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RESUMO

FIGUEIREDO, A. S. G. Efeito da sazonalidade no perfil quimico e na atividade
antioxidante de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) e acio modulatéria desta planta
sobre o metabolismo oxidativo de neutrofilos. 2010. 96f. Dissertacio (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2010.

Os neutréfilos ou leucéceitos polimorfonucleares (PMNs) sao células fagociticas com fungdes
bactericida e fungicida altamente potentes. A destrui¢do dos microrganismos invasores é
realizada através da liberagdo de substincias toxicas presentes em seus granulos e das
espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas durante o metabolismo oxidativo dessas
células. Apesar dos beneficios da atividade antimicrobiana, em situagdes de intensa ativacio
celular, a grande producdo e liberacdo de compostos citotéxicos podem causar efeitos
deletérios sobre os tecidos do hospedeiro, como parece ocorrer em doengas por
imunocomplexos. O grande potencial dos antioxidantes para o tratamento e prevengdo dessas
doencas tem levado a pesquisa de novos compostos que atuam no processo inflamatdério em
que estdo envolvidos os neutréfilos ativados. Dentre estes, destacam-se os naturais, em que se
encontra a planta Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), principal fonte botanica da propolis
verde, sendo que a propolis possui diversas atividades biolégicas conhecidas. Entretanto, a
producdo de metabdlitos secundérios pelas plantas pode ser modificada de acordo com fatores
sazonais o que dificulta os estudos e pode acarretar em alteragdes de atividade bioldgica.
Desta forma, este trabalho avaliou o efeito da sazonalidade no perfil quimico de B.
dracunculifolia e na atividade desta planta sobre o metabolismo oxidativo de PMNs. Para
isso, extratos etandlicos brutos das folhas de B. dracunculifolia (EEBBd), colhidas
mensalmente durante 14 meses foram submetidos a ensaios de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), e avaliados quanto a capacidade de inibir a quimioluminescéncia
dependente de luminol (QLIum) e de lucigenina (QLIluc) produzida por PMNs estimulados.
Além disso, para desvendar o(s) possivel(is) mecanismo(s) de acdo responsavel(is) pela
atividade antioxidante, foram realizados, com a amostra mais ativa em inibir a QL, ensaios
para avaliar a citotoxicidade, a atividade “scavenger” de radicais livres (DPPH") e a agdo
sobre a atividade da enzima NADPH oxidase. Os resultados mostraram que todos os EEBBd
inibiram tanto a QLIlum quanto a QLIluc de forma dependente da concentraciio e que para
ambos os ensaios houve variag@o na eficiéncia deste efeito bioldgico ao longo do periodo de
tempo estudado, demonstrando que a sazonalidade desempenhou um papel importante na
intensidade da atividade antioxidante dos extratos. O ensaio de CLAE permitiu anélise dos
seguintes compostos: dcido caféico, 4cido p-cumdrico, aromadendrina-4'-metil éter,
isosakuranetina e artepilin C, e revelaram que apesar de ndo haver notéria variagao qualitativa
entre os componentes, foi observada grande diferenga quantitativa. As andlises com a amostra
do més de maior atividade antioxidante (Maio/07) revelou que esta foi colhida durante um
periodo de baixo indice pluviométrico, temperaturas amenas € apresentou a menor
concentracdo da maioria dos compostos fendlicos estudados, evidenciando que tais compostos
ndo foram os maiores responsdveis pela atividade bioldgica da amostra e que alguns desses
compostos podem ter atuado como pré-oxidantes. Além disso, foi verificado que esta amostra
atuou de forma ndo toxica sobre as células, através da captagdo de parte das EROs geradas no
meio reacional e de inibicdo parcial da atividade da NADPH oxidase.

Palavras-chave: Baccharis dracunculifolia; Atividade antioxidante; Neutréfilos.
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1.1 Neutrdfilos

1.1.1 Aspectos gerais

Os neutrdfilos ou leucécitos polimorfonucleares (PMNs) foram descobertos por
Paul Ehrlich em 1956, quando as técnicas de fixacdo e coloracdo celulares tornaram
possiveis identificar os ndcleos lobulados e os granulos citoplasmaticos caracteristicos de
tais células. A granulacdo neutrofilica, que se refere a coloragcdo dos granulos através da
utilizagdo de corantes neutros, deu origem ao nome “neutréfilo” (BORREGAARD,
COWLAND, 1997).

Os neutrdéfilos s@o células que compdem o sistema imune inato de humanos operando
como fagocitos profissionais. Originam-se na medula dssea e, quando maduros, s@o liberados
na corrente sanguinea com fungdes bactericida e fungicida altamente potentes. (KUIJPERS,
2002; NAGATOMI, 2006).

