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RESUMO 

Os neutrófilos dispõem de mecanismos rápidos de resposta imune a patógenos como a 
fagocitose e a liberação de potentes mediadores inflamatórios pré-formados ou não. No entanto, 
a ativação exacerbada dessas células está relacionada com a piora de algumas doenças 
inflamatórias e com os efeitos danosos nas infecções crônicas. A busca de novas fontes de 
moléculas que auxiliem na regulação desses mecanismos faz-se necessária. Nesse contexto, os 
produtos naturais são uma possibilidade interessante, e a espécie vegetal Dysphania 

ambrosioides (mastruz) apresenta diferentes atividades biológicas demonstradas em modelos 
experimentais. Neste trabalho, foi avaliado o efeito in vitro do extrato bruto hidroalcoólico de 
Dysphania ambrosioides (EHDa) em neutrófilos humanos. Para tal, neutrófilos do sangue 
periférico de doadores saudáveis foram tratados com EHDa nas concentrações de 5, 50 ou 125 
µg/mL. Para o ensaio de fagocitose as células foram tratadas por uma ou quatro horas e 
incubadas com leveduras de Candida albicans-GFP (Green Fluorescente Protein) na proporção 
de 1:2 (célula: levedura), por 30 minutos, e analisada por citometria de fluxo. O EHDa não 
interferiu na atividade fagocítica dos neutrófilos, independente das concentrações e tempo de 
tratamento. Para avaliação da degranulação, os neutrófilos foram tratados por uma ou duas 
horas e marcados com anticorpos Anti-CD63 (grânulos primários), Anti-CD66b e Anti-CD15 
(grânulos secundários) e Anti-CD14 (vesícula secretora). O EHDa estimulou a migração da 
vesícula secretora e grânulos secundários de maneira dose dependente, nos dois tempos 
avaliados. Já para os grânulos primários, no tempo de uma hora, apenas a maior concentração 
(125 µg/mL) induziu a exocitose desses, e em duas horas, esse efeito foi observado nas duas 
maiores concentrações (50 e 125 µg/mL). Quanto ao burst oxidativo, os neutrófilos tratados 
com EHDa por uma ou quatro horas, foram posteriormente estimulados ou não com acetato 
miristado de forbol (PMA); a produção dos reativos foi quantificada via quimioluminescência 
dependente de luminol e lucigenina. Como resultado, o tratamento induziu o burst oxidativo de 
forma semelhante nos dois tempos. E quando os neutrófilos receberam o estímulo posterior 
com PMA, nos grupos tratados com o extrato houve uma redução na produção desse reativos, 
e na maior concentração (125 µg/mL) essa redução foi mais expressiva. Já a liberação das NETs 
(Neutrophils Extracellular Traps) foi avaliada de forma quantitativa (emissão de fluorescência 
pelo método de Sytox® Orange) e qualitativa (por microscopia de fluorescência). O tratamento 
mostrou uma tendência de estimular NETs, porém, não foi significativo. E quando os 
neutrófilos foram tratados com EHDa e estimulados com PMA, o tratamento mostrou potencial 
de regular esse mecanismo de neutrófilos, semelhante ao resultado do burst oxidativo. O 
tratamento com o extrato hidroalcóolico de Dysphania ambrosioides estimulou os principais 
mecanismos efetores de neutrófilos humanos, sem manter essa ativação em níveis 
potencialmente deletérios para o organismo, além de modular a resposta num contexto de 
“super-ativação” na presença do PMA. Esses resultados reforçam a perspectiva de uso do 
mastruz como terapia, podendo ser aplicado em patologias infecciosas e/ou inflamatórias. 

 
Palavras-chave: Neutrófilos, mastruz, inflamação, burst oxidativo, degranulação. 
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ABSTRACT 

Neutrophils present rapid mechanisms of immune response against pathogens phagocytosis, as 
and release of potent preformed or not inflammatory mediators. However, exacerbated 
activation of these cells has been related to worsening of some inflammatory diseases and 
harmful effects in chronic infections. In this context, regulation of these mechanisms is 
necessary. Natural products are an interesting possibility, and the plant Dysphania 

ambrosioides (mastruz) already has several biological activities demonstrated, for example 
immunomodulation. In this work, we evaluated in vitro effect of crude hydroalcoholic extract 
of Dysphania ambrosioides (HEDa) on human neutrophils. Peripheral blood neutrophils from 
healthy donors were treated with HEDa at 5, 50 or 125 μg / mL for one, two or four hours. After 
treatment by one or four, cells were incubated with Candida albicans-GFP (Green Flourescent 
Protein) yeasts at a ratio of 1: 2 (cells: yeast) for 30 minutes, and phagocytosis was analyzed by 
flow cytometry. The HEDa did not interfere in phagocytic activity of neutrophils, regardless of 
the concentrations and time of treatment. For degranulation assay, neutrophils were treated for 
one to two hours and labeled with Anti-CD63 (primary granules), Anti-CD66b and Anti-CD15 
(secondary granules) and Anti-CD14 (secretory vesicle) antibodies. HEDa stimulated migration 
of secretory vesicle and secondary granules in a dose dependent manner, in both evaluated 
times. However, in the one-hour period, only the highest concentration (125 μg / mL) induced 
exocytosis, and in two hours, this effect was observed in 50 and 125 μg / mL. For oxidative 
burst, neutrophils treated with HEDa were subsequently stimulated or not with phorbol-12-
myristate-13-acetate (PMA); production of reactive oxygen species (ROS) was quantified by 
luminol-dependent chemiluminescence and lucigenina assay. As a result, the treatment 
stimulated oxidative burst in a similar way in both times. When neutrophils received a posterior 
stimulus with PMA, cells treated with HEDa had a reduction in ROS generation, and at 125 μg 
/ mL this reduction was more expressive. Neutrophil Extracellular Traps (NETs) release was 
evaluated quantitatively (Sytox® Orange fluorescence assay) and qualitative (fluorescence 
microscopy). HEDa treatment showed a tendency to stimulate NETs, however, it was not 
significant. When neutrophils were treated with EHDa and stimulated by PMA, the treatment 
showed potential to regulate this mechanism, similar to oxidative burst results. Treatment with 
hydroalcoholic extract of D. ambrosioides stimulated the main effector mechanisms of human 
neutrophils without maintaining this activation at potential deleterious levels to the organism, 
and presented a modulatory effect in a PMA over-stimulated cells. These results reinforce the 
perspective of use of mastruz as a therapy, applied in infectious and / or inflammatory diseases. 

Key words: Neutrophils, mastruz, inflammation, oxidative burst, degranulation
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 INTRODUÇÃO  

O Brasil é detentor de uma das maiores biodiversidades do mundo. Isso, aliado às várias 

influências culturais, vem definindo a medicina popular e o conhecimento específico sobre o 

uso de plantas. Em alguns casos, a aplicação como tratamento terapêutico de espécies vegetais 

com potencial medicinal apresenta efeito benéfico comparável aos medicamentos 

convencionais. 

Com objetivo de estimular os pesquisadores a validar as propriedades farmacológicas 

das espécies vegetais, em 2009 o governo brasileiro criou a Relação Nacional de Plantas 

Medicinais de Interesse ao SUS – RENISUS, que lista 71 espécies de plantas usadas na 

medicina popular brasileira. Uma das espécies presentes na RENISUS é Dysphania 

ambrosioides, usualmente conhecida como mastruz. É utilizada principalmente como anti-

helmíntico, no tratamento de ulcerações, torções e como anti-inflamatório, sendo 

essencialmente empregada na forma de emplastros ou infusão das folhas. 

Antes mesmo da RENISUS, o grupo de pesquisa do Laboratório de Imunofisiologia – 

UFMA já demonstrava resultados promissores para esta espécie vegetal, trazendo resultados 

promissores, como efeitos importantes no reparo ósseo (PINHEIRO NETO et al., 2005), ação 

antitumoral (NASCIMENTO et al., 2006) e potencial antileishmania (PATRICIO et al., 2008). 

Trabalhos mais recentes do grupo, demonstraram ação do mastruz como modulador na 

inflamação, por exemplo, apresentou efeito cicatrizante, em modelo de cistite (SOUSA, 2014, 

DA SILVA et al., 2015), analgésico, e levou a redução da área do joelho dos animais com 

osteoartrite (CALADO et al., 2016), redução de citocinas inflamatórias em modelo de sepse 

polimicrobiana (RIOS et al., 2017), redução de citocinas inflamatórias também foi observada 

na artrite, bem como potencial para inibir o desenvolvimento da doença (PEREIRA et al., 

2018). 

Considerando a ação do extrato de D. ambrosioides na resposta imune é relevante 

investigar de forma mais refinada o efeito dessa espécie sobre os leucócitos. Nesse sentido, os 

neutrófilos podem ser um alvo pertinente, pois são células de extrema importância na resposta 

imunológica. Essa importância fica evidente quando se tem falhas na produção ou na função 

dessas células (GARRAFFO et al., 2017). E apesar de sua incontestável importância, a ativação 

desregulada dos neutrófilos ou sua manutenção durante a inflamação, está relacionada com 

desenvolvimento ou piora de doenças inflamatórias (PINEGIN et al., 2015).  
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Todas essas possibilidades são consequências da capacidade funcional robusta 

apresentada pelos neutrófilos, pois além da sua importância na eliminação de patógenos através 

dos seus mecanismos microbicidas, produzindo espécies reativas de Oxigênio (EROs), 

liberando enzimas proteolíticas dos grânulos citosólicos e as chamadas redes extracelulares de 

neutrófilos (NETs), podem também direcionar a resposta imune, já que apresentam 

competência para liberação não apenas de componentes pré-formados, mas também para 

síntese de citocinas e quimiocinas. Dessa forma, agem no recrutamento de outros leucócitos, 

atuando na regulação da inflamação (NAUSEEF et al., 2014, LELIEFELD et al., 2017).  

A função dos neutrófilos na resposta imunológica faz com que estes representem um 

bom alvo para investigação dos efeitos moduladores do mastruz. De fato, a atividade 

imunomoduladora dessa espécie vegetal, já demonstrada em vários modelos animais, pode estar 

relacionada com seu efeito sobre os neutrófilos, principalmente no contexto das inflamações. 

Dessa forma, considerando a ausência de trabalhos que avalie o efeito do mastruz na função 

dos neutrófilos, neste trabalho buscou-se avaliar o efeito do tratamento in vitro com extrato de 

Dysphania ambrosioides sobre neutrófilos humanos, e também quando foram ativados de 

forma demasiada.  

Esta pesquisa trouxe uma nova perspectiva da ação do mastruz sobre o sistema 

imunológico, avançando no entendimento dos seus efeitos regulatórios e iniciando 

experimentos diretamente em células humanas. Com isso, renovamos o panorama de estudo 

dos produtos naturais em nosso grupo de pesquisa e as possibilidades de modelos de avaliação 

in vitro e in silico. 

  

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

   

 REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1 Ontogenia e desenvolvimento dos neutrófilos  

Os neutrófilos juntamente com os outros leucócitos polimorfonucleares (eosinófilos e 

basófilos) foram primeiramente descritos pelo médico suíço Paul Ehrlich, pela identificação do 

núcleo lobulado e a presença dos grânulos citosólicos característicos desse tipo celular 

(BORREGAARD; COWLAND, 1997; KAY, 2016).  

Estudos iniciais mostraram uma grande habilidade dos neutrófilos em eliminar 

microrganismos, sendo esta por muito tempo considerada sua principal função, ao ponto que 

foram caracterizados de forma limitada com papel importante apenas na imunidade inata, 

durante a inflamação aguda e no combate a agentes patogênicos (UNDERHILL et al., 2016). 

Os neutrófilos são produzidos e maturados na medula óssea a partir de células 

estaminais hematopoiéticas em um processo denominado de "granulopoiese”. Esta contempla 

três etapas, com fases de diferenciação distintas (Figura 1): Etapa A – o conjunto de células-

tronco, composto por células-tronco hematopoiéticas e progenitoras pluripotentes; Etapa B – o 

conjunto mitótico com alta proliferação agregando as fases de mieloblasto, promielócitos e 

mielócitos; Etapa C – o conjunto pós-mitótico, composto de metamielócitos, bastonetes e 

neutrófilos maduros (KRUGER et al., 2015); em média, pode levar duas semanas para 

completar todas as etapas.  

A partir da fase promielocítica inicia-se a formação dos grânulos. Os primeiros são os 

azurófilos ou primários, que são ricos em hidrogenases, mieloperoxidases e proteases. Na fase 

seguinte, mielocítica, formam-se os grânulos específicos ou secundários, os quais têm na sua 

composição lisozima, colagenase e elastase. Já os grânulos terciários, compostos de colagenase, 

catepsinas e glicoproteínas, são formados na fase final da maturação. Por último, são formadas 

vesículas secretoras de origem endocítica, composta apenas por proteínas plasmáticas que 

formam a sua matriz (BORREGAARD et al., 2007; COWLAND; BORREGAARD, 2016). Os 

neutrófilos ao atingirem a fase final da maturação, estão prontos para serem liberados na 

circulação, de onde podem migrar para os tecidos e realizar suas funções efetoras. 
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Figura 1 Etapas do desenvolvimento e maturação dos neutrófilos.  Fonte: adaptado de Silvestre-Roig et 
al., (2016). 

