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RESUMO 

 
FIGUEIREDO-RINHEL, A. S. G. O extrato etanólico das folhas de Baccharis 
dracunculifolia (Asteraceae) modula funções efetoras de neutrófilos: um 
promissor agente fitoterápico para o tratamento de processos inflamatórios 
mediados por estas células. 2015. 141f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2015. 
 

Os neutrófilos são células fagocíticas do sistema imunológico mobilizadas principalmente 
no combate a infecções. Estas células são capazes de matar os micro-organismos 
através da desgranulação, que leva à liberação de moléculas antimicrobianas, e da 
produção de espécies reativas de oxigênio. Embora o recrutamento de neutrófilos seja 
essencial para a proteção do organismo, sua ativação excessiva resulta na intensa 
liberação de moléculas citotóxicas no meio extracelular, o que pode desencadear o 
desenvolvimento e/ou agravar o quadro clínico de doenças autoimunes e inflamatórias, 
como a artrite reumatoide. Uma possível abordagem terapêutica para o tratamento 
destas doenças é a modulação das funções efetoras dos neutrófilos. Estudos prévios 
mostraram que o extrato etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia (EEBd) possui 
grande potencial terapêutico, uma vez que apresenta expressiva atividade antioxidante 
frente ao metabolismo oxidativo dos neutrófilos. Para dar continuidade à investigação da 
atividade anti-inflamatória e/ou imunomoduladora deste extrato, o presente trabalho 
avaliou, na primeira etapa, o seu efeito modulatório sobre importantes funções efetoras 
de neutrófilos que medeiam o reconhecimento a e eliminação de patógenos – fagocitose, 
desgranulação e atividade microbicida – e sobre a atividade de enzimas lisossomais. 
Verificou-se que o EEBd, dependendo da concentração, inibe o metabolismo oxidativo 
dos neutrófilos sem alterar a capacidade de defesa das células. Na segunda etapa, foi 
avaliada a atividade antioxidante de sete compostos isolados do EEBd – ácido cafeico, 
ácido cumárico, ácido ferúlico, ácido cinâmico, aromadendrina-4′-metil éter, 
isosacuranetina e hispidulina – frente ao metabolismo oxidativo dos neutrófilos, a fim de 
propor possíveis marcadores químicos para as atividades biológicas do extrato. Os 
resultados apontaram o ácido cafeico como um potencial marcador químico da atividade 
biológica em questão. Na terceira etapa, com o intuito de aumentar a biodisponibilidade e 
favorecer o uso terapêutico dos produtos naturais estudados, o EEBd e o ácido cafeico 
foram incorporados em lipossomas, e constatou-se que a incorporação não alterou suas 
atividades antioxidantes frente aos neutrófilos, quando comparado às respectivas 
amostras na forma livre. Por fim, foi avaliado o efeito terapêutico do EEBd e do ácido 
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 os 
parâmetros inflamatórios nas articulações, promovendo redução do edema e da migração 
de células totais e de neutrófilos, e discreta diminuição da concentração das citocinas 
inflamatórias TNF-α, IL-6 e IL-1β. Além disso, a incorporação do EEBd e do ácido cafeico 
em lipossomas pode auxiliar na redução das suas concentrações necessárias para a 
obtenção dos efeitos terapêuticos desejados. Assim, pode-se concluir que o EEBd tem 
grande potencial para se tornar um agente terapêutico adjuvante no tratamento de 
doenças inflamatórias mediadas por neutrófilos, sendo o ácido cafeico um possível 
marcador químico para a atividade anti-inflamatória do extrato. 
 
Palavras-chave: neutrófilo, Baccharis dracunculifolia, ácido cafeico, lipossoma, atividade 

anti-inflamatória, 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 Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 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  and interleukin 6 and 1 (TNF-, IL-6, and IL-1, 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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1. Introdução 
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1.1 Neutrófilos 

1.1.1 Aspectos gerais 

Os neutrófilos são células que compõem o sistema imune inato, 

desempenhando um papel essencial em processos inflamatórios agudos e na 

defesa do organismo contra patógenos (Kumar; Sharma, 2010; Mantovani et al., 

2011; Bardoel et al., 2014).  

Estas células se originam na medula óssea e, quando totalmente diferenciadas 

e maduras, são liberadas na corrente sanguínea, onde constituem de 50 a 70% do 

total de leucócitos circulantes e possuem um tempo de vida médio de 8 a 12 horas 

(Mantovani et al., 2011; Kolaczkowska; Kubes, 2013; Nauseef; Borregaard, 2014). 

Devido às funções bactericida e fungicida altamente potentes e por serem as 

primeiras células a serem recrutadas da corrente sanguínea para o local da 

inflamação, os neutrófilos são considerados a primeira linha de defesa do organismo 

(Kumar; Sharma, 2010; Kolaczkowska; Kubes, 2013). 

A importância destas células na defesa do hospedeiro é verificada pela alta 

morbidade e mortalidade dos indivíduos que são profundamente privados de 

neutrófilos normais circulantes. Além disso, pacientes com doenças genéticas que 

comprometem os neutrófilos sofrem infecções microbianas frequentes e graves, 

mostrando que um número mínimo de neutrófilos normais circulantes é crucial para 

manter um sistema de defesa eficaz contra micro-organismos patogênicos (Freitas et 

al., 2009). 

Além de atuar diretamente na destruição dos patógenos, os neutrófilos 

também são capazes de produzir mediadores pró-inflamatórios (que contribuem para 

o recrutamento de novas células para o foco inflamatório), de atuar como células 

apresentadoras de antígenos e de sinalizar e instruir outras células do sistema 

imunológico (tais como células dendríticas, macrófagos, células “natural killer”, 

células B e células T), o que evidencia seu importante papel na regulação da 

resposta imune inata e adaptativa (Abdallah et al., 2011; Mantovani et al., 2011; 

Bardoel et al., 2014). Adicionalmente, os neutrófilos auxiliam na remoção de células 

mortas, de corpos celulares gerados por apoptose e de outros “debris” celulares; 

além de produzirem citocinas que auxiliam na resolução da inflamação, na 

cicatrização e na remodelação de tecidos danificados (Borregaard et al., 2007; 

Kolaczkowska; Kubes, 2013).  
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Morfologicamente, os neutrófilos são facilmente distinguidos das outras 

células sanguíneas devido ao seu exclusivo núcleo multi-lobulado (Figura 1), o que 

confere a estas células o nome alternativo de leucócitos polimorfonucleares (PMNs), 

sendo os dois nomes usados sem distinção (Bardoel et al., 2014). Além do núcleo 

multi-lobulado (com 3 a 5 lóbulos), os neutrófilos apresentam formato esférico com 

cerca de 12 a 15 µm de diâmetro, e grânulos em abundância no citoplasma. Tais 

grânulos são classificados como azurófilos (ou primários), específicos (ou 

secundários), de gelatinase (ou terciários) e vesículas secretoras (Mayer-Scholl et 

al., 2004; Borregaard et al., 2007). 

 

 

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

Os grânulos citoplasmáticos dos PMNs são produzidos em sequência, sendo 

primeiro os grânulos azurófilos ou primários (os quais contêm diversos componentes 

de defesa como a mieloperoxidase, elastase e defensinas); em seguida, durante a 

maturação dos neutrófilos, são formados os grânulos secundários ou específicos 

(que contêm colagenase, lactoferrina, gelatinase, lisozima, entre outras proteínas) e, 

posteriormente, são produzidos os grânulos terciários ou de gelatinase que se 

assemelham aos secundários, porém com altas concentrações de gelatinase. 

Quando maduros, os neutrófilos desenvolvem as vesículas secretoras, que são 

altamente mobilizáveis e contêm, na superfície de suas membranas, componentes 

enzimáticos, receptores, proteínas sinalizadoras e moléculas de adesão, além de 

proteínas plasmáticas presentes na matriz (Borregaard et al., 2007; Bardoel et al., 

2014).  

Então, os vários subconjuntos de grânulos contidos nos neutrófilos, além de 

armazenar um grande arsenal de moléculas potencialmente citotóxicas, também 

constituem um reservatório de diversos receptores associados à membrana, e é a 



_______________________________Introdução   4 

 

    

mobilização controlada destas organelas citoplasmáticas que permite a 

transformação dos neutrófilos, presentes na circulação, de células não ativadas para 

potentes células efetoras da imunidade inata (Faurschou; Borregaard, 2003). 

Para atuar na defesa do organismo, os neutrófilos possuem como principais 

atividades funcionais: a migração orientada para o local da infecção (quimiotaxia), a 

aderência ao patógeno e seu englobamento (fagocitose), e a destruição dos 

microrganismos invasores, através da liberação das substâncias tóxicas presentes nos 

grânulos e da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) (Kolaczkowska; Kubes, 

2013). Juntamente com a liberação das várias moléculas antimicrobianas, os PMNs 

intensamente estimulados também liberam armadilhas extracelulares (do inglês, 

“neutrophil extracellular traps” - NETs) para a contenção da infecção e da inflamação. As 

NETs são formadas como consequência da liberação extracelular dos conteúdos 

nucleares dos neutrófilos e são compostas por elementos de DNA, aos quais são ligadas 

histonas, proteínas (como a lactoferrina e catepsinas) e enzimas (como a elastase e 

mieloperoxidase), liberadas dos grânulos. As NETs são capazes de imobilizar os 

patógenos, impedindo-os de se espalharem e facilitando a fagocitose subsequente dos 

micro-organismos capturados. Além disso, também é possível que as NETs sejam 

capazes de matar diretamente os patógenos por meio de histonas antimicrobianas e das 

proteases. O mecanismo molecular da formação das NETs ainda é pouco conhecido, 

mas acredita-se que as ERO desempenham um papel central neste processo (Kumar; 

Sharma, 2010; Kolaczkowska; Kubes, 2013; Nauseef; Borregaard, 2014). 

 

I – Quimiotaxia 

Para atingir os sítios de inflamação ou injúria, os neutrófilos circulantes devem 

deixar a corrente sanguínea através do endotélio e migrar, ao longo de um gradiente 

químico, para o local da lesão nos tecidos, processo este chamado de quimiotaxia 

(Zachariae, 1993).  

As sequências de eventos da jornada dos neutrófilos do lúmem vascular para 

o tecido intersticial podem ser divididas nas seguintes etapas: próximo dos locais de 

injúria, ocorre o reconhecimento e a ancoragem dos PMNs em moléculas de adesão 

que são expostas pelas células endoteliais em resposta aos estímulos inflamatórios, 

posteriormente ocorre o rolamento dos PMNs ao longo do endotélio, a adesão às 

células endoteliais, a transmigração através do endotélio e a migração das células 
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nos tecidos intersticiais em direção ao estímulo quimiotático (Figura 2) (Amulic et al., 

2012; Kolaczkowska; Kubes, 2013; Nauseef; Borregaard, 2014). 

Os agentes responsáveis pelo estímulo quimiotático são, na maioria das 

vezes, pequenas proteínas contendo cerca de 60 a 100 aminoácidos e podem ser 

classificados como exógenos ou endógenos. Os agentes exógenos mais comuns 

são os produtos bacterianos, enquanto os endógenos incluem componentes do 

sistema complemento (especialmente C5a e C3a) e interleucinas (Zachariae, 1993). 

A ligação destas moléculas quimioatraentes aos receptores de membrana dos 

PMNs desencadeia uma série de eventos citoplasmáticos, os quais resultam em 

alterações bioquímicas, mudança de forma e ativação do citoesqueleto dessas 

células, permitindo a migração dos PMNs para o tecido alvo e a efetuação da 

fagocitose (Dale et al., 2008). 

 

 

Figura 2: Representação esquemática das principais etapas do recrutamento dos 
neutrófilos da circulação sanguínea para o local da inflamação. Os PMNs circulantes 
reconhecem sinais de inflamação e migram para as áreas onde seu arsenal 
antimicrobiano é necessário para a eliminação da infecção. (a) perto dos locais 

inflamatórios as células endoteliais são estimuladas a exporem moléculas de 
adesão, as quais são reconhecidas pelos neutrófilos circulantes que se ligam ao 
endotélio. (b) Os PMNs iniciam o processo de rolamento ao longo do endotélio. (c) 
Ocorre a adesão dos PMNs ao endotélio. Subsequentemente, os neutrófilos 
atravessam o endotélio e chegam ao local de inflamação, onde liberam citocinas que 
recrutam outras células do sistema imunológico e utilizam seus mecanismos de 
defesa antimicrobiana através da fagocitose, desgranulação e formação de NETs. 
Figura adaptada de Amulic e colaboradores (2012). 
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II – Fagocitose  

A fagocitose é o principal mecanismo utilizado para remover detritos celulares 

e agentes patogênicos. É um processo ativo, mediado por receptores, durante o qual 

uma partícula é internalizada pela membrana celular para um vacúolo chamado de 

fagossoma (Flannagan et al., 2012).  

Orientados pelos agentes quimiotáticos e pela presença de receptores para 

tais agentes em suas membranas, os PMNs atingem o local da lesão e atuam na 

defesa do organismo através da fagocitose, que inclui: a adesão dessas células com 

o patógeno (que é facilitada quando este se encontra opsonizado) e a ingestão do 

patógeno. Dependendo do tipo de interação entre os PMNs e os micro-organismos, 

a ingestão do patógeno pode ocorrer tanto com a emissão de pseudópodes, 

rodeando e internalizando a partícula (ativação de receptores Fc), como através do 

“afundamento” das partículas para dentro da célula (ativação dos receptores de 

complemento) (Lee et al., 2003; Amulic et al., 2012).  

Após a ingestão, os fagossomas formados são relativamente benignos para os 

micro-organismos, e a maquinaria celular necessária para a destruição e eliminação 

dos patógenos internalizados é adquirida através da fusão dos grânulos com os 

fagossomas (formando os fagolisossomas) e ativação do metabolismo oxidativo. A 

destruição dos patógenos ocorre tanto através de mecanismos independentes de 

oxigênio (com a ação das substâncias tóxicas contidas nos grânulos) como através de 

mecanismos dependentes de oxigênio (com a produção de ERO com grande potencial 

microbicida) (Lee et al., 2003; Mayer-Scholl et al., 2004; Amulic et al., 2012; 

Kolaczkowska; Kubes, 2013). 

 

III – O processo de desgranulação 

Os constituintes dos diferentes subtipos de grânulos dos neutrófilos são os 

responsáveis pelos mecanismos de destruição dos patógenos de forma independente 

de oxigênio. A fusão dos grânulos com a membrana plasmática ou com a membrana 

dos fagossomas e a liberação das substâncias microbicidas podem causar a morte 

dos patógenos. Tais substâncias microbicidas são, principalmente, proteínas e 

enzimas antimicrobianas como a defensina e a lisozima (que funcionam rompendo a 

superfície aniônica bacteriana) e proteases (que degradam proteínas 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 hidrólise catalítica dos peptidoglicanos das paredes 

celulares de bactérias, o que provoca perturbação das superfícies aniônicas 

bacterianas, tornando-as mais permeáveis e causando o seu rompimento. Esta 

enzima está presente em praticamente todos os grânulos dos PMNs, sendo um dos 

componentes principais dos grânulos secundários (Faurschou; Borregaard, 2003; 

Mayer-Scholl et al., 2004; Klüter 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 suscetível à morte mediada 

por lisozima (Ganz, 2003).  

A enzima elastase é uma serino-protease presente nos grânulos primários 

dos PMNs em concentrações superiores a 5 mM. Fisiologicamente, esta enzima 

está envolvida na degradação de materiais estranhos ingeridos durante a 

fagocitose e é 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 ativação celular, a elastase é rapidamente liberada no espaço 

extracelular, onde pode matar patógenos ali presentes, além de degradar fatores de 

virulência bacterianos. A elastase secretada é, também, responsável pela degradação 

das proteínas da matriz extracelular local, remodelação do tecido danificado e 

facilitação da migração dos PMNs através do tecido durante a migração em direção 

ao sítio de inflamação (Fujie et al., 1999; Brinkmann et al., 2004; Heinz et al., 2012).  

Dentre os componentes da matriz extracelular que podem ser alvos da 

atividade enzimática da elastase estão uma variedade de ligantes de superfície 

celular, proteínas solúveis, alguns tipos de colágeno, fibronectina, proteoglicanas, 

fibras de elastina e um grande número de importantes moléculas de adesão (Pham, 

2006; Korkmaz et al., 2010; Takeuchi et al., 2010). 

  Entretanto, em processos inflamatórios crônicos como em glomerulonefrite, 

doenças pulmonares e artrite reumatoide, a elastase favorece a inflamação e é 

considerada uma das principais enzimas responsáveis pela destruição tecidual. 

Desta forma, esta enzima parece ser um importante alvo para a terapia de doenças 
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inflamatórias crônicas (Beyer; Melzig, 2005; Pham, 2006; Takeuchi et al., 2010; 

Sandhaus; Turino, 2013; Tsai et al., 2015).  

 

IV – Produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) 

Além dos mecanismos microbicidas independentes de oxigênio, o processo 

de fagocitose é acompanhado de um conjunto de alterações metabólicas nas células 

fagocíticas, denominado “burst” ou explosão respiratória, metabólica ou oxidativa. O 

“burst” respiratório é caracterizado, dentre outros fatores, pelo aumento no consumo 

de oxigênio molecular e pela produção de grande quantidade de ERO, as quais são 

potentes agentes oxidantes e atuam em conjunto com os constituintes dos grânulos 

para matar e digerir os agentes fagocitados (Winterbourn; Kettle, 2013). 

As principais enzimas envolvidas na produção das ERO pelos neutrófilos são 

a NADPH oxidase (responsável pela geração de superóxido) e a mieloperoxidase 

(MPO liberada dos grânulos azurófilos e que gera outras espécies oxidantes, como o 

HOCl) (Figura 3) (Klebanoff et al., 2013; Winterbourn; Kettle, 2013). 

 

 

Figura 3: Representação esquemática da produção de ERO no fagolisossoma de 

neutrófilos. A MPO é armazenada dentro dos grânulos azurófilos do neutrófilo. 
Depois da fagocitose, os grânulos fundem-se com o fagossoma e liberam a MPO. O 
complexo enzimático da NADPH oxidase gera o superóxido que é convertido em 
peróxido de hidrogênio. A MPO utiliza o peróxido de hidrogênio para catalisar a 
produção de potentes moléculas antimicrobianas, como o ácido hipocloroso. Figura 
adaptada de Bardoel e colaboradores (2014). 
 

O metabolismo oxidativo se inicia com o complexo enzimático da NADPH 

oxidase, localizado na membrana plasmática e fagossomal dos PMNs. Esse 

complexo permanece inativo nas células em repouso, tornando-se ativo somente 
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após estimulação das células com componentes bacterianos ou com alguns 

estímulos imunes, tais como o agente promotor de tumores PMA (do inglês, “Phorbol 

12-myristate 13-acetate”), o potente peptídio quimiotático fMLP (N-formilmetionil-

leucil-fenilanina), ácido araquidônico (AA), concanavalina A, complexos imunes e 

ainda partículas antigênicas (zimosan, látex) opsonizadas com anticorpos e 

componentes do sistema complemento (Brown, 1995; Babior, 1999; Groemping; 

Rittinger, 2005; Souabni et al., 2012).  

A NADPH oxidase reduz o oxigênio molecular presente no meio a ânion 

superóxido (O2
●-), 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). 

 

2 O2 + NADPH                             2 O2
●-  + NADP+ + H+ 

 

  O superóxido produzido, apesar de não ser um forte oxidante para a maioria 

dos substratos biológicos, é rapidamente dismutado em peróxido de hidrogênio 

(H2O2) espontaneamente ou através da enzima superóxido dismutase (SOD) 

(Freitas et al., 2009; Amulic et al., 2012).  

 

2O2
●- + 2H+                        O2 + H2O2 

 

Após a desgranulação, a enzima MPO (heme peroxidase), liberada dos 

grânulos azurófilos, reage com o H2O2 formado e com um haleto 

(predominantemente o cloreto, devido à sua alta concentração nos fluidos biológicos) 

para produzir o ácido hipocloroso (HOCl), um dos oxidantes mais bactericidas 

produzidos pelos neutrófilos, sendo cerca de 100 a 1000 vezes mais tóxico que o O2
● 

e que o H2O2 (Mayer-Scholl et al., 2004; Freitas et al., 2009; van der Veen et al., 

2009; Klebanoff et al., 2013).  

 

Cl− + H2O2                        HOCl + OH− 

 

A MPO constitui cerca de 5% do conteúdo total de proteínas de neutrófilos e 

25% das proteínas dos grânulos. A maior parte do H2O2 produzido pelos neutrófilos 

NADPH oxidase 

SOD 
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nos fagolisossomas é consumido pela MPO para catalisar a formação de ácido 

hipocloroso (HOCl). O HOCl formado pode, além de agir diretamente sobre os 

patógenos presentes nos fagolisossomas, reagir com proteínas do hospedeiro, 

resultando na produção de cloraminas, cuja toxicidade depende muito de sua carga 

e capacidade de se difundir nas bactérias. Embora sejam oxidantes mais fracos e, 

geralmente, menos tóxicos que o HOCl, as cloraminas são 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 oxigênio e de nitrogênio são produzidas durante a ativação do “burst” 

oxidativo, como o oxigênio singleto, radicais hidroxilas, peroxinitritos e outros 

produtos microbicidas (Freitas et al., 2009; Klebanoff et al., 2013). 

Apesar de os fagócitos possuírem outros mecanismos microbicidas (como os 

peptídeos e enzimas antimicrobianas presentes nos grânulos), a geração das ERO e 

do HOCl durante a fagocitose é considerado um mecanismo crítico na destruição de 

grande parte dos patógenos (Dale et al., 2008). Isso ocorre porque, além das ERO 

matarem diretamente os patógenos (causando danos oxidativos aos biocompostos), 

elas também atuam indiretamente na destruição e eliminação dos micro-organismos 

através de vários mecanismos não oxidativos (por exemplo, estimulando a 

sinalização de receptores de reconhecimento padrão, as respostas de linfócitos T e 

a formação das NETs) (Paiva; Bozza, 2014).  

A importância das ERO na defesa do organismo fica bastante evidente pela 

grande susceptibilidade às infecções de indivíduos com Doença Granulomatosa 

Crônica (DGC, uma doença genética em que a NADPH oxidase é inativa ou tem sua 

atividade fortemente reduzida), em que os pacientes necessitam constantemente de 

terapia com antibióticos ou antifúngicos para combater os micro-organismos 

(Winterbourn; Kettle, 2013; Bardoel et al., 2014). Alguns indivíduos com deficiências 

na MPO também sofrem de infecções frequentes ou graves, especialmente com 

espécies de Candida. No entanto, a deficiência de MPO é relativamente comum, mas 

apenas ocasionalmente associada com infecções. Isso ocorre porque, na ausência da 

MPO, outras espécies reativas (por exemplo, superóxido, peróxido de hidrogênio, 

radical hidroxila e peroxinitrito) ainda podem ser produzidas no fagossoma neutrófilo 
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em concentrações microbicidas, porém, de forma bem mais lenta que na presença da 

MPO, podendo ser satisfatórias para controlar as infecções leves. Além disso, 

algumas pessoas possuem apenas deficiências 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 vários 

métodos, dentre eles: os eletroquímicos (com utilização do eletrodo de Clark, por 

exemplo, que detecta o consumo de O2 pelos fagócitos durante o “burst” oxidativo 

para a produção do O2
●-), o colorimétrico (em que a oxidação de sondas 

colorimétricas, como o NBT, MTT, TMB e o ferricitocromo c, produz produtos 

coloridos), o fluorimétrico (com utilização de diversas sondas que produzem 

produtos fluorescentes após reação com as ERO), a citometria de fluxo (que 

permite, através de sondas fluorescentes, a avaliação de um ou vários parâmetros 

para cada célula individualmente) e a quimioluminescência (em que as sondas 

quimioluminescentes são oxidadas pelas ERO, ampliando a produção de luz 

produzida pelos PMNs durante o metabolismo oxidativo) (Smith; Weidemann, 1993; 

Freitas et al., 2009; Dupre-Crochet et al., 2013). 

Dentre os métodos citados, a quimioluminescência (QL) tem sido amplamente 

utilizada como uma metodologia altamente sensível e precisa para a avaliação das 

espécies reativas produzidas pelos neutrófilos (Freitas et al., 2009). Este método 

permite uma boa avaliação da cinética do metabolismo oxidativo dos PMNs, 

possibilitando o monitoramento do início, da amplitude e também do fim da produção 

das ERO (Dupre-Crochet et al., 2013). Além disso, como a produção de QL é 

dependente de ERO, este método tem sido empregado no estudo de substâncias 

com atividade antioxidante, sendo muito utilizado para a verificação da atividade 

antioxidante de produtos naturais em PMNs (Zielinska et al., 2000; Kanashiro et al., 

2007; Simões-Ambrosio et al., 2010; Andrade et al., 2013; Czerwińska et al., 2013; 

Vongsak et al., 2013; Fernandes et al., 2014; Santos et al., 2014). 

 

 

1.1.2 Doença inflamatória com envolvimento de neutrófilos: artrite reumatoide 

Embora as ERO e o conteúdo dos grânulos sejam importantes para a 

resposta imune inata, atuando tanto na eliminação de agentes infecciosos quanto 
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nas funções de sinalização das células, o arsenal citotóxico liberado pelos 

neutrófilos não é específico para os patógenos 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 endógenos, os quais 

têm a função de neutralizar as espécies reativas e as proteases presentes no 

espaço 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 condições, principalmente em situações de intensa 

ativação celular, ocorre um grande acréscimo na produção de oxidantes e proteases 

nos sítios de inflamação, resultando em consumo e depleção desses inibidores, bem 

como na inativação dos mesmos (Filippin et al., 2008). A liberação excessiva e 

prolongada desses compostos citotóxicos no meio extracelular e suas ações 

inespecíficas fazem com que tais moléculas reajam com componentes do organismo do 

hospedeiro, ocasionando a destruição dos tecidos saudáveis e contribuindo para a 

patogênese de diversas doenças como a glomerulonefrite, vasculite, aterosclerose, 

doença pulmonar obstrutiva crônica, lúpus eritematoso sistêmico, doença inflamatória 

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) é uma doença inflamatória crônica que está 

associada ao intenso recrutamento e ativação de neutrófilos. É caracterizada 

principalmente por hiperplasia sinovial, grandes infiltrados celulares, concentrações 

elevadas de citocinas pró-inflamatórias, destruição das articulações e manifestações 

extra-articulares que levam à dor, perda de função e redução na qualidade de vida 

(Cascao et al., 2010; Nemeth; Mocsai, 2012; Bardoel et al., 2014). 

