tratados apenas com o solvente das amostras (DMSO, n= 7) e com a droga padrao
(dexametasona 4 mg/Kg, n= 5). ApoOs o periodo de 6 horas os animais foram
eutanasiados e os parametros inflamatérios foram avaliados. Para a andlise dos

resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).

3.15.2 Efeito do EEBd e do éacido cafeico incorporados em lipossomas sobre o
modelo animal de artrite

Também foram avaliados os efeitos do EEBd e do acido cafeico incorporados
nos lipossomas no modelo animal de artrite. A dose 9,0 mg/Kg de EEBd e de 3,0
mg/Kg de acido cafeico (quantidades maximas dos compostos incorporados nos
lipossomas) foram injetadas nos animais (n= 12 para o EEBd e n= 11 para o acido
cafeico) 1 hora antes da inducdo da artrite. Como controles do ensaio foram
utilizados grupos tratados apenas com o meio dos lipossomas (salina, n= 10), com
lipossomas contendo apenas o solvente das amostras (DMSO, n= 14) e com
lipossomas contendo quercetina (1,5 mg/Kg, n= 10). Apos o periodo de 6 horas os
animais foram eutanasiados e os parametros inflamatérios foram avaliados. Para a
andlise dos resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad
Software, Inc.).
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Este trabalho teve como objeto de estudo o extrato etandlico das folhas de
Baccharis dracunculifolia (EEBd), que apresentou a maior inibicdo do metabolismo
oxidativo de neutréfilos em estudos prévios de quimioluminescéncia, os quais
avaliaram o efeito da sazonalidade na atividade antioxidante de Baccharis
dracunculifolia. De acordo com o estudo prévio, realizado no mestrado, todas as
amostras do EEBd inibiram tanto a quimioluminescéncia dependente de luminol
guanto a quimioluminescéncia dependente de lucigenina de forma dependente da
concentracdo, sendo que o EEBd referente a amostra colhida no més de maio/07 foi
0 que apresentou a maior atividade antioxidante (Figueiredo, 2010; Figueiredo-
Rinhel et al., 2013). Depois de verificar a atividade antioxidante do EEBd sobre os
neutrofilos este trabalho deu continuidade a investigagdo da atividade anti-

inflamatoéria e/ou imunomoduladora deste extrato.

4.1 Efeito do EEBd sobre a fagocitose de neutroéfilos: avaliacdo da capacidade
fagocitica e do indice fagocitico

O ensaio de fagocitose avaliou se o EEBd possuia alguma acdo sobre a
capacidade dos neutrofilos de reconhecer e fagocitar as particulas do estimulo
(Zlops). Para isso, foi utilizada a maior concentracdo dos ensaios prévios de QL (50
Hg/mL) e a concentracdo préxima da Clso- (10 pug/mL). Apds tratamento com os
compostos e incubacédo com o estimulo, as células foram analisadas em microscopio
optico para avaliacdo da quantidade de neutréfilos fagociticos e quantidade de

particulas de Zlops fagocitadas por neutrdfilo (Figura 6).
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Figura 6: Neutrofilos humanos incubados com os diferentes controles ou diferentes
concentracbes de EEBd. Fotos obtidas apds o processo de fagocitose de Zlops
durante 1 hora a 37°C. As setas indicam algumas particulas de Zlops fagocitadas
pelas células. Imagens obtidas por microscopia Optica de 1 experimento e
representativas de outros dois realizados em duplicata. Controle negativo: células
incubadas com 20 uM citocalasina B; controle positivo: células incubadas com
solucdo de Hanks contendo gelatina a 0,1%; controle solvente: células incubadas
com o solvente das amostras (DMSO a 0,1%). Abreviaturas: EEBd: Extrato Etandlico
das folhas de Baccharis dracunculifolia, Zlops: Zimosan opsonizado.

4.1.1 Efeito do EEBd sobre a capacidade fagocitica dos neutrofilos

A capacidade fagocitica avalia a porcentagem de neutréfilos que, apos
tratamento com os diferentes compostos (controles e diferentes concentracdes do
EEBd), permanecem com a capacidade de reconhecer e englobar as particulas do
estimulo, ou seja, sdo capazes de realizar a fagocitose do Zlops.

Os resultados do efeito do extrato sobre a capacidade fagocitica das células

estdo representados na Figura 7.
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Figura 7: Efeito de diferentes concentracdes de EEBd sobre a capacidade fagocitica
de neutréfilos humanos (1 x 10° células/mL) apés estimulacdo com 1 mg/mL de
zimosan opsonizado durante 1 hora a 37°C. Os dados s&o expressos como média +
desvio padrdao de trés experimentos independentes realizados em duplicata.
Controles: (-): células incubadas com 20 pM citocalasina B; (+): células incubadas
com solugdo de Hanks contendo gelatina a 0,1%; DMSO: células incubadas com o
solvente das amostras (DMSO a 0,1%). Abreviatura: EEBd: Extrato Etandlico das
folhas de Baccharis dracunculifolia, DMSO: dimetilsulfoxido.

Os dados mostram que o EEBd analisado ndo possui efeito sobre a
capacidade fagocitica dos neutrofilos estimulados com Zlops quando comparados
com o controle positivo (células incubadas com Hanks) e com o controle do solvente
(células incubadas com DMSO a 0,1%) (p > 0,05), indicando que, nestas condi¢cbes
experimentais, o extrato ndo interfere na capacidade dos neutroéfilos de reconhecer e

englobar as particulas do estimulo presentes no meio reacional.

4.1.2 Efeito do EEBd sobre o indice fagocitico dos neutrdfilos

O indice fagocitico expressa a quantidade média de particulas do estimulo
gue séao fagocitadas pelos neutrofilos fagociticos apds tratamento com os diferentes
compostos (controles e diferentes concentracdes do EEBd).

A Figura 8 mostra o indice fagocitico das células tratadas com as diferentes

concentracfes do extrato em relacdo aos controles.
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Figura 8: Efeito de diferentes concentracdes de EEBd sobre o indice fagocitico de
neutréfilos humanos (1 x 10° células/mL) ap6s estimulacdo com 1 mg/mL de
zimosan opsonizado durante 1 hora a 37°C. Os dados s&o expressos como média +
desvio padrdao de trés experimentos independentes realizados em duplicata.
Controles: (-): células incubadas com 20 pM citocalasina B; (+): células incubadas
com solugdo de Hanks contendo gelatina a 0,1%; DMSO: células incubadas com o
solvente das amostras (DMSO a 0,1%). Abreviaturas: EEBd: Extrato Etandlico das
folhas de Baccharis dracunculifolia, DMSO: dimetilsulfoxido.

Os resultados mostram que ndo houve diferenca significativa entre as diferentes
concentracdes do EEBd e os controles: positivo (Hanks com gelatina a 0,1%) e solvente
(DMSO 0,1%), revelando que, nestas condicfes experimentais, 0 extrato ndo possuli

efeito sobre a quantidade de particulas fagociticas englobadas pelas células.

4.2 Efeito do EEBd sobre a desgranulacéo: atividade das enzimas elastase e lisozima

4.2.1 Enzima Elastase

4.2.1-1 Atividade da elastase liberada de neutrofilos apds incubacdo com EEBd

Para verificar o efeito do extrato sobre o processo de desgranulacdo da enzima
elastase dos neutrofilos, foi avaliada a atividade desta enzima liberada pelas células
apos incubacdo com diferentes concentracdes do EEBd. A atividade da enzima foi
avaliada através da quantificacdo da degradacdo do substrato SAAVNA. A Figura 9
apresenta um perfil representativo da cinética de degradacdo do substrato SAAVNA

pela enzima elastase liberada das células.
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Figura 9: Perfil da cinética de degradacdo do substrato SAAVNA pela enzima elastase
liberada de neutréfilos humanos (1 x 10° células/mL) estimulados com fMLP na presenca
de diferentes concentracdes do EEBd. A avaliacéo foi realizada em espectrofotometro a
405 nm através da formacédo do produto p-nitroanilina. Como controle positivo foi utilizado
0 solvente das amostras (DMSO a 0,1%). O espontaneo representa a liberacédo
espontanea da elastase por células ndo estimuladas. Grafico de um experimento,
representativo de outros trés realizados em quadruplicada. Abreviaturas: DMSO:
dimetilsulféxido, EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia, fMLP:
N-formil-metionil-leucil-fenilalanina, SAAVNA: N-succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida.

Os valores de absorvancia no tempo de 30 minutos foram utilizados para o
célculo da inibicdo da atividade da enzima elastase, liberada pelas células, na
presenca das diferentes concentracbes do EEBd em relagdo ao controle positivo
(Figura 10).

1001
754

50+

25+

=

5 10 20 25 35 50

liberada pelos neutréfilos
(% inibicdo da absorvancia- 405 nm)

% inibicdo da atividade da elastase

EEBd (ng/mL)

Figura 10: Efeito inibitério de diferentes concentracdes de EEBd sobre a atividade da
enzima elastase liberada de neutréfilos humanos (1 x 10° células/mL) estimulados com
fMLP. A avaliacao foi realizada em espectrofotbmetro a 405 nm através da formacao do
produto p-nitroanilina a partir da degradacdo do substrato SAAVNA no tempo de 30
minutos. Como controle positivo (100% de atividade da elastase) foi utilizado o solvente
das amostras (DMSO a 0,1%). Os dados s@o expressos como média + desvio padréo de
gquatro experimentos independentes realizados em quadruplicada. Abreviaturas: EEBd:
Extrato Etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia, fMLP: N-formil-metionil-leucil-
fenilalanina, SAAVNA: N-succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida; DMSO: dimetilsulféxido.
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Os resultados apresentados mostram que o efeito do extrato sobre a atividade da
enzima liberada do granulo foi dependente da concentracdo, sendo que concentracoes
maiores que 20 pg/mL inibiram a atividade da enzima de forma estatisticamente
significativa (p<0,01) em relacdo ao controle positivo.

Através dos resultados obtidos da porcentagem de inibicdo, foi calculado o
valor da concentragdo do EEBd que inibe 50% da atividade da enzima elastase

liberada do granulo (Clsy®stase liberaday

sendo este valor igual a 25,87 + 4,14 pg/mL.
4.2.1-2 Efeito do EEBd sobre a atividade da enzima elastase previamente liberada

Com a finalidade de verificar se os resultados obtidos no item 4.2.1-1 estavam
realmente relacionados com a inibicdo no processo de desgranulagéo ou se o EEBd
possui uma acdo direta sobre a atividade catalitica da enzima elastase liberada
pelos neutrdfilos, foi realizado o ensaio no qual utilizou-se apenas o sobrenadante
das células, rico em elastase, apos a realizacdo do processo de desgranulacao.
Neste ensaio, foi avaliado o efeito do extrato sobre a capacidade da enzima elastase
de reconhecer e degradar o substrato SAAVNA em p-nitroanilina.

A Figura 11 apresenta o perfil representativo da cinética de degradacéo do
substrato SAAVNA pela enzima elastase previamente liberada e tratada com as
diferentes concentracdes do extrato, enquanto a Figura 12 mostra o efeito inibitdrio

das diferentes concentracdes do extrato sobre a enzima no tempo de 30 minutos.
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Figura 11: Perfil da atividade da enzima elastase previamente liberada de neutréfilos
humanos (1 x 10° células/mL) apés tratamento com diferentes concentracdes do
EEBd. A avaliacdo foi realizada em espectrofotbmetro a 405 nm através da formacao
do produto p-nitroanilina a partir da degradacéo do substrato SAAVNA. Como controle
positivo foi utilizado o solvente das amostras (DMSO a 0,1%). O espontaneo
representa a liberacdo espontdnea da elastase por células ndo estimuladas. Grafico
de um experimento, representativo de outros trés realizados em quadruplicada.
Abreviaturas: DMSO: dimetilsulféxido, EEBd: Extrato Etandlico das folhas de
Baccharis dracunculifolia, SAAVNA: N-succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida.
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Figura 12: Efeito inibitorio de diferentes concentracdes de EEBd sobre a atividade
catalitica da enzima elastase previamente liberada de neutréfilos humanos (1 x 10°
células/mL). A avaliacao foi realizada em espectrofotbmetro a 405 nm através da
formacéo do produto p-nitroanilina a partir da degradacao do substrato SAAVNA no
tempo de 30 minutos. Valores de % de inibicdo calculados em relacdo ao controle
positivo (DMSO 0,1%). Os dados sdo expressos como média = desvio padrdo de
guatro experimentos independentes realizados em quadruplicada. Abreviaturas:
EEBd: Extrato Etanodlico das folhas de Baccharis dracunculifolia, SAAVNA: N-succinil-
Ala-Ala-Val-p-nitroanilida, DMSO: dimetilsulfoxido.

A analise dos dados revelou que o efeito do extrato sobre a atividade da enzima
foi dependente da concentracdo e as concentracdes maiores que 35 pg/mL inibiram a
atividade da enzima de forma estatisticamente significativa (p<0,01) em relacdo ao
controle positivo. E importante salientar que as concentracbes do EEBd necessarias
para inibir a atividade da enzima ja presente no meio extracelular foram maiores que as
necessarias para inibir a atividade da enzima liberada na presenca do extrato.

Foi calculada a concentracédo do EEBd que inibe 50% da atividade da enzima
atividade elastase

elastase previamente liberada (Clso
3,50 pg/mL.

), sendo este valor igual a 34,34 +

4.2.2 Enzima lisozima

4.2.2-1 Atividade da lisozima liberada de neutréfilos apds incubacdo com EEBd
Neste ensaio, 0s neutréfilos foram incubados com diferentes concentracdes do

EEBd e estimulados para liberagdo da enzima lisozima presente nos granulos. Apés

estimulagéo, a atividade da enzima presente no sobrenadante das células foi avaliada

através da reducéo da D.O. de uma suspenséo de Micrococcus lysodeikticus.
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A Figura 13 representa a atividade da enzima lisozima liberada pelos neutréfilos
ap6s a incubacéo com as diferentes concentra¢cdes do EEBd ou com os controles.

Pdde-se observar que nao houve diferenca significativa entre o controle
positivo (tampédo Hanks) e o controle do solvente (DMSO 0,1%), mostrando que,
nessas condi¢des, o solvente nado interfere na metodologia. Desta forma, a avaliagao
do efeito das diferentes concentracdes do EEBd foi realizada em comparacdo ao

controle do solvente.
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Figura 13: Atividade da enzima lisozima liberada por neutréfilos humanos (2 x 10°
células/mL) ativados por 0,5 mg/mL de zimosan opsonizado apos incubacdo com
diferentes concentracbes do EEBd durante 45 minutos. A atividade da enzima foi
avaliada pela reducdo da D.O. de uma suspensao de M. lysodeikticus durante 15
minutos a 450 nm. Como controles foram utilizados o tampéo (Hanks) e solvente das
amostras (DMSO a 0,1%). Os dados séo expressos como média + desvio padréo de
oito experimentos independentes realizados em duplicada. Abreviaturas: PMNs:
leucocitos polimorfonucleares, DMSO: dimetilsulféxido, D.O.: densidade Optica,
EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia. Analise estatistica:*
resultados significativamente diferentes do controle do solvente (p < 0,01) - ANOVA
seguido de Dunnett's Multiple Comparison Test.

Foi verificado que o EEBd inibiu a atividade da lisozima liberada pelos
neutroéfilos de forma dependente da concentracédo e que a incubacéo das células com
concentracfes do extrato maiores que 25 pg/mL inibiram a atividade da enzima de
forma estatisticamente significativa (p < 0,01).

Através dos resultados de atividade da enzima liberada ap6s a incubacao
com as diferentes concentracbes do EEBd, foram calculados os valores de
porcentagem de inibicao da atividade da enzima liberada em relagdo ao controle do
solvente (100% de atividade) (Figura 14).
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Figura 14: Inibicdo da atividade da enzima lisozima liberada por neutréfilos humanos
(2 x 10° células/mL) previamente incubados com diferentes concentracdes de EEBd
apos 45 minutos de estimulacdo. A atividade da enzima foi avaliada pela reducéo da
D.O. de uma suspensao de M. lysodeikticus durante 15 minutos a 450 nm. Como
controle (100% de atividade da enzima liberada) foi utilizado o solvente das
amostras (DMSO a 0,1%). Os dados séo expressos como meédia + desvio padréo de
oito experimentos independentes realizados em duplicada. Abreviaturas: PMNSs:
leucécitos polimorfonucleares, DMSO: dimetilsulfoxido, D.O.: densidade Optica,
EEBd: Extrato Etanolico das folhas de Baccharis dracunculifolia.

Atraveés dos resultados de porcentagem de inibicdo obtidos, foi calculado o valor
da concentracdo do EEBd que inibe 50% da atividade da enzima lisozima liberada

pelos neutrdfilos (Clsolisozimaliberada)’

sendo este valor igual a 82,82 + 7,99 pg/mL.

Este resultado mostra que a incubacdo das células com o EEBd, antes do
processo de desgranulacao, resulta em inibicdo da atividade da enzima liberada.
Este efeito pode ser devido tanto a inibicdo do processo de desgranulacdo quanto a

inibicdo da atividade catalitica da enzima liberada no meio extracelular.