Estas células possuem um tempo de vida médio bastante curto de cerca de 6 a 7 horas,
constituem de 50 a 70% do total de leucdcitos e s@o considerados os componentes
majoritarios dentre os granulécitos no sangue. Além disso, sdo as primeiras células a serem
recrutadas da corrente sanguinea para os sitios de inflamacdo, sendo, por esta razdo,
consideradas a primeira linha de defesa do organismo (JOHNSON, VARANI, SMOLEN,
1992; LUSTER, ALON, VON ANDRIAN, 2005).

Além da atividade microbicida, os PMNs produzem mediadores pré-inflamatérios que
contribuem para o recrutamento de novas células, auxiliam na remog¢do de células mortas, de
corpos celulares gerados por apoptose e de outros “debris” celulares, e contribuem na
remodelacdo de tecidos JOHNSON, VARANI, SMOLEN, 1992; CHAVRIER, 2001).

Morfologicamente, os neutréfilos sdo distinguidos das outras células sanguineas por
possuirem: formato esférico com cerca de 12 a 15um de diametro, um niicleo multilobulado
apresentando de 3 a 5 16bulos e granulos em abundéancia no citoplasma, os quais contém
diferentes grupos de moléculas citotoxicas (Figura 1). Tais granulos sdo classificados em
azurdfilos (ou primadrios), especificos (ou secundarios), de gelatinase (ou tercidrios) e
vesiculas secretorias (BORREGAARD, COWLAND, 1997; ABBAS, LICHTMAN, 2005;
MAYER-SCHOL, AVERHOFF, ZYCHLINSKY, 2004).

Os granulos citoplasmaticos dos PMNs sdo produzidos em sequéncia, sendo que
durante o estidgio de promieldcito surgem os primeiros (granulos primdrios) os quais contém
mieloperoxidase e defensinas e sdo denominados de azurdfilos devido a sua afinidade pelo

corante azul. Posteriormente, durante a maturacdo dos neutrdfilos (estdgio de metamieldcito)
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sdo formados os granulos secundérios ou especificos, os quais contém colagenase, lactoferrina
e gelatinase entre outras proteinas. Os granulos tercidrios ou de gelatinase assemelham-se aos
secunddrios, porém possuem altas concentragdes de gelatinase. Quando maduros, os
neutrdfilos desenvolvem vesiculas secretdrias altamente mobilizdveis ricas em citocromo
b558, receptores, proteinas sinalizadoras e moléculas de adesdo em sua superficie, além de
proteinas plasmaticas como albumina, imunoglobulina e transferrina na matriz (BAINTON,
ULLYOT, FARQUHAR, 1971; BORREGAARD, COWLAND, 1997; DALE, BOXER,
LILES, 2008; FREITAS, LIMA, FERNANDES, 2009).
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Figura 1 — Imagem representativa de um neutréfilo (N).

Os PMNs possuem como principais atividades funcionais a migrag@o orientada para o
local da infeccdo (quimiotaxia), aderéncia e englobamento do patégeno (fagocitose), e
destrui¢do dos microrganismos invasores através da liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e das substincias tdxicas presentes nos granulos como enzimas hidroliticas e

cationicas (KUIJPERS, 2002).

I — Quimiotaxia

Para atingir os sitios de inflamacdo ou injtria, os PMNs circulantes devem deixar a
corrente sanguinea através do endotélio e migrar para os tecidos seguindo em direcdo ao local
da lesdao por um processo chamado de quimiotaxia, cuja defini¢do mais simples é a locomocao
direcional dos PMNs ao longo de um gradiente quimico (ZIGMOND, 1977; KUIJPERS,
2002; ZACHARIAE, 1993).

As sequéncias de eventos da jornada dos PMNs do limem vascular para o tecido
intersticial podem ser divididas nas seguintes etapas: no limem ocorre marginacgio,
rolamento, ativacdo, adesdo ao endotélio, transmigracdo através do endotélio (diapedese) e a
migracdo nos tecidos intersticiais em direcio ao estimulo quimiotitico (Figura 2)

(MURDOCH, FINN, 2000; KUMAR et al, 2005).
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Os agentes responsaveis pelo estimulo quimiotidtico sdo, na maioria das vezes,
pequenas proteinas contendo cerca de 60 a 100 aminoécidos, e podem ser classificados como
exdgenos ou enddgenos. Os agentes exdgenos mais comuns sdo os produtos bacterianos,
enquanto os endégenos incluem componentes do sistema complemento, especialmente CSa e
C3a, interleucinas e produtos do metabolismo fosfolipidico (ZACHARIAE, 1993;
CICCHETI, ALLEN, GLOGAUER, 2002; KUIJPERS, 2002).

