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RESUMO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas ha muitos anos para tratar e diminuir os sintomas de
doengas, portanto ¢ importante que novas pesquisas com plantas sejam realizadas, visando
avaliar seus efeitos medicinais e possibilitando a produgdo de um fitoterapico. A avaliagdo de
plantas medicinais, seus compostos e efeitos medicinais que sdo popularmente conhecidos ¢
essencial, porém, a avaliagcdo de seus possiveis efeitos imunomoduladores como estimulagdo da
producdo de citocinas pro-inflamatorias e aumento da atividade de certas células do nosso
sistema imune tem extrema relevancia. A Ocotea puberula, conhecida popularmente como
canela-guaicd, canela-parda, canela-sebo ou como guaica, faz parte da familia Lauraceae e ¢
utilizada para disenterias, diarreias e pode ser indicada para uso em casos de eczema, dermatoses,
efeitos anti-inflamatorios, analgésicos, antioxidantes e estimulantes. Este trabalho tem como
objetivo avaliar o potencial imunomodulador do extrato bruto da Ocotea puberula. Foi realizada
a extracao hidroalcoodlica a quente para preservar os alcaloides do extrato. A parte experimental
consiste em um total de 160 camundongos Swiss machos de aproximadamente 20g que serdo
divididos em 2 grupos de experimentos, sendo eles Fase 1 e Fase 2, contendo 40 e 120
camundongos em cada grupo, respectivamente. A Fase 1 consistird na avaliacao da producao e
determinagdo do 6xido nitrico. A fase 2 consiste na avaliacdo de biomarcadores hematologicos
e imunoldgicos in vivo. Os dados obtidos das andlises foram avaliados através da analise de
variancia — ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. O nivel de significancia adotado serd de
5% (a= 0,05). No experimento de Fase 1 para a determinacdo de 6xido nitrico in vitro, a
concentracdo de 50 ng/mL se destacou e foi utilizada como base para a fase 2 deste estudo. Na
analise de biomarcadores hematoldgicos da fase 2, foi possivel observar alteragdes em todos os
grupos expostos. A principal alteragdo foi um aumento significativo de neutrdfilos quando
comparado com o grupo controle. A concentracdo de 6xido nitrico no experimento in vivo
apresentou resultado superior em todos 0s grupos expostos € a concentragao apresentou aumento
conforme o tempo de exposi¢do ao extrato. Estes resultados indicam que o extrato bruto da
Ocotea puberula possui potencial imunomodulador.

Palavras-chave: Imunomodulagdo, planta medicinal, composto vegetal, Ocotea puberula,
canela-guaica, Oxido Nitrico.



ABSTRACT

Medicinal plants have been used for many years to treat and reduce the symptoms of diseases,
so it is important that new research with plants be carried out, aiming to evaluate their medicinal
effects, and enabling the production of a phytotherapics. The evaluation of medicinal plants, their
compounds and medicinal effects that are popularly known is essential, however, the evaluation
of their possible immunomodulatory effects such as stimulation of the production of pro-
inflammatory cytokines and increased activity of certain cells of our immune system is extremely
relevant. Ocotea puberula, popularly known as cinnamon-guaicd, cinnamon-parda, cinnamon-
sebo or as guaica, is part of the Lauraceae family and is used for dysentery, diarrhea and can be
indicated for use in cases of eczema, dermatoses, anti-inflammatory effects, inflammatory,
analgesic, antioxidant, and stimulant. This work aims to evaluate the immunomodulatory
potential of the crude extract of Ocotea puberula. Hot hydroalcoholic extraction was performed
to preserve the alkaloids in the extract. The experimental part consists of a total of 160 male
Swiss mice weighing approximately 20g that will be divided into 2 experimental groups, Phase
1 and Phase 2, containing 40 and 120 mice in each group, respectively. Phase 1 will consist of
evaluating the production and determination of nitric oxide. Phase 2 consists of the evaluation of
hematological and immunological biomarkers in vivo. The data obtained from the analyzes were
evaluated through analysis of variance — ANOVA followed by the Bonferroni test. The
significance level adopted will be 5% (a= 0.05). In the Phase 1 experiment for in vitro nitric
oxide determination, the concentration of 50 ng/mL stood out and was used as the basis for phase
2 of this study. In the analysis of phase 2 hematological biomarkers, it was possible to observe
changes in all exposed groups. The main change was a significant increase in neutrophils when
compared to the control group. The concentration of nitric oxide in the in vivo experiment
showed superior results in all exposed groups and the concentration increased with the time of
exposure to the extract. These results indicate that the crude extract of Ocotea puberula has
immunomodulatory potential.

Keywords: Immunomodulation, medicinal plant, vegetable compost, Ocotea puberula, canela-
guaica, Nitric Oxid



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
AINES — Anti-inflamatério nao esteroidal
O. puberula — Ocotea puberula
NO — Oxido nitrico
TNF-a — Fator de Necrose Tumoral - alfa
IL - Interleucina
NK — Natural Killer

CEUA - UP — Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Positivo



o — alfa

B — Beta

u — Micro

ng — Nanograma
mg — Miligrama

kg — Quilograma

mL — Mililitro

LISTA DE SIMBOLOS



1

2

3

4

SUMARIO

INTRODUGAOQO GERAL ..cccuuminincninsinsncnsississncnssssissssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssses 7
CAPITULO 1 ccnenenenenenenenenensensensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssansessessens 10
INErOAUCAD ociieiiiiirnnneiieieciinissnssiieisssssssssssassecsssssssssssassessssssessassasssssssssssssassessssssssessassssssss 14
MEtOAOIOZIA ....cceurerieiisnrienissnninssnrnnsssssnssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssss 15
Resultados € DISCUSSAO c.uceccerveeiicssnnrecssssrnnssssssnecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssse 16
CONCIUSAOD ccuveurniirsssnnicssssnnnisssssnnssssssssiosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 19
CAPITULO 2 occrerrenrisrnensessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssons 23
INErOAUCAOD cooiiiiiiiiirnieiieiiciscnssneniiecssssesssnssassecsssssssssssassessssssssssssssssssssssesssassesssssssssassassass oo 23
MateriaiS € MELOAOS .cccvueeerrurinsrsrressnrossancssancssssssssnsssssssssssssssssssssasssssasssssassssasssssssssssnss s 24
EXITACAO .eitiiiiie ettt e e e ettt te e e e eeetbebeae e e e e e e abaabeaeeeeeeesnnreaans 24
Experimentacdo em modelo animal ............ccoovviieniiiniiiiie e 26
Fase 1: Avaliagio da produgio e determinacio de Oxido Nitrico ............ccoeee...... 26
Fase 2: Avalia¢dao de biomarcadores hematoldgicos € imunoldgicos .................... 27
ANALISE e A0S ..oovviieiiie et s 29
Resultados € DISCUSSAQ ..uceicerecrniicsssnniiessssnsnssnisssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 30
CONCIUSAD .occnvnrriiisssrnricsesnnissssnniosssssniosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss oo 36

CONCLUSAQ GERAL ...cveteecnenereresessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 38



1  INTRODUCAO GERAL

As plantas medicinais sdo utilizadas ha muitos anos para tratar e diminuir os sintomas de
doengas, utilizadas em diversas comunidades como uso terapéutico e amplamente estudadas
como fonte de novas substancias ativas para a producao de fitoterapicos (DUTRA et al., 2016;
LEITAO et al., 2014).