Embora a etiopatogenia desta condição não seja totalmente conhecida, é 

sabido que os PMNs estão envolvidos nos mecanismos que impulsionam o início da 

AR (Cascao et al., 2010).  

Os neutrófilos são as células mais abundantes presentes no fluido sinovial das 

articulações de pacientes com AR e muitos destes neutrófilos são encontrados próximos 

às áreas de erosão da cartilagem, onde ocorre a maioria dos danos teciduais. Tal fato 

reforça a hipótese de que estas células causam danos nos tecidos através da liberação 



_______________________________Introdução   13 

 

    

de oxidantes e proteases, contribuindo para o desenvolvimento da lesão articular (van 

der Veen et al., 2009; Nemeth; Mocsai, 2012; Bardoel et al., 2014). 

Durante o processo inflamatório da AR, os neutrófilos secretam, além das 

substâncias citotóxicas, diversos mediadores pró-inflamatórios (como TNF-α, IL-1β e 

IL-6), os quais causam a ativação dos próprios PMNs e de outras células imunes, 

promovendo um quadro de inflamação aguda e persistente. Além disso, os 

neutrófilos persistem no sítio inflamatório durante um maior tempo, aumentando a 

liberação das ERO e das potentes enzimas destrutivas no meio extracelular (Cascao 

et al., 2010; Kundu et al., 2012). 

A dor intensa e contínua nas articulações dos pacientes com AR acarreta 

consideráveis consequências socioeconômicas (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, é de grande interesse realizar 

a pesquisa de novos agentes que sejam capazes de atenuar os sintomas desta 

doença e, embora seja evidente a importância dos neutrófilos na defesa do 

hospedeiro, essas células também devem ser consideradas como um potencial alvo 

terapêutico em autoimunidade (Bardoel et al., 2014). 

Atualmente, a grande maioria dos fármacos utilizados para o tratamento da AR, 

principalmente os fármacos sintéticos antirreumáticos modificadores da doença, 

(como o metotrexato) e imunossupressores (como a ciclofosfamida e azatioprina), 

provocam uma expressiva redução da quantidade de neutrófilos circulantes 

(neutropenia), podendo expor o paciente a grande risco de infecções e aumento do 

risco com a profundidade e duração da neutropenia (Lazaro; Morel, 2015).  

Diante do exposto, uma abordagem atraente para o tratamento de AR é a 

intervenção nas atividades dos PMNs de modo a modular a produção e/ou a liberação 

excessiva das ERO e do conteúdo citotóxico dos grânulos, sem alterar as funções de 

defesa destas células contra os patógenos invasores (Cascao et al., 2010). Para isso, 

existe uma busca contínua por reguladores das funções efetoras desta célula, para 

que novos fármacos, com atividades anti-inflamatória e antioxidante, sejam 

produzidos. Estudos com produtos naturais têm demonstrado resultados satisfatórios 

e algumas substâncias com efeitos sobre o metabolismo oxidativo e sobre a 

desgranulação já foram identificadas (Zielinska et al., 2000; Kanashiro et al., 2007; 
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Paula et al., 2009; Simões-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 substâncias também interferem 

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

 

 

1.2 A espécie Baccharis dracunculifolia De Candolle  

Dentre os produtos naturais com expressiva atividade modulatória sobre o 

metabolismo oxidativo dos neutrófilos encontra-se a Baccharis dracunculifolia De 

Candolle (DC) (família Asteraceae) (Figueiredo-Rinhel et al., 2013). 

Esta planta, conhecida popularmente como “alecrim-do-campo”, “alecrim-de-

vassoura”, “vassourinha” e “vassoura” é uma espécie brasileira, com registros de 

ocorrência nas regiões sul, sudeste e centro-oeste, principalmente nas áreas de cerrado 

(Park et al., 2002, 2004). As plantas desta espécie são arbustos ramificados e perenes 

que podem chegar a cerca de quatro metros de altura e cuja floração ocorre após a 

estação das chuvas (Park et al., 2004) (Figura 4). São encontrados em campos ou 

áreas abertas e constituem formações densas e dominantes sobre terras não cultivadas 

ou degradadas (Bastos et al., 2011).  

 

 

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

 

Considerando o emprego na medicina popular, é relatado o uso dos ramos e 

folhas de B. dracunculifolia para combater distúrbios gástricos e afecções febris, 

além da utilização no tratamento de feridas e processos inflamatórios (dos Santos et 
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al., 2010). Além disso, estudos científicos têm revelado diversas atividades 

biológicas desta planta como: anti-inflamatória, antiulcerogênica, antioxidante, 

antimicrobiana, antifúngica, antiviral, acaricida, tripanocida, anticariogênica, 

imunomodulatória, antigenotóxica, antimutagênica e hepatoprotetora (Leitão 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; Guimarães 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 relação ao metabolismo secundário, a Baccharis dracunculifolia 

apresenta diversos compostos como o ácido cinâmico e seus derivados (ácidos 

cafeico, p-cumárico e ferúlico), 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 óxido 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 metabólitos secundários produzidos pelas plantas podem estar associados 

com diversas funções, como a atração de polinizadores, proteção contra a luz 

ultravioleta e apoio estrutural. Além destas funções, estas substâncias são 

consideradas parte da estratégia de defesa da planta contra o ataque de insetos 

herbívoros. No entanto, alguns herbívoros usam estes metabólitos secundários para se 

defender de seus próprios 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; Guimarães 

et al., 2012; de Oliveira et al., 2014). Isso ocorre, por exemplo, no caso das abelhas 

Apis mellifera, que utilizam os metabólitos secundários das plantas para a produção de 

própolis, que possui várias funções nas colmeias como preenchimento de lacunas, 

redução dos espaços de entrada e saída, mumificação de insetos mortos e para evitar a 

infestação de micro-organismos (Bastos et al., 2011). 

Contudo, é sabido que a produção destes metabólitos pela planta é sensível a 

diversos fatores como variações climáticas, fatores ambientais e, especialmente, 
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interações com insetos e predadores (Park et al., 2004; Bastos et al., 2011).  

A Baccharis dracunculifolia é considerada a principal fonte botânica da 

própolis verde, sendo a própolis um produto altamente valorizado e comercializado 

em várias preparações farmacêuticas e cosméticas, tais como: comprimidos, 

pastilhas, dentifrícios, loções, cremes faciais, tinturas, pomadas etc. (Bankova et al., 

2000; Park et al., 2002). Além disso, a própolis verde tem sido alvo de inúmeros 

estudos farmacológicos que demonstraram atividades antitumoral, antimicrobiana, 

anti-inflamatória, tripanocida, imunomodulatória, antioxidante e “scavenger” de radicais 

livres (Bankova et al., 1999, 2000; Simões 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 própolis verde quanto a Baccharis 

dracunculifolia, nas formas de extrato etanólico, foram capazes de inibir o 

metabolismo oxidativo de neutrófilos estimulados, inibição esta que ocorreu de forma 

dependente da concentração e não relacionada a eventos tóxicos sobre as células 

(Simões-Ambrósio et al., 2010; Figueiredo-Rinhel et al., 2013). Observou-se também 

que, tanto a concentração dos constituintes químicos quanto o efeito antioxidante do 

extrato de Baccharis dracunculifolia, foram influenciados por fatores sazonais 

(Figueiredo-Rinhel et al., 2013), evidenciando a importante relação entre o perfil 

químico e a amplitude da atividade biológica desempenhada por esta planta. 

Dessa maneira, torna-se necessário verificar a importância relativa de 

determinados constituintes do extrato na atividade antioxidante frente aos PMNs, a 

fim de se determinar possíveis marcadores químicos para esta propriedade 

biológica. Ainda, a definição de marcadores químicos, que representam a ação 

terapêutica das plantas, é indispensável para a validação de plantas medicinais, 

para o uso popular mais seguro e para testes de qualidade e integridade de 

fitoterápicos (Bessa et al., 2013). 

Desta forma, estudos adicionais são necessários para a determinação de 

possíveis marcadores químicos que reflitam a atividade antioxidante do extrato sobre 

o metabolismo oxidativo de neutrófilos; para o melhor entendimento sobre os 

mecanismos de ação envolvidos nesta atividade antioxidante e para verificar se, 

além da capacidade de modular a quantidade de ERO produzida pelas células 

durante o processo inflamatório (as quais podem agravar o quadro de lesão tecidual 

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

desgranulação, a liberação de moléculas citotóxicas e atividade microbicida). 

 

 

1.3 Lipossomas como carreadores de substâncias naturais 

Um fator que muitas vezes limita a utilidade clínica de extratos é a baixa 

biodisponibilidade de seus constituintes. Isto ocorre porque muitos dos componentes 

biologicamente ativos dos extratos (como alguns flavonoides, taninos, terpenos etc.) 

são moléculas com baixa solubilidade lipídica (o que limita severamente sua 

capacidade de atravessar membranas biológicas) e/ou grande tamanho molecular 

(não permitindo absorção por difusão passiva) (Ajazuddin; Saraf, 2010).  

Para contornar este problema, pesquisadores e algumas empresas realizam a 

incorporação dos extratos em sistemas carreadores tipo lipossomas, os quais 

oferecem uma série de vantagens para os medicamentos fitoterápicos, incluindo 

aumento da solubilidade e biodisponibilidade, proteção contra toxicidade, aumento 

da atividade farmacológica, aumento da estabilidade através de proteção da 

degradação física e química etc. (Ajazuddin; Saraf, 2010).  

Depois de serem absorvidos, os lipossomas são reconhecidos pelo sistema 

imunológico e parecem ter sua eliminação mediada principalmente pelos 

componentes do sistema complemento (Huong et al., 2001; Landi-Librandi, et al., 

2012a). Estudos verificaram que algumas características físico-químicas como 

composição, tamanho e carga superficial podem influenciar o tempo de permanência 

dos lipossomas na circulação sanguínea. Foi observado que vesículas com baixo 

diâmetro (abaixo de 800 nm), distribuição de tamanho homogênea (caracterizada 

pelo baixo índice de polidispersão) e carga superficial neutra (caracterizada pelo 

baixo valor do potencial zeta) são mais adequadas para utilização em meio biológico 

uma vez que, nestas condições, há um menor reconhecimento das vesículas pelo 

sistema imunológico e uma menor depuração dos lipossomas, permitindo que o 

carreador permaneça mais tempo na corrente sanguínea e atinja o sítio de ação 

desejado (Devine; Bradley, 1998; Huong et al., 2001). 

Em relação à composição dos lipossomas, estudos prévios demonstraram 

que lipossomas compostos por fosfatidilcolina de soja e colesterol em proporção de 

massa de 5:1 foram bastante adequados para utilização como um sistema carreador 
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de produtos naturais, uma vez que foram capazes de incorporar quantidades 

satisfatórias desses produtos sem ativar de forma exacerbada o sistema 

complemento (Landi-Librandi et al., 2010; Landi-Librandi et al., 2012a,b). 

Os lipossomas também têm sido bastante utilizados para o tratamento de 

processos inflamatórios crônicos, uma vez que permitem uma liberação mais 

direcionada e um maior acúmulo do fármaco nos locais de inflamação, reduzindo os 

efeitos colaterais sistêmicos e reforçando a efetividade terapêutica (Prasad et al., 2015).  

Em relação ao tratamento da artrite, estudos mostraram que, em virtude de 

seu tamanho e composição química, os lipossomas tem se mostrado muito eficazes 

para reter o fármaco no interior da cavidade sinovial, podendo aumentar seu tempo 

de permanência na sinóvia em mais de 40 horas. Além disso, o uso dos lipossomas 

reduz a exposição do fármaco aos demais tecidos, eliminando grande parte dos 

efeitos indesejáveis associados com a terapia, mostrando que os lipossomas são 

excelentes carreadores para os compostos utilizados no tratamento da AR (Edwards 

et al., 2007; Kapoor et al., 2014). 

Uma vez que o uso de lipossomas possui como vantagens: alta 

biocompatibilidade (pois são veículos biodegradáveis e não tóxicos), facilidade de 

preparo, versatilidade química (permitindo o carreamento de compostos hidrofílicos, 

anfifílicos e lipofílicos) e por direcionar e aumentar o tempo de permanência dos 

fármacos nos locais de lesão, a utilização deste sistema como carreador do extrato 

de B. dracunculifolia possui um grande potencial na superação dos principais 

problemas associados ao uso de fitoterápicos, podendo assegurar a atividade 

biológica do extrato. 

De acordo com o exposto, a incorporação do extrato de B. dracunculifolia em 

sistemas carreadores tipo lipossomas pode contribuir para o desenvolvimento de um 

agente terapêutico brasileiro. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivos 
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 Objetivo geral:  

 

Diante da literatura apresentada e da observação de que o extrato etanólico das 

folhas de Baccharis dracunculifolia (EEBd) possui expressiva atividade antioxidante 

sobre o metabolismo oxidativo de neutrófilos, em concentrações não tóxicas, o 

presente trabalho estudou a ação imunomodulatória deste extrato sobre diversas 

funções efetoras dos neutrófilos, com vistas ao desenvolvimento de um agente 

fitoterápico para o tratamento de processos inflamatórios mediados por estas 

células. Para atingir este objetivo, foi empregada a seguinte estratégia experimental: 

 

Objetivos específicos: 

 

I- Avaliar o efeito do EEBd, sobre as seguintes funções efetoras do neutrófilo: 

a. fagocitose, 

b. desgranulação, através da medida da atividade das enzimas elastase e 

lisozima, 

c. atividade da enzima mieloperoxidase e seus produtos, 

d. atividade microbicida das células. 

 

II- Avaliar, através de ensaios de quimioluminescência (QL), a atividade antioxidante 

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

 

III- Incorporar o EEBd e o seu possível marcador químico em sistemas carreadores tipo 

lipossomas e realizar a caracterização físico-química das vesículas formadas. 

 

IV- Avaliar a capacidade dos compostos incorporados nos lipossomas em inibir a QL 

de neutrófilos estimulados e relacionar suas atividades antioxidantes com as 

atividades biológicas dos compostos livres.  

 

V- Avaliar, em estudos “in vivo”, os efeitos terapêuticos do EEBd e de seu possível 

marcador químico (tanto nas formas livres como incorporadas nos lipossomas) em 

modelo animal de artrite através da: 

a. medida do edema da articulação, 

b. avaliação do infiltrado celular no líquido sinovial, 

c. quantificação de citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-6, IL-1β). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Casuística e Métodos 
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3.1 Principais reagentes e Soluções 

 Ácido cafeico – Sigma-Aldrich C0625;  

 Ácido cinâmico – Sigma-Aldrich C6004; 

 Ácido cumárico – Sigma-Aldrich C9008; 

 Ácido ferúlico – Sigma-Aldrich F3500; 

 Água sanitária comercial – Marca Candura; 

 BioBond® - Eletrinic Microscopy Science 71304; 

 Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil) tetrazólio (MTT) – (Sigma 

M2128); 

 Candida albicans (ATCC 64548); 

 Catalase – Sigma-Aldrich C10; 

 CFD - Diluente de Fixação de Complemento com 0,1% de gelatina (pH 7,2); 

 Citocalasina B – Sigma-Aldrich C6762;  

 Colesterol - Riedel de Haën 20808; 

 Corante Panótico Rápido – LB Laborclin; 

 Dexametasona  - Sigma-Aldrich D4902;  

 Dimetilsulfóxido (DMSO) – Merck; 

 DPI (difenileno-iodônio) - Sigma Chemical Co., St. Louis, MO., USA; 

 Etanol - Merck; 

 Fosfatidilcolina de soja - Sigma-Aldrich P7443; 

 kit citocinas IL-6 e TNF-α – Invitrogen KRC0062 e KRC3012;  

 kit citocinas IL-1β – R&D Systems; 

 lisozima (Sigma-Aldrich L 6876); 

 Líquido de Turk (violeta de gensiana 1% em solução de ácido 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; 

 Solução de Alséver (tampão citrato com azida sódica pH 6,1); 

 Solução de gelatina (Difco) 2,5% em NaCl 0,15 mol/L; 

 Solução de Hanks pH 7,2; 

 Solução de NH4Cl 0,83% pH 7,2; 
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 Solução fisiológica (NaCl 0,15 mol/L); 

 Succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida (SAAVNA) – Calbiochem 454454; 

 Taurina – Sigma-Aldrich T0625; 

 Tetrametilbenzidina (TMB) – Sigma-Aldrich T2885; 

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

 Zymosan A (Saccharomyces cerevisiae) – Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. 

 

 

3.2 Principais Equipamentos Utilizados 

 Agitador automático tipo “shaker” (Marconi – modelo MA 420); 

 Agitador com placa de aquecimento (Marca Ika – modelo C MAG-HS7); 

 Balança analítica de precisão (Marca Shimadzu – Modelo AUW220D); 

 Banho-Maria (Marca Cientec – modelo- CT-245); 

 Bomba à vácuo (Marca Tecnal – modelo TE 058); 

 Centrífuga (Marca Eppendorf – modelo 5810R); 

 Cromatógrafo de fase líquida (marca Shimadzu); 

 Espectrofotômetro (Marca Hitachi – modelo U2910); 

 Evaporador rotativo (Marca Tecnal – modelo – TE 120); 

 Freezer -20°C e -70°C (Forma Scientific); 

 Laser Light Scattering – Zeta Sizer Nano Series, Nano-ZS – Malven 

Instruments; 

 Leitor de ELISA – Espectrofotômetro (Marca Varian – modelo Cary 50 Bio); 

 Luminômetro (Marca EG&G Berthold – modelo Auto Lumat LB 953); 

 Microscópio Óptico (Marca Olympus – modelo – BX51); 

 pHmetro (Marca Gehaka – modelo PG1800); 

 Ultracentrífuga (Marca Beckman - modelo XL-70); 

 

 

3.3 Sujeitos da pesquisa 

Os sujeitos utilizados neste trabalho consistiram de cerca de 20 voluntários 

saudáveis (alunos de graduação, pós-graduação e funcionários da FCFRP-USP), de 

ambos os sexos, não fumantes, na faixa etária de 20 a 40 anos, que não estavam 

fazendo uso de qualquer tipo de medicamento há pelo menos uma semana em 
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relação à data em que participaram da pesquisa. Foi feita a coleta de sangue 

periférico, o qual foi utilizado para o isolamento de neutrófilos e obtenção de soro 

para opsonização do estímulo. Foram seguidos os procedimentos recomendados 

pela resolução 196/96 da Comissão Nacional de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos (CONEP) e o trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa com 

seres humanos da FCFRP-USP (Protocolo de pesquisa CEP/FCFRP nº 200 – Anexo 

A). Os voluntários foram conscientizados dos objetivos do trabalho e assinaram um 

termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo B). 

 

 

3.4 Obtenção de Leucócitos Polimorfonucleares (PMNs) - Neutrófilos 

Os neutrófilos foram obtidos a partir de sangue total de humanos saudáveis, 

colhido através de punção venosa com sistema a vácuo. Após a coleta, este sangue foi 

transferido para um tubo Falcon contendo anticoagulante Alséver pH 6,1 (v/v).  

A técnica empregada para separação das células foi o 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 solução de gelatina a 2,5% em solução fisiológica (NaCl 0,9%), na proporção de 

duas vezes o volume de células, e deixadas em repouso por 15 minutos a 37ºC. 

Posteriormente, o sobrenadante contendo os neutrófilos foi centrifugado a 270 x g por 10 

minutos, com finalidade de retirar a gelatina. Para eliminar as hemácias presentes na 

solução foi utilizado um tratamento com cloreto de amônio 0,83%, pH 7,2 por 5 minutos. 

Após este período foi realizada a centrifugação a 270 x g por 10 minutos. As células 

foram depois lavadas com uma solução fisiológica e centrifugadas a 270 x g por 10 

minutos. Os neutrófilos foram suspensos em Hank´s contendo 0,1% de gelatina de 

acordo com as concentrações requeridas para cada experimento.  

 

 

3.5 Obtenção do soro humano para opsonização do zimosan (estímulo) 

Os soros foram obtidos a partir do sangue total de voluntários saudáveis, 

colhido por punção venosa, utilizando-se tubos tipo vacutainer sem anti-coagulante. 

O sangue foi deixado em repouso à temperatura ambiente durante 1 hora para 

formação e retração do coágulo, sendo posteriormente centrifugado a 480 x g por 10 

minutos. O soro obtido foi reunido em um “pool”, fracionado e estocado a -70°C. 
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3.6 Preparo do estímulo (zimosan opsonizado) 

 Zimosan (ZI) é uma preparação insolúvel em meio aquoso, formada de resíduos 

de polissacarídeos da parede celular de levedura que, em contato com o soro, ativa o 

sistema complemento, produzindo partículas revestidas (opsonizadas). Nesta forma, 

estas partículas são reconhecidas por receptores presentes na membrana dos 

neutrófilos, facilitando o processo de fagocitose (Woeber; Ingbar, 1973). 

 Uma suspensão de ZI (2 mg/mL) em solução fisiológica 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 diluído 1:2 em 

CFD (Tampão Diluente para Fixação de Complemento). Após incubação em 

banho-maria a 37ºC durante 30 minutos obteve-se o zimosan opsonizado (ZIops). 

A suspensão foi centrifugada a 480 x g por 5 minutos e o sedimento formado foi 

lavado com solução fisiológica nas mesmas condições. A concentração da 

suspensão de ZIops foi ajustada, de acordo com a requerida para cada 

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

 

 

3.7 Ensaios de quimioluminescência (QL) 

Para todos os ensaios de QL realizados durante o trabalho de doutorado 

foram utilizadas duas sondas: luminol e lucigenina, produzindo, respectivamente, a 

quimioluminescência dependente de luminol (QLlum) e a quimioluminescência 

dependente de lucigenina (QLluc). 

Nos ensaios de QL, todas as amostras avaliadas (EEBd e compostos 

isolados, incorporados ou não em lipossomas) foram incubadas juntamente com os 

neutrófilos e com as sondas (concentração final de 1,0 x 10-4 mol/L). Após incubação 

de 3 minutos a 37°C, foi adicionado o estímulo ZIops ou a solução de Hanks com 

gelatina a 0,1% (controle sem estímulo - espontâneo) e, imediatamente a seguir, 

foram medidas as QLlum ou QLluc em c.p.m. (fótons contados por minuto) durante 

15 minutos a 37°C, em luminômetro. Como controle dos experimentos foi medida a 

produção de QL pelas células utilizando-se o solvente no lugar da amostra.  

 Através das curvas de QLlum e QLluc em função do tempo foram calculados 

os valores de área integrada de 0 a 15 minutos. Tais valores foram utilizados para 

determinar a porcentagem de inibição promovida pelas diferentes concentrações das 

substâncias em relação aos respectivos controles, através da fórmula: 
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_________Área integrada das amostras x 100________ 

Área integrada dos respectivos controles (DMSO 0,1%) 

 

% inibição da QL = 100 –  
 
 

Foram realizados ensaios preliminares para determinar as concentrações de 

cada composto a serem utilizadas, de modo que fosse possível calcular os CI50 

(concentração da amostra capaz de inibir 50% da QL), que foram calculados através 

da utilização de regressão não linear. As diferentes amostras foram testadas em, no 

mínimo, cinco diferentes concentrações, sendo pelo menos dois valores acima e dois 

valores abaixo dos CI50. Os valores de CI50 foram expressos como médias ± desvio 

padrão e foram utilizados como parâmetro para comparação da atividade antioxidante 

entre as diferentes amostras (Figura 5). 

 

 

 
Figura 5: Diferentes etapas do ensaio de quimioluminescência (QL) para o cálculo 

dos valores de CI50 (concentração que inibe 50% da QL produzida pelos neutrófilos). 
A: Perfil representativo da QL produzida pelo controle (neutrófilos incubados com 
DMSO 0,1%) e pelas amostras (neutrófilos incubados com as diferentes 
concentrações das amostras). B: Representação do cálculo da área integrada de QL 
para o controle e para cada amostra. C: Gráfico representativo da área integrada de 
QL do controle e das amostras. D: Gráfico representativo da porcentagem de inibição 
de cada amostra em relação ao controle. E: Gráfico representativo do cálculo dos 
valores de CI50 de cada amostra através de regressão não linear. 
 

 



 

    

 _________________________________________ Casuística e Métodos  27 

3.8 Extrato Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia (EEBd) 

Foi utilizado, durante todo o trabalho de doutorado, o EEBd preparado a partir 

do material vegetal coletado no mês de maio/07. Este extrato foi selecionado devido 

à sua maior atividade antioxidante em ensaios de quimioluminescência 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 químico quanto a atividade biológica do EEBd utilizado nos 

estudos prévios (Apêndice A).  

 

 

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

Os materiais vegetais utilizados na preparação do extrato foram as partes 

aéreas de Baccharis dracunculifolia, cujas mudas foram provindas do CPQBA-

UNICAMP (Centro de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agronômicas). O material 

vegetal foi coletado no mês de maio de 2007 em uma área de cerrado da cidade de 

Cajuru – SP. Após 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 pulverização com uniformização do 

tamanho de partículas (mesh 46), através da utilização de um moinho de facas. 

Uma pequena porção do material seco e pulverizado foi empregada no preparo do 

extrato etanólico de B. dracunculifolia (EEBd). O restante foi acondicionado em 

sacos plásticos, os quais foram vedados, identificados e armazenados em freezer 

a -20°C (condições que protegem os componentes do material vegetal da 

degradação, segundo estudos realizados no laboratório de farmacognosia). Todo o 

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

 

 

3.8.2 Preparo do Extrato Etanólico 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 adição de 100 mL de solução 

Etanol:Água na proporção de 9:1. As amostras foram mantidas em agitador mecânico 

do tipo “shaker” a 27°C, por 2 horas a 145 r.p.m. Após este período, o material foi 

filtrado em papel de filtro e, para uma melhor eficiência de extração das substâncias 

presentes na amostra, o material vegetal retido no filtro (torta) foi submetido a uma 
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nova extração nas mesmas condições anteriores (100 mL do solvente hidroalcoólico, 

agitação a 27°C por 2 horas a 145 r.p.m., filtração em papel de filtro). Os filtrados 

referentes às duas extrações foram reunidos e o volume total do filtrado foi 

concentrado em evaporador rotativo (banho a 55°C), submetido a ultrassom (para 

recuperação de todo sólido 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. Após completa secagem 

do extrato, foi obtida a massa do resíduo sólido total, denominada de EEBd, que foi 

utilizado para a realização dos ensaios propostos. O referido extrato seco foi mantido 

em frasco tampado, protegido da luz e sob refrigeração (4°C). 

