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Imunomodulacgao de Fagacitos do Sangue Humano pelo
Extrato de Strychnos Pseudoquina ST. HILL Adsorvido
em Microesferas de Polietilenoglicol

Mayra Aparecida Cértes, Eduardo Luzia Franca, Ana Paula Barcelos Reinaque, Edson Fredulin Scherer,
Adenilda Cristina Honorio-Franga
Institute of Biological and Health Science - Federal University of Mato Grosso, UFMT

Resumo: O objetivo deste trabalho foi promover a adsor¢do da Strychnos pseudoquina ST. HILL (Quina do Cerrado)
em microesferas de PEG e avaliar seu efeito imunomodulador sobre a atividade funcional de fagécitos de sangue
humano. Foram coletadas 120 amostras de sangue humano para obtencdo dos fagécitos. O extrato aquoso da planta foi
obtido por maceracdo seguida de destilacdo. As microesferas de polietilenoglicol foram analisadas por microscopia de
fluorescéncia, por citometria de fluxo e por espectroscopia no infravermelho e a atividade funcional dos fagécitos foi
verificada através da liberagdo de superéxido, da fagocitose e da atividade microbicida. As andlises de microscopia de
fluorescéncia e de citometria de fluxo revelaram que as microesferas de PEG apresentaram um tamanho aproximado de
5,8 um e que o extrato da “Quina do Cerrado” e suas fragdes foram capazes de adsorverem as microesferas de PEG. A
adsorc¢do da quina e de suas fracoes as microesferas de PEG aumentou a atividade funcional dos fagécitos. Estes dados
permitem concluir que a adsorgdo do extrato de Strychnos pseudoquina ST. HILL. em microesferas de PEG pode ser um
importante neomaterial funcional para futuras aplicacdes clinicas em doengas inflamatdrias e cronicas degenerativas.

Palavras-chave: Fagdcitos, polietilenoglicol, strychnos pseudoquina ST. HILL., microesferas.

Immunomodulation of Human Blood Phagocytes by Strychnos Pseudoquina ST. HILL
Adsorbed to Polyethylene Glycol (PEG)

Abstract: The aim of this study was to evaluate the adsorption of Strychnos pseudoquina ST. HILL. (“Quina do
Cerrado”) onto PEG microspheres and to verify the immunomodulatory effect on blood phagocytes. 120 blood samples
from humans were used to obtain the phagocytes. Preparation of plant extract of Strychnos pseudoquina ST. HILL. was
carried out by maceration followed by distillation. The PEG microspheres were analyzed by fluorescence microscopy,
flow cytometry and infrared spectrum, while the functional activity of phagocytes was measured by the release of
superoxide, phagocytosis and microbicidal activity of blood phagocytes. The analysis of fluorescence microscopy and
flow cytometry revealed that the PEG microsphere had approximately 5.8 um in size and that “Quina do Cerrado”
and its fractions were able to absorb onto PEG microspheres. The adsorption of the plant and its fractions to the
PEG microspheres increased the functional activity of phagocytes. These data show that the adsorption of the extract
of Strychnos pseudoquina ST. HILL. on PEG microspheres can be an important functional new material for future
clinical applications in inflammatory and chronic degenerative diseases.

Keywords: Phagocytes, polyethylene glycol, strychnos pseudoquina ST. HILL., microspheres.

Introdugao

Polimeros sdo moléculas naturais ou sintéticas (PEG), que possui capacidade de formagao de estruturas

caracterizadas pela repeti¢do multipla de uma ou mais
espécies de dtomos ou grupos de dtomos ligados uns
aos outros em quantidades suficientes para fornecer um
conjunto de propriedades que ndo variam acentuadamente
com a adi¢do ou remog¢do de uma ou mais unidades
constitucionais''. Sdo versdteis e podem ser aplicadas
em diversas dreas, entre estas, na drea farmacéutica que
sdo empregados como excipientes em preparagdes para
medicamentos'?.

A utilizacdo de polimeros para o desenvolvimento
de microesferas (sistemas matriciais) tem-se mostrado
como uma importante estratégia na busca pela
otimizag¢do da liberagdo de farmaco. Existe uma grande
variedade de polimeros, dentre eles o polietilenoglicol

mais porosas, tornando-se util na melhoria da velocidade
de liberacdo do farmaco, além de apresentar ainda a
capacidade de adsorcdo a compostos orgdnicos que
visam a melhoria das fung¢des biolégicas®#.

O Polietilenglicol (PEG) é um homopolimero
sintético, linear que apresenta como formula molecular
H-(O-CH,-CH,) -OH, onde n € o nimero médio de
grupos de 6xido de etileno presentes na molécula,
chamado grau de polimerizagaol™.