Segundo Nunes-Pinheiro et al. (2003), os produtos de origem vegetal estdo relacionados
com a exploracao econdmica e tecnologica de vegetais utilizados na prevencao, no tratamento

e até mesmo na cura de diversas doengas.

As plantas medicinais sdo consideradas os produtos mais antigos para o tratamento de
diversas doengas, portanto, os estudos dos efeitos terapéuticos que sdo popularmente
conhecidos, possuem como objetivo auxiliar na resolugcdo de problemas relacionados a satde

da populagao mundial (NUNES-PINHEIRO et al., 2003).

Dentre os compostos bioativos extraidos de plantas medicinais para pesquisas, a que mais
se destaca ¢ a pectina, um grupo de polissacarideos acidos que vem demonstrando relevante
importancia nutracéutica e medicinal, demonstrando potencial imunomodulador (SEYFRIED

et al., 2016).

\

Imunidade refere-se a protecao contra diversos fatores, como doencas infecciosas,
microrganismos e até mesmo a macromoléculas e pequenas substancias quimicas. Dentro da
imunidade existem diversas células que trabalham coletivamente para a protecdo que
constituem o nosso sistema imunolégico. Todas as respostas geradas pelas células com o

objetivo de protecdo sdo consideradas respostas imunologicas (VAZ et al., 2014).

As células responsaveis pelas respostas imunes possuem fungao reguladora que permite
realizar a supressao ou a estimulagdo dessas respostas imunoldgicas, demonstrando que nosso
sistema imune realiza uma autorregulardo pela liberacdo de substancias imunomoduladoras

(VAZ et al., 2014).

As citocinas sdo proteinas que podem afetar a atividade ou crescimento de outras células.
Podemos citar as Interleucinas e o Fator de Necrose Tumoral (TNF) que promove a inflamagao
e pode induzir a destrui¢do de outras células por apoptose como citocinas. Secretadas por
macrdfagos e outras células do sistema imune, as interleucinas do tipo 1 tém como objetivo
mediar a resposta inflamatdria por meio de efeitos sistémicos e generalizados sobre a funcgao

das células do sistema imune e do metabolismo (VAZ et al., 2014).

A imunomodulacao gerada por plantes medicinais pode estar relacionada com a atividade

de macréfago, pelo estimulo da atividade fagocitaria, secre¢do de citocinas e do aumento da



producdo de espécies reativas de oxigénio. Também pode estar relacionada com a atividade das

vias do sistema complemento, gerando uma modulacdo na via classica ou na via alternativa

(SEYFRIED et al., 2016).

A éarea da saide demanda o consumo de equipamentos, imunoderivados e medicamentos
que consequentemente necessitam de mais inovagdes e produtos mais baratos e acessiveis
(FREIRE, GOLGHER, CALLIL, 2014), com isso a Biotecnologia auxilia na utilizagdo de

organismos vivos ou seus componentes para a obtencao desses produtos, como os fitoterapicos.

A pesquisa de novos compostos e substancias provenientes de plantas medicinais nao tem
somente como objetivo definir estes compostos e substancias, mas também visa alertar que para
que estes compostos continuem sendo extraidos e descobertos sem que ocorra a extingao das

plantas (MARQUES, 2001; ROVEDDER et al., 2016).

Segundo Boy et al. (2018), ¢ importante que novas pesquisas sejam realizadas, visando
avaliar seus efeitos medicinais e possibilita a produ¢do de um fitoterapico para cura ou

tratamento de certas doencas.

A familia Lauraceae possui mais de 2500 espécies, divididos em cerca de 50 géneros,
porém no Brasil € possivel encontrar apenas 25 géneros e aproximadamente 400 espécies, que

em sua maioria sao arvores (BORRERO et al., 2016; GONCALVES et al., 2018).

Algumas dessas espécies, principalmente as arvores, sdo utilizadas em industrias
madeireiras, para fins medicinais ou apenas como darvore de sombra em agricultura
(TROFIMOV & ROHWER, 2018). O género Ocotea ¢ amplamente utilizado para fins
medicinais (MARQUES, 2001).

Conhecida popularmente como canela-guaica, canela-babosa, canela-pimenta, louro-
abacate canela-parda ou guaicd, a Ocotea puberula faz parte de um grupo importante da flora
de arvores brasileira e pode ser encontrada comumente no Parand em florestas com araucarias

(LORENZI, 1998; MARQUES, 2001; REGO, LAVORANTI, 2011).

O. puberula ¢ uma arvore perenifolia que pode chegar a 25 metros de altura na idade
adulta, possui tronco que varia de cilindrico a irregular e sua ramificagdo pode ser simpodica,
dicotomica ou até mesmo tricotomica (Figura 1). As folhas da O. puberula possuem margem
ondulada, medem de 8 a 12 centimetros de comprimento e 3 a 6 centimetros de largura. Ja as
flores s3o menores, possuem coloragdo que varia de branca a bege. O fruto ¢ pequeno, com 10
a 15 milimetros de comprimento e cerca de 6 a 7 milimetros de diametros, ¢ um bacaceo

subgloboso de cor marrom escuro com cupula plana e vermelha (CARVALHO, 2002;



BROTTO, CERVI, SANTOS, 2013).

Figura 1 — Ocotea puberula. Fonte: Carvalho (2002).

Segundo Carvalho (2002), a taxonomia da O. puberula ¢ realizada pelo sistema de
classificagdo de Cronquist, seguindo uma hierarquia em possui divisdo Mangnoliophyta
(Angiospermae), classe Magnoliophyta (Dicotiledonae), ordem Magnoliales, familia
Lauraceae, espécie Ocotea puberula (Nees et Martius) Nees, Syst. Laurin. 472, 1836 e

sinonimia botanica Strychnodaphne puberula Nees et Martius.

Os estudos de Rovedder et al. (2016) e Arcaro (2018) indicam que a O. puberula possui
acOes analgésicas, cicatrizantes e anti-inflamatérias. Porém ainda ndo hé relatos de agdo
imunomoduladora utilizando a mucilagem de O. puberula, portanto, € possivel que ela possua
atividade imunomoduladora, possibilitando a proposta de um fitoterapico para o fortalecimento

do sistema imunologico.

A familia Lauraceae apresenta uma grande quantidade de espécies que podem apresentar
efeitos medicinais, incluindo a O. puberula e por obter um alto valor economico na utilizacao
de todas as espécies, a exploracdo para a descoberta de novos efeitos ¢ inevitavel e cada vez
maior ao longo dos anos, propiciando a uma vulnerabilidade ou até mesmo uma possivel
extin¢do. Portanto, ¢ importante que medidas para sua conservacio sejam realizadas, a fim de

permitir o aumento dos estudos € a0 mesmo tempo evitar a extingdo (MARQUES, 2001).