Para avaliação das atividades biológicas, os EEBd secos foram solubilizados em 

DMSO ou Etanol:Água (9:1) em diferentes concentrações, sendo estas soluções 

estocadas por, no máximo, 1 semana. No dia do experimento, estas soluções sofreram 

uma diluição de 100 vezes em tampão Hanks com gelatina a 0,1% para reduzir a 

quantidade de solvente no meio, uma vez que, para os ensaios biológicos, altas 

concentrações dos solventes (DMSO ou etanol) podem interferir nas metodologias ou 

podem causar toxicidade às células (Kahler, 2000). As soluções diluídas em tampão 

foram utilizadas nos ensaios de forma que as concentrações finais dos EEBd variaram 

de 1,0 a 100 µg/mL e as concentrações finais dos solventes foram de 0,1% para o 

DMSO e 0,05% para o etanol. De acordo com estudos prévios, as concentrações 

utilizadas neste estudo não são tóxicas para as células (Figueiredo-Rinhel et al., 2013). 

 

 

3.9 Efeito do EEBd sobre a fagocitose de neutrófilos: avaliação da capacidade 

fagocítica e do índice fagocítico 

 O ensaio de fagocitose foi realizado com a finalidade de averiguar se o EEBd 

possui alguma ação sobre a capacidade das células de reconhecer e fagocitar 

micro-organismos presentes no meio. Para isso, foram examinadas duas diferentes 

concentrações do referido extrato (50 e 10 µg/mL) representando, respectivamente, 

a maior concentração e a concentração próxima ao CI50 nos ensaios de 

quimioluminescência. 

Alíquotas de neutrófilos (1 x 106 células/mL) foram adicionadas em tubos tipo 

eppendorf juntamente com solução de Hanks (controle positivo), ou DMSO a 0,1% 

(controle do solvente) ou com as diferentes concentrações de EEBd (amostras). 
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Como controle negativo foi utilizado 20 µM de citocalasina B, uma vez que esta 

substância é um inibidor da polimerização da actina e sua utilização impede a 

realização da fagocitose pelas células. Após incubação a 37°C durante 15 minutos, 

foram adicionadas partículas de zimosan opsonizado – ZIops (1 mg/mL), as quais 

são reconhecidas por receptores presentes nas membranas dos neutrófilos, 

iniciando o processo de fagocitose em um volume final de 500 µL. Os tubos foram 

transferidos para um agitador automático 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 alíquotas de 

50 µL de cada tubo foram adicionadas sobre lamínulas previamente tratadas com 

fixador tecidual (BioBond®). Depois de permanecerem em repouso durante 20 

minutos, a temperatura ambiente, as lamínulas foram coradas com corante Panótico, 

fixadas em lâminas e levadas ao microscópio óptico para contagem do número de 

fagócitos ativos e do número total de partículas de ZIops no interior dos neutrófilos. 

Através desses dados foram calculados os valores de Capacidade Fagocítica (CF) e 

Índice Fagocítico (IF) segundo metodologia descrita por Silva e colaboradores (2012) 

e por França e colaboradores (2008), conforme as fórmulas:  

 

% CF = (número de neutrófilos fagocitando / total de neutrófilos contados) x 100 

IF = total de partículas de ZIops fagocitadas / número de neutrófilos fagocitando. 

 

Para análise dos resultados empregou-se o software GraphPad Prism 4.00 

(GraphPad Software, Inc.). O efeito do EEBd sobre a fagocitose dos neutrófilos foi 

avaliado em três experimentos independentes com medidas em duplicata.  

  

 

3.10 Efeito do EEBd sobre a desgranulação: 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 catalítica da enzima elastase, 

dos neutrófilos presentes, no meio extracelular. Tal enzima está presente nos 
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grânulos azurófilos dos neutrófilos e é liberada durante o processo de 

desgranulação, após a estimulação celular.  

Para avaliar a quantidade de elastase liberada foi utilizado o substrato incolor 

succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida (SAAVNA) que na presença desta enzima é 

degradado no produto de coloração amarela, p-nitroanilina (p-NA), o qual passa a ser 

quantificado espectrofotometricamente a 405 nm. A utilização deste substrato permitiu 

a avaliação do efeito do EEBd sobre a atividade da elastase em ensaios com células 

(item 3.10.1-1), e em ensaios com a enzima previamente isolada (item 3.10.1-2). 

Foram realizados ensaios preliminares para determinar as concentrações do EEBd a 

serem utilizadas, de modo que fosse possível calcular os valores de CI50.   

 

3.10.1-1 Atividade da elastase liberada de neutrófilos após incubação com EEBd 

Para verificar se o EEBd possuía algum efeito sobre o processo de liberação da 

elastase dos grânulos dos neutrófilos, foram realizados os ensaios de desgranulação 

com diferentes concentrações do EEBd (5, 10, 20, 25, 35 e 50 µg/mL).  

Alíquotas da suspensão de neutrófilos (1 x 106 células/mL) foram adicionadas 

em microplaca de 96 poços, juntamente com 1 µM de citocalasina B e as diferentes 

concentrações do EEBd (amostras) ou DMSO a 0,1% (controle positivo). Após 

incubação a 37°C durante 10 minutos, foi adicionado 1 µM do estímulo fMLP aos 

poços e a microplaca foi deixada em repouso durante 30 minutos a 37°C para que 

ocorresse a desgranulação em um volume final de 100 µL. O substrato SAAVNA (1 

mM) foi adicionado ao meio e, imediatamente após a adição (tempo zero), foi 

realizada a leitura em espectrofotômetro 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 formação de p-NA durante este período. Como 

controle negativo, foi medida a liberação espontânea da enzima, quantificando a 

degradação do substrato por 1 x 106 células apenas na presença do meio.  

Para corrigir possíveis interferências do extrato nas leituras a 405 nm, foram 

feitos “brancos” contendo os extratos nas diferentes concentrações juntamente com 

os demais compostos da reação exceto o substrato SAAVNA, o qual foi substituído 

pelo seu solvente (DMSO a 0,28% em Hanks). Os valores de absorvância obtido 

nestes poços foram subtraídos dos valores de absorvância das respectivas amostras. 
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O efeito do EEBd sobre a liberação da enzima elastase foi averiguado em 

quatro experimentos diferentes, realizados em quadruplicada. Para análise 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 o extrato possuía 

alguma ação sobre a atividade catalítica da enzima elastase liberada no meio 

extracelular. Para isso, a desgranulação dos neutrófilos foi promovida colocando-se, 

em um tubo, os neutrófilos (1 x 106 células/mL) juntamente com 1 µM de citocalasina 

B e, após incubação de 10 minutos a 37°C, adicionou-se 1 µM do estímulo fMLP. O 

volume final da reação foi de 4 mL. Simultaneamente, foi feito o controle negativo 

contendo apenas células e tampão. Após incubação a 37°C durante 30 minutos para 

a efetivação da desgranulação, a enzima elastase foi separada através de 

centrifugação a 755 x g por 10 minutos e recolhimento do sobrenadante para a 

utilização nos ensaios. 

Alíquotas do sobrenadante foram adicionadas em microplaca de 96 poços 

juntamente com diferentes concentrações de EEBd (10, 20, 35, 50, 70 e 100 µg/mL), 

ou DMSO a 0,1% (controle positivo). O controle negativo foi realizado com o 

sobrenadante do tubo contendo as células não estimuladas juntamente com o 

tampão. O volume de reação utilizado foi de 100 µL. Finalmente, o substrato 

SAAVNA (1 mM) foi adicionado e iniciou-se a leitura da absorvância (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 produção de p-NA durante esse período. Da mesma 

forma que no ensaio com células (item 3.10.1-1) as possíveis interferências das 

amostras na absorvância a 405 nm foram corrigidas com a utilização de “brancos” 

contendo os extratos nas diferentes concentrações e o sobrenadante das células na 

ausência do substrato SAAVNA, o qual foi substituído pelo seu solvente (DMSO a 

0,28 % em Hanks). Os valores de absorvância obtido nestes poços foram subtraídos 

dos valores de absorvância das respectivas amostras. 

O efeito do EEBd sobre a atividade da enzima elastase foi verificado em quatro 

experimentos diferentes, realizados em quadruplicada. Para análise dos resultados 

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

 O método clássico para avaliar o processo de desgranulação e a atividade 

catalítica da enzima lisozima dos neutrófilos é baseado na habilidade que esta 

enzima possui de causar lise em uma suspensão de Micrococcus lysodeikticus, 

reduzindo a densidade óptica (D.O.) do meio (Smolelis; Hartsell, 1949). 

Para determinar a quantidade de lisozima liberada pelos neutrófilos nos 

ensaios, foi realizada uma curva padrão de lisozima (Sigma-Aldrich L 6876) 

(Apêndice B). Após a confecção da curva padrão, foi realizada uma curva com 

diferentes concentrações de células e de estímulo (ZIops) para determinar as 

melhores condições de liberação da lisozima no meio, ficando definidas as 

concentrações de 2 x 106 células/mL e de 0,5 mg/mL de ZIops (Apêndice B). Além 

disso, foi confeccionada uma curva com diferentes concentrações do solvente 

(DMSO) para avaliar se o solvente utilizado nos EEBd poderia interferir nesta 

metodologia e foi observado que concentrações do solvente abaixo de 0,5% não 

interferiram na metodologia. Desta forma, as amostras foram diluídas de modo que a 

concentração final do solvente no meio fosse de 0,1% (Apêndice B). Depois de 

definidas as condições experimentais, foi avaliada a atividade da enzima lisozima 

liberada pelos neutrófilos após incubação 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 concentrações do EEBd a serem utilizadas, de 

modo que fosse possível calcular os valores de CI50.   

 

3.10.2-1 Atividade da lisozima liberada de neutrófilos após incubação com EEBd 

Este ensaio teve o intuito de verificar se diferentes concentrações do EEBd 

possuíam algum efeito sobre a liberação da lisozima no meio extracelular. Para isso, 

alíquotas de neutrófilos (2 x 106 células/mL) foram incubados com diferentes 

concentrações do EEBd (10, 25, 50, 75 e 100 µg/mL) e estimuladas com ZIops (0,5 

mg/mL) durante 45 minutos a 37°C. Como controle positivo do ensaio foi utilizado o 

tampão Hanks com gelatina a 0,1% e como controle do solvente foi utilizado o DMSO 

0,1% no lugar das amostras. Como controle espontâneo as células foram avaliadas na 

ausência do estímulo. Os tubos foram centrifugados a 755 x g durante 10 min a 4°C e 

os sobrenadantes foram mantidos em banho de gelo para em seguida serem testados 

quanto à capacidade de reduzir a D.O. da suspensão de M. lysodeikticus. Para isso, 
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redução da D.O. pela amostra de EEBd durante 15 minutos   x 100 
redução da D.O. pelo controle do solvente durante 15 minutos 

 

os sobrenadantes foram misturados volume a volume com uma suspensão de M. 

lysodeikticus (Sigma-Aldrich M 3770) 0,40 mg/mL em tampão fosfato de potássio 0,1M 

pH 7,0.  Foi verificada uma D.O. inicial da reação entre 0,6 e 0,8 em 450 nm e a 

redução desta D.O. foi acompanhada durante 15 minutos a 37°C. A atividade da 

enzima foi avaliada através da diferença entre as D.O. iniciais e finais.  

Através dos resultados obtidos foi possível a determinação da porcentagem 

de inibição da atividade da lisozima liberada, a qual foi calculada em relação ao 

controle do solvente (DMSO 0,1% no lugar da amostra, e que representa 100% de 

liberação da enzima), segundo a equação: 

 

(%) inibição =100 –   
 

Os valores de porcentagem de inibição obtidos para cada concentração do 

EEBd foram utilizados para a determinação do valor de CI50
lisozima liberada 

(concentração do EEBd capaz de inibir em 50% a atividade da enzima lisozima 

liberada pelos neutrófilos), o qual foi calculado através da utilização de regressão 

não linear. O valor de CI50 foi expresso como média ± desvio padrão.  

O efeito do EEBd sobre a atividade da enzima lisozima liberada pelos neutrófilos 

foi testado em oito experimentos diferentes realizados em duplicada e para a análise 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 padrão 

Este ensaio foi realizado com o intuito de verificar se o EEBd possuía alguma 

ação sobre a atividade catalítica da enzima lisozima isolada.  

Para realização destes ensaios foi utilizada a enzima lisozima padrão em 

concentrações próximas às liberadas pelos neutrófilos na ausência do extrato (1400 

µg/mL). Então, diferentes concentrações do EEBd (10, 25, 50, 75 e 100 µg/mL) 

foram adicionadas à lisozima padrão. Como controle positivo do ensaio foi utilizado o 

tampão Hanks contendo gelatina a 0,1% e como controle do solvente foi utilizado 

DMSO 0,1% no lugar dos EEBd. As amostras foram então misturadas, volume a 

volume, com uma suspensão de M. lysodeikticus a 0,40 mg/mL para avaliação da 

redução a D.O. desta suspensão, como já descrito anteriormente. A atividade da 

enzima foi avaliada através da diferença entre as D.O. iniciais e finais. Através 

destes resultados foi possível determinar a porcentagem de inibição da atividade 
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redução da D.O. pela amostra de EEBd durante 15 minutos   x 100 
redução da D.O. pelo controle do solvente durante 15 minutos 

 

catalítica da lisozima, a qual foi calculada em relação ao controle do solvente (DMSO 

0,1% no lugar da amostra, e que representa 100% de atividade da enzima), segundo 

a equação: 

 
(%) inibição = 100 –  

 
 
Os valores de porcentagem de inibição obtidos para cada concentração do 

EEBd foram utilizados para a determinação do valor de CI50
lisozima isolada 

(concentração do EEBd capaz de inibir em 50% a atividade da enzima lisozima 

isolada), o qual foi calculado através da utilização de regressão não linear e 

expresso como média ± desvio padrão.  

O efeito do EEBd sobre a atividade da enzima lisozima isolada foi averiguado 

em oito experimentos diferentes, realizados em duplicada e para a análise 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 está 

relacionada com a inibição da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), enzima 

chave do metabolismo oxidativo dos neutrófilos. 

A avaliação da atividade da MPO foi realizada através da quantificação do 

produto (HOCl) formado pela interação da mieloperoxidase com o seu substrato, o 

peróxido de hidrogênio (H2O2).  

 

H2O2           
MPO           HOCl 

 

O princípio deste método consiste na rápida interação do HOCl (molécula 

instável) com a taurina em excesso presente no meio reacional, formando a taurina 

cloramina (taurina-Cl). A taurina-Cl, por sua vez, é capaz de oxidar o reagente 

tetrametilbenzidina (TMB), permitindo sua quantificação através de leitura 

espectrofotométrica em 630 nm. 

 

H2O2   
MPO       HOCl + taurina              Taurina-Cl + TMB              TMB oxidado (leitura 630 nm) 
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Para avaliar a atividade da MPO dos neutrófilos, primeiramente foi feita uma 

curva com diferentes concentrações de células e de estímulo (ZIops), a fim de se 

determinar a melhor condição experimental, ficando definidas as concentrações de 4 

x 106 células/mL e 2 mg/mL do estímulo ZIops (Apêndice C). Além disso, ensaios 

preliminares revelaram que o DMSO causava interferências na metodologia (Kabeya 

et al., 2013). Então, o EEBd foi solubilizado em etanol e foram realizados ensaios 

adicionais para verificar se diferentes concentrações deste solvente também 

poderiam interferir na metodologia, verificando-se que as concentrações de etanol  

abaixo de 0,1% não interferiram no método. Desta forma, as amostras foram 

solubilizadas em etanol de forma que a concentração final do solvente na reação 

fosse de 0,05% (Apêndice C). Depois de definidas as condições experimentais, foi 

avaliado o efeito do EEBd sobre a atividade da enzima mieloperoxidase dos 

neutrófilos (item 3.11.1), e o efeito do EEBd sobre a atividade “scavenger” de HOCl  

e de Taurina-Cl (item 3.11.2). Também foram realizados ensaios preliminares para 

determinar as concentrações do EEBd a serem utilizadas, de modo que fosse 

possível calcular os valores de CI50.   

 

 

3.11.1 Efeito do EEBd sobre a atividade da enzima mieloperoxidase: avaliação da 

produção de HOCl pelos neutrófilos 

 Os ensaios foram realizados com a incubação das células (4 x 106 células/mL) 

juntamente com diferentes concentrações do EEBd (concentrações finais de 10 / 20 / 

35 / 50 e 75 µg/mL) em meio contendo Hanks com taurina (5 mM). A reação foi 

iniciada com a adição do estímulo ZIops (2 mg/mL) em um volume final de 500 µL. As 

amostras foram incubadas durante 30 min a 37°C e, posteriormente, foi adicionada 

catalase (40 µg/mL) para interromper a reação. 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 quantificação da reação foi realizada adicionando-se em placa de 96 poços 

o sobrenadante da reação juntamente com a solução reveladora contendo TMB (2 

mM) e, após 5 minutos, foi realizada a leitura da absorvância em 630 nm. 

 Como controles deste ensaio foram utilizados: o solvente do EEBd (etanol 

0,05%) no lugar da amostra (controle positivo), a adição de Hanks com gelatina a 

0,1% e catalase no lugar da amostra (controle negativo) e a adição somente do 

tampão Hanks com gelatina a 0,1% no lugar da amostra (espontâneo). Também foi 
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__Abs amostra x 100___                                                        
Abs controle positivo 

 

preparado um branco (contendo apenas o tampão e o TMB), sendo que os valores de 

absorvância referentes ao branco foram subtraídos dos valores das demais amostras. 

Com os valores de absorvância (630 nm) referentes à oxidação do TMB de cada 

amostra foram calculadas as porcentagens de inibição em relação ao controle positivo 

(100% de oxidação do TMB). Os cálculos foram realizados da seguinte forma: 

 
 

% inibição da oxidação TMB = 100 –  
 
 
O EEBd foi testado em cinco diferentes concentrações para a determinação do 

valor de CI50
MPO (concentração que inibe em 50% a produção do HOCl pela MPO), o 

qual foi calculado através da utilização de regressão não linear. O valor de CI50
MPO foi 

expresso como média ± desvio padrão e foi utilizado para avaliar a magnitude da 

inibição desta enzima pelo EEBd. 

 O efeito do EEBd sobre a atividade da MPO dos neutrófilos foi avaliado em 

seis experimentos independentes, com medidas em quadruplicata. Para análise dos 

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

 

 

3.11.2 Avaliação da atividade “scavenger” do EEBd sobre HOCl e Taurina-Cl 

 Para verificar se o EEBd possuía a atividade “scavenger” sobre HOCl e 

taurina-Cl o extrato foi incubado juntamente com concentração conhecida de HOCl 

(presente em água sanitária comercial) ou com taurina-Cl (obtida com a incubação 

prévia de HOCl e taurina), com posterior verificação da alteração da concentração 

desses compostos presentes no meio (através do método de oxidação do TMB). 

Após a quantificação do HOCl na água sanitária comercial e confecção de curva 

padrão da oxidação do TMB por diferentes concentrações de HOCl, foi selecionada a 

concentração de HOCl de 50 µM para ser utilizada nos ensaios de avaliação da 

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

 

3.11.2-1 HOCl  

Para avaliar se o EEBd possuía atividade “scavenger” sobre o HOCl, 

adicionou-se em placas de 96 poços: HOCl (50 µM), juntamente com diferentes 

concentrações do EEBd (1,0 / 2,0 / 3,5 / 5,0 / 7,5 / e 10 µg/mL), as quais foram 
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previamente selecionadas para permitir o cálculo do CI50. Como controle positivo do 

experimento foi adicionado o solvente do extrato (etanol 0,05%) no lugar da amostra. 

Para a confecção do branco nesta etapa foi adicionado apenas o tampão PBS. 

 Após incubação por 10 minutos em temperatura ambiente (tempo para o 

EEBd interagir com o HOCl presente no meio), foi adicionado em todos os tubos 

solução de PBS contendo taurina (5 mM), seguido de incubação por mais 10 

minutos em temperatura ambiente. Nesta etapa, o HOCl residual (que não 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 após 5 

minutos foi realizada a leitura espectrofotométrica em 630 nm. O valor de 

absorvância obtido pelo branco foi subtraído dos valores das demais amostras. 

Com os valores de absorvância referentes à oxidação do TMB de cada amostra 

foram calculadas as porcentagens de inibição da oxidação do TMB em relação ao 

controle positivo (100% de oxidação do TMB). Os cálculos foram realizados da 

seguinte forma: 

 
% inibição da oxidação TMB = 100 –  
 
 

O EEBd foi testado em seis diferentes concentrações para a determinação do 

valor de CI50
HOCl (concentração que  reduz em 50% o HOCl presente no meio), o qual 

foi calculado através da utilização de regressão não linear. O valor de CI50
HOCl foi 

expresso como média ± desvio padrão e foi utilizado para avaliar a intensidade da 

atividade “scavenger” do EEBd em relação ao HOCl. 

 O efeito do EEBd sobre a atividade “scavenger” de HOCl foi avaliado em quatro 

experimentos independentes, com medidas em quadruplicata. Para análise dos 

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

 

3.11.2-2 Taurina-Cl 

Para avaliar se o EEBd possuía atividade “scavenger” sobre a taurina-Cl, 

adicionou-se em placas de 96 poços: HOCl (50 µM), juntamente com tampão PBS 

contendo 5 mM de taurina, os quais foram incubados em temperatura ambiente durante 

10 minutos para que todo HOCl reagisse com a taurina e produzisse a taurina-Cl. Após 

incubação foram adicionadas as diferentes concentrações do EEBd (5 / 10 / 20 / 30 / 40 

e 50 µg/mL), as quais foram previamente selecionadas para permitir o cálculo do CI50. 

___Abs amostra x 100__                                                                
Abs controle positivo 
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_Abs amostra x 100 __                                                          
Abs controle positivo 

 

Como controle positivo e branco foram adicionados, respectivamente, o solvente do 

extrato (etanol 0,05%) e o tampão PBS no lugar da amostra. 

 Após incubação por 10 minutos em temperatura ambiente (tempo para o EEBd 

interagir com a taurina-Cl presente no meio), foi adicionado o revelador contendo TMB, 

o qual é oxidado pela taurina-Cl residual (que não interagiu com o EEBd) e, após 5 

minutos, foi realizada a leitura espectrofotométrica em 630 nm. O valor de absorvância 

obtido pelo branco foi subtraído dos valores das demais amostras. 

Com os valores de absorvância referentes à oxidação do TMB de cada amostra 

foram calculadas as porcentagens de inibição da oxidação do TMB em relação ao 

controle positivo (100% de oxidação do TMB). Os cálculos foram realizados da 

seguinte forma: 

 
% inibição da oxidação TMB = 100 –  
 
 
O EEBd foi testado em seis diferentes concentrações para a determinação do 

valor de CI50
tau-Cl (concentração que reduz em 50% a taurina-Cl presente no meio), o 

qual foi calculado através da utilização de regressão não linear. O valor de CI50
tau-Cl foi 

expresso como média ± desvio padrão 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 

quatro experimentos independentes, com medidas em quadruplicata. Para análise dos 

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

 

 

3.12 Efeito do EEBd sobre a atividade microbicida dos neutrófilos 

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 suspensões de neutrófilos (1 x 106 células/mL) foram adicionados: 

diferentes concentrações de EEBd (10 e 50 µg/mL, sendo a primeira referente à 

concentração próxima da CI50
QL e a última referente à maior concentração do extrato 

obtidas nos ensaios de QL); o solvente das amostras (DMSO a 0,1%); o tampão Hanks 

contendo gelatina a 0,1% (controle) ou DPI (inibidor do complexo enzimático da NADPH 

oxidase) (1 µM). Após incubação a 37°C durante 15 minutos, foi adicionada uma 

suspensão de Candida albicans (ATCC 64548) na concentração final de 0,6 x 106 ufc/mL 
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__Abs amostra x 100__                                              
Abs controle positivo 

e as células foram transferidas para agitador mecânico tipo “shaker” a 37°C durante 2 

horas para a realização da fagocitose e destruição do patógeno. Posteriormente, os tubos 

foram centrifugados a 3220 x g durante 5 minutos e o sedimento lavado com tampão 

PBS nas mesmas condições. Os neutrófilos foram lisados com Triton X-100 a 1% e a 

levedura foi lavada duas vezes com NaCl a 0,9% (centrifugação a 3220 x g durante 5 

minutos). Ao sedimento foi adicionado solução de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difenil) tetrazólio] (0,5 mg/mL em tampão de RPMI) e, a seguir, foi colocado em 

incubação a 37°C durante 4 horas ao abrigo da luz. As leveduras viáveis são capazes de 

reduzir o MTT, formando o metabólito insolúvel formazan, o qual possui coloração roxa e 

precipita no interior das células. Desta forma, a viabilidade da C. albicans pode ser 

considerada proporcional à leitura de absorvância 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 alíquota de 100 µL foi adicionada em placa de 96 poços 

onde foi realizada e leitura da absorvância em 545 nm. Como controles do experimento, 

suspensões de C. albicans (0,6 x 106 ufc/mL) foram incubadas com tampão Hanks 

contendo gelatina a 0,1% (controle positivo) e com as diferentes concentrações do EEBd 

(10 e 50 µg/mL) na ausência de neutrófilos. Como branco, uma solução de MTT (0,5 

mg/mL em tampão de RPMI) foi incubada a 37°C durante 4 horas ao abrigo da luz. Após 

centrifugação (3220 x g durante 5 minutos), foi adicionado DMSO e uma alíquota de 100 

µL foi transferida para placa de 96 poços onde foi realizada a leitura da absorvância em 

545 nm. A absorvância referente ao branco foi subtraída das demais amostras. Com os 

valores de absorvância (545 nm) de cada amostra, foram calculadas as porcentagens de 

morte de C. albicans em relação ao controle positivo (100% de viabilidade) de cada 

experimento. Os cálculos foram realizados da seguinte forma: 

 
% morte C. albicans = 100 –  
 

O efeito do EEBd sobre a atividade microbicida dos neutrófilos foi avaliado em 

cinco experimentos independentes com medidas em duplicata. Para análise dos 

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

de suas atividades antioxidantes  

 

 

3.13.1 Obtenção de compostos isolados de Baccharis dracunculifolia 

A obtenção de alguns compostos conhecidamente presentes no extrato da B. 

dracunculifolia foi realizada em colaboração com o laboratório de farmacognosia da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto (FCFRP-USP). Alguns 

compostos fenilpropanoides foram adquiridos comercialmente e fornecidos pelo prof. Dr. 