4.2.2-2 Efeito do EEBd sobre a atividade da enzima lisozima padrao

Este ensaio foi realizado para verificar se o EEBd possui efeito sobre a
atividade catalitica da enzima lisozima. Para isso, a enzima lisozima padrdo
(concentracao final de 1400 pug/mL, semelhante a liberada pelas células) foi incubada
juntamente com as diferentes concentracfes do EEBd. Apés incubacédo, a enzima foi
avaliada quanto a sua capacidade de reduzir a D.O. de uma suspensdao de M.
lysodeikticus da mesma forma que nos ensaios com células.

Figura 15 representa a atividade da lisozima apés incubacdao com as diferentes

concentragbes de EEBd.
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Figura 15: Atividade da enzima lisozima isolada ap6s incubacdo com diferentes
concentracbes do EEBd. A atividade da enzima foi avaliada pela reducdo da D.O. de
uma suspensdo de M. lysodeikticus durante 15 minutos a 450 nm. Como controles
foram utilizados o tampao (Hanks) e solvente das amostras (DMSO a 0,1%). Os
dados sédo expressos como média + desvio padrdao de oito experimentos
independentes realizados em duplicada. Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfoxido, D.O.:
densidade o6ptica, EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia.
Andlise estatistica: *, ** resultados significativamente diferentes do controle do
solvente, sendo * p < 0,05 e ** p < 0,01 - ANOVA seguido de Dunnett's Multiple
Comparison Test.

Como no ensaio com as células, observou-se que o solvente nao interferiu na
metodologia e que a incubacgdo da enzima com concentracdes do EEBd maiores que 25
pg/mL inibem a atividade da lisozima de forma estatisticamente significativa (p < 0,05).

Através destes resultados foram calculados os valores de porcentagem de
inibicdo da atividade da enzima pelas diferentes concentracées do EEBd em relacéo

ao controle do solvente (Figura 16).
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Figura 16: Inibicdo da atividade da enzima lisozima apés incubacdo com diferentes
concentracdes de EEBd. A atividade da enzima foi avaliada pela redugéo da D.O. de
uma suspensédo de M. lysodeikticus durante 15 minutos a 450 nm. Como controle
(100% de atividade da enzima) foi utilizado o solvente das amostras (DMSO a 0,1%).
Os dados sdo expressos como media = desvio padrdo de oito experimentos
independentes realizados em duplicada. Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfoxido, D.O.:
densidade optica, EEBd: Extrato Etanodlico das folhas de Baccharis dracunculifolia.

Da mesma forma que nos ensaios com células, os resultados mostraram que
a atividade da enzima lisozima diminui na presenca do EEBd de forma dependente
da concentracdo. Com os resultados de porcentagem de inibicdo, foi calculado o
valor da concentracdo do EEBd que inibe 50% da atividade da enzima lisozima (Clso

atividade lisozima) “sando este valor igual a 83,85 + 10,91 pg/mL.

4.3 Efeito do EEBd sobre a atividade da enzima mieloperoxidase e seus produtos

4.3.1 Efeito do EEBd sobre a atividade da enzima mieloperoxidase: avaliacdo da
producéo de HOCI pelos neutrofilos

Para verificar se 0 EEBd interfere de forma expressiva sobre a atividade da
enzima mieloperoxidase (MPQO) averiguou-se o efeito de diferentes concentracdes
do extrato sobre a producédo do HOCI pela MPO de neutréfilos estimulados.

Sdo apresentados nas Figuras 17 e 18 o0s resultados referentes
respectivamente a oxidacdo do TMB pelos derivados do HOCI e os resultados de
porcentagem de inibicAo da oxidacdo do TMB. A porcentagem de inibicdo foi
calculada levando-se em consideracdo o solvente (etanol 0,05%) como controle
positivo (100% de oxidacdo do TMB).
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Figura 17: Valores de absorvancia referentes a oxidacdo do TMB por compostos
derivados do HOCI produzido pela enzima mieloperoxidase de neutréfilos humanos. As
barras representam o efeito de diferentes concentragbes do EEBd ou controles na
producdo de HOCI pela mieloperoxidase de neutréfilos humanos (4 x 10° células/mL),
estimulados com zimosan opsonizado (2 mg/mL), com exce¢édo do espontaneo no qual
nao ha adicdo de estimulo (apenas células e tampao Hanks). Controle (+) solvente
(etanol 0,05%); controle (-): Hanks com gelatina a 0,1% com a adi¢do de catalase no
inicio da reacdo. Resultados expressos como média = desvio padrdo de seis
experimentos realizados em quadruplicata. Abreviaturas: TMB: tetrametilbenzidina,;
HOCI: &cido hipocloroso; EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis
dracunculifolia. Analise estatistica: *, ** resultados significativamente diferentes do
controle positivo, sendo * p < 0,05 e ** p < 0,01 - ANOVA seguido de Dunnett's Multiple
Comparison Test.
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Figura 18: Valores de porcentagem de inibicdo da oxidacdo do TMB por diferentes
concentracdes do EEBd ap6s incubacdo com neutréfilos humanos (4 x 10° células/mL)
estimulados com zimosan opsonizado (2 mg/mL). A porcentagem de inibicdo foi
calculada em relacdo ao controle positivo (100% oxidacdo do TMB) de cada
experimento e indica o efeito das diferentes concentragbes do EEBd sobre a atividade
da MPO. Resultados expressos como média + desvio padrdo de seis experimentos
realizados em quadruplicata. Abreviaturas: TMB: tetrametilbenzidina; EEBd: Extrato
Etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia, MPO: mieloperoxidase.
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Os resultados mostraram que o EEBd inibiu a oxidagcdo do TMB de forma
dependente da concentracéo, indicando que o EEBd pode estar interferindo na MPO das
células de forma a reduzir a formacéo do HOCI e de seus derivados. Foi constatado que
os valores acima de 20 pg/mL ja apresentaram uma inibicdo significativa (p < 0,05) da
oxidacdo do TMB. Com os valores de porcentagem de inibicdo foi possivel calcular o
Clso"° do EEBd, que apresentou o valor de 26,64 + 3,24 pg/mL.

Uma vez que este ensaio avalia a oxidacdo do TMB por um composto
derivado do HOCI (taurina-Cl), além do efeito inibitério sobre a atividade da enzima
MPO (reducéo da formac¢ao do HOCI no meio), o EEBd pode ter reduzido a oxidagao
do TMB através de atividade “scavenger” (sequestradora), tanto sobre o HOCI como

sobre a taurina-Cl formados durante a reagao.

4.3.2 Avaliagéo da atividade “scavenger” do EEBd sobre HOCI e Taurina-Cl

Estes ensaios foram realizados com a intencéo de verificar se o EEBd possui
atividade sequestradora de HOCI e taurina-Cl, e desta forma tentar esclarecer se os
resultados de inibicdo da oxidacdo do TMB apresentados anteriormente séo devidos a
inibicdo da MPO dos neutrofilos (reducdo da producdo do HOCI no meio) ou se séao
devidos a captura dos intermediarios da reacédo (HOCI e taurina-Cl) responsaveis pela
oxidacdo do TMB.

4.3.2-1 HOCI

Para verificar se 0 EEBd possui efeito “scavenger” sobre o HOCI, o extrato foi
incubado juntamente com HOCI e, posteriormente, foi adicionada a taurina no meio
para reagir com o HOCI residual e formar a taurina-Cl que foi responsavel pela
oxidacédo do TMB.

A Figura 19 mostra os valores de absorvancia referentes a oxidacdo do TMB.



Resultados 59

H*

H*

H*

TMB oxidado
(Absorvancia - 630 nm)

la s

*
*
SRR Y S R S

N EEBd (ug/mL)

Figura 19: Valores de absorvéancia referentes a oxidacdo do TMB pela taurina-Cl
formada através da interacdo da taurina com HOCI residual, apds incubacdo do
HOCI com as diferentes concentragbes do EEBd. Como controle positivo (+) foi
utilizado etanol a 0,05%. Resultados expressos como meédia = desvio padréo de
guatro experimentos realizados em quadruplicata. Abreviaturas: TMB:
tetrametilbenzidina; HOCI: acido hipocloroso; EEBd: Extrato Etandlico das folhas de
Baccharis dracunculifolia. Analise estatistica: resultados significativamente diferentes
do controle positivo: * p < 0,01 - ANOVA seguido de Dunnett's Multiple Comparison
Test.

Pode-se observar que houve uma reducdo da oxidacdo do TMB com o
aumento da concentracdo do EEBd e que todos os valores testados apresentaram
uma reducao significativa da oxidacdo do TMB em relagdo ao controle positivo (p <
0,01).

De posse dos valores de absorvancia das diferentes concentracdes da
amostra e do controle, foram calculados os valores de porcentagem de inibicdo da

oxidacdo do TMB, cujos resultados estdo presentes na Figura 20.
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Figura 20: Valores de porcentagem de inibicdo da oxidacdo do TMB pelas diferentes
concentra¢des do EEBd, apds interagdo com o HOCI presente no meio. A porcentagem
de inibicdo foi calculada em relacdo ao controle positivo (etanol a 0,05%) de cada
experimento. Resultados expressos como média + desvio padrdao de quatro
experimentos realizados em quadruplicata. Abreviaturas: TMB: tetrametilbenzidina,;
HOCI: &cido hipocloroso; EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis
dracunculifolia.

Os valores de porcentagem de inibicdo permitiram o célculo do Cls°¢

(concentracao que reduz em 50% o HOCI presente no meio), que foi de 4,0 + 0,1

pg/mL.

4.3.2-2 Taurina-Cl

Para verificar se 0 EEBd possui efeito “scavenger” sobre a taurina-Cl, o extrato
foi incubado na presenca da taurina-Cl (formada pela incubacdo prévia do HOCI com
taurina) e, posteriormente, foi adicionado o revelador de TMB, o qual foi oxidado pela
taurina-Cl residual presente no meio.

A Figura 21 mostra os valores de absorvancia referentes a oxidacdo do TMB

pela taurina-Cl apos a interacdo com o EEBd.
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Figura 21: Valores de absorvancia referentes a oxidacdo do TMB pela taurina-Cl
residual, apos incubacdo deste composto com as diferentes concentracdes do EEBd.
Como controle positivo (+) foi utilizado o etanol a 0,05%. Resultados expressos como
média * desvio padrdo de quatro experimentos realizados em quadruplicata.
Abreviaturas: TMB: tetrametilbenzidina; EEBd: Extrato Etandlico das folhas de
Baccharis dracunculifolia. Analise estatistica: resultados significativamente diferentes
do controle positivo: * p < 0,01 - ANOVA seguido de Dunnett's Multiple Comparison
Test.

Pode-se observar que houve inibicdo do TMB oxidado de forma dependente da
concentracdo do EEBd e que todas as concentracdes avaliadas reduziram a oxidagéo
do TMB de forma significativa em relacéo ao controle positivo (p < 0,01).

Através dos valores de absorvancia das diferentes concentracdes do extrato,
foram calculados os valores de porcentagem de inibicdo da oxidacdo do TMB em
relacdo ao controle positivo (100% oxidacdo do TMB), cujos resultados estédo
presentes na Figura 22.

Os valores de porcentagem de inibicdo permitiram o célculo do Clso®®
(concentracdo que reduz em 50% a taurina-Cl presente no meio) de 12,78 + 0,8

pg/mL.
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Figura 22: Valores de porcentagem de inibicdo da oxidacdo do TMB pelas diferentes
concentragbes do EEBd, apds interacdo com a taurina-Cl presente no meio. A
porcentagem de inibicdo foi calculada em relagdo ao controle positivo (etanol a
0,05%) de cada experimento. Resultados expressos como meédia + desvio padrdo de
guatro  experimentos realizados em  quadruplicata.  Abreviaturas:  TMB:
tetrametilbenzidina; EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia.

4.4 Efeito do EEBd sobre a atividade microbicida dos neutrofilos

Este ensaio visou determinar se o EEBd poderia causar alguma influéncia na
capacidade dos neutréfilos de destruir os micro-organismos fagocitados.

Para isso, os neutrofilos foram pré-incubados com diferentes concentracdes
do EEBd (10 e 50 upg/mL) e, posteriormente, foi adicionada uma suspensdo de
Candida albicans ao meio. Ap06s o periodo de incubacdo para a realizacdo do
processo de fagocitose e destruicdo do micro-organismo, a viabilidade da levedura
foi avaliada através de ensaios de reducédo do MTT.

Os resultados referentes a este ensaio estdo demonstrados na Figura 23.
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Figura 23: Avaliacdo da viabilidade de 0,6 x 10° ufc/mL de Candida albicans (ATCC
64548), analisada atraves do ensaio de reducdo do MTT, apés incubacéo com diferentes
amostras na presenca e na auséncia de neutréfilos humanos. A viabilidade do fungo é
considerada proporcional a leitura da absorvancia em 545 nm. Resultados expressos
como media + desvio padrdo de cinco experimentos realizados em duplicata.
Abreviaturas: DMSO: dimetilsulféxido; DPI: difenileno-iodonio; EEBd: Extrato Etandlico
das folhas de Baccharis dracunculifolia; MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil) tetrazodlio. Andlise estatistica: *amostras estatisticamente diferentes dos controles
Hanks e DMSO 0,1% ANOVA seguido de Dunnett's Multiple Comparison test (p < 0,01).

Os resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa entre o
controle positivo e os controles das diferentes concentracdes do extrato na auséncia
de neutrdfilos, indicando que nestas concentracdes os EEBd ndo possuem efeito
toxico sobre a C. albicans. Além disso, os resultados demonstraram que houve
diferencas significativas entre as amostras incubadas na auséncia dos neutrofilos e o
controle Hanks, confirmando a adequabilidade do método, pois na auséncia de
gualquer substancia, os neutréfilos sdo capazes de reconhecer, fagocitar e destruir
grande parte das leveduras presentes no meio.

Com os valores de Absorvancia (545 nm), foram calculadas as porcentagens de

morte de C. albicans em relag¢édo ao controle positivo de cada experimento (Figura 24).
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Figura 24: Porcentagem de morte de 0,6 x 10° ufc/mL de Candida albicans (ATCC
64548), ap6s incubacdo com neutrdfilos humanos (1 x 10° células/mL) previamente
tratados com diferentes amostras. A porcentagem foi calculada em relacéo ao controle
positivo (100% de viabilidade da levedura) de cada experimento. Resultados expressos
como media + desvio padrdo de cinco experimentos realizados em duplicata.
Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfoxido; DPI: difenileno-iodénio; EEBd: Extrato Etandlico
das folhas de Baccharis dracunculifolia. Analise estatistica: *amostras estatisticamente
diferentes dos controles Hanks e DMSO 0,1% ANOVA seguido de Dunnett's Multiple
Comparison test (p < 0,05).

Por meio deste experimento, notou-se que nao ha diferencas significativas
entre a porcentagem de morte do fungo quando os neutrofilos sdo previamente
incubados na presenca do tampao Hanks e do solvente das amostras (DMSO 0,1%).
Além disso, pode-se observar que a porcentagem de morte do fungo é diminuida
com o aumento da concentracdo do extrato. Apesar disso, a concentracdo do EEBd
de 10 pg/mL, préxima a concentracado de Clsg, Nos ensaios de QL, ndo apresentou
diminuicao significativa na capacidade dos neutrofilos de causar a morte do fungo.

Também foi observado que quando os neutréfilos sdo previamente incubados
com DPI 1 uM, um inibidor irreversivel do complexo enzimatico da NADPH oxidase,

ocorre uma reducéo significativa da porcentagem de morte do patdégeno.

4.5 Obtencdo de compostos isolados de Baccharis dracunculifolia e avaliacdo
de suas atividades antioxidantes
Foram obtidos alguns compostos isolados presentes no EEBd e avaliadas as suas

atividades antioxidantes sobre o metabolismo oxidativo dos neutréfilos. Para isso, foram
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utilizados os fenilpropanoides derivados do acido cinamico: acido cafeico, acido cumérico,
acido ferulico, e o proprio &cido cindmico (adquiridos comercialmente e fornecidos pelo
prof. Dr. Fernando Batista Costa do laboratorio de farmacognosia da FCFRP-USP) cujas
estruturas estéo apresentadas na Figura 25-A, e os flavonoides aromadendrina-4'-metil
éter (AME), isosacuranetina e hispidulina (isolados no laboratério de farmacognosia da
FCFRP-USP), cujas estruturas estao dispostas na Figura 25-B.

A - fenilpropanoides
a b c d
0 o o]
HO.
HO HO' HO

B - flavonoides
OCH, OH
Q/ OH o] ‘
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CH;0

OH O OH O og O

Figura 25: Estruturas quimicas de alguns compostos presentes no extrato de
Baccharis dracunculifolia. A - Fenilpropanoides: a) acido cinamico; b) acido
cumarico; c) acido cafeico; d) acido ferudlico; B - Flavonoides: a) aromadendrina-4’-
metil-éter - AME; b) isosacuranetina; c) hispidulina.

Todos os compostos obtidos foram submentidos a ensaios de QLIum e QLIuc

nas mesmas condic¢des utilizadas para o EEBd.

4.5.1 Quimioluminescéncia dependente de Luminol (QLIum)

O ensaio de QLlum avaliou a capacidade das amostras de reduzir todas as
espécies reativas de oxigénio (ERO) presentes no meio. Através dos resultados de
porcentagem de inibicdo das amostras em relagcdo aos controles positivos de cada
ensaio, foi constatado que, para todos os compostos analisados, a quantidade de

ERO presente no meio foi reduzida com o aumento das concentracdes (Figura 26).
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Figura 26: Efeito inibitério das diferentes concentracdes de flavonoides (AME,
isosacuranetina e hispidulina) e de fenilpropanoides (acidos cinamico, cumarico, cafeico
e ferdlico) sobre a QLIlum, produzida por neutréfilos humanos (1 x 10° células/mL)
estimulados com 1 mg de zimosan opsonizado. Resultados expressos como meédia +
desvio padrédo de sete experimentos realizados em duplicata. Abreviaturas: QLlum:
guimioluminescéncia dependente de luminol; AME: aromadendrina-4’-metil-éter.