Com o objetivo de pesquisar mais compostos € o potencial biotecnoldgico de plantas
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medicinais, este estudo avaliou a atividade imunomoduladora do extrato bruto de O. puberula
por meio da avaliacdio de biomarcadores imunoldgicos, hematologicos e da produgdo e

determinagdo de substancias imunomoduladoras como o 6xido nitrico.

Esta dissertagdo esta subdividida em introdugdo geral, dois capitulos e conclusdo geral.
O primeiro capitulo ¢ um artigo de revisdo que contextualiza os efeitos imunomoduladores de
plantas medicinais e seus compostos. Foi realizado conforme as normas (Anexo I) da revista

Research, Society and Development em que sera publicado.

O segundo capitulo ¢ composto pela pesquisa cientifica realizada, contextualizando o
composto vegetal utilizado, a metodologia aplicada, seus resultados e discussoes. Foi realizado

conforme as normas ABNT.



12

2 CAPITULO 1 - ARTIGO DE REVISAO

Extratos vegetais, suas extracoes e seus principais efeitos imunoestimulatorios
Plant extracts, their extractions and their main immunostimulatory effects
Extractos de plantas, sus extracciones y sus principales efectos inmunoestimuladores
Isabella Stelle Miyasaki
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7794-6361
Universidade Positivo, Brasil
E-mail: isa.smiyasaki@gmail.com
Joao Luiz Coelho Ribas
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0545-5920
Universidade Positivo, Brasil

E-mail: jlcribas@yahoo.com.br

Resumo

Me¢étodos alternativos estdo sendo amplamente estudados e reconhecidos no tratamento de
enfermidades imunologicas. Dentre esses métodos, se destaca o uso de diversos extratos de
plantas medicinais. Atualmente, os principais compostos vegetais estudados para a avaliagdo
de potencial imunoestimulatorios sao mucilagens, polissacarideos, isoflavonas, saponinas e
esteroides. Esses compostos podem se ligar aos receptores de membrana das células e estimular
a resposta do sistema imune inato e, consequentemente, promove diversas respostas
imunoldgicas. Para a producdo deste artigo, foram pesquisadas as palavras-chave “plantas
medicinais”, “imuno estimulagdo™ e seus equivalentes na lingua inglesa em trés bases de dados.
Os critérios de inclusdao foram artigos disponiveis nos idiomas portugués e inglés, publicados
entre os anos de 2017 e 2020. Os estudos inclusos neste trabalho, demonstram efeitos
imunomoduladores utilizando plantas medicinais como a estimulag¢do da producado de citocinas
pro-inflamatdrias, estimulo na producdo das imunoglobulinas A e G e aumento da atividade de
células NK. Além disso, a maioria dos estudos analisados utilizam polissacarideos, porém, ndo
¢ possivel observar nenhuma relacdo direta de atividade e mecanismo de agdo pelo tipo de
extracdo. Em diversos casos, ¢ possivel observar efeitos semelhantes que ocorrem utilizando

diferentes extratos. Extratos de plantas medicinais conhecidas podem possuir atividades
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imunomoduladoras e efeitos contra diversas doengas e até mesmo contra desordens do sistema
imune. Essa revisdo permite concluir que compostos vegetais extraidos de plantas medicinais
possuem potencial imunomodulador por diversos métodos de extracdo e de mecanismos

diferentes.

Palavras-chave: Plantas medicinais; imunoestimulacdo; imunomodulagdo; compostos

vegetais.

Abstract

Alternative methods are being increasingly studied and recognized in the treatment of immune
disorders. Among these methods are the studies of various extracts of medicinal plants.
Currently, the main plant compounds studied for the evaluation of immunostimulatory potential
are mucilages, polysaccharides, isoflavones and steroid saponins. These compounds can bind
to cell membrane receptors and stimulate the response of the innate immune system and
consequently promote various immune responses. For the production of this review article, the
keywords “medicinal plants”, “immunostimulation” and their equivalents in the English
language were searched in three databases. Inclusion criteria were articles available in
Portuguese and English, published between 2017 and 2020. The studies included in this work
demonstrate immunomodulatory effects using medicinal plants such as stimulating the
production of pro-inflammatory cytokines, stimulating the production of immunoglobulins A
and G (IgA and IgG) and increased NK cell activity. In addition, most studies analyzed use
polysaccharides, however, it is not possible to observe any direct relationship of activity and
mechanism of action by the type of extraction. In several cases, we have observed similar
effects that occur using different extracts. It is possible to observe that extracts of popularly
known medicinal plants can have immunomodulatory activities and effects against various
pathologies and even against immune system disorders. This review allows us to conclude that
plant compounds extracted from medicinal plants have significant immunomodulating effects

by different extraction methods and different mechanisms.

Keywords: Medicinal plants; immunostimulation; immunomodulation; vegetable compounds.

Resumen

Los métodos alternativos se estan estudiando y reconociendo cada vez mas en el tratamiento de

los trastornos inmunitarios. Entre estos métodos se encuentran los estudios de varios extractos
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de plantas medicinales. Actualmente, los principales compuestos vegetales estudiados para la
evaluacion del potencial inmunoestimulador son mucilagos, polisacéaridos, isoflavonas y
saponinas esteroides. Estos compuestos pueden unirse a los receptores de la membrana celular
y estimular la respuesta del sistema inmunolégico innato y, en consecuencia, promover diversas
respuestas inmunitarias. Para la produccion de este articulo de revision, se buscaron las palabras
clave “plantas medicinales”, “inmunoestimulacién” y sus equivalentes en idioma inglés en tres
bases de datos. Los criterios de inclusion fueron articulos disponibles en portugués e inglés,
publicados entre 2017 y 2020. Los estudios incluidos en este trabajo demuestran efectos
inmunomoduladores utilizando plantas medicinales como estimular la produccién de citocinas
proinflamatorias, estimular la produccién de inmunoglobulinas A y G (IgA y IgG) y aumento
de la actividad de las células NK. Ademas, la mayoria de los estudios analizados utilizan
polisacaridos, sin embargo, no es posible observar ninguna relacién directa de actividad y
mecanismo de accidon por el tipo de extraccion. En varios casos, hemos observado efectos
similares que ocurren usando diferentes extractos. Es posible observar que extractos de plantas
medicinales conocidas popularmente pueden tener actividades y efectos inmunomoduladores
frente a diversas patologias e incluso frente a trastornos del sistema inmunologico. Esta revision
nos permite concluir que los compuestos vegetales extraidos de plantas medicinales tienen
efectos inmunomoduladores significativos por diferentes métodos de extraccion y diferentes

mecanismos.

Pavabras llave: Plantas medicinales; inmunoestimulacién; inmunomodulacidon; compuestos

vegetales.

