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RESUMO

Ha alguns anos, tem-se crescente interesse pela obtengcdo de agentes terapéuticos
com potencial imunoestimulante e antioxidante, capazes de ser utilizados no
tratamento de doencas, como a espécie T. occidentalis. Dessa forma, este trabalho
teve como propdsito obter e avaliar a atividade farmacoldgica do extrato seco
padronizado de Thuja occidentalis Linn. Para este fim, procedeu-se com a validagao
do meétodo para doseamento de polissacarideos, em seguida, realizou-se a
otimizacdo da extragcdo. A partir do método validado e otimizado, obteve-se a
solucado extrativa rica em polissacarideos, como também o extrato seco e fracao
polissacaridica. Além disso, avaliou-se a composicdo de monossacarideos
presentes no extrato seco e fragdo de polissacarideos. Adicionalmente, foi avaliada
a atividade imunoestimulante do extrato e fracdo, através da determinagdo da
expressao de Interferon-gama (INF-y) e Interleucinas (ILs) 6, 10, 17 e 22 em
esplendcitos de camundongos e de INFy e ILs 2, 4, 6 e 18 em PBMCs humanas. Do
mesmo modo, avaliou-se a atividade antioxidante do extrato e fracdo de
polissacarideos através de testes in vitro pelo sequestro dos radicais 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH?*), 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenztiazoline-6-sulfonico) (ABTS**),
hidroxila (OH®) e 6xido nitrico (NO). Para o doseamento, foi aplicado o método de
antrona. Pelos testes de fator-unico, foram selecionadas as melhores condi¢cdes de
temperatura (85-95°C), tempo (4,0-5,0 h) de extracdo e proporgdo de droga
vegetal:agua (4 g: 30 mL). Os efeitos da temperatura e tempo sobre o teor de
polissacarideos foram estudados pelo planejamento fatorial. Os resultados
demonstraram que o aumento simultaneo desses parametros ocasionou redug¢ao do
teor dos polissacarideos, de modo que as condigcdes Otimas para obtencdo da
solucao extrativa foram: temperatura de 95°C e tempo de 4 h. O extrato seco obtido
mostrou-se como po fino, higroscopico e com baixa capacidade de fluxo;
demonstrando a necessidade da adicdo de excipientes que viabilizem sua utilizagao
farmacéutica. A analise da composigcdo dos monossacarideos extrato e fracéo
revelou a presenga predominante, de glicose (extrato) e manose (fracdo). A
avaliacdo da atividade imunoestimulante demonstrou que houve estimulo das
citocinas: 6 e 1B. Além de viabilidade celular superior a 90%. Na avaliagdo
antioxidante todos os testes demonstraram o potencial antioxidante superior do
extrato em relacao a fragao.

Palavras-chave: Extratos. Thuja occidentalis. Polissacarideos. Antioxidantes.
Terapia imunoestimulante.



ABSTRACT

For some years, increasing interest has been the achievement of therapeutic agents
with immunostimulatory and antioxidant potential, able to be used in the treatment of
diseases such as T. occidentalis species. Thus, this study aimed to obtain and
evaluate the pharmacological activity standardized dry extract of Thuja occidentalis
Linn. To this end, it proceeded with the validation method for determination of
polysaccharides, and then extraction was performed optimization. From the validated
and optimized method, we obtained the rich extraction solution in polysaccharides,
as well as the dried extract and polysaccharide fraction. In addition, we evaluated the
composition of monosaccharides present in the dry extract and fraction of
polysaccharides. Additionally, the immunostimulatory activity of the extract and
fraction was evaluated by determining the expression of interferon-gamma (IFN-y)
and interleukins (ILs) 6, 10, 17 and 22 in splenocytes of mice and INFy and ILs 2, 4 6
and 1B in human PBMC. Likewise, we evaluated the antioxidant activity of the extract
and polysaccharides fraction through in vitro tests for the kidnapping of radical 2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPHe), 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS -« +), hydroxyl (OHe) and nitric oxide (NO). For the assay, it applied the
anthrone method. For single-factor tests, the best temperature conditions were
selected (85-95 °C) time (4.0-5.0 h) extraction and proportion of vegetable drugs:
water (4 g: 30 mL). The effects of temperature and time on polysaccharide content
were studied by factorial design. The results demonstrated that the simultaneous
increase in these parameters caused reduction of the content of the polysaccharide,
so that the optimum conditions for obtaining the extraction solution were: temperature
95 °C and time 4 h. The dry extract obtained proved to be a fine powder, hygroscopic
and with low flow capacity, demonstrating the need for the addition of excipients that
enable its pharmaceutical use. The analysis of the composition of the extract and
monosaccharide fraction revealed the predominant presence of glucose (extract) and
mannose (fraction). The evaluation of the immunostimulant activity showed that there
was stimulation of cytokines: 6 and 1. In addition to greater than 90% cell viability. In
assessing antioxidant all tests have demonstrated the superior antioxidant potential
of the extract compared to fraction.

Keywords: Thuja occidentalis. Extracts. Polysaccharides. Antioxidants.
Immunostimulant therapy.
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1 INTRODUGAO

As imunodeficiéncias compdem um grupo diverso de doengas resultantes de
uma ou mais anormalidades do sistema imune, sendo classificadas como primarias
ou congénitas, quando as desordens sdo de origem genética, e secundarias ou
adquiridas, quando advém de uma causa externa ao sistema imunolégico, atraveés
da exposicao a uma variedade de fatores, dentre os quais se destaca a desnutricao
como causa mais prevalente, e a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS),
como a causa conhecida no mundo (DORNAS et al., 2010). Vale ressaltar ainda que
o sistema imunolégico possui relagdo direta com processos carcinogénicos, de
modo que semelhante aos processos infecciosos, as imunodeficiéncias podem ser a
causa ou a consequéncia de uma doenca neoplasica (SUCHKOV et al., 2007).

Portanto, os agentes imunoestimulantes tém constituido uma importante
terapia para prevencao e tratamento das diversas condigdes patolégicas associadas
a deficiéncia imunolégica (BENMEBAREK et al., 2013). Neste sentido, a
imunomodulagao conferida por plantas medicinais e seus derivados tém sido alvo de
avaliacdo ha muitos anos; e no cenario atual permanece como um importante foco
de pesquisa, de modo que varios extratos, compostos e formulagdes tem sido
patenteados, demonstrando o grande potencial existente para a descoberta de
agentes imunomoduladores de origem natural (ALAMGIR; UDDIN, 2010). Dentre as
espécies vegetais de amplo interesse medicinal pela propriedade fortalecedora do
sistema imune, destaca-se Thuja occidentalis Linn. (Cupressaceae), popularmente
conhecida como arvore da vida ou cedro branco, e cujas principais aplicagdes tém
sido atribuidas as suas propriedades antiviral, imunoestimulante e antimetastasica
(NASER et al., 2005a; SUNILA; HAMSA; KUTTAN, 2011); sendo ainda uma das
espécies que compdem o Esberitox® N, um fitoterapico produzido pela Aspen
Pharmacare Australia e clinicamente comprovado para fortalecimento do sistema
imunoldgico e tratamento de sintomas do resfriado comum (ESBERITOX®N, 2013).

Os fitoterapicos podem ser desenvolvidos e comercializados em diferentes

formas farmacéuticas sejam elas liquidas, sélidas ou semissdlidas, no entanto
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destaca-se o interesse da Industria Farmacéutica pelas formas solidas, devido as
vantagens que apresentam no que diz respeito a estabilidade fisico-quimica e
microbiolégica, precisdo de dosagem, boa aceitagdo pela populagao, facilidade de
manuseio, transporte e armazenamento (DA SILVA, 2011). Contudo seu
desenvolvimento e produgcdo em larga escala através de processos bem
estabelecidos e robustos geralmente requer o emprego de extratos secos vegetais
como produtos intermediarios (DA SILVA, 2011; SILVA et al.,, 2012). Os extratos
secos sao obtidos pela desidratacdo das solugdes extrativas através de técnicas
como a nebulizagdo (spray-dryer), o leito de jorro, a liofilizagdo e a evaporagao
rotativa (SILVA et al., 2012). O intuito deste processo € propiciar maior
homogeneidade dos constituintes quimicos (SILVA, 2006), maior estabilidade fisico-
quimica e microbiolégica, maior facilidade de padronizagdo e melhores
caracteristicas tecnolégicas em relagado a droga vegetal (SILVA, 2006; SILVA et al.,
2012).

No entanto, estes produtos obtidos geralmente sao higroscopicos e
apresentam deficientes propriedades reoldgicas e mecanicas que os tornam inaptos
ao processo de compressdo, motivo pelo qual os fitoterapicos tém sido
comercializados preponderantemente como capsulas, mesmo diante da preferéncia
da industria farmacéutica pelos comprimidos.

Diante deste contexto, e levando em consideracao que o Esberitox® N nao
encontra-se disponivel no Brasil e que ainda ndo existem fitoterapicos registrados
para uso oral contendo apenas a T. occidentalis como componente ativo, este
trabalho tem como objetivo obter extrato seco, a base da espécie medicinal Thuja
occidentalis, visando propiciar o desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas

antioxidantes.
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2. Objetivos
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter e avaliar a atividade farmacoldgica do extrato seco padronizado a base

da espécie vegetal Thuja occidentalis Linn.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e \Validar método para obtencédo e padronizacdo de solugao extrativa e fracéao
polissacaridica a base de T. occidentalis;

e Obter e caracterizar o extrato seco a partir de T. occidentalis;

e Analisar a composicdo de monossacarideos presentes no extrato seco e
fracao polissacaridica de T. occidentalis por Cromatografia gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/MS);

e Avaliar a atividade imunoestimulante de T. occidentalis;

e Avaliar por diferentes metodologias a atividade antioxidante do extrato seco e

fracao polissacaridica de T. occidentalis.
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3. Revisao Bibliografica
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Thuja occidentalis LINN.

Thuja occidentalis, comumente conhecida como arvore da vida ou cedro
branco, € uma arvore pertencente ao género Thuja e familia Cupressaceae (CHANG
et al., 2000). Originaria do leste da América do Norte e cultivada no Brasil como
arvore ornamental (CHANG et al., 2000), esta espécie foi identificada pela primeira
vez, durante uma expedicdo do século 16 no Canada, onde era utilizada como
remédio por indios nativos, tendo demonstrado eficacia no tratamento de fraqueza e
escorbuto (NASER et al.,, 2005b). A seguir serdo discutidos alguns aspectos

importantes sobre essa espécie.

3.1.1 Aspectos botanicos

As arvores de T. occidentalis tém caracteristica conifera e monoica, medindo
12-21 m de altura (HEBER, 2007; NASER et al., 2005a), com caule ereto do tipo
tronco com cértex marrom-avermelhado e galhos bastante ramificados
(FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011). Os ramos sdo achatados,
curtos, horizontais, de extremidade ascendente e cobertos com pequenas folhas
rigidas, imbricadas umas as outras. As folhas sdo ovais, persistentes, verdes,
parecidas com escamas cruzadas de forma oposta e com extremidades acuminadas
sobre uma superficie dorsal convexa (HEBER, 2007; FARMACOPEIA
HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011). Na extremidade dos ramos ocorrem também
cones ovoides pequenos (6-8 mm de comprimento), microesporofilados, de cor
amarelo-esverdeado e cobertos de coriaceas amarelos (HEBER, 2007;
FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011). Estes cones s&o formados
por 8 ou mais escamas, com 1-3 6vulos cada um (STANGERLIN et al., 2008). As

flores apresentam-se em cones separados (monoicas), compostas por flores
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masculinas (cor marrom-escuro) e flores femininas (cor amarelo-esverdeada), que
tem quase o formato de estrela. As sementes sdo marrom-amareladas, tém 3-5 mm
de comprimento e aproximadamente 1 mm de largura (HEBER, 2007). O fruto é
cone megasporofilado estrébilo oblongo subcodnico, verde-castanho (FARMACOPEIA
HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011).

Esta espécie demonstra grande tolerancia a disponibilidade de agua, podendo
ser encontrada em habitats diversos, variando de seco a superficies pantanosas. Ha
evidéncias de que T. occidentalis exibe ajustamento osmoético em resposta ao deficit
hidrico. Esta resposta ao ajuste osmotico € comum frente ao deficit hidrico em
algumas herbaceas e espécies de plantas lenhosas (EDWARDS & DIXON, 1995).

Em relacdo ao seu cultivo, com base em visitas técnicas realizadas em
viveiros e pequenos produtores rurais de quatro municipios do Rio Grande do Sul
(Brasil), foi constatada a preferéncia de multiplicagdo de T. occidentalis por estacas,
com escolha de arvores sadias para o fornecimento de galhos, e cultivadas a
campo, onde permanecem por 2 a 4 anos para entao serem transplantadas para
vasos e vendidas. O custo total médio da muda propagada por estaquia é de R$
2,79 (STANGERLIN et al., 2008).

Com relagdo aos fatores que afetam a regeneragdo de T. occidentalis,
Larouche (2009) constatou que o seu crescimento das arvores em altura é
influenciado pela regiao e disponibilidade de luz, enquanto o seu crescimento
diametral esta relacionado com o corte parcial, sendo preferivel o corte parcial de
baixa intensidade ou o trabalho com regeneragao natural. Posteriormente, o estudo
descrito por Larouche, Ruel & Lussier (2011) confirma com os resultados anteriores
apontando, inclusive, que o crescimento inicial de mudas plantadas e a producgao de

biomassa foram proporcionais a disponibilidade de luz.

3.1.2 Propriedades farmacoldgicas

Diversas atividades farmacolégicas da espécie T. occidentalis encontram-se

descritas na literatura, dentre as quais pode-se citar as atividades antiviral (GOHLA
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et al., 1992; BODINET et al., 2002); hepatoproterora (DUBEY; BATRA, 2008b);
antidiabética (DUBEY; BATRA, 2008a); antioxidante (DUBEY; BATRA, 2009b); anti-
ulcerativa (DUBEY; BATRA, 2009c); anti-aterosclerética (DUBEY; BATRA, 2009a);
antimicrobiana (TSIRI et al., 2009); e antitumoral (SUNILA & HAMSA, 2006; SUNILA,;
HAMSA; KUTTAN, 2011).

Seu emprego na forma de tinturas-mae hidroalcodlicas ou diluidas, vém
sendo largamente utilizado na homeopatia e fitoterapia humana e veterinaria
(FETROW & AVILA, 2000; NASER et al., 2005b); tendo como principais aplicagbes o
tratamento de infec¢gdes agudas e crénicas do trato respiratorio superior, e como
adjuvante dos antibidticos em infecgdes bacterianas graves, como a bronquite,
angina, faringite, otite média e sinusite. Além disso, a tintura tem sido aplicada no
trato genital inferior para o tratamento de verrugas, papilomas, condilomas,
excrescéncias de diversos tipos, principalmente aquelas relacionadas ao HPV
(FETROW & AVILA, 2000), sendo estimado que a taxa de cura das verrugas seja de
84,2% (NEVES-JORGE et al., 2000). Estes efeitos sédo atribuidos principalmente as
suas atividades antiviral e imunoestimulante ja demonstradas em diversos
experimentos in vitro e in vivo (GOHLA et al., 1992; BODINET et al., 2002; SUNILA;
KUTTAN, 2006; SUNILA; HAMSA; KUTTAN, 2011).

3.1.3 Perfil fitoquimico

O perfil fitoquimico de T. occidentalis abrange diferentes classes de
substancias como saponinas, fendis, taninos, aminas, mucilagens, principios
amargos, compostos lactdnicos, carotenos, 6leo essencial, triterpenos, esteroides
(CASTELLON et al., 2000), aguicares redutores, cumarinas (acido p-cumarico e
umbelliferona), acido tanico, polissacarideos, proteinas e minerais (NASER et al.,
2005b). Contudo, os dleos essenciais constituem um dos grupos metabdlicos
caracteristicos da espécie (SVAJDLENKA et al., 1999), sendo o monoterpeno tujona
seu principal constituinte (TSIRI et al., 2009). Ja em termos de atividade terapéutica,

destacam-se o0s polissacarideos e os flavonoides. Estes constituintes,
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acompanhados dos taninos e proteinas, foram identificados por investigagbes
fitoquimicas na fragdo etandlica das partes aéreas de T. occidentalis utilizada em
estudos farmacoldgicos conduzidos por Dubey e Batra para as atividades
antidiabética, hepatoprotetora, hipolipemiante, antioxidante e anti-ulcerativa (2008a,
2008b, 2009a, 2009b, 2009c). Adicionalmente, os polissacarideos tém sido
indicados em varios estudos como os constituintes ativos responsaveis pelas suas
atividades antiviral e imunoestimulante (GOHLA et al., 1992; NASER et al., 2005b;
SUNILA; HAMSA; KUTTAN, 2011). Um dos estudos mais recentes, realizado por
Sunila; Hamsa & Kuttan (2011), revelou que o extrato de T. occidentalis e seus
polissacarideos promoveram um aumento da atividade das células NK, da ADCC e
da CDC em células metastéticas, além de aumentar os niveis dos fatores
antitumorais Interleucina-2 (IL-2) e TIMP; e de diminuir os elevados niveis das
citocinas pro-inflamatérias IL-18, IL-6, TNF-a e GM-CSF no soro de animais com
tumor (SUNILA; HAMSA; KUTTAN, 2011).

Por este motivo, nos ultimos anos a T. occidentalis vem sendo associada a
outras plantas imunomoduladoras (NASER et al., 2005b; CORREA, 2006). Uma
destas associag¢des, contendo Echinacea purpurea, Echinaceae pallida e Baptisia
tinctoria é produzida atualmente na forma de comprimidos pela Aspen Pharmacare
Australia. Trata-se do Esberitox® N, fitoterapico clinicamente comprovado para
fortalecimento do sistema imunoldgico e tratamento de sintomas do resfriado comum
(ESBERITOX®N, 2014).

3.1.4 Aspectos toxicologicos

Um levantamento feito por Naser et al. (2005a) em torno dos efeitos adversos
verificados em ensaios clinicos com T. occidentalis, constatou que as preparagdes
obtidas a partir desta planta sdo consideradas seguras nas infecgbes do trato
respiratorio. Contudo, a recomendacgao geral € que durante a gravidez e lactagao,
estas preparagbes nao sejam administradas sem o consentimento médico, pois

embora ndo tenham exibido efeito abortivo, ainda verifica-se auséncia de resultados
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conclusivos.

A toxicidade de T. occidentalis também foi avaliada por Valsa & Felzenszwalb
(2001) utilizando amostras de trés tinturas para verificagdo da genotoxicidade in vitro
por meio de dois testes rapidos (teste de Ames - Mutateste e o SOS-cromoteste-
indugdo de [B-galactosidase em Escherichia coli). Ao fim do estudo, foi constatado
que nenhum dos extratos possuiu efetiva indugdo de mutagénese ou na sintese da
B-galactosidase (indicador de sinal geral e precoce de lesdo no DNA), mesmo com a
metabolizagao.

Esse resultado foi recentemente confirmado por Nikoli¢ et al. (2011), onde foi
analisado o potencial antigenotéxico dos monoterpenos canfora, eucaliptol e tujona
de T. occidentalis sobre células procariotas e eucariotas, com elucidacdo do seu
efeito sobre o reparo do DNA. Os resultados obtidos indicaram que pequenas
quantidades de canfora, eucaliptol e tujona podem estimular o processo de reparo
do DNA e atuar como antimutagénicos, embora maiores concentragcbes de

monoterpenos possam induzir a rupturas dos filamentos de DNA.

3.2 DESENVOLVIMENTO DE FITOTERAPICOS

As plantas medicinais, assim como suas preparacdes sempre foram utilizadas
pelo homem, e embora esta utilizagdo tenha passado por um declinio apés a
ascensdao mundial da terapéutica centrada em farmacos sintéticos, nas ultimas
décadas vem ocorrendo um retorno ao uso da fitoterapia, tanto nos paises em
desenvolvimento como nos desenvolvidos (NASCIMENTO et al., 2005; BORELLA et
al., 2010). Como consequéncia, o uso de plantas medicinais e fitoterapicos, se
encontra em expansao em todo o mundo e constitui um mercado bastante promissor
(NASCIMENTO et al., 2005).

Atualmente, as plantas medicinais movem altos valores financeiros em todo o
mundo e representam o tipo de tratamento mais acessivel para uma parcela
significativa da populagao, estimada em cerca de 80% (SOUZA-MOREIRA et al.,
2010). Em 2010, por exemplo, o mercado mundial de fitoterapicos movimentou cerca
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de US$ 44 bilhdes, enquanto que, no Brasil, as estimativas apontam um movimento
entre US$ 350 a 550 milhdes (MIOTO, 2010).

De forma geral, os fatores relacionados a esta expansao da fitoterapia deve-
se a necessidade de busca por novas alternativas terapéuticas para o tratamento de
enfermidades e a preferéncia dos consumidores por tratamentos “naturais”, somada
a crescente validacdo cientifica das propriedades farmacologicas de espécies
vegetais, ao desenvolvimento de novos métodos analiticos para controle de
qualidade; e ao desenvolvimento de novas formas de preparagdes e administracao
dos produtos (SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

Seguindo esta tendéncia atual, inumeros estudos tém abordado a anélise de
espéecies vegetais com potencial terapéutico, de modo a contribuir com a descoberta
de novas plantas medicinais e com o desenvolvimento de fitoterapicos (MENDEZ et
al., 2011), que por sua vez requer conhecimento sobre diversas etapas a serem
seguidas com a matéria-prima vegetal, quais sejam: cultivo, coleta, secagem,
moagem, extracdo, avaliagcdo farmacologica e toxicolégica e formulacéo,
constituindo assim um processo interdisciplinar, multidisciplinar e interinstitucional
(TOLETO et al.,, 2003; BORELLA et al.,, 2010). Caso essas etapas nao sejam
realizadas adequadamente, poderado ocorrer alteragdes na composi¢cao quimica dos
compostos bioativos, com consequente interferéncia na qualidade do produto final
(BORELLA et al., 2010). Portanto, o emprego de espécies vegetais como matéria-
prima para produgdo de medicamentos, tem como pré-requisito a padronizagao das
drogas e extratos vegetais, bem como de suas formulag¢des, através de diferentes
técnicas, com o objetivo estabelecer suas especificacbes de qualidade e garantir
seus critérios de eficacia e seguranca (KLEIN et al.,, 2009). Ademais, também ¢é
imprescindivel o monitoramento e controle de todas as etapas envolvidas no
processo produtivo.

No Brasil, tém sido tomadas varias providéncias no sentido de normatizar o
uso dos fitoterapicos, através da publicagao de resolugdes pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a exemplo da RDC n° 48/2004 (BRASIL, 2004); RDC
n°® 10/2010 (BRASIL, 2010a); e RDC n° 14/ 2010 (BRASIL, 2010b), bem como de

decretos e portarias governamentais, a saber Decreto n° 5.813/2006 (BRASIL,
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2006); e Portaria n° 2960/2008 (BRASIL, 2008b). Dentre as medidas adotadas,
destacam-se a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos dentro do Sistema Unico de Saude
(SUS), com objetivos comuns voltados a garantia do acesso seguro e uso racional
de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2006; BRASIL, 2008b). Como
consequéncia, o Ministério da Saude passou a financiar fitoterapicos na rede publica
de saude a partir de 2007 (DIARIO DA SAUDE, 2012), e em 2009 publicou a
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) para
direcionamento de pesquisas cientificas com 71 espécies vegetais de potencial
farmacolégico, visando ampliar o rol de fitoterapicos financiados pelo Governo
Federal (BRASIL, 2009). Inicialmente, apenas dois fitoterapicos constavam na
Relacdo Nacional de Medicamentos essenciais (RENAME) para disponibilizagcao
pelo SUS, e atualmente constam 11 produtos, apdés a Uultima atualizacdo da
RENAME no ano de 2012 (DIARIO DA SAUDE, 2012).

Portanto, o desenvolvimento de estudos abordando o desenvolvimento e
caracterizagao de extratos vegetais € uma area de interesse no Brasil e de grande

relevancia cientifica e tecnologica.

3.3 SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imunoldgico, também conhecido como sistema imunitario ou
imune, compreende uma intricada rede de orgaos, ceélulas e moléculas, que
interagem para manter a integridade do organismo frente a agentes invasores
(bactérias, virus, parasitas) (MESQUITA-JUNIOR et al., 2010), evitar
comportamentos autodestrutivos e surgimento de doengas autoimunes (CASTRO et
al., 2008), além de promover a vigilancia contra tumores e rejeigdo de enxertos néo
compativeis (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010).

Os mecanismos envolvidos na fungdo imunolégica podem ser inespecificos,
constituindo a imunidade inata ou natural, e especificos, constituindo a imunidade
adquirida ou adaptativa (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010). A imunidade inata atua
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em conjunto com a imunidade adaptativa e caracteriza-se pela rapida resposta a
agressao, independentemente de contato prévio com agentes agressores, sendo a
primeira linha de defesa do organismo, e por ser inespecifica, ndo guarda memoaria.
A resposta imune inata é formada por barreiras estruturais (pele e membranas
mucosas), barreiras fisiologicas (pH, nivel de oxigénio), células especializadas
(macréfagos, neutrofilos, células dendriticas e células Natural Killer - NK), proteinas
do sistema complemento e outras moléculas circulantes e secretadas (interferons -
IFN, interleucinas - IL, fator de necrose tumoral - TNF), comumente presentes em
todos os individuos (CASTRO, 2008; CRUVINEL et al., 2010; DE MACEDO et al.,
2010). Seus mecanismos de maior destaque compreendem a fagocitose, a liberagao
de mediadores inflamatdrios, a ativagao de proteinas do sistema complemento, bem
como a sintese de proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas (CRUVINEL et
al., 2010). Quando essas defesas ndo s&o suficientes para destruir os agentes
invasores, mecanismos especificos do sistema imunitario adquirido podem ser
requisitados para reforgar as respostas imunoldgicas inespecificas (SOUZA, 2011).
A imunidade adquirida atua por maior periodo do que a inata e apresenta
especificidade e memoéria (DE MACEDO et al., 2010). A especificidade é a
capacidade de reconhecer e reagir a determinada molécula e a memoria é a
capacidade de voltar a reconhecer e reagir rapidamente a esta mesma molécula
(antigeno), quando esta for reintroduzida no organismo. Assim, a resposta imune
adquirida garante protecdo ao organismo contra uma reinfecgdo (DORNAS;
ROBAZZI; SILVA, 2010) e fornece uma protegdo mais efetiva contra patégenos (DE
MACEDO et al., 2010). Os elementos-chave do sistema imunitario adaptativo sdo
linfocitos T e B, células apresentadoras de antigenos, mediadores humorais e
citocinas (CASTRO, 2008). Os linfocitos T apresentam-se em populagdes funcionais
distintas: células T auxiliares (CD4+, também chamadas Th ou T helper) e células T
citotoxicas (CD8+, também chamadas Tc ou T Killer) e fornecem fungbes auxiliares,
regulatoérias e efetoras, constituindo a imunidade mediada por células. Ja os
linfocitos B contribuem para a resposta imune por meio da secrecéo de anticorpos
ou imunoglobulinas que sdo subdividas em cinco classes: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM,
constituindo a imunidade humoral (DE MACEDO et al., 2010). Uma revisdo
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detalhada acerca do sistema imunitario inato e adquirido pode ser encontrada,
respectivamente, nos estudos realizados por Cruvinel e colaboradores (2010) e
MESQUITA-JUNIOR e colaboradores (2010).

Vale ressaltar que tanto o sistema imunitario inato, como o adquirido, assim
como a imunidade celular mediada por células e imunidade humoral se comunicam
e compartilham componentes, sendo essa interacdo fundamental para a imunidade
geral. De modo que qualquer desequilibrio em alguma parte da resposta
imunoldgica pode resultar em uma inabilidade de controlar infecgdes (DORNAS;
ROBAZZI; SILVA, 2010) e aumento de risco para desenvolvimento de doencas
neoplasicas (MUELLER et al., 1995).

3.4 IMUNODEFICIENCIAS

As anormalidades do sistema imune, comumente conhecidas como
imunodeficiéncias, sdo classificadas como primarias ou congénitas, quando as
desordens sao de origem genética, e secundarias ou adquiridas, quando advém de
uma causa externa ao sistema imunolégico (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010).

3.4.1 Imunodeficiéncias primarias

As imunodeficiéncias primarias sao disturbios de origem genética que
apresentam-se geralmente durante a infancia e afetam diferentes componentes da
imunidade inata e adaptativa (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010), sendo
classificadas de acordo com o sistema que afetam e com a linhagem celular
envolvida (CASTRO, 2008).

Enquanto os disturbios do sistema imune inato incluem desordens
fagocitarias, deficiéncias do complemento e disturbios de sinalizagdo celular, as
deficiéncias imunoldgicas adaptativas envolvem desordens de células T, também

chamada de deficiéncias imunolégicas celulares, e desordens de células B, que sao
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mais frequentes, representando mais de 50% das imunodeficiéncias primarias no
mundo. Ainda que essas desordens sejam categorizadas ordenadamente em tal
forma, é importante ressaltar que todos os componentes do sistema imune sao
interdependentes. De modo que, desordens de células T, por exemplo, podem levar
a algum grau de disfuncédo das células B, devido a dependéncia dos linfocitos T
helper para produgéo de anticorpos (CASTRO, 2008).