A manutenção da homeostase dos neutrófilos é condicionada pela produção, maturação 

e liberação regulada. A apoptose de neutrófilos senescentes e o G-CSF (Granulocyte Colony-

Stimulating Factor) são os principais fatores relacionados com essa regulação (CAIN et al., 

2011). Em condições fisiológicas, a fagocitose de neutrófilos apoptóticos ou necróticos por 

macrófagos teciduais (eferocitose) reduz a produção da interleucina-23 (IL-23). Essa redução 

reprime a liberação da Interleucina-17 (IL-17) por linfócitos Th17, regulando negativamente a 

produção de G-CSF (STARK et al., 2005; VON VIETINGHOFF; LEY, 2009) e, 

consequentemente, a maturação dos neutrófilos. É importante que esse processo seja 

rigorosamente regulado para assegurar uma proteção adequada ao indivíduo com mínimos 

danos ao organismo. 

A liberação dos neutrófilos para o sangue requer a ação coordenada de algumas citocinas 

e seus receptores. Por exemplo, a expressão de receptores de quimiocina, como CXCR2 e 

CXCR4, é essencial para liberação e retenção, respectivamente, dos neutrófilos (AMULIC et 

al., 2012). O CXCR4 é receptor do fator derivado das células do estroma (SDF-1α), ou 
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CXCL12, que é expresso constitutivamente em níveis elevados na medula, e os níveis de 

expressão de CXCR4 vão reduzindo ao passo que a célula amadurece. Ainda, tem sido notado 

um aumento na expressão de CXCR4 em neutrófilos envelhecidos na circulação, de modo a 

direcionar seu retorno a medula onde serão eliminados (MARTIN et al., 2003). 

Uma vez na circulação, os neutrófilos são os primeiros a serem recrutados para o sitio 

de resposta, seja em um contexto de inflamação estéril ou em um processo infeccioso. E, devido 

aos mecanismos eficientes no controle de patógenos, são considerados a primeira linha de 

resposta celular (KOLACZKOWSKA; KRULES, 2013). Tal função fica bem evidente quando 

se considera os casos de anomalias congênitas, ou adquiridas, relacionadas com falhas 

quantitativas ou funcionais de neutrófilos, levando a susceptibilidade, persistência e recidivas 

de infecções (FREITAS et al., 2009; VAN DEN BERG et al., 2011).  

O processo de migração da circulação para o tecido, conhecido como diapedese ou 

transmigração, requer regulação de vias de sinalização intracelulares que permitem aos 

neutrófilos detectarem substâncias quimioatraentes e migrarem em direção a estes estímulos 

(quimiotaxia). Essas substâncias podem ser produzidas pelo próprio organismo ou pelo 

patógeno invasor. Além disso, esse processo envolve uma complexa interação entre o neutrófilo 

e o endotélio vascular adjacente (DIMASI et al., 2013). 

Na circulação, devido ao seu estado de maturação, os neutrófilos respondem rápido aos 

estímulos de perigo, como o Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) e a interleucina-1 (IL-1) 

(LIU et al., 2004). Estas moléculas estimulam o epitélio vascular, a expressar receptores 

importantes para a migração dos neutrófilos do lúmen vascular para o tecido.  

Essa migração é guiada por ligações específicas dependentes das moléculas de adesão 

da família das selectinas e integrinas. As moléculas E e P-selectinas vão “frear” os neutrófilos 

por uma ligação de baixa afinidade promovendo assim o rolamento dessas células (SUNDD et 

al., 2011). O rolamento aumenta a exposição dos neutrófilos às citocinas, induzindo a ativação 

das integrinas, como VLA-1 (antígeno muito tardio-1), MAC-1 (antígeno de macrófagos 1) e 

LFA-1 (Antígeno associado a função linfocitária 1) (MCDONALDS et al., 2010). Essas 

moléculas medeiam uma forte ligação com as células endoteliais, proporcionando alterações 

conformacionais mediadas por remodelação dos filamentos de actina, induzindo as células a 

“rastejarem” até completarem a transmigração para o tecido (SULLIVAN; MULLER, 2014) 

(Figura 2).  
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2.2 Reconhecimento e Fagocitose 

No tecido, os neutrófilos são importantes na proteção do organismo contra agentes 

infecciosos, pois são capazes de reconhecer e eliminar esses microrganismos. Esse 

reconhecimento se dá através dos Receptores de Reconhecimento de Padrões (PRR) (Figura 3), 

que identificam os Padrões Moleculares Associados ao Patógeno (PAMPs) (LEE et al., 2003), 

como os peptídeos N-formil. O reconhecimento desses peptídeos se dá via receptor do peptídeo 

formil (FPR1) que se liga ao tripeptídeo bacteriano f-Met-Leu-Phe, o qual também identifica 

danos teciduais (MAYADAS et al., 2014). 

Os neutrófilos expressam uma série de outros PRRs, como a integrina MAC-1 

(CD11/CD18), a maioria dos receptores da família TLR (Toll Like Receptors), com exceção do 

TLR3 (MAYADAS et al., 2014) e os CLRs (C-type lectin Family of receptors) que compõem 

uma família diversificada de proteínas que possuem um ou mais domínios de lectina do tipo C 

que vão reconhecer porções de carboidratos, dentre eles tem a Dectina-1 (LI et al., 2011; LEE 

et al., 2012).  

Além dos receptores de membrana, existem receptores semelhantes a NOD 1 

(nucleotide binding oligomerization domain protein 1), que são PRRs localizados no 

citoplasma. Essas proteínas servem para detectar componentes microbianos intracelulares de 

Figura 2 Processo de migração dos neutrófilos da circulação para o tecido.  Fonte: adaptado de Kumar 
et al., Pathologic Basis of Disease, ed 9. 2017. 
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forma semelhante a outras PRRs, induzindo cascatas de sinalização envolvidas na mediação de 

resposta inflamatória e função neutrofílica (RIGBY et al., 2012). 

 

O contato inicial célula-microrganismo leva a sinais intracelulares diversos, gerando 

alterações no citoesqueleto que antecede o processo de fagocitose. Este pode ser dividido em 

algumas fases, como: 1. Reconhecimento e fixação, através dos receptores de membrana, como 

citados anteriormente; 2. Mudanças morfológicas, como a extensão de pseudópodes em torno 

do alvo já fixado; 3. Absorção, tendo como resultado a formação do fagossoma. Mesmo depois 

que um fagossoma é formado, sua composição inicial não é antimicrobiana, fazendo-se 

necessário a maturação do mesmo. A maturação do fagossoma (mobilização e fusão de 

vesículas e grânulos) e a ativação do sistema NADPH oxidase (produção das espécies reativas 

de oxigênio) é essencial para eliminar o agente infeccioso (LEE et al., 2003) 

 Além do reconhecimento de patógenos e danos teciduais, sinais de células linfóides, 

citocinas e quimiocinas, também irão ativar as funções efetoras de neutrófilos via 

reconhecimento de PRRs (MANTOVANI et al., 2011), agindo no recrutamento e ativação de 

várias funções dessas células, como por exemplo, a degranulação e a produção de reativos de 

oxigênio (LI et al., 2011; LEE et al., 2012). 

 

Figura 3 Receptores de reconhecimento padrão presente na membrana de neutrófilos CXCR1, 
receptores Fc, Dec-1, Mac-1, CR1, C3aR, receptores TLR, receptores TNF, NOD. Fonte: adaptado 
de Van Kessel et al., 2014. 
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2.3 Grânulos e degranulação 

Os neutrófilos são detentores de um conjunto de substâncias com potencial microbicida 

que estão envolvidos em grânulos distribuídos pelo citoplasma da célula, e no momento que 

essas células são ativadas os grânulos migram para a membrana, seja do fagossoma ou 

membrana plasmática (LACY; 2006). Além da atividade microbicida, a degranulação pode ter 

importância nas fases iniciais da ativação dos neutrófilos, como adesão, reconhecimento e 

produção de reativos de oxigênio. 

Os grânulos de neutrófilos podem ser divididos em quatro tipos: primários ou azurófilos, 

secundários ou específicos, terciários ou de gelatinase e as vesículas secretoras, e são formados 

nessa ordem durante a granulopoiese (COWLAND; BORREGAARD, 2016). Todos os 

subconjuntos de grânulos compartilham características estruturais comuns, uma membrana de 

bicamada fosfolipídica e uma matriz intragranular que contém proteínas destinadas a exocitose. 

Porém, cada tipo apresenta sua particularidade em termos de composição (FAURSCHOU; 

BORREGAARD, 2003). 

Os grânulos primários são definidos também como grânulos peroxidase positivos, tem 

como proteína determinante a hemeproteína mieloperoxidase (MPO), além da elastase, 

catepsinas, e defensinas. Apresenta potencial para ativação de células endoteliais, epiteliais e 

outros leucócitos como os macrófagos e linfócitos, além de potente ação antimicrobiana. Os 

marcadores lisossomais clássicos, como LAMP III (CD63), e a maioria dos receptores de 

glicoproteína estão presentes nos grânulos primários (COWLAND; BORREGAARD, 2016).  

Os grânulos secundários e terciários são caracterizados como peroxidase negativos. Os 

grânulos específicos como também são chamados os grânulos secundários, são maiores e 

participam principalmente da atividade antimicrobiana no fagossoma ou no exterior da célula. 

A lactoferrina, componente majoritário nos grânulos secundários tem uma atividade 

antimicrobiana sobre um amplo espectro de bactérias Gram positivas e negativas. Essa proteína 

limita o crescimento bacteriano via sequestro de ferro e pode ligar-se à membrana dos 

patógenos, causando danos irreversíveis como a lise celular (ORSI et al., 2004).  Já os grânulos 

terciários são mais facilmente exocitados, caracterizados como reservatório de enzimas 

degradantes da matriz, como a gelatinase, o que reforça sua importância na transmigração 

(COWLAND; BORREGAARD, 1997). 

 Além dos grânulos de gelatinase, as vesículas secretoras têm papel fundamental na 

migração para o tecido. São supostamente formadas via endocitose, pois apresentam proteínas 



9 
 

   

plasmáticas na sua constituição. A membrana é rica em receptores, como as integrinas CD11b 

/ CD18 (Mac-1, CR3); o receptor de complemento 1 (CR1); os receptores para os peptídeos 

formilados bacterianos (formil metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) -receptores); o receptor para 

LPS / receptor de ácido lipoteicoico CD14; e o receptor FcγIII (CD16). Essas moléculas são 

incorporados à membrana da célula após exocitose. A mobilização de vesículas secretoras é 

acompanhada da liberação de L-selectina da superfície do neutrófilo (FAURSCHOU; 

BORREGAARD, 2003). E essas alterações de superfície favorecem uma maior adesão ao 

endotélio ativado, preparando a célula para migração. As características funcionais dos 

diferentes grânulos suportam a ideia da hierarquia de mobilização e exocitose da vesícula 

secretora, seguida dos grânulos de gelatinase, específicos e, por fim, os azurófilos. 

Vários estímulos levam a degranulação, a qual ocorre pela ativação de quinases Src 

(Figura 4). Essas proteínas quinases ativam outras vias, uma delas é a liberação de Ca2+ 

intracelular que vai induzir a exocitose gradual (vesícula secretora, grânulos terciários, 

secundários e primários). Além do aumento de cálcio, a hidrólise de ATP e GTP são 

fundamentais para que ocorra a degranulação (LACY, 2006).   

A exocitose dos grânulos obedece a uma sequência. Primeiramente, ocorre o 

recrutamento dos grânulos para a membrana alvo, que pode ser do fagossoma ou membrana 

celular, de forma dependente da remodelação do citoesqueleto de actina e da montagem dos 

microtubulos. Isso é seguido pela ancoragem, levando ao contato da superfície exterior da 

membrana que envolve o grânulo com a superfície interna da membrana alvo, decorrendo na 

fusão completa do grânulo com a membrana para liberar o seu conteúdo (LACY et al., 

2006).  Inicialmente, as proteínas Rab ligam as vesículas às membranas alvo, depois as 

proteínas SNARE catalisam a fusão completa do grânulo com a membrana alvo para liberar o 

conteúdo granular (SHESHACHALAM et al., 2014). 

 



10 
 

   

 

Figura 4 Vias envolvidas no mecanismo de degranulação de neutrófilos. Fonte: adaptado de 

Sheshachalam et al., (2014). 

É notória a importância da degranulação dos neutrófilos para a proteção do organismo, 

mas esse mecanismo precisa ser bem regulado. De forma excessiva, a liberação dos grânulos 

pode causar danos teciduais graves, sendo comum em muitas doenças inflamatórias, como na 

asma grave e doença pulmonar obstrutiva crônica (WARK et al., 2002; WRIGHT et al., 2010). 