1. Introducao

Os estudos de métodos alternativos e complementares ¢ amplamente reconhecido para o
tratamento de enfermidades imunologicas. O objetivo destes estudos € avaliar se o composto
possui atividade de imunoestimulagdo, ou seja, se promove algum estimulo nas células do
sistema imune e se realiza alguma acao benéfica, como o aumento de citocinas (Kim et al.,

2017)

Os principais compostos vegetais estudados para a avaliagdo de potencial
imunoestimulatério sdo mucilagens, polissacarideos, isoflavonas, saponinas e esteroides

(Tiwari et al., 2017).
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Diferentes classes de polissacarideos extraidos de plantas como pectinas e glucanos,
demonstram em diversos estudos efeitos imunoestimuladores promissores, tanto nas
metodologias in vivo quanto in vitro. Esses polissacarideos podem se ligar aos receptores de
membrana das células e estimular a resposta do sistema imune inato e consequentemente
promovem diversas respostas como a producdo de oxido nitrico, citocinas pro-inflamatorias e

até o aumento de fagocitose (Ghosh et al., 2020).

A pesquisa de novos compostos naturais popularmente conhecidos, como as
biomoléculas, ¢ importante, principalmente para realizar a correlagdo entre as evidéncias
cientificas de eficacia provenientes dessas pesquisas e do seu uso etnofarmacolégico (Barros et

al., 2019).

E importante que novas pesquisas com plantas sejam realizadas, visando avaliar seus
efeitos medicinais e possibilitar a producao de um fitoterapico para cura ou tratamento de certas

doencas (Boy et al., 2018).

Este artigo aborda os principais estudos encontrados nos ultimos anos de compostos
vegetais, suas fungdes no sistema imunoldgico e quais sdo os principais efeitos gerados pelo

tipo de extragao.

2. Metodologia

Para a realizagdo deste trabalho foram pesquisadas as palavras-chave “plantas
medicinais”, “imuno estimula¢do” e seus equivalentes na lingua inglesa, sempre utilizando *,”
ou “AND” para separar as palavras na pesquisa. As bases de dados utilizadas foram Scientific
Electronic Library Online (SciELO), Plataforma de literatura académica da editora Elsevier

(ScienceDirect) e US National Libery of Medicine National Institutes of Health (PubMed).

Os critérios de inclusdo foram artigos disponiveis nos idiomas portugués e inglés nas
bases de dados citadas anteriormente e publicados entre os anos de 2017 e 2020. Foram
utilizados como critério de exclusdo os editoriais, comentédrios de outros artigos, cartas ao
editor, artigos publicados antes do ano de 2017 ou apo6s o ano de 2020, artigos de revisao,
artigos duplicados e artigos que utilizaram os compostos como nutracéuticos em sua
metodologia ou que ndo fossem relacionados a imuno estimulagdo proporcionada por

compostos provenientes de plantas medicinais.

Foram encontrados 109 trabalhos. No entanto, apds a leitura e verificacdo dos estudos,
utilizando os critérios de exclusdo, 94 trabalhos foram excluidos. No final da pesquisa, a

amostra foi composta de 15 artigos que se enquadram nos objetivos deste estudo.
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3. Resultados e Discussao

Estudos como o de Ghosh et al. (2019), Hosain et al. (2019), Li et al. (2018) e de Yuan
et al. (2020) analisaram polissacarideos extraidos de plantas medicinais distintas e foi possivel

observar um estimulo da produg¢do de diferentes mediadores pré-inflamatorios.

Alguns estudos avaliaram a atividade imunoestimulante dos seus compostos vegetais
utilizando cultura de células de macrofagos da linhagem RAW 264.7. Dois estudos que
utilizaram desta metodologia obtiveram resultados positivos, em que os polissacarideos
extraidos de seus compostos promoveram ativacdo das c€lulas dessa linhagem (Geng et al.,

2017; Yelithao et al., 2018).

O estimulo da producao de citocinas pré-inflamatorias também foi observado utilizando
extrato etandlico de Sargassum honrei. Este composto vegetal apresentou estimulo de TNF-a
e de interleucinas que participam da resposta pro-inflamatoria do sistema imune, demonstrando
que esse estimulo também pode ser proveniente de compostos que nao polissacarideos (Herath

et al., 2019).

O estudo de Barros et al. (2019), analisou a atividade do extrato aquoso das folhas de
Malpighia emarginata apresentando resultados imunoestimulantes, com produgao significativa
de citocinas do tipo Th2 como IL-4, IL-6, IL-10, IL-43 e uma reducdo na liberagdo de 6xido
nitrico (NO), demonstrando um grande potencial farmacologico para utilizacdo em diversas

doengas.

Trés estudos analisaram o efeito imunoestimulante de polissacarideos extraidos de
ginseng (Panax ginseng e Panax quinquefolius), em todos, foi possivel observar efeitos
estimulantes da atividade das células NK e da producao de mediadores pro-inflamatérios.
Sugere que estes efeitos sejam promovidos por meio das vias MAPK e NF-kB (Ghosh et al.,

2019; Ghosh et al., 2020; Song et al., 2018).

Além de atividades de estimulagdo de mediadores pro-inflamatdrios, ha estudos que
comprovam que polissacarideos extraidos das folhas jovens de Hordeum vulgare, também
conhecida como cevada, promovem um aumento na produc¢ao de imunoglobulina A (IgA) e dos

niveis de citocinas relacionadas a essa imunoglobulina (Kim eta 1., 2017).

Outro composto vegetal que apresentou aumento na produ¢do de imunoglobulinas foi o
extrato de fragdes ricas em saponina de Aspargus racemosus. Neste caso, foi possivel observar

um aumento significativo na producdo de IgG, indicando que este composto tem potencial
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adjuvante para a estimulagdo da resposta imune celular (Tiwari et al., 2017).

Luo et al. (2017) demonstraram que polissacarideos isolados de Cordyceps militaris
possuem efeito de proliferacdo de células linfaticas do baco e que podem ser potencialmente
utilizados como um imunoestimulante natural em medicamentos funcionais ou até em

alimentos.

O estudo de Heroor et al. (2020) realizou a extracdo de compostos de Pongamia glabra e
Ficus glomerata. Os compostos extraidos foram alcaloides, flavonoides e esteroides, que
apresentaram atividade imunomodulatoria significativa, porém, o composto que mais se

destacou em atividade foi o esteroidal.

No Quadro 1, ¢ possivel observar um resumo dos principais compostos vegetais

publicados e inclusos neste trabalho correlacionando com a sua atividade biologica.

Quadro 1. Mecanismos de acio dos compostos vegetais e suas atividades
imunoestimulatorias.

COMPOSTO MECANISMO DE A
VEGETAL ATIVIDADE ACAO REFERENCIA
Extrato aquoso das | Estimulo a produgao de
.. . , ~ . Barros et al.,
folhas de Malpighia citocinas pro- Nao analisado
. . o 2019
emarginata DC inflamatorias
PZQ::;?:IS:O Ativagao de células Niio analisado Geng et al.,
RAW264.7 2017

Saccharina japonica

Os resultados sugerem um

Polissacarideo AGC1 | Estimulo a producao de papel parcial da via NFKB | Ghosh et al.,

extraido de Panax diversos mediadores
uinquefolius pro-inflamatorios 110 Processo 2019
9 imunoestimulatorio
Polissacarideo Estimulagao da Sugere que foi por meio
, N .. . ST Ghosh et al.,
extraido de Panax producdo de citocinas da via de sinalizacao de 2020
quinquefolius pro-inflamatorias MAPK.