Fernando Batista Costa, são eles: ácidos cafeico, cumárico ferúlico e cinâmico; enquanto 

os flavonoides aromadendrina-4′-metil éter (AME), isosacuranetina e hispidulina foram 

isolados do próprio Extrato de Baccharis dracunculifolia no laboratório de farmacognosia 

da FCFRP-USP pela doutoranda Cristiane Teixeira Vilhena Bernardes, através de 

metodologia desenvolvida pela própria aluna. O isolamento dos flavonoides foi realizado 

por meio da associação de diversos métodos cromatográficos. Os compostos isolados e 

purificados foram submetidos a procedimentos que confirmaram a identificação dos 

flavonoides. Os cálculos de pureza apontaram que todos os compostos foram isolados 

com pureza acima de 95%, permitindo o uso destes nos ensaios biológicos com os 

neutrófilos estimulados (Bernardes et al., 2012). 

 

 

3.13.2 Avaliação da atividade antioxidante de algumas substâncias presentes no 

extrato de Baccharis dracunculifolia através de ensaios de quimioluminescência (QL) 

A atividade antioxidante das substâncias isoladas frente aos neutrófilos 

estimulados foi avaliada através de ensaios de quimioluminescência dependente de 

luminol (QLlum) e de lucigenina (QLluc). Para isso, diferentes concentrações de 

cada composto foram incubadas com os neutrófilos nas mesmas condições dos 

ensaios de QL realizados para o EEBd (Figueiredo-Rinhel et al., 2013). Tanto para 

os ensaios de QLlum quanto para os de QLluc, foram realizados ensaios 

preliminares para determinar as concentrações de cada composto a serem 

utilizadas, de modo que fosse possível calcular os CI50 (concentração de cada 

composto que inibe em 50% a produção da QL pelos neutrófilos).   

Para a realização dos ensaios de QL, aos tubos de reação foram adicionados: a 

suspensão de neutrófilos (1,0 x 106 células/mL), as amostras de ácido cafeico (5/ 10/ 
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50/ 100/ 250 e 500 µM), ácido ferúlico, ácido cumárico (10/ 50/ 100/ 250/ 500 e 1000 

µM), ácido cinâmico (300/ 600/ 900/ 1200 e 1500 µM), AME (0,5/ 1,0/ 2,5/ 5,0/ 10/ 30/ 

50 e 100 µM), isosacuranetina (0,5/ 1,0/ 2,5/ 5,0/ 10/ 50 e 1000 µM) ou hispidulina (0,5/ 

1,0/ 2,5/ 5,0/ 10/ 30 e 50 µM) e as sondas luminol ou lucigenina (1,0 x 10-4 mol/L). Após 

incubação de 3 minutos a 37°C, foi adicionado o estímulo ZIops (1 mg/mL) ou a solução 

de Hanks com gelatina a 0,1% (controle sem estímulo - espontâneo) e, imediatamente a 

seguir, foram medidas as QLlum ou QLluc como já descrito anteriormente. Os valores 

entre parênteses representam as concentrações finais dos compostos no meio 

reacional. Como controle positivo do ensaio (100% de formação das espécies reativas 

de oxigênio - 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 análise dos resultados empregou-

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

 

 

3.14 Incorporação do EEBd e do ácido cafeico em vesículas lipossômicas e 

avaliação de suas atividades antioxidantes sobre os neutrófilos 

Uma vez constatado que o ácido cafeico possui um grande potencial para ser 

um bom marcador químico da atividade antioxidante do extrato, esta substância foi 

escolhida para dar prosseguimento aos estudos. 

  

 

3.14.1 Preparo e caracterização dos lipossomas contendo EEBd e ácido cafeico 

Foram preparadas vesículas lipossômicas unilamelares compostas de 

fosfatidilcolina de soja e colesterol (PC:CHOL) em proporção de massa de 5:1, uma vez 

que estudos prévios demonstraram que nestas condições os lipossomas formados são 

adequados para utilização em meio biológico (Landi-Librandi et al., 2012b). Para tanto, 

uma solução etanólica dos lipídeos (800 µL de PC e CHOL), contendo DMSO ou as 

amostras (EEBd na concentração de 6,25 mg/mL ou ácido cafeico na concentração de 

98,75 mM), foi injetada de forma controlada (1-3 µL/s) em excesso de NaCl a 0,9% (10 

mL) em temperatura entre 55 e 59ºC sob agitação (Oliveira et al., 2005). Após 

ultracentrifugação (UC) das vesículas, o material não encapsulado (sobrenadante) foi 

removido e a eficiência da incorporação foi determinada pela medida da absorvância a 

322 nm para o EEBd e a 324 nm para o ácido cafeico (pico de absorvância das 
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amostras) após rompimento das vesículas com excesso de etanol, de acordo com a 

fórmula: 

 
Eficiência de incorporação (%) =  

 

Após confecção de curva padrão das amostras (Apêndice D), foi possível 

determinar as concentrações das amostras incorporadas nos lipossomas após a 

ultracentrifugação. A caracterização físico-química das vesículas foi feita pela 

determinação do diâmetro e do potencial zeta das partículas utilizando-se medidas 

de espalhamento de luz (Laser Light Scattering). Foram realizados quatro 

experimentos independentes, com medidas em duplicata e para a análise dos 

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

 

 

3.14.2 Avaliação da atividade antioxidante dos lipossomas contendo EEBd e ácido 

cafeico sobre o metabolismo oxidativo dos neutrófilos: ensaios de QL  

Os ensaios de QL para as amostras incorporadas nos lipossomas foram 

realizados da mesma maneira que para formas livres. Em síntese: aos tubos 

adicionou-se a suspensão de neutrófilos (1,0 x 106 células/mL), a suspensão de 

lipossomas contendo EEBd (1,25/ 2,5/ 5/ 10/ 20/ 30 e 40 µM) ou suspensão de 

lipossomas contendo ácido cafeico (1,0/ 2,5/ 5/ 10/ 25/ 50 e 75 µM) e as sondas 

luminol ou lucigenina (1,0 x 10-4 mol/L). Após incubação (3 min., 37°C), foi 

adicionado o ZIops (1 mg/mL) ou a solução de Hanks com gelatina a 0,1% (controle 

sem estímulo - espontâneo) e medidas as QLlum ou QLluc, como já descrito 

anteriormente. Como controle foi medida a QL utilizando-se lipossomas contendo 

apenas o solvente (DMSO) no lugar da amostra. Os valores entre parênteses 

representam as concentrações finais dos compostos.  

Os valores de CI50, das amostras incorporadas nos lipossomas, foram 

expressos como médias ± desvio padrão e foram comparados aos valores de CI50 

das amostras na forma livre, a fim de avaliar se a incorporação nas vesículas 

lipossômicas altera de alguma forma a atividade antioxidante do EEBd e do ácido 

cafeico. Para cada amostra, foram realizados seis experimentos independentes, com 

medidas em duplicata e para a análise dos resultados empregou-se o software 

GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.). 

__Abs suspensão lipossomas após UC x 100__ 
Abs suspensão lipossomas antes UC 
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3.15 Efeito terapêutico do EEBd e do ácido cafeico em modelo animal de artrite 

 Para verificar se os efeitos antioxidantes do EEBd e do ácido cafeico (tanto na 

forma livre como incorporados nos lipossomas), observados nos ensaios celulares 

com neutrófilos ativados, podem apresentar algum efeito benéfico para o processo 

inflamatório 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 Ribeirão Preto da Universidade 

de São Paulo. Os animais foram mantidos no biotério da FCFRP à temperatura de 

aproximadamente 25°C, ciclo claro/escuro 12/12 horas, com alimento e hidratação 

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 Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirão 

Preto da Universidade de São Paulo (Anexo C).  

A indução local da artrite foi realizada através de metodologia originalmente 

descrita por Keystone (1977), na qual se utiliza injeção intra-articular de zimosan (ZI) 

para induzir intensa reação inflamatória na articulação do joelho dos ratos. A 

metodologia utilizada neste trabalho foi adaptada de Kanashiro e colaboradores (2009). 

Após padronização da concentração de ZI para a indução da artrite e do 

tempo de tratamento dos animais (Apêndice E), ficou estabelecido que a artrite seria 

induzida com 300 µg de ZI por articulação e que o tratamento dos animais seria 

realizado 1h antes da indução da artrite. 

Os animais receberam, através de injeção intraperitoneal, os tratamentos com as 

amostras ou controles e após 1h houve a indução da artrite. Para isso, os animais foram 

anestesiados e 300 µg de ZI foi aplicado em cada articulação. Depois de decorrido o 

período de 6 horas da indução da artrite os animais foram eutanasiados, o líquido 

sinovial foi coletado e os parâmetros inflamatórios foram avaliados. Os parâmetros 

inflamatórios utilizados foram: o edema das articulações (através da medida do 

diâmetro transversal da articulação antes do processo ser realizado e depois de 

decorrido o tempo de 6 horas da indução da artrite), as células inflamatórias presentes 

no lavado sinovial (através da contagem, em câmara de Neubauer, do número de 

neutrófilos e de células totais) e a quantidade de citocinas inflamatórias presentes no 

lavado sinovial (TNF-α, IL-6 e IL-1β), através da utilização de kits de ELISA.  
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3.15.1 Efeito do EEBd e do ácido 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 ácido cafeico (n= 7) foram injetadas no peritônio dos animais 1 

hora antes da indução da artrite. Como controles do ensaio foram utilizados grupos 

tratados apenas com o solvente das amostras (DMSO, n= 7) e com a droga padrão 

(dexametasona 4 mg/Kg, n= 5).  Após o período de 6 horas os animais foram 

eutanasiados e os parâmetros inflamatórios foram avaliados. Para a análise dos 

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

 

 

3.15.2 Efeito do EEBd e do ácido cafeico incorporados em lipossomas sobre o 

modelo animal de artrite 

Também foram avaliados os efeitos do EEBd e do ácido cafeico incorporados 

nos lipossomas no modelo animal de artrite. A dose 9,0 mg/Kg de EEBd e de 3,0 

mg/Kg de ácido cafeico (quantidades máximas dos compostos incorporados nos 

lipossomas) foram injetadas nos animais (n= 12 para o EEBd e n= 11 para o ácido 

cafeico) 1 hora antes da indução 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). Após o período de 6 horas os 

animais foram eutanasiados e os parâmetros inflamatórios foram avaliados. Para a 

análise 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 etanólico das folhas de 

Baccharis dracunculifolia (EEBd), que apresentou a maior inibição do metabolismo 

oxidativo de neutrófilos em estudos prévios de quimioluminescência, 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 quimioluminescência dependente de luminol 

quanto a quimioluminescência dependente de lucigenina de forma dependente da 

concentração, sendo que o EEBd referente à amostra colhida no mês de maio/07 foi 

o que apresentou a maior atividade antioxidante (Figueiredo, 2010; Figueiredo-

Rinhel et al., 2013). Depois de verificar a atividade antioxidante do EEBd sobre os 

neutrófilos este trabalho deu continuidade à investigação da atividade anti-

inflamatória e/ou imunomoduladora deste extrato. 

  

 

4.1 Efeito do EEBd sobre a fagocitose de neutrófilos: avaliação da capacidade 

fagocítica e do índice fagocítico 

O ensaio de fagocitose avaliou se o EEBd possuía alguma ação sobre a 

capacidade dos neutrófilos de reconhecer e fagocitar as partículas do estímulo 

(ZIops). Para isso, foi utilizada a maior concentração dos ensaios prévios de QL (50 

µg/mL) e a concentração próxima da CI50
QL (10 µg/mL). Após tratamento com os 

compostos e incubação com o estímulo, as células foram analisadas em microscópio 

óptico para avaliação da quantidade de neutrófilos fagocíticos e quantidade de 

partículas de ZIops fagocitadas por neutrófilo (Figura 6). 
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Figura 6: Neutrófilos humanos incubados com os diferentes controles ou diferentes 

concentrações de EEBd. Fotos obtidas após o processo de fagocitose de ZIops 
durante 1 hora a 37°C. As setas indicam algumas partículas de ZIops fagocitadas 
pelas células. Imagens obtidas por microscopia óptica de 1 experimento e 
representativas de outros dois realizados em duplicata. Controle negativo: células 
incubadas com 20 µM citocalasina B; controle positivo: células incubadas com 
solução de Hanks contendo gelatina a 0,1%; controle solvente: células incubadas 
com o solvente das amostras (DMSO a 0,1%). Abreviaturas: EEBd: Extrato Etanólico 
das folhas de Baccharis dracunculifolia, ZIops: Zimosan opsonizado. 
 

 

4.1.1 Efeito do EEBd sobre a capacidade fagocítica dos neutrófilos 

 A capacidade fagocítica avalia a porcentagem de neutrófilos que, após 

tratamento com os diferentes compostos (controles e diferentes concentrações do 

EEBd), permanecem com a capacidade de reconhecer e englobar as partículas do 

estímulo, ou seja, são capazes de realizar a fagocitose do ZIops. 

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

estão representados na Figura 7.   
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Figura 7: Efeito de diferentes concentrações de EEBd sobre a capacidade fagocítica 

de neutrófilos humanos (1 x 106 células/mL) após estimulação com 1 mg/mL de 
zimosan opsonizado durante 1 hora a 37°C. Os dados são expressos como média ± 
desvio padrão de três experimentos independentes realizados em duplicata. 
Controles: (-): células incubadas com 20 µM citocalasina B; (+): células incubadas 
com solução de Hanks contendo gelatina a 0,1%; DMSO: células incubadas com o 
solvente das amostras (DMSO a 0,1%). Abreviatura: EEBd: Extrato Etanólico das 
folhas de Baccharis dracunculifolia, DMSO: dimetilsulfóxido. 

 

Os dados mostram que o EEBd analisado não possui efeito sobre a 

capacidade fagocítica dos neutrófilos estimulados com ZIops 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 condições 

experimentais, o extrato não interfere na capacidade dos neutrófilos de reconhecer e 

englobar as partículas do estímulo presentes no meio reacional. 

 

 

4.1.2 Efeito do EEBd sobre o índice fagocítico dos neutrófilos 

 O índice fagocítico expressa a quantidade média de partículas do estímulo 

que são fagocitadas pelos neutrófilos fagocíticos após tratamento com os diferentes 

compostos (controles e diferentes concentrações do EEBd). 

 A Figura 8 mostra o índice fagocítico das células tratadas com as diferentes 

concentrações do extrato em relação aos controles.   
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Figura 8: Efeito de diferentes concentrações de EEBd sobre o índice fagocítico de 
neutrófilos humanos (1 x 106 células/mL) após estimulação com 1 mg/mL de 
zimosan opsonizado durante 1 hora a 37°C. Os dados são expressos como média ± 
desvio padrão de três experimentos independentes realizados em duplicata. 
Controles: (-): células incubadas com 20 µM citocalasina B; (+): células incubadas 
com solução de Hanks contendo gelatina a 0,1%; DMSO: células incubadas com o 
solvente das amostras (DMSO a 0,1%). Abreviaturas: EEBd: Extrato Etanólico das 
folhas de Baccharis dracunculifolia, DMSO: dimetilsulfóxido. 

 

Os resultados mostram que não houve diferença significativa entre as diferentes 

concentrações do EEBd e os controles: positivo (Hanks com gelatina a 0,1%) e solvente 

(DMSO 0,1%), revelando que, nestas condições experimentais, o extrato não possui 

efeito sobre a quantidade de partículas fagocíticas englobadas pelas células. 

 

 

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

 

 

4.2.1 Enzima Elastase 

 

4.2.1-1 Atividade da elastase liberada de neutrófilos após incubação com EEBd 

Para verificar o efeito do extrato sobre o processo de desgranulação da enzima 

elastase dos neutrófilos, foi avaliada a atividade desta enzima liberada pelas células 

após incubação com diferentes concentrações do EEBd. A atividade da enzima foi 

avaliada através da quantificação da degradação do substrato SAAVNA. A Figura 9 

apresenta um perfil representativo da cinética de degradação do substrato SAAVNA 

pela enzima elastase liberada das células. 
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Figura 9: Perfil da cinética de degradação do substrato SAAVNA pela enzima elastase 

liberada de neutrófilos humanos (1 x 106 células/mL) estimulados com fMLP na presença 
de diferentes concentrações do EEBd. A avaliação foi realizada em espectrofotômetro a 
405 nm através da formação do produto p-nitroanilina. Como controle positivo foi utilizado 
o solvente das amostras (DMSO a 0,1%). O espontâneo representa a liberação 
espontânea da elastase por células não estimuladas. Gráfico de um experimento, 
representativo de outros três realizados em quadruplicada. Abreviaturas: DMSO: 
dimetilsulfóxido, EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia, fMLP: 
N-formil-metionil-leucil-fenilalanina, SAAVNA: N-succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida.    

 

Os valores de absorvância no tempo de 30 minutos foram utilizados para o 

cálculo da inibição da atividade da enzima elastase, liberada pelas células, na 

presença das diferentes concentrações do EEBd em relação ao controle positivo 

(Figura 10). 

 

 

Figura 10: Efeito inibitório de diferentes concentrações de EEBd sobre a atividade da 

enzima elastase liberada de neutrófilos humanos (1 x 106 células/mL) estimulados com 
fMLP. A avaliação foi realizada em espectrofotômetro a 405 nm através da formação do 
produto p-nitroanilina a partir da degradação 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 são expressos como média ± desvio padrão de 
quatro experimentos independentes realizados em quadruplicada. Abreviaturas: EEBd: 
Extrato Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia, fMLP: N-formil-metionil-leucil-
fenilalanina, SAAVNA: N-succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida; DMSO: dimetilsulfóxido. 
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Os resultados apresentados mostram que o efeito do extrato sobre a atividade da 

enzima liberada do grânulo foi dependente da concentração, sendo que concentrações 

maiores que 20 µg/mL inibiram a atividade da enzima de forma estatisticamente 

significativa (p<0,01) em relação ao controle positivo.  

Através dos resultados obtidos da porcentagem de inibição, foi calculado o 

valor da concentração do EEBd que inibe 50% da atividade da enzima elastase 

liberada do grânulo (CI50
elastase liberada), sendo este valor igual a 25,87 ± 4,14 µg/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 inibição no processo de desgranulação ou se o EEBd 

possui uma ação direta sobre a atividade catalítica da enzima elastase liberada 

pelos neutrófilos, foi realizado o ensaio no qual utilizou-se apenas o sobrenadante 

das células, rico em elastase, após a realização do processo de desgranulação. 

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 degradação do 

substrato SAAVNA pela enzima elastase previamente liberada e tratada com as 

diferentes concentrações do extrato, enquanto a Figura 12 mostra o efeito inibitório 

das diferentes concentrações do extrato sobre a enzima no tempo de 30 minutos.    

 
Figura 11: Perfil da atividade da enzima elastase previamente liberada de neutrófilos 
humanos (1 x 106 células/mL) após tratamento com diferentes concentrações do 
EEBd. A avaliação foi realizada em espectrofotômetro a 405 nm através da formação 
do produto p-nitroanilina a partir da degradação do substrato SAAVNA. Como controle 
positivo foi utilizado o solvente das amostras (DMSO a 0,1%). O espontâneo 
representa a liberação espontânea da elastase por células não estimuladas. Gráfico 
de um experimento, representativo de outros três realizados em quadruplicada. 
Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido, EEBd: Extrato Etanólico das folhas de 
Baccharis dracunculifolia, SAAVNA: N-succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida.    
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Figura 12: Efeito inibitório de diferentes concentrações de EEBd sobre a atividade 

catalítica da enzima elastase previamente liberada de neutrófilos humanos (1 x 106 
células/mL). A avaliação foi realizada em espectrofotômetro a 405 nm através da 
formação do produto p-nitroanilina a partir da degradação do substrato SAAVNA no 
tempo de 30 minutos. Valores de % de inibição calculados em relação ao controle 
positivo (DMSO 0,1%). Os dados são expressos como média ± desvio padrão de 
quatro experimentos independentes realizados em quadruplicada. Abreviaturas: 
EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia, SAAVNA: N-succinil-
Ala-Ala-Val-p-nitroanilida, DMSO: dimetilsulfóxido. 

 

A análise dos dados revelou que o efeito do extrato sobre a atividade da enzima 

foi dependente da concentração e as concentrações maiores que 35 µg/mL inibiram a 

atividade da enzima de forma estatisticamente significativa (p<0,01) em relação ao 

controle positivo. É importante salientar que as concentrações do EEBd necessárias 

para inibir a atividade da enzima já presente no meio extracelular foram maiores que as 

necessárias para inibir a atividade da enzima liberada na presença do extrato.  

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

elastase previamente liberada (CI50 
atividade elastase), sendo este valor igual a 34,34 ± 

3,50 µg/mL. 

 

 

4.2.2 Enzima lisozima 

 

4.2.2-1 Atividade da lisozima liberada de neutrófilos após incubação com EEBd 

Neste ensaio, os neutrófilos foram incubados com diferentes concentrações do 

EEBd e estimulados para liberação da enzima lisozima presente nos grânulos. Após 

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

através da redução da D.O. de uma suspensão de Micrococcus lysodeikticus.  
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A Figura 13 representa a atividade da enzima lisozima liberada pelos neutrófilos 

após a incubação com as diferentes concentrações do EEBd ou com os controles.   

Pôde-se observar que não houve diferença significativa entre o controle 

positivo (tampão Hanks) e o controle do solvente (DMSO 0,1%), mostrando que, 

nessas condições, o solvente não interfere na metodologia. Desta forma, a avaliação 

do efeito das diferentes concentrações do EEBd foi realizada em comparação ao 

controle do solvente. 

 

 

Figura 13: Atividade da enzima lisozima liberada por neutrófilos humanos (2 x 106 

células/mL) ativados por 0,5 mg/mL de zimosan opsonizado após incubação com 
diferentes concentrações do EEBd durante 45 minutos. A atividade da enzima foi 
avaliada pela redução da D.O. de uma suspensão de M. lysodeikticus durante 15 
minutos a 450 nm. Como controles foram utilizados o tampão (Hanks) e solvente das 
amostras (DMSO a 0,1%). Os dados são expressos como média ± desvio padrão de 
oito experimentos independentes realizados em duplicada. Abreviaturas: PMNs: 
leucócitos polimorfonucleares, DMSO: dimetilsulfóxido, D.O.: densidade óptica, 
EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia. Análise estatística:* 
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 

neutrófilos de forma dependente da concentração e que a incubação das células com 

concentrações do extrato maiores que 25 µg/mL inibiram a atividade da enzima de 

forma estatisticamente significativa (p < 0,01). 

Através dos resultados de atividade da enzima liberada após a incubação 

com as diferentes concentrações do EEBd, foram calculados os valores de 

porcentagem de inibição da atividade da enzima liberada em relação ao controle do 

solvente (100% de atividade) (Figura 14). 
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Figura 14: Inibição da atividade da enzima lisozima liberada por neutrófilos humanos 

(2 x 106 células/mL) previamente incubados com diferentes concentrações de EEBd 
após 45 minutos de estimulação. A atividade da enzima foi avaliada pela redução da 
D.O. de uma suspensão 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 são expressos como média ± desvio padrão de 
oito experimentos independentes realizados em duplicada. Abreviaturas: PMNs: 
leucócitos polimorfonucleares, DMSO: dimetilsulfóxido, D.O.: densidade óptica, 
EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia.  
 

Através dos resultados de porcentagem de inibição obtidos, foi calculado o valor 

da concentração do EEBd que inibe 50% da atividade da enzima lisozima liberada 

pelos neutrófilos (CI50
lisozima liberada), sendo este valor igual a 82,82 ± 7,99 µg/mL. 

Este resultado mostra que a incubação das células com o EEBd, antes do 

processo de desgranulação, resulta em inibição da atividade da enzima liberada. 

Este efeito pode ser devido tanto à inibição do processo de desgranulação quanto à 

inibição da atividade catalítica da enzima liberada no meio extracelular.  

 

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

Este ensaio foi realizado para verificar se o EEBd possui efeito sobre a 

atividade catalítica da enzima lisozima. Para isso, a enzima lisozima padrão 

(concentração final de 1400 µg/mL, semelhante à liberada pelas células) foi incubada 

juntamente com as diferentes concentrações do EEBd. Após incubação, a enzima foi 

avaliada quanto à sua capacidade de reduzir a D.O. de uma suspensão de M. 

lysodeikticus da mesma forma que nos ensaios com células. 

Figura 15 representa a atividade da lisozima após incubação com as diferentes 

concentrações de EEBd.  

 

 

TESE

10 25 50 75 100
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

concentração EEBd (g/mL)

In
ib

iç
ã
o

 d
a
 a

ti
v
id

a
d

e
 d

a
 l

is
o

z
im

a

li
b

e
ra

d
a
 p

e
lo

s
 P

M
N

s
 (

%
)



 

    

____________________________________________________ Resultados  55 

  

 

Figura 15: Atividade da enzima lisozima isolada após incubação com diferentes 

concentrações do EEBd. A atividade da enzima foi avaliada pela redução da D.O. de 

uma suspensão de M. lysodeikticus durante 15 minutos a 450 nm. Como controles 

foram utilizados o tampão (Hanks) e solvente das amostras (DMSO a 0,1%). Os 

dados são expressos como média ± desvio padrão de oito experimentos 

independentes realizados em duplicada. Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido, D.O.: 

densidade óptica, EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia. 

Análise estatística: *, ** 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 não interferiu na 

metodologia e que a incubação da enzima com concentrações do EEBd maiores que 25 

µg/mL inibem a atividade da lisozima de forma estatisticamente significativa (p < 0,05).  