2.4 Burst Oxidativo 

 Os grânulos que são peroxidase negativos apresentam nas suas membranas o citocromo 

b558, que é transferido para a superfície ou para a membrana fagossômica quando o neutrófilo 

é ativado (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). O citocromo b558 é formado por duas 

proteínas, a p22phox e a gp91phox que formam as subunidades transmembranares do complexo 

enzimático NADPH oxidase (Figura 5), juntamente com outras três proteínas citosólicas 

(p47phox, p67phox e a p40phox) e uma proteína G (rac-2).  A NADPH oxidase é responsável  
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Pela explosão respiratória ou burst oxidativo que se caracteriza pela geração de espécies 

reativas de Oxigênio (EROs), como o ânion superóxido (O2
-), peróxido de Hidrogênio (H2O2) 

e ácido hipocloroso (HClO) (LAMBETH et al., 2014; WINTERBOURN et al., 2016), um dos 

mecanismos microbicidas e inflamatórios mais conhecido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Formação e ativação do complexo enzimático NADPH oxidase.  Fonte: Paloschi et al., (2018). 

 No momento em que a célula é ativada, os componentes citosólicos são fosforilados e 

migram para a membrana, onde se associam ao citocromo b558. Concomitantemente, a proteína 

Rac-GDP se associa a uma molécula de ATP e migra para a membrana. O citocromo é, então, 

ativado pela p67phox e Rac, iniciando o funcionamento do sistema. Inicialmente, é produzido 

o ânion superóxido (O2
-), que é convertido em peróxido de hidrogênio na presença de prótons 

de hidrogênio (H+) pela superóxido dismutase (SOD) e posteriormente a mieloperoxidase 

(MPO) usa o H2O2 para produzir ácido hipocloroso (HClO) (LAMBERT et al., 2014). 

A importância desse sistema fica bem clara nos estudos envolvendo os pacientes com 

doença granulomatosa crônica (DGC), nos quais a produção do O2
- é ausente ou reduzida. 

Nesses indivíduos, nota-se uma susceptibilidade a infecções, o que também reforça a 

importância dos EROs como mecanismo de eliminação de patógenos (TSUJI et al., 2014).   

Além de serem importantes na eliminação de patógenos, os EROs participam da 

sinalização intracelular fisiológica regulando o crescimento e adesão celular, diferenciação, 

senescência e apoptose (MITTAL et al., 2014). No entanto, a produção exacerbada desses 

reativos pode levar a reações com as moléculas do hospedeiro, oxidando os constituintes 

celulares, causando lesões teciduais e danos no DNA. Ainda, as EROs atuam na ativação de 
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outros mecanismos de neutrófilos como os relacionados com a liberação de material genético 

na forma de armadilhas, as Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos- NETs (DELGADO-

RIZO et al., 2017). 

2.5 Neutrophil extracellular traps – NETs ou Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos 

Na segunda metade da década de 90, foi descrita uma nova forma de morte celular 

diferente da apoptose e necrose. Primeiramente, foram referidas algumas etapas: a fusão do 

núcleo multilobulado; redução e descompactação da cromatina; rompimento do envelope 

nuclear, mas com a manutenção das organelas citoplasmáticas íntegras; e, após 3 horas, 

rompimento da membrana extracelular em um mecanismo dependente de EROs (TAKEI et al., 

1996). 

Atualmente, tal mecanismo é descrito como NETose, processo em que estruturas de 

DNA são liberadas devido a descondensação da cromatina. Essas estruturas são conjugadas a 

diferentes componentes dos grânulos, como a elastase, mieloperoxidase, lactoferrina, 

pentraxina, com elevado potencial microbicida (PAPAYANNOPOULOS et al., 2010). 

Na sequência, foram descritos três modelos de NETose. A NETose “suicida” (Figura 

6), que atualmente é o modelo mais bem descrito e é dependente de EROs. Após ativação e 

formação do complexo NADPH oxidase, ocorre o influxo de íons Cálcio no citoplasma, 

atuando como um cofator da enzima peptídeo arginase desaminase 4 (PAD 4) que age na 

desaminação das histonas, permitindo a descondensação da cromatina (AL-KHAFAJI et al., 

2016; DELGADO-RIZO et al., 2017). As EROs atuam na separação e perda da membrana 

nuclear, permitindo que a cromatina se espalhe pelo citoplasma onde se unirá às proteínas 

citoplasmáticas e componentes dos grânulos (DELGADO-RIZO et al., 2017).  

Na NETose vital, os neutrófilos não tem sua vida útil afetada pela perda do DNA e é 

uma via independente de EROs. Esse tipo de NETose pode ser induzida via TLR por produtos 

microbianos, DAMPs (Padrões Moleculares Associado à Patógenos) ou plaquetas ativadas, e 

segue três etapas: expansão do envelope nuclear; liberação das vesículas seguida da 

descondensação e ruptura do envelope nuclear no final. Diferente da NETose suicida, a 

membrana plasmática não é rompida porque as NETs são transportadas e liberadas por 

vesículas, e no final os neutrófilos permanecem vivos e aptos a desempenhar algumas funções, 

como por exemplo a fagocitose (JORCH; KUBES, 2017).  Ainda há um segundo tipo de 
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NETose vital, em que não há liberação do DNA nuclear, mas sim, do DNA mitocondrial (YIPP; 

KUBES, 2013). 

As NETs desempenham um papel crucial na homeostase do organismo, atuando na 

resposta contra as mais variadas infecções, porém, também estão relacionadas a processos 

patológicos. Durante a NETose, as proteínas intracelulares ficam expostas, o que eleva a 

exposição de autoantígenos e DAMPs ao sistema imune, amplificando a resposta inflamatória 

(JORCH; KUBES, 2017). Essa relação pode explicar o envolvimento das NETs no 

desencadeamento em doenças autoimunes como lúpus eritematoso sistêmico, em que os 

pacientes apresentam altos níveis de anticorpos anti-ribonucleoproteína e DNA no soro, os 

quais podem ser induzidos pela NETose (GUPTA; KAPLAN, 2016). Na artrite reumatoide os 

pacientes produzem mais NETs e maiores quantidades de EROs do que aqueles em indivíduos 

não afetados, além de apresentarem maiores níveis de MPO no soro (JORCH; KUBES, 2017). 

A participação das NETs no processo inflamatório as tornam um fator de estudo para o 

diagnóstico ou terapêutica dessas patologias.  

Figura 6 Esquema de diferenciação de Netose suicida e vital. Fonte: adaptado de JORCH; KUBES, 
2017. 
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2.6 Neutrófilos: uma nova visão 

Todos esses mecanismos reforçam a ideia do neutrófilo como uma célula diversificada, 

com importância além da imunidade inata. Novos estudos colocam o neutrófilo agindo 

ativamente em fases da resposta imune em que se pensava ser desempenhada somente por 

outros leucócitos.  As citocinas liberadas por neutrófilos podem direcionar vias de sinalização, 

além de mediarem as interações com as outras células do sistema imune como macrófagos, 

células dendríticas, células natural killer e linfócitos, modulando sua resposta 

(RAVICHANDRAN, 2011, KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). 

No contexto da inflamação, os neutrófilos podem ser encontrados em órgãos linfóides 

periféricos, como linfonodos e baço. Essa migração pode ser via vasos sanguíneos através da 

vênulas endoteliais altas ou vasos linfáticos aferentes, dependente de integrinas como MAC-1 

e LFA1 e do receptor CXCR4 (LELIEFELD et al., 2015). Além de chegarem até os órgãos 

linfóides, os neutrófilos podem ativar os linfócitos T CD4+ e T CD8+ via apresentação de 

antígenos através da expressão de moléculas de MCH II e I e moléculas co-estimulatórias 

(CD80/CD86), induzindo assim, a proliferação desses linfócitos (HUFFORD et al., 2012, 

TAKASHIMA et al., 2015).  

Outro ponto importante que vai contrastar com a ideia finalista dos neutrófilos é que 

estas células podem apresentar variação no fenótipo influenciado pelo microambiente tumoral. 

Os neutrófilos constituem uma parte significativa do infiltrado inflamatório em diferentes 

modelos de câncer. Essas células são atraídas para os tumores sob a influência de citocinas e 

moléculas de adesão produzidas nesse microambiente, adquirindo fenótipos e funções, que os 

caracterizam como neutrófilos associados ao tumor (TANs) (HAGERLING; WERB, 2016). 

 Os TANs, por sua vez, podem influenciar o nicho do tumor através da liberação de 

citocinas (por exemplo, TNF-α, IL-1β, IL-12), quimiocinas, EROs e fatores de crescimento 

(LOPEZ-LAGO et al., 2013). De acordo com o fenótipo apresentado, essas células são 

caracterizadas como N1 ou N2. Na presença de TGF-β, os TANs residentes podem adquirir um 

fenótipo pró-tumor, N2. No entanto, se o TGF-β for bloqueado pela administração de anticorpos 

monoclonais, os neutrófilos adquirem um fenótipo anti-tumoral, N1 (SHAUL et al., 2016). Os 

neutrófilos N1 podem ser identificados por núcleos hiper-segmentados, aumento da expressão 

de ICAM, produção de TNF-α e capacidade de ativar os linfócitos T CD8+. Já os neutrófilos 

N2 são caracterizados por alta expressão de quimiocinas CCL2 e CCL5 e capacidade de inibir 

funções de células T efetoras (SHAUL et al., 2016). Esses fenótipos N1 e N2 dos neutrófilos 
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seguem os perfis de polarização de macrófagos inflamatórios, M1 e reguladores, M2, já bem 

estabelecidos. 

Outra visão bem habitual é que os neutrófilos são considerados menos importantes ou 

até mesmo inibidores do processo de cicatrização. No entanto, foi demostrado que a depleção 

de neutrófilos prejudica a reconstituição tecidual, como em um modelo de cicatrização de pele 

em camundongos idosos (NISHIO et al., 2008). Porém não é um efeito restrito a idade, pois um 

resultado semelhante foi mostrado por Paris et al., (2016) no qual foi observado que 

camundongos neutropênicos apresentaram dificuldade para reparar o epitélio pulmonar.  

Um ponto importante que foi refutado é a característica de vida curta dos neutrófilos. 

Estudos demonstram que o neutrófilo pode ter em torno de 5,4 dias de vida na circulação/ tecido 

(PILLAY et al., 2010). E o próprio microambiente inflamatório pode prolongar a sobrevida 

dessas células, fatores como citocinas, DAMPs e PAMPs, são responsáveis por inibir a apoptose 

e mantê-los por mais tempo (GEERING et al., 2013; SUNDQVIST et al., 2013). 

2.7 Neutrófilos como alvo terapêutico 

Uma vez que o promotor do processo inflamatório é eliminado, faz-se necessário 

modular essa inflamação para assim retornar a homeostase do organismo. No entanto, quando 

esse mecanismo falha, pode levar ao dano tecidual e isso contribui para a cronicidade de 

algumas doenças inflamatórias e autoimunes (NATHAN; DING, 2010). 

Um passo inicial para essa regulação é o cumprimento da morte celular programada, 

que funciona como mecanismo de eliminação dos neutrófilos que já desempenharam sua 

função. Com isso, geram-se sinais que levam à redução do recrutamento de neutrófilos e 

aumento de macrófagos, associado à alteração do seu perfil celular de um pró inflamatório M1 

para um regulador M2 (ORTEGA‐GÓMEZ et al., 2013). A falha nesse processo leva a 

persistência de granulócitos ativados, gerando danos ao tecidos pela liberação de proteases ou 

de compostos/moléculas que promovam a inflamação (WRIGHT et al., 2014). 

A produção desses reativos pelos neutrófilos também está relacionada com doenças 

inflamatórias nas articulações. Pacientes com artrite reumatóide (AR) apresentam na circulação 

neutrófilos “primados” para a produção de EROs (WRIGHT et al., 2014). Esses reativos de 

oxigênio são cruciais para a liberação das NETs. O processo de NETose por neutrófilos da 

circulação, como do líquido sinovial de pacientes com AR, é maior que em neutrófilos de 

pessoas sadias (KHANDPUR, et al., 2013). Já se sabe que as NETs apresentam grande 

about:blank
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quantidade de autoantígenos e material dos grânulos citosólicos, como proteases que também 

estão relacionadas com lesões teciduais provenientes do processo inflamatório. 

Fenômeno semelhante ao que acontece na AR também foi observado no lúpus 

eritematoso sistêmico (LES). Nesse caso, foi caracterizada uma subpopulação de neutrófilos 

denominados de neutrófilos de baixa densidade que revelou um fenótipo pró-inflamatório e 

ativado com produção exacerbada de interferons do tipo I e capacidade fagocítica reduzida 

(DENNY et al., 2010). Em humanos, esses neutrófilos mostraram um excesso de liberação das 

NETs mesmo na ausência de estímulo, sendo responsável pela toxicidade de células endoteliais 

(VILLANUEVA et al., 2011), o que leva a acreditar que a produção de anticorpos anti-

ribonucleoproteínas desenvolvidos em pacientes com LES foi induzida pela liberação das NETs 

(LANDE et al., 2011).  

Nesse contexto em que os neutrófilos aparecem com papel importante nas doenças 

inflamatórias, principalmente devido a falhas nos mecanismos de regulação, é relevante a busca 

por moduladores que possam regular sem depletar as atividades essenciais dos neutrófilos, uma 

vez que são indispensáveis na proteção do organismo contra agentes patogênicos.  

