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RESUMO

Os neutréfilos dispdem de mecanismos rdpidos de resposta imune a patdgenos como a
fagocitose e a liberagdo de potentes mediadores inflamatorios pré-formados ou ndo. No entanto,
a ativacdo exacerbada dessas células estd relacionada com a piora de algumas doencas
inflamatérias e com os efeitos danosos nas infecgdes cronicas. A busca de novas fontes de
moléculas que auxiliem na regulagcdo desses mecanismos faz-se necessdria. Nesse contexto, os
produtos naturais sdo uma possibilidade interessante, e a espécie vegetal Dysphania
ambrosioides (mastruz) apresenta diferentes atividades bioldgicas demonstradas em modelos
experimentais. Neste trabalho, foi avaliado o efeito in vitro do extrato bruto hidroalcodlico de
Dysphania ambrosioides (EHDa) em neutréfilos humanos. Para tal, neutréfilos do sangue
periférico de doadores saudaveis foram tratados com EHDa nas concentracdes de 5, 50 ou 125
pg/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 propor¢ao
de 1:2 (célula: levedura), por 30 minutos, e analisada por citometria de fluxo. O EHDa nao
interferiu na atividade fagocitica dos neutréfilos, independente das concentragdes e tempo de
tratamento. Para avaliacdo da degranulacdo, os neutréfilos foram tratados por uma ou duas
horas e marcados com anticorpos Anti-CD63 (granulos primérios), Anti-CD66b e Anti-CD15
(granulos secunddrios) e Anti-CD14 (vesicula secretora). O EHDa estimulou a migracdo da
vesicula secretora e granulos secundérios de maneira dose dependente, nos dois tempos
avaliados. Ja para os granulos primdrios, no tempo de uma hora, apenas a maior concentracao
(125 pg/mL) induziu a exocitose desses, e em duas horas, esse efeito foi observado nas duas
maiores concentragdes (50 e 125 ug/mL). Quanto ao burst oxidativo, os neutrdfilos tratados
com EHDa por uma ou quatro horas, foram posteriormente estimulados ou ndo com acetato
miristado de forbol (PMA); a producao dos reativos foi quantificada via quimioluminescéncia
dependente de luminol e lucigenina. Como resultado, o tratamento induziu o burst oxidativo de
forma semelhante nos dois tempos. E quando os neutréfilos receberam o estimulo posterior
com PMA, nos grupos tratados com o extrato houve uma reducio na producao desse reativos,
€ na maior concentra¢do (125 pg/mL) essa reducdo foi mais expressiva. Ja a liberagcdo das NETs
(Neutrophils Extracellular Traps) foi avaliada de forma quantitativa (emissao de fluorescéncia
pelo método de Sytox® Orange) e qualitativa (por microscopia de fluorescéncia). O tratamento
mostrou uma tendéncia de estimular NETs, porém, ndo foi significativo. E quando os
neutréfilos foram tratados com EHDa e estimulados com PMA, o tratamento mostrou potencial
de regular esse mecanismo de neutréfilos, semelhante ao resultado do burst oxidativo. O
tratamento com o extrato hidroalcéolico de Dysphania ambrosioides estimulou os principais
mecanismos efetores de neutréfilos humanos, sem manter essa ativacdo em niveis
potencialmente deletérios para o organismo, além de modular a resposta num contexto de
“super-ativagdao” na presenca do PMA. Esses resultados reforcam a perspectiva de uso do
mastruz como terapia, podendo ser aplicado em patologias infecciosas e/ou inflamatorias.

Palavras-chave: Neutro6filos, mastruz, inflamacéo, burst oxidativo, degranulagdo.
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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 pg/ 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 pg / mL) induced
exocytosis, and in two hours, this effect was observed in 50 and 125 pg / 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 pg
/ 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



1. INTRODUCAO

O Brasil € detentor de uma das maiores biodiversidades do mundo. Isso, aliado as varias
influéncias culturais, vem definindo a medicina popular e o conhecimento especifico sobre o
uso de plantas. Em alguns casos, a aplica¢cdo como tratamento terapéutico de espécies vegetais
com potencial medicinal apresenta efeito benéfico compardvel aos medicamentos
convencionais.

Com objetivo de estimular os pesquisadores a validar as propriedades farmacoldgicas
das espécies vegetais, em 2009 o governo brasileiro criou a Relacdo 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 € Dysphania
ambrosioides, usualmente conhecida como mastruz. E utilizada principalmente como anti-
helmintico, no tratamento de ulceracdes, tor¢des e como anti-inflamatério, sendo
essencialmente empregada na forma de emplastros ou infusdo das folhas.

Antes mesmo da RENISUS, o grupo de pesquisa do Laboratério de Imunofisiologia —
UFMA j4 demonstrava resultados promissores para esta espécie vegetal, trazendo resultados
promissores, como efeitos importantes no reparo 6sseo (PINHEIRO NETO et al., 2005), acao
antitumoral (NASCIMENTO et al., 2006) e potencial antileishmania (PATRICIO et al., 2008).
Trabalhos mais recentes do grupo, demonstraram ag¢do do mastruz como modulador na
inflamacdo, por exemplo, apresentou efeito cicatrizante, em modelo de cistite (SOUSA, 2014,
DA SILVA et al., 2015), analgésico, e levou a redugdo da area do joelho dos animais com
osteoartrite (CALADO et al., 2016), reducdo de citocinas inflamatérias em modelo de sepse
polimicrobiana (RIOS et al., 2017), redu¢do de citocinas inflamatérias também foi observada
na artrite, bem como potencial para inibir o desenvolvimento da doenca (PEREIRA et al.,
2018).

Considerando a acdo do extrato de D. ambrosioides na resposta imune é relevante
investigar de forma mais refinada o efeito dessa espécie sobre os leucdcitos. Nesse sentido, os
neutréfilos podem ser um alvo pertinente, pois sdo células de extrema importincia na resposta
imunolégica. Essa importincia fica evidente quando se tem falhas na producao ou na fung¢do
dessas células (GARRAFFO et al., 2017). E apesar de sua incontestdvel importancia, a ativagao
desregulada dos neutréfilos ou sua manutencdo durante a inflamagao, estd relacionada com

desenvolvimento ou piora de doencas inflamatérias (PINEGIN et al., 2015).



Todas essas possibilidades sdo consequéncias da capacidade funcional robusta
apresentada pelos neutréfilos, pois além da sua importancia na eliminagdo de patégenos através
dos seus mecanismos microbicidas, produzindo espécies reativas de Oxigénio (EROs),
liberando enzimas proteoliticas dos granulos citosdlicos e as chamadas redes extracelulares de
neutréfilos (NETs), podem também direcionar a resposta imune, ji& que apresentam
competéncia para liberagdo ndo apenas de componentes pré-formados, mas também para
sintese de citocinas e quimiocinas. Dessa forma, agem no recrutamento de outros leucdcitos,
atuando na regulacio da inflamagdo (NAUSEEEF et al., 2014, LELIEFELD et al., 2017).

A funcdo dos neutréfilos na resposta imunoldgica faz com que estes representem um
bom alvo para investigacdo dos efeitos moduladores do mastruz. De fato, a atividade
imunomoduladora dessa espécie vegetal, ja demonstrada em véarios modelos animais, pode estar
relacionada com seu efeito sobre os neutrdfilos, principalmente no contexto das inflamacoes.
Dessa forma, considerando a auséncia de trabalhos que avalie o efeito do mastruz na funcdo
dos neutroéfilos, neste trabalho buscou-se avaliar o efeito do tratamento in vitro com extrato de
Dysphania ambrosioides sobre neutréfilos humanos, e também quando foram ativados de
forma demasiada.

Esta pesquisa trouxe uma nova perspectiva da acdo do mastruz sobre o sistema
imunolégico, avangando no entendimento dos seus efeitos regulatérios 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 avaliacao

in vitro e in silico.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Ontogenia e desenvolvimento dos neutrofilos

Os neutrdfilos juntamente com os outros leucdcitos polimorfonucleares (eosindfilos e
basdfilos) foram primeiramente descritos pelo médico sui¢o Paul Ehrlich, pela identificagdao do
ndcleo lobulado e a presenga dos granulos citosdlicos caracteristicos desse tipo celular
(BORREGAARD; COWLAND, 1997; KAY, 2016).

Estudos iniciais mostraram uma grande habilidade dos neutréfilos em eliminar
microrganismos, sendo esta por muito tempo considerada sua principal fun¢@o, ao ponto que
foram caracterizados de forma limitada com papel importante apenas na imunidade inata,
durante a inflamac¢d@o aguda e no combate a agentes patogénicos (UNDERHILL et al., 2016).

Os neutréfilos sdo produzidos e maturados na medula 6ssea a partir de células
estaminais hematopoiéticas em um processo denominado de "granulopoiese”. Esta contempla
trés etapas, com fases de diferenciacdo distintas (Figura 1): Etapa A — o conjunto de células-
tronco, composto por células-tronco hematopoiéticas e progenitoras pluripotentes; Etapa B — o
conjunto mitético com alta proliferacdo agregando as fases de mieloblasto, promieldcitos e
mieldcitos; Etapa C — o conjunto pds-mitdtico, composto de metamieldcitos, bastonetes e
neutr6filos maduros (KRUGER et al.,, 2015); em média, pode levar duas semanas para
completar todas as etapas.

A partir da fase promielocitica inicia-se a formagao dos granulos. Os primeiros sao os
azurdfilos ou primadrios, que sdo ricos em hidrogenases, mieloperoxidases e proteases. Na fase
seguinte, mielocitica, formam-se os granulos especificos ou secundarios, os quais t€m na sua
composi¢ao lisozima, colagenase e elastase. Ja os granulos tercidrios, compostos de colagenase,
catepsinas e glicoproteinas, sdo formados na fase final da maturacao. Por dltimo, sdo formadas
vesiculas secretoras de origem endocitica, composta apenas por proteinas plasmaticas que
formam a sua matriz (BORREGAARD et al., 2007; COWLAND; BORREGAARD, 2016). Os
neutréfilos ao atingirem a fase final da maturacdo, estdo prontos para serem liberados na

circulacdo, de onde podem migrar para os tecidos e realizar suas fun¢des efetoras.
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Figura 1 Etapas do desenvolvimento e maturacao dos neutréfilos. Fonte: adaptado de Silvestre-Roig et
al., (2016).

A manutencao da homeostase dos neutréfilos é condicionada pela producdo, maturacao
e liberagdo regulada. A apoptose de neutrofilos senescentes € o G-CSF (Granulocyte Colony-
Stimulating Factor) sdo os principais fatores relacionados com essa regulacdo (CAIN et al.,
2011). Em condig¢des fisiologicas, a fagocitose de neutréfilos apoptéticos ou necréticos por
macréfagos teciduais (eferocitose) reduz a produgdo da interleucina-23 (IL-23). Essa reducgao
reprime a liberacdo da Interleucina-17 (IL-17) por linfécitos Th17, regulando negativamente a
producdo de G-CSF (STARK et al, 2005; VON VIETINGHOFF; LEY, 2009) e,
consequentemente, a maturacdo dos neutréfilos. E importante que esse processo seja
rigorosamente regulado para assegurar uma protecdo adequada ao individuo com minimos
danos ao organismo.

A liberagdo dos neutréfilos para o sangue requer a agdo coordenada de algumas citocinas
e seus receptores. Por exemplo, a expressdao de receptores de quimiocina, como CXCR2 e
CXCRA4, ¢ essencial para liberacdo e retengao, respectivamente, dos neutréfilos (AMULIC et

al., 2012). O CXCR4 ¢ receptor do fator derivado das células do estroma (SDF-1a), ou



CXCL12, que € expresso constitutivamente em niveis elevados na medula, e os niveis de
expressao de CXCR4 vao reduzindo ao passo que a célula amadurece. Ainda, tem sido notado
um aumento na expressdo de CXCR4 em neutréfilos envelhecidos na circulacao, de modo a
direcionar seu retorno a medula onde serdo eliminados (MARTIN et al., 2003).

Uma vez na circulacdo, os neutréfilos sdo os primeiros a serem recrutados para o sitio
de resposta, seja em um contexto de inflamagao estéril ou em um processo infeccioso. E, devido
aos mecanismos eficientes no controle de patégenos, sdo considerados a primeira linha de
resposta celular (KOLACZKOWSKA; KRULES, 2013). Tal func¢ao fica bem evidente quando
se considera os casos de anomalias congénitas, ou adquiridas, relacionadas com falhas
quantitativas ou funcionais de neutréfilos, levando a susceptibilidade, persisténcia e recidivas
de infeccoes (FREITAS et al., 2009; VAN DEN BERG et al., 2011).