Pode-se verificar que, dentre as classes de compostos analisadas, 0s
flavonoides inibiram mais a QLIlum que os fenilpropanoides em todas as
concentracOes avaliadas.

Dentre os flavonoides, observa-se um grande efeito inibitorio nas
concentragfes iniciais, sendo que este efeito inibitorio parece ficar menos intenso
com o aumento das concentracdes. Foi verificada uma maior inibicdo da QLIum pela
hispidulina seguido pela AME e isosacuranetina.

Entre os fenilpropanoides derivados do acido cinamico, observou-se que 0s
valores de porcentagem de inibicdo dos compostos que apresentam hidroxilas no
anel aromatico (acidos cafeico, cumarico e ferulico) foram expressivamente maiores
gue o valor apresentado pelo acido cinamico.

As porcentagens de inibicdo da QLIum foram utilizadas para os célculos das
Clsp de cada amostra, permitindo a comparacdo da atividade antioxidante dos

diferentes compostos (Figura 27).



Resultados 67

1000 2

C|50 QLIUm (]J,M)

fenilpropanoides flavonoides

Figura 27: Valores de Cls (concentracdo capaz de inibir 50% da QLIum) dos diferentes
compostos presentes no EEBd (acido cafeico, acido cumarico, acido ferulico, acido
cinamico, AME, isosacuranetina e hispidulina) sobre a QLIum produzida por neutréfilos
humanos (1 x 10° células/mL), estimulados com 1 mg/mL de zimosan opsonizado.
Resultados expressos como média + desvio padrao de sete experimentos realizados em
duplicata. Abreviaturas: QLlum: quimioluminescéncia dependente de Iluminol; AME:
aromadendrina-4’-metil-éter, EEBd: extrato etandlico das folhas de Baccharis
dracunculifolia. Analise estatistica: amostras que ndo compartilham a mesma letra (a, b,
c) séo significativamente diferentes umas das outras; ANOVA seguido de Tukey's
Multiple Comparison test (p < 0,05).

Pela analise dos valores de Clsy, pode-se observar que os flavonoides
apresentaram valores semelhantes entre si e menores que o0s valores dos
fenilpropanoides. Dentre os fenilpropanoides pode-se observar que os acidos
cumarico e ferdlico ndo apresentaram diferencas entre si e que o acido cafeico
apresentou valor de Clsp expressivamente menor que 0s demais compostos.

Os valores de Clso dos fenilpropanoides foram: 38,18 + 9,5 uM para o acido
cafeico, 128,1+ 27,82 uM para o acido cumarico, 118,0 + 20,88 uM para o acido
fertlico e 890,4 + 140,6 uM para o acido cinamico. Ja os valores de Clsy dos
flavonoides foram: 8,49 + 3,9 uM para a AME; 10,43 + 2,4 uM para a isosacuranetina

e 8,16 + 1,1 uM para a hispidulina.
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4.5.2 Quimioluminescéncia dependente de Lucigenina (QLIuc)

O ensaio de QLluc avaliou a capacidade das amostras de reduzir a
guantidade de anion superéxido (O2™*) presente no meio.

Através dos resultados de porcentagem de inibicdo da QLluc, observou-se
que, para todos os compostos analisados, a quantidade de O, presente no meio

foi reduzida com o aumento das concentragdes das amostras (Figura 28).
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Figura 28: Efeito inibitorio das diferentes concentracoes de flavonoides (AME,
isosacuranetina e hispidulina) e de fenilpropanoides (acidos cinamico, cumarico, cafeico
e ferdlico) sobre a QLluc, produzida por neutréfilos humanos (1 x 10° células/mL)
estimulados com 1 mg de zimosan opsonizado. Resultados expressos como média +
desvio padrao de sete experimentos realizados em duplicata. Abreviaturas: QLluc:
guimioluminescéncia dependente de lucigenina; AME: aromadendrina-4’-metil-éter.

Por fim, para comparar a atividade inibitéria da QLIuc dos diferentes compostos,

foram calculados os valores de Cls, de cada amostra (Figura 29).
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Figura 29: Valores de Clso (concentracdo capaz de inibir 50% da QLluc) dos
diferentes compostos presentes no EEBd (acido cafeico, acido cumarico, acido
ferdlico, acido cinamico, AME, isosacuranetina e hispidulina) sobre a QLluc, produzida
por neutréfilos humanos (1 x 10° células/mL) estimulados com 1 mg/mL de zimosan
opsonizado. Resultados expressos como meédia *= desvio padrdo de sete
experimentos realizados em duplicata. Abreviaturas: QLluc: quimioluminescéncia
dependente de lucigenina; AME: aromadendrina-4’-metil-éter, EEBd: extrato etandlico
das folhas de Baccharis dracunculifolia. Analise estatistica: amostras que nao
compartilham a mesma letra (a, b, ¢, d) sé@o significativamente diferentes umas das
outras; ANOVA seguido de Tukey's Multiple Comparison test (p < 0,05).

Os resultados de QLluc mostraram que os flavonoides apresentaram uma
maior inibicdo dos radicais anions superoxidos presentes no meio em relacdo aos
fenilpropanoides, e ndo houve diferenca significativa entre os primeiros. Ainda, a
analise estatistica apontou que o acido cafeico apresentou uma reducédo da QLluc
semelhante a apresentada pelos flavonoides. Dentre os fenilpropanoides verificou-se
gue o acido cafeico apresentou a maior inibicdo, seguida pelos acidos cumarico,
ferdlico e cindmico.

Os valores de Clsp para QLIuc dos compostos analisados foram: 18,08 + 6,4 uM
para o acido cafeico; 76,88 + 26,0 UM para o acido cumarico; 200,4 + 22,2 uM para o
acido ferulico; 1287 + 140,0 uM para o acido cinamico; 1,47 + 0,4 uM para a AME; 1,54

+ 0,4 UM para a isosacuranetina e 1,19 + 0,1 uM para a hispidulina.
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Tanto para a QLlum quanto para a QLluc, o fenilpropanoide que mais se
aproximou das atividades antioxidantes dos flavonoides foi o acido cafeico, o qual foi
utilizado para dar continuidade aos estudos.

A Tabela 1 mostra os valores de Clsy de todos os compostos isolados avaliados
tanto para QLlum quanto para QLluc.

Tabela 1 — Atividade antioxidante de compostos isolados presentes no extrato
etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia, avaliada através de
guimioluminescéncia dependente de luminol (QLlum) e de lucigenina (QLluc). Os
resultados estao expressos na forma de Clsg (concentracédo capaz de inibir em 50% a
guimioluminescéncia).

Composto QLIum (pMm) QLluc (uMm)
Acido cafeico 38,18+9,5 18,08 + 6,4
Acido p-cumarico 128,1+ 27,8 76,88 + 26,0
Acido ferdlico 118,0 £ 20,9 200,4 £ 22,2
Acido cinamico 890,4 + 140,6 1287 + 140,0
Aromadendrina-4'-metil éter 8,49 +3,9 1,47+04
Isosacuranetina 10,4324 154+04
Hispidulina 8,16 +1,1 1,19+0,1

4.6 Incorporacdo do EEBd e do acido cafeico em vesiculas lipossbmicas e

avaliacdo de suas atividades antioxidantes

4.6.1 Preparo e caracterizacao dos lipossomas contendo EEBd e acido cafeico

Foi realizada a incorporacdo do EEBd e do acido cafeico em sistemas
vesiculares lipossémicos através do método de injecdo etandlica e, posteriormente, foi
determinada a eficiéncia de incorporacédo das amostras. A eficiéncia de incorporacéo
foi realizada através de analise espectrofotométrica, comparando-se a absorvancia da
preparacdo de lipossomas antes da ultracentrifugacdo (100% dos compostos
adicionados no meio) com a absorvancia da preparagdo apos a ultracentrifugacéo e

retirada dos compostos ndo encapsulados (sobrenadante). Com isso, foi constatado
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gue os lipossomas preparados apresentaram uma eficiéncia de incorporacao do EEBd
de 33,13 + 13,9% e do &cido cafeico de 7,4 + 1,9%. Além da eficiéncia de
incorporacdo, também foram confeccionadas curvas padrdo para cada composto
(Apéndice D), de modo que foi possivel determinar a concentracdo dos compostos
presentes nos lipossomas formados, sendo a média destes valores de 188,4 + 45,4
pg/mL para o EEBd e de 326,7+ 30,55 uM (58,9 + 5,5 pg/mL) para o acido cafeico.

A caracterizacdo fisico-quimica dos lipossomas foi realizada a fim de se
determinar se as vesiculas formadas estavam adequadas para a utilizacdo em meio
biolégico. Para isso, a preparacdo de lipossomas foi avaliada quanto ao tamanho das

vesiculas, indice de polidispersao e potencial zeta, cujos resultados estdo apresentados
na Tabela 2 e na Figura 30.

Tabela 2: Caracterizacdo fisico-quimica dos lipossomas contendo EEBd, acido
cafeico e o solvente das amostras (DMSO)

Lipossomas

Parametros A i
DMSO EEBd AT
cafeico
Diametro das vesiculas (nm) 117,9+8,9 182,5+9,2 1353+8,5
indice de polidisperséo 0,216 +0,03 0,129 +0,05 0,366 0,09
Potencial Zeta (mV) -0,375+0,31 -0,08+0,26 0,049 +0,25

Resultados expressos como média + desvio padréo de seis experimentos. Abreviaturas:
DMSO: dimetilsulféxido; EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia.

A Distribuicdo do tamanho pela intensidade — lipossomas com DMSO
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B Distribuicéo do tamanho pela intensidade — lipossomas com EEBd

16— ................ : ............... :..............-. ............... .. .............. -.
T ............... ............... ..... 4 W ................

e |

—
a%]
!

Intensidade (%)
2

0.1 1 10 100 1000 10000
Diametro (nm)

C Distribui¢do do tamanho pela intensidade — lipossomas com Acido cafeico
147
127

107

Intensidade (%)

0.1 7 o i 000 10000
Diametro (nm)
Figura 30: Gréficos representauvos da caracterizagao tisico-quimica dos lipossomas
guanto a distribuicdo do tamanho, apds a etapa de ultracentrifugacao e retirada dos
compostos ndo encapsulados. A- lipossomas preparados apenas com o solvente
das amostras — DMSO; B- lipossomas incorporados com EEBd e C- lipossomas
incorporados com acido cafeico. A determinacdo do diametro das particulas foi
realizada através de medidas de espalhamento de luz (Laser Light Scattering).

Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfoxido; EEBd: Extrato Etanélico das folhas de
Baccharis dracunculifolia.

Os resultados mostraram que as caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas,
contendo o EEBd e o &cido cafeico, ficaram adequadas para a utilizacgdo em meio
biolégico uma vez que as vesiculas apresentaram um baixo diametro, uma distribuicdo
de tamanho homogénea (caracterizada pelo baixo indice de polidispersdo) e uma
carga superficial neutra (caracterizada pelo baixo valor do potencial zeta).

De posse destes resultados foram iniciados os ensaios de avaliacdo da
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atividade antioxidante dos lipossomas contendo o EEBd e o &cido cafeico sobre o

metabolismo oxidativo dos neutréfilos estimulados.

4.6.2 Avaliacéo da atividade antioxidante dos lipossomas contendo EEBd e &cido cafeico
sobre 0 metabolismo oxidativo dos neutrofilos: ensaios de QL

Depois de preparar o0s lipossomas com caracteristicas fisico-quimicas
adequadas para utilizacdo em meio bioldgico, as preparacdes foram diluidas de
forma que as concentra¢cdes dos compostos incorporados ficassem proximas das
concentragbes dos compostos livres utilizadas nos ensaios de QL. Foram entdo
realizados os ensaios de QL nas mesmas condi¢des utilizadas para o EEBd e o
acido cafeico livres. Como controles dos ensaios foram utilizados os lipossomas
preparados com o0 solvente das amostras, 0S quais ndo apresentaram atividade
inibitéria da QL.

4.6.2-1 Atividade antioxidante dos lipossomas contendo EEBd
Foi avaliado o efeito dos lipossomas, contendo o EEBd, sobre o metabolismo

oxidativo dos neutrofilos através dos ensaios de QLIum e QLluc (Figura 31).
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Figura 31: Efeito inibitorio de diferentes concentracdes do EEBd incorporados em
lipossomas sobre a QLluc e a QLlum, produzida por neutréfilos humanos (1 x 10°
células/mL) estimulados com 1 mg de zimosan opsonizado. Os lipossomas contendo
apenas o solvente do extrato (DMSO) foram empregados como controle. Resultados
expressos como média + desvio padrdao de seis experimentos realizados em
duplicata. Abreviaturas: QL: quimioluminescéncia; QLIum: quimioluminescéncia
dependente de luminol; QLluc: quimioluminescéncia dependente de lucigenina,
DMSO: dimetilsulféxido;, EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis
dracunculifolia.
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Através dos resultados de porcentagem de inibi¢éo, foram calculados os valores
de Clsp do EEBd incorporado para a QLlum e para a QLluc, sendo estes valores de
16,38 + 14 e 6,35 £ 1,2 pg/mL, respectivamente. Quando estes valores sao
comparados com os Clso do EEBd livre (14,18 = 1,4 pg/mL para QLlum e 6,38 + 1,4
pg/mL para QLluc — Apéndice A) constatou-se que, para a QLIum, houve uma pequena

reducao da atividade antioxidante, o que n&o ocorreu com a QLluc (Figura 32).
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Figura 32: Comparacao entre os valores de Clso (concentracéo capaz de inibir 50%
da QL) do EEBd nas formas livres e incorporados em lipossomas, sobre a QLIlum e a
QLluc produzida por neutréfilos humanos (1 x 10° células/mL), estimulados com 1
mg de zimosan opsonizado. Resultados expressos como média + desvio padrao de
cinco experimentos realizados em duplicata. Abreviaturas: QL: quimioluminescéncia;
QLIum: gquimioluminescéncia dependente de luminol; QLIuc: quimioluminescéncia
dependente de lucigenina; EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis
dracunculifolia. Andlise estatistica: *amostras estatisticamente diferentes, ANOVA

seguido de Bonferroni's Multiple Comparison Test (p < 0,05).

4.6.2-2 Atividade antioxidante dos lipossomas contendo acido cafeico
Da mesma forma que para o EEBd, foi avaliado o efeito dos lipossomas

contendo o acido cafeico sobre o metabolismo oxidativo dos neutréfilos, através dos

ensaios de QLIum e QLluc (Figura 33).
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Figura 33: Efeito inibitorio de diferentes concentracdes de acido cafeico incorporados
em lipossomas sobre a QLluc e a QLIum produzida por neutréfilos humanos (1 x 10°
células/mL), estimulados com 1 mg de zimosan opsonizado. Os lipossomas contendo
apenas o solvente do extrato (DMSO) foram empregados como controle. Resultados
expressos como média + desvio padrao de seis experimentos realizados em duplicata.
Abreviaturas: QL: quimioluminescéncia; QLlum: quimioluminescéncia dependente de
luminol;  QLluc: quimioluminescéncia dependente de lucigenina; DMSO:
dimetilsulfoxido.

Com os resultados de porcentagem de inibicdo foram calculados os valores
de Clso (concentracdo que inibe 50 % da QL) iguais a 37,33 £ 7,1 uM (ou 6,73 £ 1,3
pMg/mL) para QLlum e 16,14 + 3,4 uM (ou 2,91 = 0,6 pug/mL) para QLluc. Estes
resultados mostraram que valores de Clsp para os lipossomas contendo o acido
cafeico foram muito proximos aos valores de Clsp de QLIum e QLluc do composto
livre, os quais foram de 38,18 + 9,5 uM (ou 6,88 + 1,7 pg/mL) para QLIum e 18,08 +
6,4 uM (ou 3,26 + 1,1 pg/mL) para QLluc, indicando que a incorporacédo do &cido
cafeico nas vesiculas lipossémicas néo alterou sua atividade antioxidante frente aos

neutrofilos estimulados (Figura 34).
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Figura 34: Comparacao entre os valores de Clsp (concentracéo capaz de inibir 50%
da QL) do acido cafeico nas formas livres e incorporados em lipossomas, sobre a
QLlum e a QLluc produzida por neutréfilos humanos (1 x 10° células/mL),
estimulados com 1 mg de zimosan opsonizado. Resultados expressos como média +
desvio padrdo de cinco experimentos realizados em duplicata. Abreviaturas: QL:
guimioluminescéncia; QLIum: quimioluminescéncia dependente de luminol; QLluc:
quimioluminescéncia dependente de lucigenina; Ac. cafeico lipo: acido cafeico
incorporado em lipossomas. Analise estatistica: ndo houve diferenca significativa entre
as amostras de QLIum e de QLluc, ANOVA seguido de Bonferroni's Multiple Comparison
Test (p > 0,05).