Estimulagao da

Extrato etantlico de producdo de citocinas N3o analisado

Herath et al.,

Sargassum horneri L s . 2019
pro-inflamatoérias
Alcaloide,
flavonoide, esteroide ..
VO > Atividade N . Heroor et al.,
e taninos extraidos de . . . N3do analisado
imunomodulatoria 2020

Pongamia glabra e
Ficus glomerata
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extraidos das folhas
jovens de cevada

(IgA) e os niveis de
citocinas relacionados
ao IgA

citocinas produtoras de
IgA no sistema
imunologico do intestino
delgado.

Polissacarideo Estimulo a produg¢ao de .
) . . . N ) Hosain et al.,
extraido de Boswellia | diversos mediadores N3do analisado 2019
carterii pro-inflamatorios
N Sugere que ocorre pela
Aumentou a producao ign du qﬁo de Vari ;;
Polissacarideos de imunoglobulina A ¢

Kim et al., 2017

CMP-W1 e CMP-S1
isolados de
Cordyceps militaris

Proliferacao de células
linfaticas do baco

N3ao analisado

Polissacarideo GFP- Potencial agente Estimulo a proliferacao de
22 isolado da fruta |. & linfécitos e aumento da | Lietal., 2018
. imunomodulador natural - ..
Frifola frondosa producao de citocinas
Polissacarideos

Luo et al., 2017

Polissacarideo
extraido de Panax
ginseng

Aumentou a
proliferacao de
linfécitos e de citocinas
e a atividade de células
NK

N3o analisado

Song et al.,
2018

Fracao rica em
saponina de Aspargus

Gerou aumento
significativo na

N3o analisado

Tiwari et al.,

racemosus Wild producao de IgG 2017
Polissacarideo Sugere que foi por meio
extraido de Ativacao de células dga Viaqde sinall)izagﬁo Yelithao et al.,
Po{ygqnatum RAW264.7 mediada por MR ¢ TLR4 2018
sibiricum
Polissacarideo . ~
extraido de Tremella Estimula a secregdo de Nao analisado Yuan et al,
. ON, IL-1p ¢ TNF-a 2020
aurantialba

Observa-se que os extratos de diversas plantas medicinais possuem efeitos de

imunomodulacdo sejam eles efeitos de estimulacdo de mediadores pro-inflamatérios como

citocinas, aumento da producdo de Imunoglobulinas ou até atividades anti-tumorais. Alguns

estudos realizaram uma anélise mais detalhada, permitindo identificar os compostos ativos e

sua acao.

Estudos inclusos neste trabalho possuem efeito de estimulagcdo da produgdo de citocinas

pré-inflamatorias como interleucinas, TNF-a e ON. E possivel observar que esse efeito ¢ gerado

principalmente pelos mecanismos de a¢do das vias NF-kB e MAPK. Em alguns casos, os

compostos demonstraram um estimulo na produgdo das imunoglobulinas A e G (IgA e IgG) e
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aumento da atividade de células NK.

Além disso, a maioria dos estudos analisados utilizam polissacarideos, porém nao ¢
possivel observar nenhuma relacdo direta de atividade e mecanismo de agdo pelo tipo de
extracdo. Em vdrios casos, observamos efeitos semelhantes que ocorrem utilizando diferentes

extratos.

Foi possivel observar que a maioria dos estudos inclusos nesta revisdo ndo apresentaram
os mecanismos de acdo que levaram ao efeito de imuno estimulacdo, demonstraram apenas se
0 composto gerou aumento ou diminuicao de sua expressao, sendo necessarios estudos mais

detalhados para anélise do mecanismo e se ha possibilidade de efeitos adversos.

Com isso, podemos ressaltar a importancia da pesquisa detalhada dos mecanismos que
geram essas agdes para que seja possivel analisar a viabilidade da utilizagao destes compostos

para tratamento de diversas enfermidades que comprometem o sistema imunologico.

4. Conclusao

Essa revisdo permite concluir que compostos vegetais extraidos de plantas medicinais
possuem potencial imunomodulador por diversas vias e mecanismos diferentes e o extrato nao

esta necessariamente correlacionado ao efeito imunoestimulante gerado.
Portanto, ¢ importante que estudos continuem sendo realizados, possibilitando a detec¢cao

de novos compostos, do aprofundamento das vias que geram esses efeitos e que podem permitir

a produ¢ao de um produto que gera o fortalecimento do sistema imunolégico.
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3  CAPITULO 2 - AVALIACAO DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE
PROSPECCAO DO EXTRATO BRUTO DA Ocotea puberula (Rich.) Ness EM
CAMUNDONGOS

1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sao utilizadas em diversas comunidades hd muitos anos como uso
terapéutico, para tratar e diminuir sintomas de certas doengas, além disso estdo sendo mais
estudadas como fonte de novas substancias ativas para a produ¢ao de fitoterapicos (DUTRA et
al., 2016).

A utilizagdo de plantas medicinais, seus compostos e a avaliagdo de seus possiveis efeitos
de estimulacao da produgdo de citocinas pré-inflamatdrias € analisada em estudos como o de
Herath et al. (2019), que utilizou extrato etandlico de Sargassum honrei, que proporcionou o
estimulo de TNF-a e de interleucinas que participam da resposta pro-inflamatdria do sistema

imune.

Rovedder et al. (2016), apresentam quais sdo os principais usos medicinais da familia
Lauraceae, em que a Nectandra megapotanica e a Ocotea pulchella podem ser utilizadas para
tratamentos de problemas digestivos, como diarreia, constipacao e até mesmo ulceras gastricas,

além disso também sdo usadas para tratar gengivite.

Dentre estas plantas medicinais, podemos citar a Ocotea puberula, que ¢ conhecida
popularmente como canela-guaica, canela-parda, canela-pimenta ou somente como guaica, faz
parte da familia Lauraceae. Pode chegar de 15 a 25 metros de altura e que representam um
importante grupo da flora de arvores brasileira (NETO, LINK, PASINI, 2015; LORENZI,
1998).

O. puberula ¢ utilizada em forma de ché das folhas para um efeito terapéutico contra
diarreias e disenterias ou at¢ mesmo contra doengas de pele como eczema, dermatoses e cortes,
pois possui efeitos anti-inflamatdrios, analgésicos, antioxidantes e estimulantes comprovados

(FARAGO et al., 2005; ROVEDDER et al., 2016).

As folhas, caules e raizes da O. puberula possuem liganoides e alcaloides que podem
gerar efeitos como o bloqueio de contracdo muscular, translocagdo de calcio, bloqueadores
dopaminérgicos D1, inibidores da topoisomerase I e II, atividade antineoplasica e entre outros

efeitos (ZANIN et al., 2011).

Ha relatos de atividade cicatrizante da O. puberula, descritas por Arcaro (2018), em que
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a aplicagdo de uma membrana com extrato hidroalcodlico de OP promoveu atividade

cicatrizante em feridas de ratos.