Vale ressaltar ainda que mais de 200 imunodeficiéncias primarias tém sido
descritas (SRINIVASA et al.,, 2012) e que novas formas da doenca tém sido
descobertas, em virtude dos avang¢os nos métodos diagnosticos e estudos genéticos
(DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010). Além disso, um numero crescente de adultos
esta sendo diagnosticado, com taxas mais elevadas em populagdes com altas taxas
de consanguinidade ou entre populagcdes geneticamente isoladas (SRINIVASA et al.,
2012). Por outro lado, mesmo diante deste novo cenario, a real incidéncia das
imunodeficiéncias primarias permanece incerta, diante da subnotificacdo dos casos
existentes (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010). Uma classificagdo minuciosa dessas

deficiéncias pode ser encontrada no estudo de Dornas; Robazzi & Silva, (2010).

3.4.2 Imunodeficiéncias secundarias

As imunodeficiéncias secundarias sdo mais comuns do que as primarias, e
podem ser adquiridas através da exposi¢ao a uma variedade de fatores extrinsecos,
incluindo desnutricado, infecgbes, medicamentos, doencas metabdlicas, neoplasicas
e genéticas, cirurgias, traumas, idade, e condigdes ambientais adversas, que podem
afetar tanto a imunidade inata como a adaptativa, de diversas maneiras e com
gravidades distintas (CHINEN et al., 2008). Estdo descritas abaixo algumas causas

que frequentemente comprometem o sistema imunoldgico.
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3.4.2.1 Desnutricao

Uma alimentagao balanceada é essencial para o funcionamento adequado do
sistema imune, como ja demonstrado em uma série de estudos. Diante de uma
nutricdo desequilibrada, os componentes necessarios para gerar uma resposta
imunoldgica eficaz podem encontrar-se reduzidos (AFACAN; FJELL; HANCOCK,
2012; PONTON et al., 2013). Além do desequilibrio alimentar, as caréncias
nutricionais podem ser decorrentes de doencgas especificas (CHINEN et al., 2008),
como enteropatia perdedora de proteina (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010) ou de
situagbes que induzem stress metabdlico, tais como infec¢cdes, queimaduras,
traumatismos e cirurgias (PEREIRA, 2007).

Na maioria das vezes a desnutricido envolve escassez de proteinas e
micronutrientes. No cenario epidemioldgico, a desnutrigdo energético proteica € a
causa mais prevalente de imunodeficiéncia secundaria no mundo (CHINEN et al.,
2008), sendo as criangas mais vulneraveis aos seus efeitos, uma vez que a infancia
€ caracterizada como um periodo critico para o desenvolvimento da defesa
imunolégica (DE MACEDO et al., 2010).

Micronutrientes também desempenham um papel fundamental no suporte da
funcao imunolégica adequada. As deficiéncias de vitaminas e minerais, por exemplo,
podem afetar as barreiras fisicas, a resposta celular e a producdo de anticorpos
(CASTRO, 2008). Tem sido demonstrado que 0s minerais cobre, zinco e magnésio
atuam como cofatores de enzimas responsaveis por diversas atividades metabdlicas
e pela resposta imune inata e adquirida, além de exercerem um papel importante na
maturacdo dos tecidos e células linfoides. De modo que uma alteragdo dos seus
niveis séricos, em caso de desnutrigdio grave, pode comprometer a
imunocompeténcia através de neutropenia e linfopenia (DE MACEDO et al., 2010).
Castro (2008) cita ainda a importancia das vitaminas A, C e D na imunorregulagao.

Vale ressaltar, contudo, que os efeitos da deficiéncia de nutrientes sobre a
resposta imune dependem da magnitude, duragcdo e do periodo do agravo (DE

MACEDO et al., 2010); e que a reposicdo e recuperagdo nutricional geralmente
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resulta na resolugdo dos defeitos imunolégicos (CHINEN et al., 2008). Uma
abordagem das descobertas recentes em pesquisa nutricional no contexto de
estudos imunoldgicos pode ser encontrada no estudo realizado por Ponton e
colaboradores (2013).

3.4.2.2 Infecgdes

A relacao entre infeccédo e imunidade € interativa, de modo que tanto pode ser
causa, como efeito de imunodeficiéncia (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010).
Embora a infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) seja o exemplo
mais conhecido, muitos agentes infecciosos podem perturbar o sistema imune direta
ou indiretamente (CHINEN et al., 2008; DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010). Em
alguns casos, pode haver um estimulo excessivo do sistema imunitario, levando a
um estado sem resposta, tal como a anergia das células T, observada apds a
sindrome do choque téxico induzido pelos superantigenos estafilococos. Algumas
infecgbes virais, como sarampo, citomegalovirus, e influenza, também podem
induzir anergia de células T, além de linfopenia, embora transitéria e geralmente
menos severa do que a observada na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS). Em outros casos, a destruicdo tecidual ou a reacdo inflamatéria a uma
infeccdo particular pode facilitar o acesso para que outros micro-organismos
desenvolvam infec¢des secundarias. (CHINEN et al., 2008).

Vale ressaltar que embora a desnutricido severa seja a condi¢gao causadora de
imunodeficiéncia adquirida mais prevalente no mundo (CELANO et al., 2007), uma
das causas mais conhecidas é resultante de infec¢ao por HIV (CASTRO, 2008). Isto
porque, além da alta prevaléncia e alta taxa de mortalidade quando nao tratada, o
numero de pesquisas relacionadas é bastante superior em relagdo ao de outras

imunodeficiéncias secundarias (CHINEN et al., 2008).
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3.4.2.3 Medicamentos

A disfuncdo imune induzida por medicamentos pode ser intencional, através
da administragao de drogas imunossupressoras (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010),
como requisitado para pacientes portadores de doengas autoimunes (GREENBERG,
2002), doengas neoplasicas (YEE & CHRISTOU, 1993) e pacientes transplantados;
ou eventual, advinda de reacbes adversas a agentes terapéuticos, como
anticonvulsivantes e sulfonamidas (CASTRO, 2008).

Dentre as drogas imunossupressoras utilizadas na terapia de doengas
autoimunes, como artrite reumatoide e lUpus eritematoso sistémico, destacam-se os
corticosteroides, e algumas drogas citotoxicas, como ciclofosfamida, azatioprina e
metotrexato (GREENBERG, 2002). Greenberg (2002) correlaciona em seu estudo
de revisdo alguns medicamentos utilizados no tratamento de doencgas reumaticas
com as desordens imunoldgicas e patdégenos predominantemente associados a
cada terapia. O autor relacionou ainda a ocorréncia de algumas infeccbes com os
medicamentos modificadores de resposta bioldgica infliximabe e etanercepte, ambos
utilizados no tratamento da artrite reumatoide.

Outra classe medicamentosa que se destaca pelos efeitos deletérios sobre o
sistema imune, sobretudo sobre a resposta imunoldgica mediada por células, séo os
anestésicos, figurando dentre estes o sevoflurano, os opioides e o propofol. No
entanto, os efeitos destes medicamentos sobre a imunidade parecem ser menos
expressivos em comparagao aos efeitos do stress induzido por processo cirurgico
(CASTRO, 2008).

3.4.2.4 Doencgas neoplasicas

O sistema imunoldgico possui relagdo direta com o0s processos
carcinogénicos, de modo que semelhante aos processos infecciosos, as
imunodeficiéncias podem ser causa ou consequéncia de uma doenca neoplasica
(YEE & CHRISTOU, 1993; SUCHKOV et al.,, 2007). O desenvolvimento de um
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linfoma nado-Hodgkin, por exemplo, tem sido relacionado com o estado
imunocomprometido do paciente com linfoma de Hodgkin (MUELLER et al., 1995).
Adicionalmente grande parte das progressdes de tumores sdo caracterizadas
pela fuga de vigilancia imunologica. Em algumas doencgas neoplasicas, como
glioblastoma multiforme e algumas das neoplasias epiteliais, como, os tumores de
células basais, o comprometimento da resposta imunolégica pode inclusive
contribuir para as propriedades invasivas e metastaticas do tumor, levando a um
agravamento da forma clinica e deterioracao do estado de saude (SUCHKOQV et al.,
2007). Ademais, algumas condi¢des, como terapia com agentes imunossupressores,
quimioterapia e radioterapia, contribuem para comprometimento do sistema imune

em pacientes com cancer (MUELLER et al., 1995).

3.4.2.5 Cirurgia e traumatologia

O rompimento e perda de barreiras epiteliais, a ativacdo celular nao
especifica concomitante a um estado imune anérgico, e niveis elevados de cortisol
induzidos pelo stress podem contribuir para a imunossupressao de um paciente
lesionado por processo cirurgico ou traumatismo (CHINEN et al., 2008), o que pode
resultar em infecgdo, ma cicatrizacdo de feridas, sindrome de resposta inflamatoria
sisttmica e propagacdo de doengas malignas. Em geral, estes efeitos
correlacionam-se com a gravidade do trauma e do procedimento cirurgico, e séo
acentuados em pacientes ja imunocomprometidos (CASTRO, 2008).

Pacientes com trauma térmico, por exemplo, geralmente sdo mais
susceptiveis a infeccbes do que pacientes atingidos por outros fatores traumaticos
(BEVILACQUA et al.,, 1997). E em alguns casos cirurgicos, como esplenectomia
eletiva (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010), recomenda-se inclusive a realizagao de
uma imunizacado prévia dos pacientes, devido a alta susceptibilidade a infecgcbes
(CHINEN et al., 2008). Além de imunizagdo, uma imunomodulagdo nutricional ou
farmacolégica pode ser necessaria para melhorar a fungao imune de pacientes que

serao submetidos a processos cirurgicos, e que possuem deficiéncias nutricionais ou
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comprometimento do sistema imunoldgico, sobretudo na presengca de fatores
complicadores como doengas subjacentes, uso de medicamentos e anestesia (YEE
& CHRISTOU, 1993).

3.4.2.6 Doengas metabdlicas

Algumas doengas metabdlicas, como diabetes mellitus (CHINEN et al., 2008)
e uremia (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010), causam efeitos deletérios sobre a
imunidade, decorrente de uma série de acdes defeituosas nas fungdes do sistema
imune, incluindo, entre outras, a fagocitose, a quimiotaxia e a resposta
linfoproliferativa a mitégenos (CHINEN et al., 2008). Pacientes com uremia, por
exemplo, apresentam uma incidéncia significativamente maior para tuberculose, em
comparagao aos pacientes nao urémicos (FUCK et al., 2004). Vale salientar,
contudo, que o controle das anormalidades metabdlicas geralmente conduz a uma

melhoria da fun¢ao imunolégica (CHINEN et al., 2008).

3.4.2.7 Outras condicdes

O sistema imunolégico pode ser afetado ainda por uma série de fatores, quais
sejam: idade, notadamente em recém-nascidos (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010)
e idosos (YEE & CHRISTOU, 1993); condigdes patolégicas de origem genética,
como fibrose cistica, doenga falciforme (CASTRO, 2008), Sindrome de Turner
(CHINEN et al., 2008) e Sindrome de Down (RAM & CHINEN, 2011); exposicéo
crbnica a condigdes ambientais adversas, como frio extremo, altitude elevada,
exposicao a luz ultravioleta e radiacado ionizante; hipoxia crénica ocasionada em
voos espaciais de longa duragdo (CHINEN et al., 2008); estresse; e condigdes
patolégicas diversas, como depressao (SEPHTON et al., 2009) e anorexia nervosa,
cujo comprometimento do sistema inume é resultante de desnutrigdo, associada

também a efeitos adicionais do Sistema Nervoso Central (SNC), geralmente
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estresse e depressédo (ALLENDE et al., 1998).

E importante destacar que a prevaléncia das deficiéncias imunoldgicas de
origem secundaria entre as diferentes regides do mundo é bastante variavel.
Enquanto algumas condi¢gbes sdo mais comuns em paises subdesenvolvidos, como
€ 0 caso da imunodeficiéncia causada pelo HIV e desnutricdo; as causas
iatrogénicas, como a imunodeficiéncia causada por quimioterapia, sdo mais comuns
em paises desenvolvidos (CASTRO, 2008).

Outro ponto de grande relevancia é que embora as anormalidades
secundarias possam afetar a imunidade inata e adaptativa, com manifestacoes
clinicas geralmente heterogéneas (CHINEN et al., 2008), um espectro similar de
doencgas, caracterizado por infecgcées recorrentes ou persistentes frequentemente
atinge pacientes imunossuprimidos (DORNAS; ROBAZZI; SILVA, 2010), como é o
caso da tuberculose (FUCK et al., 2004). Ademais, as desordens também estédo
associadas com aumento de risco para desenvolvimento de doenca neoplasica,
sendo esta umas das principais causas de morte, ficando atras apenas dos
processos infecciosos (MUELLER et al., 1995). Isto porque praticamente, todas as
partes do sistema imunolégico, sobretudo a resposta celular mediada pelos linfécitos
T, contribuem para a erradicagdo de células tumorais (SUCHKQOV et al., 2007),
assim como conferem protegcdo contra uma gama de agentes patogénicos para o
qual os pacientes com cancer podem ser particularmente sensiveis (SEPHTON et
al., 2009).

Dentre os tumores mais comuns, destacam-se os linfomas ngo-Hodgkin e o
sarcoma de Kaposi, seguidos de carcinomas de pele, linfomas de Hodgkin e
leucemias. Contudo, o risco para o desenvolvimento de cancer é dependente do tipo
de imunodeficiéncia subjacente, da idade do paciente e de cofatores como infecgdes
virais, além de outras condicbes como terapia com imunossupressores,
quimioterapia e radioterapia (MUELLER et al., 1995).

Existe uma forte evidéncia de correlacdo entre as infecgdes virais e as
doencas neoplasicas; tal como relatado para os virus de DNA, como o herpes
simples com o carcinoma cervical; e o virus da hepatite B com o cancer primario do

figado. O mesmo ocorre para infec¢gdes causadas por retrovirus, como o HIV, que
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apesar de ndo ser considerado oncogénico por si sO, tem sido intimamente
associado com cancer (MUELLER et al., 1995), como demonstrado para o Sarcoma
de Kaposi, neoplasia hepatica mais comum em pacientes com AIDS (DA COSTA et
al., 2008). Além do mais, a infecgao por HIV esta fortemente associada com a alta
prevaléncia, incidéncia e persisténcia de infec¢cdo pelo Papiloma virus humano
(HPV) e, assim, influencia diretamente na persisténcia e progressdo para a
neoplasia intraepitelial cervical e para o cancer cervical invasivo (CRUZ & MELO,
2010).

Sephton e colaboradores (2009) destacaram ainda a relagéo existente entre
depressao, estresse e fungado imune no contexto do cancer de mama avangado, pois
a aflicdo psicologica e depressao, que muitas vezes acompanham o diagndstico e
tratamento do cancer, promovem supressao ou desregulacdo da fungao imune,
contribuindo também para o desenvolvimento e propagacao da doenga neoplasica.

Diante deste cenario, ao considerar um diagnostico de imunodeficiéncia, os
médicos devem estar atentos aos diversos fatores que afetam o sistema imune
(CHINEN et al., 2008), podendo recorrer a terapias capazes de exercer acao
imunomoduladora por proliferacdo de determinadas células deste sistema, ou
alargando a eficiéncia das substancias por elas produzidas (BEVILACQUA et al.,
1997). Abaixo encontra-se descrito uma breve discussdao sobre a terapia

imunoestimulante existente no mercado.

3.5 TERAPIAIMUNOESTIMULANTE

Os agentes imunoestimulantes sdo compostos capazes de estimular o
sistema imunitario, melhorando a resposta imune do hospedeiro contra agentes
patogenos (CAVALCA, 2003; FRASSON, 2004), através de mecanismos,
comumente relacionados ao sistema imune inato, tais como suporte a funcdo dos
linfécitos T e ativagdo de macrofagos, granuldcitos, sistema complemento e células
NK. De tal modo que constituem uma terapia alternativa a quimioterapia

convencional para uma variedade de condi¢des patoldgicas associadas a deficiéncia

SILVA, C. C. A. R. Obtencao e avaliagdo farmacoldgica de extrato seco padronizado a base da espécie
vegetal Thuja occidentalis LINN., 2015



44

imunolégica (BENMEBAREK et al., 2013). Contudo, devido ao fato, da sua agao ser
sobre a resposta imune nao-especifica, a “memadria” do sistema imunolégico néo é
afetada. Por conta disso, os agentes imunoestimulantes, geralmente sao utilizados
periodicamente ou de maneira continua (FRASSON, 2004).

No mercado podem ser encontradas algumas opg¢des terapéuticas, figurando
dentre elas: o uso de imunoglobulinas humanas; a suplementagdo com arginina,
glutamina e vitamina D; e o tratamento com o fitoterapico Esberitox® N. As
preparagcdes de imunoglobulina humana para uso terapéutico podem ser poli-
especificas ou especificas. As poli-especificas, ttm como componente principal a
IgG; e sao utilizadas por via intravenosa, embora haja relatos de utilizagéo por via
subcutanea, intratecal, oral e até intra-auricular (KOVALHULK, 2013). Ja as
especificas sdo aquelas que possuem altos titulos de anticorpos especificos, como a
imunoglobulina antivaricela; e podem ser usadas por via intravenosa ou
intramuscular, dependendo do tipo de produto e fabricante (SIQUEIRA, 2012). E
importante mencionar que precaucdes devem ser tomadas para evitar potenciais
complicagcbes dessa terapia, como isquemia transitéria ou complicacbes
tromboembdlicas (KOVALHULK, 2013; SIQUEIRA, 2012).

Ja a arginina e glutamina constituem nutrientes com importante efeito
imunomodulador. Enquanto a arginina é precursora do éxido nitrico (NO) e aumenta
a resposta dos linfécitos T, a glutamina € um substrato essencial para enterdcitos,
macrofagos e fibroblastos (PEREIRA, 2007) e proliferacdo dos linfocitos. Desta
forma, a suplementacdo com estes aminoacidos em pacientes imunossuprimidos
pode ser favoravel. Embora a glutamina livre ndo possa ser incluida em terapias
nutricionais devido a sua instabilidade durante estocagem e esterilizacdo pelo calor,
existem evidéncias que a glutamina, presente em dipeptideos sintéticos, como a L-
alanil-L-glutamina possui eficiéncia em humanos (MASSAMBAMI & BAZOTTE,
1998).

De maneira geral, o efeito da vitamina D no sistema imunolégico se traduz em
aumento da imunidade inata associado a uma regulagdo multifacetada da imunidade
adquirida. Estudos atuais tém relacionado a deficiéncia de vitamina D com varias

doengas autoimunes, como esclerose multipla e Iupus eritematoso sistémico
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(MARQUES et al., 2010). Embora pouco se tenha conhecimento sobre os efeitos da
reposicdo da vitamina D na prevencgao e tratamento dessas doencas, estudos em
modelos experimentais e com humanos apontam efeitos benéficos dessa
suplementagdo (PLUDOWSKI et al., 2013; MARQUES et al., 2010). Deve-se estar
atento, no entanto, aos efeitos toxicos da suplementacido excessiva, tendo em vista
que as intoxicacdes por vitamina D tem sido relatadas com maior frequéncia nos
ultimos anos (OKZAN, HATUN E BEREKET, 2012).

Por sua vez, o Esberitox® N é um fitoterapico produzido na Alemanha pela
Aspen Pharmacare Australia ® utilizado para aumento da imunorresisténcia do
organismo, sendo indicado para o tratamento dos sintomas do resfriado comum; e
fortalecimento do sistema imunoldgico de individuos com suscetibilidade aumentada
para infeccbes, devido a fatores como estresse, falta de sono, ou tensao nervosa.
Além disso, pode ser utilizado como terapia concomitante ao tratamento com
antibidticos, para impedir seu efeito imunossupressor; de modo que as infecgbes
recuem rapidamente e recidivas sejam evitadas (ESBERITOX® N, 2014). Este
fitoterapico, na forma de comprimidos, contém 3,2 mg de extrato seco das raizes de
Echinacea (E. pallidael E. purpureae), raizes de Baptisiae tinctoriae e folhas de T.
occidentalis, com eficacia clinica demonstrada em diversos estudos clinicos
controlados por placebo (REITZ & HERGARTEN, 1990; BODINET &
FREUDENSTEIN, 1999), sendo o de Naser et al. (2005a), o estudo mais recente.

O potencial imunofarmacoldgico de Esberitox® N tem sido ainda estabelecido
por varios modelos de teste in vitro e in vivo (HAUKE et al., 2002; TEUSCHER et al.,
2004; BODINET et al., 2004), sendo as atividades imunoestimulantes e antivirais
comprovadas tanto para as drogas individuais em si, como para o extrato da mistura.

No entanto, sua distribui¢do ainda nio é realizada no Brasil.

3.5.1 Plantas medicinais com atividade imunoestimulante

As plantas medicinais sdo utilizadas desde os tempos antigos como recurso

terapéutico para tratamento e prevencao de diversas doencgas; e mesmo diante dos
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avancgos da industria quimica, continuam sendo utilizadas mundialmente, seja como
remédio tradicional, seja em formulagdes fitoterapicas. Adicionalmente, também se
destacam como fonte de novas entidades quimicas para desenvolvimento de
medicamentos (ARCHANA, 2011).

Apesar do grande arsenal de propriedades terapéuticas relatadas para as
plantas medicinais, muitos estudos tém dado énfase a investigacéo de espécies com
atividade imunomoduladora (ARCHANA, 2011). De modo que diversos extratos
vegetais tém sido amplamente investigados em diferentes partes do mundo, levando
inclusive ao isolamento de moléculas bioativas, com potencial atividade
imunomoduladora (ALAMGIR & UDDIN, 2010).

A imunomodulacao conferida pelas plantas medicinais e seus derivados
vegetais tém sido alvo de avaliacdo ha muitos anos, e permanece como um
importante foco de pesquisa, de modo que nos ultimos anos, varios extratos,
compostos e formulagdes tem sido patenteados, demonstrando o grande potencial
existente para a descoberta de agentes imunomoduladores de origem natural
(ALAMGIR & UDDIN, 2010), sobretudo com agao imunoestimulante (GAUR; KORI;
NEMA, 2009).

Na literatura €& possivel constatar diversas espécies com atividade
imunoestimulante, dentre elas: T. occidentalis (GOHLA et al., 1992; BODINET et al.,
2002; SUNILA; HAMSA; KUTTAN, 2011), Ocimum sanctum L., Phyllanthus niruri L.,
Crossandra infundibuliformis (L.) Nees, Piper betel L., Mentha piperita L. (KUMAR et
al.,, 2013) e Panax ginseng C. A. Mey (LIU et al., 2011). Algumas ja tem eficacia e
seguranga clinica comprovadas, como as espécies B. tinctoriae, E. pallidael E.
purpureae e T. occidentalis, que compdem o Esberitox® N (Esberitox® N, 2014;
NASER et al., 2005b). Enquanto outras tém seu uso pautado na medicina
tradicional, com poucos ou quase nenhum estudo que comprove sua atividade.
Pode-se citar Eleutherine americana, utlizada contra o céncer de mama em
populagdes locais da Indonésia (SONG et al., 2009); Quillaja saponaria que tem sido
testada como adjuvante em vacinas (KUSHWAHA et al., 2012); e Trigonella foenum
graecum, que tem sido usada na medicina tradicional Ayurveda e Unani no Sul da
Asia (BIN-HAFEEZ et. al., 2003).
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Somado a aplicagdo terapéutica, um grande numero de plantas tem
desempenhado uma importante funcdo na aquicultura, atividade em constante
expansao; mas que enfrenta desafios relacionados ao surgimento de doencgas
microbianas e virais (MEDINA-BELTRAN et al.,, 2012). Neste sentido, o uso de
plantas na suplementagdo alimentar de organismos aquaticos tem sido uma
alternativa bastante viavel para contornar as dificuldades dessa pratica; ndao s6 pela
propriedade fortalecedora do sistema imune (CHANG et al., 2012), mas também por
constituirem uma rica fonte de compostos quimicos, em geral, segura e de baixo
custo (CITARASU et al., 2002).

Camellia sinensis L., Nyctanthes arbortristis L., Toona sinensis (A. Juss.) M.
Roem., Eclipta alba (L.) Hassk., Solanum trilobatum L., Lonicera japonica Thunb.,
por exemplo, sdo bastante conhecidas por aumentar a resposta imune e a
resisténcia a doengas em tilapia contra Aeromonas hydrophila (Wu, 2013). Assim
como a Aloe vera L. var. chinensis (Haw.) Berg., Viscum album L., Achyranthes
aspera L., E. alba, S. trilobatum L. sao conhecidas por combater infecgbes causadas
por Aeromonas sp. (KALEESWARAN; ILAVENIL; RAVIKUMAR, 2011).

Uma série de estudos tem relatado os efeitos dessa aplicagcdo na aquicultura,
bem como os mecanismos de acdo envolvidos no fortalecimento do sistema
imunoldgico. Dentre os efeitos, destacam-se o ganho de peso (CHANG et al., 2012;
TALPUR & IKHWANUDDIN, 2012; YOGEESWARAN et al.,, 2012; TALPUR,
IKHWANUDDIN & BOLONG, 2013) e aumento de sobrevivéncia dos organismos
(CHANG et al. 2012; HARIKRISHNAN et al., 2012a; HARIKRISHNAN et al., 2012b;
HARIKRISHNAN et al., 2012d; MEDINA-BELTRAN et al. 2012; TALPUR &
IKHWANUDDIN, 2012; YOGEESWARAN et al., 2012; TALPUR & IKHWANUDDIN,
2013; TALPUR, IKHWANUDDIN & BOLONG, 2013). No que diz respeito aos
mecanismos, os estudos tém apontado uma forte atuagdo dos derivados vegetais na
modulagao da resposta imunitaria ndo especifica, como disposto no Quadro 1.

Outros mecanismos também tém sido relatados, como, por exemplo, o
aumento da atividade das células NK (SONG et al.,, 2012; KRIFA et al. 2013), o
aumento da adesdo de neutrdfilos (GHULE & YEOLE, 2012; TALPUR &
IKHWANUDDIN, 2012; TALPUR, IKHWANUDDIN & BOLONG, 2013), o aumento de
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esplendcitos (ABID et al., 2012; ARANHA, CLEMENT; VENKATESH, 2012; KRIFA et
al. 2013), o aumento de imunoglobulinas (ABID et al., 2012; GHULE & YEOLE,
2012), o aumento de lisozimas (TALPUR & IKHWANUDDIN, 2012; KUMAR et al.,
2013; TALPUR & IKHWANUDDIN, 2013; WU et al, 2013) e o aumento da
transcricdo de Fator Nuclear kB (NF-kB) (KOUAKOU et al., 2013); o que reforga

ainda mais o grande potencial imunomodulador existente no reino vegetal.

Quadro 1. Principais mecanismos de acao relacionados a atividade imunoestimulante dos
derivados vegetais.

Mecanismo

~ Referéncia
de acao

ABID et al., 2012; ARANHA, CLEMENT; VENKATESH, 2012; CHANG
Aumento da |etal. 2012; GHULE & YEOLE, 2012; HARIKRISHNAN et al., 2012a;
atividade TALPUR & IKHWANUDDIN, 2012; SHARMA, et al., 2012; SONG et
fagocitica al., 2012; VERMA et al., 2012; KIM et al. 2013; KRIFA et al. 2013;

TALPUR & IKHWANUDDIN, 2013.

Neutréfilos (GHULE & YEOLE, 2012; HARIKRISHNAN et al., 2012d;
TALPUR & IKHWANUDDIN, 2012; TALPUR & IKHWANUDDIN, 2013;

Aumentoda | TALPUR, IKHWANUDDIN & BOLONG, 2013); Basofilos / eosinéfilos
proliferagéo de | (TALPUR & IKHWANUDDIN, 2012; TALPUR & IKHWANUDDIN,
leucdcitos 2013); e Linfécitos (ABID et al., 2012; HARIKRISHNAN et al., 2012a;
HARIKRISHNAN et al., 2012d; KUMAR et al., 2012; KUSHWAHA et
al. 2012; TALPUR & IKHWANUDDIN, 2012; TALPUR &
IKHWANUDDIN, 2013; TALPUR, IKHWANUDDIN & BOLONG, 2013).
Aumento da IL-1, IL-10, GM-CSF (KOUAKOU et al., 2013); IL-2 (KUMAR et al.,
producdo de | 2012); IL-6 (KOUAKOU et al. 2013; LENZI et al., 2013); TNF-a (ABID
citocinas etal.,, 2012; KIM et al. 2013; KOUAKOU et al., 2013; LENZ| et al.,
2013); IL-4, IFN-y (ABID et al., 2012; KUSHWAHA et al. 2012).
Aumentoda | ABID et al., 2012; ARANHA, CLEMENT; VENKATESH, 2012; KIM et
producao de | al. 2013; KOUAKOU et al. 2013; KRIFA et al. 2013; LENZI et al., 2013
NO

Legenda: IL — Interleucina; GM-CSF — Fator de estimulagdo de colbnias granulécitos e macréfagos;

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa; IFN-y — Interferon gama, NO — Oxido nitrico.

Contudo ¢é importante frisar que estes mecanismos podem variar conforme a
dose administrada, como demonstrado por Harikrishnan et al. (2012a); Harikrishnan
et al. (2012b); Harikrishnan et al. (2012c); Harikrishnan et al. (2012d); Medina-
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Beltran et al. (2012); Song et al. (2012); Talpur & lkhwanuddin (2012); Yogeeswaran
et al. (2012); Lenzi et al. (2013); Talpur & Ikhwanuddin (2013); e Talpur, Ikhwanuddin
& Bolong (2013).