O processo de migracdo da circulacdo para o tecido, conhecido como diapedese ou
transmigragcdo, requer regulacdo de vias de sinalizacdo intracelulares que permitem aos
neutréfilos detectarem substincias quimioatraentes e migrarem em direcdo a estes estimulos
(quimiotaxia). Essas substancias podem ser produzidas pelo préprio organismo ou pelo
patdgeno invasor. Além disso, esse processo envolve uma complexa interacao entre o neutrofilo
e o endotélio vascular adjacente (DIMASI et al., 2013).

Na circulacao, devido ao seu estado de maturagdo, os neutréfilos respondem rapido aos
estimulos de perigo, como o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1)
(LIU et al., 2004). Estas moléculas estimulam o epitélio vascular, a expressar receptores
importantes para a migracao dos neutréfilos do lumen vascular para o tecido.

Essa migracdo é guiada por ligacdes especificas dependentes das moléculas de adesao
da familia das selectinas e integrinas. As moléculas E e P-selectinas vao “frear” os neutrofilos
por uma ligacdo de baixa afinidade promovendo assim o rolamento dessas células (SUNDD et
al., 2011). O rolamento aumenta a exposi¢ao dos neutrofilos as citocinas, induzindo a ativacao
das integrinas, como VLA-1 (antigeno muito tardio-1), MAC-1 (antigeno de macréfagos 1) e
LFA-1 (Antigeno associado a funcdo linfocitaria 1) (MCDONALDS et al., 2010). Essas
moléculas medeiam uma forte ligagdo com as células endoteliais, proporcionando alteracdes
conformacionais mediadas por remodelacdo dos filamentos de actina, induzindo as células a
“rastejarem” até completarem a transmigracao para o tecido (SULLIVAN; MULLER, 2014)
(Figura 2).
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Figura 2 Processo de migracdo dos neutréfilos da circulagdo para o tecido. Fonte: adaptado de Kumar
et al., Pathologic Basis of Disease, ed 9. 2017.

2.2 Reconhecimento e Fagocitose

No tecido, os neutréfilos sdo importantes na protecdo do organismo contra agentes
infecciosos, pois sdo capazes de reconhecer e eliminar esses microrganismos. Esse
reconhecimento se d4 através dos Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRR) (Figura 3),
que identificam os Padroes Moleculares Associados ao Patogeno (PAMPs) (LEE et al., 2003),
como os peptideos N-formil. O reconhecimento desses peptideos se da via receptor do peptideo
formil (FPR1) que se liga ao tripeptideo bacteriano f-Met-Leu-Phe, o qual também identifica
danos teciduais (MAYADAS et al., 2014).

Os neutrdfilos expressam uma série de outros PRRs, como a integrina MAC-1
(CD11/CD18), a maioria dos receptores da familia TLR (70!l Like Receptors), com excecao do
TLR3 (MAYADAS et al., 2014) e os CLRs (C-type lectin Family of receptors) que compdem
uma familia diversificada de proteinas que possuem um ou mais dominios de lectina do tipo C
que vao reconhecer porgdes 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 sao PRRs localizados no

citoplasma. Essas proteinas servem para detectar componentes microbianos intracelulares de



forma semelhante a outras PRRs, induzindo cascatas de sinaliza¢ao envolvidas na mediacao de

resposta inflamatoéria e fungdo neutrofilica (RIGBY et al., 2012).

CARD NOD LRR Domain

O—O—O NOD1

Figura 3 Receptores de reconhecimento padrdo presente na membrana de neutréfilos CXCRI,
receptores Fc, Dec-1, Mac-1, CR1, C3aR, receptores TLR, receptores TNF, NOD. Fonte: adaptado
de Van Kessel et al., 2014.

O contato inicial célula-microrganismo leva a sinais intracelulares diversos, gerando
alteracdes no citoesqueleto que antecede o processo de fagocitose. Este pode ser dividido em
algumas fases, como: 1. Reconhecimento e fixacdo, através dos receptores de membrana, como
citados anteriormente; 2. Mudancgas morfoldgicas, como a extensdao de pseudépodes em torno
do alvo jé fixado; 3. Absor¢ao, tendo como resultado a formagdo do fagossoma. Mesmo depois
que um fagossoma é formado, sua composi¢do inicial ndo € antimicrobiana, fazendo-se
necessario a maturacdo do mesmo. A maturacio do fagossoma (mobilizagdo e fusdo de
vesiculas e granulos) e a ativacao do sistema NADPH oxidase (produgdo das espécies reativas
de oxigénio) € essencial para eliminar o agente infeccioso (LEE et al., 2003)

Além do reconhecimento de patégenos e danos teciduais, sinais de células linféides,
citocinas e quimiocinas, também irdo ativar as fungOes efetoras de neutréfilos via
reconhecimento de PRRs (MANTOVANI et al., 2011), agindo no recrutamento e ativacao de
varias fungdes dessas células, como por exemplo, a degranulacio e a producao de reativos de

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



2.3 Granulos e degranulacao

Os neutrdéfilos sao detentores de um conjunto de substincias com potencial microbicida
que estdo envolvidos em granulos distribuidos pelo citoplasma da célula, e no momento que
essas células sdo ativadas os granulos migram para a membrana, seja do fagossoma ou
membrana plasmatica (LACY; 2006). Além da atividade microbicida, a degranulagdo pode ter
importancia nas fases iniciais da ativacdo dos neutréfilos, como adesdo, reconhecimento e
producdo de reativos de oxigénio.

Os granulos de neutréfilos podem ser divididos em quatro tipos: primdrios ou azuroéfilos,
secundérios ou especificos, tercidrios ou de gelatinase e as vesiculas secretoras, e sdo formados
nessa ordem durante a granulopoiese (COWLAND; BORREGAARD, 2016). Todos os
subconjuntos de granulos compartilham caracteristicas estruturais comuns, uma membrana de
bicamada fosfolipidica e uma matriz intragranular que contém proteinas destinadas a exocitose.
Porém, cada tipo apresenta sua particularidade em termos de composicao (FAURSCHOU;
BORREGAARD, 2003).

Os granulos primérios sao definidos também como granulos peroxidase positivos, tem
como proteina determinante a hemeproteina mieloperoxidase (MPO), além da elastase,
catepsinas, e defensinas. Apresenta potencial para ativacdo de células endoteliais, epiteliais e
outros leucécitos como os macréfagos e linfécitos, além de potente acdo antimicrobiana. Os
marcadores lisossomais cldssicos, como LAMP III (CD63), e a maioria dos receptores de
glicoproteina estao presentes nos granulos primérios (COWLAND; BORREGAARD, 2016).

Os granulos secunddrios e tercidrios sdo caracterizados como peroxidase negativos. Os
granulos especificos como também sdo chamados os granulos secundarios, sdo maiores e
participam principalmente da atividade antimicrobiana no fagossoma ou no exterior da célula.
A lactoferrina, componente majoritdrio nos granulos secunddrios tem uma atividade
antimicrobiana sobre um amplo espectro de bactérias Gram positivas e negativas. Essa proteina
limita o crescimento bacteriano via sequestro de ferro e pode ligar-se a membrana dos
patogenos, causando danos irreversiveis como a lise celular (ORSI et al., 2004). Ja os granulos
tercidrios sdo mais facilmente exocitados, caracterizados como reservatério de enzimas
degradantes da matriz, como a gelatinase, o que refor¢a sua importancia na transmigracao
(COWLAND; BORREGAARD, 1997).

Além dos granulos de gelatinase, as vesiculas secretoras t€ém papel fundamental na

migracdo para o tecido. Sdo supostamente formadas via endocitose, pois apresentam proteinas



plasmdticas na sua constituicdo. A membrana € rica em receptores, como as integrinas CD11b
/ CD18 (Mac-1, CR3); o receptor de complemento 1 (CR1); os receptores para os peptideos
formilados bacterianos (formil metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) -receptores); o receptor para
LPS / receptor de acido lipoteicoico CD14; e o receptor Fcylll (CD16). Essas moléculas sao
incorporados 2 membrana da célula apds exocitose. A mobiliza¢do de vesiculas secretoras é
acompanhada da liberagdo de L-selectina da superficie do neutréfilo (FAURSCHOU;
BORREGAARD, 2003). E essas alteracdoes de superficie favorecem uma maior adesdao ao
endotélio ativado, preparando a célula para migracdo. As caracteristicas funcionais dos
diferentes granulos suportam a ideia da hierarquia de mobilizacdo e exocitose da vesicula
secretora, seguida dos granulos de gelatinase, especificos e, por fim, os azuréfilos.

Virios estimulos levam a degranulacdo, a qual ocorre pela ativagdo de quinases Src
(Figura 4). Essas protefnas quinases ativam outras vias, uma delas é a liberacdo de Ca’*
intracelular que vai induzir a exocitose gradual (vesicula secretora, granulos tercidrios,
secundérios e primdrios). Além do aumento de cdlcio, a hidrélise de ATP e GTP siao
fundamentais para que ocorra a degranulacao (LACY, 2006).

A exocitose dos granulos obedece a uma sequéncia. Primeiramente, ocorre o
recrutamento dos granulos para a membrana alvo, que pode ser do fagossoma ou membrana
celular, de forma dependente da remodelacdo do citoesqueleto de actina e da montagem dos
microtubulos. Isso € seguido pela ancoragem, levando ao contato da superficie exterior da
membrana que envolve o granulo com a superficie interna da membrana alvo, decorrendo na
fusdo completa do granulo com a membrana para liberar o seu conteudo (LACY et al.,,
2006). Inicialmente, as proteinas Rab ligam as vesiculas as membranas alvo, depois as
proteinas SNARE catalisam a fusdo completa do granulo com a membrana alvo para liberar o

conteddo granular (SHESHACHALAM et al., 2014).
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Figura 4 Vias envolvidas no mecanismo de degranulacio de neutréfilos. Fonte: adaptado de

Sheshachalam et al., (2014).

E notéria a importancia da degranulacdo dos neutréfilos para a protecao do organismo,
mas esse mecanismo precisa ser bem regulado. De forma excessiva, a liberacdo dos granulos
pode causar danos teciduais graves, sendo comum em muitas doengas inflamatérias, como na

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

2.4 Burst Oxidativo

Os granulos que sdo peroxidase negativos apresentam nas suas membranas o citocromo
bsss, que € transferido para a superficie ou para a membrana fagossdmica quando o neutréfilo
¢ ativado (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). O citocromo bssg € formado por duas
proteinas, a p22phox e a gp91phox que formam as subunidades transmembranares do complexo
enzimatico NADPH oxidase (Figura 5), juntamente com outras trés proteinas citosdlicas

(p47phox, p67phox e a p40phox) e uma proteina G (rac-2). A NADPH oxidase € responsavel
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Pela explosdo respiratéria ou burst oxidativo que se caracteriza pela geracdo de espécies
reativas de Oxigénio (EROs), como o anion superéxido (Oz’), peréxido de Hidrogénio (H20,)
e dcido hipocloroso (HCIO) (LAMBETH et al., 2014; WINTERBOURN et al., 2016), um dos

mecanismos microbicidas e inflamatorios mais conhecido.
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Figura 5 Formagao e ativacido do complexo enzimatico NADPH oxidase. Fonte: Paloschi et al., (2018).

No momento em que a célula € ativada, os componentes citosdlicos sdo fosforilados e
migram para a membrana, onde se associam ao citocromo bssg. Concomitantemente, a proteina
Rac-GDP se associa a uma molécula de ATP e migra para a membrana. O citocromo €, entao,
ativado pela p67phox e Rac, iniciando o funcionamento do sistema. Inicialmente, € produzido
o anion superdxido (O27), que € convertido em peréxido de hidrogénio na presenca de prétons
de hidrogénio (H") pela superéxido dismutase (SOD) e posteriormente a mieloperoxidase
(MPO) usa o H20; para produzir 4cido hipocloroso (HCIO) (LAMBERT et al., 2014).

A importancia desse sistema fica bem clara nos estudos envolvendo os pacientes com
doenca granulomatosa cronica (DGC), nos quais a producdo do O € ausente ou reduzida.
Nesses individuos, nota-se uma susceptibilidade a infec¢des, o que também reforca a
importancia dos EROs como mecanismo de elimina¢do de patdgenos (TSUJI et al., 2014).