Através destes resultados foram calculados os valores de porcentagem de 

inibição da atividade da enzima pelas diferentes concentrações do EEBd em relação 

ao controle do solvente (Figura 16). 
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Figura 16: Inibição da atividade da enzima lisozima após incubação com diferentes 

concentrações de EEBd. A atividade da enzima foi avaliada pela redução da D.O. de 

uma suspensão 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 são expressos como média ± desvio padrão de oito experimentos 

independentes realizados em duplicada. Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido, D.O.: 

densidade óptica, EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia.  

 

Da mesma forma que nos ensaios com células, os resultados mostraram que 

a atividade da enzima lisozima diminui na presença do EEBd de forma dependente 

da concentração. Com os resultados de porcentagem de inibição, foi calculado o 

valor da concentração do EEBd que inibe 50% da atividade da enzima lisozima (CI50
 

atividade lisozima), sendo este valor igual a 83,85 ± 10,91 µg/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: avaliação da 

produção de HOCl pelos neutrófilos 

 Para verificar se o EEBd interfere de forma expressiva sobre a atividade da 

enzima mieloperoxidase (MPO) averiguou-se o efeito de diferentes concentrações 

do extrato sobre a produção do HOCl pela MPO de neutrófilos estimulados.  

 São apresentados nas Figuras 17 e 18 os resultados referentes 

respectivamente à oxidação do TMB pelos derivados do HOCl e os resultados de 

porcentagem de inibição da oxidação do TMB. A porcentagem de inibição foi 

calculada levando-se em consideração o solvente (etanol 0,05%) como controle 

positivo (100% de oxidação do TMB).  
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Figura 17: Valores de absorvância referentes à oxidação do TMB por compostos 

derivados do HOCl produzido pela enzima mieloperoxidase de neutrófilos humanos. As 

barras representam o efeito de diferentes concentrações do EEBd ou controles na 

produção de HOCl pela mieloperoxidase de neutrófilos humanos (4 x 106 células/mL), 

estimulados com zimosan opsonizado (2 mg/mL), com exceção do espontâneo no qual 

não há adição de estímulo (apenas células e tampão Hanks). Controle (+) solvente 

(etanol 0,05%); controle (-): Hanks com gelatina a 0,1% com a adição de catalase no 

início da reação. Resultados expressos como média ± desvio padrão de seis 

experimentos realizados em quadruplicata. Abreviaturas: TMB: tetrametilbenzidina; 

HOCl: ácido hipocloroso; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis 

dracunculifolia. Análise estatística: *, ** resultados significativamente diferentes do 

controle positivo, sendo * p < 0,05 e ** p < 0,01 - ANOVA seguido de Dunnett's Multiple 

Comparison Test. 

 

 
Figura 18: Valores de porcentagem de inibição da oxidação do TMB por diferentes 

concentrações do EEBd após incubação com neutrófilos humanos (4 x 106 células/mL) 

estimulados com zimosan opsonizado (2 mg/mL). A porcentagem de inibição foi 

calculada em relação ao controle positivo (100% oxidação do TMB) de cada 

experimento e indica o efeito das diferentes concentrações do EEBd sobre a atividade 

da MPO. Resultados expressos como média ± desvio padrão de seis experimentos 

realizados em quadruplicata. Abreviaturas: TMB: tetrametilbenzidina; EEBd: Extrato 

Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia, MPO: mieloperoxidase.  
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Os resultados mostraram que o EEBd inibiu a oxidação do TMB de forma 

dependente da concentração, indicando que o EEBd pode estar interferindo na MPO das 

células de forma a reduzir a formação do HOCl e de seus derivados. Foi constatado que 

os valores acima de 20 µg/mL já apresentaram uma inibição significativa (p < 0,05) da 

oxidação do TMB. Com os valores de porcentagem de inibição foi possível calcular o 

CI50
MPO do EEBd, que apresentou o valor de 26,64 ± 3,24 µg/mL. 

 Uma vez que este ensaio avalia a oxidação do TMB por um composto 

derivado do HOCl (taurina-Cl), além do efeito inibitório sobre a atividade da enzima 

MPO (redução da formação do HOCl no meio), o EEBd pode ter reduzido a oxidação 

do TMB através de atividade “scavenger” (sequestradora), tanto sobre o HOCl como 

sobre a taurina-Cl formados durante a reação.  

 

 

4.3.2 Avaliação da atividade “scavenger” do EEBd sobre HOCl e Taurina-Cl  

Estes ensaios foram realizados com a intenção de verificar se o EEBd possui 

atividade sequestradora de HOCl e taurina-Cl, e desta forma tentar esclarecer se os 

resultados de inibição da oxidação do TMB apresentados anteriormente são devidos à 

inibição da MPO dos neutrófilos (redução da produção do HOCl no meio) ou se são 

devidos à captura dos intermediários da reação (HOCl e taurina-Cl) responsáveis pela 

oxidação do TMB. 

 

4.3.2-1 HOCl 

Para verificar se o EEBd possui efeito “scavenger” sobre o HOCl, o extrato foi 

incubado juntamente com HOCl e, posteriormente, foi adicionada a taurina no meio 

para reagir com o HOCl residual e formar a taurina-Cl que foi responsável pela 

oxidação do TMB.  

A Figura 19 mostra os valores de absorvância referentes à oxidação do TMB.  
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Figura 19: Valores de absorvância referentes à oxidação do TMB pela taurina-Cl 

formada através da interação da taurina com HOCl residual, após incubação do 

HOCl com as diferentes concentrações do EEBd. Como controle positivo (+) foi 

utilizado etanol a 0,05%. Resultados expressos como média ± desvio padrão de 

quatro experimentos realizados em quadruplicata. Abreviaturas: TMB: 

tetrametilbenzidina; HOCl: ácido hipocloroso; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de 

Baccharis dracunculifolia. Análise estatística: resultados significativamente diferentes 

do controle positivo: * p < 0,01 - ANOVA seguido de Dunnett's Multiple Comparison 

Test. 

 

Pode-se observar que houve uma redução da oxidação do TMB com o 

aumento da concentração do EEBd e que todos os valores testados apresentaram 

uma redução significativa da oxidação do TMB em relação ao controle positivo (p < 

0,01).  

De posse dos valores de absorvância das diferentes concentrações da 

amostra e do controle, foram calculados os valores de porcentagem de inibição da 

oxidação do TMB, cujos resultados estão presentes na Figura 20. 
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Figura 20: Valores de porcentagem de inibição da oxidação do TMB pelas diferentes 

concentrações do EEBd, após interação com o HOCl presente no meio. A porcentagem 

de inibição foi calculada em relação ao controle positivo (etanol a 0,05%) de cada 

experimento. Resultados expressos como média ± desvio padrão de quatro 

experimentos realizados em quadruplicata. Abreviaturas: TMB: tetrametilbenzidina; 

HOCl: ácido hipocloroso; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis 

dracunculifolia. 

 

Os valores de porcentagem de inibição permitiram o cálculo do CI50
HOCl 

(concentração que reduz em 50% o HOCl presente no meio), que foi de 4,0 ± 0,1 

µg/mL.  

 

4.3.2-2 Taurina-Cl 

Para verificar se o EEBd possui efeito “scavenger” sobre a taurina-Cl, o extrato 

foi incubado na presença da taurina-Cl (formada pela incubação prévia do HOCl 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 absorvância referentes à oxidação do TMB 

pela taurina-Cl após a interação com o EEBd.  
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Figura 21: Valores de absorvância referentes à oxidação do TMB pela taurina-Cl 

residual, após incubação deste composto com as diferentes concentrações do EEBd. 

Como controle positivo (+) foi utilizado o etanol a 0,05%. Resultados expressos como 

média ± desvio padrão de quatro experimentos realizados em quadruplicata. 

Abreviaturas: TMB: tetrametilbenzidina; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de 

Baccharis dracunculifolia. Análise estatística: resultados significativamente diferentes 

do controle positivo: * p < 0,01 - ANOVA seguido de Dunnett's Multiple Comparison 

Test. 

 

Pode-se observar que houve inibição do TMB oxidado de forma dependente da 

concentração do EEBd e que todas as concentrações avaliadas reduziram a oxidação 

do TMB de forma significativa em relação ao controle positivo (p < 0,01). 

Através dos valores de absorvância das diferentes concentrações do extrato, 

foram calculados os valores de porcentagem de inibição da oxidação do TMB em 

relação ao controle positivo (100% oxidação do TMB), cujos resultados estão 

presentes na Figura 22. 

Os valores de porcentagem de inibição permitiram o cálculo do CI50
tau-Cl 

(concentração que reduz em 50% a taurina-Cl presente no meio) de 12,78 ± 0,8  

µg/mL. 
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Figura 22: Valores de porcentagem de inibição da oxidação do TMB pelas diferentes 

concentrações do EEBd, após interação com a taurina-Cl presente no meio. A 

porcentagem de inibição foi calculada em relação ao controle positivo (etanol a 

0,05%) de cada experimento. Resultados expressos como média ± desvio padrão de 

quatro experimentos realizados em quadruplicata. Abreviaturas: TMB: 

tetrametilbenzidina; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia.  

 

 

4.4 Efeito do EEBd sobre a atividade microbicida dos neutrófilos 

Este ensaio visou determinar se o EEBd poderia causar alguma influência na 

capacidade dos neutrófilos de destruir os micro-organismos fagocitados. 

Para isso, os neutrófilos foram pré-incubados com diferentes concentrações 

do EEBd (10 e 50 µg/mL) e, posteriormente, foi adicionada uma suspensão de 

Candida albicans ao meio. Após o período de incubação para a realização do 

processo de fagocitose e destruição do micro-organismo, a viabilidade da levedura 

foi avaliada através de ensaios de redução do MTT. 

Os resultados referentes a este ensaio estão demonstrados na Figura 23. 
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Figura 23: Avaliação da viabilidade de 0,6 x 106 ufc/mL de Candida albicans (ATCC 

64548), analisada através do ensaio de redução do MTT, após incubação com diferentes 

amostras na presença e na ausência de neutrófilos humanos. A viabilidade do fungo é 

considerada proporcional à leitura da absorvância em 545 nm. Resultados expressos 

como média ± desvio padrão de cinco experimentos realizados em duplicata. 

Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido; DPI: difenileno-iodônio; EEBd: Extrato Etanólico 

das folhas de Baccharis dracunculifolia; MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil) tetrazólio. Análise estatística: *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 não houve diferença significativa entre o 

controle positivo e os controles das diferentes concentrações do extrato na ausência 

de neutrófilos, indicando que nestas concentrações os EEBd não possuem efeito 

tóxico sobre a C. albicans. Além disso, os resultados demonstraram que houve 

diferenças significativas entre as amostras incubadas na ausência dos neutrófilos e o 

controle Hanks, confirmando a adequabilidade do método, pois na ausência de 

qualquer substância, os neutrófilos são capazes de reconhecer, fagocitar e destruir 

grande parte das leveduras presentes no meio. 

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

morte de C. albicans em relação ao controle positivo de cada experimento (Figura 24). 
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Figura 24: Porcentagem de morte de 0,6 x 106 ufc/mL de Candida albicans (ATCC 

64548), após incubação com neutrófilos humanos (1 x 106 células/mL) previamente 

tratados com diferentes amostras. A porcentagem foi calculada em relação ao controle 

positivo (100% de viabilidade da levedura) de cada experimento. Resultados expressos 

como média ± desvio padrão de cinco experimentos realizados em duplicata. 

Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido; DPI: difenileno-iodônio; EEBd: Extrato Etanólico 

das folhas de Baccharis dracunculifolia. Análise estatística: *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 não há diferenças significativas 

entre a porcentagem de morte do fungo quando os neutrófilos são previamente 

incubados na presença do tampão Hanks e do solvente das amostras (DMSO 0,1%). 

Além disso, pode-se observar que a porcentagem de morte do fungo é diminuída 

com o aumento da concentração do extrato. Apesar disso, a concentração do EEBd 

de 10  µg/mL, próxima à concentração de CI50, nos ensaios de QL, não apresentou 

diminuição significativa na capacidade dos neutrófilos de causar a morte do fungo.  

Também foi observado que quando os neutrófilos são previamente incubados 

com DPI 1 µM, um inibidor irreversível do complexo enzimático da NADPH oxidase, 

ocorre uma redução significativa da porcentagem de morte do patógeno. 

 

 

4.5 Obtenção de compostos isolados de Baccharis dracunculifolia e avaliação 

de suas atividades antioxidantes  

Foram obtidos alguns compostos isolados presentes no EEBd e avaliadas as suas 

atividades antioxidantes sobre o metabolismo oxidativo dos neutrófilos. Para isso, foram 
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utilizados os fenilpropanoides derivados do ácido cinâmico: ácido cafeico, ácido cumárico, 

ácido ferúlico, e o próprio ácido cinâmico (adquiridos comercialmente e fornecidos pelo 

prof. Dr. Fernando Batista Costa do laboratório de farmacognosia da FCFRP-USP) cujas 

estruturas estão apresentadas na Figura 25-A, e os flavonoides aromadendrina-4′-metil 

éter (AME), isosacuranetina e hispidulina (isolados no laboratório de farmacognosia da 

FCFRP-USP), cujas estruturas estão dispostas na Figura 25-B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Estruturas químicas de alguns compostos presentes no extrato de 
Baccharis dracunculifolia. A - Fenilpropanoides: a) ácido cinâmico; b) ácido 
cumárico; c) ácido cafeico; d) ácido ferúlico; B - Flavonoides: a) aromadendrina-4’-
metil-éter - AME; b) isosacuranetina; c) hispidulina. 

 

Todos os compostos obtidos foram submentidos a ensaios de QLlum e QLluc 

nas mesmas condições utilizadas para o EEBd. 

 

 

4.5.1 Quimioluminescência dependente de Luminol (QLlum) 

O ensaio de QLlum avaliou a capacidade das amostras de reduzir todas as 

espécies reativas de oxigênio (ERO) presentes no meio. Através dos resultados de 

porcentagem de inibição das amostras em relação 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 concentrações (Figura 26).   
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Figura 26: Efeito inibitório das diferentes concentrações de flavonoides (AME, 

isosacuranetina e hispidulina) e de fenilpropanoides (ácidos cinâmico, cumárico, cafeico 

e ferúlico) sobre a QLlum, produzida por neutrófilos humanos (1 x 106 células/mL) 

estimulados com 1 mg de zimosan opsonizado. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão de sete experimentos realizados em duplicata. Abreviaturas: QLlum: 

quimioluminescência dependente de luminol; AME: aromadendrina-4’-metil-éter. 

 

Pode-se verificar que, dentre as classes de compostos analisadas, os 

flavonoides inibiram mais a QLlum que os fenilpropanoides em todas as 

concentrações avaliadas. 

Dentre os flavonoides, observa-se um grande efeito inibitório nas 

concentrações iniciais, sendo que este efeito inibitório parece ficar menos intenso 

com o aumento das concentrações. Foi verificada uma maior inibição da QLlum pela 

hispidulina seguido pela AME e isosacuranetina. 

Entre os fenilpropanoides derivados do ácido cinâmico, observou-se que os 

valores de porcentagem de inibição dos compostos que apresentam hidroxilas no 

anel aromático (ácidos cafeico, cumárico e ferúlico) foram expressivamente maiores 

que o valor apresentado pelo ácido cinâmico. 

As porcentagens de inibição da QLlum foram utilizadas para os cálculos das 

CI50 de cada amostra, permitindo a comparação da atividade antioxidante dos 

diferentes compostos (Figura 27). 
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Figura 27: Valores de CI50 (concentração capaz de inibir 50% da QLlum) dos diferentes 

compostos presentes no EEBd (ácido cafeico, ácido cumárico, ácido ferúlico, ácido 

cinâmico, AME, isosacuranetina e hispidulina) sobre a QLlum produzida por neutrófilos 

humanos (1 x 106 células/mL), estimulados com 1 mg/mL de zimosan opsonizado. 

Resultados expressos como média ± desvio padrão de sete experimentos realizados em 

duplicata. Abreviaturas: QLlum: quimioluminescência dependente de luminol; AME: 

aromadendrina-4’-metil-éter, EEBd: extrato etanólico das folhas de Baccharis 

dracunculifolia. Análise estatística: amostras que não compartilham a mesma letra (a, b, 

c) são significativamente diferentes umas das outras; ANOVA seguido de Tukey's 

Multiple Comparison test (p < 0,05). 

 

Pela análise dos valores de CI50, pode-se observar que os flavonoides 

apresentaram valores semelhantes entre si e menores que os valores dos 

fenilpropanoides. Dentre os fenilpropanoides pode-se observar que os ácidos 

cumárico e ferúlico não apresentaram diferenças entre si e que o ácido cafeico 

apresentou valor de CI50 expressivamente menor que os demais compostos.  

Os valores de CI50 dos fenilpropanoides foram: 38,18 ± 9,5 µM para o ácido 

cafeico, 128,1± 27,82 µM para o ácido cumárico, 118,0 ± 20,88 µM para o ácido 

ferúlico e 890,4 ± 140,6 µM para o ácido cinâmico. Já os valores de CI50 dos 

flavonoides foram: 8,49 ± 3,9 µM para a AME; 10,43 ± 2,4 µM para a isosacuranetina 

e 8,16 ± 1,1 µM para a hispidulina.  
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4.5.2 Quimioluminescência dependente de Lucigenina (QLluc) 

O ensaio de QLluc avaliou a capacidade das amostras de reduzir a 

quantidade de ânion superóxido (O2
-) presente no meio.  

Através dos resultados de porcentagem de inibição da QLluc, observou-se 

que, para todos os compostos analisados, a quantidade de O2
- presente no meio 

foi reduzida com o aumento das concentrações das amostras (Figura 28).   

 

 

Figura 28: Efeito inibitório das diferentes concentrações de flavonoides (AME, 

isosacuranetina e hispidulina) e de fenilpropanoides (ácidos cinâmico, cumárico, cafeico 

e ferúlico) sobre a QLluc, produzida por neutrófilos humanos (1 x 106 células/mL) 

estimulados com 1 mg de zimosan opsonizado. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão de sete experimentos realizados em duplicata. Abreviaturas: QLluc: 

quimioluminescência dependente de lucigenina; AME: aromadendrina-4’-metil-éter. 

 

Por fim, para comparar a atividade inibitória da QLluc dos diferentes compostos, 

foram calculados os valores de CI50 de cada amostra (Figura 29).  
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Figura 29: Valores de CI50 (concentração capaz de inibir 50% da QLluc) dos 

diferentes compostos presentes no EEBd (ácido cafeico, ácido cumárico, ácido 

ferúlico, ácido cinâmico, AME, isosacuranetina e hispidulina) sobre a QLluc, produzida 

por neutrófilos humanos (1 x 106 células/mL) estimulados com 1 mg/mL de zimosan 

opsonizado. Resultados expressos como média ± desvio padrão de sete 

experimentos realizados em duplicata. Abreviaturas: QLluc: quimioluminescência 

dependente de lucigenina; AME: aromadendrina-4’-metil-éter, EEBd: extrato etanólico 

das folhas de Baccharis dracunculifolia. Análise estatística: amostras que não 

compartilham a mesma letra (a, b, c, d) são 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 inibição dos radicais ânions superóxidos presentes no meio em relação aos 

fenilpropanoides, e não houve diferença significativa entre os primeiros. Ainda, a 

análise estatística apontou que o ácido cafeico apresentou uma redução da QLluc 

semelhante a apresentada pelos flavonoides. Dentre os fenilpropanoides verificou-se 

que o ácido cafeico apresentou a maior inibição, seguida pelos ácidos cumárico, 

ferúlico e cinâmico.  

Os valores de CI50 para QLluc dos compostos analisados foram: 18,08 ± 6,4 µM 

para o ácido cafeico; 76,88 ± 26,0 µM para o ácido cumárico; 200,4 ± 22,2 µM para o 

ácido ferúlico; 1287 ± 140,0 µM para o ácido cinâmico; 1,47 ± 0,4 µM para a AME; 1,54 

± 0,4 µM para a isosacuranetina e 1,19 ± 0,1 µM 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 ácido cafeico, o qual foi 

utilizado para dar continuidade aos estudos. 

A Tabela 1 mostra os valores de CI50 de todos os compostos isolados avaliados 

tanto para QLlum quanto para QLluc. 

 

Tabela 1 – Atividade antioxidante de compostos isolados presentes no extrato 
etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia, avaliada através de 
quimioluminescência dependente de luminol (QLlum) e de lucigenina (QLluc). Os 
resultados estão expressos na forma de CI50 (concentração capaz de inibir em 50% a 
quimioluminescência). 
 

Composto QLlum (µM)  QLluc (µM) 

Ácido cafeico 38,18 ± 9,5  18,08 ± 6,4 

Ácido p-cumárico 128,1± 27,8  76,88 ± 26,0 

Ácido ferúlico  118,0 ± 20,9  200,4 ± 22,2 

Ácido cinâmico 890,4 ± 140,6  1287 ± 140,0 

Aromadendrina-4′-metil éter 8,49 ± 3,9  1,47 ± 0,4 

Isosacuranetina 10,43 ± 2,4  1,54 ± 0,4 

Hispidulina 8,16 ± 1,1  1,19 ± 0,1 

 

 

4.6 Incorporação do EEBd e do ácido cafeico em vesículas lipossômicas e 

avaliação de suas atividades antioxidantes 

 

 

4.6.1 Preparo e caracterização dos lipossomas contendo EEBd e ácido cafeico 

 Foi realizada a incorporação do EEBd e do ácido cafeico em sistemas 

vesiculares lipossômicos através do método de injeção etanólica e, posteriormente, foi 

determinada a eficiência de incorporação das amostras. A eficiência de incorporação 

foi realizada através de análise espectrofotométrica, comparando-se a absorvância da 

preparação de lipossomas antes da ultracentrifugação (100% dos compostos 

adicionados no meio) com a absorvância da preparação após a ultracentrifugação e 

retirada dos compostos não encapsulados (sobrenadante). Com isso, foi constatado 
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que os lipossomas preparados apresentaram uma eficiência de incorporação do EEBd 

de 33,13 ± 13,9% e do ácido cafeico de 7,4 ± 1,9%. Além da eficiência de 

incorporação, também foram confeccionadas curvas padrão para cada composto 

(Apêndice D), de modo que foi possível determinar a concentração dos compostos 

presentes nos lipossomas formados, sendo a média destes valores de 188,4 ± 45,4 

µg/mL para o EEBd e de 326,7± 30,55 µM (58,9 ± 5,5 µg/mL) para o ácido cafeico. 

A caracterização físico-química dos lipossomas foi realizada a fim de se 

determinar se as vesículas formadas estavam adequadas para a utilização em meio 

biológico. Para isso, a preparação de lipossomas foi avaliada quanto ao tamanho das 

vesículas, índice de polidispersão e potencial zeta, cujos resultados estão apresentados 

na Tabela 2 e na Figura 30.  

 

 

Tabela 2: Caracterização físico-química dos lipossomas contendo EEBd, ácido 

cafeico e o solvente das amostras (DMSO) 
 

Parâmetros 
Lipossomas 

DMSO EEBd 
Ácido 

cafeico 

Diâmetro das vesículas (nm) 117,9 ± 8,9 182,5 ± 9,2 135,3 ± 8,5 

Índice de polidispersão 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 padrão de seis experimentos. Abreviaturas: 

DMSO: dimetilsulfóxido; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia. 
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Figura 30: Gráficos representativos da caracterização físico-química dos lipossomas 

quanto à distribuição do tamanho, após a etapa de ultracentrifugação e retirada dos 

compostos não encapsulados. A- lipossomas preparados apenas com o solvente 

das amostras – DMSO;  B- lipossomas incorporados com EEBd e  C- lipossomas 

incorporados com ácido cafeico. A determinação do diâmetro das partículas foi 

realizada através de medidas de espalhamento de luz (Laser Light Scattering). 

Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de 

Baccharis dracunculifolia. 

 

Os resultados mostraram que as características físico-químicas dos lipossomas, 

contendo o EEBd e o ácido cafeico, ficaram adequadas para a utilização em meio 

biológico uma vez que as vesículas apresentaram um baixo diâmetro, uma distribuição 

de tamanho homogênea (caracterizada pelo baixo índice de polidispersão) e uma 

carga superficial neutra (caracterizada pelo baixo valor do potencial zeta).  

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

metabolismo oxidativo dos neutrófilos estimulados. 

 

 

4.6.2 Avaliação da atividade antioxidante dos lipossomas contendo EEBd e ácido cafeico 

sobre o metabolismo oxidativo dos neutrófilos: ensaios de QL 

Depois de preparar os lipossomas com características físico-químicas 

adequadas para utilização em meio biológico, as preparações foram diluídas de 

forma que as concentrações dos compostos incorporados ficassem próximas das 

concentrações dos compostos livres utilizadas nos ensaios de QL. Foram então 

realizados os ensaios de QL nas mesmas condições utilizadas para o EEBd e o 

ácido cafeico livres. Como controles dos ensaios foram utilizados os lipossomas 

preparados com o solvente das amostras, os quais não apresentaram atividade 

inibitória 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 neutrófilos através dos ensaios de QLlum e QLluc (Figura 31). 

 
Figura 31: Efeito inibitório de diferentes concentrações do EEBd incorporados em 

lipossomas sobre a QLluc e a QLlum, produzida por neutrófilos humanos (1 x 106 

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 padrão de seis experimentos realizados em 

duplicata. Abreviaturas: QL: quimioluminescência; QLlum: quimioluminescência 

dependente de luminol; QLluc: quimioluminescência dependente de lucigenina; 

DMSO: dimetilsulfóxido; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis 

dracunculifolia. 
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 Através dos resultados de porcentagem de inibição, foram calculados os valores 

de CI50 do EEBd incorporado para a QLlum e para a QLluc, sendo estes valores de 

16,38 ± 1,4 e 6,35 ± 1,2 µg/mL, respectivamente. Quando estes valores são 

comparados com os CI50 do EEBd livre (14,18 ± 1,4 µg/mL para QLlum e 6,38 ± 1,4 

µg/mL para QLluc – Apêndice A) constatou-se que, para a QLlum, houve uma pequena 

redução da atividade antioxidante, o que não ocorreu com a QLluc (Figura 32). 