4.7 Efeito terapéutico do EEBd e do acido cafeico em modelo animal de artrite

Apbés a verificacdo das atividades antioxidantes do EEBd e do acido cafeico
(tanto nas formas livres como incorporados nos lipossomas) sobre o metabolismo
oxidativo dos neutréfilos, foram realizados ensaios com modelo animal para verificar
se estes compostos podem apresentar algum efeito benéfico no processo
inflamatorio desenvolvido no quadro da artrite reumatoide.

Para isso, 0os animais receberam os tratamentos com as amostras ou
controles e, apés 1 hora, foi induzida a artrite. Depois de 6 horas os animais foram
eutanasiados, foi medido o edema das articulacdes e o liquido sinovial foi coletado
para analise dos parametros inflamatorios: presenca de células totais e de

neutrofilos, e presenca das citocinas inflamatérias TNF-a, IL-6 e IL1p.
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4.7.1 Efeito do EEBd e do &cido cafeico sobre o modelo animal de artrite

Neste ensaio, 0os animais foram tratados com 50 ou 100 mg/Kg de EEBd ou
com 50 mg/Kg de acido cafeico. Como controles desses ensaios alguns animais
foram tratados apenas com o solvente das amostras (DMSO) ou com a droga
padrdo (dexametasona 4 mg/Kg). Apés 6 horas da inducdo da artrite foram
analisados os parametros inflamatérios dos animais. Os resultados a seguir mostram
o edema desenvolvido nas articulagcfes (Figura 35) e a quantidade de células totais
e de neutrdfilos presentes na sindvia (Figura 36).
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Figura 35: Variacdo no diametro das articulagbes dos animais tratados com o0s
diferentes compostos. Os diametros das articulagdes foram medidos antes e apos seis
horas da inducéo da artrite com 300 pg de zimosan. Resultados expressos como
média + desvio padrdo. Cada ponto do grafico representa a medida de uma
articulacdo. Abreviaturas: DMSO: dimetilsulféxido; EEBd: Extrato Etandlico das
folhas de Baccharis dracunculifolia. Analise estatistica: amostras que ndo compartilham
a mesma letra (a, b) sdo significativamente diferentes umas das outras; ANOVA seguido
de Tukey's Multiple Comparison test (p < 0,05).
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Figura 36: Migragéo de células totais e de neutrofilos para o local da inflamagéo
(sindvia) 6 horas apos a inducédo da artrite com 300 pug de zimosan. Resultados
expressos como média = desvio padrdo. Cada ponto do grafico representa a
guantidade de células de uma articulacdo. Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfoxido;
EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia. Andlise estatistica:
amostras que ndo compartiham a mesma letra (a, b, ¢ / A, B) sdo significativamente
diferentes umas das outras, sendo as letras maiusculas referentes as células totais
enquanto as letras mindsculas sao referentes aos neutréfilos; ANOVA seguido de Tukey's
Multiple Comparison test (p < 0,05).

Pode-se verificar que todos os tratamentos reduziram, de forma significativa,
tanto o edema das articulacfes dos animais quanto a migracao de células totais e de
neutrofilos para a sindvia e que tanto o EEBd (nas diferentes concentracfes) quanto
o acido cafeico apresentaram efeitos semelhantes entre si e semelhantes a droga
padrdo, com excecdo da migracdo de neutrofilos, em que a dexametasona
apresentou uma inibicdo mais acentuada em relacdo a todas as amostras.

Além desses parametros, também foi analisada a presenca das citocinas

inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL1-B no liquido sinovial dos animais (Figura 37).
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Figura 37: Concentracdo das citocinas inflamatérias A) TNF-a, B) IL-6 e C) IL1-B,
presentes no liquido sinovial dos animais tratados com os diferentes compostos seis
horas apo6s a inducédo da artrite com 300 pg de zimosan. Resultados expressos como
média + desvio padrdo. Cada ponto do grafico representa a concentracdo de citocina
em uma articulacdo. Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfoxido; EEBd: Extrato Etandlico
das folhas de Baccharis dracunculifolia. Analise estatistica: amostras que nao
compartilham a mesma letra (a, b) sdo significativamente diferentes umas das outras.
ANOVA seguido de Tukey's Multiple Comparison test (p < 0,01).

Os resultados mostraram que, embora ndo se tenha verificado uma diferenca
estatistica entre o controle do solvente e as amostras, € possivel observar um efeito
biolégico das amostras em reduzir as citocinas inflamatorias presentes no liquido
sinovial dos animais. Além disso, verifica-se que essa tendéncia de reducédo
aumenta com o aumento da concentracdo do EEBd e que o &cido cafeico parece ter

um efeito bastante semelhante ao do EEBd na concentracao de 100 mg/Kg.
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4.7.2 Efeito do EEBd e do é&cido cafeico incorporados em lipossomas sobre o
modelo animal de artrite

Apos verificar o efeito do EEBd e do &cido cafeico livres no modelo animal de
artrite, foi averiguado se a incorporacdo em lipossomas poderia aumentar a eficacia
desses compostos na reducado do processo inflamatorio desenvolvido neste modelo.

Para isso, os animais foram tratados com 9 mg/Kg de EEBd ou com 3,0 mg/Kg
de &cido cafeico incorporados nos lipossomas. Como controles desses ensaios alguns
animais foram tratados apenas com o0 meio dos lipossomas (salina), com lipossomas
contendo apenas o0 solvente das amostras (DMSO) e com lipossomas contendo
quercetina (1,5 mg/Kg). Apés 6 horas da inducdo da artrite, foram analisados os
parametros inflamatoérios dos animais. A Figura 38 demonstra o edema desenvolvido
nas articulagcbes dos animais tratados e dos animais controles, enquanto a Figura 39
exibe a quantidade de células totais e de neutrofilos que migraram para a sinovia

desses animais.
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Figura 38: Variacdo no didametro das articulacdes dos animais tratados com controles e
com diferentes compostos incorporados nos lipossomas (EEBd 9,0 mg/Kg, Acido cafeico
3,0 mg/Kg e Quercetina 1,5 mg/Kg). Os didmetros foram medidos antes e apds seis
horas da inducdo da artrite com 300 pg de zimosan. Resultados expressos como média
dos valores. Cada ponto do grafico representa a medida de uma articulacdo.
Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfoxido; EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis
dracunculifolia. Analise estatistica: amostras que ndo compartiham a mesma letra (a, b)
sao significativamente diferentes umas das outras. ANOVA seguido de Tukey's Multiple
Comparison test (p < 0,05).
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Figura 39: Migracéo de células totais e de neutrofilos para o local da inflamacéo (sinévia)
dos animais tratados com os controles e com os diferentes compostos incorporados nos
lipossomas (EEBd 9,0 mg/Kg, Acido cafeico 3,0 mg/Kg e Quercetina 1,5 mg/Kg). A
andlise foi realizada 6 horas apos a inducédo da artrite com 300 pg de zimosan.
Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfoxido; EEBd: Extrato Etandlico das folhas de Baccharis
dracunculifolia. Resultados expressos como média + desvio padréo. Andlise estatistica:
amostras que nao compartiham a mesma letra (a, b) sdo significativamente diferentes
umas das outras. ANOVA seguido de Tukey's Multiple Comparison test (p < 0,05).

Os resultados mostram que o tratamento dos animais com o EEBd e com o
acido cafeico conseguiram reduzir o edema nas articulacdes dos animais em relacao
aos animais tratados apenas com solucdo fisiologica. Além disso, ndo houve
diferenca significativa entre o EEBd, o acido cafeico e o padrédo de quercetina.

Em relacdo a migracdo de células para o local da inflamacéo, nota-se que a
grande maioria das células presentes no liquido sinovial apés o desenvolvimento da
inflamacao séo neutroéfilos. Além disso, todas as amostras avaliadas foram capazes de
reduzir a migracdo dos neutréfilos em relagdo aos controles (salina e lipossoma
contendo o solvente).

Também foram analisadas as quantidades de citocinas inflamatérias TNF-a,
IL-6 e IL1-B, presentes no liquido sinovial dos animais apds a inducao da artrite
(Figura 40) e observou-se que nao houve reducdo das citocinas inflamatdrias por

nenhum dos compostos incorporados nos lipossomas.
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Figura 40: Concentracdo das citocinas inflamatérias A- TNF-a, B- IL-6 e C- IL1-3,
presentes no liquido sinovial dos animais tratados com os diferentes compostos
incorporados nos lipossomas (EEBd 9,0 mg/Kg, Acido cafeico 3,0 mg/Kg e
Quercetina 1,5 mg/Kg). A andlise foi realizada seis horas apds a inducdo da artrite
com 300 pg de zimosan. Resultados expressos como média + desvio padrdo. Cada
ponto do grafico representa a concentracdo de citocina em uma articulagéo.
Abreviaturas: DMSO: dimetilsulféxido; EEBd: Extrato Etandlico das folhas de
Baccharis dracunculifolia. Analise estatistica: ndo houve diferenca significativa entre
as amostras; ANOVA seguido de Tukey's Multiple Comparison test (p > 0,05).
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Os neutréfilos sédo células dotadas de um grande numero de moléculas
toxicas que sdo mobilizadas em respostas imunes, principalmente no combate a
infecgBes. Nos seres humanos, uma auséncia total destas células ou uma reducgéo
significativa no seu niumero conduz a morte ou a imunodeficiéncias severas, 0 que
ressalta a importancia destas células na defesa imunoldgica (Kolaczkowska; Kubes,
2013; Bardoel et al., 2014).

Embora o recrutamento de neutréfilos, durante uma infeccéo, seja essencial
para a protecdo do organismo, estas células nem sempre agem de forma benéfica
para o hospedeiro, uma vez que a ativacao inadequada ou excessiva de neutrdfilos
resulta na intensa liberacdo de ERO, proteases e proteinas antimicrobianas que
podem causar danos nos tecidos do hospedeiro, podendo agravar e até causar
doencas autoimunes e inflamatérias (Amulic et al., 2012; Kolaczkowska; Kubes,
2013; Bardoel et al., 2014). Portanto, a inibicdo da ativacdo anormal dos neutroéfilos
e da producdo excessiva de ERO pode fornecer uma possivel abordagem
terapéutica para estas doencas (Liao et al., 2015).

Neste contexto, os produtos naturais tém recebido grande destaque nos ultimos
anos, uma vez que diversos estudos tém buscado substancias naturais com efeito
sobre 0 metabolismo oxidativo dos neutrofilos (Simdes et al., 2004; Zekonis et al.,
2008; Amaral et al., 2009; Paula et al., 2009; Simdes-Ambrosio et al., 2010; Andrade et
al., 2013; Barioni et al., 2013; Figueiredo-Rinhel et al., 2013; Flores et al., 2013; Kabeya
et al., 2013; Denev et al., 2014; Figueiredo-Rinhel et al., 2014; Ren et al., 2014; Santos
et al., 2014; Wang et al., 2014; Wickramasinghe et al., 2014; Liao et al., 2015).

Dentre os produtos naturais estudados, o extrato de Baccharis dracunculifolia
tem se mostrado um bom candidato a agente terapéutico nas doencas que
envolvem a ativacdo excessiva dos neutréfilos, uma vez que estudos prévios
revelaram que o extrato etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia (EEBd)
possui expressiva atividade antioxidante sobre o metabolismo oxidativo destas
células (Figueiredo-Rinhel et al., 2013).

A partir da verificacdo de que o EEBd é capaz de modular negativamente a
guantidade de ERO produzida pelos neutréfilos, este trabalho avaliou se este extrato
também poderia interferir em outras fungdes do neutréfilo, essenciais para a célula
desempenhar suas fun¢des de protecdo do nosso organismo, como a fagocitose, a
desgranulagéo, o efeito sobre enzimas chaves do metabolismo oxidativo e a

atividade microbicida.
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Os resultados obtidos mostraram que a incubacédo dos neutréfilos com o EEBd
ndo alterou, nas condigdes experimentais avaliadas, a capacidade das células de
reconhecer e englobar as particulas opsonizadas (Figuras 6, 7 e 8), ndo comprometendo
portanto o processo de fagocitose destas células e que representa uma das primeiras
etapas envolvidas na defesa do nosso organismo contra 0S micro-organismos invasores.
Contrariamente, alguns produtos naturais embora sejam capazes de modular o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos também inibem o processo de fagocitose destas
células, podendo comprometer as funcbes defensivas dos mesmos e afetar a salde do
hospedeiro (Lee et al., 2014; Wickramasinghe et al., 2014).

ApoOs fagocitar os agentes invasores, as células mobilizam seus granulos em
direcdo ao fagossoma formado, a fim de descarregar seus conteudos e destruir o
patogeno (Amulic et al., 2012). Para verificar se o EEBd poderia interferir na etapa
de desgranulacao, foi avaliado o efeito do extrato sobre as atividades das enzimas
elastase e lisozima, sendo a primeira encontrada especificamente nos granulos
azurdfilos e a segunda em praticamente todos os granulos dos neutréfilos, com
maiores concentracdes nos granulos especificos (Faurschou; Borregaard, 2003).
Além disso, também foram realizados estudos para verificar se 0 EEBd poderia
interferir diretamente na atividade das enzimas ja liberadas no meio.

Os resultados mostraram que, para a enzima elastase, houve uma inibicdo da
atividade de forma dependente da concentracdo, sendo necessaria uma
concentracdo menor de extrato para inibir a atividade da enzima liberada pelas
células (Clgy &ostase berada — 55 87 + 4 14 pg/mL) do que para inibir a sua atividade
quando presente no meio extracelular (Clsy 2Vi9ade elastase — 34 34 + 3 50 pg/mL),
sugerindo que, além de interferir no processo da desgranulacdo, o EEBd, em
maiores concentracdes, também é capaz de reduzir a atividade da elastase presente
no meio extracelular.

Apesar de a elastase ser considerada uma enzima importante no processo de
morte dos micro-organismos fagocitados (Belaaouaj et al., 1998), ela € a principal
protease envolvida na degradacédo da matriz extracelular mediada por neutréfilos e esta
envolvida em varias doencas inflamatérias (incluindo a doenca pulmonar obstrutiva
cronica, enfisema pulmonar e artrite) (Heinz et al., 2012). Entdo, a modulacdo da
atividade desta enzima no meio extracelular, seja através de redugdo na sua

desgranulacdo ou através de acgdo sobre a propria enzima, representa um alvo
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interessante para o desenvolvimento de farmacos que controlem 0 processo
inflamatdério em doencas autoimunes (Simard et al., 2010; Tsai et al., 2015).

Ja para a enzima lisozima, foi observada também uma inibicdo da atividade
de forma dependente da concentracdo, porém os perfis de inibicdo tanto da
atividade da enzima liberada pelas células (Clsy'®™M? Perada = 85 82 + 7,99 png/mL)
quanto da atividade da enzima isolada (Cls, 2"dade sozima— g3 g5 + 10,91 pg/mL)
foram bastante semelhantes, indicando que o EEBd provavelmente ndo esta
interferindo no seu processo de desgranulacdo. Além disso, os altos valores de Clsg
mostram que o EEBd apresentou um efeito muito pequeno sobre a atividade
catalitica da lisozima, o que é bastante satisfatério uma vez que a atividade
antimicrobiana € sua funcéo principal nas células (Faurschou; Borregaard, 2003).

Contudo, observa-se que, apesar do EEBd ter apresentado um efeito inibitorio
maior sobre a enzima elastase (menores valores de Clsp), a inibicdo significativa da
atividade de ambas as enzimas liberadas pelos neutrofilos (acima de 20 pg/mL para
elastase e acima de 25 pg/mL para a lisozima) ocorre em concentracdes acima das
concentracbes necessarias para modular o metabolismo oxidativo dos neutréfilos
(Clso?™"™ = 14,18 + 1,4 pg/mL e Clso?" = 6,38 + 1,4 pg/mL). Desta forma, embora
concentracGes mais elevadas do EEBd possam ser utilizadas para inibir a atividade da
enzima elastase em processos inflamatérios, concentracdes do EEBd proximas dos
Clso?" sdo capazes de modular o metabolismo oxidativo dos neutréfilos, sem interferir
de forma significativa nos processos de desgranulacdo e nas atividades das enzimas
elastase e lisozima liberadas na matriz extracelular.

Durante o processo de desgranulagdo, juntamente com a fusdo dos granulos
com as membranas plasmatica e do fagossoma e liberacédo de seus conteudos, ocorre
a montagem e ativacdo da enzima NADPH oxidase, iniciando-se também a producéo
das ERO (Amulic et al., 2012). Apos verificar, em estudo prévio, que o EEBd néo
interfere de forma significativa na atividade da enzima NADPH oxidase nas

concentrages proximas do Clso®", tendo um valor de Clsy" 27"

acima de 80 pg/mL
(Figueiredo, 2010), este trabalho avaliou se o extrato possuia algum efeito sobre a
mieloperoxidase, considerada a segunda enzima-chave do metabolismo oxidativo dos
neutrofilos.

A mieloperoxidase € liberada dos granulos azuroéfilos e tem como principal
reacdo a conversao de peréxido de hidrogénio (H,O,) ao &cido hipocloroso (HOCI),

gue é considerado o oxidante microbicida mais forte produzido pelos neutréfilos.
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Além de reagir com as bactérias ingeridas, grande parte do HOCI formado também
reage com moléculas presentes no meio reacional (Klebanoff et al., 2013;
Winterbourn; Kettle, 2013). A taurina (4cido 2-aminoetanosulfénico) € um dos
aminoacidos livres mais abundantes em humanos, atingindo concentracées muito
altas nos tecidos expostos a niveis elevados de oxidantes. No local da inflamacéo, o
HOCI formado pela MPO, além de reagir com 0s micro-organismos, pode reagir com
a taurina presente no meio e produzir a taurina cloramina (taurina-Cl), que é mais
estavel e menos toxica (Marcinkiewicz; Kontny, 2014).