Além de serem importantes na eliminacdo de patdégenos, os EROs participam da
sinalizacdo intracelular fisioldgica regulando o crescimento e adesdo celular, diferenciacio,
senescéncia e apoptose (MITTAL et al., 2014). No entanto, a producdo exacerbada desses
reativos pode levar a reacdes com as moléculas do hospedeiro, oxidando os constituintes

celulares, causando lesdes teciduais e danos no DNA. Ainda, as EROs atuam na ativacao de
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outros mecanismos de neutréfilos como os relacionados com a liberagdo de material genético
na forma de armadilhas, as Armadilhas Extracelulares de Neutréfilos- NETs (DELGADO-
RIZO et al., 2017).

2.5 Neutrophil extracellular traps — NETs ou Armadilhas Extracelulares de Neutréfilos

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 fusdo do
nicleo multilobulado; reducdo e descompactacdo da cromatina; rompimento do envelope
nuclear, mas com a manutencdo das organelas citoplasmdticas integras; e, apds 3 horas,
rompimento da membrana extracelular em um mecanismo dependente de EROs (TAKEI et al.,
1996).

Atualmente, tal mecanismo € descrito como NETose, processo em que estruturas de
DNA sdo liberadas devido a descondensa¢do da cromatina. Essas estruturas sdo conjugadas a
diferentes componentes dos granulos, como a elastase, mieloperoxidase, lactoferrina,
pentraxina, com elevado potencial microbicida (PAPAYANNOPOULOS et al., 2010).

Na sequéncia, foram descritos trés modelos de NETose. A NETose “suicida” (Figura
6), que atualmente é o modelo mais bem descrito e € dependente de EROs. Apds ativagdo e
formacdo do complexo NADPH oxidase, ocorre o influxo de fons Célcio no citoplasma,
atuando como um cofator da enzima peptideo arginase desaminase 4 (PAD 4) que age na
desaminacdo das histonas, permitindo a descondensagdo da cromatina (AL-KHAFAIJI et al.,
2016; DELGADO-RIZO et al., 2017). As EROs atuam na separacdo e perda da membrana
nuclear, permitindo que a cromatina se espalhe pelo citoplasma onde se unird as proteinas
citoplasmaticas e componentes dos granulos (DELGADO-RIZO et al., 2017).

Na NETose vital, os neutréofilos ndo tem sua vida ttil 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 (Padrées Moleculares Associado a Patégenos) ou plaquetas ativadas, e
segue trés etapas: expansdao do envelope nuclear; liberacio das vesiculas seguida da
descondensa¢do e ruptura do envelope nuclear no final. Diferente da NETose suicida, a
membrana plasmadtica ndo é rompida porque as NETs sdo transportadas e liberadas por

vesiculas, e no final os neutréfilos permanecem vivos e aptos a desempenhar algumas fungdes,

como por exemplo a fagocitose (JORCH; KUBES, 2017). Ainda hd um segundo tipo de
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NETose vital, em que ndo ha liberacdo do DNA nuclear, mas sim, do DNA mitocondrial (YIPP;
KUBES, 2013).

NETosis suicida tardia qlfetas

NETosis vital precose

S. aureus

Cristais de colesterol

DAMPs A} o

/ E call
RSN Desct)}ensagéo

da cromatina

Descondensagdo
da croma‘tina

berat;ao da cromatma e
do de pr C olica

is@ N ‘?
Ruptura da
T u>—‘_—)—y membrana plasmatica

Morte do neutréfilo

Figura 6 Esquema de diferenciacdo de Netose suicida e vital. Fonte: adaptado de JORCH; KUBES,
2017.

As NETs desempenham um papel crucial na homeostase do organismo, atuando na
resposta contra as mais variadas infeccdes, porém, também estdo relacionadas a processos
patologicos. Durante a NETose, as proteinas intracelulares ficam expostas, o que eleva a
exposicao de autoantigenos e DAMPs ao sistema imune, amplificando a resposta inflamatéria
(JORCH; KUBES, 2017). Essa relacio pode explicar o envolvimento das NETs no
desencadeamento em doengas autoimunes como lupus eritematoso sist€émico, em que o0s
pacientes apresentam altos niveis de anticorpos anti-ribonucleoproteina € 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 individuos
nao afetados, além de apresentarem maiores niveis de MPO no soro (JORCH; KUBES, 2017).
A participagdo das NETs no processo inflamatério as tornam um fator de estudo para o

diagnéstico ou terapéutica dessas patologias.
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2.6 Neutrofilos: uma nova visao

Todos esses mecanismos reforcam a ideia do neutréfilo como uma célula diversificada,
com importancia além da imunidade inata. Novos estudos colocam o neutréfilo agindo
ativamente em fases da resposta imune em que se pensava ser desempenhada somente por
outros leucdcitos. As citocinas liberadas por neutréfilos podem direcionar vias de sinalizagao,
além de mediarem as interacdes com as outras células do sistema imune como macréfagos,
células dendriticas, células natural killer e linfocitos, modulando sua resposta
(RAVICHANDRAN, 2011, KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

No contexto da inflamacdo, os neutréfilos podem ser encontrados em 6rgdos linféides
periféricos, como linfonodos e bago. Essa migracdo pode ser via vasos sanguineos através da
vénulas endoteliais altas ou vasos linfaticos aferentes, dependente de integrinas como MAC-1
e LFA1 e do receptor CXCR4 (LELIEFELD et al., 2015). Além de chegarem até os 6rgaos
linféides, os neutrdfilos podem ativar os linfécitos T CD4* e T CD8* via apresentagdo de
antigenos através da expressdo de moléculas de MCH II e I e moléculas co-estimulatdrias
(CD80/CD86), induzindo assim, a proliferacdo desses linfocitos (HUFFORD et al., 2012,
TAKASHIMA et al., 2015).

Outro ponto importante que vai contrastar com a ideia finalista dos neutréfilos € que
estas células podem apresentar variagao no fenétipo influenciado pelo microambiente tumoral.
Os neutrofilos constituem uma parte significativa do infiltrado inflamatério em diferentes
modelos de cancer. Essas células sdo atraidas para os tumores sob a influéncia de citocinas e
moléculas de adesdo produzidas nesse microambiente, adquirindo fendtipos e fungdes, que os
caracterizam como neutréfilos associados ao tumor (TANs) (HAGERLING; WERB, 2016).

Os TANSs, por sua vez, podem influenciar o nicho do tumor através da liberagdo de
citocinas (por exemplo, TNF-a, IL-1p, IL-12), quimiocinas, EROs e fatores de crescimento
(LOPEZ-LAGO et al., 2013). De acordo com o fendtipo apresentado, essas células sdo
caracterizadas como N1 ou N2. Na presenca de TGF-f3, os TANSs residentes podem adquirir um
fendtipo pré-tumor, N2. No entanto, se o TGF- for bloqueado pela administragao de anticorpos
monoclonais, os neutréfilos adquirem um fenétipo anti-tumoral, N1 (SHAUL et al., 2016). Os
neutréfilos N1 podem ser identificados por nicleos hiper-segmentados, aumento da expressao
de ICAM, produgio de TNF-a e capacidade de ativar os linfocitos T CD8*. Ja os neutrdfilos
N2 sdo caracterizados por alta expressao de quimiocinas CCL2 e CCLS e capacidade de inibir

funcdes de células T efetoras (SHAUL et al., 2016). Esses fendtipos N1 e N2 dos neutrdfilos
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seguem os perfis de polarizacdo de macréfagos inflamatérios, M1 e reguladores, M2, ja bem
estabelecidos.

Outra vis@o bem habitual € que os neutréfilos sdo considerados menos importantes ou
até mesmo inibidores do processo de cicatrizacdo. No entanto, foi demostrado que a deplecao
de neutroéfilos prejudica a reconstituicdo tecidual, como em um modelo de cicatrizacdo de pele
em camundongos idosos (NISHIO et al., 2008). Porém nao é um efeito restrito a idade, pois um
resultado semelhante foi mostrado por Paris et al., (2016) no qual foi observado que
camundongos neutropénicos apresentaram dificuldade para reparar o epitélio pulmonar.

Um ponto importante que foi refutado € a caracteristica de vida curta dos neutrofilos.
Estudos demonstram que o neutréfilo pode ter em torno de 5,4 dias de vida na circulagdo/ tecido
(PILLAY et al., 2010). E o proprio microambiente inflamatério pode prolongar a sobrevida
dessas cé€lulas, fatores como citocinas, DAMPs e PAMPs, sdo responsaveis por inibir a apoptose

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

2.7 Neutrdfilos como alvo terapéutico

Uma vez que o promotor do processo inflamatério € eliminado, faz-se necessario
modular essa inflamac¢do 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 doengas inflamatodrias e autoimunes (NATHAN; DING, 2010).

Um passo inicial para essa regulagdo € o cumprimento da morte celular programada,
que funciona como mecanismo de eliminacdo dos neutréfilos que ja desempenharam sua
funcdo. Com isso, geram-se sinais que levam a reducdo do recrutamento de neutréfilos e
aumento de macrofagos, associado a alteragdo do seu perfil celular de um pré inflamatério M1
para um regulador M2 (ORTEGA-GOMEZ et al., 2013). A falha nesse processo leva a
persisténcia de granuldcitos ativados, gerando danos ao tecidos pela liberacao de proteases ou
de compostos/moléculas que promovam a inflamag¢ao (WRIGHT et al., 2014).

A produgdo desses reativos pelos neutréfilos também estd relacionada com doencas
inflamatorias nas articulagdes. Pacientes com artrite reumatéide (AR) apresentam na circulacao
neutrofilos “primados” para a producdo de EROs (WRIGHT et al., 2014). Esses reativos de
oxigénio sdo cruciais para a liberacdo das NETs. O processo de NETose por neutréfilos da
circulagcdo, como do liquido sinovial de pacientes com AR, € maior que em neutréfilos de

pessoas sadias (KHANDPUR, et al., 2013). J4 se sabe que as NETs apresentam grande
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quantidade de autoantigenos e material dos granulos citosélicos, como proteases que também
estdo relacionadas com lesdes teciduais provenientes do processo inflamatdrio.

Fendmeno semelhante ao que acontece na AR também foi observado no Ildpus
eritematoso sist€émico (LES). Nesse caso, foi caracterizada uma subpopula¢do de neutréfilos
denominados de neutréfilos de baixa densidade que revelou um fenétipo pré-inflamatério e
ativado com producdo exacerbada de interferons do tipo I e capacidade fagocitica reduzida
(DENNY et al., 2010). Em humanos, esses neutr6filos mostraram um excesso de liberacao das
NETs mesmo na auséncia de estimulo, sendo responsavel pela toxicidade de células endoteliais
(VILLANUEVA et al., 2011), o que leva a acreditar que a producdo de anticorpos anti-
ribonucleoproteinas desenvolvidos em pacientes com LES foi induzida pela liberagao das NETSs
(LANDE et al., 2011).

Nesse contexto em que os neutrofilos aparecem com papel importante nas doencas
inflamatdrias, principalmente devido a falhas nos mecanismos de regulacio, é relevante a busca
por moduladores que possam regular sem depletar as atividades essenciais dos neutréfilos, uma
vez que sdo indispensdveis na prote¢do do organismo contra agentes patogénicos.

Novas estratégias terap€uticas que visam a minimizar ou neutralizar mediadores do
processo inflamatério tem despertado o interesse dos pesquisadores. Uma das estratégias é
reduzir a migracdo das células ou eliminé-las do foco de resposta. O actimulo de neutréfilos no
foco inflamatério é um dos pontos de piora no processo. Essa concentracdo niao € apenas
regulada pelo recrutamento, mas também pela sua morte e eliminagdo. O tratamento com
tanshionona IIA, derivado de uma erva medicinal chinesa reduziu os efeitos da inflamagado
através da inducdo da apoptose e por promover a migracao reversa de neutr6filos em um modelo
de lesdo em zebrafish (ROBERTSON et al., 2014).

Um outro mecanismo efetor de neutrdfilos relacionado com a piora de algumas doencgas
inflamatorias, sdo as NETs. O bloqueio destas se tornou alvo de estudo com o objetivo de
melhorar o prognéstico de pacientes. Por exemplo, o bloqueio da NETose através da inibi¢ao
de PADA4, levou a reducdo dos danos renais e vasculares em modelo de ldpus (KNIGHT et al.,
2015), assim como a gravidade da lesdo no modelo de artrite (WILLIS et al., 2011).