Por outro lado, as plantas sempre foram utilizadas
pela populagdo para fins medicinais e vérios trabalhos
cientificos vem sendo realizados na tentativa de obter
substdncias com propriedades biolGgicas ativas!®®l.
Os avangos cientificos em relacdo as propriedades
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bioldgicas ativas presentes em plantas medicinais
vem ocorrendo por meio da incorpora¢do em sistemas
carreadores de liberagdo controlada de farmacos, que
podem oferecer inumeras vantagens em comparagao
as técnicas farmacéuticas convencionais melhorando
assim a eficdcia terapéutica, reduzindo a toxicidade e
aumentando a biodisponibilidade da fragdo ativa na drea
necessarial® 1%,

Diversas plantas empregadas na medicina tradicional
produzem substancias naturais que apresentam atividades
imunomoduladoras em células do sistema imunoldgico
e acdo antimicrobiana'''. Vérias pesquisas abordam o
mecanismo de acdo antimicrobiana dos fagdcitos. Na
fagocitose ocorre ativagdo do metabolismo oxidativo em
decorréncia da estimulacdo celular, levando a geracgdo
de metabdlitos ativos do oxigénio. Acredita-se que a
liberac@o de radicais livres esteja associada ao processo
de fagocitose e a atividade microbicida destinada a
eliminar patégenos!'>!3l.

A literatura cientifica relata eliminagdo de bactérias
por fagdcitos mononucleares, sendo sua atividade
microbicida estimulada na presenca de agentes
imunomoduladores!*'”!. Substancias de origem natural
vém sendo estudadas através de atividades terapéuticas
de extratos de plantas e utilizadas com propésito de atuar
como agentes imunomoduladores, permitindo assim,
modificar a func¢@o do sistema imunol6gico!'®!”). Plantas
que podem estimular o sistema imunoldgico sdo vistas
pela sociedade cientifica como alternativas ao tratamento
de diferentes infecgdes!!!'2.

O cerrado brasileiro € reconhecido por apresentar uma
grande biodiversidade. O género Strychnos € constituido
por 150 espécies presentes no mundo inteiro. Apenas a
S. pseudoquina (“Quina do Cerrado’), uma espécie nativa
da América do Sul, pertencente a familia Loganiaceae.
Trata-se de uma drvore de médio porte onde seu tamanho
varia entre 3 a 6 metros de altura®*?'l.

O género Strychnos tem histéria na medicina popular,
onde a espécie € usada em distirbios gdstricos, no
tratamento de malaria® e no diabetes devido a efeitos
hipoglicemiantes!?!!. Apesar do grande emprego popular,
na literatura ndo foram encontrados trabalhos relativos
aos efeitos imunomoduladores da “Quina do Cerrado”.

Assim, este trabalho teve como objetivo verificar in
vitro a adsor¢do do extrato de Strychnos pseudoquina
ST. HILL em microesferas de polietilenoglicol (PEG) e
avaliar a capacidade imunomoduladora sobre os fagécitos
do sangue periférico humano.

Material e Métodos

Preparagdodo extrato puro de Strychnos pseudoquina
ST. HIL: Para obteng@o do material vegetal, foi coletada a
entrecasca da Quina do Cerrado localizada no Instituto de
Ciéncias Bioldgicas e Ciéncias da Sadde - Universidade
Federal de Mato Grosso - Pontal do Araguaia - MT,
Brasil, Lat. 15° 55* 08” S Long. 52° 16’ 44” W, com
altitude de 365 m. Apoés a coleta da entrecasca, utilizou-se
um ralador em inox, perfazendo um total de 500 gramas
de p6 vegetal seco. Para a preparagdo do extrato etandlico
sobre o material vegetal foi vertido em 3600 mL de
etanol P.A. e deixados sob maceracdo por quinze dias
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em temperatura ambiente sendo misturado uma vez por
dia. Ap6s este periodo foram entdo filtradas utilizando
um funil analitico e algoddo vegetal totalizando 1450 mL
de extragdo etandlica. A seguir foi rotaevaporado
(Rotaevaporador Fisatom 801) 500 mL de extracdo
etandlica totalizando 13,75 g de extrato seco (Estufa
Biopar 527).