A ligacdo destas moléculas quimioatraentes aos receptores de membrana dos PMNs
desencadeia uma série de eventos citoplasmaticos, os quais resultam em alteracdes
bioquimicas, mudanca de forma e ativacdo da maquinaria citoesquelética dessas células,
permitindo assim a migracdo dos PMNs para o tecido alvo e a efetuacdo da fagocitose (DALE,

BOXER, LILES, 2008; CICCHETI, ALLEN, GLOGAUER, 2002).

=

Espago Intersticial Migracdo

/I

Adea Diapedese

et Ativacao

Marginagio Rolamento

Segundos Minutos

Figura 2 — Representagcdo esquematica das principais etapas do recrutamento de PMNs da
circulag@o sanguinea para o local da inflamagdo e indicacdo da duragdo dos processos. Cada
etapa envolve diferentes interacdes entre os fatores quimiotaticos e os receptores dos PMNs
(n@o demonstradas). Figura modificada de JOHNSTON, BUTCHER, 2002

II — Fagocitose

Em 1880, Elie Metchnikoff observou a ingestdo de bactérias por fagdcitos profissionais e
reconheceu a importancia do processo de fagocitose como um mecanismo de defesa em
organismos multicelulares (HAMPTON, KETTLE, WINTERBOURN, 1998).

Orientados por fatores quimiotiticos e pela presenca em suas membranas de
receptores para tais fatores, os neutréfilos atingem o local da lesdo e atuam na defesa do

organismo através do processo de fagocitose, que inclui: a adesdo dessas células com o
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agente patogénico, que ¢é facilitada quando esse agente encontra-se opsonizado (JONES,
LINDBERG, BROWN, 1999); a ingestdo de tal agente através da emiss@o de pseuddpodes ao
seu redor com formagdo de um vacuolo chamado fagossoma (DALE, BOXER, LILES, 2008);
a desgranulacdo, ou seja, descarregamento do conteudo dos granulos, que pode ocorrer no
interior dos fagossomas, formando os fagolisossomos, ou no meio extracelular e a destruicdo
do agente patogé€nico, que pode ocorrer por mecanismos independentes de oxigénio, através
da agfdo das substincias contidas nos granulos, ou através de mecanismos dependentes de
oxigénio, pela geracdo de radicais de oxigénio com grande potencial microbicida (Figura 3)

(ZAGO, FALCAO, PASQUINI, 2001).

Membrana

plasmatica Bactéria

NADPH
oxidase

outras

EROS
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Fagolisossoma

Nicleo Neutréfilo

. Granulos Azurdfilos: elastase neutrofilica, mieloperoxidase
(MPO), defensina e lisozima, entre outros;

Granulos especificos: lactoferrina, lisozima, entre outros;

Granulos de gelatinase: lisozima, acetiltransferase, gelatinase,
entre outros.

Figura 3 — Representacdo esquematica dos mecanismos de defesa dependentes e independentes
de oxigénio durante a fagocitose de bactéria pelo neutréfilo. Os mecanismos independentes de
oxigénio abrangem trés subconjuntos de granulos citoplasmaticos: azuréfilos, especificos e de
gelatinase, os quais cont€m proteases, proteinas e peptideos antimicrobianos e enzimas
caracteristicas. A lisozima, por exemplo, rompe a superficie anidnica bacteriana, tornando a
bactéria mais permedvel. J4 os mecanismos dependentes de oxigénio contam com a formagao das
espécies reativas de oxigénio (EROs). A formacdo das EROs € iniciada pela NADPH oxidase,
que produz o radical anion superéxido (O,"), o qual é rapidamente convertido a peréxido de
hidrogénio (H,O,). Por sua vez, a enzima mieloperoxidase, um dos constituintes do granulo
azurdfilo, utiliza o H,O, para producdo de 4cido hipocloroso (HOCI), um potente agente
microbicida. Figura modificada de MAYER-SCHOL, AVERHOFF, ZYCHLINSKY, 2004.
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IIT - O processo de desgranulagdo neutrofilica.

Como apresentado na Figura 3, os constituintes dos diferentes subtipos de granulos dos
neutrdfilos sdo os responsdveis pelos mecanismos de destruicio dos patégenos de forma
independente de oxigénio. A fusdo dos granulos nos fagossomas é seguida pela liberacio de
substincias microbicidas dentro dos mesmos, causando a morte do patégeno. Tais substancias
microbicidas sdo, principalmente, proteinas antimicrobianas como a defensina e a lisozima (que
funcionam rompendo a superficie anidnica bacteriana), e proteases (que degradam proteinas
bacterianas) (MAYER-SCHOL, AVERHOFF, ZY CHLINSKY, 2004; PHAM, 2006).