Ademais, outras atividades também tém sido demonstradas em associagao
com a atividade imunoestimulante, como a atividade anti-inflamatéria citada por Ahn
et al., 2013 para diversas algas marinhas; as atividades anti-inflamatoria, antibidtica,
antioxidante e hepatoprotetora mencionada na literatura para os glicosideos
feniletandides presentes em L. Purpurascens (SONG et al., 2012). Além da atividade
antitumoral relatada para diversas espécies, a saber: Actinidia eriantha (SUN et al.,
2009; XU et al., 2009a; XU et al., 2009b); Codonopsis pilosula (XU et al., 2012);
Croton lechleri Mull. Arg. (ALONSO-CASTRO et al., 2012); Dioscorea bulbifera L.
(WANG et al.,, 2012); Limonium sinense Kuntze (TANG et al.,, 2012); Sophora
flavescens Ait. (BAI et al., 2012); e T. occidentalis (BISWAS et al, 2011; SUNILA,
HAMSA; KUTTAN, 2011).

3.5.2 Compostos vegetais com atividade imunoestimulante

Os compostos bioativos de plantas utilizadas na medicina popular despertam
grande interesse cientifico, uma vez que sua elucidagao quimica aliada ao estudo da
atividade bioldgica comprovam a eficacia desse uso popular e representam uma
proposta interessante para a pesquisa com plantas medicinais. Assim, a
biodiversidade da flora brasileira passa a ser vista com grande interesse pelas
industrias de medicamentos, cosméticos e alimentos do mercado nacional e mundial
(NASCIMENTO, 2012).

Diversas sao as espécies de plantas medicinais que contém propriedades
imunoestimulantes, atribuidas ao seu diverso conteudo de metabdlitos. Segundo
levantamento feito por Kumar et al. (2012), destacam-se entre os constituintes
quimicos imunomoduladores os polissacarideos, flavonoides, alcaloides, saponinas,
cumarinas, taninos e os terpenos e terpenoides que compde os 6leos essenciais.

A seguir serdo abordados alguns aspectos e atualidades acerca das principais
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classes de metabdlitos imunoestimulantes.

3.5.2.1 Polissacarideos

Os polissacarideos séo polimeros formados pela condensagéo de um grande
numero de monossacarideos, mutuamente unidos por ligagdes O-glicosidicas (REN;
PERERA; HEMAR, 2012); e encontram-se largamente distribuidos em plantas,
micro-organismos (fungos e bactérias), algas e animais; desempenhando um papel
fundamental na comunicacao célula-célula, na adesao celular e no reconhecimento
molecular do sistema imunolégico e, como tal, sdo biomacromoléculas essenciais
aos organismos vivos (Yl et al. 2012; ZENG et al., 2015); apresentando um amplo
espectro de atividades biologicas, incluindo radioprotegdo e as atividades
antitumoral, antioxidante, antilipidémica (ZENG et al., 2015) e que proporcionam
uma oportunidade para descoberta de novos agentes terapéuticos, especialmente
relacionados a agao imune.

Esse grupo de metabdlitos modula essencialmente a imunidade inata e, mais
especificamente, a fungédo dos macrofagos (ALAMGIR & UDDIN, 2010; LENZI et al.,
2013). De modo que uma série de mecanismos tem sido descritos na literatura ao
longo dos anos. Os polissacarideos detectados como os componentes ativos do
extrato de Salicornia herbacea L., por exemplo, atuam ativando as células
monociticas e induzindo a sua diferenciagdo em macréfagos (ALAMGIR & UDDIN,
2010). Em Dendrobium officinale (Tiepishihu), o extrato bruto de polissacarideos do
tronco e suas fragdes, compostas principalmente por manose e glicose, promoveram
proliferagdo de esplendcitos, reforgo da fagocitose e da citotoxicidade mediada por
células NK, aumento da produgcao de NO pelos macréfagos; além de estimulagao da
secrecao de citocinas, tanto em esplendcitos como em macrofagos. (XIA et al.,
2012). Em se tratando da alga vermelha Porphyridium cruentum (S.F.Gray) Nageli,
os polissacarideos com propriedades imunomoduladoras demonstraram inducéo da
producédo de NO e das citocinas TNF-a e IL-6 em macréfagos murinos da linhagem
celular RAW 264.7 (Abdala-Diaz et al., 2010).
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Por sua vez, os efeitos imunomoduladores dos polissacarideos de Cistanche
deserticola Y. C. Ma, foram avaliados por meio da proliferagao in vitro dos linfécitos,
utilizando o método 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT)
(ALAMGIR & UDDIN, 2010). E com relacao aos polissacarideos da polpa do fruto
Longan (Dimocarpus longan Lour.), deu-se destaque a fragdo composta pelo
complexo polissacarideo-proteina — LPIl, que além de ter estimulado
significantemente a proliferacdo de linfécitos e a fagocitose dos macrofagos, ainda
apresentou um bom rendimento, podendo ser explorada como um potencial
imunoadjuvante (Yl et al., 2012).

Ademais, algumas plantas medicinais empregadas em formulagdes
fitoterapicas, como as espécies B. tinctoriae radix, E. pallidae radix, E. purpureae
radix e T. occidentalis Linn, que juntas compdem o Esberitox® N, tém sido
referenciadas na literatura como tendo propriedade imunoestimulante associada aos
polissacarideos e glicoproteinas (NASER et al., 2005b). Em se tratando do género
Echinacea, suas preparagdes sdao bem conhecidas e tém sido empregadas por
varias décadas na prevencao e tratamento de gripes e resfriados (JAWAD et al.,
2012). De acordo com dados relatados na Nutrition Business Journal, as vendas de
produtos de Echinacea nos Estados Unidos giram em torno $ 120.000.000
anualmente. Vale ressaltar, que as preparagdes de Echinacea, podem ter um efeito
estimulador ou supressor sobre a imunidade inata, dependendo da natureza da
preparacao utilizada, sendo o aumento da imunidade atribuido aos extratos
aquosos, contendo componentes hidrofilicos, como polissacarideos e/ou
lipopolissacarideos e lipoproteinas, que atuam através do aumento de citocinas por
macrofagos e mondcitos (CECH et al., 2010).

Somado aos resultados promissores demonstrados em avaliagdes
farmacoldgicas, os estudos de identificacdo e isolamento tem alcangado
contribuigdes relevantes neste campo de pesquisa. Alguns trabalhos realizados com
a microalga verde comestivel Chlorella pyrenoidosa Starr & Zeikus obtiveram o
isolamento de componentes ciclicos e lineares B-(1—2)-D-glucanos (SUAREZ et al.,
2008), além de fragbes de alto peso molecular, com propriedade imunoestimulante
de maior significancia (SUAREZ et al., 2010).
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Adicionalmente, outros trabalhos também tem apontado o isolamento e a
identificacdo desses metabdlitos, dentre os quais podemos citar as xiloglucanas,
hetrepolissacarideos de armazenamento das sementes de Copaifera langsdorffii
Desf., Hymenaea courbaril L. e Tamarindus indica L. (DO ROSARIO et al., 2011); os
(1—6)-B-D-glucanos isolados a partir de Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach e de
Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. (SMIDERLE et al., 2013); as fragbes
polissacaridicas, contendo arabinogalactano tipo Il, das folhas de Alchornea
cordifolia (Schumach. & Thonn.) Mull. Arg. (KOUAKOU et al.,, 2013); e as
arabinoxilanas do farelo de trigo (Triticum aestivum), que além de efeito
imunoestimulante, também mostraram efeitos protetores contra a gripe aviaria
(AKHTAR et al., 2012).

Paralelamente, ao longo dos anos, determinados tipos de polissacarideos tem
revelado consideravel potencial farmacologico para aplicagbes na industria de
ingredientes naturais funcionais, a exemplo dos polissacarideos sulfatados
encontrados em algas marrons (WIJESINGHE & JEON, 2012) e em raizes de
Potentilla anserina L (CHEN et al., 2010). As raizes dessa espécie tém sido
indicadas para utilizacdo com propdsito farmacéutico e alimenticio e representam
uma rica fonte para a descoberta de novos compostos de valor medicinal, tendo
exibido potente propriedade imunomoduladora in vitro e in vivo, através da
modulacao das fungdes fagociticas, da atividade da fosfatase acida e da lactato
desidrogenase, dos niveis de IFN-y e IL-10; e da proliferagdo de linfocitos do bago
(CHEN et al., 2010).

Ainda sobre a aplicabilidade dos polissacarideos sulfatados, o estudo
realizado por Bhatia et al. (2013) demonstrou eficiéncia do composto porphyran
presente na alga vermelha Porphyra vietnamensis frente aos efeitos secundarios de
mielossupressao induzidos por ciclofosfamida. E os ensaios realizados por Wang et
al. (2013) provaram que os polissacarideos sulfatados extraidos do corpo do
cogumelo Ganoderma Iucidum evidenciaram melhor bioatividade do que seus
derivados carboximetilados.

Além da acgao imunoestimulante, os polissacarideos sulfatados podem atuar

ainda como pro-inflamatérios ou imunossupressores, sendo sua atividade
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influenciada por diversos parédmetros, dentre os quais figuram a estrutura quimica, o
peso molecular, e a heterogeneidade dos sitios sulfatados (BHATIA et al., 2013). No
que diz respeito ao peso molecular, diversos autores tém relatado que os
polissacarideos de maior peso molecular possuem ag¢ao imunoestimulante mais
proeminente (SUAREZ et al., 2010; REN; PERERA; HEMAR; 2012; KOUAKOU et
al., 2013). Kouakou et al. (2013) isolaram e caracterizaram 4 fragcdes e 2 subfra¢des
de polissacarideos, com diferentes pesos moleculares (4,9-39,5 kDa), do extrato
aquoso das folhas de A. cordifolia. A subfragdo de maior peso molecular (39,5 kDa)
foi a fragdo altamente ativa nos testes bioldgicos, enquanto a subfracdo de baixo
peso molecular (5,9 kDa) foi inativa ou minimamente ativa. Os autores sugeriram
entdo que esta pode ser uma caracteristica comum dos polissacarideos das plantas
que modulam as fungbes dos macréfagos, como anteriormente demonstrado em
uma série de estudos, como o de Suarez et al. (2010), cuja atividade biologica foi
relacionada com o aumento do peso molecular dos polissacarideos.

Kouakou et al. (2013) também avaliaram a correlagdo entre a presencga de
polifendis nas fragcdes de polissacarideos com as atividades avaliadas, tendo em
vista que esses compostos podem ser capazes de alterar a conformagao dessas
macromoléculas através de ligagbes intermoleculares. Contudo, os autores
demonstraram que as atividades das fragdes nao foram associadas com o teor de
polifendis, embora tenham sugerido que esta relacdo pode ser diferenciada de
acordo com as especies e /ou tipo de atividade celular. Pois, a fracdo altamente
ativa, teve o menor teor de polifendis, enquanto a fracdo com maior teor de
polifendis, foi mais ativa para estimular a produgao de NO.

E importante mencionar que alguns polissacarideos se destacam n&o s6 pela
atividade imunoestimulante, mas também pela atividade antitumoral, em virtude do
aumento da atividade citotdxica, tal como demonstrado para o polissacarideo PCPw
isolado e purificado a partir das raizes de Pulsatilla chinensis (Bunge) Regel, que na
dose de 100 mg/kg, promoveu inibigdo das células tumorais e melhorias
significativas na anormalidade do sangue periférico e anemia no grupo tratado (LIU
et al., 2013). De modo similar, o polissacarideo SCPP11 da espécie Schisandra

chinensis (Turcz.). Baill também apresentou atividade citotoxica contra células
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tumorais in vitro, além de melhorias em parédmetros hematoldgicos e bioquimicos em
determinadas concentragdes, indicando ser este um potencial adjuvante contra o
cancer e na producao de alimentos saudaveis (ZHAO et al., 2013).

O aumento desta atividade citotoxica, seja contra os micro-organismos, seja
contra células tumorais, pode ser decorrente de uma série de mecanismos, tais
como: ativagao da atividade fagocitica, aumento das espécies reativas do oxigénio,
aumento da produgdo de NO; e modulagdo da secregdo de citocinas e quimiocina,
tais como TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-10, IFN-a e IFN-B (LENZI et al., 2013).

Resultados  promissores também foram demonstrados para os
polissacarideos encontrados na alga marinha Sargassum fusiforme (Harv.) (CHEN et
al., 2012a) e na erva Solanum nigrum L. (DING, et al., 2012), assim como para as
arabnoxilanas do farelo de trigo (CAO et al., 2011). Cao e colaboradores (2011)
demonstraram que as arabnoxilanas inibiram de modo significativo o crescimento de
tumores transplantaveis e 6rgdos como timo e bacgo; correlacionando estes efeitos
ao aumento da resposta imune promovido pelo aumento da atividade fagocitica, da
proliferacdo de esplendcitos e células NK, da produgdo de IL-2, da reagdo de
hipersensibilidade do tipo tardia e da proliferacdo de leucécitos periféricos.

Além dos polissacarideos constantes nas espécies supracitadas, os
polissacarideos pertencentes a planta medicinal T. occidentalis tem assumido
carater de destaque na mediacdo da resposta imune celular € nos niveis de
citocinas sobre as células metastaticas em modelos animais. Nesse caso, o
experimento apresentado por Sunila, Hamsa & Kuttan (2011) demonstrou que tanto
a fracédo rica em polissacarideos quanto o extrato metandlico oriundo das partes
aeéreas dessa planta promoveram um aumento da atividade das células NK, da
citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC) e da citotoxicidade dependente do
complemento (CDC) em células metastaticas, além de aumentar os niveis dos
fatores antitumorais IL-2 e Inibidor Tecidual de Metaloproteinase (TIMP) e de diminuir
os elevados niveis das citocinas proé-inflamatérias IL-1B, IL-6, TNF-a e Fator
estimulador de colonias de macrofagos e granulocitos (GM-CSF) no soro dos
animais portadores de tumor metastatico, quando comparado aos animas controle.

Desse modo, o experimento sugeriu claramente a relevancia de T. occidentalis e dos
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seus polissacarideos nos mecanismos imunologicos de redu¢cdo da metastase em
célula tumorais.

Ainda com relagao a agao imunoestimulante e antitumoral, cabe ressaltar, que
os polissacarideos de outras origens também tém se destacado, tal como
demonstrado para o cogumelo medicinal /nonotus obliquus (Ach. ex Pers.) Pilat
(FAN et al., 2012), e para o polissacaropeptideo extraido do cogumelo Coriolus
versicolor, que tem sido utilizado como um adjuvante em quimioterapia e cujos
efeitos antitumorais e imunomoduladores tem justificado a sua intervengao eficaz na
segmentacdo de tumores. No experimento conduzido por Sekhon et al. (2013), o
polissacaropeptideo aumentou significativamente o numero de mondcitos, porém
com discreta alteracéo na proliferagao de células NK e linfocitos B e T. Estes estudos
reforcam a correlagdo do aumento da resposta imune com a atividade antitumoral; e
apontam também a importancia dos polissacarideos imunomoduladores originados
de cogumelos.

Conforme relatado por Ren; Perera & Hemar (2012), os polissacarideos,
polissacarideos-peptideos, e complexos de polissacarideos e proteinas isolados de
cogumelos tém demonstrado diversas propriedades terapéuticas, dentre elas, a
atividade imunomoduladora, antitumoral, anti-inflamatéria e antioxidante, além de
exercer efeitos redutores sobre os niveis de colesterol no sangue. De modo que,
alguns destes compostos tém sido comercializados sobretudo para terapias
anticancer, a exemplo do Krestin®, obtido do cogumelo Trametes versicolor.

Além de serem considerados agentes imunomoduladores promissores, a
maioria dos polissacarideos derivados de plantas medicinais sdo atoxicos (YUAN et
al., 2008; XIA et al., 2012; XU et al., 2012) e sem efeitos colaterais significativos
(NGUYEN et al., 2012; XlA et al., 2012; XU et al., 2012), o que € um problema grave
associado com polissacarideos imunomoduladores bacterianos e compostos
sintéticos (XU et al.,, 2012). A aplicagdo de lipopolissacarideos (LPS) como um
adjuvante imune, por exemplo, tem sido dificultado pela sua toxicidade relacionada
ao lipideo A, componente que é responsavel por inducdo de febre, iniciagdo da
cascata do complemento, coagulacdo de sangue, e possivelmente choque

endotoxico (YUAN et al., 2008). Tais resultados respaldam, portanto, a potencial
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aplicacao dos polissacarideos enquanto novos potenciais imunomoduladores.|

3.5.2.2 Polifendis

Os polifendis representam uma ampla classe de compostos com um ou mais
grupamentos hidroxilas diretamente ligados a um anel aromatico, sendo os
flavonoides, um dos seus grupos mais representativos (SANTOS, 2010). Nos ultimos
anos, estes compostos tém assumido relevante importancia no pronunciamento da
resposta imune, somando-se a ampla diversidade terapéutica descrita na literatura.
Pesquisas recentes tém demonstrado o efeito imunoestimulante de fragdes ricas em
flavonoides (NWORU et al., 2010), assim como varios tipos de flavonoides tém sido
reconhecidos pelas suas atividades imunomoduladoras, incluindo a apigenina,
proantocianidinas oligoméricas, isoflavonoides, flavonas e antocianidinas; todos
encontrados em Terminalia arjuna (Roxb.) Wight & Arn (KUMAR et al., 2012).

Estudos imunomoduladores com quercetina, rutina, daidzina e acido
clorogénico, extraidos de uma fragdo bioativa da cereja acida Prunus cerasus
(PNRS-EtOAC), foram realizados in vivo com camundongos, sendo detectado efeito
imunoestimulante de PNRS-EtOAC de forma dose dependente através de estimulo
na produgao de IgM e IgG em reagao de hipersensibilidade do tipo retardada (DTH);
de aumento da resposta imune celular e humoral, com maior concentracdo de
citocinas (IFN-y, IL-4 e TNF-a) no soro; e da proliferacao de linfocitos T na dose de
50 mg/kg (ABID et al., 2012).

Mecanismos similares foram evidenciados em um estudo realizado em
frangos, com o polissacarideo obtido de Herba epimedii e com a flavona oriunda da
propolis, administrados uma vez por dia durante trés dias sucessivos. Estes
compostos mostraram efeito imunopotencializador, com aumento significativo da
concentracao de IgG, IgM, IFN-y e IL-6, promovendo assim a proliferacdo de
linfocitos, frente a imunossupresséao induzida por ciclofosfamida (FAN et al., 2013).

Por sua vez, no estudo realizado com as fragdes aquosas de U. tomentosa,

compostas por polissacarideos, derivados cafeoilquinicos e flavonoides, tais como
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rutina, promoveu ativagao in vitro dos macréfagos, aumento nos niveis de TNF-a e
IL-6 e reducgao dos niveis de IL-1B (LENZI et al., 2013).

Krifa et al. (2013) estudaram nas células de camundongos os efeitos dos
flavonoides, polifendis e taninos do extrato aquoso de Limoniastrum guyonianum
Boiss. Os resultados mostraram que esses metabdlitos apresentaram potencial
atividade imunomoduladora, sendo os flavonoides, caracterizados como
galocatequina, epigalocatequina e epigalocatequina-3-O-galato.

Além dos flavonoides, as cumarinas e seus glicosideos também tem exercido
funcdo imunomoduladora, sendo responsaveis pela atividade de Achillea millefolium
C. Koch, Heracleum persicum Desf.; e Citrus natsudaidai Hayata. Verifica-se ainda a
importancia terapéutica dos seus derivados, como a esculetina (6,7-
dihydroxycoumarin), um composto que pode ser isolado a partir de muitas plantas de
interesse imunoestimulante, como Artemisia capillaries Thunb., Citrus limonia
Osbeck e Euphorbia lathyris L. (KUMAR et al., 2012).

3.5.2.3 Outros grupos de metabdlitos

Com relacdo a participacdo de outros grupos quimicos na atividade
imunoestimulante, tém-se os glicosideos, encontrados na forma de glicosideos
iridoides, tais como relatado em Picrorhiza scrophulariiflora Pennell; glicosideos de
antraquinona, em Andrographis paniculata (Burm. f.) Wall ex Ness; glicosideos
feniletandides em Ligustrum purpurascens Y.C. Yang (SONG et al., 2012); e
glicosideos sesquiterpenos em Dendrobium nobile Lindl (KUMAR et al., 2012).

Além dos glicosideos, também encontram-se relatos cientificos acerca da
atividade imunoestimulante das sapogeninas, tais como saponinas triterpenoides e
os diterpenos, a exemplo de Gymnema sylvestre R. Br., Chlorophytum borivilianum
Sant. F, Boswellia spp. e Randia dumetorum Lamk. (KUMAR et al., 2012). Alguns
constituintes, inclusive, tém sido utilizados como adjuvantes da resposta imune em
vacinas naturas e sintéticas, a exemplo das saponinas isoladas de Quillaja

saponaria Molina, dada a sua provavel capacidade de induzir a producdo de
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citocinas. Como exemplo, o complexo imunoestimulante formado pela saponina
purificada Quil A, colesterol, fosfolipidios e antigeno anfipatico, sdo capazes de
induzir forte a resposta Th1 e Th2 (subpopulagbes de linfécitos T CD4+), além de
terem boa liberacdo (MOTA; LIMA; MELO, 2006).

A fracao de terpenos também apresenta acdo imunomoduladora, a exemplo
do monoterpeno eugenol a partir de Ocimum sanctum L.; dos diterpenos de
Andrographis paniculata (Burm. f.) Wall. ex Nees, Achillea millefolium subsp.
millefolium Afan., e Alternanthera tenella Colla; dos triterpenos de Ganoderma
lucidum (FR.) Karst.; e dos triterpenos lupeol e amirina em Bauhinia variegata L.
(KUMAR et al., 2012).

No estudo de Cech et al. (2010), os extratos e as alquilamidas isoladas,
especialmente Dodeca-2E, 4E- isobutilamida do acido dienoico, de E. purpurea
suprimiram a producdo de TNF-a e Prostaglandina E2 (PGE2) das células
inflamatdrias infectadas pela influenza A H1N1 e inibiram fortemente a producio de
citocinas e quimiocinas, como fator estimulador de colbénias de granuldcitos (G-CSF);
quimiocina ligante 2 (CCL2), previamente denominada monocyte chemotactic
protein-1 (MCP-1); quimiocina ligante 3 (CCL3), previamente denominada
macrophage inflammatory protein-1-alpha (MIP-1a); e quimiocina ligante 5 (CCL5),
previamente denominada RANTES (regulated on activation normal T-cell expressed
and secreted).

Além disso, no trabalho de Maurya et al. (2012), dois triterpenos, o acido
ursolico e o lupeol, foram isolados a partir de Eucalyptus tereticornis Sm. e Gentiana
kurroo (Royle); e foram submetidos a estudos de modelagem in silico QSAR e de
acoplamento, com resultados confirmados in vivo. Os resultados de acoplamento
sugeriram que os dois triterpenos poderiam exercer atividade como moduladores
imunolégicos e anti-inflamatérios, devido a elevada afinidade de ligagdo com
receptores humanos viz., fator nuclear kappa B p50 (NF-kB p50), fator nuclear kappa
B p52 (NF- kB p52), TNF-a e cicloxigenase-2 (COX-2). In vivo, os triterpenos
mostraram ainda aumentos significativos na fun¢gdo imune humoral, embora ndo
tenham sido observadas alteragdes significativas na resposta mediada por células e

parametros hematoldgicos.
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Dentre os demais grupos quimicos de metabdlitos vegetais que corroboram
com esta atividade, estdo alguns exemplos de alcaloides, presentes em Achillea
millefolium L. Murraya koenigii (L.) Spreng., Cissampelos Pareira L. e Actinidia
macrosperma C. F. Liang (KUMAR et al, 2012); a glucosamina, um
aminossacarideo isolado do extrato aquoso da folha de Azadirachta indica A. Juss
(KUMAR et al.,, 2012); o constituinte do 6leo da semente de Mesua ferrea L.,
denominado mesuol, usado em formulag¢des Ayurvédicas para melhorar a imunidade
(CHAHAR et al., 2012); e a zingerona, uma alcanona fendlica extraida de Zingiber
officinale recomendada como suplemento alimentar e como imunoestimulante em
camardes brancos do Pacifico (Litopenaeus vannamei) (CHANG et al., 2012).

Diversos trabalhos demonstram ainda o potencial de determinados
metabdlitos de espécies vegetais em aquicultura, tal como relatado para os
derivados de acido caféico, fragdes de polissacarideos e alcamidas presentes em
Echinacea purpurea (L.), e por meio dos glicosideos do acido quinévico e dos
alcaloides pentaciclicos oxindoles em Uncaria tomentosa (Willd.) DC. (MEDINA-
BELTRAN et al., 2012). Ademais, recentemente, Kumar et al. (2013) relatou a
presenca de respostas imunes especificas em peixes dourados Carassius auratus e
resisténcia contra as bactérias patogénicas Aeromonas hydrophila associados a
Azadirachtina, um triterpenoide derivado da planta indiana Azadirachta indica A.
Juss.

Além da suplementagdo de animais aquaticos, alguns extratos vegetais e
metabdlitos tém sido aplicados em suplementagao de aves. Lee; Titan & Yu (2011),
por exemplo, sugerem a utilizagdo do extrato do cogumelo Pleurotus eryngii (Eringi),
composto por polissacarideo bruto, adenosina e triterpenos, como suplemento para
imunidade de frangos (LEE; TITAN; YU et al., 2011).

3.6 EXTRAGCAO DOS POLISSACARIDEOS

As técnicas utilizadas para extracdo de polissacarideos a partir de plantas

incluem extragcdo aquosa sob aquecimento, extracéo por fluido supercritico, extracao
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assistida por micro-ondas e extragdo assistida por ultrassom (ZENG et al., 2015).
Dentre elas, a extragdo aquosa sob aquecimento € a tecnologia mais comumente
utilizada (HUANG; NING, 2010; SUN et al.,, 2011) devido ao baixo -custo,
simplicidade e facilidade para industrializacdo (TANG et al.,, 2011), quando
comparado as demais técnicas que envolvem custos mais elevados e que nao sao
favoraveis para a industrializacdo e ampliagcdo, sendo técnicas atualmente mais
limitadas para laboratério (TANG et al., 2011).

A extragcdo aquosa sob aquecimento consiste em colocar a droga vegetal em
contato com agua para aquecimento em banho maria numa temperatura e intervalo
de tempo previamente estabelecidos (JIANG et al., 2010; TANG et al., 2011; TIAN et
al., 2011; YE; JIN et al., 2012; LUO et al., 2012). Contudo, vale ressaltar que a
duragao de tempo da extracao € longa e que o rendimento dos polissacarideos pode
ser afetado pelas altas temperaturas empregadas, conforme pode ser observado na
Tabela 1 (HUANG; NING, 2010; TANG et al., 2011; ZENG et al., 2015). Isso ressalta
a importante da avaliagcdo e controle dos parametros que podem afetar esse
rendimento, quais sejam: propor¢cdo droga: solvente, temperatura e tempo de
extracao (SUN et al., 2011; JIN et al., 2012).

Tabela 1- Pardmetros de extracéo de polissacarideos de plantas medicinais

Espécie vegetal Proporgao Temperatura Tempo (h) Referéncia
droga:solvente (°C)
Ginkgo biloba 1:30 80 3,5 Jiang et al,
2010
Sarcandra glabra 1:30 85 3,0 Jin et al, 2012
Dioscorea 1:33 95 2,14 Luo et al, 2012
nipponica
Morus alba 1:24 70 1,5 Tang et al,
2011
Paeonia 1:8 85 1,5 Tian et al,
Sinfiangensis 2011
Plantago asiatica 1:24 91 3,9 Ye; Jiang,
2011

SILVA, C. C. A. R. Obtencao e avaliagdo farmacoldgica de extrato seco padronizado a base da espécie
vegetal Thuja occidentalis LINN., 2015



61

3.7 DOSEAMENTO DE POLISSACARIDEOS

Em virtude do potencial terapéutico dos polissacarideos, e das necessidades
normativas para regularizacao de fitoterapicos, verifica-se a importancia de métodos
analiticos precisos, rapidos e fidedignos que possam ser usados rotineiramente no
controle de qualidade de insumos vegetais cujos compostos bioativos sejam os
polissacarideos (LEYVA et al., 2008).

Segundo Martens & Frankenberger (1993) a analise para detecgdo de
polissacarideos possui uma complexidade inerente a sua natureza quimica;
podendo ser determinados por cromatografia gasosa (CG), apds derivatizagéo; por
espectrofotometria (Métodos de Antrona, Fenol-sulfurico e Somogyi-Nelson) (SILVA
et al., 2003), apds tratamento com reagentes cromogénicos (MARTENS &
FRANKENBERGER, 1993) e ainda por métodos titulométricos (Métodos de acido
etilenodiamino tetra-acético - EDTA, Lane-Enyon e Luff-Schoorl) e gravimétricos
(Método de Musson-Walker). Contudo, os métodos colorimétricos destacam-se
(MARTENS & FRANKENBERGER, 1993; SILVA et al., 2003), em virtude da
simplicidade, rapidez e por nao requererem instrumentagao de alto custo.

Dentre os métodos colorimétricos, o método da antrona figura como uma das
técnicas de quantificacdo mais utilizadas e eficientes (MARTENS &
FRANKENBERGER, 1993; LEYVA et al., 2008), tendo sido aplicado com éxito na
determinagcdo de acgucares soluveis em diferentes amostras vegetais, embora
possua uma série de etapas e exista uma grande variabilidade dos parametros
descritos em cada estudo (YEMM & WILLIS, 1954; DONG et al., 2003; DONG et al.,
2006; LEYVA et al., 2008; TANG et al., 2011; TIAN et al., 2011).