Para avaliar o efeito do EEBd sobre a enzima mieloperoxidase, este foi
incubado com as células em um meio enriquecido com taurina e, apos estimulacao,
foi avaliada de forma indireta a producéo do HOCI (através da oxidacdo do TMB pela
taurina-Cl formada no meio). Os resultados mostraram que o EEBd inibiu a oxidagéo
do TMB de forma dependente da concentracéo, indicando que o EEBd poderia estar
interferindo na MPO das células de forma a reduzir a formacdo do HOCI e de seus
derivados (Clso""°= 26,64 + 3,24 pg/mL). Contudo, além de poder atuar sobre a
enzima MPO, o EEBd também poderia estar atuando sobre o HOCI produzido pela
enzima ou sobre a taurina-Cl formada no meio, ndo permitindo que fosse realizada a
oxidacdo do TMB. Para verificar se 0 extrato possuia acao sequestradora do HOCI ou
da taurina-Cl, além dos ensaios com células, o EEBd também foi incubado apenas
com HOCI ou com taurina-Cl e posteriormente foi avaliada a capacidade destes
compostos de oxidar o TMB. Estes resultados revelaram que o EEBd foi capaz de
sequestrar tanto o HOCI quanto a taurina-Cl (Clse"°' = 4,0 + 0,1 pg/mL e Clsg® =
12,78 £ 0,8 pg/mL) e os baixos valores de Clsp indicaram que o EEBd possui uma
elevada atividade “scavenger” sobre esses compostos. Quando se compara o0s
valores de Clsg"%“ e de Cls¢®™ ao Clsg"F° pode-se inferir que grande parte da
atividade inibitoria verificada na oxidacdo do TMB, nos ensaios com células, pode ser
atribuida ao sequestro dos intermediarios da reacéo pelo EEBd. Os resultados obtidos
nao permitem afirmar que o EEBd tenha algum efeito inibitério sobre a enzima MPO,
pois a atividade “scavenger” do extrato sobre o HOCI e sobre a taurina-Cl foram muito
mais expressivos que a atividade apresentada nos ensaios com as células.

De acordo com o exposto, pode-se considerar que o efeito inibitério do EEBd
sobre o metabolismo oxidativo dos neutréfilos pode ser devido principalmente a sua
atividade “scavenger’, uma vez que nas concentragdes proximas dos Clse?", o

EEBd, além de apresentar uma grande atividade “scavenger” sobre o HOCI, parece
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ndo possuir efeito inibitério sobre as duas enzimas-chaves envolvidas no
metabolismo oxidativo dos neutrofilos.

Apos verificar que provavelmente a atividade antioxidante do EEBd sobre os
neutrofilos foi mediada principalmente pelo efeito “scavenger” de ERO, este trabalho
também avaliou se a reducdo dessas ERO durante o metabolismo oxidativo dos
neutréfilos (verificada nos ensaios de QL) teria alguma influéncia na capacidade de
destruir os micro-organismos fagocitados. Isso foi realizado porque nos ultimos 50
anos a producdo de ERO pelos fagécitos tem sido apontada como um dos principais
agentes responsaveis pela morte de patégenos (Dupre-Crochet et al., 2013). De
fato, as ERO podem matar diretamente os patégenos (causando dano oxidativo aos
biocompostos), ou de forma indireta estimulando a eliminacdo de patdgenos por
varios mecanismos nao oxidativos (agindo como agentes sinalizadores, como por
exemplo, na liberagdo das NETs e modulando diretamente a fagocitose) (Vernon;
Tang, 2013; Paiva; Bozza, 2014).

Entdo, foi averiguado se o EEBd poderia interferir na atividade microbicida
dos neutrofilos frente a Candida albicans.

InfeccBes causadas pela C. albicans tém uma alta taxa de incidéncia e varias
manifestacdes clinicas, podendo afetar a pele, cavidade oral e do eso6fago, trato
gastrointestinal, vagina e sistema vascular do ser humano. A transformacédo da
levedura de comensal a importante agente de infecgcbes ocorre principalmente em
pacientes imunocomprometidos e com cancer, nos quais pode provocar doenca
grave (Dimitrova et al., 2012).

Dentro deste contexto, os neutrofilos foram incubados com diferentes
concentracbes do EEBd, adicionados em um meio contendo C. albicans e, em
seguida, foi avaliada a viabilidade das leveduras. Os resultados mostraram que a
porcentagem de morte do fungo foi diminuida com o aumento da concentracédo do
extrato, sendo que na concentracdo de 50 pg/mL (concentracdo maxima utilizadas
nos ensaios de QL) houve uma inibicdo significativa na capacidade das células de
matar a C. albicans (Figura 24). Uma vez que, nos ensaios de QL, observou-se que
a concentracdo de 50 pg/mL foi capaz de reduzir em cerca de 80% as ERO
presentes no meio (Apéndice A), estes resultados ressaltam a importancia das ERO
no processo de morte deste micro-organismo. Tal importancia também pode ser
observada quando os neutréfilos foram previamente incubados com DPI 1 uM, um

inibidor irreversivel do complexo enzimatico da NADPH oxidase, provocando uma
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ampla inibicdo da formagao das ERO e reduzindo significativamente a porcentagem
de morte do patégeno. Os resultados obtidos estdo de acordo com diversos
trabalhos da literatura que relatam que, de fato, as ERO sdo muito importantes para
a atividade antimicrobiana de neutrdfilos frente a alguns patdgenos, o que fica
bastante evidente em pacientes com doenca granulomatosa crénica (com
deficiéncias na enzima NADPH oxidase) cujos neutréfilos possuem dificuldade de
matar 0s micro-organismos, tornando estes pacientes suscetiveis a muitas infecces
(Amulic et al., 2012).

Em relacdo a C. albicans, pesquisas relatam que neutréfilos deficientes em
MPO exibem uma grande reducédo na capacidade de matar esta levedura (Klebanoff et
al., 2013), e em um estudo, as células deficientes em MPO foram capazes de matar
apenas 0,1% das C. albicans sob as mesmas condicdes nas quais os neutréfilos
normais mataram 30% (Lehrer; Cline, 1969). Visto que as cepas de C. albicans séo
altamente susceptiveis a presenca das ERO formadas pelos neutrdéfilos (Paiva; Bozza,
2014), a intensa reducéo dessas ERO pelo EEBd na concentracéo de 50 pg/mL, foi
capaz de reduzir a atividade microbicida das células. Contudo, na concentracéo de 10
Hg/mL (concentracdo préxima ao Clso?t) o EEBd ndo apresentou reducdo significativa
nesta capacidade das células, ndo afetando portanto a sua atividade microbicida frente
a este micro-organismo.

Este estudo também verificou se, nas condi¢cdes experimentais utilizadas, o
extrato poderia ter algum efeito toxico diretamente sobre a C. albicans, uma vez que
h& relatos na literatura mostrando que a Baccharis dracunculifolia possui atividade
fungicida (da Silva Filho et al., 2008; Johann et al., 2010; Pereira et al., 2011; Johann
et al., 2012). Porém, os resultados mostraram que, nas condi¢cdes utilizadas nos
ensaios, o EEBd nao interferiu na viabilidade da C. albicans (Figura 23), mostrando
gue toda a atividade microbicida observada nos ensaios foi devido a acdo das
células sobre a levedura.

Desta forma, todos os resultados obtidos até o momento satisfazem o
pressuposto por Nathan (2006), que relata que uma estratégia terapéutica interessante
para o controle do processo inflamatdrio mediado por neutréfilos € a inibicdo parcial do
seu metabolismo oxidativo, de forma que a capacidade de geracdo das ERO e a
atividade microbicida da célula ndo sejam comprometidas. Ainda, segundo esse autor,
a inibicdo total do metabolismo oxidativo levaria a imunossupressado e ao consequente

aumento da susceptibilidade do hospedeiro a infecgoes.
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Depois de verificar que o EEBd foi capaz de modular o metabolismo oxidativo
dos neutrdfilos sem afetar de forma significativa diversas fun¢bes essenciais para a
defesa do organismo, foram avaliadas as atividades antioxidantes de alguns compostos
isolados do EEBd para tentar propor alguns marcadores quimicos para este extrato.

A identificacdo de marcadores quimicos € importante uma vez que as plantas
contém vérias centenas de constituintes e varios fatores podem provocar a variacéo
destes constituintes, prejudicando a acao biolégica da planta e o controle de agentes
fitoterapicos de qualidade (Calixto, 2000). A definicdo de marcadores quimicos €,
portanto, indispensavel para validacdo de plantas medicinais, para usos populares
mais seguros e para testes de qualidade e integridade de fitoterapicos, visando
garantir o efeito terapéutico desejado (Bessa et al., 2013). Contudo, nos casos em
gue os principios ativos das plantas ndo sao conhecidos, geralmente é(sé&o)
estabelecida(s) substancia(s) marcadora(s) apenas para fins analiticos e, na maioria
dos casos, estes marcadores nunca foram testados para saber se realmente
representam a acao terapéutica relatada para as plantas (Calixto, 2000).

Ja foi constatado, em estudos prévios, que fatores sazonais alteram a
concentracdo dos compostos presentes no extrato de Baccharis dracunculifolia e
gue estas alteracOes refletem em variacdes na atividade antioxidante deste extrato
sobre o metabolismo oxidativo dos neutrofilos (Figueiredo-Rinhel et al., 2013). A
avaliacdo do efeito dos compostos isolados sobre o metabolismo oxidativo dos
neutrofilos foi realizada para tentar estimar a importancia relativa destes compostos
na atividade antioxidante total do extrato e, entdo, poder propor alguns marcadores
guimicos que representam esta atividade biologica. Para isso, foram avaliados os
seguintes compostos conhecidamente presentes no extrato de Baccharis
dracunculifolia: acido cafeico, &cido p-cumarico, acido ferdlico, &cido cinamico,
aromadendrina-4'-metil éter (AME), isosacuranetina e hispidulina (de Sousa et al.,
2011). A atividade antioxidante destes compostos foi avaliada por meio de ensaios de
QLIlum e QLluc nas mesmas condi¢des realizadas para o EEBd. Pelos resultados
obtidos (Figuras 27 e 29) foi possivel verificar que, tanto nos ensaios de QLIum quanto
nos ensaios de QLluc, os flavonoides AME, isosacuranetina e hispidulina
apresentaram uma atividade antioxidante superior as encontradas pelos
fenilpropanoides (acidos cafeico, cumarico, feralico e cinamico).

Apesar de os flavonoides estudados terem apresentado uma atividade

antioxidante bastante expressiva e semelhante entre si, ndo é adequado generalizar
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esta atividade bioldgica para toda a classe de flavonoides, pois ja se observou que a
guantidade de flavonoides totais presente no EEBd ndo est4d diretamente
relacionada com a inibicdo da QLIlum e da QLluc produzida pelos neutréfilos
estimulados (Figueiredo-Rinhel et al., 2013). Este mesmo estudo também verificou
gue, quando analisados separadamente, as concentracbes dos flavonoides
presentes no EEBd ndo apresentaram relacdo direta com as atividades
antioxidantes apresentadas por estes extratos. Desta forma, ndo parece apropriado
considerar nem a presenca dos flavonoides totais, nem a presenca de apenas um
destes compostos como marcador quimico para a atividade antioxidante do EEBd
sobre o0 metabolismo oxidativo dos neutrofilos.

Em relacdo aos fenilpropanoides, observou-se que, tanto nos ensaios de
QLlum quanto nos ensaios de QLluc, as atividades antioxidantes desses compostos
estavam relacionadas a quantidade de hidroxilas livres presentes nas moléculas,
evidenciando a importancia deste grupo funcional para a atividade inibitéria sobre o
metabolismo oxidativo dos neutrofilos. Dentre os compostos fenilpropanodides
estudados, o acido cafeico foi a amostra que apresentou a melhor atividade biologica.

Além disso, é importante ressaltar que estudos anteriores apontaram uma
correlacdo positiva entre a quantidade relativa do acido cafeico, presente em
diferentes extratos de Baccharis dracunculifolia, e suas respectivas atividades
antioxidantes sobre o metabolismo oxidativo de neutrofilos estimulados (Figueiredo-
Rinhel et al., 2013). Estes fatos permitem considerar o acido cafeico como um bom
marcador quimico para esta atividade biolégica do EEBd.

Apesar de o EEBd apresentar um grande potencial para se tornar um agente
terapéutico, é relatado que diversos extratos de plantas, apesar de terem excelente
atividade bioldgica “in vitro”, demonstram menor ou nenhuma agao “in vivo”. Isto
ocorre principalmente devido a baixa biodisponibilidade da maioria dos componentes
biologicamente ativos de plantas, fazendo com que diversos extratos padronizados,
com acdes terapéuticas ja estabelecidas, tenham suas utilidades clinicas limitadas.
No entanto, verificou-se que a incorporacdo destes extratos em sistemas
carreadores melhora substancialmente a biodisponibilidade de tais extratos e de
seus constituintes individuais (Ajazuddin; Saraf, 2010).

Dentre os veiculos carreadores conhecidos, os lipossomas, essencialmente

biodegradaveis e ndo toxicos, podem encapsular tanto compostos hidrofilicos quanto
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anfifilicos e lipofilicos, melhorando a biodisponibilidade e aumentando a seguranca e a
eficiéncia de diversas formulacdes fitoterapicas (Ajazuddin; Saraf, 2010).

A partir destas observagoes, este estudo realizou a incorporagéo do EEBd e do
acido cafeico (possivel marcador quimico do EEBd) em sistemas carreadores
lipossbmicos na tentativa de melhorar a solubilidade dos componentes e de protegé-
los da degradacgdo. Estes fatores sdo de extrema importancia principalmente quando
pensamos na administragédo “in vivo” do EEBd, pois os lipossomas podem favorecer a
absorcdo dos componentes do EEBd e protegé-los da metabolizacdo, reduzindo
possiveis problemas de biodisponibilidade e possibilitando que os compostos atinjam
o0 local de acdo e atuem com mais eficiéncia no organismo (Ajazuddin; Saraf, 2010).

Depois de realizada a incorporacdo dos compostos, foi feita a caracterizacéo
fisico-quimica dos lipossomas formados. Os resultados mostraram (Tabela 2) que as
caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas, contendo tanto o EEBd quanto o acido
cafeico, sdo adequadas para a utilizacdo em meio biolégico, uma vez que as vesiculas
apresentaram um baixo diametro (abaixo de 800 nm), uma distribuicio de tamanho
homogénea (caracterizada pelo baixo indice de polidispersdo) e uma carga superficial
neutra (caracterizada pelo baixo valor do potencial zeta). Tais parametros aumentam o
tempo de permanéncia dos lipossomas na circulagdo sanguinea, uma vez que, nestas
condi¢Bes, ha um menor reconhecimento das vesiculas pelo sistema imunoldgico e
uma menor depuracdo dos lipossomas, permitindo que o carreador atinja o sitio de
acao desejado (Devine; Bradley, 1998; Huong et al., 2001; Landi-Librandi et al., 2012a).

Além disso, foi verificado, também, que as atividades antioxidantes do EEBd e
do acido cafeico, incorporados nos lipossomas, sobre o metabolismos dos
neutrofilos foram semelhantes aquelas apresentadas pelos compostos na forma livre
(Figuras 32 e 34).

Ap0s a realizagao dos ensaios “in vitro” para avaliar o efeito do EEBd sobre as
funcdes efetoras e sobre o metabolismo oxidativo dos neutréfilos, observou-se que o
EEBd possuia um grande potencial para ser utilizado em processos inflamatorios que
envolvem a estimulacdo exacerbada dessas células. Para legitimar esta hipétese
foram realizados ensaios “in vivo” em modelo animal de artrite, uma vez que diversos
estudos mostram que os neutrofilos sdo as células predominantes na sindvia desta
artropatia inflamatéria (Bezerra et al., 2007; Carlos et al., 2014).

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca articular inflamatoria bastante comum

gue afeta um grande numero de pessoas em todo o mundo. Diversos estudos tém
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destacado a contribuicdo de neutréfilos na fisiopatologia das primeiras fases desta
doenca (Cascao et al., 2010; Kundu et al., 2012). Os neutrofilos séo os leucécitos mais
abundantes presentes no fluido sinovial de pacientes com AR, sendo que a
mobilizacdo dessas células é mediada por diversas citocinas (Amulic et al., 2012;
Carlos et al., 2014). Uma vez na articulagdo, a ativacdo dessas células provoca a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, além de substancias tdxicas e de ERO que
produzem aumento da resposta inflamatéria, danos nas membranas celulares e
destruicdo tecidual (Abramson et al., 1983; Wright et al., 2010). Embora a base
fisiopatoldgica desta condicdo ainda ndo seja totalmente conhecida, € sabido que a
presenca dos neutrofilos e a producdo das ERO estao envolvidas nos mecanismos que
impulsionam o inicio da AR (Biemond et al., 1984; Cascao et al., 2010).