Na clinica ja sdo aplicadas terapias que atuam nos neutr6filos e/ou nos seus mecanismos
efetores, como por exemplo, o uso de anticorpo monoclonal anti-TNF-a (WITTKOWSKI, et
al., 2007) e alguns anti-inflamatérios, que previnem a ativagao de neutréfilos nas articulagdes

de pacientes com artrite reumatoide (WITTKOWSKI et al., 2007). Paradoxalmente, enquanto
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alguns anti-inflamatérios inibem algumas fungdes dos neutréfilos, mas por outro lado retardam
a apoptose (HEASMAN et al., 2003).

Logo, é possivel notar que bloquear qualquer um dos mecanismos de defesa dos
neutréfilos, acarretard em um efeito indesejado. Assim, bloquear NETSs e burst, pode melhorar
a sintomatologia local, mas leva a maior susceptibilidade a infec¢des, pois sdo mecanismos que
protegem de patdgenos de dificil fagocitose (BRANZK et al., 2014). A auséncia das vias
oxidativas estd relacionada com o aumento da inflamacdo, como mostrado na DGC,
possivelmente pela tentativa constante de eliminar os focos de infec¢des persistentes (ROOS,
2016).

Considerando a importancia dos neutréfilos para manuten¢do da homeostase, a deplecao
total de qualquer funcdo dessa célula acarretard sérias consequéncias ao organismo. Nesse
sentido, € importante regular a resposta dessa c€lula de forma a controlar uma possivel
hiperativacdo, observada em algumas condicdes patolégicas, mantendo a célula responsiva.
Assim, o uso de produtos naturais € uma possibilidade interessante, principalmente os de
origem vegetal, que possuem metabdlitos secunddrios relacionadas a diversas propriedades

bioldgicas.

2.8 Dysphania ambrosioides e seu potencial sobre o sistema imune

Das diversas espécies com a¢do no sistema imune, destaca-se Dysphania ambrosioides.
Uma angiosperma da Ordem Caryophyllales, Familia Amaranthaceae, Género Dysphania, e
com nomenclatura binomial Dysphania ambrosioides (Mosyakin & Clemants), com sinonimia
de Chenopodium ambrosioides. E uma planta anual ou perene com aroma forte e pode crescer
até 1 m de altura. E nativa da América Central e do Sul, com facil adaptacdo a diversas
condi¢des. No Brasil ¢ conhecida como “Erva-de-Santa Maria”, “mastru¢o” ou “mastruz”
(LORENZI; MATOS, 2002). E segundo a Flora do Brasil, esta distribuida em todo o territério
brasileiro (SENA et al., 2010) (Figura 7).

E uma espécie muito utilizada na medicina popular como cicatrizante, anti-inflamatério
e também em quadros de tor¢des e fraturas (LORENZI; MATOS, 2002; KUMAR et al., 2007).
Seu uso extenso na terapia culminou na sua insercao na Rela¢do Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse do Sistema Unico de Satide-RENISUS, apresentando potencial para avancar 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 farmacoldgicas dessa planta,

incluindo sua eficdcia e seguranca (BRASIL, 2008).

Figura 7 Mapa de distribuicdo de Dysphania mabrosioides pelo Brasil e exemplar da espécie.

No Brasil, segundo dados etnofarmacolégicos, a planta € usada na forma de chas, batida
com leite ou infusdes 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 acao anti-helmintica (QUINLAN et al., 2002), antioxidante (KUMAR et al.,
2007), analgésica (IBIRONKE; AJIBOYE, 2007) e anti-inflamatéria. Neste tltimo, Trivellato
Grassi, et al. (2013) confirmaram esse efeito em modelos de inflamacdo, cicatrizagdo e
analgesia em que o extrato apresentou efeito positivo sobre estes trés parametros analisados,
onde foi possivel identificar a inibicao de mediadores como 6xido nitrico (NO), prostaglandina

E> (PGEz), TNF-a, e enzimas como MPO (envolvida nos processos inflamatdrios e dolorosos).
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Além disso, acelerou o processo de cicatrizacdo. Na inflamac¢do aguda induzida pela aplicagcdo
de carragenina, o tratamento com D. ambrosioides reduziu a formacio de edema. Nesse mesmo
trabalho, em modelo de inflamacdo cronica, o tratamento reduziu a formacido do granuloma
(IBIRONKE; AJIBOYE, 2007), ratificando o efeito tanto para inflamac¢des cronicas como
agudas.

O Laboratério de Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhao - UFMA, vem
estudando essa espécie em varios modelos. Onde o extrato hidroalcodlico de Dysphania
ambrosioides apresentou potencial para estimular o recrutamento de macréfagos e ativar estas
células, aumentando a atividade fagocitica e producdo de NO (CRUZ et al., 2007). Na infec¢ao
por Leishmania amazonensis o tratamento intralesional com mastruz apresentou atividade sobre
o sistema imune para inibir a disseminacdo de L. amazonensis, bem como efeito direto no
parasito (PATRICIO et al., 2008). J4 em modelos de inflamacdo e cicatrizacdo, como na
cicatrizagdo 6ssea, em modelo animal usando coelhos, o tratamento com extrato de mastruz na
forma de emplastro mostrou efeito indutor da osteogénese e cicatrizagdo Ossea precoce,
podendo servir como estimulador da regeneracao dssea (PINHEIRO NETO et al., 2005). O uso
do extrato de mastruz como enxerto 6sseo também mostrou um efeito promissor, reduzindo o
tempo para formacao do calo dsseo, acelerando a regeneracdo. Além disso, o teste de resisténcia
a tracdo sugere que essa formacgdo precoce € madura e resistente (NETO et al., 2017).

J4 na osteoartrite o extrato das folhas de D. ambrosioides reduziu a drea do joelho,
possivelmente pela redugdo 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 redugdo de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-6, IFN-y (PEREIRA et al.,
2018). O efeito anti-inflamatoério foi retificado em modelo de cistite hemorrégica, reduzindo o
infiltrado celular e edema na bexiga, o que foi comprovado pelo histolégico deste 6rgao. Além
desses parametros, foi observado a inibicdo de algumas vias de sinalizacdo, como NF-kB e
COX-2 (GONCALVES FILHO, 2013), que ja sdo alvos de terapias usando farmacos anti-
inflamatoérios. O efeito anti-inflamatério sist€émico foi demonstrado por Rios et al., (2017), em
que o tratamento com extrato de D. ambrosioides reduziu os efeitos da inflamagdo na sepse

pela redug@o da produgdo de citocinas inflamatdrias como IL-6, TNF-a. MCP-1.
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Alguns produtos vegetais podem apresentar toxicidade sist€émica apds tratamento
cronico, o uso do extrato hidroalcodlico de mastruz por 15 dias, ndo foi letal e ndo induziu
alteracdes nos camundongos, sugerindo que € seguro o uso terapéutico dessa espécie na dose
adequada (PEREIRA et al.,, 2010). A capacidade terapéutica demonstrada para D.
ambrosioides, assim como de outras espécies vegetais, provavelmente estd relacionada com
seus metabolitos secunddrios. A espécie apresenta na sua composicdo quimica terpenos
(KIUCHI et al., 2002), compostos fendlicos, saponinas, taninos, flavonoides, entre outros
(NEIVA et al., 2011). Dos compostos hidrofilicos, mais de trinta e cinco compostos fendlicos
jé foram identificados, como derivados de dcido fendlico e dcido p-cumdrico. A quercetina € a
substancia predominante entre os compostos lipofilicos. Os 4dcidos graxos poli-insaturados se
sobrepdem sobre os dcidos graxos saturados; quanto aos tocoferois, hd uma predominéncia do
alfa-tocoferol (BARROS et al., 2013).

Considerando a importancia dos neutréfilos na defesa do organismo e também no
desenvolvimento e piora de algumas doencas inflamatérias, somado ao potencial de D.
ambrosioides na regulagdo da resposta imune e auséncia de informacdes sobre o efeito do
mastruz na atividade da célula em questdo, buscou-se neste trabalho avaliar o efeito de
Dysphania ambrosioides (EHDa) sobre um dos principais componentes celulares da resposta

inflamatoria, os neutroéfilos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

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

ambrosioides (EHDa) em neutréfilos humanos.

3.2 Objetivos Especificos:

- Avaliar a acdo do EHDa sobre os mecanismos efetores oxidativo ou nao de
neutrofilos;

- Avaliar o potencial do EHDa em regular a capacidade inflamatdria de
neutrofilos;

- Sugerir possiveis mecanismos moleculares de neutréfilos em resposta ao

tratamento com EHDa.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Extrato hidroalcodlico 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 (2° 27’ 34,6> S / 44° 08’ 47,5 W), adquiridas de produtores locais. A
identificacdo botanica foi realizada no herbario do Maranhdo-MAR, da Universidade Federal
do Maranhdo, com o voucher de N° 9349 (Anexo A). A coleta do material vegetal ocorreu no
més de abril de 2017, por volta das 8 horas, de modo a conservar, qualitativa e quantitativamente

os metabdlitos secundarios 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 37°C para secagem, seguido de trituracdo em moinho de
facas para obtencdo do pd, com um resultado de 250g da matéria prima. O p6 foi entio
intumescido por 2 horas em 1L de solu¢do hidroalcodlica a 70% de etanol. Em seguida, foi
submetido a um processo de extracdo exaustiva por 17 dias, usando a mesma solug¢do do
intumescimento. Esta extracdo exaustiva consiste em percolar a amostra até o momento que a
solucdo apresenta coloracao mais clara e estavel. Ao final do processo, o extrato foi concentrado
em rotaevaporador para retirada do solvente volatil e, em seguida, foi seco. Obteve-se 5,7 % de

rendimento em relacdo as folhas secas trituradas.
4.1.3 Preparo para avalia¢do de contamina¢do

Uma amostra do extrato foi usada para avaliacdo de possiveis contaminagdes
microbianas. O ensaio microbiolégico foi realizado segundo metodologia proposta pela
Farmacopéia (2010), com algumas adaptagdes. Para a dilui¢do, uma amostra de 10 mg/mL do
extrato foi preparada em Solu¢do Tamponada com Fosfato (PBS; pH 6,8) estéril. Apds
homogeneiza¢do manual, foram realizadas dilui¢des seriadas (1:10, 1:100 e 1:000). Aliquotas
de 100 pL de cada diluicio de extrato foram semeadas em placas de Petri com meio Agar
Sabourad (MERK) e Agar BHI (Brain Heart Infusion, MERK). As placas permaneceram

incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por cinco dias. Durante o periodo de incubagio, as
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semeaduras foram observadas diariamente para andlise da presenca de colonias de fungos ou

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

4.2 Caracterizacdo quimica do EHDa

Para a andlise da composi¢do quimica do EHDa, uma amostra foi encaminhada para
Laboratério de Produtos Naturais/ Campus do Litoral Paulista — Unesp - Sdo Vicente por
intermédio da professora Claudia Rocha. A amostra passou por FIA-ESI-IT-MSn
(Espectrometria de Massas por infusdo direta com fonte eletronspray e analisador ion trap), na
qual foram dissolvidos 10 mg do extrato hidroalcodlico bruto em 1 mL de MeOH:H,O (1:1,
v/v) depois de se utilizar um banho de ultrassom durante 5 minutos. As amostras foram entao
filtradas através de um filtro PTFE de 0,22 pum, e aliquotas de 20 pL foram injetadas diretamente
no sistema FIA-ESI-IT-MSn.

A infusdo do fluxo direto das amostras foi realizada em um analisador do tipo ion trap
linear Thermo Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de ionizacao por eletronspray (ESI),
em modo negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA). Utilizou-se um tubo capilar de aco
inoxiddvel a 280 °C, uma voltagem do spray de 5,00 kV, tensdo capilar de -90 V, lentes de tubo
de -100 V e um fluxo de 5 uL./min. A andlise completa da varredura foi registada na faixa de
m/z de 100-1000. As fragmentagcdes em estddios multiplos (ESI-MSn) foram realizadas
utilizando o método de dissociag@o induzida por colisdo (CID) contra hélio para ativacdo de
ions.

O primeiro evento de varredura foi um espectro de massa completo para adquirir dados
sobre fons nessa faixa de m/z. O segundo evento de varredura foi uma experiéncia MS/MS
realizada utilizando dados dependentes nas moléculas [M-H] dos compostos de interesse com
energia de colisdao de 30% e tempo de ativacdo de 30 ms. Os ions produzidos foram entdo
submetidos a uma maior fragmentacao nas mesmas condicdes, até ndo serem observados mais
fragmentos. A identificacdo dos diferentes compostos no perfil cromatogrifico do extrato
hidroalcodlico foi feita comparando seus tempos de retencdo e espectros UV com dados da

literatura (SALDANHA et al., 2013).