Dentre as diversas enzimas presentes nos granulos, a enzima elastase neutrofilica é uma
serinoprotease presente nos granulos primarios do neutréfilo em concentragdes superiores a 5
mM. Fisiologicamente, esta enzima estd envolvida na degradacdo 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
(BELAAOUAIJ et. al., 1998; TKALCEVIC et al., 2000; BRINKMANN et al., 2004).

Sob intensa ativagdo celular, a elastase € rapidamente liberada no espaco extracelular,
onde além de matar os patdgenos ali presentes, pode degradar fatores de viruléncia bacterianos
(BRINKMANN et al., 2004). A elastase secretada também € responsdvel pela degradacio das
proteinas da matriz extracelular local, remodelagdo do tecido danificado, e facilitacdo da
migracdo do neutrdfilo através do tecido, durante a diapedese, em direcdo ao sitio de inflamagio
(DALLEGRI; OTTONELLO, 1997).

Dentre os componentes da matriz extracelular que podem ser alvos da atividade
enzimdtica da elastase neutrofilica, estdo uma variedade de ligantes de superficie celular,
proteinas soliiveis e um grande nimero de importantes moléculas de adesdo. Esta enzima é
capaz de digerir praticamente todos os tipos de proteinas da matriz, incluindo alguns tipos de
coldgeno fibronectina, proteoglicanas e fibras de elastina (CHUA, LAURENT, 2006;
SCHORR et al., 2005).

Entretanto, em processos inflamatérios cronicos como em enfisema pulmonar,
glomerulonefrite e artrite reumatdide, a elastase favorece a inflamacao, e é considerada uma
das principais enzimas responsaveis pela destruicio tecidual. Desta forma, esta enzima parece
ser um importante alvo para a terapia de doencas inflamatérias cronicas (SMEDLY et al.,

1986; BEYER, MELZIG, 2005).
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1V — Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Além dos mecanismos microbicidas independentes de oxig€nio, o processo de
fagocitose € acompanhado de um conjunto de alteracdes metabdlicas nas células fagociticas,
denominado “burst” ou explosdo respiratéria, metabdlica ou oxidativa. O “burst” respiratério é
caracterizado, dentre outros fatores, pela produgdo de grande quantidade de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Figura 3) (BABIOR, 1999; MAYER-SCHOL, AVERHOFF,
ZYCHLINSKY, 2004).

As EROs sdao moléculas altamente reativas devido a presenca de um par de elétrons nio
pareados na ultima camada. Esta caracteristica torna essas moléculas potentes agentes
oxidantes, que atuam em conjunto com os constituintes dos granulos para matar e digerir os
agentes fagocitados (ZYCHLINSKY et al., 2003).

A producgdo das EROs através do metabolismo oxidativo pode ser desencadeada quando
as células fagociticas sdo expostas a alguns estimulos, como o agente promotor de tumores PMA
(“Phorbol Myristate Acetate”), o potente peptideo quimiotatico fMLP (“n-Formil-Methionyl-
Leucyl-Phenylalanine”), 4cido araquidénico (AA), concanavalina A, iondforos, complexos
imunes e ainda particulas antigénicas (zimosan, latex) opsonizadas com anticorpos e componentes
do sistema complemento (BROWN, 1995).

O metabolismo oxidativo se inicia com o complexo enziméitico localizado na
membrana plasmatica e fagossomal dos PMNs, denominado NADPH oxidase, o qual
permanece inativo nas células em repouso, tornando-se ativado apds a interagdo com
patégenos (BABIOR, 1999; GROEMPING, RITTINGER, 2005).

Este complexo aceita elétrons de NADPH no citosol, gerado pela via de hexose
monofosfato, e os transfere para o oxigénio molecular (O,) presente no outro lado da
membrana (tanto fora das células quanto dentro de fagossomas contendo microrganismos
ingeridos), formando o radical anion superéxido (0,") que é a primeira espécie reativa de
oxigénio formada e a fonte de todas as demais EROs produzidas durante a fagocitose

(LEUSEN, VERHOEVEN, ROOS, 1999):

2 O, + NADPH » 20, + NADP' + H*

O superoxido produzido pode ser dismutado em peréxido de hidrogénio (H,O»)
espontaneamente ou através da enzima superdxido dismutase. O H,O, formado interage com a

enzima mieloperoxidase (presente nos granulos azur6filos dos PMNs) e com um haleto
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(predominantemente o cloreto) para produzir, dentro dos fagolisossomos, o acido hipocloroso
(HOCI), uma potente substidncia antibacteriana. Além dessas substancias, uma grande
variedade de outras EROs sdo produzidas durante o “burst” respiratério, como o oxigénio
singleto, radicais hidroxilas e outros produtos microbicidas (VAN HEEREBEEK, et al.,2002;
DALE, BOXER, LILES, 2008).