Novas estratégias terapêuticas que visam a minimizar ou neutralizar mediadores do 

processo inflamatório tem despertado o interesse dos pesquisadores. Uma das estratégias é 

reduzir a migração das células ou eliminá-las do foco de resposta. O acúmulo de neutrófilos no 

foco inflamatório é um dos pontos de piora no processo. Essa concentração não é apenas 

regulada pelo recrutamento, mas também pela sua morte e eliminação. O tratamento com 

tanshionona IIA, derivado de uma erva medicinal chinesa reduziu os efeitos da inflamação 

através da indução da apoptose e por promover a migração reversa de neutrófilos em um modelo 

de lesão em zebrafish (ROBERTSON et al., 2014). 

Um outro mecanismo efetor de neutrófilos relacionado com a piora de algumas doenças 

inflamatórias, são as NETs. O bloqueio destas se tornou alvo de estudo com o objetivo de 

melhorar o prognóstico de pacientes. Por exemplo, o bloqueio da NETose através da inibição 

de PAD4, levou a redução dos danos renais e vasculares em modelo de lúpus (KNIGHT et al., 

2015), assim como a gravidade da lesão no modelo de artrite (WILLIS et al., 2011).  

Na clínica já são aplicadas terapias que atuam nos neutrófilos e/ou nos seus mecanismos 

efetores, como por exemplo, o uso de anticorpo monoclonal anti-TNF-α (WITTKOWSKI, et 

al., 2007) e alguns anti-inflamatórios, que previnem a ativação de neutrófilos nas articulações 

de pacientes com artrite reumatóide (WITTKOWSKI et al., 2007). Paradoxalmente, enquanto 
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alguns anti-inflamatórios inibem algumas funções dos neutrófilos, mas por outro lado retardam 

a apoptose (HEASMAN et al., 2003). 

Logo, é possível notar que bloquear qualquer um dos mecanismos de defesa dos 

neutrófilos, acarretará em um efeito indesejado. Assim, bloquear NETs e burst, pode melhorar 

a sintomatologia local, mas leva a maior susceptibilidade a infecções, pois são mecanismos que 

protegem de patógenos de difícil fagocitose (BRANZK et al., 2014). A ausência das vias 

oxidativas está relacionada com o aumento da inflamação, como mostrado na DGC, 

possivelmente pela tentativa constante de eliminar os focos de infecções persistentes (ROOS, 

2016). 

Considerando a importância dos neutrófilos para manutenção da homeostase, a depleção 

total de qualquer função dessa célula acarretará sérias consequências ao organismo. Nesse 

sentido, é importante regular a resposta dessa célula de forma a controlar uma possível 

hiperativação, observada em algumas condições patológicas, mantendo a célula responsiva. 

Assim, o uso de produtos naturais é uma possibilidade interessante, principalmente os de 

origem vegetal, que possuem metabólitos secundários relacionadas a diversas propriedades 

biológicas. 

2.8 Dysphania ambrosioides e seu potencial sobre o sistema imune 

Das diversas espécies com ação no sistema imune, destaca-se Dysphania ambrosioides. 

Uma angiosperma da Ordem Caryophyllales, Família Amaranthaceae, Gênero Dysphania, e 

com nomenclatura binomial Dysphania ambrosioides (Mosyakin & Clemants), com sinonímia 

de Chenopodium ambrosioides. É uma planta anual ou perene com aroma forte e pode crescer 

até 1 m de altura. É nativa da América Central e do Sul, com fácil adaptação a diversas 

condições. No Brasil é conhecida como “Erva-de-Santa Maria”, “mastruço” ou “mastruz” 

(LORENZI; MATOS, 2002). E segundo a Flora do Brasil, está distribuída em todo o território 

brasileiro (SENA et al., 2010) (Figura 7). 

É uma espécie muito utilizada na medicina popular como cicatrizante, anti-inflamatório 

e também em quadros de torções e fraturas (LORENZI; MATOS, 2002; KUMAR et al., 2007). 

Seu uso extenso na terapia culminou na sua inserção na Relação Nacional de Plantas Medicinais 

de Interesse do Sistema Único de Saúde-RENISUS, apresentando potencial para avançar nas 

etapas de desenvolvimento de produtos que possam ser usados no SUS (BRASIL, 2009), assim 
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como encorajar pesquisadores brasileiros a validar as propriedades farmacológicas dessa planta, 

incluindo sua eficácia e segurança (BRASIL, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No Brasil, segundo dados etnofarmacológicos, a planta é usada na forma de chás, batida 

com leite ou infusões das folhas no tratamento de gripes, também como emplastros para 

tratamento de fraturas (DE MORAES et al., 2005). Ainda, os dados experimentais descrevem 

para essa espécie ação anti-helmíntica (QUINLAN et al., 2002), antioxidante (KUMAR et al., 

2007), analgésica (IBIRONKE; AJIBOYE, 2007) e anti-inflamatória. Neste último, Trivellato 

Grassi, et al. (2013) confirmaram esse efeito em modelos de inflamação, cicatrização e 

analgesia em que o extrato apresentou efeito positivo sobre estes três parâmetros analisados, 

onde foi possível identificar a inibição de mediadores como óxido nítrico (NO), prostaglandina 

E2 (PGE2), TNF-α, e enzimas como MPO (envolvida nos processos inflamatórios e dolorosos). 

Figura 7 Mapa de distribuição de Dysphania mabrosioides pelo Brasil e exemplar da espécie. 
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Além disso, acelerou o processo de cicatrização.  Na inflamação aguda induzida pela aplicação 

de carragenina, o tratamento com D. ambrosioides reduziu a formação de edema. Nesse mesmo 

trabalho, em modelo de inflamação crônica, o tratamento reduziu a formação do granuloma 

(IBIRONKE; AJIBOYE, 2007), ratificando o efeito tanto para inflamações crônicas como 

agudas. 

O Laboratório de Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhão - UFMA, vem 

estudando essa espécie em vários modelos. Onde o extrato hidroalcoólico de Dysphania 

ambrosioides apresentou potencial para estimular o recrutamento de macrófagos e ativar estas 

células, aumentando a atividade fagocítica e produção de NO (CRUZ et al., 2007).  Na infecção 

por Leishmania amazonensis o tratamento intralesional com mastruz apresentou atividade sobre 

o sistema imune para inibir a disseminação de L. amazonensis, bem como efeito direto no 

parasito (PATRICIO et al., 2008). Já em modelos de inflamação e cicatrização, como na 

cicatrização óssea, em modelo animal usando coelhos, o tratamento com extrato de mastruz na 

forma de emplastro mostrou efeito indutor da osteogênese e cicatrização óssea precoce, 

podendo servir como estimulador da regeneração óssea (PINHEIRO NETO et al., 2005). O uso 

do extrato de mastruz como enxerto ósseo também mostrou um efeito promissor, reduzindo o 

tempo para formação do calo ósseo, acelerando a regeneração. Além disso, o teste de resistência 

à tração sugere que essa formação precoce é madura e resistente (NETO et al., 2017). 

Já na osteoartrite o extrato das folhas de D. ambrosioides reduziu a área do joelho, 

possivelmente pela redução do infiltrado celular, além disso, apresentou um efeito analgésico 

importante (CALADO et al., 2015). Mastruz também foi eficaz em inibir o desenvolvimento 

da artrite e na redução de citocinas inflamatórias como TNF-α, IL-6, IFN-ɤ (PEREIRA et al., 

2018). O efeito anti-inflamatório foi retificado em modelo de cistite hemorrágica, reduzindo o 

infiltrado celular e edema na bexiga, o que foi comprovado pelo histológico deste órgão. Além 

desses parâmetros, foi observado a inibição de algumas vias de sinalização, como NF-κB e 

COX-2 (GONÇALVES FILHO, 2013), que já são alvos de terapias usando fármacos anti-

inflamatórios. O efeito anti-inflamatório sistêmico foi demonstrado por Rios et al., (2017), em 

que o tratamento com extrato de D. ambrosioides reduziu os efeitos da inflamação na sepse 

pela redução da produção de citocinas inflamatórias como IL-6, TNF-α. MCP-1.  
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Alguns produtos vegetais podem apresentar toxicidade sistêmica após tratamento 

crônico, o uso do extrato hidroalcoólico de mastruz por 15 dias, não foi letal e não induziu 

alterações nos camundongos, sugerindo que é seguro o uso terapêutico dessa espécie na dose 

adequada (PEREIRA et al., 2010). A capacidade terapêutica demonstrada para D. 

ambrosioides, assim como de outras espécies vegetais, provavelmente está relacionada com 

seus metabólitos secundários. A espécie apresenta na sua composição química terpenos 

(KIUCHI et al., 2002), compostos fenólicos, saponinas, taninos, flavonoides, entre outros 

(NEIVA et al., 2011). Dos compostos hidrofílicos, mais de trinta e cinco compostos fenólicos 

já foram identificados, como derivados de ácido fenólico e ácido p-cumárico. A quercetina é a 

substância predominante entre os compostos lipofílicos. Os ácidos graxos poli-insaturados se 

sobrepõem sobre os ácidos graxos saturados; quanto aos tocoferóis, há uma predominância do 

alfa-tocoferol (BARROS et al., 2013).  

Considerando a importância dos neutrófilos na defesa do organismo e também no 

desenvolvimento e piora de algumas doenças inflamatórias, somado ao potencial de D. 

ambrosioides na regulação da resposta imune e ausência de informações sobre o efeito do 

mastruz na atividade da célula em questão, buscou-se neste trabalho avaliar o efeito de 

Dysphania ambrosioides (EHDa) sobre um dos principais componentes celulares da resposta 

inflamatória, os neutrófilos. 
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 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral:  

Avaliar o efeito in vitro do extrato bruto hidroalcoólico das folhas de Dysphania 

ambrosioides (EHDa) em neutrófilos humanos. 

3.2 Objetivos Específicos: 

- Avaliar a ação do EHDa sobre os mecanismos efetores oxidativo ou não de 

neutrófilos; 

- Avaliar o potencial do EHDa em regular a capacidade inflamatória de 

neutrófilos; 

- Sugerir possíveis mecanismos moleculares de neutrófilos em resposta ao 

tratamento com EHDa. 
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 MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Extrato hidroalcoólico de Dysphania ambrosioides (EHDa)  

4.1.1 Coleta do material vegetal 

A coleta das folhas de D. ambrosioides foi efetuada na cidade de Raposa-MA, bairro do 

Alto do Farol (2º 27’ 34,6’’ S / 44º 08’ 47,5’’ W), adquiridas de produtores locais. A 

identificação botânica foi realizada no herbário do Maranhão-MAR, da Universidade Federal 

do Maranhão, com o voucher de Nº 9349 (Anexo A). A coleta do material vegetal ocorreu no 

mês de abril de 2017, por volta das 8 horas, de modo a conservar, qualitativa e quantitativamente 

os metabólitos secundários da planta.  

4.1.2 Preparo do extrato 

Para o preparo do extrato, seguiu-se o protocolo adaptado de Neiva et al. (2011), em que 

as folhas foram mantidas em estufa a 37ºC para secagem, seguido de trituração em moinho de 

facas para obtenção do pó, com um resultado de 250g da matéria prima. O pó foi então 

intumescido por 2 horas em 1L de solução hidroalcoólica a 70% de etanol. Em seguida, foi 

submetido a um processo de extração exaustiva por 17 dias, usando a mesma solução do 

intumescimento. Esta extração exaustiva consiste em percolar a amostra até o momento que a 

solução apresenta coloração mais clara e estável. Ao final do processo, o extrato foi concentrado 

em rotaevaporador para retirada do solvente volátil e, em seguida, foi seco. Obteve-se 5,7 % de 

rendimento em relação às folhas secas trituradas.  

4.1.3 Preparo para avaliação de contaminação 

Uma amostra do extrato foi usada para avaliação de possíveis contaminações 

microbianas. O ensaio microbiológico foi realizado segundo metodologia proposta pela 

Farmacopéia (2010), com algumas adaptações. Para a diluição, uma amostra de 10 mg/mL do 

extrato foi preparada em Solução Tamponada com Fosfato (PBS; pH 6,8) estéril. Após 

homogeneização manual, foram realizadas diluições seriadas (1:10, 1:100 e 1:000). Alíquotas 

de 100 μL de cada diluição de extrato foram semeadas em placas de Petri com meio Ágar 

Sabourad (MERK) e Ágar BHI (Brain Heart Infusion, MERK). As placas permaneceram 

incubadas em estufa bacteriológica a 37°C por cinco dias. Durante o período de incubação, as 
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semeaduras foram observadas diariamente para análise da presença de colônias de fungos ou 

bactérias, nos respectivos meios de cultura (APÊNDICE A). 

4.2 Caracterização química do EHDa 

 Para a análise da composição química do EHDa, uma amostra foi encaminhada para 

Laboratório de Produtos Naturais/ Campus do Litoral Paulista – Unesp - São Vicente por 

intermédio da professora Claudia Rocha. A amostra passou por FIA-ESI-IT-MSn 

(Espectrometria de Massas por infusão direta com fonte eletronspray e analisador ion trap), na 

qual foram dissolvidos 10 mg do extrato hidroalcoólico bruto em 1 mL de MeOH:H2O (1:1, 

v/v) depois de se utilizar um banho de ultrassom durante 5 minutos. As amostras foram então 

filtradas através de um filtro PTFE de 0,22 μm, e alíquotas de 20 μL foram injetadas diretamente 

no sistema FIA-ESI-IT-MSn. 