4.3 Analise in silico da ligacao de flavonoides a proteina kinase C

Para esta anélise os flavonoides quercetina e kaempferol, os compostos majoritarios na

composi¢ao do extrato, tiveram suas estruturas desenhadas no programa Mcule. A sequéncia
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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 cédigo UNIPROT Q05655. Todos os pardmetros para

PKC foram calculados com a aplicagdo dos programas disponiveis no servidor do Expasy

Molecular Biology (http://www.expasy.org/). A definicdo do sitio de ancoragem/ligacdao

flavonoides na PKC foi determinada em trés programas distintos: SwissDock (Swiss Institute
of Bioinformatics, Molecular Modelling Group); 1-click-docking (Mcule); e CLC Bio Protein
Workbench (CLC Bio, Kobe, Japao). Primeiramente, foram determinados os dados estruturais
fisico-quimicos dos residuos responsaveis pela ancoragem dos flavonoides a proteina. Em
seguida, foram observadas quais as caracteristicas que se mantiveram constantes ou préximas
na ligacao dos dois flavonoides. A energia relativa de conservacao calculada pelo na plataforma
CLC Bio e calibrada para selecionar os residuos que continham energia maior ou igual a 15
kcal, juntamente com um potencial eletrostatico de superficie maior ou igual a 19 kcal. Estes
parametros foram aplicados para selecionar os residuos que estivessem a uma distancia fisica
de ndo mais que 5 A (angstroms) entre os residuos das proteinas selecionadas e os flavonoides,
determinando os residuos que interagiam com o ligante. Os 3 softwares de docagem molecular
geraram arquivos para estrutura tridimensional ilustrativa da ligagdo, entre as quais foi
escolhida a estrutura de maior score dentro dos parametros definidos. A imagem foi capturada

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

4.4 Obtencao dos leucocitos do sangue periférico

Os neutréfilos foram obtidos de um volume de 40 mL de sangue periférico doado por
10 voluntérios sadios — sem doencas infectocontagiosas ou congénitas comprovadas até o
momento da coleta e que ndo estavam fazendo uso de medicamentos que pudessem interferir
nos experimentos — apds assinatura do termo de consentimento livre esclarecido TCLE. O
presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Maranhdo (CEP-UFMA), sob o protocolo de niimero CAAE 66829617.6.0000.5087 (Anexo
B).

Para o isolamento dos neutréfilos, foi adicionada a amostra de sangue uma solucao de
Dextran 6% (SIGMA-ALDRICH) na propor¢ao de 1:1 e mantida por 30 minutos a 37°C, para
separacao das hemdcias. Em seguida, o sobrenadante foi adicionado cuidadosamente sobre uma

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


http://www.rcsb.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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centrifugada (900 x g, 20 minutos, 20°C). Ao final da centrifugagdo a fase com as células
mononucleares foi retirada e adicionado PBS (Solucao Tamponada com Fosfato — pH 7,2) sem
Ca2+ e Mg2+, para lavagem, centrifugacdo (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 pg/mL, MERCK) e penicilina G (100 U/mL, SIGMA -
ALDRICH).

As hemdcias restantes foram eliminadas através de uma lise hipotdnica com &dgua
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 separacao
as células foram contadas em microscopio Optico de luz comum, em camara de Neubauer,
usando a técnica de exclusido com azul de tripan 0,04% (SIGMA-ALDRICH). As concentracdes
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

Apés o isolamento e ajuste para a concentracdo desejada, os neutrdfilos foram
transferidos para placas de cultura de 24 ou 96 pogos de fundo chato, pelo menos em triplicata.
Para os testes trés concentragdes foram usadas, 5, 50 e 125 pg/mL. Estas foram previamente
definidas pela concordancia do uso em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, testes
piloto e exclusdo de concentracdes toxicas. As células foram mantidas sob esta estimulacao por
uma ou quatro horas, em ambiente saturado contendo 5% de CO-, a 37°C. Apds este periodo,
as células foram, quando necessdrio, estimuladas com PMA (Acetato miristato de forbol, 50

nM, SIGMA-ALDRICH).

4.6 Avaliacao da citotoxicidade do EHDa

A citotoxicidade do EHDa para neutréfilos e PBMC foi avaliada pelo ensaio
colorimétrico com Vermelho Neutro (SIGMA-ALDRICH). Que baseia-se no acimulo do
corante vermelho neutro nos lisossomos das células vidaveis e ndo lesionadas (REPETTO et al.,
2008). Para tal, as células (1x10%mL) foram distribuidas em placas de 96 pogos de fundo “U”
e incubadas com o extrato nas concentragdes de 5, 50, e 125 pg/mL, por uma ou quatro horas,

a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO;. As células em meio de cultura sem extrato



26

constituem o controle negativo (C-) e com metanol 30% o controle positivo (C+). Passado o
tempo de incubacdo, a placa foi centrifugada e o sobrenadante retirado, para a entdo adicao de
200 pL da solucdo de vermelho neutro (40pug/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
adicao de uma solucdo de formaldeido a 0,5% V/V em CaCl, por 5 minutos, seguido de
centrifugacdo e descarte do sobrenadante. Por ultimo, foram adicionados 100 pL. de uma
solucdo de alcool acido. A absorbancia foi lida a 540 nm em espectrofotdmetro de microplaca
(Molecular Devices, SpectraMax® Plus 384). A férmula utilizada para calcular a percentagem

de viabilidade celular foi:

% Citotoxicidade = 100 - Absorbancia do tratamento X 100
Absorbéncia do controle negativo

4.7 Avaliacao da fagocitose

A fagocitose foi avaliada semi-quantitativamente por citometria de fluxo. Para tal foi
utilizada leveduras de C. albicans que expressam a proteina fluorescente GFP (Green
fluorescent protein), sendo estas gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Antonio Condino Neto,
coordenador do Laboratorio de Imunologia Humana da USP. As células foram tratadas (item
4.5) e incubadas com as leveduras na propor¢do de duas leveduras para cada célula, por 30 min
a 37 °C. Apo6s o periodo de incubagdo, a placa foi centrifugada e o precipitado foi lavado com
solugdo de Azul de Tripan 0,04% (SIGMA-ALDRICH) para anular a fluorescéncia das
leveduras ndo internalizadas. As células foram lavadas e ressuspendidas em PBS. Para andlise
em citometro de fluxo Attune (TermoFisher Scientific), 5000 eventos foram adquiridos
levando-se em consideragdo os parametros de tamanho (Forward Scatter, FSC) e complexidade
celular (Side Scatter, SSC) para estabelecimento da regido de aquisicio (APENDICE B).

Posteriormente, os dados foram analisados no software Flow

4.8 Avaliacao da degranulacio

A degranulacgdo foi avaliada por citometria de fluxo. As células, apés serem tratadas
(item 4.5) foram incubadas com marcadores de superficie usados para caracterizar os subtipos
de granulos de neutréfilos (NAEGELEN et al., 2015). Entdo, aps o tempo de tratamento com

EHDa os neutréfilos foram ressuspendidos em 100 uLL de PBS e transferidos para uma placa de
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fundo “U”, e incubados com os anticorpos especificos para os granulos primdrios Anti-CD63-
PerCP (BD Biosciences), Anti-CD66b-PerCP (BD Biosciences) e Anti-CD15-FITC (BD
Biosciences) para granulos secunddrios, e ainda, Anti-CD14-FITC (BD Biosciences) para
vesicula secretora (BD Biosciences). A placa foi mantida a 4 °C por 15 minutos, em ambiente
protegido da luz. As amostras foram avaliadas em citometro de fluxo FACSCalibur (BD
Biosciences). Para andlise, 5000 eventos foram adquiridos levando em consideracdo os
parametros de tamanho (Forward Scatter, FSC) e complexidade celular (Side Scatter, SSC)
para estabelecimento da regido de aquisi¢do. Apds esta determinacdo do gate principal, as
células foram avaliadas segundo os canais de fluorescéncia 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 fluorescéncia (MFI). Para o controle do ensaio

neutréfilos estimulados com PMA foram avaliados para o marcador CD63 (APENDICE O).

4.9 Avaliacao do burst oxidativo

A producdo de Espécies Reativas de Oxigénio foi quantificada através de ensaio de
quimioluminescéncia, que se baseia na reacdo desses compostos com os substratos luminol e
lucigenina, sendo estes dltimos quimioluminescentes quando oxidados. A oxida¢do do luminol
ocorre por reacdo com todas as EROs formadas no burst oxidativo. J4 a lucigenina tem sido
usada para identificacdo especifica do anion superoxido (FREITAS et al., 2014).

As células na concentragio de 1x10%mL foram distribuidas em placa de 96 pocos
(estéril, branca, de fundo chato) em um volume final de 200 pL. de RPMI. O extrato foi
adicionado as células, em seguida foram acrescentados luminol (100uM) ou lucigenina
(100uM) para leitura em lumindmetro por 1 e 4 horas, sendo 0,4 segundos por pogo. Para avaliar
o efeito do extrato no priming dos neutréfilos, estes foram primeiramente mantidos em contato
com o EHDa por 20 minutos, sendo incubados com PMA (50nM), e os substratos luminol
(100uM) ou lucigenina (100uM), seguida da leitura em luminometro por 1 e 4 horas. As
andlises foram feitas usando o programa MicroWin. (HATANAKA et al., 2006).
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4.10 Quantificacdo das Neutrophil extracellular traps (NETs)

4.10.1 Avaliacdo das NETs por microscopia

Para ativacdo celular e geracio das NETSs, os neutréfilos (8x10°/mL) foram incubados
por uma hora para as células decantarem sobre laminulas de vidro (13 mm), que encontravam-
se em placas de 24 pocos em meio RPMI sem vermelho de fenol. Apés a sedimentagao dos
neutréfilos, os mesmos foram tratados por uma ou quatro horas com o extrato (item 4.5) seguido
ou ndo de ativacdo com PMA (50 nM) por trés horas adicionais. Entdo, as amostras foram
fixadas com paraformaldeido (4%) para posterior marcacio. Para a marcagao e identificagcdo
das NETs, as laminulas 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 laminulas foram incubadas com tampao 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 primdrios anti-elastase de
neutrofilos (a-NE) (Invitrogen™) e anti-histonas (a-HE) (Invitrogen™), procedendo-se nova
lavagem apds a incubacdo por uma hora. As amostras foram, entdo, marcadas com anticorpos
secundarios com os fluorocromos Alexa Flior 488 e Alexa Fluor 546 (Invitrogen™),
respectivamente para o-NE e a-HE, a 37 °C, por uma hora. Apds esta incubagao, as laminulas
foram lavadas com PBS e marcadas com Hoechst 33342 (Invitrogen™) para identificacdo do
DNA. Apés as marcagdes, foi feita a montagem das laminulas sobre laminas com Mowiol®
(SIGMA-ALDRICH), que seguiram para secagem, overnight protegidas da luz. A andlise das
NETs ou do processo de NETose foi realizada em microscopio invertido de fluorescéncia

(Eclipse Ti-S NIKON), em aumento de 200X. (BRINKMANN, ZYCHLINSKY, 2012).
4.10.2 Quantificacdo das NETs por fluorimetria

Os neutréfilos (1x10%mL) foram dispostos em placa de 96 pocos (preta, estéril, e fundo
chato e transparente) e tratados com o EHDa por uma ou quatro horas, sendo em seguida
ativados ou ndo com PMA (50 nM). Apds o tratamento e ativacdo, as amostras foram lavadas
(600 x g, por 10 minutos) e marcadas com SYTOX Orange® (5uM) (TermoFisher Scientific)
e incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. A fluorescéncia foi determinada em leitor

de fluorescéncia (SpectraMax®) em comprimentos de onda de excitag¢do e captacio de 547/570
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(LIPPOLIS et al., 2006). A avaliacdo deu-se pelo cdlculo da liberacdo relativa de NETs,

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

4.11 Analise estatistica

O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para determinac¢do da distribuicao dos dados. Para os
dados com distribuicao normal foi usado o teste paramétrico One-way-ANOV A, com pds-teste
de Turkey. Caso nao apresentassem distribui¢ao normal, foi aplicado o teste ndo paramétrico
de Kruskall-Wallis, com pds-teste de Dunn’s. Ainda, para alguns ensaios, foi realizado o Teste
t de Student para amostras com distribuicio normal ou Mann-Whitney para amostras sem
distribui¢cao normal, comparando os grupos em pares. Foi estabelecido nivel de significancia de
5%. Os dados encontram-se expressos em média + desvio ou erro padrdo. As andlises foram

realizadas no programa Prism versdo 5.0 (GraphPad).
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5. RESULTADOS
5.1 Caracterizacao quimica do Extrato hidroalcoélico de Dysphania ambrosioides - EHDa

A caracterizagdo quimica revelou a presenca de dezesseis compostos, tendo como
majoritdrios aqueles derivados da Quercetina e Kaempferol (Tabela 1).