Apesar dos fagdcitos possuirem outros mecanismos microbicidas, como os peptideos e
enzimas antimicrobianas, a geragdo das EROs e do dcido hipocloroso durante a fagocitose ¢é
considerado o mecanismo critico na destrui¢cdo da maioria dos patdégenos invasores (DALE,
BOXER, LILES, 2008). Tal fato é comprovado pela grande frequéncia de infeccdes flngicas
e bacterianas em individuos com doenga granulomatosa cronica (CGD), uma doenga genética
caracterizada pela inativacdo da NADPH oxidase com consequente restricdo na producio de
agentes oxidantes microbidas (FREITAS, LIMA, FERNANDES, 2009).

Para prevenir destruicdo dos tecidos com a producdo das EROs, a atividade da
NADPH oxidase deve se manifestar, preferencialmente, de forma regional, temporaria e
restrita ao interior do fagossoma. Um tipo de regulagc@o da atividade enzimdtica que evita o
aparecimento desses danos colaterais € a separacdo das subunidades da enzima em diferentes
compartimentos subcelulares (citosol e membrana plasmatica) durante o estado de repouso
das células fagociticas (GROEMPING, RITTINGER, 2005).

O centro enzimatico da NADPH oxidase consiste em cinco componentes: p40”",
(PHOX de Phagocyte Oxidase), p47”"*, p67"", p22°"* ¢ gp917"**. Nas células em repouso,
trés desses componentes — p407"*, p47""** e p67""** — se localizam no citosol na forma de um
complexo. Os outros dois componentes — p22”"** ¢ gp917"* _ sdo proteinas integrais de
membrana e estdo localizados na membrana de vesiculas secretérias e granulos especificos,
onde se encontram como uma flavohemoproteina heterodimérica conhecida como citocromo
b558 (chamado assim devido ao seu pico de absorbancia em 558nm) (Figura 4a).

Quando as células em repouso sdo expostas a estimulos, o complexo citosélico é
fosforilado e migra para a membrana, onde se associa com o citocromo b558. A ativa¢do do
complexo enzimdtico requer ainda a participacdo de uma proteina de baixo peso molecular
(Racl ou Rac2), que nas células em repouso se localiza no citoplasma em um complexo
dimérico com Rho-GDI (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor). Durante a ativacdo a Rac
se dissocia de Rho-GDI, liga-se a guanosina trifosfato (GTP), e migra para a membrana onde
participa da montagem e completa ativacio da NADPH oxidase, tornando-a capaz de

transferir os elétrons do substrato para a o oxigénio (BABIOR, 1999) (Figura 4b).
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Figura 4 — A- Tlustracdo dos componentes pertencentes a NADPH oxidase na célula em repouso.
B- Tlustrag@o dos processos de ativacdo do complexo enzimatico apds interagdo com o estimulo
zimosan opsonizado (Zlops). Figura modificada de CATHCART, 2006.

Estudos indicam ainda que a regulacio da montagem e estabilizagdo da NADPH
oxidase presente nos PMNs depende do citoesqueleto de actina de forma que os processos de
polimerizacdo e despolimerizagdo da actina possuem um papel importante na ativagio deste
complexo enzimatico (BENGTSSON, ORSELIUS, WETTERO; 2006).

A producdo de EROs pelas células fagociticas estimuladas pode ser medida por vérios
métodos, dentre eles: o espectrofotométrico (redugdo do ferricitocromo c) e a medida de

quimioluminescéncia (QL) (LI, 1999; VAN DYKE; CASTRANOVA, 1987).
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1.1.2 Quimioluminescéncia

As células fagociticas emitem luz enquanto ingerem microrganismos € outras
particulas. Este fenomeno, denominado quimioluminescéncia (QL), foi primeiramente
descrito em 1972, sendo um indicador sensivel da ativacdo metabdlica dessas células. Desde a
descoberta de que durante o “burst” respiratério os neutréfilos ativados geram luz, a técnica
de QL tem sido largamente utilizada para medir a producdo de EROs (EASMON et al., 1980;
VAN DYKE; CASTRANOVA, 1987).

No entanto, a medida da QL nativa das células requer um grande nimero de PMNs e
um detector altamente sensivel a luz. Para contornar este problema, sdo utilizadas sondas
quimioluminescentes, as quais sd@o oxidadas pelas EROs produzidas durante a fagocitose e
aumentam a quantidade de luz detectdvel. Tais sondas ampliam a eficiéncia de detec¢do dos
fotons e a sensibilidade do método, além de reduzir o nimero de células necessdrias nos
ensaios (EASMON et al., 1980).

Nos métodos de QL, podem-se utilizar diversas sondas quimioluminescentes, dentre elas
o luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinediona) e a lucigenina (bis-N- metilacridinium) (LI,
1999; VAN DYKE, CASTRANOVA, 1987; FREITAS, LIMA, FERNANDES, 2009).