Considerando que os estudos em seres humanos s&o significativamente
limitados devido as restricbes na realizacdo de analises cinéticas e a grande
dificuldade de acesso aos tecidos-alvos, os modelos animais de AR tém sido
essenciais para facilitar a compreensao dos mecanismos da doenca e para 0 avango
no desenvolvimento de novas terapias (Asquith et al., 2009; Caplazi et al., 2015).
Dentre os modelos animais estudados, o modelo de artrite induzida por zimosan tem
sido amplamente utilizado para a avaliagcdo do efeito anti-inflamatério de diversos
produtos naturais (Penido et al., 2006; Paiva et al., 2011; Yamada et al., 2013). Neste
modelo o zimosan induz um processo inflamatério agudo nas articulacdes e, poucas
horas apo0s a aplicacdo intra-articular deste estimulo, sdo encontrados parametros
inflamatérios semelhantes aos da AR, com formacéao de edema, infiltracdo macica de
leucécitos (principalmente neutréfilos) nos tecidos e fluidos sinoviais e liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias (Penido et al., 2006; Takahashi et al., 2011).

Neste trabalho foi avaliado o efeito anti-inflamatério do EEBd e do acido
cafeico, tanto nas formas livres como incorporados nos lipossomas, sobre o modelo
animal de artrite induzida por zimosan. Para isso, foram utilizados como parametros
inflamatérios: a formacdo de edema nas articulagcbes e a presenca, nos liquidos
sinoviais de células totais, de neutréfilos e de algumas citocinas pro-inflamatérias
relacionadas com o processo inflamatério agudo (TNF-a, IL-6 e IL-1B).

Na avaliagcdo em suas formas livres, tanto o EEBd (has doses de 50 e de 100
mg/Kg) quanto o acido cafeico (na dose de 50 mg/Kg) reduziram, de forma
significativa, o edema das articulagbes e a migracédo de células totais e de neutrofilos

para a sindvia em relacdo ao controle do solvente (Figuras 35 e 36). E importante
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salientar que o influxo de células inflamatorias para a sindvia é um fator importante na
determinacdo do curso de artrite (Carlos et al., 2014). Além disso, a gravidade do
quadro clinico desta doenca esta intimamente associada ao influxo de neutréfilos para
o local da inflamacgéo (Bezerra et al., 2007). Portanto, as redugfes dos numeros de
células totais e de neutréfilos no lavado sinovial dos animais pode representar uma
grande melhora no progndstico desta doenca.

Através da utilizacdo de outros modelos animais de inflamacédo aguda,
pesquisas mostraram que, além do acido cafeico, outros compostos presentes no
extrato da Baccharis dracunculifolia como a artepelina C, acido p-cumérico e o acido
ferdlico também foram capazes de reduzir o edema e a migracdo de neutrofilos para
o local da inflamacdo (Fernandez et al., 1998; Paulino et al., 2008), podendo
contribuir para o efeito anti-inflamatorio apresentado pelo EEBd.

A avaliacdo da concentracdo das citocinas inflamatérias no liquido sinovial
dos animais mostrou que, apesar de ndo ter apresentado diferenca significativa
entre o controle e as amostras, foi possivel verificar uma tendéncia das amostras
(principalmente para o EEBd na dose de 100 mg/Kg e para o acido cafeico na dose
de 50 mg/Kg) em reduzir a concentracdo das citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-6
e IL-1B presentes no liquido sinovial dos animais (Figura 37). Além disso, outros
estudos ja mostraram que o acido cafeico foi capaz de reduzir as concentracdes de
TNF-a, IL-6 e IL-1B em modelo de inflamagao cutdnea em camundongos (Zhang et
al., 2014), indicando a capacidade deste composto em atuar sobre a liberacéo
destas citocinas em processos inflamatérios agudos. Tais citocinas sdo mediadores
intimamente envolvidos na patogénese da artrite e niveis aumentados destes
mediadores sdo encontrados nas articulacdes de pacientes com AR, o0 que contribui
para o recrutamento de mais células para o local da inflamacao, além de danos nas
articulacdes (Penido et al., 2006).

Entdo, a andlise de todos os parametros do ensaio animal (reducdo do
edema, reducdo da migracdo de células totais e de neutréfilos para a sindvia e
tendéncia na reducéo das citocinas pro-inflamatérias) apoia a hipétese de que tanto
o EEBd quanto o &cido cafeico possuem uma potencial atividade anti-inflamatoéria
sobre a inflamacdo articular.

Tendo em vista os possiveis beneficios da incorporagdo de produtos naturais
em vesiculas lipossémicas, também foi avaliado se a incorporagdo do EEBd e do

acido cafeico nestas vesiculas poderia melhorar a atividade anti-inflamatéria
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apresentada pelos compostos livres. Os resultados mostraram que 0s tratamentos
dos animais com o0s lipossomas incorporados tanto com o EEBd (na dose de 9
mg/Kg) como com o &cido cafeico (na dose de 3,0 mg/Kg) foram capazes de reduzir,
de forma significativa, o edema, o numero de células totais e 0 numero de neutrofilos
presentes na sinQvia, quando comparados com 0s animais ndo tratados (com
administracdo de salina) (Figuras 38 e 39). Embora os lipossomas contendo o0s
compostos tenham reduzido a migracdo de neutréfilos para o local da inflamacéo,
nenhuma das amostras foi capaz de reduzir as concentragbes das citocinas pro-
inflamatoérias TNF-a, IL-6 e IL-1B presentes no liquido sinovial (Figura 40), indicando
gue as amostras podem estar interferindo principalmente no processo de migragao
dos neutréfilos e ndo na producdo dos mediadores quimicos, 0s quais também
podem ser produzidos por outras células presentes no local da inflamacéao.

Embora a analise da concentracdo das citocinas ndo tenha apresentado
nenhuma diferenca dos compostos em relagdo aos controles, 0s outros parametros
inflamatoérios avaliados (formacdo de edema e migracdo de células totais e de
neutrofilos para a sindvia) apontam uma moderada melhora no quadro inflamatorio
dos animais tratados com os lipossomas incorporados com as amostras.

Além dos lipossomas contendo o EEBd e o acido cafeico, também foi avaliado o
efeito anti-inflamatoério de lipossomas incorporados com o flavonoide quercetina, visto
gue este flavonoide ja foi extensivamente estudado e apresenta grande efeito
antioxidante/anti-inflamataério, tanto na forma livre quanto incorporada em lipossomas,
apresentando inclusive potencial para se tornar um farmaco adjuvante no tratamento
da AR (Landi-Librandi et al., 2012a,b;Ji et al., 2013; Rezaei-Sadabady et al., 2014).
Observou-se que, nas condi¢cdes experimentais utilizadas, tanto os lipossomas
incorporados com o EEBd quanto os incorporados com o &cido cafeico apresentaram a
mesma atividade que os lipossomas incorporados com o padrdo de quercetina em
todos os parametros avaliados.

E importante salientar que nos ensaios “in vivo” as concentracdes dos
compostos que foram incorporados nos lipossomas e administradas nos animais foram
muito menores que as concentracdes administradas dos compostos livres (mais de 5
vezes menor para 0 EEBd e mais de 15 vezes menor para o acido cafeico) e mesmo
assim os compostos incorporados nos sistemas lipossémicos apresentaram reducao
de alguns parametros inflamatérios. Esses resultados indicam que a incorporacao

destes compostos nos lipossomas pode reduzir as concentragdes necessarias para a
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obtencdo do efeito terapéutico desejado, podendo aumentar a eficiéncia e reduzir
possiveis efeitos colaterais indesejados. Tal proposicdo esta em consenso com
trabalhos que relatam que os lipossomas favorecerem a atividade terapéutica de
diversos fitoterdpicos (Ajazuddin; Saraf, 2010). Além disso, estudos revelam que, em
virtude de seu tamanho e composi¢do quimica, os lipossomas tem se mostrado muito
eficazes para reter o farmaco no interior da cavidade sinovial, podendo aumentar o
tempo de permanéncia do farmaco na sinévia em mais de 40 horas, sendo um
excelente carreador para farmacos utilizados no tratamento da AR (Edwards et al.,
2007;Kapoor et al., 2014). Porém, estudos adicionais devem ser realizados a fim de
aperfeicoar as condi¢des de incorporacdo do EEBd ou do acido cafeico, ou de uma
combinacdo desses compostos, para se obter vesiculas lipossdmicas com
concentracdes dos compostos capazes de atingir um efeito terapéutico adequado ou,
ainda, utilizar outras vias de administracdo dessas substancias incorporadas para
aumentar a eficacia do efeito anti-inflamatorio.

Como a AR é uma doenca que ainda néo tem cura, atualmente o tratamento &
realizado principalmente por drogas sintéticas antirreumaticas modificadores da
doenca (como 0 metotrexato), imunossupressores (como a ciclofosfamida e
azatioprina), anti-inflamatérios ndo esteroidais, anti-malaricos, sulfassalazina e
agentes biologicos (como rituximab, tocilizumab e outros antagonistas de TNF). Os
objetivos dos métodos atuais de tratamento sdo os de aliviar a dor, reduzir a
inflamacéo, evitar ou reduzir os danos nas articulacdes e melhorar a funcéo e o bem
estar do paciente. Porém, a maioria dos farmacos utilizados para o tratamento da AR
pode reduzir o nimero de neutréfilos nos pacientes, submetendo-os a grande risco
de infeccdo (Lazaro; Morel, 2015). A utilizacdo de tratamentos adjuvantes, que néo
influenciem nas funcdes de defesa dos neutréfilos, poderia auxiliar no tratamento da
AR, podendo reduzir as concentracfes dos farmacos utilizados no tratamento e
contribuindo na diminuicao de possiveis efeitos colaterais.

Segundo estimativa da Pesquisa Nacional de Saude de 2013, das 200,6
milhdes de pessoas residentes no Brasil, 3,8% (7,6 milhdes) utiliza alguma pratica
integrativa e complementar aos demais tratamentos de saude, que consiste em
tratamentos como acupuntura, homeopatia e, principalmente, o uso de plantas
medicinais e de fitoterapicos (IBGE, 2015). Como o EEBd tem a capacidade de
melhorar alguns parametros inflamatérios da doenca sem prejudicar as funcdes de

defesa dos neutréfilos, verifica-se um grande potencial para a Baccharis
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dracunculifolia se tornar um agente terapéutico adjuvante no tratamento da AR. Além
disso, como o acido cafeico, presente no extrato, teve relacdo direta com a funcéo
antioxidante sobre as células e apresentou os mesmos efeitos anti-inflamatérios que
o EEBd nos modelos animais de AR, este composto poderia ser utilizado como
principal marcador quimico do EEBd para avaliagdo do controle de qualidade deste

fitoterapico.



6. Cornclusoes
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A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

e O extrato de Baccharis dracunculifolia, nas condi¢des avaliadas, pode
modular o metabolismo oxidativo dos neutréfilos sem afetar a capacidade das

células de reconhecer e fagocitar os patdogenos;

e Concentracbes elevadas do EEBd podem ser utlizadas para inibir a
atividade da enzima elastase em processos inflamatérios que envolvem a estimulacao
exacerbada de neutrofilos; porém, nas concentracbes capazes de modular o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos (préximas ao Clso®t), o EEBd parece ndo
alterar nem o processo de desgranulacdo, nem as atividades cataliticas das enzimas

elastase e lisozima liberadas na matriz extracelular;

e Em relagéo ao efeito do EEBd sobre a MPO dos neutrdfilos, foi observada
uma reducéo na quantidade de HOCI presente no meio. Apesar de o EEBd poder
atuar sobre a atividade da enzima MPO (reduzindo a produc¢éo do HOCI), observou-se
gue o extrato possui uma grande atividade sequestradora do HOCI. Esta observacéo
indica ser esta atividade um dos principais mecanismos da acdo antioxidante do EEBd

sobre o metabolismo oxidativo dos neutrdfilos, nas concentracdes avaliadas;

e Concentracdes do EEBd proximas ao Clso°" ndo interferem na capacidade
dos neutrdfilos de matar a C. albicans presentes no meio, ndo alterando portanto a

capacidade microbicida dos neutroéfilos frente a este micro-organismo;

e Dentre os compostos isolados estudados, o acido cafeico, além de ter
apresentado uma correlacdo positiva entre a sua quantidade relativa no EEBd e a
atividade antioxidante total do extrato, também apresentou uma expressiva atividade
antioxidante sobre o metabolismo oxidativo dos neutréfilos, podendo ser

considerado um bom marcador quimico para esta atividade biol6égica do EEBd;

e A incorporacdo do EEBd e do &cido cafeico nos sistemas carreadores
lipossdmicos, além de ter formado vesiculas com caracteristicas fisico-quimicas
adequadas para a utilizacdo em meio biol6gico, também manteve as atividades

antioxidantes semelhantes as apresentadas pelos compostos na forma livre;

e A avaliacdo do efeito anti-inflamatoério do EEBd e do acido cafeico (tanto nas
formas livres como incorporados nos lipossomas) sobre o modelo animal de artrite

revelaram que, tanto o extrato quanto o acido cafeico, apresentam uma potencial
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atividade anti-inflamatéria sobre a inflamacédo articular e que a incorporagéo destes
compostos nos lipossomas pode reduzir as concentragcdes necessarias para se atingir

os resultados desejados.

Em suma, o presente trabalho mostrou que o EEBd foi capaz de modular o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos sem alterar diversas funcdes efetoras das
células responsaveis pela capacidade de detectar e destruir agentes invasores.
Observou-se, também, que o EEBd e o acido cafeico apresentaram um efeito anti-
inflamatério em modelo animal de artrite e que a incorporacdo desses compostos
nos sistemas lipossdmicos, além de ndo alterar suas atividades antioxidantes frente
aos neutrofilos, pode reduzir as concentragcbes necessarias para atingir o efeito
terapéutico desejado “in vivo”.

Pode-se, entdo, inferir que o EEBd tem um grande potencial para se tornar
um agente terapéutico adjuvante para o tratamento da AR e de outros processos
inflamatorios mediados por neutroéfilos, sendo o acido cafeico um bom marcador

guimico para a atividade anti-inflamatoéria do extrato.
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Apéndice A - Avaliacdo da manutencao do perfil quimico e da atividade biol6gica do EEBd

Para verificar se 0 EEBd de maio/07, selecionado de estudos anteriores, mantinha
o perfil quimico e a atividade biolégica de quando foi inicialmente preparado, foi avaliada
a manutencao de seu perfil cromatografico apds estocagem e comparada a sua atividade

antioxidante com a de um novo extrato recém preparado.

e Manutencao do perfil quimico

A estabilidade quimica dos compostos do extrato foram avaliados através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em condi¢cdes semelhantes as
realizadas no inicio dos trabalhos com o EEBd, a fim de se comparar os perfis
cromatograficos do EEBd antes e ap0s o periodo de estocagem.

No inicio dos estudos com o EEBd, a analise cromatografica do EEBd foi
realizada em colaboracdo com a empresa Apis Flora®. Para isso, o EEBd foi
solubilizado em metanol:agua deionizada na proporgcéao de 1:1 v/iv. Apés completa
solubilizagédo do extrato, uma aliquota de 1 mL da solucao foi filtrada em membrana
de 0,45 ym e 10 uyL de cada amostra foi injetada no equipamento de CLAE
atraveés de injetor automatico.

A separacdo dos compostos foi realizada em cromatégrafo de fase liquida da
Marca Shimadzu equipado com coluna Shimpack, CLC ODS C18 25 X 4,6 (pré coluna
C18). O aparelho era composto de uma bomba de alta pressdo modelo LC-20AT com
valvula de gradiente quaternario, detector espectrofotométrico de Arranjo de Diodos
modelo SPD-M20A, forno de coluna modelo CTO-10-ASVT, conjunto de lavagem
automatica de pistdo, camara de mistura para alta e baixa presséo, degaseificador de
membrana on line modelo DGU-20 A5, sistema controlador CBM-20A e amostrador
automéatico modelo SIL-20A.

Os parametros cromatograficos utilizados na separacdo dos compostos

presentes no EEBd no inicio dos estudos estéo relacionados na Tabela A1l.
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Tabela A1l — Parametros utilizados na separacéo dos compostos presentes no extrato
etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia antes do periodo de estocagem.

Parametros

Especificagbes

Fase estacionaria
Fase movel
Fluxo da fase movel
Volume de amostra injetado
Temperatura do forno
Tempo de corrida
Comprimento de onda do Detector

C18 (25 x 4,6 cm)
Gradiente Metanol / Agua acidificada
0,8 mL/min
10 uL
40°C
75 minutos
275 nm

O gradiente de solventes utilizado como fase movel foi desenvolvido conforme

ilustrado a seguir (Tabela A2):

Tabela A2 — Gradiente da fase movel utilizado na separagdo cromatografica dos
compostos presentes nos extratos de Baccharis dracunculifolia antes da estocagem.