A reacdo de antrona se baseia na agao hidrolitica e desidratante do acido
sulfurico (H2S04) sobre os carboidratos. Apos hidrélise das ligagdes glicosidicas, os
acucares simples sao desidratados para furfural ou hidroximetilfurfural, e
consequentemente, estas substancias se condensam entdo com a antrona (9,10-
dihidro-9-oxoantraceno) (Figura 1) (SILVA et al., 2003; Olennikov & Tankhaeva,

2006), formando produtos de coloragao verde-azulada, com absorgado maxima entre
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520-625 nm.

Figura 1 - Reagdo de complexacdo da antrona com carboidratos.
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Essa reacdo foi primeiramente descrita como um teste qualitativo por
Dreywood em 1946, tendo sido posteriormente estendida como método conveniente
e especifico para a estimativa colorimétrica de diferentes carboidratos (SCOTT &
MELVIN, 1953; YEMM & WILLIS, 1954; HANSEN & MOLLER, 1975), empregando-
se geralmente a glicose como padrdo, uma vez que as cores produzidas por
diferentes sacarideos tém espectros de absor¢do semelhantes (TOENNIES & KOLB,
1964), de modo que diversos autores tém demonstrado ao longo dos anos que
estimativas bastante precisas de agucares totais podem ser obtidas sem requerer a
determinacdo separada dos constituintes (SCOTT & MELVIN, 1953; YEMM &
WILLIS, 1954; ROE & DAILEY, 1966; HALHOUL & KLEINBERG, 1972).

Assim, este método tem sido aplicado com éxito na determinacdo de
acucares em diferentes amostras, dentre elas, as amostras vegetais; embora ainda
seja verificado na literatura um grande numero de etapas e uma grande variabilidade
dos parametros descritos (YEMM & WILLIS, 1954; DONG et al., 2003; DONG et al.,
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2006; LEYVA et al., 2008; TANG et al., 2011; TIAN et al., 2011).

3.8 RADICAIS LIVRES E IMPLICAGOES PATOLOGICAS

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados em seu orbital mais energético e que possuem existéncia
independente. Estas espécies podem ser formadas de trés maneiras distintas, a
saber: perda de um elétron de uma molécula nao radicalar (equagéo 1); ganho de
um elétron por uma molécula ndo radicalar (equacéao 2); e fissdo homolitica de uma
ligacao covalente (equacéao 3) (MATTOS, 2009).

A - AT+ e (Eq. 1)
B+e — B (Eq. 2)
A-B - A*+B° (Eq. 3)

Diferentes espécies de radicais livres podem ser produzidas no organismo,
tais como radicais de carbono, de enxofre, de nitrogénio e de oxigénio, destacando-
se as espécies reativas de oxigénio (EROs) pela sua abundancia e alta reatividade
(MATTOS, 2009). As EROs sao encontradas em todos os sistemas biologicos, sendo
geradas naturalmente pelo processo metabdlico normal (BARBOSA, 2008; CHEN et
al., 2014). Em condigbes fisiologicas do metabolismo celular aerdbio, o O2 sofre
reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacao de

H20. Durante esse processo, s&o formados intermediarios reativos, sob a forma de

radical superoxido (O, ), radical hidroperoxila (HO;,) radical hidroxila (OH®) e
peroxido de hidrogénio (H202) (BARBOSA, 2008).

Os radicais livres atuam, portanto, como mediadores de transferéncia de
elétrons em varias reagdes bioquimicas (ALVES et al., 2010), estando envolvidos na

regulacdo da transducdo de sinal e expressao génica, ativacdo de receptores
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(CHEN et al, 2014), produgcdo de energia, regulacdo do crescimento celular,
sinalizagao intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes (ALVES et
al., 2010). Eles desempenham ainda um papel vital na fagocitose (CHEN et al.,
2014).

Por outro lado, ainda que possuam diferentes papéis no organismo, radicais
livres em excesso sao capazes de causar danos a moléculas de DNA, proteinas,
carboidratos, lipidios e organelas celulares, provocando alteragbes nas suas
estruturas e funcdes e, dessa forma, se encontram diretamente envolvidos nos
mecanismos fisiopatolégicos de inumeras patologias, sobretudo, de doengas
cronicas nao transmissiveis e degenerativas (ALVES et al., 2010; CHEN et al., 2014;
MORAIS el al., 2013), incluindo cancer, doencas cardiovasculares, aterosclerose
(BARBOSA, 2008; SHEN et al., 2014), asma, artrite reumatoide, perturbagdes da
fungdo imunologica (CHEN et al, 2014), deméncia senil, esclerose multipla e até o
envelhecimento precoce (BARBOSA, 2008).

Além do mais, a produgdo excessiva de radicais livres, associada com
inflamacao, leva a uma condicdo de estresse oxidativo (VICTOR; ROCHA; DE LA
FUENTE, 2004). O estresse oxidativo € uma condicdo celular ou fisiologica
complexa que envolve uma elevada concentragao de diferentes espécies radicalares
e varios mecanismos que causam danos moleculares as estruturas celulares, com
consequente alteragao funcional e prejuizo das funcbes vitais (SANTANA et al.,
2013); sendo considerado o principal fator contribuinte para as altas taxas de
mortalidade associadas com diversas doencgas, tais como choque séptico (VICTOR,;
ROCHA; DE LA FUENTE, 2004). O estresse oxidativo também pode afetar a fungao
das células imunes e imunidade (DE LA FUENTE; VITOR, 2000), por diferentes
mecanismos, tais como pela ativagdo do NF-kB, que por sua vez regula a expressao
de genes envolvidos na produgdo de varias citocinas, quimiocinas, moléculas de
adesao celular, entre outros (KNIGHT, 2000).

Vale ressaltar que além da geracdo normal de radicais livres, diversas
situagdes nao-fisioldgicas também podem levar a sua formagéo. Dentre elas, figura
a exposi¢cdo das células ou individuos a diferentes condigdes como radiacéo,

poluicdo, fumo, estresse e inflamagao tecidual local, sendo entdo de fundamental
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importancia a busca por novos compostos naturais e/ou sintéticos capazes de
proteger o organismo contra os efeitos deletérios provocados pelos radicais
(BARBOSA, 2008; COSTA et al., 2012).

3.9 ANTIOXIDANTES

Para combater os radicais livres os organismos vivos dispdem de um sistema
de defesa antioxidante, constituido por substancias que sdo capazes de regenerar
ou prevenir os danos oxidativos (ALVES et al., 2010; SUCUPIRA et al., 2012). Os
antioxidantes podem atuar como agentes redutores, sequestradores de radicais
livres, quelantes de metais ou desativadores do oxigénio singleto e/ou exibir
simultaneamente, mais de uma dessas fun¢des (BARBOSA, 2008).

De modo geral, as células possuem um sistema de defesa que atua em duas
linhas: (1) acdo detoxificativa do agente antes que ele cause lesdao - sistema
constituido pelas enzimas glutationa reduzida (GSH), superédxido dismutase (SOD),
catalase, glutationa-peroxidade (GSH-Px) e também pela vitamina E; e (2) reparo da
lesdo ocorrida - constituida pelo acido ascérbico, glutationa-redutase (GSH-Rd) e
GSH-Px, entre outros (BARBOSA, 2008).

Quando ocorre um desequilibrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes,
com predominancia da formacédo de radicais livres frente a remocdo dos mesmos
pelos sistemas de defesa antioxidante, o organismo sofre a¢des degenerativas
através do disturbio conhecido como estresse oxidativo (ALVES et al., 2010;
NASSER et al.,, 2011; COSTA et al., 2012). O estresse oxidativo € uma condigéo
celular ou fisiolégica complexa que envolve uma elevada concentracao de diferentes
espécies radicalares e varios mecanismos que causam danos moleculares as
estruturas celulares, com consequente alteracdo funcional e prejuizo das fungdes
vitais (SANTANA et al., 2013).

Uma alternativa para protegcdo do organismo contra o estresse oxidativo,
envolve a atuacdo de compostos antioxidantes obtidos de fonte externa, como

alimentos e bebidas (ALVES et al., 2010). O consumo de vitaminas e polifendis
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presentes em muitas frutas e legumes, por exemplo, tem demonstrado uma atuagao
antioxidante preventiva contra doengas cardiovasculares e alguns tipos de cancer
(HEO, 2014).

Por esse motivo, e em virtude de diversas doengas serem associadas a um
desequilibrio entre a produgdo de radicais livres e antioxidantes (MORAIS el al.,
2013), somado ao fato de que terapéutica farmacolégica atual para o tratamento de
diversas doengas como Alzheimer, Parkinson e esclerose multipla, pode ser
realizada devido as propriedades antioxidantes de muitos compostos, a busca por
novos agentes naturais e/ou sintéticos com ac&do antioxidante tem sido um
importante objeto de estudo pela industria farmacéutica (COSTA et al., 2012).

Seguindo essa tendéncia, as propriedades antioxidantes de extratos vegetais
e/ou produtos isolados de plantas medicinais tem despertado amplo interesse pela
perspectiva de constituirem uma alternativa para as exigéncias dos consumidores
quanto a utilizagcdo de aditivos naturais em diferentes produtos (SANTANA et al.,
2013). Como consequéncia diversos estudos tém demonstrado a eficacia dos
extratos vegetais, sendo a atividade atribuida a componentes especificos ou classes
de componentes (BAGHERI; MANAP; SOLATI, 2014), produzidos através do seu
metabolismo secundario. Atribui-se a presenga de Oleos essenciais (BAGHERI;
MANAP; SOLATI, 2014), polissacarideos (CHEN et al., 2014; SHEN et al., 2014) e
de compostos fendlicos, com destaque aos flavonoides (BARBOSA, 2008; DENG et
al., 2014; HEO et al., 2014).

Embora os flavonoides sejam tradicionalmente conhecidos devido a sua agao
antioxidante, os polissacarideos naturais tém atraido grande atencédo (SHEN et al.,
2014), pela atuacdo como sequestradores de radicais livres. Segundo Chen e
colaboradores (2014), o grupo hidroxila dos polissacarideos pode desempenhar um
importante papel na manutencdo da sua capacidade de doar hidrogénio, resultando
em um bom potencial antioxidante (CHEN et al, 2014).

Diante deste cenario, estudos sobre radicais livres e desenvolvimento de
novos métodos para avaliagdo de atividade antioxidante tém aumentado
consideravelmente nos ultimos anos (ALVES et al., 2010). A seguir serdo discutidos

abordados alguns dos métodos tradicionalmente empregados nessa avaliagao.
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3.10 METODOS PARA AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os meétodos para avaliagdo da atividade antioxidante propostos na literatura
sao diversos (SUCUPIRA et al., 2012). Dentre eles, os testes in vitro tratam-se de
ferramentas usuais para auxiliar pesquisadores na selecdo inicial de plantas
medicinais para estudos quimicos e farmacoldgicos mais avangados, bem como na
selecao de substancias de origem sintética ou isoladas de produtos naturais que
possam ser utilizadas como farmacos. Isto porque um composto que exibe baixa
atividade antioxidante in vitro provavelmente exibira pouca atividade in vivo (ALVES
et al., 2010).

As metodologias para a determinagao da capacidade antioxidante in vitro sao
numerosas (SUCUPIRA et al.,, 2012), mas de um modo geral podem ser
classificadas em dois grupos: os ensaios para medir a habilidade de sequestro de
radicais livres, e 0s ensaios para avaliar peroxidacdo lipidica, no qual um lipidio ou
substrato lipoproteico sob condi¢gdes padrdo € usado, e o grau de inibicdo da
oxidacao é medido (ALVES et al., 2010).

A diversidade de metodologias gera resultados numeéricos dificeis de serem
comparados (MORAIS el al., 2013), pois além de estarem sujeitas a interferéncias
(SUCUPIRA et al., 2012), os mecanismos antioxidantes se mostram diferentes, de
forma que dificilmente havera um unico método capaz de avaliar a capacidade
antioxidante de uma substéncia de forma segura e com precisdo (ALVES et al.,
2010; SUCUPIRA et al., 2012; MORAIS el al., 2013). Dessa forma, atualmente
preconiza-se a utilizacdo de duas ou mais técnicas, ja que nenhum ensaio
isoladamente é capaz de refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de
uma amostra (BARBOSA, 2008; SUCUPIRA et al., 2012).

3.10.1 Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH®)

O método de DPPH* é um método espectrofotométrico utilizado para avaliar a
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capacidade antioxidante de compostos especificos ou de um extrato via atividade

sequestradora do radical livre DPPH® (SUCUPIRA et al., 2012). O DPPH® é um
radical de nitrogénio orgéanico estavel em virtude da deslocalizacédo do elétron

desemparelhado por toda a molécula (Figura 2). Esta deslocalizagdo confere ao

DPPH* uma coloragao violeta (ALVES et al., 2010), caracterizada por uma banda de
absorcao na faixa de 515-520 (SUCUPIRA et al., 2012).

Figura 2 - Estrutura molecular radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH".

O\ H 1
N—N
O,N NO, @ 0,N
2

Fonte: Alves (2010)
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Este ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma

determinada substancia em sequestrar o radical DPPH?*, reduzindo-o a 2,2-difenil-1-
picril-hidrazina, um composto de coloragdo amarela (Figura 2) (ALVES et al., 2010).

Assim, quando uma substancia antioxidante € adicionada a uma solugéao alcodlica

de DPPH?*, a hidrazina € obtida com mudanca simultdnea na coloragao de violeta a
amarelo palido (ALVES et al., 2010; DU et al., 2014; SHEN et al., 2014), de tal modo

que a redugcao do radical DPPH* é monitorada pelo decaimento da absorvancia
(SUCUPIRA et al., 2012). A partir dos resultados obtidos determina-se entdo a
percentagem de sequestro de radicais livres e de atividade antioxidante (BORGES
et al., 2011).

Do ponto de vista metodologico, este método € considerado um dos mais
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faceis, precisos e reprodutivos na avaliacido da atividade antioxidante de extratos
vegetais e substancias puras, tais como flavonoides e terpenoides (ALVES et al.,

2010), apresentando as vantagens de nao envolver condi¢bes drasticas de

temperatura e oxigenacao (BORGES et al., 2011), e do DPPH* estar disponivel
comercialmente, o que facilita seu uso e evita sua geragao por distintas formas,

como ocorre com outros métodos (SUCUPIRA et al., 2012).

3.10.2 Sequestro do radical 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato

(ABTS**)

O método do ABTS*t & um método espectrofotométrico empregado para

avaliar a habilidade dos antioxidantes em capturar o cation ABTS**. O ABTS** é um
composto cromoforo produzido a partir de um precursor, o acido 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS), através de reagbes quimicas, eletroquimicas
ou enzimaticas (BORGES et al.,, 2011). Sua obtencdo pela reagdo do ABTS com
persulfato de potassio, leva a formagdo de um meio reacional com coloragao azul
esverdeada, e absorcdo maxima nos comprimentos de onda de 645, 734 e 815 nm
(SUCUPIRA et al., 2012).

A adigdo de um antioxidante promove a reducdo do ABTS** a ABTS levando
a perda da coloragdo do meio reacional, que € monitorada pelo decréscimo da

absorvancia através de espectrofotometria. Portanto, com a perda de cor, a

percentagem de inibigdo do ABTS** pode ser determinada em fungéo do Trolox®,
um padrao submetido as mesmas condi¢des de analise do antioxidante (SUCUPIRA
et al., 2012).

A vantagem do método consiste na sua relativa simplicidade, o que permite a
aplicagao na rotina de qualquer laboratério (BORGES et al., 2011). Apresenta ainda
excelente estabilidade, sendo um dos testes de captura de radical mais rapidos para
avaliacdo de atividade antioxidante, bem como oferece resultados reprodutiveis e

uma boa solubilidade, permitindo analises de compostos tanto de natureza lipofilica
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como hidrofilica, compostos puros e extratos vegetais (BORGES et al., 2011;
SUCUPIRA et al., 2012).

3.10.3 Inibigao da peroxidacao lipidica — método de determinagao de espécies

reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A analise da formacdo de TBARS figura dentre os principais métodos
utilizados para mensurar o estresse oxidativo de tecidos e células, atuando através
da quantificagdo dos produtos finais da peroxidacdo lipidica (NETO; MACEDO,
2011). De modo geral, a peroxidagao lipidica pode ser definida como uma cascata
de eventos bioquimicos resultante da acado dos radicais livres sobre os acidos
graxos poli-insaturados das membranas celulares. O processo € iniciado pela reagao
de um radical livre e propagada por radicais peroxilas numa reacdo em cadeia,
resultando na formacdo de hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, tais como o
malondialdeido (MDA), 4-hidroxinonenal e isoprostanos, que podem ser detectados
e utilizados para avaliar o estresse oxidativo (LIMA & ABDALLA, 2001).

O teste de determinacdo de TBARS é um método para marcacdo de
peroxidagao lipidica que se baseia na quantificacdo do malonaldeido (MDA), um dos
principais produtos de decomposi¢ao dos hidroperdxidos de acidos graxos poli-
insaturados, formado durante o processo oxidativo. A reacdo envolve o acido
tiobarbiturico (TBA) com o MDA, produzindo um complexo de coloragdo rosea, o
TBA-MDA (Figura 3), que pode ser determinado por absor¢do no visivel (532 nm)
(OSAWA; FELICIO; GONCALVES, 2005), ou por fluorescéncia a 515 nm de
excitagdo e 555 nm de emissao (NETO et al., 2012).
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Figura 3 - Reacdo do método de determinacdo de TBARS entre o 4cido 2-tiobarbitirico (TBA) e o malonaldeido
(MDA).

H
HS. N_ OH S« |
i 0, 0 g A mo NS
Na i + /C_CHZ_C\ —_— H ]/
i i N Sa—c=a—l § * 2H0
OH
OH
TBA MDA tBaMDA  OH

Fonte: Osawa; Felicio; Gongalves (2005)

3.10.4 Sequestro do radical OH® — ensaio da desoxirribose

O principio deste ensaio é a quantificagdo do produto de degradagédo da 2-

desoxirribose quando exposto ao radical OH®* (SANTANA et al., 2013). O radical OH*
é gerado através da reagdo de Fenton, a partir de uma mistura contendo Fe3* e
H202, conforme demonstrado na equacgao 4. Se a mistura resultante for aquecida em
condi¢cbes acidas, o radical oxida a 2-desoxirribose, formando o MDA, que por sua
vez pode ser detectado espectrofotometricamente por sua habilidade em reagir com
o TBA, formando um cromoforo réseo (BARBOSA, 2008), com absor¢édo em 532 nm
(SCHULDT, 2005).

Fe?* + H202 <> Fe3* + OH- + OH" (Eq. 4)

Qualquer composto adicionado na mistura reacional capaz de reagir com o

radical OH*® podera competir com a desoxirribose por este radical, diminuindo assim
a degradacao deste agucar e formagao de MDA (BARBOSA, 2008). Portanto, quanto
maior a capacidade antioxidante do composto testado, menor € a intensidade da cor
(SCHULDT, 2005).
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3.10.5 Sequestro do NO

A avaliacdo do sequestro do NO jn vitro pode ser realizada através do
procedimento espectrofotométrico baseado da reacéo de Griess (MAIA et al., 2010).
Este método envolve a formagéo ions nitrito a (NO, ) partir da interagédo do NO com
o oxigénio, e a formagdo de um croméforo durante a reagdo do (NO,) com o
reagente de Griess (sulfanilamida 1% em acido fosférico 5% e N-1-
naftiletilenodiamina 0,1% em agua). A figura 4 representa um mecanismo de reacao
usada no método de Griess, em que o NO sofre diazotagdo com a sulfanilamida,
formando um sal de diazénio, com subsequente complexa¢cdo com a N-(1-naftil)
etilenodiamina, formando-se um composto rosa que possui um espectro de
absorcao caracteristico a 546 nm e que pode ser quantificado por espectrofotometria
(BASU & HAZRA, 2006; MAIA et al., 2010).

Portanto, de forma similar ao ensaio da desoxirribose, qualquer composto
adicionado na mistura reacional capaz de reagir com o radical NO podera competir
com o reagente de Griess, impedindo com isso a formagao do cromoforo detectado

por espectrofotometria (MAIA et al., 2010).

Figura 4 - Mecanismo de reacdo do método de Griess.
NOy  H,0

HzNOzS@ NH2 ;L’ H2N023© Nz+

Sulfanilamida
NH,
O NH /\\/

N-(1-naftil)etilenodiamina

NH,
HENOZS@NﬂNH/\/ 2

Diazo composto

Fonte: Ramos (2006)
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4. Material e métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

Foram utilizadas amostras das partes aéreas de T. occidentalis coletadas no
municipio do Cabo de Santo Agostinho - PE (8°29'86,07”S e 35°06'45,29"W), no més
de janeiro de 2013. Dentre os parametros para a coleta do material, foram
selecionadas partes aéreas em igual estagio de desenvolvimento e com auséncia de
depredacéo. A identificacao foi realizada pela pesquisadora e curadora Dra. Rita de
Cassia Araujo Pereira e a exsicata depositada no Herbario do Instituto Agronémico
de Pernambuco (IPA), sob o n° 87.752.

4.1.1 Obtencao da droga vegetal (estabilizagao, secagem e pulverizagao)

O material vegetal fresco foi lavado com agua purificada e aspergido com
alcool a 70% (v/v). Em seguida, foi pesado e colocado em estufa de ar circulante
(Fabbe-Primar®) por 84 h a 40°C. Apos secagem, o material foi pulverizado em
moinho de facas (Adamo® modelo 340) com tamis de 20 mesh (0,84 mm), pesado e
acondicionado em recipiente de vidro, devidamente vedado e mantido em auséncia
de luz. No que diz respeito ao seu perfil fitoquimico, foi evidenciado por Figueirédo
(2014) a presenca de flavonoides, monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e
esteroides; além da auséncia de taninos, cumarinas e alcaloides, durante um ano de
avaliagao sazonal (maio/2011 a abril/2012), previamente realizada no Laboratério de

Tecnologia dos Medicamentos — LTM.

4.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA DOSEAMENTO DE
POLISSACARIDEOS TOTAIS DAS PARTES AEREAS DE T. occidentalis

O método analitico para doseamento dos polissacarideos totais de T.
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occidentalis descrito por Marques e colaboradores (2014), foi validado, visando
garantir sua reprodutibilidade nas demais etapas do trabalho, fazendo uso da droga

vegetal, matérias-primas e procedimentos apresentados a seguir.

4.2.1 Matérias-primas

Foram utilizados o alcool etilico P.A (Quimex®), o TCA (Vetec®), o H2SO4
(Proquimico s®). As substancias antrona e padrdo de glicose foram utilizadas da

marca Sigma Aldrich®.

4.2.2 Reagente da antrona

O reagente de antrona foi preparado utilizando-se uma concentragao de 0,2%

(p/v) de antrona, em uma mistura de H.SO4 e agua, com proporgéo de 6:1.

4.2.3 Obtencao da solucgao extrativa

A solucao extrativa foi obtida através de extragcdo aquosa sob aquecimento,
baseando-se em metodologias e parametros de extragcdo validados pelo grupo. A
extragado foi realizada em banho-maria, empregando-se 3,0 g do material vegetal e
30 mL de agua destilada, durante 2,5 h e temperatura de 80°C. A solugéo extrativa

foi resfriada a temperatura ambiente (25°C) e filtrada em algodéo.

4.2.4 Método geral para obtencao de solugdao aquosa de polissacarideos

(solugao-teste)

As solugdes-teste foram obtidas conforme os seguintes parametros: utilizou-

se uma aliquota de 2,0 mL da solu¢do extrativa e de 0,24 mL de TCA 10% (v/v).
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Logo apds, as amostras foram centrifugadas, em Centrifuga Excelsa 2, Fanen®, a
4000 rpm, durante 5 min para remocao de interferentes proteicos e tratamento do
sobrenadante com etanol absoluto, na propor¢édo 1:3. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 4000 rpm, durante 15 min para precipitacdo dos
polissacarideos. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e os polissacarideos

dissolvidos em agua destilada (10 mL) (Figura 5).
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Figura 5 - Método geral para obtencdo da solucdo-teste e doseamento dos polissacarideos totais
(Método de antrona).

Solucio extrativa

(B0°C; 2.5 h)
! ,_,_)
20 mL da solugdo extrativa +
024 ml TCA 10%

|

L=
Centrifuzacio

{4000 rpm, 3 min)
T Sobrenadante:

Etanol absoluto

{1:3)

7

e Centrifuzacio
Femogio do precipitade (PTINs)

(4000 rpm, 15 min)

Femogio do
——
" sobrenadante
SmL do reagente

de antrona ‘

l Precitados (PLSs)
+ 10 mL de asua

jers
Agitacdo vortex 04 mL da
+ Aquecimento J Solucdo-teste +
(100°C; 10 mim) S 0.6 mL de dgua
Amostra para leifura Solugdo-teste

Fonte: Autor

77

SILVA, C. C. A. R. Obtencao e avaliagdo farmacoldgica de extrato seco padronizado a base da espécie

vegetal Thuja occidentalis LINN., 2015



78

4.2.5 Método geral para doseamento dos polissacarideos totais (método de

antrona)

O doseamento dos polissacarideos totais foi realizado em espectrofotdmetro
(UV/Vis-mini-1240, Shimadzu®), empregando-se as solugdes-teste obtidas a partir
da solucao extrativa de T. occidentalis (Figura 5); e o método de antrona. Utilizou-se
também agua destilada para obtengcdo da solugdo de compensagao (branco) e
amostras diluidas de uma solugao de glicose 100 pg/mL para construgao da curva
padrao, no intervalo de 20-100 ug/mL, conforme descrito na Tabela 2. Uma aliquota
de 5,0 mL do reagente de antrona foi adicionado a tubos contendo 1,0 mL de agua
destilada para obtencdo do branco; 1,0 mL das amostras diluidas de glicose (Tabela
2) para obtengao da curva-padrao e 1 mL das solugdes diluidas de polissacarideos
de T. occidentalis (0,4 mL da solugao-teste e 0,6 mL de agua) para obtencédo das
amostras para leitura (Figura 5). Apos agitacdo em voértex MA 162 Marconi®, e
aquecimento por 10 min, em banho-maria Novaética® a 100°C, determinou-se a

absorvancia das amostras no comprimento de onda de 625 nm (Figura 5).

Tabela 2- Obtencdo da curva padrdo de glicose para determinagcdo do teor de
polissacarideos de T. occidentalis.

Glicose (ug) Solugdo de glicose 100 yg/mL (mL) Agua destilada (mL)

100 1,0 0,0
80 0,8 0,2
60 0,6 0,4
40 0,4 0,6
20 0,2 0,8

4.2.6 Validacao do método analitico

Para validagcao do método foram avaliados os parametros de especificidade,
linearidade, limite de detecgéo (LD), limite de quantificagdo (LQ), preciséo, exatidao,

e robustez. Todas as analises foram realizadas em triplicata e a confiabilidade dos
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parametros foi verificada pelo coeficiente de variagdo percentual (CV%), ndo se
admitindo valores superiores a 5% (BRASIL, 2003), embora para material vegetal
seja permitido aceitar uma dispersdo de 15 % (BRASIL, 2013). Adicionalmente, os
resultados foram tratados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) One-

Way ou Two-Way, quando aplicavel, com um nivel de significancia de 95%.

4.2.6.1 Especificidade

A especificidade do meétodo foi verificada através da sobreposicao dos
espectros das amostras da solugao-teste com e sem adigao do reagente de antrona,
e dos padrdes de glicose e quercetina, apos adicao do reagente, obtidos no intervalo

de comprimento de onda compreendido de 420 a 700 nm.

4.2.6.2 Linearidade, limites de deteccao e quantificagao

A linearidade foi verificada para solugcao extrativa e para solucao-teste, a partir
da analise de trés curvas auténticas. Para a solucido extrativa, trés curvas foram
construidas com amostras da solugado extrativa, em cinco niveis de concentragao:
0,1; 0,15; 0,2; 0,25 e 0,3 g/mL, correspondendo a um intervalo de 50 a 150%. Para a
solucao-teste, trés curvas foram construidas com cinco aliquotas da solucao-teste:
0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 mL, correspondendo a um intervalo de 50 a 150%. As curvas
foram construidas empregando-se os valores médios da absorvancia em fungcao da
concentragcdo. Os resultados foram tratados estatisticamente através do calculo de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente
de determinagdo (R?), adotando R? > 0,99 como valor minimo para aceitagdo
(BRASIL, 2003), embora para material vegetal possa ser adotado RZ > 0,98
(BRASIL, 2013). Os limites de detecgdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram
estimados de acordo com as equagdes LD = DP, x 3/IC e LQ = DPa x 10/IC, onde

DP. é o desvio padrao do intercepto com o eixo Y, obtido das trés curvas de
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linearidade e IC é a média dos coeficientes angulares (inclinagdo da reta) das
respectivas curvas (BRASIL, 2003).

4.2.6.3 Robustez

O ensaio para determinagao da robustez foi realizado a partir da variagao dos
seguintes parametros: fabricante do alcool etilico absoluto (Quimex® e Alphatec®),
fabricante do H2SO4 (Proquimicos® e Vetec®), variagdo do tempo de centrifugacao
para desproteinizacéo (4, 5 e 6 min) e precipitacdo dos polissacarideos (14, 15 e 16
min), variagdo da marca da centrifuga (Centrifuga Excelsa 2, Fanen® e Centrifuga
5810 R, Eppendorf®), e estabilidade da solugdo-teste na presenca de luz a

temperatura ambiente apos 24 h.