O luminol foi o primeiro agente amplificador de QL usado para estudo da atividade
oxidativa de fagdcitos maduros. Durante a QL dependente de luminol (QLIum) € medida a
producdo de todos os radicais com sensibilidade variada, em particular aqueles produzidos pelo
sistema da mieloperoxidase (VAN DYKE; CASTRANOVA, 1987) (Figura 5). Devido a fatores
como estrutura quimica, pequeno tamanho molecular e lipofilicidade, o luminol possui a
capacidade de se difundir através de membranas bioldgicas, permitindo a deteccdo das EROS
intra e extracelulares (BRIHEIM, STENDAHL, DAHLGREN, 1984; FREITAS, LIMA,
FERNANDES, 2009).

A lucigenina mede especificamente o primeiro radical gerado, o &nion superoxido,
presente no meio extracelular, uma vez que esta sonda ndo possui a capacidade de permear a
membrana das células (KOPPRASCH, PIETZSCH, GRAESSLER, 2003; FREITAS, LIMA,
FERNANDES, 2009). O mecanismo bioquimico proposto para a producido de QL dependente de
lucigenina (QLIuc) por anions superdxidos envolve a dioxigenaco redutiva desta sonda (Figura

5) (VAN DYKE; CASTRANOVA ,1987).
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Figura 5 — Ilustracdo do mecanismo de agfo das sondas quimioluminescentes luminol e lucigenina.
Enquanto o luminol detecta a producgdo de todas as EROs, a lucigenina detecta especificamente a
produgdo do anion superdxido.

Procedimentos analiticos baseados em medidas de QL caracterizam-se por apresentar
alta sensibilidade e ampla faixa de resposta linear (LEITE, FATIBELLO-FILHO, ROCHA,
2004). Como a producdo de QL € dependente de EROs, os ensaios de QL dependente de
luminol (QLIum) e de lucigenina (QLIuc) tém sido empregados para o estudo de substancias
com atividade antioxidante (LIMASSET et al., 1999). Tais métodos estdo entre os mais
utilizados para a verificacdo da atividade antioxidante de diversos produtos naturais em
leucdcitos (ZIELINSKA, KOSTRZENZ, IGNATOWICZ, 2000; KANASHIRO, 2004;
SIMOES et. al., 2004; PAULA, et al., 2009).
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1.1.3 Envolvimento de neutroéfilos em doencas

Apesar dos beneficios da atividade antimicrobiana, a produgdo excessiva dos radicais
livres pode atrair varios mediadores inflamatérios, contribuindo para geragdo de efeitos deletérios
sobre os tecidos do hospedeiro localizados ao redor do foco de infecgdo (NLJVELDT et al., 2001).

A inflamacdo neutrofilica € uma resposta caracterizada pela infiltracdo de neutréfilos no
tecido inflamado. A infecco do tecido por bactérias extracelulares representa o protétipo desta
resposta inflamatdria, porém vérias doengas ndo infecciosas sdo caracterizadas pelo recrutamento
extravascular de neutréfilos (MALECH;GALLIN, 1987).

Durante a fagocitose, processos citotdxicos sdo ativados e seus produtos liberados
dentro dos fagossomas sendo que, geralmente, hd pouca ou nenhuma liberacdo extracelular
desses agentes. Entretanto, em contraste com esta producdo intracelular e moderada das
moléculas téxicas, em algumas condi¢des, principalmente em situacdes de intensa ativacdo
celular, os neutréfilos podem liberar ativamente grandes quantidades de EROs e os contetddos
dos granulos no espaco extracelular (DALLEGRI, OTTONELLO, 1997; FOSSATI,
BUCKNALL, EDWARDS, 2007).

Embora as EROs e a elastase sejam importantes para a resposta imune inata, a
excessiva liberagdo desses compostos citotoxicos e suas acdes inespecificas fazem com que
tais moléculas reajam com componentes do organismo do hospedeiro, ocasionando a
destruicdo dos tecidos sauddveis e contribuindo para a patogénese de diversas doengas a saber:
inflamatdrias cronicas (artrite reumatdide, vasculite, glomérulonefrite, outras doencas auto-
imunes), cardiovasculares (aterosclerose, isquemia miocardia, lesdo induzida por reperfusao,
alguns tipos de alveolite por complexo imune), neurodegenerativas (esclerose mdltipla, mal de
Parkinson, Alzheimer), lesdo hepdtica, doenca pulmondria obstrutiva cronica e o céancer
(DALLEGRI, OTTONELLO, 1997; KOBAYASHI et al., 2003; FITCH et al., 2006).