A infusão do fluxo direto das amostras foi realizada em um analisador do tipo ion trap 

linear Thermo Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de ionização por eletronspray (ESI), 

em modo negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA). Utilizou-se um tubo capilar de aço 

inoxidável a 280 ºC, uma voltagem do spray de 5,00 kV, tensão capilar de -90 V, lentes de tubo 

de -100 V e um fluxo de 5 μL/min. A análise completa da varredura foi registada na faixa de 

m/z de 100-1000. As fragmentações em estádios múltiplos (ESI-MSn) foram realizadas 

utilizando o método de dissociação induzida por colisão (CID) contra hélio para ativação de 

íons.  

O primeiro evento de varredura foi um espectro de massa completo para adquirir dados 

sobre íons nessa faixa de m/z. O segundo evento de varredura foi uma experiência MS/MS 

realizada utilizando dados dependentes nas moléculas [M-H] dos compostos de interesse com 

energia de colisão de 30% e tempo de ativação de 30 ms. Os íons produzidos foram então 

submetidos a uma maior fragmentação nas mesmas condições, até não serem observados mais 

fragmentos. A identificação dos diferentes compostos no perfil cromatográfico do extrato 

hidroalcoólico foi feita comparando seus tempos de retenção e espectros UV com dados da 

literatura (SALDANHA et al., 2013). 

4.3 Análise in silico da ligação de flavonoides à proteína kinase C 

Para esta análise os flavonoides quercetina e kaempferol, os compostos majoritários na 

composição do extrato, tiveram suas estruturas desenhadas no programa Mcule. A sequência 
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estrutural da PKC utilizada para teste de docking molecular encontra-se no PDB (Protein Data 

Bank, http://www.rcsb.org) do NCBI (National Center for Biotechnology Information 

- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com código UNIPROT Q05655. Todos os parâmetros para 

PKC foram calculados com a aplicação dos programas disponíveis no servidor do Expasy 

Molecular Biology (http://www.expasy.org/). A definição do sítio de ancoragem/ligação 

flavonoides na PKC foi determinada em três programas distintos: SwissDock (Swiss Institute 

of Bioinformatics, Molecular Modelling Group); 1-click-docking (Mcule); e CLC Bio Protein 

Workbench (CLC Bio, Kobe, Japão). Primeiramente, foram determinados os dados estruturais 

físico-químicos dos resíduos responsáveis pela ancoragem dos flavonoides à proteína. Em 

seguida, foram observadas quais as características que se mantiveram constantes ou próximas 

na ligação dos dois flavonoides. A energia relativa de conservação calculada pelo na plataforma 

CLC Bio e calibrada para selecionar os resíduos que continham energia maior ou igual a 15 

kcal, juntamente com um potencial eletrostático de superfície maior ou igual a 19 kcal. Estes  

parâmetros  foram aplicados para selecionar os resíduos que estivessem a uma distância física 

de não mais que 5 Ǻ (angstroms) entre os resíduos das proteínas selecionadas e os flavonoides, 

determinando os resíduos que interagiam com o ligante. Os 3 softwares de docagem molecular 

geraram arquivos para estrutura tridimensional ilustrativa da ligação, entre as quais foi 

escolhida a estrutura de maior score dentro dos parâmetros definidos. A imagem foi capturada 

em pipeline entre os programas PyMol (Schrödinger, www.pymol.org) e Mcule. 

4.4 Obtenção dos leucócitos do sangue periférico 

Os neutrófilos foram obtidos de um volume de 40 mL de sangue periférico doado por 

10 voluntários sadios – sem doenças infectocontagiosas ou congênitas comprovadas até o 

momento da coleta e que não estavam fazendo uso de medicamentos que pudessem interferir 

nos experimentos – após assinatura do termo de consentimento livre esclarecido TCLE. O 

presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do 

Maranhão (CEP-UFMA), sob o protocolo de número CAAE 66829617.6.0000.5087 (Anexo 

B).  

Para o isolamento dos neutrófilos, foi adicionada à amostra de sangue uma solução de 

Dextran 6% (SIGMA-ALDRICH) na proporção de 1:1 e mantida por 30 minutos a 37°C, para 

separação das hemácias. Em seguida, o sobrenadante foi adicionado cuidadosamente sobre uma 

solução de Ficoll-Hypaque (HISTOPAQUE 1,077g/mL GE Healthcare). A amostra foi então 

http://www.rcsb.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.expasy.org/
http://www.pymol.org/
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centrifugada (900 x g, 20 minutos, 20°C).  Ao final da centrifugação a fase com as células 

mononucleares foi retirada e adicionado PBS (Solução Tamponada com Fosfato – pH 7,2) sem 

Ca2+ e Mg2+, para lavagem, centrifugação (600 x g, 10 minutos). O sobrenadante foi 

descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de meio RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH) 

suplementado com soro fetal bovino (SIGMA) a 10%, 2 mM de L-glutamina (SIGMA-

ALDRICH), 1% de estreptomicina (100 µg/mL, MERCK) e penicilina G (100 U/mL, SIGMA-

ALDRICH). 

As hemácias restantes foram eliminadas através de uma lise hipotônica com água 

destilada estéril. A seguir, a amostra foi centrifugada, ressuspensa em 1 mL de meio RPMI sem 

vermelho de fenol ou PBS suplementado com glicose 1%. Ao final do processo de separação 

as células foram contadas em microscópio óptico de luz comum, em câmara de Neubauer, 

usando a técnica de exclusão com azul de tripan 0,04% (SIGMA-ALDRICH). As concentrações 

de células foram ajustadas de acordo com os ensaios realizados e a viabilidade acima de 95% 

considerada adequadas para os experimentos. 

 4.5 Tratamento com EHDa  

Após o isolamento e ajuste para a concentração desejada, os neutrófilos foram 

transferidos para placas de cultura de 24 ou 96 poços de fundo chato, pelo menos em triplicata. 

Para os testes três concentrações foram usadas, 5, 50 e 125 µg/mL. Estas foram previamente 

definidas pela concordância do uso em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, testes 

piloto e exclusão de concentrações tóxicas. As células foram mantidas sob esta estimulação por 

uma ou quatro horas, em ambiente saturado contendo 5% de CO2, a 37oC. Após este período, 

as células foram, quando necessário, estimuladas com PMA (Acetato miristato de forbol, 50 

nM, SIGMA-ALDRICH). 

4.6 Avaliação da citotoxicidade do EHDa 

A citotoxicidade do EHDa para neutrófilos e PBMC foi avaliada pelo ensaio 

colorimétrico com Vermelho Neutro (SIGMA-ALDRICH). Que baseia-se no acúmulo do 

corante vermelho neutro nos lisossomos das células viáveis e não lesionadas (REPETTO et al., 

2008). Para tal, as células (1x106/mL) foram distribuídas em placas de 96 poços de fundo “U” 

e incubadas com o extrato nas concentrações de 5, 50, e 125 µg/mL, por uma ou quatro horas, 

a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO2. As células em meio de cultura sem extrato 
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constituem o controle negativo (C-) e com metanol 30% o controle positivo (C+). Passado o 

tempo de incubação, a placa foi centrifugada e o sobrenadante retirado, para a então adição de 

200 µL da solução de vermelho neutro (40µg/mL) e a placa foi novamente incubada a 37°C por 

3 horas. Em seguida, a placa foi novamente centrifugada e descartado o sobrenadante para a 

adição de uma solução de formaldeído a 0,5% V/V em CaCl2 por 5 minutos, seguido de 

centrifugação e descarte do sobrenadante. Por último, foram adicionados 100 μL de uma 

solução de álcool ácido. A absorbância foi lida a 540 nm em espectrofotômetro de microplaca 

(Molecular Devices, SpectraMax® Plus 384). A fórmula utilizada para calcular a percentagem 

de viabilidade celular foi:  

 

 

4.7 Avaliação da fagocitose  

A fagocitose foi avaliada semi-quantitativamente por citometria de fluxo. Para tal foi 

utilizada leveduras de C. albicans que expressam a proteína fluorescente GFP (Green 

fluorescent protein), sendo estas gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Antonio Condino Neto, 

coordenador do Laboratório de Imunologia Humana da USP. As células foram tratadas (item 

4.5) e incubadas com as leveduras na proporção de duas leveduras para cada célula, por 30 min 

a 37 ºC. Após o período de incubação, a placa foi centrifugada e o precipitado foi lavado com 

solução de Azul de Tripan 0,04% (SIGMA-ALDRICH) para anular a fluorescência das 

leveduras não internalizadas. As células foram lavadas e ressuspendidas em PBS. Para análise 

em citômetro de fluxo Attune (TermoFisher Scientific), 5000 eventos foram adquiridos 

levando-se em consideração os parâmetros de tamanho (Forward Scatter, FSC) e complexidade 

celular (Side Scatter, SSC) para estabelecimento da região de aquisição (APÊNDICE B). 

Posteriormente, os dados foram analisados no software Flow 

4.8 Avaliação da degranulação 

A degranulação foi avaliada por citometria de fluxo. As células, após serem tratadas 

(item 4.5) foram incubadas com marcadores de superfície usados para caracterizar os subtipos 

de grânulos de neutrófilos (NAEGELEN et al., 2015). Então, após o tempo de tratamento com 

EHDa os neutrófilos foram ressuspendidos em 100 µL de PBS e transferidos para uma placa de 

% Citotoxicidade = 100 - Absorbância do tratamento 
 

X 100 
Absorbância do controle negativo 
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fundo “U”, e incubados com os anticorpos específicos para os grânulos primários Anti-CD63-

PerCP (BD Biosciences), Anti-CD66b-PerCP (BD Biosciences) e Anti-CD15-FITC (BD 

Biosciences) para grânulos secundários, e ainda, Anti-CD14-FITC (BD Biosciences) para 

vesícula secretora (BD Biosciences). A placa foi mantida à 4 °C por 15 minutos, em ambiente 

protegido da luz. As amostras foram avaliadas em citômetro de fluxo FACSCalibur (BD 

Biosciences). Para análise, 5000 eventos foram adquiridos levando em consideração os 

parâmetros de tamanho (Forward Scatter, FSC) e complexidade celular (Side Scatter, SSC) 

para estabelecimento da região de aquisição. Após esta determinação do gate principal, as 

células foram avaliadas segundo os canais de fluorescência utilizados, e os dados analisados 

com o programa FlowJo v 10.0 gerando os dados de percentual de células expressando os 

marcadores e média da intensidade de fluorescência (MFI). Para o controle do ensaio 

neutrófilos estimulados com PMA foram avaliados para o marcador CD63 (APÊNDICE C). 

4.9 Avaliação do burst oxidativo 

A produção de Espécies Reativas de Oxigênio foi quantificada através de ensaio de 

quimioluminescência, que se baseia na reação desses compostos com os substratos luminol e 

lucigenina, sendo estes últimos quimioluminescentes quando oxidados. A oxidação do luminol 

ocorre por reação com todas as EROs formadas no burst oxidativo. Já a lucigenina tem sido 

usada para identificação específica do ânion superóxido (FREITAS et al., 2014). 

As células na concentração de 1x106/mL foram distribuídas em placa de 96 poços 

(estéril, branca, de fundo chato) em um volume final de 200 μL de RPMI. O extrato foi 

adicionado às células, em seguida foram acrescentados luminol (100μM) ou lucigenina 

(100μM) para leitura em luminômetro por 1 e 4 horas, sendo 0,4 segundos por poço. Para avaliar 

o efeito do extrato no priming dos neutrófilos, estes foram primeiramente mantidos em contato 

com o EHDa por 20 minutos, sendo incubados com PMA (50nM), e os substratos luminol 

(100μM) ou lucigenina (100μM), seguida da leitura em luminômetro por 1 e 4 horas. As 

análises foram feitas usando o programa MicroWin. (HATANAKA et al., 2006). 

 

 

 



28 
 

   

4.10 Quantificação das Neutrophil extracellular traps (NETs) 

4.10.1 Avaliação das NETs por microscopia 

Para ativação celular e geração das NETs, os neutrófilos (8x105/mL) foram incubados 

por uma hora para as células decantarem sobre lamínulas de vidro (13 mm), que encontravam-

se em placas de 24 poços em meio RPMI sem vermelho de fenol. Após a sedimentação dos 

neutrófilos, os mesmos foram tratados por uma ou quatro horas com o extrato (item 4.5) seguido 

ou não de ativação com PMA (50 nM) por três horas adicionais. Então, as amostras foram 

fixadas com paraformaldeído (4%) para posterior marcação. Para a marcação e identificação 

das NETs, as lamínulas foram cuidadosamente lavadas com PBS (3 vezes por cinco minutos). 