O estudo realizado por Montruccio et al. (2012), apresentou resultados em que
substancias provenientes dos frutos da O. puberula geram a diminui¢do do comportamento
nociceptivo e que o extrato dos frutos, quando comparado com a aspirina, mostrou ser mais

eficaz com relacdo a dor e inflamacao.

Além da comprovacao de atividades anti-inflamatdrias e cicatrizantes pelos extratos da

Ocotea puberula, também ha comprovagao de acdo anti-nociceptiva (MIGUEL et al., 2018).

As citocinas sdo consideradas proteinas liberadas pelas células que afetam a atividade ou
o crescimento de outras células. Dentre elas temos as Interleucinas e o Fator de Necrose
Tumoral (TNF) que promove a inflamacao e pode induzir a destrui¢do de outras células por

apoptose (PAULINO et al., 2008).

Secretadas por macrofagos e outras células do sistema imune, as interleucinas do tipo 1
possuem efeitos sist€émicos e generalizados sobre a funcao das células do sistema imune e do
metabolismo e tem como objetivo mediar a resposta inflamatéria. Os macrofagos, sdo ativados
por estimulos especificos como Lipopolissacarideos (LPS). Essa ativacdo acelera seu
metabolismo e proporciona uma maior producao de substancias de defesa como o 6xido nitrico

(NO) e citocinas (VAZ et al., 2014; LEMOS et al., 2015).

Devido as atividades analgésicas, anti-inflamatorias e cicatrizantes comprovadas, ¢
possivel que a O. puberula possua atividades de imunomodulacao, portanto, este estudo possui
como objetivo a avaliacao do potencial imuno modulador do extrato da O. puberula por meio

da determinacdo de 6xido nitrico e avaliacdo de biomarcadores imunologicos e hematoldgicos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 EXTRACAO

A coleta do material foi realizada em uma propriedade particular, situada no municipio
de Curitiba, PR, Brasil, préximos as coordenadas geograficas 25°35°01,2” S e 49°15°43,7” W.
A coleta foi realizada no més de marco de 2020. Para este estudo utilizou-se as cascas de um
ramo lateral de forma a manter a sobrevivéncia da planta, realizada por coleta manual. O

material foi identificado pela Bidloga Doutora Leila Teresinha Maranho (CRBio 25327-03D).

Para este estudo, foi utilizado o extrato bruto da O. puberula e para a sua extragdo, o
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melhor método de obtengdo mantendo os alcaloides da planta ¢ a extragdo hidroalcodlica a

quente (EHQ) (ARCARO, 2018).

A EHQ ¢ realizada com um extrato aquoso de O. puberula, utilizando cascas secas e
pulverizadas da planta em dgua destilada em proporcao de 1:40 massa da casca por volume de
dgua, agitagdo mecanica por 60 minutos a cerca de 300rpm e em temperatura controlada de
60°C em chapa de aquecimento (Figura 2), posteriormente foi realizado o resfriamento até a

temperatura ambiente (25°C).

Figura 2. A — Cascas secas antes de serem pulverizadas; B — Extracdo hidroalcodlica a quente

sob agitagdo mecanica e em temperatura controlada de 60°C.

Com a preparagdao do extrato aquoso em temperatura ambiente, o material sélido foi
peneirado e consequentemente retido, com isso a parte liquida foi centrifugada a 3600 rpm por
15 minutos. Apos a centrifugacdo foi possivel observar duas fragdes, uma delas insoluvel e a
outra soltvel e apenas a soluvel foi separada e centrifugada novamente, porém a 15000 rpm e
sob refrigeracdo de 8°C durante 10 minutos para melhor separagdo da fra¢do insoluvel ainda

presente e sua retirada.

Para a obtenc¢do do extrato bruto, foi utilizado etanol 95% em que para cada volume do

extrato solivel obtido, € adicionado trés volumes de etanol 95%, misturado e colocado sob
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refrigeracdo por 24 horas. Foi possivel observar um sobrenadante branco e denso apos a
refrigeracdo, e posteriormente separado do restante da amostra, resultando do extrato bruto da

O. puberula.

O extrato foi armazenado em um freezer a -20 °C e submetido a liofiliza¢ao por 2 dias a
-40 °C e e 400 pHg de vacuo. Apos a secagem, foi macerado em um almofariz de porcelana e
armazenado em temperatura ambiente. As demais fragdes da extragdo foram desprezadas

seguindo as boas praticas em descarte de residuos.

2.2 EXPERIMENTACAO EM MODELO ANIMAL

Todos os procedimentos realizados neste projeto foram aprovados, seguidos e respeitados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Positivo (CEUA — UP) com protocolo

n° 518/19.

A parte experimental utilizou um total de 160 camundongos Swiss machos de
aproximadamente 20g que foram mantidos em sala isolada, localizada no biotério da
Universidade Positivo, em caixas de polipropileno sobre cama de maravalha. Fornecimento de
racdo e agua ad libitum tanto para o grupo controle, assim como para o grupo experimental.
Ambiente estdvel, com temperatura entre 22°C e 26°C, umidade a 65% e fotoperiodo de 12

horas.

Os animais foram divididos em 2 grupos de experimentos, sendo eles Fase 1 ¢ Fase 2,
contendo 40 e 120 camundongos em cada grupo, respectivamente. A Fase 1 consiste na
avaliacdo da producdo e determinagdo do NO. A fase 2 consiste na avaliagao de biomarcadores

hematoldgicos e imunologicos in vivo (Figura 3).
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Figura 3. Fluxograma do experimento.

2.2.1 FASE 1: AVALIACAO DA PRODUCAO E DETERMINACAO DO OXIDO NiTRICO

Para a avaliacdao da produgdo e determinacao do NO, foram utilizados 40 camundongos

Swiss machos de aproximadamente 3 meses e 20g para a obtencao de macrdfagos peritoneais.

ApoOs a eutanasia dos animais, 10 ml de soro fisioldégico foram injetados na cavidade
abdominal inferior de cada camundongo com seringa e agulha descartaveis. Foi realizada uma
massagem abdominal e entdo o contetido do lavado peritoneal foi coletado utilizando seringa e

agulha descartaveis e dispensado em um tubo falcon.

O contetido do lavado peritoneal foi submetido a centrifugacdo de 2000 rpm durante 5
minutos, o sobrenadante foi descartado, o precipitado foi resuspendido e adicionado em meio
de cultura RPMI, contendo 20 U.mL-1 de heparina e 1% de penicilina/estreptomicina, mantidos

em banho de gelo.

Ap6s a lavagem e centrifugacdo, as células foram contadas em Camara de Neubauer com
corante de azul de tripan, ajustadas para 1.106 células mL™ e ressuspendidas em meio RPMI
(Cultilab), com 0,1 % soro fetal bovino, 1% penicilina/estreptomicina (Cultilab) e 20U mL™! de

heparina.

Os macréfagos isolados foram colocados em placa de cultivo celular com 96 pogos,

utilizando o volume de 300uL/poco e submetidos a incubagdo por 30 minutos para a aderéncia.
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Ap6s este procedimento, elas foram lavadas e expostas a concentragdes de 0,5; 5 e 50 ng/mL
do extrato da O. puberula diluida no composto solvente organico dimetilsulféoxido (DMSO).
Para o controle negativo, foi utilizado tampao fosfato-salino (PBS) e para o controle positivo
foi utilizado Lipopolissacarideos de Escherichia coli sorotipo 0111:B4 (LPS). O procedimento

de exposi¢do foi realizado em triplicata.