4.2.6.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada nos niveis de repetitividade e precisédo
intermediaria. A repetitividade foi verificada por seis determinag¢des individuais a
100% da concentracao teste (0,2 g/mL). Para o parametro precisao intermediaria, a
variacado entre dois analistas em dois dias diferentes, foi analisada em triplicata, na

concentracao de 100%.

4.2.6.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo teste de recuperagao, através da adicao do
padrdo de glicose em concentragdo conhecida (10 ug) as amostras a 75, 100 e
125% da concentragédo teste (0,15; 0,2 e 0,25 g/mL), contemplando a faixa de
linearidade do método. Os valores de recuperagao, expressos em percentagem,
foram determinados através da razao entre as concentragcbes médias determinadas

experimentalmente com as concentragdes teoricas correspondentes (BRASIL,
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2003).

4.3 OTIMlZAQAO DA EXTRAQAO DE POLISSACARIDEOS TOTAIS DAS PARTES
AEREAS DE T. occidentalis

Realizou-se a selecdo e padronizacao, através de planejamento fatorial, do
processo para obtengdo da solugdo extrativa de T. occidentalis, levando-se em
consideragao a obtengdo de maiores rendimentos de polissacarideos, empregando

método analitico validado, para doseamento de polissacarideos totais (4.2).

4.3.1 Matérias-primas

Foram utilizados o alcool etilico P.A (Quimex®), o TCA (Vetec®), o H2SO4
(Proquimicos®). As substancias antrona e padrdo de glicose foram utilizadas da

marca Sigma Aldrich®.

4.3.2 Reagentes de antrona

O reagente de antrona foi preparado, utilizando-se uma concentragao de

0,2% (p/v) de antrona, em uma mistura de H2SO4 e agua, com proporcéo de 6:1.

4.3.3 Obtencao da solugao extrativa

A solucdo extrativa foi obtida através de extragao aquosa sob aquecimento,
em banho-maria a 80°C, empregando-se uma proporgao de 3,0 g de droga vegetal
para cada 30 mL de agua destilada, durante 2,5 h. A solugao extrativa foi resfriada a

temperatura ambiente (25°C) e filtrada em algodé&o.
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4.3.4 Experimento de fator-unico

O efeito da temperatura, do tempo e da proporgéo de droga vegetal utilizados
na extracado foram avaliados através de testes de fator-unico, variando cada

parametro por vez.

4.3.5 Metodologia de superficie resposta — planejamento fatorial 32

Com base no experimento de fator-unico, a Metodologia de Superficie
Resposta empregando um planejamento fatorial foi adotado para selecionar as
melhores condigbes tecnoldgicas de extragado dos polissacarideos de T. occidentalis.
Para tanto, realizou-se um planejamento 32 (2 varidveis, em 3 niveis de variagdo)
aumentado de 2 pontos centrais para avaliagao do efeito da temperatura e do tempo
de extragdo (variaveis independentes), bem como das suas interagbes sobre o
rendimento extrativo dos polissacarideos (variavel dependente).

A Tabela 3 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado,
selecionados com base nos testes de fator unico. O tratamento estatistico foi feito
pelo software STATISTICA®, e foram fornecidos os graficos de Pareto e de

Superficie de Resposta para a avaliacdo dos resultados.

Tabela 3- Niveis das variaveis do planejamento fatorial 32.

Nivel Temperatura (°C) Tempo (h)
— 1 (Inferior) 85 4

0 (Central) 90 4,5
+1 (Superior) 95 5,0

4.3.6 Determinacgao de teor de polissacarideos totais

O teor de polissacarideos totais foi determinado pelo método de antrona

(4.2.5), usando a glicose como padrdo e a solugdo-teste como amostra. Para

SILVA, C. C. A. R. Obtencao e avaliagdo farmacoldgica de extrato seco padronizado a base da espécie
vegetal Thuja occidentalis LINN., 2015



83

obtencdo da solucdo-teste, procedeu-se removendo os interferentes proteicos
através de centrifugacéo a 4000 rpm, por 5 min, de uma aliquota de 2 mL da solugéo
extrativa tratada com 0,24 mL de TCA 10% (v/v); seguida da precipitagdo etandlica
dos polissacarideos através do tratamento do sobrenadante com etanol absoluto na
proporgao de 1:3 (sobrenadante: etanol) e centrifugacéo a 4000 rpm por 5 min, com
posterior dissolugdo dos polissacarideos em agua (10,0 mL).

O teor foi calculado com base na curva-padréao e expresso em mg/g do peso
seco de T. occidentalis. Para obtencao da curva, adicionaram-se 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e
1,0 mL de uma solugdo padrdo de glicose (100 pg/mL) em tubos de ensaio,
completando-os com 1,0 mL de agua destilada. Em seguida, adicionaram-se 5,0 mL
do reagente de antrona. Os tubos de ensaio foram colocados em um banho de agua
fervente Nova Etica® durante 10 min de aquecimento, e arrefecidos rapidamente a
temperatura ambiente. Para obtencdo do branco e das amostras da solugao
extrativa, utilizaram-se, respectivamente, 1,0 mL de agua destilada, e 0,4 mL de
solugao-teste, completando-se o volume para 1,0 mL com agua destilada.

Apés o arrefecimento do branco, padrdo e amostras, o teor de
polissacarideos foi determinado em espectrofotbmetro (UV/Vis-mini-1240,

Shimadzu®) no comprimento de onda de absorgdo maxima (625 nm).

4.3.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos a partir da média de trés determinacdes. Para
constatagdo da significancia estatistica foram aplicados os testes de variancia t-
Student ou ANOVA, quando aplicavel, considerando um nivel de significancia de
95%.
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4.4 CARACTERIZAGCAO DA SOLUCAO EXTRATIVA DE T. occidentalis

4.41 Obtencgao da solucgao extrativa de T. occidentalis

A solucao extrativa de T. occidentalis foi obtida através de extragao aquosa
sob aquecimento em banho-maria a 95°C, empregando-se 4,0 g do material vegetal
e 30 mL de agua destilada, durante 4 h. Estes parametros foram selecionados, com
base nos maiores rendimentos de polissacarideos totais, verificados no

planejamento fatorial realizado.

4.4.2 Caracterizagao da solugao extrativa de T. occidentalis

A solugdo extrativa de T. occidentalis foi caracterizada conforme ensaios
previstos na Farmacopeia Brasileira (2010). Os resultados foram expressos pela

meédia de trés determinacgdes.

4.4.2.1 Determinagao do pH

O pH foi medido a 25 °C em potencidmetro Micronal® calibrado com solugées

tampao de pH 7,0 e 4,0, utilizando-se cerca de 20 mL de solucao extrativa.

4.4.2.2 Determinacédo da densidade relativa

A solugao extrativa foi colocada em picnémetro de 25,0 mL previamente
pesado e calibrado com agua. O peso da agua e da solucao extrativa foi obtido
através da diferenca de massa do picndmetro cheio e vazio. O resultado foi

determinado pela razdo entre a massa da solugéo extrativa e a massa da agua.
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4.4.2.3 Determinacao de residuo seco

Uma aliquota de 2,0 mL da solugéo extrativa foi transferida para pesa-filtro
previamente dessecado e pesado, sendo evaporada até a secura em banho-maria,
sob agitagcao ocasional. Apds evaporagao, a placa de Petri contendo a amostra foi
dessecada em estufa a 105°C durante 3 h e transferidos para dessecador para

resfriamento. O residuo seco foi calculado em percentagem sobre o volume.

4.4.2.4 Determinacao de polissacarideos totais

O teor de polissacarideos totais foi determinado conforme método

previamente validado (4.3.6).

4.5 OBTENCAO E CARACTERIZAGCAO DO EXTRATO SECO DE T. occidentalis

O extrato seco de T. occidentalis foi obtido através de liofilizacdo e, em

seguida, caracterizado através de diferentes métodos, conforme descrito a seguir:

4.5.1 Obtencao do extrato seco de T. occidentalis

O extrato seco de T. occidentalis foi obtido por liofilizacdo a partir da solugao
extrativa (4.4.1). A solucéao foi primeiramente congelada em ultrafreezer a -90° £ 5°C
por 24 h, e em seguida, liofilizada (Liotop®) sob pressédo de 24 ymm de Hg; vacuo
220 £ 2 Vca. por 96 h. O produto foi acondicionado em frascos-ampola
hermeticamente fechados e armazenados em dessecador de vidro sob vacuo. O
rendimento de secagem foi avaliado através da raz&o entre massa do extrato seco

obtido e o volume da solugao extrativa utilizada.
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4.5.2 Caracterizacao do extrato seco de T. occidentalis

4.5.2.1 Descricdo macroscopica

O extrato seco de T. occidentalis foi visualizado a olho nu, sobre uma placa de

Petri para verificacdo do aspecto e cor.

4.5.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada no CETENE com o
intuito de verificar a forma e estrutura das particulas do extrato seco de T.
occidentalis apés prévia metalizacdo da amostra com filme de ouro. A analise foi
realizada em Microscopio Eletrénico de Varredura FEI® - modelo QUANTA 200 F; e

os aumentos escolhidos para a visualizagao foram de 100, 600 e 1600 vezes.

4.5.2.3 Determinacao de pH

Cerca de 0,5 g do extrato seco de T. occidentalis foram pesados e dispersos
em 15 mL de agua destilada. O pH foi medido a 25 °C, com potencidmetro calibrado
com solugdes tampao de pH 7,0 e 4,0 (SPANIOL, 2007).

4.5.2.4 Determinacdo do tamanho de particula por granulometria a laser

A granulometria a laser foi realizada no Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste (CETENE) em analisador de distribuicdo de tamanho de particula
Microtac® S3500, com mdédulo de medida SDC, taxa de fluxo 70% e modelo de
difragdo Fraunhofer. O experimento foi realizado por via Uumida, utilizando uma

dispersdo do extrato seco de T. occidentalis em acetona, na proporgédo de 0,38 mg
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para 100 mL. A suspenséo foi submetida a agitagdo em banho ultrassénico Unique®
mod. USC-14002, com poténcia ultrassdnica 135 Watts, durante 1 minuto, antes de

ser analisada.

4.5.2.5 Espectrometria no infravermelho por transformada de Fourier (FT-1V)

O espectro de absorgao na regiao do infravermelho (IV) do extrato seco de T.
occidentalis foi obtido utilizando o equipamento PerkinElmer® (Modelo Spectrum
400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike
Technologies Spectroscopic Creativity) com cristal de selenato de zinco. O extrato foi
transferido diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR, na forma
solida. Os espectros foram obtidos com varredura de 4000 a 650 cm-' em resolucao

de 4 cm™.

4.5.2.6 Caracterizagao térmica

As curvas de termogravimetria (TG) foram obtidas por meio de termobalanga
Shimadzu®, modelo DTG 60H, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50 mL.min-",
sendo a massa do extrato seco de T. occidentalis, em torno de 4 mg (x 0,5),
acondicionadas em cadinho de alumina, nas razées de aquecimento 10°C.min"', até
600°C. Os dados termoanaliticos foram analisados por meio do software TA-60WS®

(Thermal Analysis) versao 2.20 da Shimadzu®.

4.5.2.7 Determinacao da area superficial especifica e porosidade do extrato seco

O extrato seco de T. occidentalis foi pesado (120 mg) e tratado previamente a
100°C por 5 h, em estufa, para otimizagdo do processo de adsorgao.
Posteriormente, a amostra foi desgaseificada por 12 h a 110°C para remover

qualquer material adsorvido no interior dos poros e na superficie do material. As
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anadlises foram realizadas obtendo-se as isotermas de adsor¢cdo e dessorcgao,
aplicando-se os modelos apropriados para o ajuste dos pontos experimentais. A
isoterma de adsorgao/dessorcao foi obtida pela adsorgao fisica progressiva de
nitrogénio a 77 K sobre o material, e subsequente dessorgédo (SANTOS, 2013). A
medida da area superficial especifica foi obtida por adsorgéo fisica de nitrogénio
sobre o material, pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET) e a determinacéo da
porosidade (tamanho de poro e volume total de poros) pelo método de Barret-
Joyner-Halenda (BJH). Para a realizacdo destes ensaios, foi utilizado um analisador
de area superficial e tamanho de poros ASAP2440 micromeritics®, munido de

software para determinar a area superficial e porosidade.

4.5.2.8 Determinagao da higroscopicidade

A determinacao da higroscopicidade do lidfilo de T. occidentalis foi realizada
conforme técnica adaptada e descrita por Ferreira (2009). Amostras de 0,5 g, em
quadruplicata, foram acondicionadas em pesa-filtros e submetidas a exposicdo de
diferentes condigbes de umidade relativa (UR): 25, 70 e 100% (x 5%) em
dessecador, apos criacdo da atmosfera desejada em seu interior, utilizando silica e
solugdes saturadas de iodeto de potassio e ureia, respectivamente. Tais condi¢des
foram confirmadas através de um termohigrémetro digital J.Prolab® modelo SH 122.
As amostras, colocadas no dessecador, foram pesadas sequencialmente durante 13
dias, nas trés primeiras 24 h e depois a cada 48 h para verificagcdo do ganho de
umidade; sendo a percentagem de agua absorvida (% U) calculada em relagdo ao

peso, em gramas, da amostra seca (Ps) e umida (Pu), através da equagéao 5:

U = [(Pu-Ps)/Ps*100] (Eq. 5)

Onde: U = Percentagem de agua absorvida (g); Ps = peso da amostra seca (g); Pu = peso da

amostra umida (g).
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4.5.2.9 Determinacao de polissacarideos totais

O teor de polissacarideos totais foi determinado pelo método de antrona
(4.2.5), usando a glicose como padrao e com a modificacdo dos seguintes
parametros: ao invés da solucao extrativa foi utilizada uma solugdo-méae do extrato

seco na concentracao de 0,02 g/mL.

4.5.2.10 Avaliagao das propriedades de compactacao

As propriedades de compactagcao do extrato seco de T. occidentalis foram

obtidas através da determinagdo de densidade aparente (dap), densidade de
compactacdo (dcp), Fator de Hausner (FH) e indice de Carr (indice de
compressibilidade — IC, tabela 4). O ensaio foi realizado com 10 g do extrato em um
compactador automatico (Tap Density, Varian®) provido de uma proveta
normatizada. O equipamento promove uma compactacdo do pd através de
movimentos verticais repetidos na proveta. O volume inicial ocupado pelo extrato foi
medido, com posterior medicdo apdés 10 compactacdes, necessarias para
acomodacéao do po (V1o) e 1250 compactagdes (V1250). Ao final das compactacoes,
foi possivel avaliar a capacidade de compactacdo pela subtracdo de V1o - Vi250. A
relacdo entre a massa do extrato e o volume ocupado pelo pé antes e apos a
compactagao determinou a dap e dcp, respectivamente (ALVES et al., 2008). Ja a
compressibilidade do po6 foi avaliada através do FH e IC, de acordo com as
equagdes 4 e 5, respectivamente (ALVES et al., 2008; PETROVICK; PETROVICK;
BASSANI, 2010).

FH:dﬂ (Eq 4) IC=(dCP_7dAPJ-IOO (Eq 5)

AP CP

Onde: FH = Fator de Hausner; IC — indice de Carr; dcp = densidade de compactagao (g/mL); dap =

densidade aparente (g/mL).
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Tabela 4- Interpretacdo do indice de Carr (IC) para a fluidez de pés (WELLS, apud
ANDRADE, 2009).

IC (%) Fluidez
05a 15 Excelente
12a 16 Boa
18 a 21 Moderada
23 a 35 Pobre
33 a 38 Muito pobre

> 40 Muito muito pobre

Legenda: IC = indice de Carr.

4.5.2.11 Avaliagado do angulo de repouso e tempo de escoamento

O angulo de repouso foi determinado através do escoamento livre de cerca de
10 g do extrato seco de T occidentalis através de um funil de dimensdes
padronizadas, cuja abertura de saida encontrava-se a 10 cm de altura sobre uma
superficie plana, contendo uma folha de papel milimetrado; onde foi formado um
cone de pd6. O angulo formado entre o cone e a superficie € chamado de angulo de
repouso, sendo obtido pelo calculo de sua tangente através da relacéo entre a altura
(h) e o raio (r) do cone formado. Paralelamente ao angulo de repouso, foi
determinado o tempo necessario para o escoamento livre do extrato através do funil
(tempo de escoamento), utilizando-se um cronémetro digital, onde resultados acima

de 10 s sdo considerados com tempo de escoamento infinito (ALVES et al., 2008).

4.6 OBTENCAO DA FRACAO POLISSACARIDICA DE T. occidentalis

A fragdo polissacaridica foi isolada a partir da solugdo extrativa de T
occidentalis (4.4.1). Apos resfriamento a temperatura ambiente (25°C), a solugao
extrativa foi filtrada em algodao, e tratada com 0,24 mL de TCA 10% (v/v) para

remogao dos interferentes proteicos por centrifugacédo a 4000 rpm, por 15 min;
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seguida de tratamento do sobrenadante com etanol absoluto na proporgao 1:3
(sobrenadante: etanol absoluto), com subsequente centrifugagdo para precipitagéo
dos polissacarideos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado diluido em agua
destilada (10,0 mL). A solucao diluida de polissacarideos foi entdo congelada em
ultrafreezer a -90° + 5°C por 24 h, e em seguida, liofilizada (Liotop®) sob pressao de
24 ymm de Hg; vacuo 220 £ 2 Vca. por 96 h. O produto foi acondicionado em
frascos-ampola hermeticamente fechados e armazenados em dessecador de vidro

sob vacuo.

4.7 ANALISE QUALITATIVA DA COMPOSICAO DE MONOSSACARIDEOS DO
EXTRATO SECO E FRACAO E FRACAO POLISSACARIDICA DE T. occidentalis

4.7.1 Preparagao de amostras

A fragédo polissacaridica foi hidrolisada com 0,5 mL de acido trifluoracético
(TFA) 2 M em vial com tampa de rosca teflonada. As amostras foram secas sob uma
corrente de N2 a 50°C para eliminar o acido, em seguida dissolvidas em agua (0,5
mL) e tratadas com 2 mg de NaBH4 durante 4 h para redugdo dos monossacarideos.
Uma resina catidnica de acido forte foi adicionada para interromper a reacao e
remover o Na*. As amostras foram entdo secas sob uma corrente de N2, e em
seguida, dissolvidas em MeOH e novamente evaporadas sob uma corrente de N2
(repetido trés vezes) para eliminar o borato residual.

Os alditois foram acetilados durante 12 horas em 0,3 mL de anidrido acético e
piridina (1:1, v/v) a temperatura ambiente (~22°C), resultando nos acetatos de aditol,
que foram extraidos em cloroférmio (CHCI3) e lavados em 5% de sulfato de cobre
pentahidratado (CuS04.5H20). O CHCI3 foi evaporado a temperatura ambiente, e
entdo as amostras levadas para analise em Cromatografo Gasoso acoplado com
Espectrémetro de Massas (CG-MS).
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4.7.2 Analise em CG-MS

Os acetatos de alditol foram analisados em CG-MS Varian® modelo Saturn
2000, equipado com coluna capilar de silica fundida DB-225 MS (30 m, 0,25 mm d.i.,
e 0,25 m de espessura do filme) e detector tipo lon Trap, com ionizagcao por elétrons
(El) a 70 eV. O hélio (He) 5.0 analitico foi utilizado como gas de arraste, a um fluxo
de 1 mL/min. A temperatura do forno foi programada de 50 a 220° a 40°C/min; e as
temperaturas do injetor e detector foram, ambos de 220°C. Os acetatos de alditol
foram identificados com base em seus espectros de massas obtidos pela ionizagcao

de elétrons e padrdes auténticos (Sigma-Aldrich).

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOESTIMULANTE DO EXTRATO SECO E
FRACAO POLISSACARIDICA DE T. occidentalis

4.8.1 Amostras

Foram utilizados esplendécitos de camundongos e Células Mononucleares do
Sangue Periférico (PBMCs) de cidadaos sadios, para avaliagdo de viabilidade

celular e determinagao dos niveis de citocinas no sobrenadante de cultura in vitro.

4.8.1.1 Estudo experimental com camundongos BALB/c

Foram utilizados 7 camundongos BALB/c, do sexo feminino, com uma média
de 38-40 dias de vida, e provenientes do biotério do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA) da UFPE. O procedimento com os animais so foi iniciado apés
aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa Experimental com Animais do Centro de
Ciéncias Biologicas (CCB) da UFPE, processo n° 23076.025207/2014-12.
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4.8.1.2 Estudo experimental com PBMCs

As PBMCs foram obtidas de 4 voluntarios clinicamente saudaveis escolhidos
de forma aleatéria na UFPE. Todos declararam nao serem fumantes ou ter
consumido qualquer tipo de medicacdo nos 15 dias que antecederam a coleta das
amostras. Para coleta da amostra foi necessaria a pungdo de 12 mL de sangue
venoso em tubos de heparina, com uso de materiais descartaveis e antissepsia
adequada, por profissional habilitado. O procedimento com os individuos s6 foi
iniciado apds aprovacédo no Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Centro de Ciéncias da Saude (CCS), sob o processo n°® 21991713.3.0000.5208.

4.8.2 Processamento das amostras

4.8.2.1 Preparacao dos esplendcitos

Apbs o sacrificio dos animais com gas carbdnico (CO2), o bagco de cada
camundongo foi extraido e transferido em uma Placa de Petri contendo Meio RPMI-
1640 (Gibco) para ser triturado e as células desagregadas. As suspensodes celulares
obtidas de cada baco foram filtradas em um Cell Strainer 40pm nylon (BD
Bioscience) e transferidas em seguida para tubos de centrifuga tipo Falcon 50 ml
para recuperacdo dos esplendcitos. Os concentrados de bago foram entdo
centrifugados a 300 G, 10 minutos, aceleragao 6, freio 4. Quando necessario, 0
precipitado de células foi tratado com a solugdo 1X RBC lysis Buffer (eBioscience)
para lisar as células vermelhas presentes. Os esplendcitos foram contatos em
Camera de Neubauer e a viabilidade celular determinada pelo método de excluséo
por coloragao trypan blue, em que as células mortas aparecem em azul. Foram

utilizadas apenas as células esplénicas cuja viabilidade foi superior a 98%.
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4.8.2.2 Preparagao dos PBMCs

As PBMCs foram isoladas a partir do sangue dos pacientes por centrifugagao
com Ficoll Paque (GE Healthcare Bio-Science). Em seguida, as PBMCs foram
recuperadas para tubos de centrifugagcdo com RPMI 1640 (Gibco) e centrifugadas
300-350 G, 20 minutos, aceleragao 6, freio 4 para lavagem das mesmas, sendo este
processo realizado 2 vezes. Posteriormente, as células foram contadas em Camara
de Neubauer e a viabilidade celular determinada pelo método de exclusdo por
coloragdo trypan blue, em que as células mortas aparecem em azul. Foram

utilizadas apenas as PBMCs cuja viabilidade foi superior a 98%.

4.8.3 Avaliagao de citotoxicidade

4.8.3.1 Avaliacao de citotoxicidade

Para o estudo citotoxico realizado através do MTT, foram testados em
triplicata os extratos secos de T. occidentalis nas concentracdes de 10, 50, 100, 200
e 500 pg/mL para esplendcitos de BALBs, ja para a avaliagdo em PBMCs, as
concentragbes se repetiram, exceto a concentragdo de 500 pg/mL. Assim como,
para as fragdes de polissacarideos, foram avaliados os efeitos citotdxicos utilizando
as seguintes concentragdes de 5, 25, 50, 100 e 250 pg/mL. Em placas de 96 pogos
foram colocadas 2x10° células de esplendcitos e 5 x 105 de PBMCs. Apds 48 horas
em estufa a 5% de COza 37°C, foi adicionada a solugdo de MTT (0,5 mg/mL), e
incubado por 3 horas. Em seguida, foi adicionada a solugdo de Dodecil sulfato de
sédio (SDS) a 20% para dissolugdo do precipitado. A absorbancia foi lida em

espectrofotdbmetro de placa a 570 nm, apds 24 horas.
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4.8.4 Cultura celular

Esplendcitos e PBMCs foram cultivados em placas de 24 pocos de fundo
chato (1x108 células por pogo) em Meio RPMI 1640(Gibco®) suplementado com
10% de soro bovino fetal (Gibco), 10mM de &cido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinoetanossulfénico (HEPES) (Gibco) e 200 U/mL de penicilina e
estreptomicina (Gibco). As células de esplendcitos foram estimuladas com o controle
positivo, a lectina Concavalina A (ConA) a 5ug/mL, e com os extratos e as fragdes
nas concentragdes escolhidas apos o teste de citotoxicidade. As PBMCs foram
estimuladas com o controle positivo Phorbol 12 myristate 13 acetate (PMA) 100
ng/mL (Sigma) + lonomicina 1ug/mL (Sigma), e com os extratos e as fra¢cdes nas
concentragdes escolhidas apos o teste de citotoxicidade. As placas foram incubadas
em estufa a 37°C em 5% CO2 e apdés 48 horas o sobrenadante da cultura foi

coletado para avaliagao da atividade imunomoduladora.

4.8.5 Doseamento de citocinas

A avaliacdo da atividade imunomoduladora foi realizada através da
quantificacdo das citocinas presentes nos sobrenadantes das culturas celulares
(esplendcitos e PBMCs), apds estimulo, durante 24 e 48 h, com seus respectivos
controles positivos e com o extrato seco (10, 50, 100 e 200 pg/mL) e fragcado de
polissacarideos de T. occidentalis (5, 25, 50, 100 e 250 pg/ mL).

O método utilizado para quantificacdo das citocinas no sobrenadante de
cultura de esplendcitos e PBMCs foi o Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
tipo sanduiche, seguindo as informagbes recomendadas pelos fornecedores. O
espectrofotometro utilizado foi o BioTek EL808, e a diferenga das absorbancias nos
comprimentos de 450-570nm foi utilizada para calculo da concentracao.

As citocinas avaliadas no sobrenadante de cultura de esplenécitos foram: IL-6
(BD Biosciences®), IL-17A (eBiosciences®), IL-22 (eBiosciences®) e IL-10 (BD
Biosciences®). Seus limites inferiores de detecgdo foram de 7,8 pg/mL; 3,9 pg/mL;
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3,9 pg/mL e 15.6 pg/mL, respectivamente. Ja as citocinas avaliadas no
sobrenadante de cultura de PBMCs foram: IL-1B (BD Biosciences®), IL-6 (BD
Biosciences®), IL-2 (eBiosciences®) e Interferon-gama  (INF-y) (BD
Biosciences®).Seus limites inferiores de detecgdo foram de 1,9 pg/mL; 4,69 pg/mL;

1,5 pg/mL e 4.69 pg/mL, respectivamente.

4.8.6 Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos pela média de trés determinacdes. A analise
estatistica foi realizada através do teste t-student (duas vias) Mann-Whitney. Os
resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p<0,05. Os
testes estatisticos e graficos foram realizados através do programa GraphPad

Prism® versao 5.0.

4.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO SECO E FRACAO
POLISSACARIDICA DE T. occidentalis

O estresse oxidativo € um processo complexo que envolve diferentes
espécies reativas e varios mecanismos, nos quais muitas etapas estdo envolvidas,

por isso, a avaliagdo de substancias antioxidantes deve ser realizada por meio de
diferentes métodos (SANTANA et al., 2013). Neste sentido, cinco métodos (DPPH?®,

ABTS*t, TBARS, OH* e NO) foram aplicados para avaliar a capacidade antioxidante
do extrato seco e fracdo polissacaridica de T. occidentalis. Para efeito de
comparagao utilizou-se, como padrdao de referéncia antioxidante em todos os
ensaios, o 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico (Trolox®), um
analogo sintético da vitamina E com propriedade antioxidante bastante conhecida
(controle positivo). O Trolox® tem vantagem sobre os outros antioxidantes que sdo
apenas lipossoluveis, como a vitamina E devido ao seu moderado efeito

hidrossoluvel, além de ser um excelente protetor contra a lipoperoxidagao
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(FERREIRA, 2008). E o controle negativo foi realizado apenas com o veiculo Tween
80 a 0,05% dissolvido em solugao salina 0,9%, usado para emulsificar o extrato seco
e a fracdo polissacaridica de T. occidentalis durante os experimentos in vitro.
Adicionalmente, todos os ensaios foram realizados nas dependéncias do Laboratério
de Pesquisa em Neuroquimica Experimental do Programa de Pds-graduagdo em

Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

4.9.1 Sequestro do radical DPPH*

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH*, foi

utilizada a metodologia descrita por Silva e colaboradores (2005), com modificagdes.

Uma mistura reacional contendo 2,7 mL da solugéo etandlica de DPPH*® (40 pg/mL)
e o extrato seco ou fragédo polissacaridica de T. occidentalis nas concentragdes (0,9;
1,8; 3,6; 54 e 7,2 pg/mL) foi agitada vigorosamente e incubada a temperatura
ambiente na auséncia de luz durante 30 minutos. A absorvancia das amostras foi

determinada em espectrofotdmetro, em A = 517 nm, e expressos como percentagem

de sequestro do radical DPPH* pela equagéao 6:

% de SequeStro dO radical DPPH. = {(Asistema —Amistura reacional) X 100}/Asistema (Eq 6)

Onde: Asistema = absorvancia inicial da solugédo etandlica de DPPH?®; Amistura reacional = absorvancia da
mistura reacional contendo o radical DPPH® e as concentragbes do extrato seco ou fragao

polissacaridica de T. occidentalis.