Em seguida, as células foram permeabilizadas com Triton X-100 (0,5%, por um minuto) e 

novamente lavadas com PBS. Posteriormente, as lamínulas foram incubadas com tampão de 

bloqueio (1% BSA, 0,005 % Tween 20, 5% SFB e PBS), por 30 minutos, a 37°C em estufa de 

CO2.  Seguindo, as amostras foram marcadas com anticorpos primários anti-elastase de 

neutrófilos (α-NE) (Invitrogen™) e anti-histonas (α-HE) (Invitrogen™), procedendo-se nova 

lavagem após a incubação por uma hora. As amostras foram, então, marcadas com anticorpos 

secundários com os fluorocromos Alexa Flúor 488 e Alexa Fluor 546 (Invitrogen™), 

respectivamente para α-NE e α-HE, a 37 °C, por uma hora. Após esta incubação, as lamínulas 

foram lavadas com PBS e marcadas com Hoechst 33342 (Invitrogen™) para identificação do 

DNA. Após as marcações, foi feita a montagem das lamínulas sobre lâminas com Mowiol® 

(SIGMA-ALDRICH), que seguiram para secagem, overnight protegidas da luz. A análise das 

NETs ou do processo de NETose foi realizada em microscópio invertido de fluorescência 

(Eclipse Ti-S NIKON), em aumento de 200X. (BRINKMANN, ZYCHLINSKY, 2012). 

4.10.2 Quantificação das NETs por fluorimetria  

Os neutrófilos (1x106/mL) foram dispostos em placa de 96 poços (preta, estéril, e fundo 

chato e transparente) e tratados com o EHDa por uma ou quatro horas, sendo em seguida 

ativados ou não com PMA (50 nM). Após o tratamento e ativação, as amostras foram lavadas 

(600 x g, por 10 minutos) e marcadas com SYTOX Orange® (5μM) (TermoFisher Scientific) 

e incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. A fluorescência foi determinada em leitor 

de fluorescência (SpectraMax®) em comprimentos de onda de excitação e captação de 547/570 
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(LIPPOLIS et al., 2006). A avaliação deu-se pelo cálculo da liberação relativa de NETs, 

subtraindo a média do grupo não estimulado dos grupos que receberam tratamento. 

4.11 Análise estatística  

O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para determinação da distribuição dos dados. Para os 

dados com distribuição normal foi usado o teste paramétrico One-way-ANOVA, com pós-teste 

de Turkey. Caso não apresentassem distribuição normal, foi aplicado o teste não paramétrico 

de Kruskall-Wallis, com pós-teste de Dunn´s. Ainda, para alguns ensaios, foi realizado o Teste 

t de Student para amostras com distribuição normal ou Mann-Whitney para amostras sem 

distribuição normal, comparando os grupos em pares. Foi estabelecido nível de significância de 

5%. Os dados encontram-se expressos em média ± desvio ou erro padrão. As análises foram 

realizadas no programa Prism versão 5.0 (GraphPad). 
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 RESULTADOS  

5.1 Caracterização química do Extrato hidroalcoólico de Dysphania ambrosioides - EHDa 

A caracterização química revelou a presença de dezesseis compostos, tendo como 
majoritários aqueles derivados da Quercetina e Kaempferol (Tabela 1).  

Tabela 1: Composição química do extrato hidroalcoólico de Dysphania ambrosioides. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Análise realizada por espectrometria de massas. M-H (massa do composto menos um H) e 
 MSn (Íon filho) 
 
 

 

 (M-H)- MSn Compostos 
1 191 173; 127;85; Ácido quínico 
2 193 135 ácido glucorônico 
3 285 257; Kaempferol 
4 295 163 Acido p-coumaroil-xilose 
5 301 285; 267; 241; 

173 
Hesperetina 

6 431 285 Kaempferol-3-O-alfa-L-
raminosideo 

7 463 301 Quercetina-3-O-glicosideo 
8 563 431;285; 151 Kaempferol-O-ramosideo-

pentosídeo 
9 579 447; 285 Qurecetina O-raminosideo-

pentosideo 
10 579 447; 301 Naringin 
11 593 285 Kaempferol-3-Glucoside-3 '' - 

Rhamnoside  
12 595 301; 151 Quercetina-3-O-

arabinoglucosideo 
13 609 463; 301 Quercetina-3-O -rutinosideo 
14 623 447; 301 Isoramnetina-3-O-rutinosideo  
15 739 593; 285 Kaempferol-3-Glicosideo-2 '' - 

Rhamnosideo-7-Rhamnoside 
16 725 285 Kaempferol-O-pentosideo-

ramnosideo-hexosideo 
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5.2 Ensaio in silico sugere interação do Kaempferol e Quecertina com a PKC 

O Resultado do ensaio in silico sugere que a quercetina se liga à um sitio de regulação 

da PKC (Figura 8A). Para o kaempferol a sugestão é de ligação em uma região estrutural desta 

proteína (Figura 8B). 
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Kaempferol vs PKC 

Quercetina vs PKC A 
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Figura 8 Docagem molecular entre os flavonoides quercetina ou kaempferol e a proteína kinase C delta. 
Modelagem 3D da PKC e o ponto de ancoragem da quercetina e kaempferol. Após seleção e validação da 
estrutura 3D da proteína, foram identificados os pontos onde se localiza o sítio de ligação aos flavonoides. 
Os pontos de ligação mostravam-se acessíveis nos modelos estudados. A quercetina apresentou ligação em 
sítio da subunidade reguladora da ativação da PKC (posições 1-329). O kaempferol apresentou ligação em 
posição diferente da subunidade reguladora ou catalítica, mas de importância estrutural. 
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5.3 EHDa não demostrou citotoxicidade elevada sobre neutrófilos 

Em uma hora (Figura 9A) de tratamento o EHDa apresentou uma toxicidade de 10% na 

concentração de 50 µg/mL e aproximadamente 20% na concentração de 125 µg/mL. Em 4 horas 

(Figura 9B) de tratamento, observamos cerca de 25% de toxicidade na concentração de 50 

µg/mL e cerca de 40% na concentração de 125 µg/mL. Já a concentração de 5 µg/mL não 

apresentou citotoxicidade nos dois tempos de estudo. 

 

 

Figura 9 Citotoxicidade do extrato hidroalcoólico de Dysphania ambrosioides em neutrófilos humanos. As 
células (1x106 /mL) foram tratadas com EHDa (5, 50 e 125 µg/mL) por uma (A) ou quatro (B) horas, e 
incubadas em estufa de CO2 (5%) à 37ºC. A avaliação da citotoxicidade foi realizada por incubação com 
vermelho neutro (40 µg/mL), por 3 horas, a 37ºC, seguida de fixação (formaldeído 0,5% em CaCl2, 1%), e 
revelação em solução de álcool ácido e leitura da absorbância a 540 nm. Os dados estão expressos em média 
± desvio padrão do percentual de citotoxicidade para três indivíduos, em quadruplicata; * p<0,05, para o 
teste Mann-Whitney, comparado ao controle negativo.  
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5.4 O tratamento com EHDa não interfere na fagocitose de fungos por neutrófilos 
humanos. 

 É possível observar que o tratamento com o extrato não interferiu na capacidade dos 

neutrófilos em fagocitar leveduras de C. albicans, independente da concentração e tempo de 

tratamento. Em uma hora não houve diferença no percentual de células que fagocitaram (Figura 

10A), nem no MFI (Figura 10B). O mesmo foi observado no tempo de quatro horas, para o 

percentual (Figura 10C), e para o MFI (Figura 10D).  

 

Figura 10 Fagocitose de Candida albicans por neutrófilos tratados com EHDa. As células (1x106 
/mL) foram tratadas com EHDa (5, 50 e 125 µg/mL) por uma (A, B) ou duas (C, D) horas, em 
seguida foram incubadas com leveduras de C. albicans (1:2), que expressam GFP (green 

fluorescent protein) por 30 min. Em seguida, foi feita leitura em citômetro de fluxo e análise no 
software FlowJo v 10.0. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão do percentual de 
células que fagocitaram e pelo MFI para seis indivíduos em duplicata. 
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5.5 O EHDa estimula a exocitose dos grânulos citosólicos de neutrófilos humanos  

Os resultados mostraram que o tratamento com EHDa induz a liberação de grânulos 

primários de neutrófilos em uma hora de tratamento de maneira dependente da concentração, 

sendo significativa para de 125 µg/mL (Figura 11A). No tempo de duas horas (Figura 11B), a 

concentração de 50 µg/mL também apresentou esse efeito de forma significativa. 

 Figura 11 Liberação dos grânulos primários de neutrófilos após tratamento com EHDa. As células 
(1x106 /mL) foram tratadas com EHDa (5, 50 e 125 µg/mL) por uma (A) ou duas (B) horas e, em 
seguida, marcadas com anticorpos Anti-CD63 (grânulos primários). A aquisição dos dados foi realizada 
em citômetro de fluxo. Os dados foram analisados no software FlowJo v10.0 e estão expressos em média 
± desvio padrão; * p<0,05, de quatro indivíduos em duplicatas, para o teste ou Mann-Whitney, 
comparado ao controle não tratado. 
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Para os grânulos secundários, o EHDa aumentou a expressão de CD66b em todas as 

concentrações testadas (5, 50 e 125 µg/mL), em uma (Figuras 12C) e duas horas (Figura 11B). 

As duas maiores concentrações, 50 e 125 µg/mL, também induziram o aumento de CD15, em 

uma (Figura 12C) e duas (Figura 12B).  
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Figura 12 Liberação dos grânulos secundários de neutrófilos após tratamento com EHDa. As células 

(1x106 /mL) foram tratadas com EHDa (5, 50 e 125 µg/mL) por uma (A, C) ou duas (B, D) horas e, em 

seguida, marcadas com anticorpos anti-CD66b e anti-CD15 (grânulos secundários). A aquisição dos 

dados foi realizada em citômetro de fluxo. Os dados foram analisados no software FlowJo v10.0 e estão 

expressos em média ± desvio padrão; * p<0,05, de quatro indivíduos em duplicatas, para o teste Mann-

Whitney, comparado ao controle não tratado. 
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As vesículas secretoras foram avaliadas através do marcador CD14. Os tratamentos, por 

uma (Figura 13A) e duas horas (Figura 13B), levaram ao aumento da expressão do CD14 em 

todas as concentrações avaliadas. 

Figura 13 Liberação das vesículas secretoras de neutrófilos após tratamento com EHDa. As células 
(1x106 /mL) foram tratadas com EHDa (5, 50 e 125 µg/mL) por uma (Figura A) ou duas (Figura B) 
horas e, em seguida, foram marcadas com anticorpo anti-CD14 (grânulos terciários). A aquisição dos 
dados foi realizada em citômetro de fluxo. Os dados foram analisados no software FlowJo v10.0 e estão 
expressos em média ± desvio padrão; * p<0,05, de quatro indivíduos em duplicatas, para o teste Mann-

Whitney, comparado ao controle não tratado. 
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5.6 O EHDa modula o burst oxidativo em neutrófilos humanos 

O EHDa estimulou a produção de espécies reativas de oxigênio. O tratamento com 

EHDa por uma hora, nas maiores concentrações (50 e 125 µg/mL), estimulou a liberação do 

ânion superóxido (Figuras 14A) de forma semelhante ao observado no tempo de quatro horas 

(Figura 14B). Em uma hora, todas as concentrações do extrato estimularam a produção de EROs 

totais (Figura 14C). Já em quatro horas, as EROs foram aumentadas pelos tratamentos nas 

concentrações de 5 e 50 µg/mL (Figura 14D). 
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Figura 14 Burst oxidativo em neutrófilos humanos tratados com EHDa. Foi adicionado às células 
(1x106 células/mL) o extrato nas concentrações de 5, 50 e 125 µg/mL. A avaliação foi realizada 
pela reação com luminol (100µM) ou lucigenina (100µM), seguido da leitura em luminômetro 
por uma ou quatro horas, para a quantificar a produção do ânion superóxido (A, C) e EROs (B, 
D). Os dados estão expressos em média ± erro padrão da média para seis indivíduos, em 
duplicata, sendo * p<0,05 comparado com o controle não estimulado e # p<0,05 para o teste de 
Mann-Whitney, comparado com PMA. 
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Quando os neutrófilos foram tratados com extrato e posteriormente estimulados com 

PMA, percebeu-se uma redução do potencial indutor do éster de forma dependente da 

concentração do EHDa. Esse efeito é significativo na concentração de 125µg/mL para o ânion 

superóxido (Figura 15A), e o mesmo efeito é observado no tempo de quatro horas (Figura 15B). 

Já para as EROs em uma hora (Figura 15C), só se observa um efeito redutor a partir da 

concentração de 50 µg/mL, sendo significativo apenas na de 125µg/mL, semelhante ao que foi 

observado no tempo de quatro horas (Figura 15D). 

Figura 15 Burst oxidativo em neutrófilos humanos tratados com EHDa e estímulos com PMA. As células 
(1x106 células/mL) foram tratadas com o extrato nas concentrações de 5, 50 e 125 µg/ por 20 minutos. 
Em seguida, foram estimuladas com PMA (50 nM) e a avaliação foi realizada pela reação com luminol 
(100µM) ou lucigenina (100µM), seguido da leitura em luminômetro por uma ou quatro horas, para a 
quantificar a produção de ânion superóxido (A, C) e EROs (B, D). Os dados estão expressos em média 
± erro padrão da média da AUC, para seis indivíduos em duplicata, sendo * p<0,05 comparado com o 
controle não estimulado e # p<0,05 para o teste de Mann-Whitney, comparado com PMA. 
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5.7 O EHDa reduz a liberação das redes extracelulares de neutrófilos humanos. 