O organismo humano possui diversas moléculas antioxidantes e inibidoras de proteases
enddgenas, as quais t€ém a fun¢do de neutralizar as EROs e as proteases presentes no espaco
extracelular. Apesar disso, um grande acréscimo na produgdo dos oxidantes e proteases nos
sitios de inflamacdo resulta em consumo e deple¢do desses inibidores, bem como inativacio
dos mesmos (NIJVELDT et al., 2001).

Diante dos problemas causados pela producdo e liberacdo excessiva de moléculas
citotoxicas pelos neutréfilos, existe uma busca continua por reguladores das fungdes efetoras
desta célula, para que novos farmacos com atividades anti-inflamatéria e antioxidante sejam

produzidos. Estudos com produtos naturais t€m demonstrado resultados satisfatérios, e
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algumas substincias com efeitos sobre o metabolismo oxidativo e sobre a liberacdo da
elastase ja foram identificadas (SIMOES et. al., 2004; PAULA et al., 2009). Os efeitos dessas
substancias podem estar relacionados com varios mecanismos, como sequestro (‘“‘scavenger’)
de radicais livres, inibi¢do da produgcdo de EROs, inibi¢do de proteases, entre outros

(BERGENDI et al., 1999).

1.2 A espécie Baccharis dracunculifolia De Candolle

Baccharis dracunculifolia DC (familia Asteraceae), conhecida popularmente como
“alecrim-do-campo”, “alecrim-de-vassoura”, “vassoureira”, ‘“vassourinha” e “vassoura”, &
uma espécie brasileira, com registros de ocorréncia nas regides sul, sudeste e centro-oeste,
principalmente nas dreas de cerrado (Figura 6) (FERRACINI et al.,1995; BASTOS, 2001;
BUDEL, et al., 2004).

b

Figura 6 — Ramo exemplar de Baccharis dracunculifolia.

Considerando seu emprego na medicina popular, € relatado o uso dos ramos e folhas
desta espécie para combater distirbios gastricos, cansaco fisico, inapeténcia, afeccodes febris e
debilidade organica, além de ser utilizada no tratamento de feridas e processos inflamatdrios
(SHUHAMA, 1988; BUDEL, et al., 2004).

Estudos revelaram que o 6leo essencial de B. dracunculifolia, também conhecido como
“Oleo de vassoura”, além de ser utilizado na indistria de perfumaria (proporcionando um
aroma exdtico a diversos perfumes), possui expressiva atividade antioxidante, podendo inibir a

formacdo de EROs em até 65% (FERRONATTO et al., 2006; FERRONATTO et al., 2007).
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A utilizacdo de B. dracunculifolia pelas induistrias € possivel, pois pesquisas
demonstraram que o cultivo desta planta e a sua produg¢do em larga escala para fins comerciais
sdo economicamente viaveis (DE SOUSA et al., 2009B)

Com relacdo ao metabolismo secunddrio, as espécies do género Baccharis sio
caracterizadas pela presenga de diterpenos dos tipos clerodano e labdano, inclusive lactonas
diterpénicas, além de suas substincias aromdticas, como flavondides e derivados do acido
cumdrico (BOHLMANN; ZDERO, 1990). Contudo, € sabido que a producdo destes
metabodlitos pela planta € sensivel a diversos fatores como variacdes climadticas, fatores
ambientais e, especialmente, interagdes com insetos e predadores (BAUER, TITTLEL, 1996;
HOGEDAL, MOLGAARD, 2000).

A B. dracunculifolia possui folhas e principalmente dpices foliares densamente
pontuados por tricomas glandulares, os quais sintetizam e acumulam micromoléculas e sdo de
enorme importancia na interagdo dessa espécie com insetos especialmente com as abelhas. Tal
caracteristica fez de B. dracunculifolia objeto de estudos entomoldgicos e despertou nos
pesquisadores o interesse pela interagdo desta planta com as abelhas Apis mellifera na
producdo da propolis verde. Um aspecto interessante e muito importante desta interag@o é que
as abelhas ndo coletam o material resinoso quando a planta estd na época da floracdo e sim,
durante seu periodo de crescimento (ESPfRITO—SANTO, FARIA, FERNANDES, 1998;
SPRING, 2000; BASTOS, 2001).

Baccharis dracunculifolia é considerada a principal fonte botanica da prdpolis verde,
sendo que a prépolis é um produto altamente valorizado e utilizado pela inddstria
farmac€utica e tem sido alvo de indmeros estudos farmacoldgicos, que demonstram
atividades: antitumoral, antimicrobiana, anti-inflamatéria, tripanocida, imunomodulatéria
antioxidante e sequestradora de radicais livres (DIMOV et al.,, 1991; BASTOS, 2001;
MARCUCCI et al., 2001; BANKOVA et al., 2000; PARK, ALENCAR, AGUIAR, 2002;
SFORCIN, ORSI, BANKOVA, 2005).