Apds a preparacdo e obtengdo do sobrenadante de monocamadas de macrofagos, foi
realizada a andlise de viabilidade celular pelo método de andlise colorimétrica, utilizando o

corante MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio).

A analise de viabilidade celular foi realizada ap6s 24 horas de incubagdo das células. Apos
este periodo foram adicionados 50uL/poco de MTT e a placa foi novamente incubada por 24
horas, posteriormente foi adicionada a soluc¢do acida de SDS a 10% para bloquear a reagdo e

10 minutos depois foi determinada a absorbancia em 550 nm de comprimento de onda.

ApoOs exposi¢ao, as monocamadas de células aderentes foram reincubadas por 12 horas

para realizar a determinacao de NO.

Para a determinagdo de NO produzido na cavidade peritoneal, foi utilizado o método
modificado por Neumann et al (1998). Este método ¢ baseado na reagao de Griess, em que o
NO ¢ convertido em nitrito e, consequentemente, reage com o reagente de Griess. Com isso, 10
minutos ap6s o inicio da reacdo, ¢ realizada a determinagdo de sua concentragao com base na
absorbancia obtida em espectrofotometro com comprimento de onda de 550 nm. A quantidade

de NO ¢é expressa em umol.L-".

Apos as determinagdes, a concentragao que apresentou maior efetividade, foi utilizada para

a realizacao da fase 2 deste estudo.

222 FASE 2: AVALIACAO DE BIOMARCADORES HEMATOLOGICOS E
IMUNOLOGICOS

Para a avaliagdo de biomarcadores hematologicos e imunoldgicos, foram utilizados 120
camundongos Swiss machos de aproximadamente 3 meses e 20g. Foram divididos em dois
grandes grupos (Grupo Controle e Grupo Exposto) e subdivididos em trés, conforme os trés

periodos de exposi¢ao diferentes.

O Grupo Controle (GC), contendo 60 animais, recebeu via gavagem agua destilada, uma

vez ao dia durante todos os dias de exposicao, que foi subdividido por periodo de eutandsia, em



29

que 20 camundongos foram eutanasiados com 14 dias (GC14), 20 com 28 dias (GC28) e 20

com 42 dias (CG42) ap6s o inicio do experimento.

O Grupo Exposto (GE), contendo 60 animais, recebeu via gavagem o extrato da O.
puberula na dose determinada na fase 1 e diluidos em 300 pL de 4gua, uma vez ao dia durante
todos os dias de exposicdo. Subdividido por periodo de eutandsia, em que 20 camundongos
foram eutanasiados com 14 dias (GE14), 20 com 28 dias (GE28) e 20 com 42 dias (CE42) ap6s

o inicio do experimento.

ApoOs a eutandsia dos 20 animais por periodo, 10 receberam estimulo de carragenina
intraperitoneal de 1mg/Kg. A carragenina foi diluida em 4gua destilada (0,2g em 20ml) e cada
camundongo foi submetido ao estimulo via intraperitoneal conforme o peso, sempre seguindo
o padrao de Img/Kg. Os outros 10 camundongos ndo receberam estimulo intraperitoneal de
carragenina, porém, para mimetizar o estresse utilizou-se apenas agua destilada via

intraperitoneal.

Quatro horas apo6s a aplicacdo intraperitoneal, foi realizada a eutanasia e
consecutivamente a coleta do lavado peritoneal, utilizado para avaliar a capacidade de produgao
de oxido nitrico frente a um estimulo lesivo e a migracdo celular. Para a andlise de
biomarcadores hematoldgicos, foi coletado sangue em tubos heparinizados dos 10 animais de

cada grupo que nao receberem o estimulo de carragenina intraperitoneal.

A eutanasia de todos os camundongos foi realizada por exposi¢do ao gas carbdnico, para
posterior coleta dos materiais descritos acima. A necessidade da utilizagdo da eutanasia por CO»
¢ justificada pela utilizacdo do sangue e do lavado peritoneal do animal. A utilizagdo de outra
forma anestésica e da via de inser¢do do anestésico (intravenoso ou intraperitoneal), pode
implicar na alteragdo dos analitos a serem determinados tanto no sangue quanto no lavado
peritoneal, incluindo o cultivo primario de macréfagos. Além do mais faz-se necessario
observar que os anestésicos recomendaveis para camundongos podem trazer problemas em

relagdo as analises e ao proprio manipulador.

Para garantir a viabilidade da avaliacdo dos biomarcadores hematologicos, o sangue foi
coletado em heparina na propor¢do 20 unidades por mL de sangue. Contagens total e diferencial
de células sanguineas, utilizando o Contador BC-5000 foram realizadas para a determinagao da

série vermelha e contagem global dos leucdcitos.

Foi realizada a determinag¢do de NO produzido na cavidade peritoneal. Portanto, 4 horas

apos receberem Img/kg de carragenina via intraperitoneal, os animais foram eutanasiados e a
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cavidade peritoneal lavada com 10mL de salina e consequentemente o fluido removido foi

utilizado para esta avaliagao.

Para esta determinagdo, utilizou-se o método modificado por Neumann et al. (1998),
baseado na rea¢do de Griess. Com isso, 10 minutos apo6s o inicio da reagdo, foi realizada a
determinagdo de sua concentragdo com base na absorbancia obtida em espectrofotometro com

comprimento de onda de 550 nm. A quantidade de NO foi expressa em pmol.L-

2.3 ANALISE DE DADOS

Os dados obtidos das analises foram avaliados pela da andlise de variancia — ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni. As analises estatisticas foram conduzidas utilizando
GraphPad Software V.2.01, GraphpadInstat-TM (1990-1993). Os resultados serdo expressos

como média £ EPM (erro padrao da média). O nivel de significancia adotado ¢é de 5% (a= 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O preparo e obtencao do sobrenadante de monocamadas de macrofagos e a andlise de
viabilidade celular pelo método de andlise colorimétrica, utilizando o corante MTT, demonstrou

que 90% das células estavam viaveis.

ApOs a exposigdo, o extrato bruto nas concentragdes de 0,5 ng/mL, 5 ng/mL de extrato,
demonstraram a mesma agao que o controle negativo PBS, ou seja, ndo demonstraram atividade
imunomoduladora frente ao controle do extrato. Ja a concentragdao de 50 ng/mL da mucilagem
com DMSO, comparada com o controle de DMSO com LPS e LPS, demonstraram potencial

imunomodulador semelhante ao do controle do LPS.