 O EHDa em uma hora (Figura 16A e 17) não interferiu de forma expressiva na liberação 

das NETs. Quando os neutrófilos receberam um segundo estímulo (PMA), é possível observar 

uma redução na NETose nos grupos tratados com EHDa comparado com o controle estimulado 

somente com PMA. Nos grupos tratados por quatro horas (Figura 16B e 18) observa-se um 

padrão semelhante ao de uma hora, onde não houve um efeito significativo. O mesmo efeito de 

redução da NETose em neutrófilos tratados com o extrato e estimulados com o PMA foi 

observado no intervalo de quatro horas (Figura 16B e 18).  

 

Figura 16 Liberação das Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos (NETs) após tratamento com EHDa. 
Neutrófilos (1x106/mL) foram tratados com EHDa (5, 50 e125 μg/mL) por uma (Figura A) ou quatro horas 
(B), seguido ou não de um estímulo de 3 horas com PMA (50 nM). Após o tempo de estímulo, as células 
foram incubadas por 10 minutos com Sytox® Orange e para leitura de fluorescência a 547/570. Os dados 
estão expostos em média ±erro padrão de URF; para quatro indivíduos # p<0,05, teste one –way ANOVA, 
comparado com PMA. 
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    Sem PMA     Com PMA 

    0 µg/mL  
    EHDa 

    5 µg/mL  
    EHDa 

    50 µg/mL 
     EHDa  

   125 µg/mL    
EHDa  

Figura 17 Liberação de NETs de neutrófilos humanos tratados por uma hora com EHDa. Após o 
tratamento, as células foram ou não estimuladas com PMA (50nM) por três horas. E na sequência 
permeabilizadas com Triton X-100 (0,5) incubadas com tampão de bloqueio (30 minutos) e marcadas 
para identificação de elastase (α-NE) e histonas (α-H3), e marcados com Hoechst 33342 para 
identificação do DNA. Então, foi feita a montagem das lâminas com Mowiol®. A análise das NETs 
ou do processo de NETose foi realizada em microscópio invertido de fluorescência em um aumento 
de 200X. 
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  50 µg/mL                          
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Figura 18 Liberação de NETs de neutrófilos humanos tratados por quatro horas com EHDa. Após o 
tratamento, as células foram ou não estimuladas com PMA (50nM) por três horas. E na sequência 
permeabilizadas com Triton X-100 (0,5) incubadas com tampão de bloqueio (30 minutos) e marcadas 
para identificação de elastase (α-NE) e histonas (α-H3), e marcados com Hoechst 33342 para 
identificação do DNA. Então, foi feita a montagem das lâminas com Mowiol®. A análise das NETs 
ou do processo de NETose foi realizada em microscópio invertido de fluorescência em um aumento 
de 200X. 
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 DISCUSSÃO 

Durante este trabalho, foram avaliados os efeitos in vitro do tratamento com o extrato 

bruto hidroalcoólico das folhas de Dysphania ambrosioides (EHDa) em neutrófilos humanos. 

Nesse sentido, buscou-se entender quais mecanismos funcionais dessas células o tratamento 

poderia influenciar. Além disso, os resultados podem direcionar estudos futuros sobre essa 

espécie vegetal, assim como trazem uma perspectiva para uma melhor indicação terapêutica do 

seu uso. 

Quando se analisa os efeitos de algum composto, seja natural ou sintético, faz-se 

necessário garantir a qualidade dessa substância. Um dos testes essenciais é a verificação de 

possíveis contaminações por microrganismos. Dessa forma, foi realizado o ensaio de controle 

microbiológico do extrato para crescimento de bactérias e fungos, e constatou-se que as 

amostras de EHDa usadas neste trabalho não apresentavam contaminações por nenhum dos 

grupos de microrganismos avaliados (APÊNDICE A). O resultado do teste microbiológico 

assegura uma boa qualidade inicial do extrato, visto que esse tipo de contaminação pode levar 

a alterações químicas e físicas (FARMACOPEIA, 2010). Além de ser um possível viés nos 

resultados.  

A ausência dessas possíveis interferências é importante, uma vez que o tratamento 

estimulou algumas funções efetoras de neutrófilos, como a degranulação, que é um mecanismo 

relevante na proteção do organismo contra agentes patogênicos e na modulação da inflamação 

(SHESHACHALAM et al., 2014). O EHDa no tempo de uma hora (Figura 13A), estimulou 

exocitose das vesículas secretoras de maneira dose dependente, semelhante ao observado no 

tempo de duas horas (Figura 13B).  

Dos quatro tipos de grânulos, a vesícula secretora é a mais facilmente liberada 

(FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003), sendo importante no processo inicial da ativação, 

pois apresenta uma quantidade significativa de proteínas relacionadas com a migração celular, 

como β2 integrina CD11b/CD18 (MAC-1) (BORREGAARD, 2010; STROKA et al., 2013). Em 

modelo animal de sepse, o extrato de mastruz mostrou potencial para recrutar neutrófilos, 

compatível ao efeito mostrado na liberação desse tipo de grânulo cujas propriedades são 

importantes na migração dos neutrófilos (RIOS et al., 2017). 

Além das vesículas secretoras, observa-se que o EHDa também interferiu na migração 

dos grânulos secundários, pois nota-se um aumento na expressão do CD66b e CD15 de maneira 

concentração-dependente, e de forma semelhante nos dois tempos, uma (Figura 12A e 12C) e 
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duas (Figura 12B e 12D) horas. Os grânulos secundários participam de forma mais efetiva na 

atividade antimicrobiana devido a sua composição, contendo lactoferrina, lizosima, elastase, 

hCAP-18 (proteína antimicrobiana catiônica humana) (FAURSCHOU; BORREGAARD, 

2003). 

Além dos grânulos secundários, os primários constituem um importante reservatório de 

compostos antimicrobianos. O EHDa também foi efetivo em estimular a migração desses 

grânulos, demonstrado pelo aumento na expressão de CD63. No tratamento por uma hora 

(Figura 11A), apenas a concentração 125 µg/mL induziu a liberação dos grânulos primários. 

Quando os neutrófilos foram mantidos sob o estímulo do EHDa por mais tempo, duas horas 

(Figura 11B), observa-se que, além da concentração de 125, a de 50 µg/mL também aumentou 

a expressão de CD63.  

Os grânulos primários, na sequência de degranulação, são os últimos a serem liberados, 

pois sofrem exocitose limitada de acordo com o potencial de indução e concentração do 

estímulo (FAURSCHOU et al., 2002). No caso do EHDa, percebe-se a necessidade de um 

tempo maior ou maiores concentrações para induzir a migração dos grânulos primários, 

mostrando assim que o tratamento estimula de maneira equilibrada a liberação desses grânulos. 

Os grânulos primários contêm grandes quantidades de proteínas microbicidas, como catepsinas, 

defensinas, mieloperoxidase, que também são danosas ao tecido. Por isso, existe a necessidade 

de uma liberação desses grânulos de forma bem regulada, evitando efeitos deletérios sobre o 

tecido (SELDERS et al., 2017).  

Possivelmente, o EHDa estimulou as proteínas quinases a ativarem vias adjacentes, 

culminando na alteração do fluxo de cálcio, um sinal secundário crucial para exocitose granular 

em neutrófilos (SHESHACHALAM et al., 2014). Porém, essas vias ativadas por proteínas 

quinases se interligam, o que dificulta uma especulação mais pontual, sendo necessária uma 

investigação mais detalhada do possível mecanismo do EHDa na degranulação. Além disso, 

estudos recentes demonstram que o mecanismo de degranulação que leva ao dano tecidual do 

hospedeiro durante a inflamação mediada por neutrófilos envolve processos oxidativo 

mediados pela NADPH oxidase (POTERA et al., 2017).  

O complexo NADPH é formado por componentes membranares e citoplasmáticos, 

dentre eles o citocromo b 558 (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003), o qual está presente na 

membrana dos grânulos específicos em uma concentração expressiva (WARD et al., 2000). 

Logo, a migração do citocromo b 558 para membrana é relevante também para os mecanismos 
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oxidativos de neutrófilos. Isso está de acordo com os dados aqui observados na degranulação, 

em que o EHDa estimula a migração dos grânulos específicos e da vesícula secretora para a 

membrana, e também, com os dados do burst oxidativo. 

A produção desses reativos foi avaliada em tempo real por quimioluminescência, 

usando como substrato o luminol e a lucigenina. O luminol é capaz de ser oxidado por todas as 

espécies reativas de oxigênio, além de ser uma molécula que não sofre a seletividade da 

membrana celular e funciona como sonda que amplifica proporcionalmente a produção total de 

EROs, de forma intra e extracelular. A lucigenina, por sua vez, é oxidada apenas pelo ânion 

superóxido, atuando assim, na quantificação especifica deste radical e avaliação da atividade 

da NADPH oxidase (HATANAKA et al., 2006; FREITAS et al., 2014). Os resultados mostram 

que o tratamento em uma hora e quatro horas (Figura 14) estimularam a produção do ânion 

superóxido (Figura 14A e B), assim como das demais EROs (Figura 4C e D). Os neutrófilos 

respondem com um padrão semelhante quando são mantidos por quatro horas de tratamento 

com o EHDa (Figura 14B e 14D).  

Em modelo experimental, células do lavado peritoneal de animais tratados com o extrato 

de mastruz, sendo a maioria neutrófilos, apresentaram uma produção de peróxido de hidrogênio 

mais expressiva quando comparadas ao grupo não tratado (RIOS et al., 2017). O peróxido de 

hidrogênio, como as demais EROs, é imprescindível para atividade microbicida intra e 

extracelular, sendo que a ausência ou defeito na sua produção acarreta na susceptibilidade a 

várias infecções (TSUJI et al., 2014). No entanto, a superestimulação dos neutrófilos e produção 

exacerbada de metabólitos oxidativos podem levar a efeitos deletérios e danos teciduais 

importantes (LELIEFIELD et al., 2016), uma vez que esses reativos não são seletivos e podem 

lesar as células do próprio organismo. Muitas doenças inflamatórias crônicas estão relacionadas 

com a presença exacerbada desses compostos no local da inflamação (CEDERGREN et al., 

2007).  

Nesse sentido, a ativação “controlada” dos neutrófilos, regulando alguns mecanismos 

com potencial deletério, surge como forma de atenuar os efeitos da inflamação e já é sugerida 

como estratégia terapêutica viável para o tratamento de algumas doenças inflamatórias. Dessa 

forma, foi investigado como essas células responderiam ao tratamento com o extrato de mastruz 

em um contexto de ativação em demasia. Para tal, foi utilizado o éster PMA, como controle 

positivo, estímulo padrão para os modelos in vitro de ativação de leucócitos. Este composto 

apresenta mecanismo independente de receptores de membrana, diretamente via proteína 
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quinase C, que fosforila e aciona uma série de outras moléculas, inclusive componentes do 

sistema NADPH oxidase (REPINE et al., 1974). 

Os neutrófilos tratados com o extrato de mastruz por 20 min, um tempo suficiente para 

observar o efeito nessa célula (Apêndice D), foram submetidos a um “superestímulo” com o 

PMA. Notou-se que os grupos tratados com o EHDa reduzem a produção de EROs induzida 

por PMA, sendo que a maior concentração do extrato teve uma redução significativa, tanto para 

os reativos totais como para o ânion superóxido (Figura 15E). Logo, o EHDa demonstra 

potencial para modular a resposta de neutrófilos, estimulando atividades importantes para 

manter a homeostase do organismo, como o burst oxidativo e a degranulação, porém de forma 

moderada em um contexto de ativação em demasia, como observado em algumas respostas 

imunes (WRIGHT et al., 2014). Portanto, mesmo que de forma precoce, pode-se sugerir que a 

ação anti-inflamatória do extrato de mastruz, observada in vivo em modelos experimentais 

(CALADO et al., 2016; TRIVELLATOGRASSI et al., 2013), possa em parte ser explicada por 

esse controle da resposta deletéria de neutrófilos. 

Os efeitos biológicos dos tratamentos envolvendo espécies vegetais estão diretamente 

relacionados com a composição química. O mastruz, assim como outras espécies vegetais, tem 

uma constituição bem variada. Jesus et al. (2017) observaram a presença da quercetina e crisina 

na composição do mastruz. A presença acentuada da crisina foi relacionada com ação 

antioxidante e anti-inflamatória de Mitrella kentiiem em leucócitos humanos (SAADAWI et 

al., 2012), e a quercetina apresentou efeito inibidor do estímulo do PMA, ao reduzir a produção 

de EROs (LANDI-LIBRANDI et al., 2012).  

Um possível mecanismo para ação anti-inflamatória dos flavonoides foi descrito por 

Ferriola et al. (1989), que mostraram a regulação na proteína quinase C, alvo de ativação pelo 

PMA, e uma importante proteína sinalizadora dos processos de ativação celular. Zholobenko et 

al. (2016) mostraram que a estrutura química do flavonoide quercetina pode facilitar a interação 

com proteína quinase C, modulando a sinalização desta ou inibindo a sua migração para 

membrana, sendo um possível meio para esses compostos regularem a atividade da NADPH 

oxidase.  