 

 

Figura 32: Comparação entre os valores de CI50 (concentração capaz de inibir 50% 

da QL) do EEBd nas formas livres e incorporados em lipossomas, sobre a QLlum e a 

QLluc produzida por neutrófilos humanos (1 x 106 células/mL), estimulados com 1 

mg de zimosan opsonizado. Resultados expressos como média ± desvio padrão de 

cinco experimentos realizados em duplicata. Abreviaturas: QL: quimioluminescência; 

QLlum: quimioluminescência dependente de luminol; QLluc: quimioluminescência 

dependente de lucigenina; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis 

dracunculifolia. Análise estatística: *amostras estatisticamente diferentes, ANOVA 

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

 

4.6.2-2 Atividade antioxidante dos lipossomas contendo ácido cafeico 

 Da mesma forma que para o EEBd, foi avaliado o efeito dos lipossomas 

contendo o ácido cafeico sobre o metabolismo oxidativo dos neutrófilos, através dos 

ensaios de QLlum e QLluc (Figura 33). 
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Figura 33: Efeito inibitório de diferentes concentrações de ácido cafeico incorporados 

em lipossomas sobre a QLluc e a QLlum produzida por neutrófilos humanos (1 x 106 

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 padrão de seis experimentos realizados em duplicata. 

Abreviaturas: QL: quimioluminescência; QLlum: quimioluminescência dependente de 

luminol; QLluc: quimioluminescência dependente de lucigenina; DMSO: 

dimetilsulfóxido. 

 

Com os resultados de porcentagem de inibição foram calculados os valores 

de CI50 (concentração que inibe 50 % da QL) iguais a 37,33 ± 7,1 µM (ou 6,73 ± 1,3 

µg/mL) para QLlum e 16,14 ± 3,4 µM (ou 2,91 ± 0,6 µg/mL) para QLluc. Estes 

resultados mostraram que valores de CI50 para os lipossomas contendo o ácido 

cafeico foram muito próximos aos valores de CI50 de QLlum e QLluc do composto 

livre, os quais foram de 38,18 ± 9,5 µM (ou 6,88 ± 1,7  µg/mL) para QLlum e 18,08 ± 

6,4 µM (ou 3,26 ± 1,1 µg/mL) para QLluc, indicando que a incorporação do ácido 

cafeico nas vesículas lipossômicas não alterou sua atividade antioxidante frente aos 

neutrófilos estimulados (Figura 34). 
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Figura 34: Comparação entre os valores de CI50 (concentração capaz de inibir 50% 

da QL) do ácido cafeico nas formas livres e incorporados em lipossomas, sobre a 

QLlum e a QLluc produzida por neutrófilos humanos (1 x 106 células/mL), 

estimulados com 1 mg de zimosan opsonizado. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão de cinco experimentos realizados em duplicata. Abreviaturas: QL: 

quimioluminescência; QLlum: quimioluminescência dependente de luminol; QLluc: 

quimioluminescência dependente de lucigenina; Ác. cafeico lipo: ácido cafeico 

incorporado em lipossomas. Análise estatística: não houve diferença significativa entre 

as amostras de QLlum e de QLluc, ANOVA seguido de Bonferroni's Multiple Comparison 

Test (p > 0,05). 

 

 

4.7 Efeito terapêutico do EEBd e do ácido cafeico em modelo animal de artrite 

Após a verificação das atividades antioxidantes do EEBd e do ácido cafeico 

(tanto nas formas livres como incorporados nos lipossomas) sobre o metabolismo 

oxidativo dos neutrófilos, foram realizados ensaios com modelo animal para verificar 

se estes compostos podem apresentar algum efeito benéfico no processo 

inflamatório desenvolvido no quadro da artrite reumatoide. 

Para isso, os animais receberam os tratamentos com as amostras ou 

controles e, após 1 hora, foi induzida a artrite. Depois de 6 horas os animais foram 

eutanasiados, foi medido o edema das articulações e o líquido sinovial foi coletado 

para análise dos parâmetros inflamatórios: presença de células totais e de 

neutrófilos, e presença das citocinas inflamatórias TNF-α, IL-6 e IL1β.  
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4.7.1 Efeito do EEBd  e do ácido cafeico sobre o modelo animal de artrite 

 Neste ensaio, os animais foram tratados com 50 ou 100 mg/Kg de EEBd ou 

com 50 mg/Kg de ácido cafeico. Como controles desses ensaios alguns animais 

foram tratados apenas com o solvente das amostras (DMSO) ou com a droga 

padrão (dexametasona 4 mg/Kg). Após 6 horas da indução da artrite foram 

analisados os parâmetros inflamatórios dos animais. Os resultados a seguir mostram 

o edema desenvolvido nas articulações (Figura 35) e a quantidade de células totais 

e de neutrófilos presentes na sinóvia (Figura 36). 

 

 

Figura 35: Variação no diâmetro das articulações dos animais tratados com os 

diferentes compostos. Os diâmetros das articulações foram medidos antes e após seis 

horas da indução da artrite com 300 µg de zimosan. Resultados expressos como 

média ± desvio padrão. Cada ponto do gráfico representa a medida de uma 

articulação. Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido; EEBd: Extrato Etanólico das 

folhas de Baccharis dracunculifolia. Análise estatística: amostras que não compartilham 

a mesma letra (a, b) são significativamente diferentes umas das outras; ANOVA seguido 

de Tukey's Multiple Comparison test (p < 0,05). 
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Figura 36: Migração de células totais e de neutrófilos para o local da inflamação 

(sinóvia) 6 horas após a indução da artrite com 300 µg de zimosan.  Resultados 

expressos como média ± desvio padrão. Cada ponto do gráfico representa a 

quantidade de células de uma articulação. Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido; 

EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia. Análise estatística: 

amostras que não compartilham a mesma letra (a, b, c / A, B) são significativamente 

diferentes umas das outras, sendo as letras maiúsculas referentes às células totais 

enquanto as letras minúsculas são referentes aos neutrófilos; 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 articulações dos animais quanto a migração de células totais e de 

neutrófilos para a sinóvia e que tanto o EEBd (nas diferentes concentrações) quanto 

o ácido cafeico apresentaram efeitos semelhantes entre si e semelhantes à droga 

padrão, com exceção da migração de neutrófilos, em que a dexametasona 

apresentou uma inibição mais acentuada em relação a todas as amostras. 

Além desses parâmetros, também foi analisada a presença das citocinas 

inflamatórias TNF-α, IL-6 e IL1-β no líquido sinovial dos animais (Figura 37). 
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Figura 37: Concentração das citocinas inflamatórias A) TNF-α, B) IL-6 e C) IL1-β, 

presentes no líquido sinovial dos animais tratados com os diferentes compostos seis 

horas após a indução da artrite com 300 µg de zimosan. Resultados expressos como 

média ± desvio padrão. Cada ponto do gráfico representa a concentração de citocina 

em uma articulação. Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido; EEBd: Extrato Etanólico 

das folhas de Baccharis dracunculifolia. Análise estatística: amostras que não 

compartilham a mesma letra (a, b) são significativamente diferentes umas das outras. 

ANOVA seguido de Tukey's Multiple Comparison test (p < 0,01). 

 

Os resultados mostraram que, embora não se tenha verificado uma diferença 

estatística entre o controle do solvente e as amostras, é possível observar um efeito 

biológico das amostras em reduzir as citocinas inflamatórias presentes no líquido 

sinovial dos animais. Além disso, verifica-se que essa tendência de redução 

aumenta com o aumento da concentração do EEBd e que o ácido cafeico parece ter 

um efeito bastante semelhante ao do EEBd na concentração de 100 mg/Kg. 
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4.7.2 Efeito do EEBd  e do ácido cafeico incorporados em lipossomas sobre o 

modelo animal de artrite 

Após verificar o efeito do EEBd e do ácido cafeico livres no modelo animal de 

artrite, foi averiguado se a incorporação em lipossomas poderia aumentar a eficácia 

desses compostos na redução do processo inflamatório desenvolvido neste modelo. 

Para isso, os animais foram tratados com 9 mg/Kg de EEBd ou com 3,0 mg/Kg 

de ácido cafeico incorporados nos lipossomas. Como controles desses ensaios alguns 

animais foram tratados apenas com o meio dos lipossomas (salina), com lipossomas 

contendo apenas o solvente das amostras (DMSO) e com lipossomas contendo 

quercetina (1,5 mg/Kg). Após 6 horas da indução da artrite, foram analisados os 

parâmetros inflamatórios dos animais. A Figura 38 demonstra o edema desenvolvido 

nas articulações dos animais tratados e dos animais controles, enquanto a Figura 39 

exibe a quantidade de células totais e de neutrófilos que migraram para a sinóvia 

desses animais. 

 

 

Figura 38: Variação no diâmetro das articulações dos animais tratados com controles e 

com diferentes compostos incorporados nos lipossomas (EEBd 9,0 mg/Kg, Ácido cafeico 

3,0 mg/Kg e Quercetina 1,5 mg/Kg). Os diâmetros foram medidos antes e após seis 

horas da indução da artrite com 300 µg de zimosan. Resultados expressos como média 

dos valores. Cada ponto do gráfico representa a medida de uma articulação. 

Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis 

dracunculifolia. Análise estatística: amostras que não compartilham a mesma letra (a, b) 

são significativamente diferentes umas das outras. ANOVA seguido de Tukey's Multiple 

Comparison test (p < 0,05). 
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Figura 39: Migração de células totais e de neutrófilos para o local da inflamação (sinóvia) 

dos animais tratados com os controles e com os diferentes compostos incorporados nos 

lipossomas (EEBd 9,0 mg/Kg, Ácido cafeico 3,0 mg/Kg e Quercetina 1,5 mg/Kg). A 

análise foi realizada 6 horas após a indução da artrite com 300 µg de zimosan.  

Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de Baccharis 

dracunculifolia. Resultados expressos como média ± desvio padrão. Análise estatística: 

amostras que não compartilham a mesma letra (a, b) são 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 

ácido cafeico conseguiram reduzir o edema nas articulações dos animais em relação 

aos animais tratados apenas com solução fisiológica. Além disso, não houve 

diferença significativa entre o EEBd, o ácido cafeico e o padrão de quercetina.  

Em relação à migração de células para o local da inflamação, nota-se que a 

grande maioria das células presentes no líquido sinovial após o desenvolvimento da 

inflamação são neutrófilos. Além disso, todas as amostras avaliadas foram capazes de 

reduzir a migração dos neutrófilos em relação aos controles (salina e lipossoma 

contendo o solvente). 

Também foram analisadas as quantidades de citocinas inflamatórias TNF-α, 

IL-6 e IL1-β, presentes no líquido sinovial dos animais após a indução da artrite 

(Figura 40) e observou-se que não houve redução das citocinas inflamatórias por 

nenhum dos compostos incorporados nos lipossomas. 
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Figura 40: Concentração das citocinas inflamatórias A- TNF-α, B- IL-6 e C- IL1-β, 

presentes no líquido sinovial dos animais tratados com os diferentes compostos 

incorporados nos lipossomas (EEBd 9,0 mg/Kg, Ácido cafeico 3,0 mg/Kg e 

Quercetina 1,5 mg/Kg). A análise foi realizada seis horas após a indução da artrite 

com 300 µg de zimosan. Resultados expressos como média ± desvio padrão. Cada 

ponto do gráfico representa a concentração de citocina em uma articulação. 

Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfóxido; EEBd: Extrato Etanólico das folhas de 

Baccharis dracunculifolia. Análise estatística: não houve diferença significativa entre 

as amostras; ANOVA seguido de Tukey's Multiple Comparison test (p > 0,05). 
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Os neutrófilos são células dotadas de um grande número de moléculas 

tóxicas que são mobilizadas em respostas imunes, principalmente no combate a 

infecções.  Nos seres humanos, uma ausência total destas células ou uma redução 

significativa no seu número conduz à morte ou a imunodeficiências severas, o que 

ressalta a importância destas células na defesa imunológica (Kolaczkowska; Kubes, 

2013; Bardoel et al., 2014).  

Embora o recrutamento de neutrófilos, durante uma infecção, seja essencial 

para a proteção do organismo, estas células nem sempre agem de forma benéfica 

para o hospedeiro, uma vez que a ativação inadequada ou excessiva de neutrófilos 

resulta na intensa liberação de ERO, proteases e proteínas antimicrobianas que 

podem causar danos nos tecidos do hospedeiro, podendo agravar e até causar 

doenças autoimunes e inflamatórias (Amulic et al., 2012; Kolaczkowska; Kubes, 

2013; Bardoel et al., 2014). Portanto, a inibição da ativação anormal dos neutrófilos 

e da produção excessiva de ERO pode fornecer uma possível abordagem 

terapêutica para estas doenças (Liao et al., 2015). 

Neste contexto, os produtos naturais têm recebido grande destaque nos últimos 

anos, uma vez que diversos estudos têm buscado substâncias naturais com efeito 

sobre o metabolismo oxidativo dos neutrófilos (Simões et al., 2004; Zekonis et al., 

2008; Amaral et al., 2009; Paula et al., 2009; Simões-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 terapêutico nas doenças que 

envolvem a ativação excessiva dos neutrófilos, uma vez que estudos prévios 

revelaram que o extrato etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia (EEBd) 

possui expressiva atividade antioxidante sobre o metabolismo oxidativo destas 

células (Figueiredo-Rinhel et al., 2013).  

A partir da verificação de que o EEBd é capaz de modular negativamente a 

quantidade de ERO produzida pelos neutrófilos, este trabalho avaliou se este extrato 

também poderia interferir em outras funções do neutrófilo, essenciais para a célula 

desempenhar suas funções de proteção do nosso organismo, como a fagocitose, a 

desgranulação, o efeito sobre enzimas chaves do metabolismo oxidativo e a 

atividade microbicida.  



 

    

_____________________________________________________ Discussão  85 

  

Os resultados obtidos mostraram que a incubação dos neutrófilos com o EEBd 

não alterou, nas condições experimentais avaliadas, a capacidade das células de 

reconhecer e englobar as partículas opsonizadas (Figuras 6, 7 e 8), não comprometendo 

portanto o processo de fagocitose destas células e que representa uma das primeiras 

etapas envolvidas na defesa do nosso organismo contra os micro-organismos invasores. 

Contrariamente, alguns produtos naturais embora sejam capazes de modular o 

metabolismo oxidativo dos neutrófilos também inibem o processo de fagocitose destas 

células, podendo comprometer as funções defensivas dos mesmos e afetar a saúde do 

hospedeiro (Lee et al., 2014; Wickramasinghe et al., 2014). 

Após fagocitar os agentes invasores, as células mobilizam seus grânulos em 

direção ao fagossoma formado, a fim de descarregar seus conteúdos e destruir o 

patógeno (Amulic et al., 2012). Para verificar se o EEBd poderia interferir na etapa 

de desgranulação, foi avaliado o efeito do extrato sobre as atividades das enzimas 

elastase e lisozima, sendo a primeira encontrada especificamente nos grânulos 

azurófilos e a segunda em praticamente todos os grânulos dos neutrófilos, com 

maiores concentrações nos grânulos específicos (Faurschou; Borregaard, 2003). 

Além disso, também foram realizados estudos para verificar se o EEBd poderia 

interferir diretamente na atividade das enzimas já liberadas no meio.  

Os resultados mostraram que, para a enzima elastase, houve uma inibição da 

atividade de forma dependente da concentração, sendo necessária uma 

concentração menor de extrato para inibir a atividade da enzima liberada pelas 

células (CI50 
elastase liberada = 25,87 ± 4,14 µg/mL) do que para inibir a sua atividade 

quando presente no meio extracelular (CI50 
atividade elastase

 = 34,34 ± 3,50 µg/mL), 

sugerindo que, além de interferir no processo da desgranulação, o EEBd, em 

maiores concentrações, 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 é a principal 

protease envolvida na degradação da matriz extracelular mediada por neutrófilos e está 

envolvida em várias doenças inflamatórias (incluindo a doença pulmonar obstrutiva 

crônica, enfisema pulmonar e artrite) (Heinz et al., 2012). Então, a modulação da 

atividade desta enzima no meio extracelular, seja através de redução na sua 

desgranulação ou através de ação sobre a própria enzima, representa um alvo 
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interessante para o desenvolvimento de fármacos que controlem o processo 

inflamatório em doenças autoimunes (Simard et al., 2010; Tsai et al., 2015). 

Já para a enzima lisozima, foi observada também uma inibição da atividade 

de forma dependente da concentração, porém os perfis de inibição tanto da 

atividade da enzima liberada pelas células (CI50
lisozima liberada = 82,82 ± 7,99 µg/mL) 

quanto da atividade da enzima isolada (CI50 
atividade lisozima= 83,85 ± 10,91 µg/mL) 

foram bastante semelhantes, indicando que o EEBd provavelmente não está 

interferindo no seu processo de desgranulação. Além disso, os altos valores de CI50 

mostram que o EEBd apresentou um efeito muito pequeno sobre a atividade 

catalítica da lisozima, o que é bastante satisfatório uma vez que a atividade 

antimicrobiana é sua função principal nas células (Faurschou; Borregaard, 2003). 

Contudo, observa-se que, apesar do EEBd ter apresentado um efeito inibitório 

maior sobre a enzima elastase (menores valores de CI50), a inibição significativa da 

atividade de ambas as enzimas liberadas pelos neutrófilos (acima de 20 µg/mL para 

elastase e acima de 25 µg/mL para a lisozima) ocorre em concentrações acima das 

concentrações necessárias para modular o metabolismo oxidativo dos neutrófilos 

(CI50
QLlum = 14,18 ± 1,4 µg/mL e CI50

QLluc = 6,38 ± 1,4 µg/mL). Desta forma, embora 

concentrações mais elevadas do EEBd possam ser utilizadas para inibir a atividade da 

enzima elastase em processos inflamatórios, concentrações do EEBd próximas dos 

CI50
QL são capazes de modular o metabolismo oxidativo dos neutrófilos, sem interferir 

de forma significativa nos processos de desgranulação e nas atividades das enzimas 

elastase e lisozima liberadas na matriz extracelular. 

Durante o processo de desgranulação, juntamente com a fusão dos grânulos 

com as membranas plasmática e do fagossoma e liberação de seus conteúdos, ocorre 

a montagem e ativação da enzima NADPH oxidase, iniciando-se também a produção 

das ERO (Amulic et al., 2012). Após verificar, em estudo prévio, que o EEBd não 

interfere de forma significativa na atividade da enzima NADPH oxidase nas 

concentrações próximas do CI50
QL, tendo um valor de CI50

NADPHox acima de 80 µg/mL 

(Figueiredo, 2010), este trabalho avaliou se o extrato possuía algum efeito sobre a 

mieloperoxidase, considerada a segunda enzima-chave do metabolismo oxidativo dos 

neutrófilos. 

A mieloperoxidase é liberada dos grânulos azurófilos e tem como principal 

reação a conversão de peróxido de hidrogênio (H2O2) ao ácido hipocloroso (HOCl), 

que é considerado o oxidante microbicida mais forte produzido pelos neutrófilos. 
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Além de reagir com as bactérias ingeridas, grande parte do HOCl formado também 

reage com moléculas presentes no meio reacional (Klebanoff et al., 2013; 

Winterbourn; Kettle, 2013). A taurina (ácido 2-aminoetanosulfônico) é um dos 

aminoácidos livres mais abundantes em humanos, atingindo concentrações muito 

altas nos tecidos expostos a níveis elevados de oxidantes. No local da inflamação, o 

HOCl formado pela MPO, além de reagir com os micro-organismos, pode reagir com 

a taurina presente no meio e produzir a taurina cloramina (taurina-Cl), que é mais 

estável e menos tóxica (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, após estimulação, 

foi avaliada de forma indireta a produção do HOCl (através da oxidação do TMB  pela 

taurina-Cl formada no meio). Os resultados mostraram que o EEBd inibiu a oxidação 

do TMB de forma dependente da concentração, indicando que o EEBd poderia estar 

interferindo na MPO das células de forma a reduzir a formação do HOCl e de seus 

derivados (CI50
MPO= 26,64 ± 3,24 µg/mL). Contudo, além de poder atuar sobre a 

enzima MPO, o EEBd também poderia estar atuando sobre o HOCl produzido pela 

enzima ou sobre a taurina-Cl formada no meio, não permitindo que fosse realizada a 

oxidação do TMB. Para verificar se o extrato possuía ação sequestradora do HOCl ou 

da taurina-Cl, além dos ensaios com células, o EEBd também foi incubado apenas 

com HOCl 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 HOCl quanto a taurina-Cl (CI50
HOCl = 4,0 ± 0,1 µg/mL e CI50

tau-Cl = 

12,78 ± 0,8  µg/mL) e os baixos valores de CI50 indicaram que o EEBd possui uma 

elevada atividade “scavenger” sobre esses compostos. Quando se compara os 

valores de CI50
HOCl e de CI50

tau-Cl  ao CI50
MPO pode-se inferir que grande parte da 

atividade inibitória verificada na oxidação do TMB, nos ensaios com células, pode ser 

atribuída ao sequestro dos intermediários da reação pelo EEBd. Os resultados obtidos 

não permitem afirmar que o EEBd tenha algum efeito inibitório sobre a enzima MPO, 

pois a atividade “scavenger” do extrato sobre o HOCl 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 inibitório do EEBd 

sobre o metabolismo oxidativo dos neutrófilos pode ser devido principalmente à sua 

atividade “scavenger”, uma vez que nas concentrações próximas dos CI50
QL, o 

EEBd, além de apresentar uma grande atividade “scavenger” sobre o HOCl, parece 
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não possuir efeito inibitório sobre as duas enzimas-chaves envolvidas no 

metabolismo oxidativo dos neutrófilos. 

Após verificar que provavelmente a atividade antioxidante do EEBd sobre os 

neutrófilos foi mediada principalmente pelo efeito “scavenger” de ERO, este trabalho 

também avaliou se a redução dessas ERO durante o metabolismo oxidativo dos 

neutrófilos (verificada nos ensaios de QL) teria alguma influência na capacidade de 

destruir os micro-organismos fagocitados. Isso foi realizado porque nos últimos 50 

anos a produção de ERO pelos fagócitos tem sido apontada como um dos principais 

agentes responsáveis pela morte de patógenos (Dupre-Crochet et al., 2013). De 

fato, as ERO podem matar diretamente os patógenos (causando dano oxidativo aos 

biocompostos), ou de forma indireta estimulando a eliminação de patógenos por 

vários mecanismos não oxidativos (agindo como agentes sinalizadores, como por 

exemplo, na liberação das NETs e modulando diretamente a fagocitose) (Vernon; 

Tang, 2013; Paiva; Bozza, 2014).  

Então, foi averiguado se o EEBd poderia interferir na atividade microbicida 

dos neutrófilos frente à Candida albicans.  

Infecções causadas pela C. albicans têm uma alta taxa de incidência e várias 

manifestações clínicas, podendo afetar a pele, cavidade oral e do esôfago, trato 

gastrointestinal, vagina e sistema vascular do ser humano. A transformação da 

levedura de comensal a importante agente de infecções ocorre principalmente em 

pacientes imunocomprometidos e com câncer, nos quais pode provocar doença 

grave (Dimitrova et al., 2012). 

Dentro deste contexto, os neutrófilos foram incubados com diferentes 

concentrações 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 diminuída com o aumento da concentração do 

extrato, sendo que na concentração de 50 µg/mL (concentração máxima utilizadas 

nos ensaios de QL) houve uma inibição significativa na capacidade das células de 

matar a C. albicans (Figura 24). Uma vez que, nos ensaios de QL, observou-se que 

a concentração de 50 µg/mL foi capaz de reduzir em cerca de 80% as ERO 

presentes no meio (Apêndice A), estes resultados ressaltam a importância das ERO 

no processo de morte deste micro-organismo. Tal importância também pode ser 

observada quando os neutrófilos foram previamente incubados com DPI 1 µM, um 

inibidor irreversível do complexo enzimático da NADPH oxidase, provocando uma 
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ampla inibição da formação das ERO e reduzindo significativamente a porcentagem 

de morte do patógeno. Os resultados obtidos estão de acordo com diversos 

trabalhos da literatura que relatam que, de fato, as ERO são muito importantes para 

a atividade antimicrobiana de neutrófilos frente a alguns patógenos, o que fica 

bastante evidente em pacientes com doença granulomatosa crônica (com 

deficiências na enzima NADPH oxidase) cujos neutrófilos possuem dificuldade de 

matar os micro-organismos, tornando estes pacientes suscetíveis a muitas infecções 

(Amulic et al., 2012). 

Em relação à C. albicans, pesquisas relatam que neutrófilos deficientes em 

MPO exibem uma grande redução 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 condições nas quais os neutrófilos 

normais mataram 30% (Lehrer; Cline, 1969). Visto que as cepas de C. albicans são 

altamente susceptíveis à presença das ERO formadas pelos neutrófilos (Paiva; Bozza, 

2014), a intensa redução dessas ERO pelo EEBd na concentração de 50 µg/mL, foi 

capaz de reduzir a atividade microbicida das células. Contudo, na concentração de 10 

µg/mL (concentração próxima ao CI50
QL) o EEBd não apresentou redução significativa 

nesta capacidade das células, não afetando portanto a sua atividade microbicida frente 

a este micro-organismo.  

Este estudo também verificou se, nas condições experimentais utilizadas, o 

extrato poderia ter algum efeito tóxico diretamente sobre a C. albicans, uma vez que 

há 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 condições utilizadas nos 

ensaios, o EEBd não interferiu na viabilidade da C. albicans (Figura 23), mostrando 

que toda a atividade microbicida observada nos ensaios foi devido à ação 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 terapêutica interessante 

para o controle do processo inflamatório mediado por neutrófilos é a inibição parcial do 

seu metabolismo oxidativo, de forma que a capacidade de geração das ERO e a 

atividade microbicida da célula não sejam comprometidas. Ainda, segundo esse autor, 

a inibição total do metabolismo oxidativo levaria à imunossupressão e ao consequente 

aumento da susceptibilidade do hospedeiro a infecções. 
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Depois de verificar que o EEBd foi capaz de modular o metabolismo oxidativo 

dos neutrófilos sem afetar de forma significativa diversas funções essenciais para a 

defesa do organismo, foram avaliadas as atividades antioxidantes de alguns compostos 

isolados do EEBd para tentar propor alguns marcadores químicos para este extrato.  