Fracionamento e obtenc¢do dos extratos a partir da
Strychnos pseudoquina ST. HILL.: Apés obtencdo do
extrato seco, este foi submetido a um processo de particao
liquido- liquido, com solventes de polaridades crescentes:
hexano, diclorometano, acetato de etila e 1-butanol. Feita
a separacdo dos solventes por polaridade crescente, as
fragdes foram colocadas em estufa (Biopar 527) a 50 °C
para secagem. Em seguida, foram pesadas as fragdes
secas de hexano (200 mg), diclorometano (300mg),
acetato de etila (1 g.) e 1- butanol (0,95 g) (Balanga
Bel — engineering). As fragdes secas foram diluidas
novamente em dgua destilada e as concentragdes foram
ajustadas para 100 ng/mL. Foi utilizado polissorbato
80 (Tween® 80) a 10% (volume/volume) como agente
tensoativo, para a dissolucdo das fragdes secas de Hexano,
Diclorometano e 1-Butanol.

Sele¢do do polimero: O polimero utilizado foi o
polietilenoglicol (PEG — Sigma, 6000).

Preparacdo de microesferas de PEG: Para a
preparacdo das microesferas de polietilenoglicol a 20%,
seguiu-se o protocolo de Scott’™ modificado. Foram
pesados 20 gramas de PEG e ressuspendidos em 100 mL
de solugdo tampao fosfato (PBS). Uma solugdo de sulfato
de sédio a 2% foi preparada em PBS. As solugdes foram
misturadas volume a volume. A solucdo foi incubada
a 37 °C por 45 minutos e realizou-se uma dilui¢do
3:1 PBS, sendo em seguida centrifugado a 5000 rpm por
2 minutos. Para preparacdo do PEG de baixa densidade
as solugdes de PEG a 20% com as solugdes de sulfato
de sédio a 2% foram incubadas a temperatura de
95 °C por 3 minutos. Para a preparagdo de PEG de alta
densidade as solugdes de PEG a 20% com as solugdes
de sulfato de sdédio a 2% foram incubadas a temperatura
de 95 °C por 10 minutos. Em seguida as solug¢oes foram
combinadas (microesfera de PEG e extrato da planta),
volume a volume, e incubadas a 37 °C por 30 minutos'>.
Subsequentemente, as microesferas de PEG foram
marcadas com solucdo fluorescente Dylight-488 diluida
em dimetilformamida (10 pug mL™' — Pierce), incubadas
por 18 horas a temperatura ambiente na relacdo de
100:1 molar de PEG:Dylight e analisadas em microscépio
de fluorescéncia (Nikon Eclipse).

Caracterizagdo das Microesferas de PEG por
Citometria de Fluxo: Foi realizada a marcagdo
com o fluorocromo ficoeritrina (PE - Sigma) para
avaliar a capacidade de ligagdo da microesfera PEG
(de alta e baixa densidade) a marcadores fluorescentes.
Também utilizou-se como padrdo a microesfera de
polimetilmetacrilato (CaliBRITE BD). As microesferas
de PEG foram incubadas com 5 uL de PE (0.1 mg/mL)
na presenc¢a ou nao de Quina do Cerrado por 30 minutos a
37 °C. Apés a incubagdo, as microesferas de PEG foram
lavadas por duas vezes em PBS contendo BSA (Smg/mL;
500 xg, 10 minutos, 4 °C). Em todos os experimentos
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as microesferas PEG foram analisadas por citometria de
fluxo. Os resultados foram analisados através do FACS
Calibur (BD San Jose EUA). O tamanho da microesfera
de PEG foi comparado ao tamanho da microesfera BD
(6um -CaliBRITE 3 Beads - BD Cat. No 340486 USA).
Os experimentos foram repetidos por cinco vezes, e a
relacdo da intensidade de fluorescéncia e o tamanho da
microesfera de PEG foram expressos através da média
geométrica de intensidade de fluorescéncia e o tamanho
calculado de acordo com média geométrica de Forward
Scatter (FSC - parametro que avalia o tamanho da
particula).

Espectroscopia no Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR).

As microesferas de PEG com ou sem Strychnos
pseudoquina ST. HILL adsorvido na concentraciio de
20% foram analisadas usando a técnica de transmitincia.
A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada
para caracterizar a microesfera de PEG. Os espectros
foram obtidos utilizando o equipamento Spectrum
100 FTIR, Perkin Elmer, na faixa de nimero de onda
compreendida entre 650-4000 cm™ e resolucdo de 4 cm™.
Os espectros foram normalizados e as principais bandas
de vibracdo foram associadas com grupos quimicos.

Obtengdo de amostras de sangue periférico humano,
separag¢do de células sanguineas: Foram coletadas
amostras de sangue periférico de doadores clinicamente
sadios, de ambos os sexos e idades variadas. Todos
os doadores receberam orientagdes sobre o trabalho
cientifico e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido.