Para tanto, a concentragdo efetiva (CE;,) do extrato seco e da fragéo
polissacaridica de T. occidentalis necessaria para inibir o radical DPPH* foi
determinada em 50%. O mesmo procedimento experimental foi utilizado para o

padrao Trolox® nas mesmas concentracdes das amostras em estudo.
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4.9.2 Sequestro do radical (ABTS")

O sequestro do radical ABTS** é um método antioxidante convencional,

simples e extensivamente utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de um

determinado composto (FLOEGEL et al., 2011). Neste método, o radical ABTS** de
coloragao azul/verde é produzido por meio da oxidacdo da solucdo de ABTS pelo
persulfato de potassio (NIKI, 2010). De modo geral, a capacidade antioxidante é
determinada pela eliminagado do radical catidbnico gerado (DU et al., 2014), sendo
monitorada pelo desaparecimento da coloragéo e redugao da absorvancia a 734 nm
(NIKI, 2010).

Com o proposito de, avaliar a atividade antioxidante do extrato e fragéo

polissacaridica de T. occidentalis, o método do ABTS** foi utilizado de acordo com a

metodologia descrita por Re e colaboradores (1999), contudo, com modificagdes.

Inicialmente, o cation radical ABTS** foi formado a partir da reacdo de 5 mL de uma
solucdo 7 mM de ABTS com 88 uL de uma solugdo 2,45 mM de persulfato de
potassio (K2S20s). A mistura foi incubada a temperatura ambiente e na auséncia de

luz por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a solugdo de ABTS** foi diluida em
etanol até ser obtida uma solugdo com absorvancia de 1,00+ 0,05, em A = 734 nm.
Em ambiente escuro e a temperatura ambiente foram transferidas varias

concentragbes do extrato seco ou da fragdo polissacaridica de T. occidentalis (0,9;

1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ug/mL) para tubos de ensaio contendo 1960 L do radical ABTS"*.
Apdés 6 minutos de reagdo, a absorvancia das amostras foi determinada em
espectrofotometro, em A = 734 nm, e os resultados foram expressos como

percentagem de sequestro do radical ABTSe<+ pela equagao 7:

% SequeStro dO radical ABTS.+ = {(Asistema - Amistura reacional) X 100}/ Asistema (Eq 7)

Onde: Asistema = absorvancia inicial da solugdo etandlica de ABTS**; Anmistura reacional = @absorvancia da
mistura reacional contendo o radical ABTS** e as concentragbes do extrato seco ou fragdo
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polissacaridica de T. occidentalis.

Foi determinada a concentragdo efetiva (CE;,) do extrato seco e fragdo
polissacaridica de T. occidentalis necessaria para reduzir a absorvancia do radical
ABTS*+ em 50%. O mesmo procedimento experimental foi utilizado para o padrao

Trolox® nas mesmas concentragdes das amostras em estudo.

4.9.3 Inibicao da peroxidagao lipidica — Método de determinagao de TBARS

Para avaliagdo da capacidade antioxidante pela inibicdo da peroxidagao
lipidica, foi realizado o método TBARS, conforme Guimardes e colaboradores
(2010); sendo o homogenato da gema de ovo (1%, m/v) em tampao fosfato 50 mM
(pH 7,4) usado como substrato rico em lipidios. Deste homogenato, 0,5 mL foi
sonicado e homogeneizado com diferentes concentragcdes do extrato seco e da
fracdo polissacaridica de T. occidentalis (0,9, 1,8, 3,6, 54 e 7,2 mg/mL). A
peroxidacao lipidica foi induzida pela adicdo de 0,1 mL de solugcédo de
dihidrocloridrato de 2,2’-azobis 2-metilpropinamida (AAPH) 0,12 M. A reacgao foi
realizada durante 30 minutos a 37 °C. Apés resfriamento, as amostras (0,5 mL)
foram centrifugadas com 0,5 mL de TCA (15%) a 1200 rpm por 10 minutos. Uma
aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionada a 0,5 mL de TBA (0,67%) e
aquecido a 97°C durante 15 minutos. Apds o resfriamento, as absorvancias dos
tubos contendo diferentes concentragdes das amostras foram medidas a 532 nm
utilizando um espectrofotometro.

Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo da peroxidagao
lipidica, com base na diminuicdo dos niveis de TBARS formadas pelo AAPH,

conforme pela equagao 8:
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% de inibigdo da peroxidacgao lipidica = {(Asistema — Amistura reacional) X 100}/ Asistema
(Eq.8)
Onde: Asistema = absorvancia da peroxidagéao lipidica induzido pelo AAPH sem as amostras em

estudo; Amistura reacional = absorvancia da peroxidacdo lipidica induzido pelo AAPH com as
concentragdes do extrato seco ou fragéo polissacaridica de T. occidentalis.

Foi determinada a concentragéo efetiva (CE,;) do extrato seco e da fragéo
polissacaridica de T. occidentalis necessaria para inibir a peroxidagéo lipidica em
50%. O mesmo procedimento experimental foi utilizado para o padrdo Trolox® nas

mesmas concentragcdoes das amostras em estudo.

4.9.4 Sequestro do radical OH®

Para a avaliagao da capacidade antioxidante contra o radical OH*® gerado pela
reacdo de Fenton, foi utilizada a metodologia descrita por Lopes e colaboradores
(1999), com modificagdes. Varias concentragcdes do extrato seco ou fragdo
polissacaridica de T. occidentalis (0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ug/mL) foram adicionadas a
mistura da reacdo de Fenton contendo 6 mM de sulfato ferroso (FeSO4), 5 mM de 2-
desoxirribose, 100 mM de perdxido de hidrogénio (H202) e 20 mM de tampéo fosfato
(pH 7,4). A reacao foi realizada a temperatura ambiente, durante 15 minutos, e
estacionada pela adigéo de acido fosforico (Hz3PO4) a 4% (v/v) seguido por TBA a 1%
(m/v), em hidréxido de sédio (NaOH) 50 mM. Logo apds, a mistura reacional foi
aquecida durante 1 hora a 37 °C e entdo arrefecida a temperatura ambiente. A

absorvancia das amostras foi determinada em espectrofotémetro, a 532 nm. Os

resultados foram expressos em percentagem de sequestro do radical OH*, com base

na inibicdo da degradacgao da 2-desoxirribose, pela equagao 9:
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% SequeStro dO radical OH. = {(Asistema - Amistura reacional) X 100}/ Asistema (qu)

Onde: Asistema = absorvancia inicial do sistema gerador de radicais hidroxila (reagdo de Fenton) sem
as amostras em estudo; Amistura reacional = absorvancia da mistura reacional contendo a mistura da

reagao de Fenton e as concentragdes do extrato seco ou fragado polissacaridica de T. occidentalis.

Foi determinada a concentragdo efetiva (CE;,) do extrato seco e da fragéo
polissacaridica de T. occidentalis necessaria para inibir a degradagcdo da 2-
desoxirribose em 50%. O mesmo procedimento experimental foi utilizado para o

padrao Trolox® nas mesmas concentragdes das amostras em estudo.

4.9.5 Sequestro do NO

Nesta avaliagao, o NO foi produzido a partir da decomposicédo espontanea de
nitroprussiato de sodio (NPS) 20 mM em tampao fosfato (pH 7,4). Uma vez gerado,

o NO interage com oxigénio para produzir ions NO, , os quais foram medidos pela

reacao de Griess conforme método de Basu e Hazra (2006). A mistura reacional (1,0
mL) contendo NPS 10 mM em tampéao fosfato e varias concentragbes do extrato
seco ou fragdo polissacaridica de T. occidentalis (0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 yg/mL) foi
incubada a 37 °C por 1 hora. Uma aliquota de 0,5 mL foi retirada e homogeneizada
com 0,5 mL do reagente de Griess (sulfanilamida 1% em &cido fosférico a 5% e N-
(1-naftil)etilenodiamina a 0,1% em agua).

A absorvancia das amostras foi determinada em espectrofotdmetro, a 540 nm.

Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo de NO, com base na

inibigdo da formacgé&o de ions NO, , conforme demonstrado na equag&o 10:

% de inibicdo da NO = {(Asistema — Anmistura reacional) X 100}/ Asistema (Eq10)

Onde: Asistema = absorvancia do veiculo com o NPS em tampao fosfato; Amistura reacional = @bsorvancia da
mistura reacional contendo NPS em tampao fosfato e as concentragbes do extrato seco ou fragao
polissacaridica de T. occidentalis.
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Foi determinada a concentracdo efetiva (CE;,) do extrato seco e da fragdo
polissacaridica de T. occidentalis necessaria para inibir a produgao de ions NO, em
50%. O mesmo procedimento experimental foi utilizado para o padrdo Trolox® nas

mesmas concentragcdes das amostras em estudo.

4.9.6 Analise estatistica

Os resultados da avaliagdo da propriedade antioxidante do extrato seco e da
fragdo polissacaridica de T. occidentalis foram expressos pela média de trés
determinacgdes. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA one way, seguido
pelo teste t-Student-Newman—Keuls como post hoc teste. Os resultados foram
considerados estatisticamente significantes quando p<0,05. Os valores da
concentragéo efetiva 50% (CE5,) foram obtidos por regresséo néo linear utilizando o

programa GraphPad 5.01e.
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5. RESULTADOS E
DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL (T. occidentalis)

5.1.1 Obtencao da droga vegetal (estabilizagcao, secagem e pulverizagao)

As partes aéreas de T. occidentalis apresentaram um rendimento de secagem

de 54,4%.

5.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA DOSEAMENTO DE
POLISSACARIDEOS TOTAIS DAS PARTES AEREAS DE T. occidentalis

5.2.1 Validagdao do método analitico

Na Figura 6 estdo apresentados os espectros de varredura obtidos para as
amostras da solugdo-teste com e sem adicdo do reagente de antrona, em
comparagao com os espectros dos padrboes de glicose e quercetina, apos adicao do
reagente. Os dados apresentados permitiram observar que ndo ha similaridade
importante entre os espectros da solugido-teste e da glicose, com o da quercetina,
confirmando entdo que o comprimento de onda de 625 nm selecionado para o

método representa satisfatoriamente o marcador eleito para a espécie.
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Figura 6 - Espectros de varredura obtidos na anélise de especificidade do método de antrona para
determinacao dos polissacarideos de T. occidentalis.

3 -
Amostra sem antrona
—— Amostra com antrona
- .= Glucose com antrona
2 ——— Quercetina com antrona

Absorvancia (UA)

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autor

Para avaliar a linearidade da resposta analitica, foi executada regresséo linear
para as curvas obtidas a partir de cinco concentragdes da solugao extrativa nas
regides de 0,1 a 0,25 g/mL e cinco aliquotas da solucao-teste na faixa de 0,2 a 0,6
mL. Os dados da regressado obtidos pelo método dos minimos quadrados
apresentaram valores de coeficientes de determinagado (R?) de 0,9987 e 0,9945 para
a solugao extrativa e solugao-teste, respectivamente, denotando que mais de 99%
(99,87 e 99,45%, respectivamente), da variabilidade experimental é explicada
satisfatoriamente pelas equacgdes propostas (y = 1,5067x + 0,1661, para a solugéo
extrativa, e y = 8,4345x - 0,0956, para solugao-teste), comprovando a relagéo linear
entre 0 aumento da concentragdo do analito e a resposta espectrofotométrica. Os
dados permitiram afirmar que o desempenho do método atende aos requisitos
preconizados para analise desse parametro.

Considerando os limites de detecgdo (LD) e de quantificacédo (LQ), os

resultados encontrados foram 0,052 e 0,175 mg/g, e 0,053 e 0,177 mg/g para
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solugéo extrativa e solugéo-teste, respectivamente. Com esses resultados, verificou-
se que os procedimentos proporcionam resposta espectrofotométrica com
sensibilidade para detecgdo e quantificagdo dos polissacarideos totais de T
occidentalis com a confiabilidade desejada.

Quanto a robustez, o método apresentou consideravel resisténcia a pequenas
e deliberadas modificagcdes as condicdes efetuadas nos ensaios, uma vez que todos
os F calculados foram menores que os F tabelados ao se utilizar ANOVA de uma
entrada (ANOVA One-Way) e t calculados menores que os t tabelados ao se utilizar
Teste t-Student como tratamento estatistico. Os resultados das analises estao

sumarizados na tabela 5.

Tabela 5- Robustez do método de antrona para determinagdao dos polissacarideos de T.
occidentalis.

Parametros Variaveis Tempo Média Analise
(min) (mg/g) = dp estatistica

Fabricante do Quimex® - 3,02 £0,10 t calculado: 0,86
alcool etilico Alphatec® - 3,08 + 0,07 t tabelado: 2,78
Fabricante do Proquimicos® - 3,02 +0,10 t calculado: 0,37
H2SO4 Vetec® - 2,98 £0,09 t tabelado: 2,78
4 2,91 + 0,15 F calculado- 0,82
Desproteinizagao 5 2,98 £0,03 F tabelada: 5,14

Tempo de 6 3,03+0,12
centrifugacéao 14 2,95 £ 0,05 F calculado: 4,48
Precipitagdo dos 15 2,98 £0,03 F tabelada: 5,14

polissacarideos 16 2,90 £ 0,01
Marca da 5810 R - 2,79 t 0,07 t calculado- 1,83
centrifuga Eppendorf® - 2,87 +0,01 t tabelado: 2,78

Excelsa 2 Fanen®

Legenda: dp — desvio padrao.

O método propiciou ainda resposta espectrofotométrica precisa nos dois
niveis analisados: repetitividade e precisdo intermediaria (Tabela 6). Quanto ao
parametro repetitividade, o resultado apresentou resposta média em polissacarideos
totais de 3,14 mg/g e CV% de 4,78%, um valor abaixo do maximo de 5%
preconizado pela RE n°899 (BRASIL, 2003) e de 15% para material vegetal
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(BRASIL, 2013). Quanto ao parametro precisdo intermediaria, foi demonstrado,
através do tratamento estatistico por ANOVA de duas entradas (ANOVA two-way),
que os procedimentos foram precisos para as analises realizadas por analistas

diferentes em um mesmo dia e em dias diferentes (p < 0,05) (Tabela 6).

Tabela 6- Precisdo intermediaria do método de antrona para determinacdo dos
polissacarideos de T. occidentalis.

Dia 1 Dia 2 Analista Dia

Analista 1 3,16 + 0,09 (mg/g) 3,21 + 0,05 (mg/qg) F calculado: 0,71 F calculado: 5,32

Analista?2 3,11 + 0,09 (mg/g) 3,20 + 0,02 (mg/g) F tabelado: 2,84 F tabelado: 5,32

A exatidao do método, calculada pelo teste de recuperacgao, foi avaliada sob
dois aspectos: a capacidade de extragao do analito e a repetibilidade das respostas
(Tabela 7). De acordo com os dados obtidos, ndo houve interferéncia significativa do
método sobre a recuperagao dos polissacarideos, pois as respostas apresentaram-
se bastante exatas, com taxas de recuperagdo dentro dos limites desejaveis
(proximos a 100%), e confirmadas através do baixo CV%, em todos os niveis
testados (BRASIL, 2003) (Tabela 7).

Tabela 7- Teste de recuperagdo do método de antrona para determinacdo dos
polissacarideos de T. occidentalis.

Solugao Valor teérico Valor real Recuperagao (%)
extrativa (g/mL) (ng/mL) (ng/mL) * dp (CV%)
0,15 3,00 2,99 +£0,04 (1,46) 99,81
0,20 3,59 3,51 £ 0,02 (0,49) 97,85
0,25 4,41 4,31 £ 0,03 (0,78) 97,76

Legenda: dp — desvio padrdo; CV — Coeficiente de variagao.
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53 OTlMlZAQAO DA EXTRAQAO DE POLISSACARIDEOS DAS PARTES
AEREAS DE T. occidentalis

A otimizagcdo da extracdo de polissacarideos das partes aéreas de T.
occidentalis foi realizada em duas etapas, sendo a primeira um experimento de fator
unico para selecionar os 3 niveis de temperatura e tempo de extragcdo a serem
empregados no planejamento fatorial 32 (segunda etapa), além da melhor proporgao
droga vegetal: agua para a Thuja. Os resultados e discussédo realizada estao

descritos a seguir.

5.3.1 Experimento de fator-tunico

O efeito da temperatura sobre a extracao dos polissacarideos totais de T.
occidentalis esta demonstrado na Figura 7. Para avaliagdo, foram selecionados os
seguintes pontos 70, 75, 80, 85, 90 e 95°C, com base em estudos prévios e dados
da literatura (JIANG et al., 2010; TANG et al., 2011; TIAN et al., 2011; YE & JIANG,
2011, JIN et al., 2012; LUO, 2012); enquanto as outras condi¢des foram mantidas

constantes (tempo de 2,5 h e proporgao de droga vegetal: dgua de 3 g para 30 mL.
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Figura 7 - Efeito de diferentes temperaturas sobre a extracdo dos polissacarideos de T. occidentalis.
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Fonte: Autor

Legenda: TP - Teor de Polissacarideos; TE - Temperatura de Extracao.

Na Figura 7, pode ser observado que, com o aumento da temperatura, o teor
polissacarideos aumentou gradualmente de 70 até 95°C, estando esta tendéncia em
concordancia com relatos de outros autores (WU et al., 2007; JIANG et al., 2010;
TANG et al., 2011; TIAN et al., 2011; YE & JIANG, 2011, JIN et al., 2012; LUO,
2012), possivelmente em virtude de sua maior solubilidade em temperaturas
elevadas (WU et al., 2007; TAN et al., 2011). Contudo, entre 90 e 95°C o aumento
nao foi estatisticamente significativo, conforme demostrado pelo teste t Student, com
t calculado (1,73) < t tabelado (2,78), estando em concordancia com outros relatos
cientificos (SUN et al., 2011). Portanto, a temperatura de 90°C foi selecionada como
ponto central para o planejamento fatorial.

Além da temperatura, o tempo de extracdo € um importante fator que afeta a
eficiéncia de extragcdo dos polissacarideos (SUN et al., 2011), de modo que o efeito
de diferentes intervalos (1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,0 h) foram avaliados para

T. occidentalis, baseando em estudos prévios e dados da literatura (JIANG et al.,
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2010; TANG et al., 2011; TIAN et al., 2011; YE & JIANG, 2011, JIN et al., 2012; LUO,
2012); enquanto as demais condigbes foram mantidas constantes (temperatura de

80°C e proporgéao de droga vegetal: agua de 3 g para 30 mL).

Figura 8 - Efeito de diferentes tempos sobre a extracdo dos polissacarideos totais de T. occidentalis.

—
L=}

TP (mg/g)

L

n
(431

1 2 3 -

Tempo de extracio (h)
Fonte: Autor

Legenda: TP — Teor de Polissacarideos.

Conforme demonstrado na Figura 8, o teor de polissacarideos acompanhou o
aumento do tempo de extracdo até 4,5 h, tendo em vista, que quanto maior a
duragdo da extracdo, maior a tendéncia de solubilizacdo dos polissacarideos em
agua (WU et al., 2007; TAN et al.,, 2011; TANG et al.,, 2011) devido ao tempo
requerido para sua liberacdo a partir do material vegetal (YE & JIANG, 2011). No
entanto, apds 4,5 h a solubilizagdo dos polissacarideos atingiu um equilibrio,
havendo ainda um leve decréscimo no intervalo de 4,5 a 5,0 h. Embora esta
diferenga nao tenha sido estatisticamente significativa, como demonstrado pelo teste
t Student [t caiculado (1,73) < t tavbelado (2,78)], € possivel presumir que, a partir de 5,0 h,
esteja havendo um possivel inicio de degradagao térmica dos polissacarideos (TAN
et al., 2011; TANG et al., 2011; CHEN et al., 2012b). Portanto, o tempo de extragcéo
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escolhido como ponto central para o planejamento fatorial foi de 4,5 h (TAN et al.,
2011).

A razao solido: liquido tem um grande efeito sobre a taxa de extracéo de
polissacarideos (TANG et al., 2011). Portanto, com base em estudos prévios, o efeito
de diferentes propor¢des de droga vegetal: agua (1; 2; 3; 4 e 5 g para 30 mL) sobre
a extragdo dos polissacarideos de T. occidentalis, foi avaliado, empregando-se as
condigbes 6timas de temperatura (90°C) e tempo (4,5 h) de extragdo. Os resultados
encontram-se ilustrados nas Figuras 9 e 10. Enquanto na Figura 9 se observa uma
tendéncia crescente da extragdo, com o aumento da proporgdo de droga vegetal
empregada, na figura 10 é possivel verificar que o melhor rendimento de extracéo,
conforme o peso seco de T. occidentalis, foi obtido com a proporgéo de 4 g de droga
vegetal para 30 mL de agua, embora ndo tenha sido demonstrada uma diferenca
estatisticamente significativa entre 4 a 5 g para 30 mL, através do teste ANOVA
[Fealculado (2,26) < Fiabelado (5,14)].

Figura 9 - Efeito de diferentes proporcdoes de droga vegetal sobre o a extracdo dos
polissacarideos de T. occidentalis.
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Fonte: Autor

Legenda: TP — Teor de Polissacarideos.
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Figura 10: Efeito de diferentes propor¢des de droga vegetal sobre a extracdo dos
polissacarideos, considerando o peso seco de T. occidentalis.
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Fonte: Autor

Legenda: TP — Teor de Polissacarideos.

Levando-se isto em considerando e sabendo-se que o efeito da proporcao de
droga vegetal torna-se fraco quando a dissolugdo dos polissacarideos alcanga um
certo grau (TAN et al., 2011), somado ao fato de que amostras mais concentradas
apresentam menor molhabilidade pela agua, escolheu-se a propor¢ao de 4 g de
droga vegetal para cada 30 mL de agua, para obtencdo das solug¢des extrativas

empregadas no planejamento fatorial.

5.3.2 Metodologia de superficie de resposta- Planejamento Fatorial 32

A Metodologia de Superficie Resposta é uma ferramenta estatistica que
permite a avaliagdo simultanea de varios parametros de interagdes, empregando-se
um numero reduzido de ensaios experimentais (YE & JIANG et al, 2011; LUO, 2012;
MA et al., 2012; ZHU, LIU, 2013). De modo que tem sido aplicada com sucesso no

desenvolvimento e otimizacdo de extracdo de compostos naturais (YE & JIANG et
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al, 2011; ZHU, LIU, 2013), tendo em vista a otimizagcado de processos que envolvem
multiplas variaveis, e que podem interagir entre si, como verificado nos processos
extrativos, pode ser insuficiente através da avaliagdo de uma unica variavel por vez
(MA et al., 2012).

Por este motivo, a Metodologia de Superficie Resposta, empregando o
planejamento fatorial 32, aumentado de 2 pontos centrais, foi utilizada para
determinacao dos niveis 6timos de temperatura e tempo da extragdo aquosa de T.
occidentalis; através da avaliacdo das possiveis interagbes existentes entre os
fatores tempo e temperatura de extragcéo (variaveis independentes), sobre a variavel
resposta (variavel dependente) teor de polissacarideos.

A matriz de planejamento experimental esta apresentada na Tabela 8,
acompanhada dos resultados experimentais encontrados. Os niveis de tempo (4,0;
4,5; 5,0 h) e temperatura (85; 90; 95 °C) foram selecionados com base nos
resultados dos experimentos de fator-unico. Sendo empregada a proporgdo de
droga vegetal: agua de 4 g para 30 mL, por ser a propor¢ao mais viavel para

obtencao da solugao extrativa nas condigdes supracitadas.

Tabela 8- Matriz do planejamento experimental 32 para avaliagdo das variaveis influentes na
extragcdo de polissacarideos de T. occidentalis.

Variavel
. Variaveis codificadas Variaveis naturais resposta
Ensaio
Tempo
Temp (°C) (h) Temp (°C) Tempo (h) TP (mg/g) * dp

1 -1,00000 -1,00000 85 4,0 4,88 £0,12
2 -1,00000 0,00000 85 4,5 5,27 £ 0,10
3 -1,00000 1,00000 85 5,0 6,46 + 0,02
4 0,00000 -1,00000 90 4,0 5,65 + 0,05
5 0,00000 0,00000 90 4,5 6,21 £ 0,06
6 0,00000 1,00000 90 5,0 5,90 £ 0,06
7 1,00000 -1,00000 95 4,0 8,30 £ 0,08
8 1,00000 0,00000 95 4,5 8,06 £ 0,10
9 1,00000 1,00000 95 5,0 7,10 £ 0,03
10 0,00000 0,00000 90 4.5 6,12 + 0,06
11 0,00000 0,00000 90 4,5 6,17 + 0,09

Legenda: Temp — Temperatura; TP — Teor de polissacarideos; dp — Desvio padréo.
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Os resultados experimentais, dispostos na Tabela 8, apontam que a
temperatura de 95°C e tempo de 4,0 h foram as melhores condi¢cdes para extracao
aquosa dos polissacarideos de T. occidentalis. Contudo para uma observagao mais
apropriada sobre os efeitos exercidos pelos fatores temperatura e tempo e suas
interacdes sobre o teor de polissacarideos; os dados foram analisados através do
diagrama de Pareto (Figura 11) e do grafico de Superficie de Resposta (Figura 12).

O diagrama de Pareto apresentado na Figura 11 indica que, nas condi¢des
estudadas, o aumento da temperatura e do tempo exerceram efeito positivo sobre o
teor de polissacarideos, sendo a temperatura o fator mais significativo do ponto de
vista estatistico e, portanto, o que mais favoreceu o processo extrativo. Isto foi
constatado a partir da linha tracejada vertical do diagrama, que indica o valor minimo
para que se observe esta significAncia estatistica, sendo o efeito mais expressivo

quanto mais a direita dessa linha ele estiver (MARQUES, 2011).

Figura 11 - Diagrama de Pareto de efeitos padronizados obtido pelo planejamento fatorial 32,
tendo como fatores a temperatura e o tempo de extracdo e, como variavel resposta o teor de
polissacarideos de T. occidentalis.

(1) Temperatura (°C) ('L) 652,234

1Lz 2L -30,9996

(1) Temperatura (°C) (Q) 26,3296

1ILx2Q 9.742954

1Qx2Q 7,292751

(2) Tempo (h) (L) 5 78164

(2) Tempo (W) (Q) 3 843136

|?’331533
|
L

1QL

Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)

Fonte: Autor

Legenda: L — Interacgéo linear; Q — Interagdo quadratica. *O ponto, no qual os efeitos estimados foram
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estatisticamente significativos (p=0,05) é indicado por uma linha tracejada vertical.

Por outro lado, a interagdo da temperatura e do tempo exerceu efeito negativo
sobre a extracdo, de modo que o aumento simultaneo desses fatores favoreceu a
reducdo do teor de polissacarideos. Isto porque o elevado tempo de extracdo em
temperaturas elevadas, pode afetar a estrutura molecular dos polissacarideos, bem
como degrradar-lhes, conforme ja relatado por outros autores (TAN et al., 2011;
TANG et al., 2011; CHEN et al., 2012b).

Por fim, foi possivel verificar que dentre todas as interagdes, apenas a
interagdo Temperatura? x Tempo (1Q x 2L) nado foi significativa; de modo que os
dados foram reavaliados retirando o termo nao significativo. Como resultado, a
equagao polinomial de segundo grau (equagao 11), que demonstrou a relagao entre

o teor de polissacarideos e as variaveis avaliadas foi obtido da seguinte forma:

TP =6,17 + 1,39x + 0,497x2 + 0,106y - 0,387y?- 0,696xy - 0,379xy? + 0,412x2y?
(Eq. 11)

Onde: TP = Teor de polissacarideos, x = Temperatura e y = Tempo
Corroborando com os resultados analisados pelo diagrama de Pareto, o

grafico de Superficie de Resposta (Figura 12) permitiu uma melhor visualizagdo do

efeito e interacbes das variaveis.
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Figura 12 - Grafico de Superficie Resposta obtido pelo planejamento fatorial 32,
tendo como fatores a temperatura e o tempo de extracdo e, como variavel
resposta o teor de polissacarideos de T. occidentalis.

TP (mg's)

Fonte: Autor

Legenda: TP — Teor de polissacarideos. *O grau de significancia de cada efeito é visualizado através
dainclinagao da reta.

Através do Grafico de Superficie de Resposta (Figura 12), foi possivel
verificar, o efeito positivo que o tempo e a temperatura exercem isoladamente sobre
a extracéo de polissacarideos de T. occidentallis, através da inclinagdo da reta para
cada um dos parametros, sendo a temperatura o fator mais significativo. Ja no que
diz respeito a interagdo desses fatores, foi possivel constatar que o longo tempo de
extragdo em temperaturas elevadas propiciou uma redugdo do teor de
polissacarideos, possivelmente devido aos processos de degradagao (TAN et al.,
2011; TANG et al., 2011; CHEN et al., 2012b).

Por fim, visando assegurar a adequagao do modelo, foram realizados testes
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para a avaliagdo da significancia do modelo de regresséo e para falta de ajuste
(Tabela 9).

Tabela 9- Analise de variancia para o0 modelo quadratico de superficie de resposta obtido a
partir do planejamento fatorial 32.

SS al MS F
(1) Temperatura (°C)(L) 23,4537 1 23,4537 3873,16
(1) Temperatura (°C)(Q) 4,1979 1 4,1979 693,24
(2) Tempo (h)(L) 0,2024 1 0,2024 3342
(2) Tempo (h)(Q) 0,0894 1 0,0894 14,77
1L x 2L 58191 1 58191 960,97
1L x 2Q 0,5748 1 0,5748 94,92
1Q x 2Q 0,3220 1 0,3220 53,18
Falta de ajuste 0,0032 1 0,0032 0,53
Erro puro 0,1453 24 0,0060
Total SS 34,4001 32

Legenda: R? = 0,99568; R? ajustado = 0,99447; SS = Soma dos quadrados; gl = graus de liberdade;
MS = Média dos quadrados.