Tabela 1: Composi¢do quimica do extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides.

(M-H)y MS" Compostos

1 191 173; 127;85; Acido quinico

2 193 135 acido glucordnico

3 285 257, Kaempferol

4 295 163 Acido p-coumaroil-xilose

5 301 285;267; 241; Hesperetina

173

6 431 285 Kaempferol-3-0O-alfa-L-
raminosideo

7 463 301 Quercetina-3-0-glicosideo

8 563 431;285; 151  Kaempferol-O-ramosideo-
pentosideo

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-3-0O-
arabinoglucosideo

13 609 463; 301 Quercetina-3-0 -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

Anadlise realizada por espectrometria de massas. M-H (massa do composto menos um H) e
MS" (fon filho)
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5.2 Ensaio in silico sugere interacao do Kaempferol e Quecertina com a PKC

O Resultado do ensaio in silico sugere que a quercetina se liga a um sitio de regulacdo
da PKC (Figura 8A). Para o kaempferol a sugestdo é de ligacdo em uma regido estrutural desta

proteina (Figura 8B).

N —_—

2 Quercetina vs B

1)»Z ,"0

Figura 8 Docagem molecular entre os flavonoides quercetina ou kaempferol e a proteina kinase C delta.
Modelagem 3D da PKC e o ponto de ancoragem da quercetina e kaempferol. Ap6s selecdo e validagdo da
estrutura 3D da proteina, foram identificados os pontos onde se localiza o sitio de ligacdo aos flavonoides.
Os pontos de ligagdo mostravam-se acessiveis nos modelos estudados. A quercetina apresentou ligacdo em
sitio da subunidade reguladora da ativacdo da PKC (posi¢oes 1-329). O kaempferol apresentou ligacdo em
posicao diferente da subunidade reguladora ou catalitica, mas de importancia estrutural.
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5.3 EHDa niao demostrou citotoxicidade elevada sobre neutrofilos

Em uma hora (Figura 9A) de tratamento o EHDa apresentou uma toxicidade de 10% na
concentracgdo de 50 pg/mL e aproximadamente 20% na concentragdo de 125 pg/mL. Em 4 horas
(Figura 9B) de tratamento, observamos cerca de 25% de toxicidade na concentracdo de 50
pg/mL e cerca de 40% na concentracdo de 125 pg/mL. J4 a concentragdo de 5 pg/mL nao

apresentou citotoxicidade nos dois tempos de estudo.
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Figura 9 Citotoxicidade do extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides em neutréfilos humanos. As
células (1x10° /mL) foram tratadas com EHDa (5, 50 e 125 pug/mL) por uma (A) ou quatro (B) horas, e
incubadas em estufa de CO» (5%) a 37°C. A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada por incubacdo com
vermelho neutro (40 pug/mL), por 3 horas, a 37°C, seguida de fixacdo (formaldeido 0,5% em CaCl,, 1%), e
revelacdo em solucdo de dlcool acido e leitura da absorbancia a 540 nm. Os dados estdo expressos em média
+ desvio padrio do percentual de citotoxicidade para trés individuos, em quadruplicata; * p<0,05, para o
teste Mann-Whitney, comparado ao controle negativo.
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5.4 O tratamento com EHDa nao interfere na fagocitose de fungos por neutrofilos
humanos.

E possivel observar que o tratamento com o extrato ndo interferiu na capacidade dos
neutréfilos em fagocitar leveduras de C. albicans, independente da concentragdo e tempo de
tratamento. Em uma hora nio houve diferen¢a 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).
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Figura 10 Fagocitose de Candida albicans por neutréfilos tratados com EHDa. As células (1x10°
/mL) foram tratadas com EHDa (5, 50 e 125 pg/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 citdmetro de fluxo e anélise no
software FlowJo v 10.0. Os dados estio expressos em média + desvio padrao do percentual de
células que fagocitaram e pelo MFI para seis individuos em duplicata.
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5.5 O EHDa estimula a exocitose dos granulos citosélicos de neutréfilos humanos

Os resultados mostraram que o tratamento com EHDa induz a liberacdo de granulos
primarios de neutréfilos em uma hora de tratamento de maneira dependente da concentragao,
sendo significativa para de 125 pg/mL (Figura 11A). No tempo de duas horas (Figura 11B), a

concentracdo de 50 pg/mL também apresentou esse efeito de forma significativa.
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Figura 11 Liberacdo dos granulos primdrios de neutrdfilos apds tratamento com EHDa. As células
(1x10° /mL) foram tratadas com EHDa (5, 50 e 125 pug/mL) por uma (A) ou duas (B) horas e, em
seguida, marcadas com anticorpos Anti-CD63 (granulos primérios). A aquisi¢io dos dados foi realizada
em citometro de fluxo. Os dados foram analisados no software FlowJo v10.0 e estdo expressos em média
+ desvio padrio; * p<0,05, de quatro individuos em duplicatas, para o teste ou Mann-Whitney,
comparado ao controle néo tratado.
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Para os granulos secunddrios, o EHDa aumentou a expressao de CD66b em todas as
concentracoes testadas (5, 50 e 125 pg/mL), em uma (Figuras 12C) e duas horas (Figura 11B).
As duas maiores concentragdes, 50 e 125 pg/mL, também induziram o aumento de CD15, em

uma (Figura 12C) e duas (Figura 12B).
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Figura 12 Liberagdo dos granulos secundarios de neutréfilos apds tratamento com EHDa. As células
(1x10° /mL) foram tratadas com EHDa (5, 50 e 125 ug/mL) por uma (A, C) ou duas (B, D) horas e, em
seguida, marcadas com anticorpos anti-CD66b e anti-CD15 (granulos secundérios). A aquisicdo dos
dados foi realizada em citometro de fluxo. Os dados foram analisados no software FlowJo v10.0 e estdao
expressos em média + desvio padrao; * p<0,05, de quatro individuos em duplicatas, para o teste Mann-

Whitney, comparado ao controle ndo tratado.
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As vesiculas secretoras foram avaliadas através do marcador CD14. Os tratamentos, por
uma (Figura 13A) e duas horas (Figura 13B), levaram ao aumento da expressdo do CD14 em

todas as concentracdes avaliadas.
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Figura 13 Liberacdo das vesiculas secretoras de neutréfilos apds tratamento com EHDa. As células
(1x10% /mL) foram tratadas com EHDa (5, 50 e 125 pug/mL) por uma (Figura A) ou duas (Figura B)
horas e, em seguida, foram marcadas com anticorpo anti-CD14 (granulos tercidrios). A aquisi¢do dos
dados foi realizada em citometro de fluxo. Os dados foram analisados no software FlowJo v10.0 e estdo
expressos em média + desvio padrdo; * p<0,05, de quatro individuos em duplicatas, para o teste Mann-
Whitney, comparado ao controle ndo tratado.
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5.6 O EHDa modula o burst oxidativo em neutrofilos humanos

O EHDa estimulou a producdo de espécies reativas de oxigénio. O tratamento com
EHDa por uma hora, nas maiores concentragdes (50 e 125 pg/mL), estimulou a liberacdo do
anion superoxido (Figuras 14A) de forma semelhante ao observado no tempo de quatro horas
(Figura 14B). Em uma hora, todas as concentra¢des do extrato estimularam a produc¢do de EROs
totais (Figura 14C). J4 em quatro horas, as EROs foram aumentadas pelos tratamentos nas

concentracoes de 5 e 50 ug/mL (Figura 14D).
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Figura 14 Burst oxidativo em neutr6filos humanos tratados com EHDa. Foi adicionado as células
(1x10° células/mL) o extrato nas concentragdes de 5, 50 e 125 pg/mL. A avaliagio foi realizada
pela reagdo com luminol (100uM) ou lucigenina (100uM), seguido da leitura em lumindmetro
por uma ou quatro horas, para a quantificar a producao do anion superéxido (A, C) e EROs (B,
D). Os dados estdo expressos em média + erro padrao da média para seis individuos, em
duplicata, sendo * p<0,05 comparado com o controle nio estimulado e # p<0,05 para o teste de
Mann-Whitney, comparado com PMA.
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Quando os neutréfilos foram tratados com extrato e posteriormente estimulados com
PMA, percebeu-se uma redu¢do do potencial indutor do éster de forma dependente da
concentracdo do EHDa. Esse efeito € significativo na concentracao de 125ug/mL para o anion
superéxido (Figura 15A), e o mesmo efeito € observado no tempo de quatro horas (Figura 15B).
Ja para as EROs em uma hora (Figura 15C), s6 se observa um efeito redutor a partir da
concentracdo de 50 ug/mL, sendo significativo apenas na de 125ug/mL, semelhante ao que foi

observado no tempo de quatro horas (Figura 15D).
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Figura 15 Burst oxidativo em neutré6filos humanos tratados com EHDa e estimulos com PMA. As células
(1x10% células/mL) foram tratadas com o extrato nas concentra¢des de 5, 50 e 125 ug/ por 20 minutos.
Em seguida, foram estimuladas com PMA (50 nM) e a avaliacdo foi realizada pela reagdo com luminol
(100uM) ou lucigenina (100uM), seguido da leitura em luminémetro por uma ou quatro horas, para a
quantificar a producdo de anion superéxido (A, C) e EROs (B, D). Os dados estdo expressos em média
+ erro padrdo da média da AUC, para seis individuos em duplicata, sendo * p<0,05 comparado com o
controle ndo estimulado e # p<0,05 para o teste de Mann-Whitney, comparado com PMA.
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5.7 O EHDa reduz a liberacao das redes extracelulares de neutréfilos humanos.

O EHDa em uma hora (Figura 16A e 17) ndo interferiu de forma expressiva na liberacao
das NETs. Quando os neutréfilos receberam um segundo estimulo (PMA), € possivel observar
uma redu¢do 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
padrdo semelhante ao de uma hora, onde nao houve um efeito significativo. O mesmo efeito de
reducdo da NETose em neutrdfilos tratados com o extrato e estimulados com o PMA foi

observado no intervalo de quatro horas (Figura 16B e 18).
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Figura 16 Liberacdo das Armadilhas Extracelulares de Neutr6filos (NETs) apds tratamento com EHDa.
Neutréfilos (1x10%/mL) foram tratados com EHDa (5, 50 €125 pg/mL) por uma (Figura A) ou quatro horas
(B), seguido ou ndo de um estimulo de 3 horas com PMA (50 nM). Apés o tempo de estimulo, as células
foram incubadas por 10 minutos com Sytox® Orange e para leitura de fluorescéncia a 547/570. Os dados
estdo expostos em média +erro padrao de URF; para quatro individuos # p<0,05, teste one —-way ANOVA,
comparado com PMA.
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Figura 17 Liberacdo de NETs de neutréfilos humanos tratados por uma hora com EHDa. Apés o
tratamento, as células foram ou ndo estimuladas com PMA (50nM) por trés horas. E na sequéncia
permeabilizadas com Triton X-100 (0,5) incubadas com tampao de bloqueio (30 minutos) e marcadas
para identificacdo de elastase (a-NE) e histonas (a-H3), e marcados com Hoechst 33342 para
identificacdo do DNA. Entdo, foi feita a montagem das laminas com Mowiol®. A andlise das NET's
ou do processo de NETose foi realizada em microscépio invertido de fluorescéncia em um aumento
de 200X.
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Figura 18 Liberacdo de NETs de neutréfilos humanos tratados por quatro horas com EHDa. Apds o
tratamento, as células foram ou ndo estimuladas com PMA (50nM) por trés horas. E na sequéncia
permeabilizadas com Triton X-100 (0,5) incubadas com tampao de bloqueio (30 minutos) e marcadas
para identificacdo de elastase (a-NE) e histonas (a-H3), e marcados com Hoechst 33342 para
identificacdo do DNA. Entdo, foi feita a montagem das ldminas com Mowiol®. A anélise das NETs
ou do processo de NETose foi realizada em microscépio invertido de fluorescéncia em um aumento
de 200X.
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6. DISCUSSAO

Durante este trabalho, foram avaliados os efeitos in vitro do tratamento com o extrato
bruto hidroalcodlico das folhas de Dysphania ambrosioides (EHDa) em neutréfilos 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 indicacdo terapéutica do
seu uso.