As concentragdes do extrato com LPS obtiveram um resultado diferente do controle LPS,
demonstrando um aumento na dosagem de NO. Foi possivel observar que os controles LPS e
LPS com DMSO obtiveram resultados semelhantes, porém inferiores quando comparados com
as concentracdes 0,5 ng/mL, 5 ng/mL e 50 ng/mL. Estes resultados podem ser observados no

Grafico (Figura 4).
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Figura 4. Determinacio da concentragdo de Oxido Nitrico in vitro. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p < 0,0001). O extrato bruto na concentracao de 50 ng/mL apresentou
resultado estatisticamente diferente quando comparado com o grupo controle. Os resultados
do controle positivo (LPS 1 ng/mL) obteve resultado estatisticamente diferente,

principalmente quando utilizado em conjunto com o extrato.

Na analise dos biomarcadores hematologicos, foi realizada a contagem total e diferencial
das células sanguineas para a determinagdo da série vermelha e contagem total global dos

leucoécitos. Estes resultados podem ser observados na Tabela 1.
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Figura 5. Laminas de analises dos biomarcadores hematologicos. (a) Grupo Controle 14 dias;
(b) Grupo Exposto 14 dias; (c) Grupo Controle 28 dias; (d) Grupo Exposto 28 dias; (¢) Grupo
Controle 42 dias; (f) Grupo Exposto 42 dias. Todas as imagens foram capturadas no aumento

de 40x.

Foi possivel observar algumas alteracdes significativas (p < 0,0001) de resultados em
compara¢do ao grupo controle. No grupo exposto por 14 dias, os resultados de Hematocrito,
RDW e Plaquetas apresentaram-se significativamente superior quando comparados ao grupo

controle.



33

No grupo exposto por 28 dias, os resultados da série vermelha foram de Hematdcrito e
Plaquetas significativamente aumentados quando comparados com o grupo controle. Ja na
analise da série branca, os Leucocitos, Linfocitos e Mondcitos apresentaram-se
significativamente inferiores e os Eosinéfilos significativamente superior, quando comparados

com o grupo controle.

Os resultados da série vermelha do grupo exposto por 42 dias apresentaram volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) e RDW aumentados quando comparados com o
grupo controle. Na analise da série branca, foi possivel observar a diminuigao significativa de
linfocitos € mondcitos comparados com o grupo controle € um aumento significativo de

eosinofilos.

Em todos os grupos expostos (14, 28 e 42 dias), foi possivel observar um aumento

significativo de neutrofilos quando realizada a comparagao com o grupo controle.
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A andlise do estimulo de NO na amostra de lavado peritoneal foi realizada e os resultados

podem ser observados no Grafico (Figura 6).
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Figura 6. Determinagio da concentragio de Oxido Nitrico na amostra de Lavado Peritoneal.

Os resultados com * e # correspondem a valores estatisticamente diferentes do grupo controle.

A concentracdo de NO no lavado peritoneal apresentou resultado superior em todos os
grupos expostos (14, 28 e 42 dias) quando comparados com o grupo controle. Também ¢
possivel observar que a concentracdo de NO aumentou conforme o tempo de exposicao ao

extrato.

As amostras do grupo controle de lavado peritoneal desafiadas com carragenina
demonstraram um resultado esperado no aumento da concentracdo de NO, mas também ¢é
possivel observar o aumento da concentracao de NO em todos os grupos expostos, além do

esperado.

Segundo Ghosh et al. (2020) e Vaz et al. (2014), a analise de mediadores que geram uma
resposta pro-inflamatoria ¢ amplamente estudada, como a andlise das citocinas, que sao

proteinas que podem afetar a atividade ou crescimento de outras células.

Nosso sistema imune realiza uma autorregulagdo, pois as células responsaveis pelas

respostas imunes podem gerar a supressdo, estimulagdo ou até mesmo a apoptose em outras
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células pela liberagcdo de substancias imunomoduladoras como interleucinas, NO e TNF (VAZ

et al., 2014).

A liberagao de NO pelos macrofagos foi potencializada pelo extrato bruto de O. puberula
quando utilizado em conjunto com a LPS, que ¢ conhecidamente um fato para ativacdo de
macrdofagos (LEMOS et al., 2015). Este resultado mostra que além da ativacdo realizada pela
LPS, o extrato proporcionou uma potencializagdo na ativagdo e mais especificamente na

producao de NO.

A carragenina ¢ considerado um agente que gera a inducao de migracao de neutréfilos
dependentes da ativagdo dos macrofagos e que induz a expressaio de NO sintase e

consequentemente gera uma liberacdo de uma maior quantidade de NO.

Estudos como o de Lemos et al. (2015) e Eswaran (2010) que analisaram o potencial
imunomodulador de extratos vegetais, pesquisaram quais eram 0s compostos que promoviam

esse potencial e seu mecanismo de acao, visando uma analise mais completa.

Conforme os resultados, foi possivel observar resultados positivos com relagdo a
capacidade de aumento da expressio de NO (LEMOS et al., 2015). Estes resultados
demonstram que o extrato da O. puberula possui agdo imunomoduladora, pois gerou tanto o

aumento de NO nas analises in vitro e in vivo, como o aumento de neutrofilos.

Além dos resultados apresentados neste estudo utilizando o extrato bruto da O. puberula,
Rovedder et al. (2016), Arcaro (2018) e Miguel et al. (2018), realizaram estudos utilizando a
mesma planta e obtiveram resultados positivos com relagdo a cicatrizagdo, atividade anti-

inflamatoria e acdo analgésica e anti-nociceptiva que a O. puberula proporcionou.

A pesquisa de novos compostos e substancias de plantas medicinais como a O. puberula,
ndo tém somente como objetivo definir esses compostos, mas também tem como objetivo
alertar que para a utilizagdo destas substancias e consequentemente a extragcdo, ¢ necessario a
conscientizacdo para que nao ocorra a extingdo das plantas medicinais de forma geral

(MARQUES, 2001; ROVEDDER, et al., 2016).

CONCLUSAO
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Foi possivel observar que o extrato bruto quando utilizado na concentracio de 50 ng/mL,
promove o aumento da concentracdo de NO e quando utilizada em conjunto com LPS esse
aumento ¢ potencializado e consequentemente apresentando uma atividade imunomoduladora

contra patdogenos.

Os resultados de concentracdo de NO no lavado peritoneal de camundongos expostos ao
extrato bruto da Ocotea puberula e o aumento significativo de neutrdfilos, também

evidenciaram a atividade imunomoduladora.

Para um estudo mais detalhado de como ocorre essa imunoestimulagdo, ¢ necessario

realizar mais estudos aprofundados e analises de outros fatores como TNF-alfa, IL-1J e IL-10.
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4 CONCLUSAO GERAL

Foi possivel observar que o extrato bruto quando utilizado na concentragao de 50 ng/mL,
promove o aumento da concentragdo de NO e quando utilizada em conjunto com LPS esse
aumento ¢ potencializado e consequentemente apresentando uma atividade imunomoduladora

contra patogenos.

Os resultados de concentragao de NO no lavado peritoneal de camundongos expostos ao
extrato bruto da Ocotea puberula e o aumento significativo de neutrdfilos, também

evidenciaram a atividade imunomoduladora.

Para um estudo mais detalhado de como ocorre essa imunoestimulagdo, ¢ necessario

realizar mais estudos aprofundados e analises de outros fatores como TNF-alfa, IL-15 e IL-10.
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