O valor de 0,00325 para a falta de ajuste indica que a falta de ajustamento é
insignificante em relagcado ao erro puro, demonstrando que a equagao do modelo foi
adequada para prever o rendimento da extragdo dos polissacarideos dentro da
gama de variaveis experimentais. Além disso, a adequagdo do modelo foi
confirmada pelo R2. No presente estudo, o valor de R2 (0,9957) foi préximo de 1,0; o
que implica que 99,57% da variabilidade nos dados pode ser explicado pelo modelo;
confirmando que o modelo foi altamente significativo. Portanto, levando-se em
consideragao os resultados apresentados, e que o método de extracéo ideal deve
ser capaz de produzir grandes quantidades de polissacarideos e nao ser destrutivo,
com um menor tempo de extracdo; as condi¢cdes otimas evidenciadas pelo modelo

foram: temperatura de 95°C e tempo de 4,0 h; com teor médio de 8,30 + 0,08 mg/g.
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5.4 CARACTERIZACAO DA SOLUCAO EXTRATIVA DE T. occidentalis

A caracterizacdo da solucdo extrativa de T. occidentalis foi realizada para
auxiliar no estabelecimento de parametros para seu controle de qualidade, estando

os resultados sumarizados na Tabela 10.

Tabela 10- Caracterizagado da solugao extrativa de T. occidentalis.

Propriedade Média
pH 5,12
Densidade relativa 0,91 g/mL
Residuo seco 2,89 %
Polissacarideos totais 8,30 mg/g (p/p)

5.5 OBTENGCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO DE T. occidentalis

A partir do processo de secagem por liofilizacdo da solugéo extrativa de T.
occidentalis foi possivel obter extrato seco com rendimento de secagem aproximado
de 9%. Em seguida, foram realizados ensaios de caracterizagao, cujos resultados e

discuss&o encontram-se descritos a seguir.

5.5.1 Descrigcao macroscopica

O extrato seco de T. occidentalis apresentou-se visualmente como p6é marrom
claro, com aspecto brilhoso e odor caracteristico (Figura 13). Além disso, de leve e

facilmente aglomeravel, devido a higroscopicidade.
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Figura 13 - Aspecto macroscopicos do extrato seco de T. occidentalis.

Fonte: Autor

5.5.2 Analise em MEV

O extrato seco de T. occidentalis apresentou superficie irregular, aglomerados
continuos e auséncia de particulas definidas, conforme demonstrado nas

fotomicrogafias obtidas por MEV (Figura 14).

Figura 14 - Fotomicrografia, por microscopia eletronica de varredura, do extrato seco de T. occidentalis, sob
aumento de 100 (A), 600 (B) e 1600 vezes (C).

Fonte: Autor
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5.5.3 Determinacgao de pH

O pH do extrato seco de T. occidentalis disperso em agua foi 5,39 £ 0,01.

5.5.4 Determinacao do tamanho de particula por granulometria a laser

A avaliacdo do tamanho de particulas é de extrema importancia para a
caracterizagdo de insumos farmacéuticos ativos (IFAs) utilizados no
desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas, tais como comprimidos, tendo em
vista que o tamanho dos pds pode interferir nas suas propriedades de fluxo, sendo
entdo um fator critico para os processos de mistura, compactacdo e enchimento
durante o processamento industrial (SARRAGUCA, 2010; ONG, 2014).

Conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira 5% ed. (2010), a
determinacao de tamanho de particulas deve ser obtida a partir da retencado destas
em tamises com aberturas de malhas distintas, utilizando-se em torno de 25 g de
material. No entanto, nota-se que este procedimento € inviavel quando dispde-se de
quantidade de amostra inferior ao exigido, sendo possivel utilizar alternativamente a
granulometria a laser, uma técnica ja aplicada e difundida na literatura para
caracterizagao de IFAs (VIEIRA et al., 2013), e eleita como padréao internacional (ISO
13.320-1, 1999), tendo demonstrado correlagdo com o método farmacopeico
supracitado, tal como avaliado por Byung-Man e colaboradores (2008).

Desta forma, o tamanho de particulas do extrato seco de T. occidentalis foi
determinado por granulometria a laser, sendo observado, através da figura 15, que
houve uma maior concentragcéo de pos correspondentes aos tamanhos de particula
de 87,99 ym (7,4%), 73,99 ym (10,8%), 62,22 ym (12,8%), 52,32 ym (12,6%), 44,00
um (10,2%), 37,00 ym (7,6%) e 31,11 pm (5,8%); sendo o didmetro médio das
particulas de 56,95 pm.

Se for tomado como base a classificagdo de tamanho de particula presente
na Farmacopeia Brasileira (2010), o extrato seco de T. occidentalis pode ser
classificado como um po6 fino, uma vez que passou quase em sua totalidade (97,9%)
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pelo tamis com abertura nominal de malha de 180 um.

Levando em consideragao que particulas finas apresentam maior propensao
a adsorcao de umidade e, por conseguinte, podem levar a formag¢ao de aglomerados
de particulas (BELLAMY; NORDON; LITTLEJOHN, 2008); e que ainda promovem
uma maior coesividade dos poés diminuindo suas propriedades de fluxo, e
promovendo uma maior friccdo entre as particulas (ONG, 2014), verifica-se a
necessidade da utilizacdo de excipientes capazes de anular ou mesmo minimizar
estas caracteristicas, para um emprego viavel do extrato seco de T. occidentalis

como IFA no desenvolvimento de medicamentos.

Figura 15 - Distribuicdo do tamanho de particulas do extrato seco de T. occidentalis.
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Fonte: Autor

5.5.5 Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IV)

O espectro de FT-IR do extrato seco de T. occidentalis, demonstrado na
Figura 16, apresenta bandas de absor¢cédo caracteristicas dos principais grupos

funcionais dos polissacarideos. Dentre elas, a banda larga em 3.284,07 cm™' é
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atribuida ao estiramento axial da ligagédo entre oxigénio e hidrogénio do grupo OH ;
enquanto a banda em 2.927,03 cm™' corresponde ao estiramento assimétrico das
ligacbes C-H, estando as bandas de deformac&o angular na regido de 1300 a 1400
cm™' (SANTOS et al., 2010; JIN et al., 2012; MA et al., 2012). Pode-se observar
ainda a deformacgdo aromatica C=C em 1601,99 cm-' (LIMA, 2012); e a presencga de
grupos éter, que correspondem as ligagdes glicosidicas (C-O-C) em bandas com
absorgéo entre 1000-1200 cm-' (SANTOS et al., 2010; MA et al., 2012).

Figura 16 - Espectro de infravermelho do extrato seco de T. occidentalis.
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Fonte: Autor

5.5.6 Caracterizacao térmica

A curva termogravimétrica (TG) do extrato seco de T. occidentalis demonstrou
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dois eventos de perda de massa; o primeiro referente a perda de agua na faixa de
28-95°C (Am = 4,8%), e o segundo a decomposi¢ao térmica que se inicia por volta
de 120°C, com o percentual de perda de massa total de 81,8% até a temperatura
final de 600°C (Figura 17). Este resultado evidencia entdo a necessidade do controle
de temperatura, até cerca de 120°C, no processamento dessa matéria-prima
vegetal; de modo que pode ser utilizado para estabelecer parametros para o
desenvolvimento de produtos fitoterapicos a partir dessa espécie, ajudando a
garantir a sua qualidade e, por conseguinte, a sua seguranca e eficacia
(FERNANDES et al., 2013; SANTOS, 2013).

Figura 17 - Curvas de TG e DTG do extrato seco de T. occidentalis.
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Fonte: Autor

5.5.7 Determinagao da area superficial especifica e porosidade do extrato seco

A determinacao da area superficial especifica, tamanho e volume de poros é
bastante relevante para caracterizagao fisica dos materiais particulados (SANTANA
et al., 2012). Na industria farmacéutica, por exemplo, o controle da area figura
superficial de farmacos € importante para obtengdo de misturas homogéneas de
granulos e pés, assim como para obtengédo das propriedades de fluxo necessarias
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para producéo de capsulas e comprimidos (SILVA, 2010). Por sua vez, a porosidade
também exerce um grande efeito nas propriedades mecéanicas dos materiais
particulados (resisténcia a tensao, dureza e deformagao); assim como influéncia as
suas caracteristicas de dissolucao e capacidade de retencao de agua (SANTANA et
al., 2012).

Levando em consideragao a classificagdo dos poros da IUPAC [microporos (<
20 A), mesoporos (entre 20 A e 500 A) e macroporos (> 500 A)] (SANTANA et al.,
2012), os resultados obtidos neste estudo para o extrato seco de T. occidentalis
demonstram que o produto analisado possui mesoporos, com area superficial
definida de 75,62 m?/g; e volume e tamanho de poro de 0,066 cm3/g e 35,18 A,
respectivamente.

No que diz respeito a molhabilidade, o extrato seco de T. occidentalis
apresentou caracteristicas adequadas para ser utilizado como insumo vegetal na
obtencgao de formas farmacéuticas solidas (SANTOS, 2010), devido ao tamanho dos
poros e elevada area superficial, serem fatores contribuintes para o aumento de sua
solubilidade, e consequentemente, biodisponibilidade (SILVA, 2010; SANTOS,
2013).

5.5.8 Determinacao da higroscopicidade

Os extratos secos vegetais geralmente s&o higroscépicos e apresentam
baixas propriedades reoldgicas, de compressibilidade e compactabilidade, fazendo-
se necessario o uso de adjuvantes de secagem, a fim de aumentar sua estabilidade
fisico-quimica e caracteristicas tecnologicas (TUYEN; NGUYEN & ROACH, 2010;
GALLO et al., 2011). Isto porque teores de umidade acima do especificado podem
possibilitar o desenvolvimento de fungos e bactérias, a deterioragdo de constituintes
quimicos através de reagdes quimicas hidroliticas e/ou enzimaticas (MARQUES et
al., 2012) e alteragao das caracteristicas reoldgicas do produto que séo essenciais
no desenvolvimento de uma formulagdo farmacéutica solida (SANTOS, 2013). Por

estes motivos, as propriedades higroscépicas do extrato seco de T. occidentalis
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foram avaliadas pela sor¢do de agua em diferentes condi¢ées de umidade (UR de
25,70 e 100 £ 5 %) e em fungado do tempo (Figura 18).

Figura 18 - Perfil de higroscopicidade do extrato seco de T. occidentalis.
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Conforme demonstrado na Figura 18, foi observado que a absor¢édo de agua
pelas amostras submetidas aos ambientes com UR controlada de 70 e 100 £ 5%,
aumentou em funcdo do teor de umidade e do tempo de exposi¢ao, tal como
demonstrado por Santos (2013). Enquanto no ambiente com UR 70 + 5%, o
aumento de massa foi mais 11% nas primeiras 48 h, subindo até 30 % nos dias
subsequentes; no ambiente com UR 100 £ 5, o aumento foi de 35% nas primeiras 24
h, subindo até 109% (Figura 18). Além do aumento de massa, observou-se formagao
de grumos e leves alteragbes de cor a partir das primeiras 48 e 24 h para as
amostras submetidas a UR de 70 e 100 + 5%, respectivamente, reforcando que a
absor¢cdo de agua foi bastante significativa e a necessidade dos adjuvantes de
secagem para obtengdo de uma matéria-prima padronizada a base de T.

occidentalis.
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Quanto ao ambiente com UR de 25%, houve uma leve reduc¢ao do peso das
amostras, devido a capacidade de sor¢do de agua pela silica, demonstrando a
importancia do armazenamento dos extratos seco nessas condigbes (SANTOS,
2013). Vale salientar, contudo, que os valores de higroscopicidade obtidos nao
devem ser considerados absolutos, visto que as amostras ndo estavam

acondicionadas em embalagem primaria, conforme descrito por Santos (2013).

5.5.9 Determinacgao de polissacarideos totais

O teor de polissacarideos do extrato seco de T. occidentalis determinado pelo
método de antrona foi de 501,02 + 11,77 pg/g, que equivale a 0,05% de

polissacarideos totais.

5.5.10 Propriedades de compactagao, angulo repouso e tempo de escoamento

O extrato seco de T. occidentalis apresentou capacidade de compactacao de
11 mL, indicando que o0 mesmo encontra-se adequado para manipulacdo de formas
solidas. Isto porque valores acima de 20 mL dificultam enchimento de camaras ou de
capsulas. Em contrapartida, os indices, FH e IC, avaliados a partir da dar e dcp
(Tabela 11) demonstraram as deficientes propriedades reoldgicas do extrato seco.
Pois para o FH, valores menores que 1,25 indicam bom fluxo; valores maiores que
1,5 indicam fluxo ruim; e valores entre 1,25 e 1,5 exigem a adigdo de lubrificantes

para melhorar o escoamento (ALVES et al., 2008).

Tabela 11- Propriedade de compactacao do extrato seco de T. occidentalis.

Propriedade Média
Densidade aparente 0,250 g/ mL
Densidade compactada 0,345 g/mL
Fator de Hausner (FH) 1,38
indice de Carr (IC) 27,54 %
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E importante destacar que estes indices sdo determinagdes pontuais,
exprimindo apenas o potencial de compactagao/compresséo, e nao a facilidade ou
velocidade com que estas ocorrem. Para este tipo de avaliagdo, analisamos o
angulo de repouso e o tempo de escoamento. O angulo de repouso € um parametro
que tem como finalidade avaliar a dificuldade que um pé tem para fluir livremente
através de um orificio para uma superficie livre (ALVES et al., 2008). O resultado
encontrado para a tangente entre altura e raio formado pelo escoamento do pé
formou um angulo de 35,18°, com tempo de escoamento infinito. Estes valores
indicam que o extrato apresenta baixa propriedade de fluxo para desenvolvimento
farmacotécnico. Pois, considera-se que um pdé tem boas propriedades de
escoamento quando possui angulo de repouso igual ou inferior a 30°. Enquanto

angulos superiores a 40° sugerem dificil fluxo (ALVES et al., 2008).

5.6 OBTENCAO DA FRACAO POLISSACARIDICA DE T. occidentalis

A fracdo polissacaridica de T. occidentalis foi liofilizada, apresentando-se
como po leve, de cor levemente amarelada e aspecto brilhoso, conforme

demonstrado na Figura 19.
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Figura 19 - Aspecto macroscépico da fracdo polissacaridica liofilizada de T.
occidentalis.
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5.7 ANALISE DA COMPOSICAO DE MONOSSACARIDEOS DO EXTRATO SECO
E FRACAO POLISSACARIDICA DE T. occidentalis

A analise estrutural dos polissacarideos tem recebido muita atencdo nos
ultimos anos, tendo como um dos objetivos a compreensao e correlagdo com suas
acdes farmacologicas (SCOPARO et al., 2013). Levando em consideragcao que a
espécie T. occidentalis possui diversas propriedades ja relatadas na literatura, e que
muitas tém sido atribuidas aos polissacarideos (GOHLA et al., 1992; BODINET et al.,
2002; DUBEY; BATRA, 2008a; DUBEY; BATRA, 2008b; DUBEY; BATRA, 2009a;
DUBEY; BATRA, 2009b; DUBEY; BATRA, 2009c; TSIRI et al., 2009; SUNILA &
HAMSA, 2006; SUNILA; HAMSA; KUTTAN, 2011), avaliamos neste estudo a
composicao de monossacarideos presente tanto no extrato seco, como na fragao
polissacaridica de T. occidentalis, através de GC-MS.

Os resultados descritos na Tabela 12 mostram que as amostras apresentaram
a mesma composicdo de monossacarideos, embora com percentuais distintos.

Enquanto no extrato seco foi predominante a presenca de glicose, seguida de
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manose e arabinose; na fracdo polissacaridica destacou-se a manose, seguida de
arabinose e glicose. E possivel que estas variacdes sejam provenientes da natureza
das amostras, tendo em vista que a fracdo polissacaridica possui menos
interferentes relacionados a outros metabdlitos, os quais, estdo presentes de forma
heterogénea no extrato. Estes resultados inéditos poderao entéo ser utilizados como
base para realizagao de estudos mais aprofundados acerca da analise estrutural dos

polissacarideos presentes em T. occidentalis.

Tabela 12- Teor de monossacarideos do extrato seco e fragdo polissacaridica de T.
occidentalis

Monossacarideo/amostra Extrato seco (%) Fracao polissacaridica (%)

Ramnose 11,3 9,0
Fucose 0,0 0,0
Arabinose 12,7 22,7
Xilose 0,0 0,0
Manose 17,6 35,3
Galactose 7,8 12,0
Glicose 50,6 21,2

5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOESTIMULANTE DO EXTRATO SECO E
FRACAO POLISSACARIDICA DE T. occidentalis

5.8.1 Avaliagao de citotoxicidade

Para avaliacdo da citotoxicidade foram testados extratos e fracbes aquosos
em variadas concentragdes, tanto em esplendcitos de Balbs, quanto em PBMCs,
onde através da técnica de MTT, observaram-se resultados promissores.

Na figura 20, pode-se verificar que o tratamento utilizando o extrato de T.
occidentalis foi benéfico para a manutencdo da vida nas PBMCs, em funcido de
todas as concentragdes dos extratos demonstrarem-se atoxicas quando comparado

ao controle, resultando em viabilidade celular superior a 95% para todas as
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concentracdes testadas.

Adicionalmente, é perceptivel notar que com a elevacao da concentracao do
extrato aquoso, ocorre uma diminuigao da viabilidade celular, porém 0 mesmo nao é
representado na concentragdo de 200 ug/mL, pois apresentou uma média de
viabilidade de 104,54%, resultando no melhor efeito positivo, enquanto que na
concentracdo de 100 pg/mL, é constado a média mais baixa do grupo de

concentragdes com 95,77%.

Figura 20 - Avaliacdo da citotoxicidade em cultura de PBMCs apds exposi¢do ao extrato
seco de polissacarideos de T. occidentalis.
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Legenda: Avaliagdo de citotoxicidade por MTT em cultura de PBMCs apoés 48 h de exposi¢cdo ao
extrato seco de T. occidentalis. O controle negativo utilizado corresponde apenas as células em meio
de cultura.

Da mesma forma, também constatou-se que houve similaridade entre os
resultados verificados tanto para o extrato aquoso, como também para a fragao rica
em polissacarideos. Na figura 21, estédo representados os resultados mensurados do
efeito protetor decorrente do contato das PBMCs com a fracdo polissacaridica.

Evidenciando que a fracdo polissacaridica de T. occidentalis nao promove dano
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significativo as células, uma vez que todas as concentragdes apresentaram média
de viabilidade superior a 95%, com destaque para a concentragéo de 100 ug/mL que
promoveu uma sobrevivéncia celular de 103,98% quando comparado ao controle.
Semelhantemente, o menor estimulo por parte da fragdo, conservou-se bastante
elevada, em virtude de 5 yg/mL de fragéo, ter sido suficiente para incitar uma
viabilidade de 97,17%.

Figura 21 - Avaliacdo da citotoxicidade em cultura de PBMCs apds exposi¢ao a
fracdo polissacarideos de T. occidentalis.
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Legenda: Avaliacao de citotoxicidade por MTT em cultura de PBMCs apés 48 h de exposicéo a fragao
de polissacarideos de T. occidentalis. O controle negativo utilizado corresponde apenas as células em
meio de cultura.

Outrossim, os ensaios de citotoxicidade realizados em esplendcitos de
BALBs, também se comportaram de forma semelhante ao ocorrido nas PBMCs.
Conforme os resultados expostos nas Figuras 22 (extrato seco) e 23 (fracdo de
polissacarideos), foi observado que todas as amostras propiciaram superior
viabilidade celular em relagéo ao controle. Enquanto que para o extrato (figura 22), o

aumento da viabilidade apresentou-se acima de 105% para todas as concentragoes
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testadas, com maior percentual apresentado para a amostra de 100 pg/mL (120%);
para a fragao (figura 23), o aumento foi superior a 118%, sendo o0 maior percentual

apresentado para a amostra de 100 pyg/mL (129%).

Figura 22 - Avaliacdo da citotoxicidade em esplendcitos de BALBs ap6s pré-tratamento
com extrato seco de T. occidentalis
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Legenda: Avaliagdo de citotoxicidade por MTT em cultura de esplendcitos de BALBs apos 48 h de
exposicao ao extrato seco de T. occidentalis. O controle negativo utilizado corresponde apenas as
células em meio de cultura.
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Figura 23 - Avaliacdo da citotoxicidade em esplendcitos de BALBs apds pré-
tratamento com fragdo polissacaridica de T. occidentalis.
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Legenda: Avaliagdo de citotoxicidade por MTT em cultura de esplendcitos de BALBs apds 48 h de
exposicao a fracdo de polissacarideos de T. occidentalis. O controle negativo utilizado corresponde
apenas as células em meio de cultura.
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Estes resultados indicam, portanto, que tanto o extrato seco, como as fragées
de polissacarideos de T. occidentalis, em todas as concentra¢gdes testadas, nao
apresentaram toxidez ao microambiente celular, sendo entdo utilizadas na avaliagao

imunoestimulante, descrita a seqguir.

5.8.2 Determinacgao de citocinas

As citocinas sao proteinas de baixo peso molecular produzidas por diferentes
tipos celulares do sistema imune, sendo sua produ¢do desencadeada quando as
células sao ativadas por diferentes estimulos, como agentes infecciosos ou tumores
(BILATE, 2007; TONET, 2008). Existem citocinas que funcionam primariamente

como indutoras de inflamagao (citocinas proé-inflamatdrias), sejam as derivadas de
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células da resposta imune inata, como € o caso da IL-6 e IL-1B, ou de células de
padrao Th1: IL-2 e IFN-y ou Th17: IL-17A e IL-22; enquanto outras atuam na contra-
regulacao (citocinas anti-inflamatdrias), sintetizadas principalmente por células do
perfil Th2: IL-6 e IL-10 (IVANOV et al, 2006; CIANCIARULLO et a., 2008; ORSATTI,
2009). No presente estudo, a modulacao de IL-6, IL-17A, IL-22 e IL-10 pelo extrato e
fragdo polissacaridica de T. occidentalis foi avaliada pelo teste ELISA em culturas de
esplendcitos de BALBs; enquanto a modulagao de IL-1B, IL-6, IL-2 e IFN-y foi
avaliada pelo teste ELISA em culturas de PBMCs.

Para a IL-6 (Figura 24) foi demonstrada modulac¢édo positiva tanto pelo extrato,
como pela fracdo polissacaridica, para todas as concentracdes testadas, sendo a
maior expressao determinada para o extrato na concentragao de 200 ug/mL apés 24
h (45,9 pg/mL — Figura 24A) e 48 h (53,6 pg/mL — Figura 24B) de exposigao; e para
a fracdo na concentragéo de 100 pg/mL apds 24 h (55,0 pg/mL — Figura 24C) e de
50 pg/mL 48 h (49,3 pg/mL — Figura 24D), contudo vale ressaltar que néo houve

significancia estatistica.
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Figura 24 - Determinagdo de IL-6 em cultura de esplendcitos de BALB ap6s exposicao ao extrato
seco e fracdo de polissacarideos de T. occidentalis.
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Legenda: Determinagdo de IL-6 em cultura de esplendcitos de BALB apos 24 h (A) e 48 h (B) de
exposicao ao extrato seco; e apods 24 h (C) e 48 h (D) de exposigao a fragédo de polissacarideos de T.
occidentalis; IL-6 — Interleucina 6; CoA — Concavalina. A analise estatistica foi realizada utilizando
teste t Student, duas vias (Mann Whitney test). Nao houve significancia estatistica para todas as
amostras (p>0,05).

Para a IL-17A, conforme pode ser observado na Figura 25, ndo houve
modulagdo positiva, exceto para o extrato na concentragédo de 100 ug/mL (243,6
pg/mL — Figura 25B) e para a fragdo na concentragédo de 25 pg/mL (100,2 pg/mL —
Figura 25D) apdés 48h de exposicdo as amostras, embora sem significancia
estatistica. A IL-17A é um membro familia IL-17 (IL-17 ou IL-17A, IL-17B,-17C, -17D,
-17E ou -25, -17F (NORMANTON; MARTI, 2013), tendo sido escolhida para este

estudo em virtude de ser a mais comumente associada a linhagem Th17 e, nao raro,
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referida apenas como IL-17 (KORN et al., 2009). Varios autores relataram que a IL-
17A tem um papel na protegdo de organismos contra bactérias e fungos
extracelulares devido a sua capacidade de recrutar neutréfilos para as areas
infectadas (YE ET AL., 2001; LOONG ET AL., 2002; WEAVER ET AL., 2007; MARTI
ET AL., 2009; NORMANTON; MARTI, 2013). Mas, em virtude dos resultados pouco
expressivos demonstrados neste estudo, sugere-se que o extrato seco e fracéo
polissacaridica de T. occidentalis nao exergam uma modulagao significativa sobre a
IL-17A.

Figura 25 - Determinacdo de IL-17A em cultura de esplendcitos de BALB ap6s exposicdo ao
extrato seco e fracdo de polissacarideos de T. occidentalis.
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Fonte: Autor

Legenda: A — Determinagao de IL-17A em cultura de esplendcitos de BALB apds 24 h (A) e 48 h (B)
de exposicdo ao extrato seco; e apds 24 h (C) e 48 h (D) de exposicdo a fragdo de polissacarideos de
T. occidentalis; IL-17A — Interleucina 17A; CoA — Concavalina. A analise estatistica foi realizada
utilizando teste t Student, duas vias (Mann Whitney test). Nao houve significancia estatistica para
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todas as amostras (p>0,05).

Ja para a IL-22 (Figura 26), outra citocina expressa em células Th17, nao foi
demonstrada modulagéo positiva significativa para nenhuma amostra, em nenhum
tempo avaliado, sendo a expressao da citocina (7,8 pg/mL) préxima ao seu limite
inferior de deteccgao (3,9 pg/mL). A IL-22 é uma citocina pré-inflamatéria conhecida
por ativar células epiteliais, fortalecendo, assim, o sistema imune do hospedeiro
contra patégenos bacterianos (ZHENG et al.,, 2008). No entanto, foi comprovado

uma fraca atuacido dessas amostras sobre esta citocina.

Figura 26 - Determinagdo de IL-22 em cultura de esplendcitos de BALB ap6s exposi¢do ao extrato
seco e fracao de polissacarideos de T. occidentalis.
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Legenda: A — Determinagdo de IL-22 em cultura de esplendcitos de BALB apds 24 h (A) e 48 h (B) de
exposigao ao extrato seco; e apos 24 h (C) e 48 h (D) de exposigéo a fragéo de polissacarideos de T.
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occidentalis; IL-22 — Interleucina 22; CoA — Concavalina. A analise estatistica foi realizada utilizando
teste t Student, duas vias (Mann Whitney test). Nao houve significancia estatistica para todas as
amostras (p>0,05).

Por sua vez, a expressao de IL-10 (Figura 27) também nao foi significativa
para nenhuma das amostras. O efeito principal da IL-10 € inibir a sintese de outras
citocinas, como as ILs-2 e -12 (citocinas pré-inflamatérias). Além disso também atua
inibindo a proliferagao de células Th1 e diminuindo sua fungao citolitica e secretora
de citocinas; facilitando assim o desenvolvimento de respostas via Th2
(THOMPSON-SNIPES et al., 1991).

Figura 27 - Determinacdo de IL-10 em cultura de esplenécitos de BALB ap6s exposicdo ao extrato
seco e fracdo de polissacarideos de T. occidentalis.
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Legenda: A — Determinagéo de IL-10 em cultura de esplendcitos de BALB apds 24 h (A) e 48 h (B) de
exposicao ao extrato seco; e apds 24 h (C) e 48 h (D) de exposicao a fragdo de polissacarideos de T.
occidentalis; IL-10 — Interleucina 10; CoA — Concavalina. A andlise estatistica foi realizada utilizando
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teste t Student, duas vias (Mann Whitney test). Nao houve significancia estatistica para todas as
amostras (p>0,05).

No que diz respeito aos resultados do perfil de modulagado de IL-2 e INF-y em
PBMCs pelo extrato seco e fragdo polissacaridica de T. occidentalis ndo houve
aumento significativo da expressédo destas citocinas pro-inflamatérias, como pode
ser observado, na Figuras 28. Contudo vale ressaltar que para a IL-2 houve apenas
uma discreta expressao para a fragdo na concentragao de 250 ug/mL (40,66 pg/mL
— Figura 28B), embora sem significancia estatistica. Estas duas citocinas
desempenham um importante papel na regulacdo da resposta imunologica celular,
desempenhando fung¢des efetoras da resposta imunologica de ativagcdo e
proliferacdo celular, acbes caracteristicas de células do perfil Th1 de linfécitos
auxiliares. Além disso, a INF-y em associagdo com a IL-2, tem a capacidade de
ativar células CD8+, as quais tém como principal funcdo a atividade citotoxica
antigeno-especifica (TONET, 2008; OLIVEIRA et al., 2011).
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Figura 28 - Determinagdo de IL-2 e INF-y em cultura PBMCs apds exposicdo ao extrato seco e fracao
de polissacarideos de T. occidentalis.
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Legenda: Determinagao de IL-2 em cultura de PBMCs apds 48 h de exposicao ao extrato seco (A) e
fracao polissacaridica (B) de T. occidentalis; Determinagdo de IFN-y em cultura de PBMCs ap6s 48 h
de exposigao ao extrato seco (C) e fragao polissacaridica (D) de T. occidentalis; IL-2 — Interleucina 2;
IFN-y — Interferon gama; PMA — Phorbol 12 myristate 13 acetate. A analise estatistica foi realizada
utilizando teste t Student, duas vias (Mann Whitney test). Nao houve significancia estatistica para

todas as amostras (p>0,05).