Quando se analisa os efeitos de algum composto, seja natural ou sintético, faz-se
necessdrio garantir a qualidade dessa substancia. Um dos testes essenciais € a verificagao de
possiveis contaminac¢des por microrganismos. Dessa forma, foi realizado o ensaio de controle
microbiolégico do extrato para crescimento de bactérias e fungos, e constatou-se que as
amostras de EHDa usadas neste trabalho ndo apresentavam contaminagdes por nenhum dos
grupos de microrganismos avaliados (APENDICE A). O resultado do teste microbiolégico
assegura uma boa qualidade inicial do extrato, visto que esse tipo de contaminacdo pode levar
a alteracdes quimicas e fisicas (FARMACOPEIA, 2010). Além de ser um possivel viés nos
resultados.

A auséncia dessas possiveis interferéncias € importante, uma vez que o tratamento
estimulou algumas fungdes efetoras de neutréfilos, como a degranulagdo, que € um mecanismo
relevante na prote¢do do organismo contra agentes patogénicos e na modulagcdo da inflamacgao
(SHESHACHALAM et al., 2014). O EHDa no tempo de uma hora (Figura 13A), estimulou
exocitose das vesiculas secretoras de maneira dose dependente, semelhante ao observado no
tempo de duas horas (Figura 13B).

Dos quatro tipos de granulos, a vesicula secretora é a mais facilmente liberada
(FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003), sendo importante no processo inicial da ativacao,
pois apresenta uma quantidade significativa de proteinas relacionadas com a migracao celular,
como P2 integrina CD11b/CD18 (MAC-1) (BORREGAARD, 2010; STROKA et al., 2013). Em
modelo animal de sepse, o extrato de mastruz mostrou potencial para recrutar neutréfilos,
compativel ao efeito mostrado na liberagdo desse tipo de granulo cujas propriedades sdao
importantes na migragao dos neutréfilos (RIOS et al., 2017).

Além das vesiculas secretoras, observa-se que o EHDa também interferiu na migracao
dos granulos secundarios, pois nota-se um aumento na expressao do CD66b e CD15 de maneira

concentracdo-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 granulos secunddrios participam de forma mais efetiva na
atividade antimicrobiana devido a sua composicdo, contendo lactoferrina, lizosima, elastase,
hCAP-18 (proteina antimicrobiana catidnica humana) (FAURSCHOU; BORREGAARD,
2003).

Além dos granulos secunddrios, os primérios constituem um importante reservatorio de
compostos antimicrobianos. O EHDa também foi efetivo em estimular a migracdo desses
granulos, demonstrado pelo aumento na expressio de CD63. No tratamento por uma hora
(Figura 11A), apenas a concentra¢do 125 pg/mL induziu a libera¢do dos granulos primérios.
Quando os neutréfilos foram mantidos sob o estimulo do EHDa por mais tempo, duas horas
(Figura 11B), observa-se que, além da concentracdo de 125, a de 50 pg/mL também aumentou
a expressao de CD63.

Os granulos primadrios, na sequéncia de degranulagdo, sao os tltimos a serem liberados,
pois sofrem exocitose limitada de acordo com o potencial de inducdo e concentracdo do
estimulo (FAURSCHOU et al., 2002). No caso do EHDa, percebe-se a necessidade de um
tempo maior ou maiores concentracOes para induzir a migragdo dos granulos primaérios,
mostrando assim que o tratamento estimula de maneira equilibrada a liberag¢do desses granulos.
Os granulos primdrios contém grandes quantidades de proteinas microbicidas, como catepsinas,
defensinas, mieloperoxidase, que também sdo danosas ao tecido. Por isso, existe a necessidade
de uma liberacdo desses granulos de forma bem regulada, evitando efeitos deletérios sobre o
tecido (SELDERS et al., 2017).

Possivelmente, o EHDa estimulou as proteinas quinases a ativarem vias adjacentes,
culminando na alterac@o do fluxo de cdlcio, um sinal secunddrio crucial para exocitose granular
em neutréfilos (SHESHACHALAM et al., 2014). Porém, essas vias ativadas por proteinas
quinases se interligam, o que dificulta uma especulacdo mais pontual, sendo necessaria uma
investigacao mais detalhada do possivel mecanismo do EHDa na degranulagdo. Além disso,
estudos recentes demonstram que o mecanismo de degranulacdo que leva ao dano tecidual do
hospedeiro durante a inflamacdo mediada por neutréfilos envolve processos oxidativo
mediados pela NADPH oxidase (POTERA et al., 2017).

O complexo NADPH € formado por componentes membranares e citoplasmaticos,
dentre eles o citocromo b 555 (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003), o qual estd presente na
membrana dos granulos especificos em uma concentragdao expressiva (WARD et al., 2000).

Logo, a migracdo do citocromo b ssg para membrana € relevante também para os mecanismos
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oxidativos de neutréfilos. Isso estd de acordo com os dados aqui observados na degranulagdo,
em que o EHDa estimula a migracao dos granulos especificos e da vesicula secretora para a
membrana, e também, com os dados do burst oxidativo.

A produgdo desses reativos foi avaliada em tempo real por quimioluminescéncia,
usando como substrato o luminol e a lucigenina. O luminol é capaz de ser oxidado por todas as
espécies reativas de oxigénio, além de ser uma molécula que ndo sofre a seletividade da
membrana celular e funciona como sonda que amplifica proporcionalmente a produgao total de
EROs, de forma intra e extracelular. A lucigenina, por sua vez, é oxidada apenas pelo anion
superdxido, atuando assim, na quantificacdo especifica deste radical e avaliagdo 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 producdo do anion
superdxido (Figura 14A e B), assim como das demais EROs (Figura 4C e D). Os neutroéfilos
respondem com um padrdao semelhante quando sdo 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 neutréfilos, apresentaram uma produgdo de peroxido de hidrogénio
mais expressiva quando comparadas ao grupo nao tratado (RIOS et al., 2017). O peréxido de
hidrogénio, como as demais EROs, € imprescindivel para atividade microbicida intra e
extracelular, sendo que a auséncia ou defeito na sua produgdo acarreta na susceptibilidade a
varias infec¢oes (TSUJI et al., 2014). No entanto, a superestimulag@o dos neutréfilos e produgdo
exacerbada de metabdlitos oxidativos podem levar a efeitos deletérios e danos teciduais
importantes (LELIEFIELD et al., 2016), uma vez que esses reativos ndo sao seletivos e podem
lesar as células do préprio organismo. Muitas doencgas inflamatdrias cronicas estdo relacionadas
com a presenca exacerbada desses compostos no local da inflamacdo (CEDERGREN et al.,
2007).

Nesse sentido, a ativagdo “controlada” dos neutréfilos, regulando alguns mecanismos
com potencial deletério, surge como forma de atenuar os efeitos da inflamacao e ja é sugerida
como estratégia terapéutica vidvel para o tratamento de algumas doengas inflamatorias. Dessa
forma, foi investigado como essas células responderiam ao tratamento com o extrato de mastruz
em um contexto de ativacdo em demasia. Para tal, foi utilizado o éster PMA, como controle
positivo, estimulo padrao para os modelos in vitro de ativagao de leucdcitos. Este composto

apresenta mecanismo independente de receptores de membrana, diretamente via proteina
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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 neutréfilos tratados com o extrato de mastruz por 20 min, um tempo suficiente para
observar o efeito nessa célula (Apéndice D), foram submetidos a um “superestimulo” com o
PMA. Notou-se que os grupos tratados com o EHDa reduzem a producao de EROs induzida
por PMA, sendo que a maior concentragdo do extrato teve uma reducgao significativa, tanto para
os reativos totais como para o anion superdxido (Figura 15E). Logo, o EHDa demonstra
potencial para modular a resposta de neutréfilos, estimulando atividades importantes para
manter a homeostase do organismo, como o burst oxidativo e a degranulacio, porém de forma
moderada em um contexto de ativacdo em demasia, como observado em algumas respostas
imunes (WRIGHT et al., 2014). Portanto, mesmo que de forma precoce, pode-se sugerir que a
acdo anti-inflamatodria 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 neutrdfilos.

Os efeitos bioldgicos dos tratamentos envolvendo espécies vegetais estdo diretamente
relacionados com a composi¢ao quimica. O mastruz, assim como outras espécies vegetais, tem
uma constituicdo bem variada. Jesus et al. (2017) observaram a presenca da quercetina e crisina
na composicdo do mastruz. A presenca acentuada da crisina foi relacionada com acdo
antioxidante e anti-inflamatéria de Mitrella kentiiem em leucdcitos humanos (SAADAWI et
al., 2012), e a quercetina apresentou efeito inibidor do estimulo do PMA, ao reduzir a produgao
de EROs (LANDI-LIBRANDI et al., 2012).

Um possivel mecanismo para a¢do anti-inflamatéria dos flavonoides foi descrito por
Ferriola et al. (1989), que mostraram a regulacio na proteina quinase C, alvo de ativacdo pelo
PMA, e uma importante proteina sinalizadora dos processos de ativacao celular. Zholobenko et
al. (2016) mostraram que a estrutura quimica do flavonoide quercetina pode facilitar a interagao
com proteina quinase C, modulando a sinalizacdo desta ou inibindo a sua migracdo para
membrana, sendo um possivel meio para esses compostos regularem a atividade da NADPH
oxidase.

O EHDa tem na sua composi¢do diferentes flavondides (Tabela 1), como ja bem
caracterizado para a espécie (JARDIM et al., 2010; KUMAR et al.,2013), e como compostos
majoritdrios, os derivados de Kaempferol e Quercetina. A presenca da quercertina e a interacao

desses compostos com as PKC podem estar regulando o efeito do PMA, como aqui observado.
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Esta proposi¢do foi reforcada pelo ensaio in silico, onde a quercetina apresentou afinidade e
ligacdo a uma regido reguladora da PKC (Figura 8A), visto que esse composto esta interagindo
com uma regido reguladora e ndo um sitio ativo. A proteina continua a exercer suas atividades,
porém de forma moderada, pois as regides reguladoras da PKC sio o alvo de ligagdo do PMA,
o que reforca o efeito regulador do tratamento EHDa quando a célula € estimulada por esse
éster.

Além da quercetina, o kaempferol também apresenta variados mecanismos com
potencial regulador da resposta inflamatdria através da interacdo com vias como MAPK, ERK,
PI3K e também com a PKC (DEVI et al., 2015). A andlise computacional para o kaempferol
também mostrou uma interacdo com a PKC, entretanto, diferente da quercetina, esta ligacdo é
em uma regido estrutural (Figura 8B), também podendo regular a atividade da PKC, levando
aos efeitos aqui observados. Além disso, compostos que interagem com proteina quinase C
inibem a produc¢do de superéxido, mas ndo agem sobre a exocitose dos granulos (DEWALD et
al., 1989), o que justifica os resultados mostrados anteriormente com a degranulagdo e estimulo
na producao das espécies reativas de oxigénio.

De fato, a produgdo das EROs € importante, e o equilibrio redox desempenha um papel
fundamental em eventos fisioldgicos e patolégicos, pois além de potencial microbicida como
citado, t€m sido descritas a capacidade de ativar ou desativar uma variedade de receptores,
proteinas, fons e outras moléculas sinalizadoras (SCHIEBER; NAVDEEP, 2014). Quando o
equilibrio redox € perturbado devido a excessiva produgdo ou deplecdo de EROs, muitas vias
de sinalizacao sdo influenciadas, o que confere disfun¢do celular e, subsequentemente, levando
a condigdes autoimunes e inflamatérias (HOFFMANN et al., 2018). Isto refor¢a a importincia
do efeito aqui observado, o qual EHDa apresenta potencial para estimular a producdo de EROs
de maneira controlada e ndo persistente.

Dentre as diversas vias em que as EROs estdo envolvidas, uma delas € a NETose (FUCH
et al., 2007). Considerando que o EHDa mostrou potencial para estimular e modular a producdo
das EROs, foi investigado se o extrato teria o mesmo efeito na liberacao das NETs. Estas
consistem em um importante mecanismo de defesa inata, estando também relacionadas ao
desencadeamento e intensificacdo de processos inflamatérias (DELGADO-RIZO et al., 2017).