Foram coletadas 120 amostras de sangue periférico
perfazendo, cada amostra, aproximadamente 15 a 20 mL
em tubos heparinizados, na propor¢do de 25 unidades
de anticoagulante por ml de sangue, para obtengdo
de leucdcitos. A seguir foi realizada a separagdo das
populacdes celulares por gradiente de densidade com
Ficoll-Paque (Pharmacia), sendo as células centrifugadas a
1500 rpm durante 40 min. O anel enriquecido de fagdcitos
mononucleares foi retirado separadamente e lavado duas
vezes em meio de cultura 199 (Gibco). As células foram
contadas em cdmara de Neubauer, e as concentracdes
celulares ajustadas para 2,0 x 10° células/mL.

Linhagem e culturas de E. coli enteropatogénica
(EPEC): A Escherichia coli enteropatogénica utilizada
foi a EPEC 0111:H-, LA*, eae*,EAF*bfp*. A linhagem
foi cultivada em Trypic Soy Broth (TSB, Difco) por
18 horas a 37 °C. As bactérias foram lavadas duas vezes
em solug@o tampao fosfato (PBS) e ajustado para uma
concentracdo de 1,0 x 107 bactérias / mL, medido em
espectrofotdmetro (Femto) em comprimento de onda de
540 nm. Esta concentracido bacteriana foi previamente
determinada pela contagem da unidade formadora de
coldnia em meio de cultura Trypic Soy Agar (TSA, Difco,
Detroit)!3,

Dosagem de dnion superoxido: O metabolismo
oxidativo foi analisado através da liberacdo de anion
superoxido, pelos fagdcitos do sangue, em presenca de
nanofracdes obtidas por polaridade crescente a partir
do extrato puro de Strychnos pseudoquina ST. HILL
adsorvidas ao Polietilenoglicol, incubados ou nio
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com EPEC. A liberagdo do anion superdxido foi
determinada utilizando-se o cromégeno Ferricitocromo
C (concentragdo de 2 mg/mL). Um controle contendo
somente c€lulas também foi realizado paralelamente para
verificar a liberag¢@o espontinea do dnion superdxido pelas
células. As suspensdes de células previamente ajustadas
(2 x 10°células/mL) foram incubadas em microplacas de
96 pogos, utilizando 150 pL de células ressuspendidas
em citocromo. As células foram estimuladas com PEG
de alta e baixa densidade e com o extrato de Strychnos
pseudoquina ST. HILL (concentracdo de 100 ng/mL)
durante 1 hora a 37 °C, sob agitacdo para favorecer
a fagocitose. Para a dosagem da liberagdo do anion
superdxido na presenca da bactéria EPEC, volumes iguais
foram suspendidos (bactéria e célula) seguindo mesmo
protocolo. A leitura foi feita em espectrofotdmetro com
filtro de 640 nm. A concentrag@o do anion superéxido foi
calculada através da seguinte relagdo: Concentragdo O,
(nmol) = DO x 100/ 6,3

Viabilidade, fagocitose e atividade microbicida:
Os testes para verificar a viabilidade e da atividade
microbicida dos fagécitos humanos foram avaliados
pelo método de alaranjado de acridina (Sigma). Volumes
iguais de suspensdo de bactérias e de células (fagdcitos
mononucleares) foram misturados em tubos plasticos. O
volume final, da mistura fagocitdria, foi dependente do
rendimento celular das amostras, ndo sendo inferior a
0.5 mL. A suspensdo de EPEC e células foi submetida
a incubacdo prévia por 30 minutos, sob agitacio a 37 °C
e ap6s incubadas as nanofracdes de Quina e as fracdes
obtidas por polaridade crescente a partir do extrato puro
de Strychnos pseudoquina ST. HILL (hexano, acetato de
etila, 1-butanol- concentracgio final de 100 ng/mL). Ap6s
esse periodo a suspensio foi centrifugada por 10 minutos
a 1600 rpm. O “pellet” foi corado com 200 uL de
alaranjado de acridina (concentragdo 14,4 mg/mL) por
1 minuto e ressuspendida em meio de cultura 199 gelado,
centrifugado e lavado novamente. A seguir foram
montadas laminas e contadas em microscopio de
fluorescéncia com aumento de 400x e 1000x. O indice
de viabilidade foi calculado pela contagem de 100 células
observando o tipo de coloragdo emitida. As células vidveis
correspondem as coradas na cor verde (células vivas) e
as ndo-vidveis na cor laranja (células mortas). O indice
de fagocitose foi calculado pela contagem do nimero de
células que ingeriram pelo menos trés bactérias em um
total de 100 células. Para determinar o indice bactericida,
seguiu-se 0 mesmo protocolo onde as células foram
coradas com acridina orange. Foram contadas para a
amostra, 100 células onde foi observada a presenca de
bactérias vivas ou mortas.