Solvente (%)
Tempo (min) Agua
MEER Acid?ficada
0 20 80
70 95 5
75 20 80
77 20 80

A andlise qualitativa dos picos foi realizada através da avaliacdo dos tempos de
retencdo e espectros de absorcdo do ultravioleta das amostras em comparacdo aos
obtidos para os padrdes cromatograficos sob as mesmas condi¢cdes cromatograficas.
Os padrbes utilizados foram: acido caféico, acido p-cumarico, acido ferdlico, acido
(AME),

bacarina; e como padréao interno foi utilizado o acido galico.

cindmico, aromadendrina-4-metil éter isosacuranetina, artepelina C e

Ja a avaliacdo do EEBd ap6s o periodo de estocagem foi realizada junto ao
laboratério de Farmacognosia da FCFRP-USP, uma vez que nédo foi possivel ter
acesso a empresa e a0 mesmo equipamento utilizado inicialmente. Entdo, foram

utiizadas condigcbes cromatograficas bastante semelhantes as utilizadas

inicialmente, tentando reproduzir ao maximo as condi¢fes iniciais. Para isso as
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leituras cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo analitico da marca
Shimadzu com controlador do modelo SLC-10 Avp, detector de arranjo de diodos
Shimadzu (UV-DAD) do modelo SPD-M10 Avp, auto-injetor do modelo SIL-10 Avp e
degaseificador do modelo DGU-14 A. O cromatdgrafo € acoplado a um computador
contendo o software ClassVP versdo 5.02. Para as analises empregou-se coluna
analitica de fase reversa C18 shim-pack ODS (H) (4,6mm ID x 25mm L). Para eluicédo
aplicou-se um gradiente contendo os solventes metanol:dgua da mesma forma que
apresentado na Tabela A2, fluxo de 0,8 mL/min e tempo de eluigdo de 75 min. Como
o cromatografo disponivel ndo dispunha de forno, ndo foi possivel reproduzir o
controle de temperatura da corrida (40°C) e a 4gua deionizada utilizada na fase moével
nao foi acidificada (5% de acetonitrila).

Os perfis cromatograficos do EEBd obtidos antes e ap0s o periodo de
estocagem foram comparados para verificar se houve grande alteracdo da composicéo

guimica do extrato (Figuras Al e A2).
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Figura Al: Cromatograma do Extrato Etandlico das folhas de Baccharis
dracunculifolia recém preparado (inicio dos estudos com o EEBd). A andlise foi feita
em coluna Shim pack, CLC ODS C18 25 X 4,6 (pré coluna C18), a 40°C com fase
mével constituida de gradiente de metanol e agua acida e com fluxo de 0,8 mL/,min.
Marcadores: 1: acido cafeico; 2: acido p-cumarico; 3: aromadendrina-4'-metil éter
(AME); 4: isosacuranetina e 5: artepelina C. Pl = padrao interno (acido gélico). Os
valores menores acima dos picos correspondem aos tempos de retencdo dos
respectivos marcadores. mAU = mili absorvancia.
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Figura A2: Cromatograma do Extrato Etanolico das folhas de Baccharis
dracunculifolia estocado durante o andamento dos estudos de doutorado. A analise
foi feita em coluna analitica de fase reversa C18 Shim Pack ODS (H) (4,6mm ID x
25mm L) a temperatura ambiente, com fase moével constituida de gradiente de
metanol e agua e com fluxo de 0,8 mL/min.

Pode-se verificar que ndo houve grande alteracao do perfil cromatogréafico do
EEBd antes e ap0s o periodo de estocagem com a manutencdo da maioria dos
picos majoritarios. Houve, porém, algumas diferencas quanto a resolucdo dos picos
e tempo de retencdo das amostras o que pode, em parte, ser explicado pela
utilizacdo de uma coluna diferente da usada no inicio dos estudos e pelas pequenas
diferencas nas condi¢cOes da separacéo.

A manutencédo do perfil cromatografico, antes e apés o periodo de estocagem,
nos permite concluir que a estocagem do extrato nas condi¢cdes adequadas (protegido

da luz e sob refrigeracéo) foi capaz de prolongar a estabilidade quimica do extrato.

e Manutencao da atividade biologica através de ensaios de quimioluminescéncia

A atividade antioxidante foi avaliada através de ensaios de QL dependente de
luminol e de lucigenina. Para isso, 0 EEBd estocado (denominado de EEBd maio/07a)
teve sua atividade biolégica comparada a de um novo extrato recém preparado com o
mesmo material vegetal (denominado EEBd maio/07b).

Para a realizacao do ensaio, diferentes concentracdes das amostras de EEBd
de maio/07a e maio/07b (concentragdes de 2,5/ 5,0/ 10/ 20/ 35 e 50 pg/mL, para
QLIlum e de 1,25/ 2,5/ 5,0/ 10/ 20 e 50 pg/mL para QLluc) foram incubadas
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juntamente com a suspensdo de PMNs (1,0 x 10° células/mL) e as sondas luminol
ou lucigenina (1,0 x 10 mol/L). Apés incubacdo durante 3 minutos a 37°C, foi
adicionado o estimulo Zlops (1 mg/mL) ou a solu¢do de Hanks com gelatina a 0,1%
(controle sem estimulo - espontaneo) e, imediatamente a seguir, foram medidas as
QLIum ou QLluc, como ja descrito na metodologia.

A atividade dos EEBd foram avaliadas em cinco experimentos independentes,
com medidas em duplicata. Para analise dos resultados empregou-se o software
GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).

Foi observado que os extratos inibiram a producdo de QLIum e de QLIuc de
forma dependente da concentracdo e que as curvas de porcentagem de inibicdo
(Figura A3) e os valores de Clsp (Figura A4) de ambos os extratos foram bastante
semelhantes. Para a QLIlum os valores de Clso foram 14,18 + 1,4 ug/mL para o EEBd
de maio/O7a e de 12,89 * 2,3 ug/mL para o de maio/07b; ja os valores de Clsp para a
QLluc foram de 6,38 + 1,4 ug/mL para o EEBd de maio/0O7a e de 6,03 £ 0,7 pg/mL
para o de maio/0O7b. Os resultados permitem afirmar que ndo houve diferencas
significativas entre as atividades inibitérias da QL dos diferentes EEBd, evidenciando
a manutencao desta atividade biologica no extrato seco previamente preparado e

estocado a 4°C.
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Figura A3: Efeito inibitério das diferentes concentrac6es dos Extratos Etandlicos das
folhas de Baccharis dracunculifolia — EEBd (ug/mL) de maio/O7a e maio/07b sobre:
A- quimioluminescéncia dependente de luminol (QLIum) e B- quimioluminescéncia
dependente de lucigenina (QLluc), produzidas por PMNs humanos (1 x 10°
células/mL) estimulados com 1 mg de zimosan opsonizado.
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Figura A4: Gréficos de Clso (concentracdo do EEBd que inibe a QL em 50%) dos
Extratos Etandlicos das folhas de Baccharis dracunculifolia (EEBd) de maio/0O7a e
maio/07b sobre A- quimioluminescéncia dependente de luminol (QLlum) e B-
guimioluminescéncia dependente de Ilucigenina (QLluc), produzidas por PMNs
humanos (1 x 10° células/mL) estimuladas com 1 mg/mL de zimosan opsonizado.

Desta forma, fica evidente que o EEBd maio/07, armazenado em condi¢des
adequadas, manteve tanto o perfil quimico quanto a atividade biologica, permitindo
portanto sua utilizacdo nos ensaios subsequentes para a avaliacdo de seu efeito

sobre algumas importantes funcdes efetoras dos neutrofilos.
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Apéndice B — Padronizagcédo de parametros experimentais para avaliagdo do efeito

do EEBd sobre a atividade da enzima lisozima

e Curva padrao de Lisozima

Para determinar a quantidade de lisozima liberada pelos PMNs durante o
processo de desgranulacdo, foi realizada uma curva padrdo de lisozima (Sigma-
Aldrich L 6876), relacionando-se diferentes concentragbes desta enzima com a
reducdo da D.O. de uma suspensdo de Micrococcus lysodeikticus. Para isso, as
diferentes concentracdes da enzima foram misturadas volume a volume com uma
suspensao de M. lysodeikticus (Sigma-Aldrich M 3770) 0,40 mg/mL em tampéao fosfato
de potassio 0,1M pH 7,0. Foi verificada uma D.O. inicial da reacao entre 0,6 e 0,8 em
450 nm e a reducao desta D.O. foi acompanhada durante 15 minutos a 37°C. As
diferencas, entre as densidades Opticas iniciais e finais de cada concentracdo da

enzima, foram utilizadas para a confecc¢ao da curva padrao (Figura A5).

Curva Padrao - Lisozima
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Figura A5: Curva padréo de variacdo da D.O. (450 nm) em funcdo da concentracao de
lisozima (ng/mL) presente no meio. A variacdo da absorvancia refere-se a reducao da
D.O. de uma suspenséao de Micrococcus lysodeikticus a 0,4 mg/mL em tampéao fosfato de

potassio 0,1M pH 7,0 analisada durante 15 minutos. Curva referente a um experimento e
representativa de outros sete com perfis semelhantes.

e Padronizacao da concentracao de células e de estimulo

As concentracBes de células utilizadas nesta padronizagédo foram 1 x 10°
células/mL e 2 x 10° células/mL enquanto a de Zlops foi de 0,5/ 1,0 e 2,0 mg/mL.

Para a realizacdo desta padronizagéo as diferentes concentracdes de células (1

e 2 x 10° células/mL) estimuladas com diferentes concentracées do estimulo (0,5/1,0 e
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2,0 mg/mL de Ziops) foram incubadas em um volume final de 0,5 mL em Hanks
contendo gelatina a 0,1%, durante 45 minutos a 37°C. Durante este periodo ocorre a
estimulacédo das células e a liberacdo da enzima lisozima para o meio. Posteriormente,
os tubos foram centrifugados a 755 x g durante 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes
contendo a enzima foram separados e mantidos em banho de gelo para, em seguida,
serem testados quanto a capacidade de reduzir a D.O. da suspensdo de M.
lysodeikticus como ja descrito anteriormente. Com as diferengas entre as D.O. iniciais e
finais e a curva padréo previamente confeccionada, foram calculadas as concentracoes
de enzima liberadas no meio. Como controle espontaneo, foi verificada a liberacdo da
lisozima na auséncia de estimulo. Os resultados foram expressos como ng lisozima
liberada/mL (Figura A6). Para esta padronizagdo foram realizados cinco experimentos
independentes com medidas em duplicata. Para analise dos resultados empregou-se 0
software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).
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Figura A6: Concentracdo de lisozima liberada no meio reacional por diferentes
concentracfes de neutrofilos (PMNs) estimulados com diferentes concentracdes de
zimosan opsonizado (Zlops). Esp 1 e Esp 2 referem-se respectivamente ao controle
espontaneo (células na auséncia do estimulo) nas concentracdes de 1 e 2 x 10°
células/mL. Resultados expressos como média = desvio padrdo de cinco
experimentos independentes realizados em duplicata. *amostras estatisticamente
diferentes entre si segundo ANOVA seguido de teste Tukey's Multiple Comparison
Test (p < 0,01).

Os resultados mostram que as concentracdes celulares de 2 x 10° células/mL
apresentaram maior liberacdo da lisozima quando comparadas as liberagfes por 1 x

10° células/mL. Por outro lado, quando uma mesma concentracdo de células foi
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submetida a estimulacao por diferentes concentragdes de Zlops nédo houve alteracéo
estatisticamente significantiva sobre a liberacdo da enzima. Desta forma, foram
selecionadas as concentracdes de 2 x 10° células/mL e de 0,5 mg/mL de Ziops para
dar continuidades aos estudos.

¢ Efeito do solvente DMSO no ensaio de liberacdo da enzima lisozima

Antes de iniciar os ensaios com o EEBd foi avaliado se o solvente DMSO
poderia causar alguma interferéncia na metodologia. Para isso, diferentes
concentracdes deste solvente (0,1/ 0,5/ 1,0 e 10%) foram incubadas com as células
(2 x 10° células/mL) e o estimulo (Zlops a 0,5 mg/mL) em um volume final de 0,5 mL,
durante 45 minutos a 37°C. Como controle positivo do ensaio foi utilizado o tampéao
Hanks com gelatina a 0,1% no lugar do solvente e como controle espontaneo as
células foram avaliadas na auséncia do estimulo. Os tubos foram entéo
centrifugados a 755 x g durante 10 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram
separados e mantidos em banho de gelo. Posteriormente, os sobrenadantes foram
testados quanto a capacidade de reduzir a D.O. da suspenséo de M. lysodeikticus
como descrito nos itens anteriores. Com as diferencas entre as D.O. iniciais e finais
e a curva padréo previamente confeccionada, foram calculadas as concentracdes de
enzima liberada no meio. Como controle espontaneo, foi verificada a liberacdo da
lisozima na auséncia de estimulo. Os resultados foram expressos como ng lisozima
liberada/mL (Figura A7). Para este ensaio foram realizados trés experimentos
independentes com medidas em duplicata. Para analise dos resultados empregou-

se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).
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Figura A7: Concentragdo de lisozima liberada no meio reacional por neutrofilos
humanos (2 x 10° células/mL) estimulados com zimosan opsonizado (0,5 mg/mL),
apos incubacao com diferentes concentracdes do solvente do EEBd (DMSQO). Como
controle positivo foi utilizado o tampao Hanks no lugar do solvente, enquanto no
controle espontaneo as células foram avaliadas na auséncia do estimulo. Resultados
expressos como média + desvio padréo de trés experimentos independentes realizados
em duplicata. * (p < 0,05) e * (p < 0,001) = amostras estatisticamente diferentes do
controle postivo segundo ANOVA seguido de teste Tukey's Multiple Comparison Test (p <
0,01). Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfoxido.

Estes resultados mostraram que as concentracdes de DMSO de 0,1% e 0,5% ndo
interferem na metodologia, pois ndo possuem diferenca significativa do resultado
apresentado pelo controle positivo. Ja as concentracfes de 1% e 10% interferiram na
metodologia reduzindo a atividade da lisozima liberada no meio. Desta forma, os EEBd
foram diluidos em DMSO de forma que a concentracao final deste solvente no meio fosse
de 0,1%.
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Apéndice C — Padronizagcédo de parametros experimentais para avaliagdo do efeito

do EEBd sobre a atividade da enzima mieloperoxidase e seus produtos.

e Padronizacdo da concentracdo de células e de estimulo

As concentracfes de células utilizadas nesta padronizacdo foram 1, 2 e 4 X
10° células/mL, enquanto as quantidades de Zlops foram de 1,0 e 2,0 mg/mL.

As diferentes concentracdes de células foram suspensas em meio contendo
Hanks com taurina (5 mM). Posteriormente foram adicionadas as diferentes
concentracdes do estimulo Zlops (1 e 2 mg/mL) e as amostras foram incubadas durante
30 min a 37°C. A reacao foi entdo interrompida com a adicdo de catalase (40 pg/mL).
Os tubos foram centrifugados 10620 x g durante 5 minutos a 4°C e 0s sobrenadantes
foram separados e mantidos em banho de gelo. A quantificacdo da reacéo foi realizada
adicionando-se em placa de 96 pocos 0 sobrenadante da reacédo juntamente com a
solucéo reveladora contendo TMB (2 mM) e apds 5 minutos foi realizada a leitura da
absorvancia em 630 nm. Foram feitos trés experimentos independentes, com
medidas em quadruplicata. Para andlise dos resultados empregou-se o0 software
GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.). Os resultados mostraram que a
melhor condicdo experimental consistia em utilizar 4 x 10° células/mL e 2 mg/mL do

estimulo Zlops (Figura A8).
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Figura A8: Valores de absorvancia referentes a oxidacdo do TMB por compostos
derivados do HOCI, produzidos pela enzima mieloperoxidase de diferentes
concentracfes de PMNs humanos. Resultados expressos como média + desvio padrao
de trés experimentos independentes realizados em quadruplicata. *(p < 0,001) = amostra
estatisticamente diferentes das demais segundo ANOVA seguido de teste Tukey's
Multiple Comparison Test.
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o Efeito do solvente etanol sobre a atividade da enzima mieloperoxidase:

avaliacéo da producao de HOCI pelos PMNs

Os ensaios foram realizados com a incubac&o das células (4 x 10° células/mL)
juntamente com diferentes concentracdes do solvente etanol (concentracdes finais de
0,05/ 0,1/ 0,5 e 1%) em meio contendo Hanks com taurina (5mM). A reacao foi iniciada
com a adi¢céo do estimulo Zlops (2 mg/mL) em um volume final de 500 pL. As amostras
foram incubadas durante 30 min a 37°C e posteriormente foi adicionado catalase (40
pg/mL) para interromper a reacao. Os tubos foram centrifugados 10620 x g durante 5
minutos a 4°C e os sobrenadantes foram separados e mantidos em banho de gelo. A
guantificacdo da reacédo foi realizada adicionando-se em placa de 96 pocos o
sobrenadante da reacao juntamente com a solucao reveladora contendo TMB (2 mM) e
apos 5 minutos foi realizada a leitura da absorvancia em 630 nm.

Como controles deste ensaio foram utilizados: o tampao Hanks com gelatina
a 0,1% no lugar das amostras (controle positivo), a adicdo de Hanks com gelatina a
0,1% e catalase no lugar da amostra com manutencdo da amostra em banho de
gelo (controle negativo) e a adicdo do tampédo Hanks com gelatina a 0,1% no lugar
da amostra e do estimulo (espontaneo — contendo apenas as células e o tampé&o).
Também foi preparado um branco (contendo apenas o tampao e o TMB), sendo que
os valores de absorvancia referentes ao branco foram subtraidos dos valores das
demais amostras.