O tratamento com EHDa no tempo de uma hora (Figura 16A) estimulou o processo de
NETose, porém em niveis bem inferiores ao induzido pelo PMA. O mesmo padrio foi

observado no tempo de quatro horas (Figura 16B). Ainda, o tratamento prévio com EHDa
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reduziu a formagdo e liberacdo de NETs induzida por PMA, nos dois tempos de tratamento,
ratificando seu potencial regulador. Uma das vias que relaciona a producdo de EROs e geracdo
de NETs ¢ ativagdo da PKC (GRAY et al., 2013). A correlagdo desses mecanismos € a via da
quinase em questdo fortalece a sugestdo de que EHDa regula a via, reduzindo o estimulo do
PMA para os dois parametros aqui analisados.

A presenca de EROs e ativacdo da mieloperoxidase (MPO) sdo necessdrias para a
liberacdo das NETs, que tem na sua constitui¢do a prépria MPO, elastase de neutréfilos e
histonas, sendo assim um mecanismo importante no controle de infec¢des
(PAPAYANNOPOULOS; ZYCHLINSKY, 2009). Os componentes das NETs estdo
relacionados com a modulacao de citocinas inflamatdrias, ativacdo e diferenciacdo de linfocitos
Th17, os quais aumentam o recrutamento de células para o foco inflamatério. A ativacdo em
demasia dos neutréfilos e emissao das NETs tem mostrado relacdo direta com o
desenvolvimento de aterosclerose, por exemplo (CHISTIAKOV et al., 2015), seja pelo
potencial téxico dos seus componentes ou pela via indireta de amplificar a inflamacao.

Além disso, os componentes presentes nas NETs foram relatados como principais
moléculas relacionadas a danos em células epiteliais e endoteliais no curso da inflamacao
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Bloqueadores da NETose induziram melhora no
progndstico de algumas doencas inflamatérias (KESHARI et al., 2012). Apesar de o EHDa
mostrar eficiéncia na indu¢ao da NETose, esta ocorreu de forma controlada quando comparada
com o estimulo do PMA. Ainda, reduziu os efeitos deste éster, logo o tratamento com EHDa
mostra um potencial de minimizar os efeitos deletérios da inflamacao.

Apesar da NETose ser um mecanismo de morte dos neutréfilos, o conteido que é
liberado mantém o estimulo na inflamagdo, como citado anteriormente. Mas essas células
dispdem de mecanismos intrinsecos para limitar a ativacdo exacerbada, dentre esses, a
apoptose, que € um mecanismo de morte no qual os conteudos intracelulares ndo sdo expostos
ao meio extracelular. Os neutréfilos sdo caracterizados como células de vida curta e sua
apoptose ¢ um mecanismo regulador da inflamac¢ao (FOX et al., 2010). A falha ou retardo desse
mecanismo estd relacionado com o agravamento de algumas doengas inflamatdrias, como
aterosclerose e doenga periodontal cronica (WRIGHT et al., 2014). Nessas condicdes, a
manuten¢do de neutréfilos ativados € tida como um fator de mau progndstico (RAZAR et al.,

2006).
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Nesse contexto, € interessante verificar o efeito dos compostos na viabilidade dessas
células, visto que mostrou potencial para estimular alguns de seus mecanismos inflamatdrios.
Foi possivel observar que os neutréfilos tratados por uma (Figura 9A) e quatro horas (Figura
9B), nas concentracdes de 50 e 125 pg/mL do EHDa, apresentaram diminui¢do em sua
viabilidade. Ainda, vale ressaltar que o efeito aqui constatado para os neutréfilos, ndo foi
observado para os demais leucdcitos, mondcitos e linfécitos (Apéndice E), ao se aplicar o
mesmo teste de toxicidade, no qual ndo se observou diferenca na viabilidade. Assim, o EHDa
mantém o equilibrio do sistema apoptético dos neutréfilos sem que inviabilize atividades
importantes dessas células, dado que ainda foi possivel observar a influéncia do tratamento nos
mecanismos efetores dessa célula, como a degranulacdo e o burst oxidativo.

Apesar de o EHDa ter estimulado esses mecanismos que sdo importantes na atividade
microbicida dos neutrofilos, ndo houve alteracdo na fagocitose de leveduras de C. albicans ap0s
o tratamento por uma (Figura 10A) ou quatro horas (Figura 10 B). Logo, considera-se que o
extrato ndo interfere na fagocitose desses fungos. Este ¢ um resultado interessante, dada a
importancia dos neutrdfilos na resposta a infec¢oes por C. albicans de forma direta eliminando
o0 patdégeno, como também na modulacao do sistema imune para o controle da infeccdo (NETEA
et al., 2015).

Porém, vale considerar que em relacdo a outro microrganismo a reposta poderia ser
diferenciada, visto que conjuntos de receptores distintos sao empregados para o reconhecimento
e resposta a grupos distintos de patogenos (THOMAS et al., 2013). Ainda, pode-se inferir que
o tratamento mantém o potencial dos neutréfilos para o controle do crescimento do
microrganismo, visto que o EHDa estimulou mecanismos microbicidas importantes na resposta
a essas infecgdes. A auséncia do efeito do EHDa sobre a atividade fagocitica € também um
indicativo de que o extrato ndo 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 neutréfilos humanos, porém, sem induzir uma resposta com
efeito deletério tecidual. No entanto, € importante prosseguir nas investigacdes do potencial
efetivo do EHDa, ao ponto de induzir atividade microbicida, e sobre outros aspectos funcionais
dos neutréfilos, como a migracdo e os possiveis mecanismos moleculares pelos quais o extrato

estimula a atividade dessas células.
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7. CONCLUSOES

O tratamento in vitro com o extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides

mostrou ser eficaz em estimular fun¢des importantes de neutréfilos humanos:

e Aumentou a exocitose de granulos primadrios, secunddrios e vesiculas secretoras
e Estimulou o burst oxidativo;
e Induziu a produgao de NETs;

Além do que, apresentou potencial para regular as fungdes dos neutréfilos, em contextos

de ativacdo demasiada:
e Regulando a liberagd@o dos reativos de oxigénio;
e Modulando a liberagdo das redes extracelulares de neutréfilos —-NETs.

Assim, nossos resultados apoiam a ideia preliminar de que o EHDa modula a resposta
de neutréfilos humanos. Este estudo constitui um passo inicial para o desenvolvimento de
pesquisas em humanos, mesmo que em modelos in vitro, € apresenta novas perspectivas das
vias envolvidas no tratamento com o D. ambrosioides. Ainda, direciona novos estudos e reforca
a perspectiva da aplicacdo de mastruz como terapia, tendo os neutréfilos como um dos alvos
principais, podendo assim ser utilizado no contexto terapéutico de patologias infecciosas e

inflamatorias.
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APENDICE A

Avaliacdo da qualidade do extrato, relacionada a presenca de microrganismos. Na
avaliagdo microbiolégica, o EHDa ndo apresentou contaminacio, pois ndo foi evidenciado
crescimento de bactérias ou fungos (Figura 6). Avaliacdo da qualidade do extrato, relacionada

a presenc¢a de microrganismos.

BHI Sabouraud

EDHa 1:10

EDHa 1:100

EDHa 1:1000

Figura 19 Avaliagdo microbioldgica do EHDa. Amostras (100ul) de EHDa em trés diluigdes 1:10,
1:100, 1:100, foram semeadas em dgar BHI ou dgar Sabouraud, para avalia¢do da contaminacgdo por
bactérias ou fungos, respectivamente. As placas foram mantidas em estufa microbiolégica a 37 °C
e acompanhadas por sete dias, diariamente.



APENDICE B

Regido de aquisicao
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Figura 20 Estratégia de aquisi¢@o e andlise de fagocitose por citometria de fluxo. Neutréfilos tratados
com EHDa (5, 50 e 125 pg/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 citdometro de
fluxo e andlise no software FlowJo v 10.0. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo do
percentual de células que fagocitaram e pelo MFIL. A- Dot plot representativo da regido de eventos

(SSC vs FSC). B-Histogramas representativos da avaliagdo da atividade fagocitica baseada no MFI.
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APENDICE C

O PMA estimula a migracdo dos granulos primarios (expressdao do CD63).

CD63

100+

% CD63

Figura 21 Controle do ensaio de degranulacdo. Os neutréfilos foram ou ndo estimulados com PMA
(150nM) por uma hora, seguido da marcag@o com anticorpo anti-CD63 e leitura em citometro de fluxo.
Para andlise, 5000 eventos foram adquiridos levando-se em consideracdo os parametros de tamanho
(Forward Scatter, FSC) e complexidade celular (Side Scatter, SSC) para estabelecimento da regido de
aquisicao. Posteriormente, os dados foram analisados no software FlowJo v 10.0.
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APENDICE D

Producdo de reativos de oxigénio por neutrdfilos durante o estimulo com EHDa e PMA

por uma hora.
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Figura 22 Cinética do busrt oxidativo de neutréfilos tratados com EHDa. As células (1x10° células/mL)
foi adicionado EHDa nas concentracdes de 5, 50 e 125 ug/mL ou PMA(50nM). Em seguida, foram
adicionados os substratos luminol (100uM) ou lucigenina (100uM) para leitura em lumindmentro por
uma hora.
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O EHDa nio apresentou toxicidade significativa para as PBMC em nenhuma das

concentracoes testadas, para os tempos de uma e quatro horas.
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Figura 23 Toxicidade do extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides em PBMC humanas. As células
(1x10° /mL) foram tratadas com EHDa por uma e quatro horas, seguida da incubag¢do com solugdo de

vermelho neutro (40 pg/mL) por trés horas, fixacdo em formaldeido 0,5% em CaCl, (1%) por 5 min, e
revelacdo em solucdo de dlcool dcido. A absorbancia foi lida a 540 nm em leitor de microplaca para célculo

da viabilidade e citotoxicidade.
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ANEXO A

Voucher de identificacdo da espécie Dysphania ambrosioides.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fumdagho bvasiodds s tmenet e Lof o 1150, 0 JUON0004 « Rio Lot « Mpiie.

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA - CCBS
HERBARIO DO MARANHAD - MAR

Sao Luis, 10 de Julho de 2017.

CONFIRMACAO DE IDENTIFICACAQ

Segue abaixo a confirmagdo da identificacdo realizada. Desde ja agradecemos o
envio do material e informamos que 0 mesmo estard, em breve, devidamente
calalogado no acervo do Herbano MAR.

N° tombo | Coletor (niimero) Familia Espécie
MAR
9.349 GOMES, L N. e EB.|Amaranthaceae aysphania ambrosioides (L.)
Almeida Jr. (01) osyakin & Clemants
Atenciosamente,

x-m Qads Mvaide

Prof. Dr. Eduardo B. de Almeida Jr.
Curador do Herbario MAR
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tratamento com Chenopodium ambrosioides
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Apresentagio do Projeto:

As infecgies causadas por fungos, principalmente por espécies do génere Candida, tem aumentado nas
ultimas décadas, em decorréncia do crescente nimere de individuos imunocomprometidos, e pelo
desenvolvimento de resisténcia a alguns antifungicos. Dessa forma, observamos a necessidade de se
buscar novas terapias, que venham a auzxiliar os fratamentos comumente mais utilizados. Messe contexto,
tem-se observado um aumento no uso de produtos naturais para a terapia de diferentes enfermidades.
Dentre espécies vegetais mais utilizadas, damos énfase ao Chencpodium ambresicides (mastruz), que &
uma planta com ampla distribuigdo pelo Brasil e com propriedades biclagicas ja demonstradas, como
atividade antitumoral, leishmanicida, antibacteriana, & imunomeduladora. Levande em consideragdo sua
agdo potencial em ativar o sistema imune, & uma vez que esses resultados s3o provenientes de modelos
animais, temos como chjetivo avaliar a age in vitro do extrato hidroalcodlico de Chenopodium ambrosicides
em leucocitos humanos de sangue periférico e seu potencial fungicida. Para tal faremos analises de perfil de
ativacdo celular, produgdo de citocinas, burst oridativo, fagocitose e atividade microbicida. Esperamos entio
que o tratamento com C. ambrosioides seja capaz de modular a resposta dos leucdcitos humanos

(mondcites & linfécitos), aumentando sua atividade microbicida contra Candida albicans.
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