A identificação de marcadores químicos é importante uma vez que as plantas 

contêm várias centenas de constituintes e vários fatores podem provocar a variação 

destes constituintes, prejudicando a ação biológica da planta e o controle de agentes 

fitoterápicos de qualidade (Calixto, 2000). A definição de marcadores químicos é, 

portanto, indispensável para validação de plantas medicinais, para usos populares 

mais seguros e para testes de qualidade e integridade de fitoterápicos, visando 

garantir o efeito terapêutico desejado (Bessa et al., 2013). Contudo, nos casos em 

que os princípios ativos das plantas não são conhecidos, geralmente é(são) 

estabelecida(s) substância(s) marcadora(s) apenas para fins analíticos e, na maioria 

dos casos, estes marcadores nunca foram testados para saber se realmente 

representam a ação terapêutica relatada para as plantas (Calixto, 2000). 

Já foi constatado, em estudos prévios, que fatores sazonais alteram a 

concentração dos compostos presentes no extrato de Baccharis dracunculifolia e 

que estas alterações refletem em variações na atividade antioxidante deste extrato 

sobre o metabolismo oxidativo dos neutrófilos (Figueiredo-Rinhel et al., 2013). A 

avaliação do efeito dos compostos isolados sobre o metabolismo oxidativo dos 

neutrófilos foi realizada para tentar estimar a importância relativa destes compostos 

na atividade antioxidante total do extrato e, então, poder propor alguns marcadores 

químicos que representam esta atividade biológica. Para isso, foram avaliados os 

seguintes compostos conhecidamente presentes no extrato de Baccharis 

dracunculifolia: ácido cafeico, ácido p-cumárico, ácido ferúlico, ácido cinâmico, 

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 

QLlum e QLluc nas mesmas condições realizadas para o EEBd. Pelos resultados 

obtidos (Figuras 27 e 29) foi possível verificar que, tanto nos ensaios de QLlum quanto 

nos ensaios de QLluc, os flavonoides AME, isosacuranetina e hispidulina 

apresentaram uma atividade antioxidante superior às encontradas pelos 

fenilpropanoides (ácidos cafeico, cumárico, ferúlico e cinâmico). 

Apesar de os flavonoides estudados terem apresentado uma atividade 

antioxidante bastante expressiva e semelhante entre si, não é adequado generalizar 
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esta atividade biológica para toda a classe de flavonoides, pois já se observou que a 

quantidade de flavonoides totais presente no EEBd não está diretamente 

relacionada com a inibição da QLlum e da QLluc produzida pelos neutrófilos 

estimulados (Figueiredo-Rinhel et al., 2013). Este mesmo estudo também verificou 

que, quando analisados separadamente, as concentrações dos flavonoides 

presentes no EEBd não apresentaram relação direta com as atividades 

antioxidantes apresentadas por estes extratos. Desta forma, não parece apropriado 

considerar nem a presença dos flavonoides totais, nem a presença de apenas um 

destes compostos como marcador químico para a atividade antioxidante do EEBd 

sobre o metabolismo oxidativo dos neutrófilos. 

Em relação aos fenilpropanoides, observou-se que, tanto nos ensaios de 

QLlum quanto nos ensaios de QLluc, as atividades antioxidantes desses compostos 

estavam relacionadas à quantidade de hidroxilas livres presentes nas moléculas, 

evidenciando a importância deste grupo funcional para a atividade inibitória sobre o 

metabolismo oxidativo dos neutrófilos. Dentre os compostos fenilpropanóides 

estudados, o ácido cafeico foi a amostra que apresentou a melhor atividade biológica. 

Além disso, é importante ressaltar que estudos anteriores apontaram uma 

correlação positiva entre a quantidade relativa do ácido cafeico, presente em 

diferentes extratos de Baccharis dracunculifolia, e suas respectivas atividades 

antioxidantes sobre o metabolismo oxidativo de neutrófilos estimulados (Figueiredo-

Rinhel et al., 2013). Estes fatos permitem considerar o ácido cafeico como um bom 

marcador químico para esta atividade biológica do EEBd. 

 Apesar de o EEBd apresentar um grande potencial para se tornar um agente 

terapêutico, é relatado que diversos extratos de plantas, apesar de terem excelente 

atividade biológica “in vitro”, demonstram menor ou nenhuma ação “in vivo”. Isto 

ocorre principalmente devido a baixa biodisponibilidade da maioria dos componentes 

biologicamente ativos de plantas, fazendo com que diversos extratos padronizados, 

com ações terapêuticas já estabelecidas, tenham suas utilidades clínicas limitadas. 

No entanto, verificou-se que a incorporação destes extratos em sistemas 

carreadores melhora substancialmente a biodisponibilidade de tais extratos e de 

seus constituintes individuais (Ajazuddin; Saraf, 2010). 

 Dentre os veículos carreadores conhecidos, os lipossomas, essencialmente 

biodegradáveis e não tóxicos, podem encapsular tanto compostos hidrofílicos quanto 
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anfifílicos e lipofílicos, melhorando a biodisponibilidade e aumentando a segurança e a 

eficiência de diversas formulações fitoterápicas (Ajazuddin; Saraf, 2010). 

A partir destas observações, este estudo realizou a incorporação do EEBd e do 

ácido cafeico (possível marcador químico do EEBd) em sistemas carreadores 

lipossômicos na tentativa de melhorar a solubilidade dos componentes e de protegê-

los da degradação. Estes fatores são de extrema importância principalmente quando 

pensamos na administração “in vivo” do EEBd, pois os lipossomas podem favorecer a 

absorção dos componentes do EEBd e protegê-los da metabolização, reduzindo 

possíveis problemas de biodisponibilidade e possibilitando que os compostos atinjam 

o local de ação e atuem com mais eficiência no organismo (Ajazuddin; Saraf, 2010).  

 Depois de realizada a incorporação dos compostos, foi feita a caracterização 

físico-química dos lipossomas formados. Os resultados mostraram (Tabela 2) que as 

características físico-químicas dos lipossomas, contendo tanto o EEBd quanto o ácido 

cafeico, são adequadas para a utilização em meio biológico, uma vez que as vesículas 

apresentaram um baixo diâmetro (abaixo de 800 nm), uma distribuição de tamanho 

homogênea (caracterizada pelo baixo índice de polidispersão) e uma carga superficial 

neutra (caracterizada pelo baixo valor do potencial zeta). Tais parâmetros aumentam o 

tempo de permanência dos lipossomas na circulação sanguínea, uma vez que, nestas 

condições, há um menor reconhecimento das vesículas pelo sistema imunológico e 

uma menor depuração dos lipossomas, permitindo que o carreador atinja o sítio de 

ação 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 ácido cafeico, incorporados nos lipossomas, sobre o metabolismos dos 

neutrófilos foram semelhantes àquelas apresentadas pelos compostos na forma livre 

(Figuras 32 e 34).  

 Após a realização dos ensaios “in vitro” para avaliar o efeito do EEBd sobre as 

funções efetoras e sobre o metabolismo oxidativo dos neutrófilos, observou-se que o 

EEBd possuía um grande potencial para ser utilizado em processos inflamatórios que 

envolvem a estimulação exacerbada dessas células. Para legitimar esta hipótese 

foram realizados ensaios “in vivo” em modelo animal de artrite, uma vez que diversos 

estudos mostram que os neutrófilos são as células predominantes na sinóvia desta 

artropatia inflamatória (Bezerra et al., 2007; Carlos et al., 2014). 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença articular inflamatória bastante comum 

que afeta um grande número de pessoas em todo o mundo. Diversos estudos têm 
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destacado a contribuição de neutrófilos na fisiopatologia das primeiras fases desta 

doença (Cascao et al., 2010; Kundu et al., 2012). Os neutrófilos são os leucócitos mais 

abundantes presentes no fluido sinovial de pacientes com AR, sendo que a 

mobilização dessas células é mediada por diversas citocinas (Amulic et al., 2012; 

Carlos et al., 2014). Uma vez na articulação, a ativação dessas células provoca a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias, além de substâncias tóxicas e de ERO que 

produzem aumento da resposta inflamatória, danos nas membranas celulares e 

destruição tecidual (Abramson et al., 1983; Wright et al., 2010). Embora a base 

fisiopatológica desta condição ainda não seja totalmente conhecida, é sabido que a 

presença dos neutrófilos e a produção das ERO estão envolvidas nos mecanismos que 

impulsionam o início da AR (Biemond et al., 1984; Cascao et al., 2010). 

Considerando que os estudos em seres humanos são significativamente 

limitados devido às restrições na realização de análises cinéticas e à grande 

dificuldade de acesso aos tecidos-alvos, os modelos animais de AR têm sido 

essenciais para facilitar a compreensão dos mecanismos da doença e para o avanço 

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 avaliação do efeito anti-inflamatório de diversos 

produtos naturais (Penido et al., 2006; Paiva et al., 2011; Yamada et al., 2013). Neste 

modelo o zimosan induz um processo inflamatório agudo nas articulações e, poucas 

horas após a aplicação intra-articular deste estímulo, são encontrados parâmetros 

inflamatórios semelhantes aos da AR, com formação de edema, infiltração maciça de 

leucócitos (principalmente neutrófilos) nos tecidos e fluidos sinoviais e liberação de 

citocinas pró-inflamatórias (Penido et al., 2006; Takahashi et al., 2011).  

Neste trabalho foi avaliado o efeito anti-inflamatório do EEBd e do ácido 

cafeico, tanto nas formas livres como incorporados nos lipossomas, sobre o modelo 

animal de artrite induzida por zimosan. Para isso, foram utilizados como parâmetros 

inflamatórios: a formação de edema nas articulações e a presença, nos líquidos 

sinoviais de células totais, de neutrófilos e de algumas citocinas pró-inflamatórias 

relacionadas com o processo inflamatório agudo (TNF-α, IL-6 e IL-1β).  

Na avaliação em suas formas livres, tanto o EEBd (nas doses de 50 e de 100 

mg/Kg) quanto o ácido cafeico (na dose de 50 mg/Kg) reduziram, de forma 

significativa, o edema das articulações e a migração de células totais e de neutrófilos 

para a sinóvia em relação ao controle do solvente (Figuras 35 e 36). É importante 
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salientar que o influxo de células inflamatórias para a sinóvia é um fator importante na 

determinação do curso de artrite (Carlos et al., 2014). Além disso, a gravidade do 

quadro clínico desta doença está intimamente associada ao influxo de neutrófilos para 

o local da inflamação (Bezerra et al., 2007). Portanto, as reduções dos números de 

células totais e de neutrófilos no lavado sinovial dos animais pode representar uma 

grande melhora no prognóstico desta doença. 

Através da utilização de outros modelos animais de inflamação aguda, 

pesquisas mostraram que, além do ácido cafeico, outros compostos presentes no 

extrato da Baccharis dracunculifolia como a artepelina C, ácido p-cumárico e o ácido 

ferúlico também foram capazes de reduzir o edema e a migração de neutrófilos para 

o local da inflamação (Fernández et al., 1998; Paulino et al., 2008), podendo 

contribuir para o efeito anti-inflamatório apresentado pelo EEBd.    

A avaliação da concentração das citocinas inflamatórias no líquido sinovial 

dos animais mostrou que, apesar de não ter apresentado diferença significativa 

entre o controle e as amostras, foi possível verificar uma tendência das amostras 

(principalmente para o EEBd na dose de 100 mg/Kg e para o ácido cafeico na dose 

de 50 mg/Kg) em reduzir a concentração das citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-6 

e IL-1β presentes no líquido sinovial dos animais (Figura 37). Além disso, outros 

estudos já mostraram que o ácido cafeico foi capaz de reduzir as concentrações de 

TNF-α, IL-6 e IL-1β em modelo de inflamação cutânea em camundongos (Zhang et 

al., 2014), indicando a capacidade deste composto em atuar sobre a liberação 

destas citocinas em processos inflamatórios agudos. Tais citocinas são mediadores 

intimamente envolvidos na patogênese da artrite e níveis aumentados destes 

mediadores são encontrados nas articulações de pacientes com AR, o que contribui 

para o recrutamento de mais células para o local da inflamação, além de danos nas 

articulações (Penido et al., 2006).  

Então, a análise de todos os parâmetros do ensaio animal (redução do 

edema, redução da migração de células totais e de neutrófilos para a sinóvia e 

tendência na redução das citocinas pró-inflamatórias) apoia a hipótese de que tanto 

o EEBd quanto o ácido cafeico possuem uma potencial atividade anti-inflamatória 

sobre a inflamação articular.  

Tendo em vista os possíveis benefícios da incorporação de produtos naturais 

em vesículas lipossômicas, também foi avaliado se a incorporação do EEBd e do 

ácido cafeico nestas vesículas poderia melhorar a atividade anti-inflamatória 
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apresentada pelos compostos livres. Os resultados mostraram que os tratamentos 

dos animais com os lipossomas incorporados tanto com o EEBd (na dose de 9 

mg/Kg) como com o ácido cafeico (na dose de 3,0 mg/Kg) foram capazes de reduzir, 

de forma significativa, o edema, o número de células totais e o número de neutrófilos 

presentes na sinóvia, quando comparados com os animais não tratados (com 

administração de salina) (Figuras 38 e 39). Embora os lipossomas contendo os 

compostos tenham reduzido a migração de neutrófilos para o local da inflamação, 

nenhuma das amostras foi capaz de reduzir as concentrações das citocinas pró-

inflamatórias TNF-α, IL-6 e IL-1β presentes no líquido sinovial (Figura 40), indicando 

que as amostras podem estar interferindo principalmente no processo de migração 

dos neutrófilos e não na produção dos mediadores químicos, os quais também 

podem ser produzidos por outras células presentes no local da inflamação.   

Embora a análise da concentração das citocinas não tenha apresentado 

nenhuma diferença dos compostos em relação aos controles, os outros parâmetros 

inflamatórios avaliados (formação de edema e migração de células totais e de 

neutrófilos para a sinóvia) apontam uma moderada melhora no quadro inflamatório 

dos animais tratados com os lipossomas incorporados com as amostras. 

Além dos lipossomas contendo o EEBd e o ácido cafeico, também foi avaliado o 

efeito anti-inflamatório de lipossomas incorporados com o flavonoide quercetina, visto 

que este flavonoide já foi extensivamente estudado e apresenta grande efeito 

antioxidante/anti-inflamatório, tanto na forma livre quanto incorporada em lipossomas, 

apresentando inclusive potencial para se tornar um fármaco adjuvante no tratamento 

da AR (Landi-Librandi et al., 2012a,b;Ji et al., 2013; Rezaei-Sadabady et al., 2014). 

Observou-se que, nas condições experimentais utilizadas, tanto os lipossomas 

incorporados com o EEBd quanto os incorporados com o ácido cafeico apresentaram a 

mesma atividade que os lipossomas incorporados com o padrão de quercetina em 

todos os parâmetros avaliados.  

É importante salientar que nos ensaios “in vivo” as concentrações dos 

compostos que foram incorporados nos lipossomas e administradas nos animais foram 

muito menores que as concentrações administradas dos compostos livres (mais de 5 

vezes menor para o EEBd e mais de 15 vezes menor para o ácido cafeico) e mesmo 

assim os compostos incorporados nos sistemas lipossômicos apresentaram redução 

de alguns parâmetros inflamatórios. Esses resultados indicam que a incorporação 

destes compostos nos lipossomas pode reduzir as concentrações necessárias para a 
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obtenção do efeito terapêutico desejado, podendo aumentar a eficiência e reduzir 

possíveis efeitos colaterais indesejados. Tal proposição está em consenso com 

trabalhos que relatam que os lipossomas favorecerem a atividade terapêutica de 

diversos fitoterápicos (Ajazuddin; Saraf, 2010). Além disso, estudos revelam que, em 

virtude de seu tamanho e composição química, os lipossomas tem se mostrado muito 

eficazes para reter o fármaco no interior da cavidade sinovial, podendo aumentar o 

tempo de permanência do fármaco na sinóvia em mais de 40 horas, sendo um 

excelente carreador para fármacos utilizados no tratamento da AR (Edwards et al., 

2007;Kapoor et al., 2014). Porém, estudos adicionais devem ser realizados a fim de 

aperfeiçoar as condições de incorporação do EEBd ou do ácido cafeico, ou de uma 

combinação desses compostos, para se obter vesículas lipossômicas com 

concentrações dos compostos capazes de atingir um efeito terapêutico adequado ou, 

ainda, utilizar outras vias de administração dessas substâncias incorporadas para 

aumentar a eficácia do efeito anti-inflamatório.   

Como a AR é uma doença que ainda não tem cura, atualmente o tratamento é 

realizado principalmente por drogas sintéticas antirreumáticas modificadores da 

doença (como o metotrexato), imunossupressores (como a ciclofosfamida e 

azatioprina), anti-inflamatórios não esteroidais, anti-maláricos, sulfassalazina e 

agentes biológicos (como rituximab, tocilizumab e outros antagonistas de TNF). Os 

objetivos dos métodos atuais de tratamento são os de aliviar a dor, reduzir a 

inflamação, evitar ou reduzir os danos nas articulações e melhorar a função e o bem 

estar do paciente. Porém, a maioria dos fármacos utilizados para o tratamento da AR 

pode reduzir o número de neutrófilos nos pacientes, submetendo-os a grande risco 

de infecção (Lazaro; Morel, 2015). A utilização de tratamentos adjuvantes, que não 

influenciem nas funções de defesa dos neutrófilos, poderia auxiliar no tratamento da 

AR, podendo reduzir as concentrações dos fármacos utilizados no tratamento e 

contribuindo na diminuição de possíveis efeitos colaterais. 

 Segundo estimativa da Pesquisa Nacional de Saúde de 2013, das 200,6 

milhões de pessoas residentes no Brasil, 3,8% (7,6 milhões) utiliza alguma prática 

integrativa e complementar aos demais tratamentos de saúde, que consiste em 

tratamentos como acupuntura, homeopatia e, principalmente, o uso de plantas 

medicinais e de fitoterápicos (IBGE, 2015). Como o EEBd tem a capacidade de 

melhorar alguns parâmetros inflamatórios da doença sem prejudicar as funções de 

defesa dos neutrófilos, verifica-se um grande potencial para a Baccharis 
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dracunculifolia se tornar um agente terapêutico adjuvante no tratamento da AR. Além 

disso, como o ácido cafeico, presente no extrato, teve relação direta com a função 

antioxidante sobre as células e apresentou os mesmos efeitos anti-inflamatórios que 

o EEBd nos modelos animais de AR, este composto poderia ser utilizado como 

principal marcador químico do EEBd para avaliação do controle de qualidade deste 

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

 O extrato de Baccharis dracunculifolia, nas condições avaliadas, pode 

modular o metabolismo oxidativo dos neutrófilos sem afetar a capacidade das 

células de reconhecer e fagocitar os patógenos; 

 Concentrações elevadas do EEBd podem ser utilizadas para inibir a 

atividade da enzima elastase em processos inflamatórios que envolvem a estimulação 

exacerbada de neutrófilos; porém, nas concentrações capazes de modular o 

metabolismo oxidativo dos neutrófilos (próximas ao CI50
QL), o EEBd parece não 

alterar nem o processo de desgranulação, nem as atividades catalíticas das enzimas 

elastase e lisozima liberadas na matriz extracelular; 

 Em relação ao efeito do EEBd sobre a MPO dos neutrófilos, foi observada 

uma redução na quantidade de HOCl presente no meio. Apesar de o EEBd poder 

atuar sobre a atividade da enzima MPO (reduzindo a produção do HOCl), observou-se 

que o extrato possui uma grande atividade sequestradora do HOCl. Esta observação 

indica ser esta atividade um dos principais mecanismos da ação antioxidante do EEBd 

sobre o metabolismo oxidativo dos neutrófilos, nas concentrações avaliadas; 

 Concentrações do EEBd próximas ao CI50
QL não interferem na capacidade 

dos neutrófilos de matar a C. albicans presentes no meio, não alterando portanto a 

capacidade microbicida dos neutrófilos frente a este micro-organismo; 

 Dentre os compostos isolados estudados, o ácido cafeico, além de ter 

apresentado uma correlação 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 neutrófilos, podendo ser 

considerado um bom marcador químico para esta atividade biológica do EEBd; 

 A incorporação do EEBd e do ácido cafeico nos sistemas carreadores 

lipossômicos, além de ter formado vesículas com características físico-químicas 

adequadas para a utilização em meio biológico, também manteve as atividades 

antioxidantes semelhantes às apresentadas pelos compostos na forma livre;  

 A avaliação do efeito anti-inflamatório do EEBd e do ácido cafeico (tanto nas 

formas livres como incorporados nos lipossomas) sobre o modelo animal de artrite 

revelaram que, tanto o extrato quanto o ácido cafeico, apresentam uma potencial 
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atividade anti-inflamatória sobre a inflamação articular e que a incorporação destes 

compostos nos lipossomas pode reduzir as concentrações necessárias para se atingir 

os resultados desejados. 

 

Em suma, o presente trabalho mostrou que o EEBd foi capaz de modular o 

metabolismo oxidativo dos neutrófilos sem alterar diversas funções efetoras das 

células responsáveis pela capacidade de detectar e destruir agentes invasores. 

Observou-se, também, que o EEBd e o ácido cafeico apresentaram um efeito anti-

inflamatório em modelo animal de artrite e que a incorporação desses compostos 

nos sistemas lipossômicos, além de não alterar suas atividades antioxidantes frente 

aos neutrófilos, pode reduzir as concentrações necessárias para atingir o efeito 

terapêutico desejado “in vivo”. 

Pode-se, então, inferir que o EEBd tem um grande potencial para se tornar 

um agente terapêutico adjuvante para o tratamento da AR e de outros processos 

inflamatórios mediados por neutrófilos, sendo o ácido cafeico um bom marcador 

químico para a atividade anti-inflamatória do extrato.  
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Apêndice A - Avaliação da manutenção do perfil químico e da atividade biológica do EEBd  

 

Para verificar se o EEBd de  maio/07, selecionado de estudos anteriores, mantinha 

o perfil químico e a atividade biológica de quando foi inicialmente preparado, foi avaliada 

a manutenção de seu perfil cromatográfico após estocagem e comparada a sua atividade 

antioxidante com a de um novo extrato recém preparado. 

 

 Manutenção do perfil químico 

A estabilidade química dos compostos do extrato foram avaliados através de 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em condições semelhantes às 

realizadas no inicio dos trabalhos com o EEBd, a fim de se comparar os perfis 

cromatográficos do EEBd antes e após o período de estocagem.  

 No início dos estudos com o EEBd, a análise cromatográfica do EEBd foi 

realizada em colaboração com a empresa Apis Flora. Para isso, o EEBd foi 

solubilizado em metanol:água deionizada na proporção de 1:1 v/v. Após completa 

solubilização do extrato, uma alíquota de 1 mL da solução foi filtrada em membrana 

de 0,45 µm e 10 μL de cada amostra foi injetada no equipamento de CLAE 

através de injetor automático.  

A separação dos compostos foi realizada em cromatógrafo de fase líquida 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 pressão modelo LC-20AT com 

válvula de gradiente quaternário, detector espectrofotométrico de Arranjo de Diodos 

modelo SPD-M20A, forno de coluna modelo CTO-10-ASVT, conjunto de lavagem 

automática de pistão, câmara de mistura para alta e baixa pressão, degaseificador de 

membrana on line modelo DGU-20 A5, sistema controlador CBM-20A e amostrador 

automático modelo SIL-20A. 

Os parâmetros cromatográficos utilizados na separação dos compostos 

presentes no EEBd no início dos estudos estão relacionados na Tabela A1. 
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Tabela A1 – Parâmetros utilizados na separação dos compostos presentes no extrato 

etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia através de cromatografia líquida de 
alta eficiência antes do período de estocagem. 
 

Parâmetros Especificações 

Fase estacionária C18 (25 x 4,6 cm) 

Fase móvel Gradiente Metanol / Água acidificada  

Fluxo da fase móvel 0,8 mL/min 

Volume de amostra injetado 10 L 

Temperatura do forno 40°C 

Tempo de corrida 75 minutos 

Comprimento de onda do Detector 275 nm 

 

O gradiente de solventes utilizado como fase móvel foi desenvolvido conforme 

ilustrado a seguir (Tabela A2):  

 

Tabela A2 – Gradiente da fase móvel utilizado na separação cromatográfica dos 
compostos presentes nos extratos de Baccharis dracunculifolia antes da estocagem. 
 

Tempo (min) 

Solvente (%) 

Metanol 
Água 

Acidificada 

0 20 80 

70 95 5 

75 20 80 

77 20 80 

 

A análise qualitativa dos picos foi realizada através da avaliação dos tempos de 

retenção e espectros de absorção do ultravioleta das amostras em comparação aos 

obtidos para os padrões cromatográficos sob as mesmas condições cromatográficas. 

Os padrões utilizados foram: ácido caféico, ácido p-cumárico, ácido ferúlico, ácido 

cinâmico, aromadendrina-4′-metil éter (AME), isosacuranetina, artepelina C e 

bacarina; e como padrão interno foi utilizado o ácido gálico. 

 Já a avaliação do EEBd após o período de estocagem foi realizada junto ao 

laboratório de Farmacognosia da FCFRP-USP, uma vez que não foi possível ter 

acesso à empresa e ao mesmo equipamento utilizado inicialmente. Então, foram 

utilizadas condições cromatográficas bastante semelhantes às utilizadas 

inicialmente, tentando reproduzir ao máximo as condições iniciais. Para isso as 
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leituras cromatográficas foram realizadas em cromatógrafo analítico 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 cromatógrafo é acoplado a um computador 

contendo o software ClassVP versão 5.02. Para as análises empregou-se coluna 

analítica de fase reversa C18 shim-pack ODS (H) (4,6mm ID x 25mm L). Para eluição 

aplicou-se um gradiente contendo os solventes metanol:água da mesma forma que 

apresentado na Tabela A2, fluxo de 0,8 mL/min e tempo de eluição de 75 min. Como 

o cromatógrafo disponível não dispunha de forno, não foi  possível reproduzir o 

controle de temperatura da corrida (40ºC) e a água deionizada utilizada na fase móvel 

não foi acidificada (5% de acetonitrila).  