O EHDa tem na sua composição diferentes flavonóides (Tabela 1), como já bem 

caracterizado para a espécie (JARDIM et al., 2010; KUMAR et al.,2013), e como compostos 

majoritários, os derivados de Kaempferol e Quercetina. A presença da quercertina e a interação 

desses compostos com as PKC podem estar regulando o efeito do PMA, como aqui observado. 
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Esta proposição foi reforçada pelo ensaio in silico, onde a quercetina apresentou afinidade e 

ligação a uma região reguladora da PKC (Figura 8A), visto que esse composto está interagindo 

com uma região reguladora e não um sitio ativo. A proteína continua a exercer suas atividades, 

porém de forma moderada, pois as regiões reguladoras da PKC são o alvo de ligação do PMA, 

o que reforça o efeito regulador do tratamento EHDa quando a célula é estimulada por esse 

éster.  

Além da quercetina, o kaempferol também apresenta variados mecanismos com 

potencial regulador da resposta inflamatória através da interação com vias como MAPK, ERK, 

PI3K e também com a PKC (DEVI et al., 2015). A análise computacional para o kaempferol 

também mostrou uma interação com a PKC, entretanto, diferente da quercetina, esta ligação é 

em uma região estrutural (Figura 8B), também podendo regular a atividade da PKC, levando 

aos efeitos aqui observados. Além disso, compostos que interagem com proteína quinase C 

inibem a produção de superóxido, mas não agem sobre a exocitose dos grânulos (DEWALD et 

al., 1989), o que justifica os resultados mostrados anteriormente com a degranulação e estímulo 

na produção das espécies reativas de oxigênio. 

De fato, a produção das EROs é importante, e o equilíbrio redox desempenha um papel 

fundamental em eventos fisiológicos e patológicos, pois além de potencial microbicida como 

citado, têm sido descritas a capacidade de ativar ou desativar uma variedade de receptores, 

proteínas, íons e outras moléculas sinalizadoras (SCHIEBER; NAVDEEP, 2014). Quando o 

equilíbrio redox é perturbado devido à excessiva produção ou depleção de EROs, muitas vias 

de sinalização são influenciadas, o que confere disfunção celular e, subsequentemente, levando 

a condições autoimunes e inflamatórias (HOFFMANN et al., 2018). Isto reforça a importância 

do efeito aqui observado, o qual EHDa apresenta potencial para estimular a produção de EROs 

de maneira controlada e não persistente.  

Dentre as diversas vias em que as EROs estão envolvidas, uma delas é a NETose (FUCH 

et al., 2007). Considerando que o EHDa mostrou potencial para estimular e modular a produção 

das EROs, foi investigado se o extrato teria o mesmo efeito na liberação das NETs. Estas 

consistem em um importante mecanismo de defesa inata, estando também relacionadas ao 

desencadeamento e intensificação de processos inflamatórias (DELGADO-RIZO et al., 2017).  

O tratamento com EHDa no tempo de uma hora (Figura 16A) estimulou o processo de 

NETose, porém em níveis bem inferiores ao induzido pelo PMA. O mesmo padrão foi 

observado no tempo de quatro horas (Figura 16B). Ainda, o tratamento prévio com EHDa 
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reduziu a formação e liberação de NETs induzida por PMA, nos dois tempos de tratamento, 

ratificando seu potencial regulador. Uma das vias que relaciona a produção de EROs e geração 

de NETs é ativação da PKC (GRAY et al., 2013). A correlação desses mecanismos e a via da 

quinase em questão fortalece a sugestão de que EHDa regula a via, reduzindo o estimulo do 

PMA para os dois parâmetros aqui analisados. 

A presença de EROs e ativação da mieloperoxidase (MPO) são necessárias para a 

liberação das NETs, que tem na sua constituição a própria MPO, elastase de neutrófilos e 

histonas, sendo assim um mecanismo importante no controle de infecções 

(PAPAYANNOPOULOS; ZYCHLINSKY, 2009). Os componentes das NETs estão 

relacionados com a modulação de citocinas inflamatórias, ativação e diferenciação de linfócitos 

Th17, os quais aumentam o recrutamento de células para o foco inflamatório. A ativação em 

demasia dos neutrófilos e emissão das NETs tem mostrado relação direta com o 

desenvolvimento de aterosclerose, por exemplo (CHISTIAKOV et al., 2015), seja pelo 

potencial tóxico dos seus componentes ou pela via indireta de amplificar a inflamação.  

Além disso, os componentes presentes nas NETs foram relatados como principais 

moléculas relacionadas a danos em células epiteliais e endoteliais no curso da inflamação 

(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Bloqueadores da NETose induziram melhora no 

prognóstico de algumas doenças inflamatórias (KESHARI et al., 2012). Apesar de o EHDa 

mostrar eficiência na indução da NETose, esta ocorreu de forma controlada quando comparada 

com o estímulo do PMA. Ainda, reduziu os efeitos deste éster, logo o tratamento com EHDa 

mostra um potencial de minimizar os efeitos deletérios da inflamação.  

Apesar da NETose ser um mecanismo de morte dos neutrófilos, o conteúdo que é 

liberado mantém o estimulo na inflamação, como citado anteriormente. Mas essas células 

dispõem de mecanismos intrínsecos para limitar a ativação exacerbada, dentre esses, a 

apoptose, que é um mecanismo de morte no qual os conteúdos intracelulares não são expostos 

ao meio extracelular. Os neutrófilos são caracterizados como células de vida curta e sua 

apoptose é um mecanismo regulador da inflamação (FOX et al., 2010). A falha ou retardo desse 

mecanismo está relacionado com o agravamento de algumas doenças inflamatórias, como 

aterosclerose e doença periodontal crônica (WRIGHT et al., 2014). Nessas condições, a 

manutenção de neutrófilos ativados é tida como um fator de mau prognóstico (RAZAR et al., 

2006).  
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Nesse contexto, é interessante verificar o efeito dos compostos na viabilidade dessas 

células, visto que mostrou potencial para estimular alguns de seus mecanismos inflamatórios. 

Foi possível observar que os neutrófilos tratados por uma (Figura 9A) e quatro horas (Figura 

9B), nas concentrações de 50 e 125 µg/mL do EHDa, apresentaram diminuição em sua 

viabilidade. Ainda, vale ressaltar que o efeito aqui constatado para os neutrófilos, não foi 

observado para os demais leucócitos, monócitos e linfócitos (Apêndice E), ao se aplicar o 

mesmo teste de toxicidade, no qual não se observou diferença na viabilidade. Assim, o EHDa 

mantém o equilíbrio do sistema apoptótico dos neutrófilos sem que inviabilize atividades 

importantes dessas células, dado que ainda foi possível observar a influência do tratamento nos 

mecanismos efetores dessa célula, como a degranulação e o burst oxidativo.  

Apesar de o EHDa ter estimulado esses mecanismos que são importantes na atividade 

microbicida dos neutrófilos, não houve alteração na fagocitose de leveduras de C. albicans após 

o tratamento por uma (Figura 10A) ou quatro horas (Figura 10 B). Logo, considera-se que o 

extrato não interfere na fagocitose desses fungos. Este é um resultado interessante, dada a 

importância dos neutrófilos na resposta a infecções por C. albicans de forma direta eliminando 

o patógeno, como também na modulação do sistema imune para o controle da infecção (NETEA 

et al., 2015). 

Porém, vale considerar que em relação a outro microrganismo a reposta poderia ser 

diferenciada, visto que conjuntos de receptores distintos são empregados para o reconhecimento 

e resposta a grupos distintos de patógenos (THOMAS et al., 2013). Ainda, pode-se inferir que 

o tratamento mantém o potencial dos neutrófilos para o controle do crescimento do 

microrganismo, visto que o EHDa estimulou mecanismos microbicidas importantes na resposta 

a essas infecções. A ausência do efeito do EHDa sobre a atividade fagocítica é também um 

indicativo de que o extrato não interfere em vias de remodelamento de actina, por exemplo 

(RIDLEY et al., 2001).  

Os dados apresentados neste trabalho mostram que o tratamento com o extrato de D. 

ambrosioides foi eficaz em ativar neutrófilos humanos, porém, sem induzir uma resposta com 

efeito deletério tecidual. No entanto, é importante prosseguir nas investigações do potencial 

efetivo do EHDa, ao ponto de induzir atividade microbicida, e sobre outros aspectos funcionais 

dos neutrófilos, como a migração e os possíveis mecanismos moleculares pelos quais o extrato 

estimula a atividade dessas células.  
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 CONCLUSÕES 

O tratamento in vitro com o extrato hidroalcoólico de Dysphania ambrosioides 

mostrou ser eficaz em estimular funções importantes de neutrófilos humanos:  

 Aumentou a exocitose de grânulos primários, secundários e vesículas secretoras 

 Estimulou o burst oxidativo; 

 Induziu a produção de NETs; 

Além do que, apresentou potencial para regular as funções dos neutrófilos, em contextos 

de ativação demasiada: 

 Regulando a liberação dos reativos de oxigênio; 

 Modulando a liberação das redes extracelulares de neutrófilos –NETs. 

Assim, nossos resultados apoiam a ideia preliminar de que o EHDa modula a resposta 

de neutrófilos humanos. Este estudo constitui um passo inicial para o desenvolvimento de 

pesquisas em humanos, mesmo que em modelos in vitro, e apresenta novas perspectivas das 

vias envolvidas no tratamento com o D. ambrosioides. Ainda, direciona novos estudos e reforça 

a perspectiva da aplicação de mastruz como terapia, tendo os neutrófilos como um dos alvos 

principais, podendo assim ser utilizado no contexto terapêutico de patologias infecciosas e 

inflamatórias. 
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  APÊNDICE A 

Avaliação da qualidade do extrato, relacionada à presença de microrganismos. Na 

avaliação microbiológica, o EHDa não apresentou contaminação, pois não foi evidenciado 

crescimento de bactérias ou fungos (Figura 6). Avaliação da qualidade do extrato, relacionada 

à presença de microrganismos.  

 

Figura 19 Avaliação microbiológica do EHDa. Amostras (100µl) de EHDa em três diluições 1:10, 
1:100, 1:100, foram semeadas em ágar BHI ou ágar Sabouraud, para avaliação da contaminação por 
bactérias ou fungos, respectivamente. As placas foram mantidas em estufa microbiológica a 37 °C 
e acompanhadas por sete dias, diariamente. 

 

 



62 
 

   

APÊNDICE B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Região de aquisição Neutrófilos + C. albicans-GFP 
A 

B 
Neutrófilos Neutrófilos + C. albicans-GFP 

Figura 20 Estratégia de aquisição e análise de fagocitose por citometria de fluxo. Neutrófilos tratados 
com EHDa (5, 50 e 125 µg/mL) por uma ou quatro horas, foram incubadas com leveduras de C. 

albicans - GFP (green fluorescent protein) por 30 min. Em seguida, foi feita leitura em citômetro de 
fluxo e análise no software FlowJo v 10.0. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão do 
percentual de células que fagocitaram e pelo MFI. A- Dot plot representativo da região de eventos 
(SSC vs FSC). B-Histogramas representativos da avaliação da atividade fagocítica baseada no MFI. 
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APÊNDICE C 

O PMA estimula a migração dos grânulos primários (expressão do CD63). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 Controle do ensaio de degranulação. Os neutrófilos foram ou não estimulados com PMA 
(150nM) por uma hora, seguido da marcação com anticorpo anti-CD63 e leitura em citômetro de fluxo. 
Para análise, 5000 eventos foram adquiridos levando-se em consideração os parâmetros de tamanho 
(Forward Scatter, FSC) e complexidade celular (Side Scatter, SSC) para estabelecimento da região de 
aquisição. Posteriormente, os dados foram analisados no software FlowJo v 10.0. 
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  APÊNDICE D 

Produção de reativos de oxigênio por neutrófilos durante o estímulo com EHDa e PMA 

por uma hora.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 Cinética do busrt oxidativo de neutrófilos tratados com EHDa. Às células (1x106 células/mL) 
foi adicionado EHDa nas concentrações de 5, 50 e 125 µg/mL ou PMA(50nM). Em seguida, foram 
adicionados os substratos luminol (100µM) ou lucigenina (100µM) para leitura em luminômentro por 
uma hora. 
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APÊNDICE E 

O EHDa não apresentou toxicidade significativa para as PBMC em nenhuma das 

concentrações testadas, para os tempos de uma e quatro horas. 
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Figura 23 Toxicidade do extrato hidroalcoólico de Dysphania ambrosioides em PBMC humanas. As células 
(1x106 /mL) foram tratadas com EHDa por uma e quatro horas, seguida da incubação com solução de 
vermelho neutro (40 µg/mL) por três horas, fixação em formaldeído 0,5% em CaCl2 (1%) por 5 min, e 
revelação em solução de álcool ácido. A absorbância foi lida a 540 nm em leitor de microplaca para cálculo 
da viabilidade e citotoxicidade. 
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ANEXO A 

Voucher de identificação da espécie Dysphania ambrosioides. 
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ANEXO B 

Parecer do comitê de ética.  
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