Segundo estudos de Simdes-Ambrdsio (2005), foi demonstrado que a prépolis verde, na
forma de extrato etandlico bruto, inibe o “burst” respiratério de PMNs estimulados com
zimosan opsonizado, o que foi verificado através da medida da quimioluminescéncia. Foi
revelado também que este efeito foi influenciado por fatores sazonais e que ndo estava
relacionado a eventos toxicos sobre as células.

Estudos demonstram que a Baccharis dracunculifolia e a prépolis verde brasileira

possuem diversos compostos quimicos em comum como o dcido cafeico, 4cido p-coumdrico,
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dcido fertlico, 4cido cinamico, aromadendrina-4'-metil éter (AME), artepillin C, baccharina,
entre outros. (DE SOUSA, et al., 2009A).

Devido a grande semelhanga entre os perfis quimicos da propolis verde e da Baccharis
dracunculifolia, esta planta tem sido alvo de inimeros estudos nos udltimos anos, os quais
evidenciaram que a B. dracunculifolia, assim como a propolis, possui diversas atividades
bioldgicas como: sequestradora de radicais livres, anticariogénica, antimicrobiana, anti-ilcera,
imunomodulatéria e anti-inflamatéria (LEITAO et al., 2004; PARK et al., 2005; LEMOS et al.,
2007; MISSIMA et al., 2007; DA SILVA FILHO et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2010).

Apesar das diversas atividades apresentadas pela Baccharis dracunculifolia, a
influéncia da sazonalidade sobre sua constituicdo quimica pode alterar a amplitude das acdes
bioldgicas desempenhadas por seus extratos e fracdes, o que representa um fator que dificulta a
padronizacdo dos efeitos da planta (GOBBO-NETO, LOPES, 2007).

Frente ao exposto, verifica-se a importancia do estudo da influéncia da sazonalidade
na composicio quimica de B. dracunculifolia e no seu efeito sobre o metabolismo oxidativo
de PMNs. Além disso, torna-se interessante a pesquisa dos mecanismos de agdo responsaveis
por este efeito. Sendo assim, a avaliagdo desses fatores é de fundamental importincia para o

reconhecimento de B. dracunculiolia, como um potencial agente terap€utico brasileiro.
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Os resultados deste trabalho demonstram que os EEBBd possuem atividade inibitoria
da QL em PMNs estimulados de maneira dependente da concentracio e que esta atividade
varia ao longo do periodo de tempo estudado devido a influéncia da sazonalidade. Foi
verificado também que fatores climdticos, como indice pluviométrico e temperatura, podem
estar relacionados com esta atividade bioldgica.

As andlises cromatograficas dos compostos avaliados (4cido caféico, acido p-cumadrico,
aromadendrina-4'-metil éter, isosakuranetina e artepilin C) revelaram que ndo houve evidente
variagdo qualitativa entre os extratos dos diferentes meses, porém foi observada grande
diferenca quantitativa dos compostos majoritdrios que compdem 0s extratos.

A correlacdo entre a atividade antioxidante apresentada pelos EEBBd com os
compostos fendlicos avaliados e as concentragdes de fendis e flavondides totais presentes nas
amostras sugerem que alguns desses compostos fendlicos podem estar agindo como compostos
pré-oxidantes, diminuindo assim o efeito antioxidante final apresentado por todos os extratos.

Apesar do efeito sinérgico das diversas substancias dos EEBBd ser relevante, ndo se
pode deixar de ressaltar a presenca de um pico proeminente com tempo de retengdo préximo a
43 min. (Figura 31) na amostra de maior atividade biolégica e com érea significativamente
superior as encontradas nos cromatogramas das demais amostras para 0 mesmo tempo de
retencdo. Pode ser que o composto referente a este pico esteja influenciando na elevada
atividade antioxidante da amostra.

A pesquisa acerca dos possiveis mecanismos de acdo responsdveis pela atividade
antioxidante dos EEBBd, efetuada através de ensaios com a amostra de maior atividade,
demonstrou que a capacidade da amostra em inibir a QL produzida por PMNs estimulados
ndo estava relacionada com a toxicidade direta do extrato sobre tais células.

Foi verificado também que o EEBBd apresentou atividade “scavenger” e modulou
negativamente a atividade do complexo enzimatico da NADPH oxidase de forma dependente
da concentracdo. No entanto, altas concentracdes do EEBBd foram necessdrias para atingir o
Clso de ambos os ensaios, quando comparada a concentracio do EEBBd necessdria para a
inibi¢do de 50% da QLluc, evidenciando que os dois mecanismos de agdo avaliados
contribuem parcialmente para a modulacdo negativa do metabolismo oxidativo dos PMNs
estimulados com zimosan opsonizado. Portanto, outros mecanismos moleculares devem estar

envolvidos neste processo.
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