Ja para os resultados do perfil de modulagao de IL-1B8 e IL-6 em PBMCs foi
evidenciado um aumento de expressao, estatisticamente significativo, para todas as
concentracdes testadas da fracdo de polissacarideos, como pode ser observado, na
Figura 29, sendo a maior expresséo determinada para a concentragéo de 100 ug/mL
para IL-1B (718,79 pg/mL — Figura 29B) e de 250 ug/mL para IL-6 (16.224,8 pg/mL —
Figura 29D). Em relacao ao extrato foi verificada esta modulagao expressiva para as
concentragcbes de 10, 100 e 200 pg/mL na determinacdo de IL-1B, sendo a maior
expressao na concentragado de 200 ug/mL (572,24 pg/mL — Figura 29A) e 50 pg/mL
(11.747,3 pg/mL — Figura 29B), 100 ug/mL (13.276,5 pg/mL — Figura 29B) e 200
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pug/mL na determinacéo de IL-6 (14.269,4 pg/mL — Figura 29B).

Figura 29 - Determinacdo de IL-1f3 e IL-6 em cultura PBMCs ap6s exposicdo ao extrato seco e fracdo
de polissacarideos de T. occidentalis.
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Legenda: Determinagéo de IL-1B em cultura de PBMCs apés 48 h de exposi¢do ao extrato seco (A) e
fragcao polissacaridica (B) de T. occidentalis; Determinacao de IL-6 em cultura de PBMCs apés 48 h
de exposicao ao extrato seco (C) e fragédo polissacaridica (D) de T. occidentalis; IL-13 — Interleucina
1B; IL6 — Interleucina 6; PMA — Phorbol 12 myristate 13 acetate. A analise estatistica foi realizada
utilizando teste t Student, duas vias (Mann Whitney test). Houve significancia estatistica para todas as
amostras da fragdo de polissacarideos (p<0,05) e para o extrato seco nas concentragbes de 100
pg/mL (IL-1B) e 100-200 ug/mL (IL-6).

Estes resultados indicam uma importante agcao destas amostras na imunidade
inata, tendo em vista que a IL-1- é reconhecida como uma citocina pro-inflamatéria
fundamental, secretada principalmente por macréfagos (LEE et al., 2012), tendo
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como uma de suas principais funcdes na resposta inflamatoria a inducéao da sintese
de proteinas plasmaticas de fase aguda. Além disso, também atua recrutando
neutréfilos e induzindo a expressdo de molécula de adesao endotelial, sendo este,
um mecanismo essencial para a adesado de leucécitos na superficie endotelial e
posterior migracao para os tecidos (ORSATTI, 2009).

Somado a isto, estes dados ainda indicam que as amostras podem
apresentar uma acao relevante no controle da imunidade, devido as fun¢des da IL-6.
Esta citocina atua tanto na imunidade inata quanto na adaptativa, sendo sintetizada
por varias células (macrofagos, linfocitos, células endoteliais e fibroblastos, musculo-
esqueléticas, dentre outras), e associada ao controle e coordenagao de respostas do
sistema imunologico, além de atuar nos sistemas hematopoiético, nervoso e
enddcrino e participar do metabolismo 6sseo. Na imunidade inata, ela estimula a
sintese de proteinas da fase aguda pelo figado, atuando na resposta de fase aguda.
Entretanto, na imunidade adaptativa, ela estimula o crescimento de células B, que se
diferenciam em produtoras de anticorpos, e estimula a proliferagcdo e ativacdo das
células T (ORSATTI, 2009). Além disso, sugere-se que uma das principais funcdes
da IL-6 seja a auto-limitagdo da resposta inflamatoria, tendo em vista que exerce
acao inibidora na expressido das citocinas pro-inflamatérias. Assim, a IL-6
concomitantemente regula atividades pro- e anti-inflamatérias, contribuindo tanto
para o desenvolvimento quanto para a resolu¢ao da resposta inflamatoéria (ORSATTI,
2009). Diante dos resultados apresentados, constatou-se que o extrato seco e a
fragdo polissacaridica de T. occidentalis exerceram modulagdo positiva significativa
para as ILs -1B e -6, indicando que podem atuar como importantes reguladores do

sistema imune.
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5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO SECO E FRAGAO
POLISSACARIDICA DE T. occidentalis

5.1.1 Sequestro do radical DPPH*

A capacidade de sequestro do radical DPPH* pelo extrato seco e fragao
polissacaridica de T. occidentalis foi avaliada. Os resultados obtidos demonstraram

que ambas as amostras, em todas as concentragdes empregadas (0,9 a 7,2 ug/mL),

reduziram de forma significativa (p<0,05) a concentragcdo do radical DPPH*

(sistema), conforme demostrado na Tabela 13 para o extrato seco e para a fragao

polissacaridica. De acordo com esse método, o sequestro do radical DPPH* pode
ocorrer pela transferéncia de atomos de hidrogénio formando moléculas estaveis de
DPPH2 (MUSA et al., 2013).

Tabela 13- Potencial antioxidante in vitro do extrato seco e fragdo polissacaridica de T.
occidentalis no sequestro do radical DPPH".

Concentragoes Sequestro do Radical DPPH* (%) * dp
(ug/mL) Extrato secode T. Fracao Trolox®
occidentalis polissacaridica

Controle 2,20+0,15 2,20+0,15 2,20+0,15

Sistema 100° 100 100°
0,9 47,05 £ 0,728b 20,19 £ 0,412 29,89 + 0,652
1,8 48,97 + 0,702 26,02 + 0,932° 48,36 + 0,652
3,6 52,28 + 2,572 35,79 + 4,0820 62,28 + 1,922
5,4 60,90 + 2,472 46,14 £ 2,10 76,10 £ 0,762
7,2 72,94 + 2,182 50,83 + 2,712 89,34 + 0,322
CEso 1,64 7,02 1,93

Os valores representam a média + desvio padréo (dp) dos valores de inibicdo in vitro, dos
experimentos em duplicata (n = 3). "p<0,05 versus controle (Tween 80 0,05% dissolvido em
solugéo salina 0,9%) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); 2p<0,05 em
relagéo ao sistema (100% de radical DPPH*) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc
teste). Pp<0,05 em relagdo ao Trolox® (0,9-7,2 ug/mL) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como
post hoc teste).
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Quando os resultados foram comparados com o padr&o Trolox® nas mesmas
concentragbes avaliadas (0,9-7,2 pg/mL) (Tabela 13), foi verificado que apesar do
extrato seco, nas concentragdes de 3,6-7,2 ug/mL, ter apresentado resultado inferior
e estaticamente diferente em relagdo ao Trolox®, foi possivel observar que nao

houve diferencga significativa para o resultado na concentragao de 1,8 uyg/mL, e que o

sequestro do radical DPPH*® na concentragao de 0,9 pg/mL foi significativamente
maior. De modo que sua CEso (1,64 pg/mL) foi inferior a do padrao (1,93 ug/mL).

Ja para a fracdo polissacaridica, foi possivel observar que os resultados
antioxidantes foram inferiores e significativamente diferentes dos resultados
apresentado pelo Trolox® nas mesmas concentragbes; e que o extrato seco

apresentou uma maior capacidade antioxidante do que a fracdo polissacaridica.

Pois, além de apresentar um maior percentual de inibigdo do radical DPPH®, sua
CEso (1,64 pg/mL) foi 4 vezes inferior em relacdo a CEso da fragao (7,02 pg/mL). Isto
indica que apesar dos polissacarideos exercerem uma atividade antioxidante
significativa em relagcdo ao sistema empregado, outras substancias presentes no
extrato de T. occidentalis podem estar atuando em sinergia com os polissacarideos.
Uma situacdo que nao é incomum quando se trata de extratos vegetais, tendo em
vista que as plantas medicinais produzem diferentes substancias quimicas que
atuam biologicamente em conjunto, constituindo o que se conhece como
fitocomplexo, de tal maneira que o isolamento de principios ativos nao reproduz

obrigatoriamente o efeito desse conjunto de substancias (KLEIN et al., 2009).

5.1.2 Sequestro do radical ABTS**

No presente estudo, o efeito do extrato seco e fragdo polissacaridica de T.
occidentalis no sequestro do radical ABTS** foi avaliado, estando os resultados
apresentados na Tabela 14. Embora o mecanismo de sequestro do ABTS*t possa
ocorrer de modo similar ao do DPPH®*, através da transferéncia de atomos de

hidrogénio ou elétrons, formando moléculas estaveis de ABTS** (NIKI, 2010), os
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resultados obtidos neste método demonstraram um maior potencial antioxidante
tanto para o extrato seco, como para a fragdo polissacaridica (Tabela 14), com

reducao de forma significativa (p<0,05) da concentragdo da solugdo de radical

ABTS** (sistema) em todas as concentragbes avaliadas (0,9 a 7,2 pg/mL).
Foi verificado ainda que o extrato seco demonstrou ser um potente

antioxidante, tendo apresentado uma CEso (1,18 pg/mL) inferior a do Trolox® (1,65

ug/mL), além de ter exibido um maior percentual de remogéo do radical ABTS*t, em
todas as concentragbes avaliadas, sendo observada uma significancia estatistica
para as concentragdes de 1,8-5,4 ug/mL (Tabela 14). Para a fragdo polissacaridica
ndo houve diferenca significativa da capacidade antioxidante em relagdo ao Trolox®,
nas concentragcbes de 0,9-1,8 pg/mL. Contudo, considerando as demais
concentragbes (3,6-7,2 pg/mL), a fragdo nao representou, em sua totalidade, a
atividade do extrato, reforcando a ideia de que outros compostos possam estar

presentes atuando como antioxidantes, assim como demonstrado no meétodo do

DPPH".

Tabela 14- Potencial antioxidante in vitro do extrato seco e fragdo polissacaridica de T.
occidentalis no sequestro do radical ABTS**.

Concentragoes Sequestro do Radical ABTS** (%) + dp
(ng/mL)
Extrato secode T. Fracao Trolox®
occidentalis polissacaridica
Controle 2,20+ 0,15 2,20+ 0,15 2,20+ 0,15
Sistema 100" 100 100°
0,9 44,42 + 0,622 42,57 £ 3,772 37,31 £ 0,632
1,8 58,91 + 1,202 49,65 + 1,602 50,35 £ 0,722
3,6 75,70 £ 0,942 54,97 + 0,992° 65,85 £ 0,652
54 85,37 + 0,642 63,53 £ 0,472 76,13+ 0,172
7,2 88,95 + 1,982 71,62 £ 0,652 84,96 + 0,212
CEso 1,18 1,86 1,65

Os valores representam a média + desvio padrdao (dp) dos valores de inibicdo in vitro, dos

experimentos em duplicata (n = 3). "p<0,05 versus controle (Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo

salina 0,9%) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); 2p<0,05 em relagdo ao
sistema (100% de radical ABTS*+) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste). ®p<0,05
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em relagdo ao Trolox® (0,9-7,2 ug/mL) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

5.1.3 Inibicao da peroxidagao lipidica — método de determinacao de TBARS

No presente estudo a capacidade antioxidante do extrato seco e fragcéo de
polissacarideos de T. occidentalis na inibicdo da peroxidacéo lipidica foi realizada in
vitro utilizando homogenato da gema do ovo como fonte de lipideos, sendo a
oxidagao dos acidos graxos insaturados induzida pelo AAPH.

De acordo com os resultados obtidos, tanto o extrato seco quanto a fragao
polissacaridica (Tabela 15), em todas as concentragdes testadas, (0,9 a 7,2 ug/mL),
inibiram a peroxidagao lipidica de forma significativa (p<0,05), através da acéo
antioxidante sobre os radicais peroxilas gerados pelo AAPH e subsequente redugéo
dos niveis de TBARS em relagdo ao grupo AAPH sem as amostras em estudo

(sistema).

Tabela 15- Potencial antioxidante in vitro e do extrato seco e fragdo polissacaridica de T.
occidentalis na inibicao da peroxidacgao Lipidica pela diminuigdo dos niveis de TBARS.

Concentragoées Inibigao da Peroxidagao Lipidica (%) * dp
(ng/mL)
Extrato seco de T. Fragao Trolox®
occidentalis polissacaridica
Controle 2,20+ 0,15 2,20+£0,15 2,20+£0,15
AAPH 100" 100 100°
0,9 51,42 + 0,932 46,88 + 0,78% 60,89 £ 0,622
1,8 60,19 + 0,142 57,79 £ 0,742 63,63 £ 0,822
3,6 61,33 £ 0,572 60,66 + 0,322° 67,33 £ 0,63
54 62,60 + 0,122 60,16 + 0,302° 71,03 £ 0,492
7,2 68,77 £ 1,052 63,70 + 2,382 74,84 + 0,522
CEso 0,67 1,05 0,22

Os valores representam a média + desvio padrdo (dp) dos valores de inibicdo in vitro, dos

experimentos em duplicata (n = 3). "p<0,05 versus controle (Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo

salina 0,9%) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); 2p<0,05 em relagdo ao AAPH
(100% de TBARS) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste). °p<0,05 em relagéo ao
Trolox® (0,9-7,2 ug/mL) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).
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Quando os resultados foram comparados com o padr&o Trolox® nas mesmas
concentragbes avaliadas (0,9-7,2 ug/mL) (Tabela 15), foi verificado que tanto o
extrato seco como a fragdo polissacaridica apresentaram uma menor capacidade
antioxidante (Tabela 15). Apenas na concentragéo de 1,8 ug/mL para o extrato seco
ndo foi observado diferenga significativa em relagdo ao Trolox® na mesma
concentracdo. Contudo, apesar da resposta inferior ao padréao, foi possivel observar
que as amostras, sobretudo o extrato seco, exibiram percentuais de inibicdo da
peroxidagdo lipidica proximos aos do Trolox®, além de baixas concentragbes para
reducdo dos niveis de TBARS em 50%.

Da mesma forma que para T. occidentalis, varios extratos de plantas
medicinais tém demonstrado efeito inibitério contra a peroxidacao lipidica pelo
método de producdao de TBARS (LIMA et al., 2006; COSTA et al., 2012, JIN et al.,
2013; SANTANA et al., 2013). Esses resultados s&o bastante promissores, uma vez
que peroxidacéo lipidica € um processo envolvido em muitos eventos patolégicos e
que varios estudos tém demonstrado que os niveis de malonaldeido (MDA),
frequentemente medido como TBARS, séo elevados em associagao com fatores de

risco cardiovascular, hipertensdo, hiperlipidemia e diabetes (NASSER et al., 2011).

5.1.4 Sequestro do radical OH*

Para avaliagdo da capacidade antioxidante do extrato seco e fragao

polissacaridica de T. occidentalis foi utilizada a técnica de sequestro do radical OH".

De acordo com os resultados obtidos, tanto o extrato quanto a fracdo (Tabela 16)

atuaram sobre o sequestro de radicais OH* de forma significativa (p<0,05) em todas
as concentragdes avaliadas (0,9 a 7,2 pyg/mL).

Este método demonstrou ainda que o extrato seco de T. occidentalis em
baixas concentragdes pode ser considerada um potente antioxidante, pois sua CEsg
foi de 0,14 pug/mL, sendo esse valor 6 vezes menor do que a concentragao inicial da

amostra (0,9 ug/mL) e 5 vezes menor que a CEso do Trolox® (0,76 pg/mL) (Tabela
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16). Para a fragao polissacaridica, os resultados foram significativamente inferiores
ao do Trolox®, reforcando a ideia de que outros compostos com acgdo antioxidante
estdo presentes no extrato. Isto porque o modelo de utilizagdo do fitocomplexo é
bastante amplo, de modo que o uso terapéutico de uma planta medicinal esta
comumente associado a diversos componentes e ndo apenas a um principio ativo
presente na matriz vegetal (OLIVEIRA; AMARAL; CASALI, 1999).

Tabela 16- Potencial antioxidante in vitro do extrato seco e fracdo polissacaridica de T.
occidentalis no sequestro do radical OH".

Concentragoes (ug/mL) Sequestro do Radical OH* (%) * dp

Extrato seco de Fracao Trolox®
T. occidentalis polissacaridica
Controle 2,20+0,15 2,20+0,15 2,20+0,15
Sistema 100 100 100
0,9 57,62 + 0,852 44,98 + 3,243 52,18 £ 0,502
1,8 59,26 + 0,102 50,08 + 0,032 59,55 + 1,312
3,6 60,36 £ 0,302 50,35 + 0,1020 66,16 + 0,302
54 60,96 + 0,452 51,79 + 0,802 7217 £ 0,512
7,2 66,57 + 1,362° 57,36 + 2,502° 73,67 + 1,042
CEso 0,14 1,79 0,76

Os valores representam a média + desvio padrédo (dp) dos valores de inibicdo in vitro, dos
experimentos em duplicata (n = 3). "p<0,05 versus controle (Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo
salina 0,9%) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); 2p<0,05 em relagdo ao
sistema (100% de radicais hidroxila) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).
bp<0,05 em relagdo ao Trolox® (0,9-7,2 ug/mL) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc
teste).

Os resultados obtidos, demonstram bastante importancia, quando se leva em

consideragao que o radical OH* é considerado um dos mais potentes oxidantes que
podem atravessar as membranas celulares e reagir rapidamente com a maioria das
biomacromoléculas, tais como proteinas, lipidios e DNA, podendo causar graves
danos a biomoléculas adjacentes e morte celular (BEKTASOGLU et al., 2006; SHEN
et al., 2014).
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5.1.5 Sequestro do NO

Os compostos capazes de sequestrar o NO podem ser alternativas para a
prevencao e terapia de inumeras patologias (MAIA et al., 2010). Ja que, apesar de
seu papel enddégeno essencial, seu excesso pode estar envolvido na génese e
desenvolvimento de diversas desordens (MAIA et al., 2010; COSTA et al., 2012;
SANTANA et al., 2013), tais como retinopatia diabética e esclerose multipla (MAIA et
al., 2010)

A medida da capacidade antioxidante pela eliminagcdo do NO é baseado no
principio de que o NPS numa solugdo aquosa a pH fisiolégico gera
espontaneamente o NO, o qual interage com o oxigénio para produzir ions NO, ,
que por sua vez podem ser detectados por espectrofotometria, apds formacao de
cromoforo pela reagdo com reagente de Griess (NIKI, 2010). O principio desta
reacao foi utilizado nesta avaliagcdo antioxidante e de acordo com os resultados
obtidos e expressos na Tabela 17, tanto o extrato seco, como a fracéo
polissacaridica de T. occidentalis em todas as concentracbes testadas (0,9 a 7,2

ug/mL) foram capazes de sequestrar o radical NO e diminuir a formacédo de NO, a

partir de uma solucédo de NPS.

Foi verificado ainda que o extrato seco demonstrou ser um potente
antioxidante, tendo apresentado uma CEso (2,02 pg/mL) inferior a do Trolox® (3,23
Mg/mL), além de ter exibido de forma significativa (p<0,05), um maior percentual de
remog¢ao do NO, nas concentragdes de 0,9 a 5,4 ug/mL, e uma atividade similar na

concentracéo de 7,2 pyg/mL (Tabela 17).
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Tabela 17- Potencial antioxidante in vitro do extrato seco e fracdo polissacaridica de T.

occidentalis no sequestro do NO.

Inibicao do NO (%) * dp

Concentragoes (ug/mL) Extrato seco de Fracao
Trolox®
T. occidentalis polissacaridica
Controle 2,20+0,15 2,20 +£0,15 2,20+£0,15

NPS 100" 100° 100"

0,9 43,58 + 0,832b 36,74 £ 2,352 34,16 £ 0,842
1,8 48,78 + 1,392b 44,04 + 1,422 39,10 £ 0,492
3,6 52,59 + 0,32ab 48,35+ 2,362 44,77 +0,86°
5,4 61,80 + 2,738b 52,72 £ 1,042 59,19 £ 0,972
7,2 65,07 + 1,502 55,39 +0,382° 66,19 + 0,282
CEso 2,02 4,21 3,23

Os valores representam a média + desvio padrdo (dp) dos valores de inibicdo in vitro, dos
experimentos em duplicata (n = 3). "p<0,05 versus controle (Tween 80 0,05% dissolvido em solug&o
salina 0,9%) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); 2p<0,05 em relagdo ao NPS
(Nitroprussiato de sodio) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste). °p<0,05 em
relagdo ao Trolox® (0,9-7,2 ug/mL) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

Ja a fragdo polissacaridica, nas concentracbes de 0,9 a 3,6 pg/mL,
apresentou uma atividade similar em relagdo ao Trolox®, embora tenha exibido uma
maior CEso (4,21 pyg/mL) em relagéo ao padrao (3,23 pg/mL), bem como ao extrato
(2,02 pg/mL) (Tabela 17); o que reforga mais uma vez a importancia do fitocomplexo
e, portanto, do emprego dos extratos vegetais como matéria-prima para producao de
fitoterapicos.

Contudo, apesar da dificuldade em se relacionar apenas uma ou algumas
substancias a atividade de drogas vegetais (MARQUES et al., 2013), a investigacao
e identificagdo dos principais componentes ativos presentes em plantas medicinais &
de extrema importancia para producao de fitoterapicos. Pois, além de serem
utilizadas como parametros de identificacdo e caracterizagdo da espécie; elas
também sdo empregadas como marcadores farmacoldgicos na padronizagado de
fitoterapicos. Essa padronizagcao pode ser realizada com base no teor da substancia,
indicando que se a mesma estiver presente no extrato em quantidade apropriada, os

demais componentes também estardo igualmente representados (KLEIN et al.,
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6 CONCLUSAO

A revisdo da literatura permitiu concluir que a espécie T. occidentalis
apresenta amplo potencial a tornar-se um fitoterapico para fortalecimento do sistema
imunolégico. Pois 0 seu emprego no aumento da resisténcia imune encontra-se
pautado em uma pluralidade de estudos cientificos, sendo essa propriedade
atribuida notadamente aos polissacarideos.

A determinacao espectrofotométrica de polissacarideos totais pelo método de
antrona validado neste trabalho apresentou desempenho dentro das especificacdes
sanitarias preconizadas para metodos bioanaliticos, demonstrando ser uma
ferramenta viavel e adequada para o controle de qualidade da droga vegetal e
produtos derivados das partes aéreas de T. occidentalis.

A metodologia de superficie resposta foi uma ferramenta efetiva para
otimizagao das condi¢des de extracdo dos polissacarideos das partes aéreas de T.
occidentalis. As condi¢gdes oOtimas de extragcdo foram obtidas empregando-se a
proporgao de droga vegetal: agua de 4 g para 30 mL devido ao maior rendimento
relativo obtido e por propiciar uma molhabilidade mais adequada do material vegetal;
a temperatura de extracdo de 95°C, por ter sido o fator mais significativo do
processo extrativo; e o tempo de extracdo de 4,0 h, em virtude do efeito negativo
que o tempo exerceu quando aumentado simultaneamente com a temperatura. Os
resultados sugerem ainda que o modelo de regressao foi adequado para a extragao
de polissacarideos de T. occidentalis, podendo ser empregado para estimar o teor
de polissacarideos tedrico, sob outras condi¢gbes experimentais.

O extrato seco obtido por liofilizagcdo apresentou, de um modo geral,
deficientes propriedades reoldgicas e caracteristicas que dificultam sua utilizacéo
como |IFA no desenvolvimento de fitoterapicos; evidenciando assim a necessidade
de intervencédo tecnoldgica para obtengdo de uma matéria-prima padronizada a
partir da utilizagdo de excipientes que sejam capazes de anular ou mesmo minimizar
essas caracteristicas, tais como o uso de adjuvantes de secagem para diminuir sua

elevada higroscopicidade. Além disso, verificou-se ainda a necessidade do controle
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de temperatura, até cerca de 120°C, no processamento dessa matéria prima-
vegetal;, de modo que sua qualidade, eficacia e seguranga nao sejam
comprometidas.

A fracdo polissacaridica obtida por precipitacdo etandlica apresentou a
mesma composicdo de monossacarideos que o extrato seco de T. occidentalis,
sendo esse um importante ponto de partida para realizagdo de estudos mais
aprofundados que permitam a identificacdo e analise estrutural dos polissacarideos
presentes na espécie.

A partir dos resultados obtidos na avaliagao imunoestimulante, verifica-se que
o extrato e fracdo polissacaridica de T. occidentalis apresentou efeito frente as
citocinas doseadas em BALBs. No entanto, para IL-1B e IL-6, doseadas em PBMCs,
o estimulo provocado pelo contato com as amostras foram altamente significativos.
Demostrando potencial imunoestimulante por parte do extrato e fragcdo
polissacaridica de T. occidentalis.

Neste estudo foi evidenciado ainda que o extrato seco de T. occidentalis
apresentou uma relevante atividade antioxidante, através de diferentes métodos, e
que esta acdo pode, ser justificada, em parte, pelos seus polissacarideos, embora
outros componentes possam ter atuado em sinergia. De modo que para fins da
atividade antioxidante, ressaltou-se a importancia do emprego do extrato seco como
matéria-prima vegetal para produgao de fitoterapicos a base de T. occidentalis. E
que o grupo dos polissacarideos possa ser utilizado na caracterizagao, padronizagéo
e controle de qualidade desde a droga vegetal até seus produtos intermediarios e
fitoterapicos.

Diante dos resultados apresentados, e levando em consideracdo que o0s
agentes antioxidantes e imunoestimulantes, tém se mostrado como uma boa
alternativa no fortalecimento do sistema imunoldgico, novos estudos serdo
necessarios para avaliar a atividade imunoestimulante extrato seco e da fracéo
polissacaridica de T. occidentalis, visando verificar ndo s6 a estimulacdo na

expressao de citocinas, como também se ha potencial inibidor destas.
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APENDICE A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Avaliagao da citotoxicidade e atividade antitumoral e imunoestimulante de

extratos de Thuja occidentalis Linn. (Cupressaceae)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
MAIORES DE 18 ANOS — Resolugao 466/12

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa:
“Avaliagdo da citotoxicidade e atividade antitumoral e imunoestimulante de extratos
de Thuja occidentalis Linn. (Cupressaceae)”, que esta sob a responsabilidade da
pesquisadora Graziella Silvestre Marques, com endereco no Laboratério de
Tecnologia dos Medicamentos no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Pernambuco. Av. Prof. Morais Rego S/N - Cidade
Universitaria, CEP: 50670-901 Recife — PE, telefone: 9769-0173 e e-mail:
grazismarques@yahoo.com.br e esta sob a orientagcdo de: Dr. Pedro José Rolim
Neto, Telefones para contato: (3272-1383), e-mail (rolim.pedro@gmail.com).
Também participam também desta pesquisa: Lariza Darlene Santos Alves, telefone:
(3272-1383) e Caio César de A. R. Silva, telefone: (8208-7287). Este Termo de
Consentimento pode conter alguns tépicos que o/a senhor/a nao entenda. Caso haja
alguma duvida, pergunte a pessoa a quem esta Ihe entrevistando, para que o/a
senhor/a esteja bem esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo. Apds ser
esclarecido (a) sobre as informacgdes a seguir, caso aceite em fazer parte do estudo,
rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma
delas é sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr. (a)
nao sera penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que o (a) Senhor (a)
tem o direito de retirar o consentimento da sua participacdo em qualquer fase da
pesquisa, sem qualquer penalidade.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa tem por objetivo determinar as propriedades antitumoral
(combate ao cancer) e imunoestimulante (melhoria da imunidade) da Tuia (planta
medicinal), possibilitando uma possivel alternativa terapéutica a base de uma planta
medicinal.

NOs solicitamos a sua colaboracdo e participagdao neste estudo para a
disponibilizagdo do sangue que viabilizara as células do sangue que serao
utilizadas. Este estudo inclui a participagado de 15 individuos.

Riscos: Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta é
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feita no brago e a quantidade coletada é de 12 mL. A coleta de sangue pode ser
desconfortavel e o brago pode ficar um pouco dolorido e apresentar aparecimento de
hematoma que é uma area arroxeada no local da coleta. Antes de iniciar a coleta,
nos limparemos o seu brago com alcool, e todo material usado na coleta é
descartavel. A coleta sera feita por profissionais treinados e competentes e
orientados para reduzir 0Os riscos.

Beneficios: N&o estdo previstos beneficios diretos, entretanto, como beneficios
indiretos, os resultados serdo importantes para um melhor entendimento da
atividade antitumoral e imunoestimulante relacionada a Thuja occidentalis. Nesse
contexto contribuira para o desenvolvimento de fitoterapicos a base dessa planta
medicinal, levando em consideragdo os aspectos de eficacia e seguranga que serao
inicialmente investigados através das analises a serem realizadas nesse estudo.

As informagbes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas
em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a
nao ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participagcdo. Os dados coletados nesta pesquisa, ficardo armazenados em
computador pessoal, sob a responsabilidade da pesquisadora, no endere¢o acima
informado, pelo periodo de no minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participagdo serdao assumidos pelos
pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentagdo). Fica também garantida
indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacéo na
pesquisa, conforme decis&o judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Prof. Dr. Pedro José Rolim Neto
Pesquisador Responsavel

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, ,
CPF: , abaixo assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura)
deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido minhas
duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo
“Avaliagdo da citotoxicidade e atividade antitumoral e imunoestimulante de extratos
de Thuja occidentalis Linn. (Cupressaceae)’, como voluntario (a). Fui diretamente
informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

SILVA, C. C. A. R. Obtencao e avaliagdo farmacoldgica de extrato seco padronizado a base da espécie
vegetal Thuja occidentalis LINN., 2015



187

Local e data:

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa

e o aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas nao ligadas a equipe de
pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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