O efeito do solvente etanol sobre a atividade da MPO foi avaliado em oito
experimentos independentes, com medidas em quadruplicata. Para andlise dos
resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.).
Os resultados apresentados na Figura A9 mostraram que as concentracdes de
etanol de 0,05% e de 0,1% né&o interferiram significativamente no método, uma vez
gue ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) em relagcdo ao controle

positivo.
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Figura A9: Valores de absorvancia referentes a oxidacdo do TMB por compostos
derivados do HOCI produzido pela enzima mieloperoxidase de neutrofilos. As barras
representam o efeito de diferentes concentracdes de etanol ou controles na
producdo de HOCI pela mieloperoxidase de neutréfilos humanos (4 x 10° células/mL)
estimulados com zimosan opsonizado (2 mg/mL), com excec¢do do espontaneo no
gual ndo ha adicéo de estimulo (apenas células e tampao Hanks). Controle positivo:
adicdo de Hanks com gelatina a 0,1% no lugar da amostra; controle negativo: igual
ao controle positivo com a adicdo de catalase no inicio da reacdo. Resultados
expressos como media = desvio padrdo de oito experimentos realizados em
guadruplicata. *amostras estatisticamente diferentes do controle positivo segundo
ANOVA seguido de teste Dunnett's Multiple Comparison (p < 0,01).

De posse destes resultados foi utilizado o EEBd solubilizado em etanol de

forma que a concentracao final do solvente na reacéo fosse de 0,05%.

e Quantificacdo de HOCI na agua sanitaria comercial e curva padrdo da
oxidacdo do TMB por diferentes concentracfes de HOCI para avaliar o feito
do EEBd sobre a atividade “scavenger” de HOCI e de Taurina-Cl

A quantificacdo do HOCI na agua sanitaria comercial (ASC) foi realizada

através de ensaio espectrofotométrico a 292 nm. Para isso, a ASC foi primeiramente
diluida em agua deionizada (1:25) e posteriormente diluida em solu¢cdo de KOH 8 M
(1:5). A absorvancia foi lida em 292 nm e a concentracao do hipoclorito foi calculada
considerando-se o coeficiente de extingdo (¢) igual a 350 M™*cm™.

Depois de calculada a concentracdo de hipoclorito na ASC, foi confeccionada

uma curva padréo da oxidacdo do TMB por diferentes concentragbes de HOCI (Figura
A10) para a determinacdo da melhor concentracdo a ser utlizada nos ensaios. Para

isso, a ASC foi diluida para 0,5 mM em tampéo PBS e diferentes volumes de ASC
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foram incubados em placa de 96 pocos, juntamente com PBS contendo taurina (5 mM),
de forma que o volume final fosse de 200 pL e as concentragdes de HOCI no meio
fossem de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 uM. Foi entédo adicionado o revelador contendo
o TMB e apés cinco minutos foi realizada a leitura da absorvancia em 630 nm.
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Figura A10: Curva padrdao de HOCI incubado com taurina (5mM). A absorvancia
(630 nm) refere-se a oxidacdo do TMB pela taurina-Cl formada pela interacdo do
HOCI e da taurina. Curva referente a um experimento e representativa de outros trés
com perfis semelhantes.

A concentracado de HOCI de 50 uM foi a selecionada para ser utilizada nos
ensaios de avaliagdo da atividade “scavenger” do EEBd sobre o HOCI e sobre a

taurina-Cl.
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Apéndice D — Curvas padrdo do EEBd e do acido cafeico para a determinacéo das

eficiéncias de incorporacao das amostras nos lipossomas

e Curva padrao do EEBd
Foi realizada uma varredura espectrofotométrica do EEBd para determinar o

melhor comprimento de onda para a realizacdo da curva padréo do extrato (Figura A11).
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Figura A11: Espectro de varredura de 200 nm a 700 nm do Extrato Etandlico das folhas
de Baccharis dracunculifolia - EEBd (60 pg/mL), com pico de absorvancia em 322 nm.

Como os comprimentos de onda proximos a 200 nm sofrem a influéncia do
solvente etanol, utilizado para solubilizar o extrato, foi escolhido o comprimento de
onda de 322 nm, que representa o0 maior pico de absorcao do EEBd.

Depois de determinado o comprimento de onda, foram confeccionadas as curvas
padrao relacionando a absorvancia com as diferentes concentracdes do EEBd (Figura

Al12). Para isso, o EEBd foi diluido em etanol de modo que as concentracfes finais

variassem entre 20 e 125 pg/mL.
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Figura A12: Curva padrdo do extrato etandlico das folhas de Baccharis dracunculifolia
(EEBd) relacionando os diferentes valores de absorvancia em 322 nm com as respectivas
concentracdes do EEBd. Curva referente a quatro experimentos realizados em duplicata.

De posse da curva padrao do EEBd, foi possivel determinar as concentragdes

do extrato presentes nas preparacdes lipossémicas.

e Curva padrao do acido cafeico

Apoés realizar uma varredura espectrofotométrica do &cido cafeico, foi
determinado o melhor comprimento de onda para a realizagdo da curva padrao
(Figura A13). Uma vez que os comprimentos de onda préximos a 200 nm sofrem a
influéncia do solvente etanol, foi escolhido o comprimento de onda de 324 nm, que

representa o maior pico de absorcéo do acido cafeico.
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Figura Al13: Espectro de varredura de 200 nm a 700 nm do acido cafeico na
concentracdo de 40 uM em solucéo etanolica, com pico de absorvancia em 324 nm.
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A partir da definicdo do comprimento de onda de analise do acido cafeico, foi
realizada uma curva padréo relacionando os valores de absorvancias obtidos por
este composto com as suas respectivas concentracoes (Figura Al4).

1.00+

E
< 0.754
AN
@
©
5 0501
c
«©
Z 2 0.9932
o 0.254
g Slope 18475 +325.40
<
0.0C L] L] L] L] L] 1
Q o o o 2] o o

concentracao de acido cafeico (M)

Figura Al4: Curva padréo do &cido cafeico relacionando os diferentes valores de
absorvancia em 324 nm com as respectivas concentracdes deste composto. Resultados
expressos como media + desvio padrao de trés experimentos.

Através da curva padrao do acido cafeico foi realizada a determinagéo do seu
coeficiente de extingdo molar (g), igual a 18475 + 325,40 Mt.cm™.

Utilizando os valores de absorvancia obtidos apds o rompimento dos
lipossomas contendo acido cafeico (A= 324 nm) e o valor do coeficiente de extingao
molar deste composto (¢ = 18475) foi possivel calcular as concentragcbes do acido

cafeico incorporado nos lipossomas.
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Apéndice E - Padronizagédo das condicbes experimentais para avaliacdo do efeito

terapéutico do EEBd e do acido cafeico em modelo animal de artrite

Os ensaios com modelo animal de artrite se iniciaram com a padronizagao
das condic¢des de inducao da artrite e do tempo de tratamento dos animais.

Para verificar qual a melhor condicdo de inducé&o da artrite, foram injetadas
diferentes quantidades de ZI (300, 500 e 1000 pg) na articulacao do joelho de ratos
e apos 6 horas foram examinados os parametros inflamatoérios (edema formado na
articulacdo e a migracdo de células totais e de neutréfilos para o local da
inflamacéo). Como controle, foi injetado apenas o solvente do zimosan (NaCl 0,9%)
nas articulagbes. Os resultados obtidos (Figura Al15) apontam que todas as
concentracOes de ZI utilizadas foram capazes de promover a indu¢cdo do processo
inflamatorio nos animais. Foi, entdo, escolhida a concentracdo de 300

pg/articulacao.
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Figura A15: Padronizacdo da quantidade de zimosan utilizada para a inducdo da
artrite nos animais. Foram avaliados: (A) o diametro da articulacdo antes e apos a
inducéo da artrite; e (B) a migracdo de células totais e de neutrdfilos para o local da
inflamacéo (sindvia) apos a injecdo de diferentes concentracdes de zimosan. Como
controle (Oug/articulacao) foi injetado apenas o solvente do zimosan (NaCl 0,9%).
Resultados expressos como média + desvio padrdo de 2 experimentos realizados em
guadruplicata (n=4). *p<0,05 para todos os valores apdés a inducdo quando
comparados as respectivas concentracdes antes da inducdo; * e # representam
p<0,001 entre o controle e as diferentes concentragbes do estimulo para,
respectivamente o total de células e o total de neutréfilos (ANOVA - Bonferroni's
Multiple Comparison Test).

O tratamento dos animais com a droga padréo e com as amostras foi realizado

na forma de injecdo intraperitoneal antes da inducdo da lesé&o na articulagdo. Também
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foi padronizado o tempo entre a aplicagéo do tratamento e a indugéo da artrite. Para
isso o anti-inflamatorio padrdo dexametasona (4 mg/Kg) foi injetado no peritdnio dos
animais 30 minutos ou 1 hora antes da inducdo da artrite com ZI e apés 6 horas foram
avaliados os parametros inflamatérios de edema e migracdo de células totais e
neutrofilos (Figura A16). Como controles deste ensaio foi utilizado o tratamento apenas
com o solvente da droga (NaCl 0,9%) antes da inducdo da artrite (artrite ndo tratada) e
o tratamento dos animais com NaCl 0,9% sem a indug&o da artrite (controle negativo).
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Figura A16: Padronizacao do intervalo de tempo entre o tratamento dos animais e a
inducao da artrite. Os animais foram tratados 30 minutos ou 1 hora antes da inducgéo
da inflamacdo. 6 horas apos a inducdo da artrite foi avaliado (A) o aumento do
diametro da articulacéo. (B) a migracdo de células totais e de neutrofilos para o local
da inflamacéo (sindvia). Artrite ndo tratada: aplicacao intraperitoneal de NaCl 0,9% e
inducdo de artrite com zimosan; controle positivo: aplicacdo intraperitoneal de
dexametasona (4 mg/Kg) e inducdo da artrite com zimosan; controle negativo:
aplicacao intraperitoneal e intra-articular de NaCl 0,9%. Resultados expressos como
média = desvio padrdo de 2 experimentos realizados em quadruplicata (n=4).
*p<0,05 em comparagdo com a artrite ndo tratada (30 minutos); **p<0,001 em
comparacdo com a artrite ndo tratada (1 hora) (ANOVA - Bonferroni's Multiple
Comparison Test,).

Os resultados obtidos mostram que a dexametasona impediu a formacdo do
edema na articulacdo nos dois tempos de tratamento avaliados, porém a reducéo do
edema se mostrou mais pronunciada quando o farmaco foi administrado 1 hora antes
da inducdo da artrite. Ja para a migracdo das células, houve apenas reducéo
significativa de infiltrado celular no foco inflamatério quando a dexametasona foi

administrada 1 hora antes da indug&o da artrite.
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Ficou determinado que os animais recebessem o tratamento 1 hora antes da
inducdo da artrite, 0 que esta de acordo com diversos trabalhos da literatura (Cardoso
et al., 2010; de Morais et al., 2010; Carlos et al., 2014).
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Anexo A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto

;!Da

5
*9-Gsp- o>

COMITE DE ETICA EM
PESQUISA - FCFRPIUSP

Of. CEP 58/2007 - FCERP/USP
1lq

Ribeirdo Preto, 01 de novembro de 2007.

Prezada Senhora,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “Efeito da
sazonalidade no perfil quimico e na atividade antioxidante de Baccharis dracunculifolia e
estudo da agdo modulatoria desta plania sobre as funcdes efeforas de mneutrdfilos”,
apresentado por Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo CEP/FCFRP n° 111, foi
analisado e aprovado ad referendum do Comité em 01 de novembro de 2007.

Em atendimento a Resolucdo 196/96 deverd ser encaminhado ao

CEP o relatério final da pesquisa e a publicacio de seu resultado, para

acompanhamento, bem como comunicada qualquer intercorréncia ou interrupgdo do

mesmo.
Atenciosamente,
T
Prof®. Dr®. Maria Regina Torqueti Toloi
Vice-Coordenadora do CEP em exercicio
FCFRP - USP
IIma. Sra.

Prof?. Dr*. YARA MARIA LUCISANO VALIM
Departamento de Fisica e Quimica ,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto da Universidade de Sdo Paulo

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeirdo Preto - SP
Comité de Etica em Pesquisa — cep@fcfrp.usp.br

Fone: (16) 3602-4213 ou 3602-4216 - Fax: (16) 3602-4892



Anexos 139

Anexo B — Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos voluntarios

doadores de sangue

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) em uma
pesquisa. ApoOs ser esclarecido(a) sobre as informacgfes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua
e a outra do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, vocé nao sera penalizado(a) de
forma alguma. Em caso de divida, vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, pelo telefone (16) 3602-
4213 ou pelo e-mail: cep@fcfrp.usp.br.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do projeto: Estudo do mecanismo da atividade antioxidante de Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae) em neutrofilos e avaliagao deste efeito sobre modelo de artrite reumatdide
Pesquisadora responsavel: Andréa Silva Garcia de Figueiredo Rinhel

Telefone para contato: (16) 3602-4212

DESCRICAO DA PESQUISA AO VOLUNTARIO SADIO:

Neste trabalho de pesquisa, vamos estudar o efeito de produtos naturais, obtidos de
plantas, sobre células do sangue. Isto é importante para entender como esses produtos
naturais agem no nosso organismo, se sdo benéficos ou ndo para a saude, e também para
descobrir novos medicamentos. Sera estudado o extrato da planta Baccharis dracunculifolia,
também conhecida como “alecrim-do-campo” que é a principal planta usada pelas abelhas
para producéo de proépolis verde. Os neutréfilos sdo células do nosso corpo que ajudam a
combater os microrganismos, porém em algumas doencas inflamatérias essas células
podem causar danos no nosso corpo. Desta forma, sera avaliada a capacidade dos extratos
de “alecrim-do-campo” em controlar a agao prejudicial dos neutrdfilos nas inflamacgdes.

Assim, solicitamos a sua permissdo para colher sangue a fim de purificar os
neutrofilos, que sdo as células-alvo deste estudo, e para a obtencdo do soro, o qual sera
utilizado para estimular estas células. Os voluntarios ndo poderdo estar fazendo uso de
medicamentos e deverdo doar 20 (vinte) mL de sangue. O sangue sera colhido de uma veia
do braco, por uma pessoa do laboratério com bastante experiéncia em tirar sangue de
pessoas. Sera sempre utilizado material estéril e descartavel, isto é, devidamente limpo e livre
de contaminacgdo. O desconforto desta coleta esta apenas relacionado com um pouco de dor
causada pela picada da agulha para tirar o sangue. Algumas vezes, pode ocorrer um pequeno
inchaco no local da picada e aparecer manchas roxas em volta dela, mas que desaparecem
dentro de alguns dias. Portanto, esses problemas sao passageiros e 0s riscos sao minimos.

Fica expressamente garantida a liberdade de retirar o seu consentimento de
participar desta pesquisa a qualquer tempo, ndo sendo penalizado de forma alguma.
Esclarecemos também que vocé ndo tera nenhuma despesa ao participar deste estudo.
Vocé também terd a liberdade de procurar os pesquisadores responsaveis a qualquer
momento para saber sobre o andamento da pesquisa. Quando a pesquisa terminar,
somente os resultados, e nunca a sua identidade, serdo divulgados publicamente.

Andréa Silva Garcia de Figueiredo Rinhel


mailto:cep@fcfrp.usp.br
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Consentimento da participacdo da pessoa como sujeito:

Eu, , portador do

RG e CPF , abaixo assinado, concordo

em participar do estudo acima descrito, como sujeito. Fui devidamente informado e
esclarecido pela pesquisadora Andréa Silva Garcia de Figueiredo Rinhel sobre a pesquisa,
os procedimentos nela envolvidos, assim como possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isso leve a qualquer penalidade.

Local e data:

Nome e assinatura do sujeito:
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Anexo C: Certificado de aprovacédo da comissédo de ética no uso de animais

UNIVERBIDADE BE SAC PauLn

Meoareiis sv svien UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
i Campus de Ribeirdo Preto
Comissio de Etica no Uso de Animais

No_USH BE AKIMAIR]

Campun de Ribeirdo Piclo

CERTIFICADO

Certificamos gue o trabalho (Protocolo n® 10.1.1581.53.5), intitulado
"Estudoc do Mecanismo da Atividade Antioxidante de Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae) em Neutrdfilos e Avaliagdo deste Efeito sobre Modelo de Artrite
Reumatdide”, de autoria de Andréa Silva Garcia de Figueiredo Rinhel, e de Yara
Maria Lucisano Valim por estar de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA} do Campus de Ribeirdo Preto — USP foi aprovado em reunido da CEUA de
06/04/2011.

This is to certify that the work (Protocol number 10.1.1591.53.5), entitled:
"Estudo do Mecanismo da Atividade Antioxidante de Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae) em Neutrdfilos e Avaliagdo deste Efeito sobre Modelo de Artrite
Reumatoide”, by Andréa Silva Garcia de Figueiredo Rinhel and Yara Maria
Lucisano Valim, is in accordance with the Ethic Principles in Animal Experimentation
adopted by Ethic Commission for the Use of Animals (CEUA) of the Campus of Ribeiréo
Preto — USP, and was approved in the meeting, April 08, 2011,

Ribeiréo Preto, 9 de abril de 2011.

AL !..\_u_'_"- Jj WAL
Presidente da CEU
Profa.Dra. Christie Ramos Andrade Leite Panissi

£t o {.—'_- L{.'ﬂ;':‘ o B
_SBecretaria da CEUA
Maria Angélica Depiro

e e

Aw. Bandeirantes, 3900 — CEP 14040-800 — Ribeirdo Preto — 530 Paulo Fone: (16) 3602 4469 — Fax (16) 3633 79564