 Os perfis cromatográficos do EEBd obtidos antes e após o período de 

estocagem foram comparados para verificar se houve grande alteração da composição 

química do extrato (Figuras A1 e A2). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura A1: Cromatograma do Extrato Etanólico das folhas de Baccharis 
dracunculifolia recém preparado (início dos estudos com o EEBd). A análise foi feita 
em coluna Shim pack, CLC ODS C18 25 X 4,6 (pré coluna C18), a 40°C com fase 
móvel constituída de gradiente de metanol e água ácida e com fluxo de 0,8 mL/,min. 
Marcadores: 1: ácido cafeico; 2: ácido p-cumárico; 3: aromadendrina-4′-metil éter 
(AME); 4: isosacuranetina e 5: artepelina C. PI = padrão interno (ácido gálico). Os 
valores menores acima dos picos correspondem aos tempos de retenção dos 
respectivos marcadores. mAU = mili absorvância. 
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Figura A2: Cromatograma do Extrato Etanólico das folhas de Baccharis 

dracunculifolia estocado durante o andamento dos estudos de doutorado. A análise 
foi feita em coluna analítica de fase reversa C18 Shim Pack ODS (H) (4,6mm ID x 
25mm L) a temperatura ambiente, com fase móvel constituída de gradiente de 
metanol e água e com fluxo de 0,8 mL/min.  

 

Pode-se verificar que não houve grande alteração do perfil cromatográfico do 

EEBd antes e após o período de estocagem com a manutenção da maioria dos 

picos majoritários. Houve, porém, algumas diferenças quanto à resolução dos picos 

e tempo de retenção das amostras o que pode, em parte, ser explicado pela 

utilização de uma coluna diferente da usada no início dos estudos e pelas pequenas 

diferenças nas condições da separação.  

A manutenção do perfil cromatográfico, antes e após o período de estocagem, 

nos permite concluir que a estocagem do extrato nas condições adequadas (protegido 

da luz e sob refrigeração) foi capaz de prolongar a estabilidade química do extrato. 

 

 Manutenção da atividade biológica através de ensaios de quimioluminescência 

A atividade antioxidante foi avaliada através de ensaios de QL dependente de 

luminol e de lucigenina. Para isso, o EEBd estocado (denominado de EEBd maio/07a)  

teve  sua atividade biológica comparada à de um novo extrato recém preparado com o 

mesmo material vegetal (denominado EEBd maio/07b).  

Para a realização do ensaio, diferentes concentrações das amostras de EEBd 

de maio/07a e maio/07b (concentrações de 2,5/ 5,0/ 10/ 20/ 35 e 50 µg/mL, para 

QLlum e de 1,25/ 2,5/ 5,0/ 10/ 20 e 50 µg/mL para  QLluc) foram incubadas 
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juntamente com a suspensão de PMNs (1,0 x 106 células/mL) e as sondas luminol 

ou lucigenina (1,0 x 10-4 mol/L). Após incubação durante 3 minutos a 37°C, foi 

adicionado o estímulo ZIops (1 mg/mL) ou a solução de Hanks com gelatina a 0,1% 

(controle sem estímulo - espontâneo) e, imediatamente a seguir, foram medidas as 

QLlum ou QLluc, como já descrito na metodologia. 

 A atividade dos EEBd foram avaliadas em cinco experimentos independentes, 

com medidas em duplicata. Para análise dos resultados empregou-se o software 

GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.). 

Foi observado que os extratos inibiram a produção de QLlum e de QLluc de 

forma dependente da concentração e que as curvas de porcentagem de inibição 

(Figura A3) e os valores de CI50 (Figura A4) de ambos os extratos foram bastante 

semelhantes. Para a QLlum os valores de CI50 foram 14,18 ± 1,4 µg/mL para o EEBd 

de maio/07a e de 12,89 ± 2,3 µg/mL para o de maio/07b; já os valores de CI50 para a 

QLluc foram de 6,38 ± 1,4 µg/mL para o EEBd de maio/07a e de 6,03 ± 0,7 µg/mL 

para o de maio/07b. Os resultados permitem afirmar que não houve diferenças 

significativas entre as atividades inibitórias da QL dos diferentes EEBd, evidenciando 

a manutenção desta atividade biológica no extrato seco previamente preparado e 

estocado a 4°C.  

 

 

 

 

 

 

 
Figura A3: Efeito inibitório das diferentes concentrações dos Extratos Etanólicos das 

folhas de Baccharis dracunculifolia – EEBd (µg/mL) de maio/07a e maio/07b sobre: 
A-  quimioluminescência dependente de luminol (QLlum) e B- quimioluminescência 

dependente de lucigenina (QLluc),  produzidas por PMNs humanos (1 x 106 
células/mL) estimulados com 1 mg de zimosan opsonizado.  
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Figura A4: Gráficos de CI50 (concentração do EEBd que inibe a QL em 50%) dos 
Extratos Etanólicos das folhas de Baccharis dracunculifolia (EEBd) de maio/07a e 
maio/07b sobre A- quimioluminescência dependente de luminol (QLlum) e B- 
quimioluminescência dependente de lucigenina (QLluc), produzidas por PMNs 
humanos (1 x 106 células/mL) estimuladas com 1 mg/mL de zimosan opsonizado. 
 

 

Desta forma, fica evidente que o EEBd maio/07, armazenado em condições 

adequadas, manteve tanto o perfil químico quanto a atividade biológica, permitindo 

portanto sua utilização nos ensaios subsequentes para a avaliação de seu efeito 

sobre algumas importantes funções efetoras dos neutrófilos.  
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Apêndice B – Padronização de parâmetros experimentais para avaliação do efeito 

do EEBd sobre a atividade da enzima lisozima 

 

 Curva padrão de Lisozima 

 Para determinar a quantidade de lisozima liberada pelos PMNs durante o 

processo de desgranulação, foi realizada uma curva padrão de lisozima (Sigma-

Aldrich L 6876), relacionando-se diferentes concentrações desta enzima com a 

redução da D.O. de uma  suspensão de Micrococcus lysodeikticus. Para isso, as 

diferentes concentrações da enzima foram misturadas volume a volume com uma 

suspensão de M. lysodeikticus (Sigma-Aldrich M 3770) 0,40 mg/mL em tampão fosfato 

de potássio 0,1M pH 7,0.  Foi verificada uma D.O. inicial da reação entre 0,6 e 0,8 em 

450 nm e a redução desta D.O. foi acompanhada durante 15 minutos a 37°C. As 

diferenças, entre as densidades ópticas iniciais e finais de cada concentração da 

enzima, foram utilizadas para a confecção da curva padrão (Figura A5).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A5: Curva padrão de variação da D.O. (450 nm) em função da concentração de 
lisozima (ng/mL) presente no meio. A variação da absorvância refere-se à redução da 
D.O. de uma suspensão de Micrococcus lysodeikticus a 0,4 mg/mL em tampão fosfato de 
potássio 0,1M pH 7,0 analisada durante 15 minutos. Curva referente a um experimento e 
representativa de outros sete com perfis semelhantes.  
 

 Padronização da concentração de células e de estímulo 

As concentrações de células utilizadas nesta padronização foram 1 x 106 

células/mL e 2 x 106 células/mL enquanto a de ZIops foi de 0,5 / 1,0 e 2,0 mg/mL. 

Para a realização desta padronização as diferentes concentrações de células (1 

e 2 x 106 células/mL) estimuladas com diferentes concentrações do estímulo (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 período ocorre a 

estimulação das células e a liberação 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 à capacidade de reduzir a D.O. da suspensão de M. 

lysodeikticus como já descrito anteriormente. Com as diferenças entre as D.O. iniciais e 

finais e a curva padrão previamente confeccionada, foram calculadas as concentrações 

de enzima liberadas no meio. Como controle espontâneo, foi verificada a liberação da 

lisozima na ausência de estímulo. Os resultados foram expressos como ng lisozima 

liberada/mL (Figura A6). Para esta padronização foram realizados cinco experimentos 

independentes com medidas em duplicata. Para análise dos resultados empregou-se o 

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

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura A6: Concentração de lisozima liberada no meio reacional por diferentes 

concentrações de neutrófilos (PMNs) estimulados com diferentes concentrações de 
zimosan opsonizado (ZIops). Esp 1 e Esp 2 referem-se respectivamente ao controle 
espontâneo (células na ausência do estímulo) nas concentrações de 1 e 2 x 106 
células/mL. Resultados expressos como média ± desvio padrão 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 concentrações celulares de 2 x 106 células/mL 

apresentaram maior liberação da lisozima quando comparadas às liberações por 1 x 
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submetida à estimulação por diferentes concentrações de ZIops não houve alteração 

estatisticamente significantiva sobre a liberação da enzima. Desta forma, foram 

selecionadas as concentrações de 2 x 106 células/mL e de 0,5 mg/mL de Ziops para 

dar continuidades aos estudos.   

 

 Efeito do solvente DMSO no ensaio de liberação da enzima lisozima 

Antes de iniciar os ensaios com o EEBd foi avaliado se o solvente DMSO 

poderia causar alguma interferência na metodologia. Para isso, diferentes 

concentrações deste solvente (0,1/ 0,5 / 1,0 e 10%) foram incubadas com as células 

(2 x 106 células/mL) e o estímulo (ZIops 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 tampão 

Hanks com gelatina a 0,1% no lugar do solvente e como controle espontâneo as 

células foram avaliadas na ausência do estímulo. Os tubos foram então 

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 à capacidade de reduzir a D.O. da suspensão de M. lysodeikticus 

como descrito nos itens anteriores. Com as diferenças entre as D.O. iniciais e finais 

e a curva padrão previamente confeccionada, foram calculadas as concentrações de 

enzima liberada no meio. Como controle espontâneo, foi verificada a liberação da 

lisozima na ausência de estímulo. Os resultados foram expressos como ng lisozima 

liberada/mL (Figura A7). Para este ensaio foram realizados três experimentos 

independentes com medidas em duplicata. Para análise dos resultados empregou-

se o software GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.). 
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Figura A7: Concentração de lisozima liberada no meio reacional por neutrófilos 
humanos (2 x 106 células/mL) estimulados com zimosan opsonizado (0,5 mg/mL), 
após incubação com diferentes concentrações do solvente do EEBd (DMSO). Como 
controle positivo foi utilizado o tampão Hanks no lugar do solvente, enquanto no 
controle espontâneo as células foram avaliadas na ausência do estímulo. Resultados 
expressos como média ± desvio padrão de três 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: dimetilsulfóxido. 
 

Estes resultados mostraram que as concentrações de DMSO de 0,1% e 0,5% não 

interferem na metodologia, pois não possuem diferença significativa do resultado 

apresentado pelo controle positivo. Já as concentrações de 1% e 10% interferiram na 

metodologia reduzindo a atividade da lisozima liberada no meio. Desta forma, os EEBd 

foram diluídos em DMSO de forma que a concentração final deste solvente no meio fosse 

de 0,1%. 
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Apêndice C – Padronização de parâmetros experimentais para avaliação do efeito 

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

 

 Padronização da concentração de células e de estímulo 

As concentrações de células utilizadas nesta padronização foram 1, 2 e 4 x 

106 células/mL, enquanto as quantidades de ZIops foram de 1,0 e 2,0 mg/mL. 

As diferentes concentrações de células foram suspensas em meio contendo 

Hanks com taurina (5 mM). Posteriormente foram adicionadas as diferentes 

concentrações do estímulo ZIops (1 e 2 mg/mL) e as amostras foram incubadas durante 

30 min a 37°C. A reação foi então interrompida com a adição de catalase (40 µg/mL). 

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 quantificação da reação foi realizada 

adicionando-se em placa de 96 poços o sobrenadante da reação juntamente com a 

solução reveladora contendo TMB (2 mM) e após 5 minutos foi realizada a leitura da 

absorvância em 630 nm. Foram feitos três experimentos independentes, com 

medidas em quadruplicata. Para análise dos resultados empregou-se o software 

GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, Inc.). Os resultados mostraram que a 

melhor condição experimental consistia em utilizar 4 x 106 células/mL e 2 mg/mL do 

estímulo ZIops (Figura A8).  

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura A8: Valores de absorvância referentes à oxidação do TMB por compostos 
derivados do HOCl, produzidos pela enzima mieloperoxidase de diferentes 
concentrações de PMNs humanos. Resultados expressos como média ± desvio padrão 
de três 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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 Efeito do solvente etanol sobre a atividade da enzima mieloperoxidase: 

avaliação da produção de HOCl pelos PMNs 

 Os ensaios foram realizados com a incubação das células (4 x 106 células/mL) 

juntamente com diferentes concentrações do solvente etanol (concentrações finais de 

0,05/ 0,1/ 0,5 e 1%) em meio contendo Hanks com taurina (5mM). A reação foi iniciada 

com a adição do estímulo ZIops (2 mg/mL) em um volume final de 500 µL. As amostras 

foram incubadas durante 30 min a 37°C e posteriormente foi adicionado catalase (40 

µg/mL) para interromper a reação. 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 

quantificação da reação foi realizada adicionando-se em placa de 96 poços o 

sobrenadante da reação juntamente com a solução reveladora contendo TMB (2 mM) e 

após 5 minutos foi realizada a leitura da absorvância em 630 nm. 

 Como controles deste ensaio foram utilizados: o tampão Hanks com gelatina 

a 0,1% no lugar das amostras (controle positivo), a adição de Hanks com gelatina a 

0,1% e catalase no lugar da amostra com manutenção da amostra em banho de 

gelo (controle negativo) e a adição do tampão Hanks com gelatina a 0,1% no lugar 

da amostra e do estímulo (espontâneo – contendo apenas as células e o tampão). 

Também foi preparado um branco (contendo apenas o tampão e o TMB), sendo que 

os valores de absorvância referentes ao branco foram subtraídos 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 análise dos 

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

Os resultados apresentados na Figura A9 mostraram que as concentrações de 

etanol de 0,05% e de 0,1% não interferiram significativamente no método, uma vez 

que não apresentaram diferença significativa (p > 0,05) em relação ao controle 

positivo. 
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Figura A9: Valores de absorvância referentes à oxidação do TMB por compostos 

derivados do HOCl produzido pela enzima mieloperoxidase de neutrófilos. As barras 

representam o efeito de diferentes concentrações de etanol ou controles na 

produção de HOCl pela mieloperoxidase de neutrófilos humanos (4 x 106 células/mL) 

estimulados com zimosan opsonizado (2 mg/mL), com exceção do espontâneo no 

qual não há adição de estímulo (apenas células e tampão Hanks). Controle positivo: 

adição de Hanks com gelatina a 0,1% no lugar da amostra; controle negativo: igual 

ao controle positivo com a adição de catalase no início da reação. Resultados 

expressos como média ± desvio padrão de oito experimentos realizados em 

quadruplicata. *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 concentração final do solvente na reação fosse de 0,05%. 

 

 Quantificação de HOCl na água sanitária comercial e curva padrão da 

oxidação do TMB por diferentes concentrações de HOCl para avaliar o feito 

do EEBd sobre a atividade “scavenger” de HOCl e de Taurina-Cl 

A quantificação do HOCl na água sanitária comercial (ASC) foi realizada 

através de ensaio espectrofotométrico a 292 nm. Para isso, a ASC foi primeiramente 

diluída em água deionizada (1:25) e posteriormente diluída em solução de KOH 8 M 

(1:5). A absorvância foi lida em 292 nm e a concentração do hipoclorito foi calculada 

considerando-se o coeficiente de extinção (ɛ) igual a 350 M-1cm-1.  

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

uma curva padrão da oxidação do TMB por diferentes concentrações de HOCl (Figura 

A10) para a determinação da melhor concentração a ser utilizada nos ensaios. Para 

isso, a ASC foi diluída para 0,5 mM em tampão PBS e diferentes volumes de ASC 
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foram incubados em placa de 96 poços, juntamente com PBS contendo taurina (5 mM), 

de forma que o volume final fosse de 200 µL e as concentrações de HOCl no meio 

fossem de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 µM.  Foi então adicionado o revelador contendo 

o TMB e após cinco minutos foi realizada a leitura da absorvância em 630 nm. 

 

 
Figura A10: Curva padrão de HOCl incubado com taurina (5mM). A absorvância 

(630 nm) refere-se à oxidação do TMB pela taurina-Cl formada pela interação do 
HOCl e da taurina. Curva referente a um experimento e representativa de outros três 
com perfis semelhantes.  
 

   A concentração de HOCl de 50 µM foi a selecionada para ser utilizada nos 

ensaios de avaliação da atividade “scavenger” do EEBd sobre o HOCl e sobre a 

taurina-Cl.  
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Apêndice D – Curvas padrão do EEBd e do ácido cafeico para a determinação das 

eficiências de incorporação das amostras nos lipossomas 

 

 Curva padrão do EEBd 

Foi realizada uma varredura espectrofotométrica do EEBd para determinar o 

melhor comprimento de onda para a realização da curva padrão do extrato (Figura A11).  

 

  

 

 

 

 

 
 
Figura A11: Espectro de varredura de 200 nm a 700 nm do Extrato Etanólico das folhas 

de Baccharis dracunculifolia - EEBd (60 µg/mL), com pico de absorvância em 322 nm. 
 

 Como os comprimentos de onda próximos a 200 nm sofrem a influência do 

solvente etanol, utilizado para solubilizar o extrato, foi escolhido o comprimento de 

onda de 322 nm, que representa o maior pico de absorção do EEBd.  

Depois de determinado o comprimento de onda, foram confeccionadas as curvas 

padrão relacionando a absorvância com as diferentes concentrações do EEBd (Figura 

A12). Para isso, o EEBd foi diluído em etanol de modo que as concentrações finais 

variassem entre 20 e 125 µg/mL.  
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Figura A12: Curva padrão do extrato etanólico das folhas de Baccharis dracunculifolia 

(EEBd) relacionando os diferentes valores de absorvância em 322 nm com as respectivas 
concentrações do EEBd. Curva referente a quatro experimentos realizados em duplicata.  
 
 
 De posse da curva padrão do EEBd, foi possível determinar as concentrações 

do extrato presentes nas preparações lipossômicas. 

 

 Curva padrão do ácido cafeico 

Após realizar uma varredura espectrofotométrica do ácido cafeico, foi 

determinado o melhor comprimento de onda para a realização da curva padrão 

(Figura A13). Uma vez que os comprimentos de onda próximos a 200 nm sofrem a 

influência do solvente etanol, foi escolhido o comprimento de onda de 324 nm, que 

representa o maior pico de absorção do ácido cafeico. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura A13: Espectro de varredura de 200 nm a 700 nm do ácido cafeico na 
concentração de 40 µM em solução etanólica, com pico de absorvância em 324 nm. 
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A partir da definição do comprimento de onda de análise do ácido cafeico, foi 

realizada uma curva padrão relacionando os valores de absorvâncias obtidos por 

este composto com as suas respectivas concentrações (Figura A14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A14: Curva padrão do ácido cafeico relacionando os diferentes valores de 

absorvância em 324 nm com as respectivas concentrações deste composto. Resultados 
expressos como média ± desvio padrão de três experimentos. 

 
 

Através da curva padrão do ácido cafeico foi realizada a determinação do seu 

coeficiente de extinção molar (ɛ), igual a 18475 ± 325,40 M-1.cm-1.  

Utilizando os valores de absorvância obtidos após o rompimento dos 

lipossomas contendo ácido cafeico (λ= 324 nm) e o valor do coeficiente de extinção 

molar deste composto (ɛ = 18475) foi possível calcular as concentrações do ácido 

cafeico incorporado nos lipossomas. 
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Apêndice E - Padronização das condições experimentais para avaliação do efeito 

terapêutico do EEBd e do ácido cafeico em modelo animal de artrite 

  

Os ensaios com modelo animal de artrite se iniciaram com a padronização 

das condições de indução da artrite e do tempo de tratamento dos animais.  

Para verificar qual a melhor condição de indução da artrite, foram injetadas 

diferentes quantidades de ZI (300, 500 e 1000 µg) na articulação do joelho de ratos 

e após 6 horas foram examinados os parâmetros inflamatórios (edema formado na 

articulação e a migração de células totais e de neutrófilos para o local da 

inflamação). Como controle, foi injetado apenas o solvente do zimosan (NaCl 0,9%) 

nas articulações. Os resultados obtidos (Figura A15) apontam que todas as 

concentrações de ZI utilizadas foram capazes de promover a indução do processo 

inflamatório nos animais. Foi, então, escolhida a concentração de 300 

µg/articulação. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A15: Padronização da quantidade de zimosan utilizada para a indução da 
artrite nos animais. Foram avaliados: (A) o diâmetro da articulação antes e após a 
indução da artrite; e (B) a migração de células totais e de neutrófilos para o local da 
inflamação (sinóvia) após a injeção de diferentes concentrações de zimosan. Como 
controle (0µg/articulação) foi injetado apenas o solvente do zimosan (NaCl 0,9%). 
Resultados expressos como média ± desvio padrão de 2 experimentos realizados em 
quadruplicata (n=4). *p<0,05 para todos os valores após a indução quando 
comparados às respectivas concentrações antes da indução; * e # representam 
p<0,001 entre o controle e as diferentes concentrações do estímulo para, 
respectivamente o total de células e o total de neutrófilos (ANOVA - Bonferroni's 
Multiple Comparison Test). 
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foi padronizado o tempo entre a aplicação do tratamento e a indução da artrite. Para 

isso o anti-inflamatório padrão dexametasona (4 mg/Kg) foi injetado no peritônio dos 

animais 30 minutos ou 1 hora antes da indução da artrite com ZI e após 6 horas foram 

avaliados os parâmetros inflamatórios de edema e migração de células totais e 

neutrófilos (Figura A16). Como controles deste ensaio foi utilizado o tratamento apenas 

com o solvente da droga (NaCl 0,9%) antes da indução da artrite (artrite não tratada) e 

o tratamento dos animais com NaCl 0,9% sem a indução da artrite (controle negativo).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura A16: Padronização do intervalo de tempo entre o tratamento dos animais e a 
indução da artrite. Os animais foram tratados 30 minutos ou 1 hora antes da indução 
da inflamação. 6 horas após a indução da artrite foi avaliado (A) o aumento do 
diâmetro da articulação. (B) a migração de células totais e de neutrófilos para o local 

da inflamação (sinóvia).  Artrite não tratada: aplicação intraperitoneal de NaCl 0,9% e 
indução de artrite com zimosan; controle positivo: aplicação intraperitoneal de 
dexametasona (4 mg/Kg) e indução da artrite com zimosan; controle negativo: 
aplicação intraperitoneal e intra-articular de NaCl 0,9%. Resultados expressos como 
média ± desvio padrão de 2 experimentos realizados em quadruplicata (n=4). 
*p<0,05 em comparação com a artrite não tratada (30 minutos); **p<0,001 em 
comparação com a artrite não tratada (1 hora) (ANOVA - Bonferroni's Multiple 
Comparison Test,). 
 

Os resultados obtidos mostram que a dexametasona impediu a formação do 

edema na articulação nos dois tempos de tratamento avaliados, porém a redução do 

edema se mostrou mais pronunciada quando o fármaco foi administrado 1 hora antes 

da indução da artrite. Já para a migração das células, houve apenas redução 

significativa de infiltrado celular no foco inflamatório quando a dexametasona foi 

administrada 1 hora antes da indução da artrite.  
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Ficou determinado que os animais recebessem o tratamento 1 hora antes da 

indução da artrite, o que está 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 Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto 
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Anexo B – Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos voluntários 

doadores de sangue 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

  Você está sendo convidado(a) a participar como voluntário(a) em uma 
pesquisa. Após ser esclarecido(a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar fazer 
parte do estudo, assine ao final deste documento, que está em duas vias. Uma delas é sua 
e a outra do pesquisador responsável. Em caso de recusa, você não será penalizado(a) de 
forma alguma. Em caso de dúvida, você pode procurar o Comitê de Ética em Pesquisa da 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – USP, pelo telefone (16) 3602-
4213 ou pelo e-mail: cep@fcfrp.usp.br. 
 
 

INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA: 
 

Título do projeto: Estudo do mecanismo da atividade antioxidante de Baccharis dracunculifolia 

(Asteraceae) em neutrófilos e avaliação deste efeito sobre modelo de artrite reumatóide 
Pesquisadora responsável: Andréa Silva Garcia de Figueiredo Rinhel 
Telefone para contato: (16) 3602-4212 

 
 

DESCRIÇÃO DA PESQUISA AO VOLUNTÁRIO 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 são benéficos ou não para a saúde, e também para 
descobrir novos medicamentos. Será estudado o extrato da planta Baccharis dracunculifolia, 

também conhecida como “alecrim-do-campo” que é a principal planta usada pelas abelhas 
para produção de própolis verde. Os neutrófilos são células do nosso corpo que ajudam a 
combater os microrganismos, porém em algumas doenças inflamatórias essas células 
podem causar danos no nosso corpo. Desta forma, será avaliada a capacidade dos extratos 
de “alecrim-do-campo” em controlar a ação prejudicial dos neutrófilos nas inflamações. 
 Assim, solicitamos a sua permissão para colher sangue a fim de purificar os 
neutrófilos, que são as células-alvo deste estudo, e para a obtenção do soro, o qual será 
utilizado para estimular estas células. Os voluntários não poderão estar fazendo uso de 
medicamentos e deverão doar 20 (vinte) mL de sangue. O sangue será colhido de uma veia 
do braço, por uma pessoa do laboratório com bastante experiência em tirar sangue de 
pessoas. Será sempre utilizado material estéril e descartável, isto é, devidamente limpo e livre 
de contaminação. O desconforto desta coleta está apenas relacionado com um pouco de dor 
causada pela picada da agulha para tirar o sangue. Algumas vezes, pode ocorrer um pequeno 
inchaço no local da picada e aparecer manchas roxas em volta dela, mas que desaparecem 
dentro de alguns dias. Portanto, esses problemas são passageiros e os riscos são mínimos. 
 Fica expressamente garantida a liberdade de retirar o seu consentimento de 
participar desta pesquisa a qualquer tempo, não sendo penalizado de forma alguma. 
Esclarecemos também que você não terá nenhuma despesa ao participar deste estudo. 
Você também terá a liberdade de procurar os pesquisadores responsáveis a qualquer 
momento para saber sobre o andamento da pesquisa. Quando a pesquisa terminar, 
somente os resultados, e nunca a sua identidade, serão divulgados publicamente.  
 

 
 

______________________________________ 
          Andréa Silva Garcia de Figueiredo Rinhel 

mailto:cep@fcfrp.usp.br
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Consentimento da participação 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 possíveis riscos e benefícios decorrentes de 

minha participação. 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 aprovação da comissão de ética no uso de animais 

 