Andlise estatistica: As andlises estatisticas da
libera¢do do anion superdxido, da atividade microbicida
e viabilidade celular foram realizadas através de andlise
de variancia (ANOVA) calculando a estatistica F. As
estatisticas foram consideradas significativas quando o
“p valor” foi menor que 0,05 (p < 0,05).

Resultados e Discussao

Neste estudo, utilizando a microscopia de
fluorescéncia e citometria de fluxo observou-se que foram
produzidas microesferas PEG que apresentam capacidade
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de ligar-se a compostos organicos. A literatura tem
relatado o uso de citometria de fluxo como um método
alternativo para caracterizagdo, andlise e visualizagdo
de particulas!'®*l. Aqui mostrou-se por citometria de
fluxo que as microesferas de PEG adsorvida ao extrato
de Quina, independente da densidade, apresentaram um
tamanho médio de aproximadamente 5,8 um (Figura 1).
A adsorcdo do extrato de Quina do Cerrado ndo alterou
seu tamanho porém diminuiu a capacidade de ligar-se a
substancias fluorescentes. Complementando estes dados a
microscopia de fluorescéncia revelou que as microesferas
de polietilenoglicol (PEG) apresentaram-se como
estruturas esféricas, de tamanhos regulares e estdveis
(Figura 2a), capazes de adsorver o extrato da Strychnos
pseudoquina ST. HILL. (Figura 2b).

Para caracterizar as mudancas quimicas e estruturais
das microesferas de PEG utilizou-se a técnica de
Espectroscopia no Infravermelho. As Figuras 3a, b
mostram os espectros das microsesferas de PEG.
Observa-se uma banda larga entre 3550-2200 cm™ e
vdrios picos entre 1800 a 900 cm. Quando o extrato
da Strychnos pseudoquina ST. HILL. foi adsorvido
a microesfera de PEG observa-se uma banda entre
3550 cm™ e somente dois picos entre 1800 a 900 cm™

850
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PEG+QUINA 590,35 439+75

Figura 1. Microesfera de PEG marcada com o fluorocromo
ficoeritrina (PE) adsorvida ou ndo a Strychnos pseudoquina ST.
HILL., conforme descrito em materiais € métodos. Microesfera
de Polimetilmetacrilato marcada com PE (Microesfera da
BD - Becton Dickinson, USA) foi usada como padriao. A
andlise de imunofluorescécia e o tamanho da microesfera
foram avaliados por Citometria de Fuxo (FACScalibur, Becton
Dickinson, USA).

Polimeros, vol. 23, n. 3, p. 402-409, 2013

(Figura 3). A literatura relata que o PEG apresenta uma
banda larga entre 3550 cm™' que estd relacionada com
os grupos hidroxilas terminais e as bandas de 3010
a 2955 cm™ sdo de grupos de dueto C-H e CH , ¢
2885 cm™' refere-se ao estiramento C-H do grupo CH,. A
banda de 1762,6 cm™ esté relacionada ao estiramento do
grupo C=0. A absor¢ao de 1186-1089,6 cm™' € devido ao
estiramento do grupo C—-O™>) Neste estudo observam-se
alteracdes de algumas bandas identificadas nos espectros
de 1500 a 1100 cm™ das microesferas de PEG quando
adsovida ao extrato da “Quina do Cerrado”, sugerindo
que houve interacdo entre o polimero e o Strychnos
pseudoquina. Estas alteracdes observadas nestes
espectros podem estar ligadas a composi¢do aquosa do
extrato. A literatura relata que as formas de alteracdes
de bandas podem estar associadas ao peso molecular do
polimero, ou ao teor de dgua presente em solugdes!?.
Trabalho analisando a adsorcdo de eluentes a base de
4gua e metanol para PEG verificou altera¢des no intervalo
espectral de 1300 a 1400 cm™'27),

O polietilenoglicol em formula¢des de microesferas
permite o controle e o desenvolvimento de poros através
do peso molecular e da concentragdo o que pode modular
a velocidade com que o farmaco € liberado a partir
da matriz polimérica®. Por outro lado, a efetividade
de plantas medicinais tem ampliado a possibilidade
para obten¢do de novas drogas®! e estudos relatam a
utilizacdo de um grande nimero de plantas®®”. Virias
plantas medicinais tém mostrado capacidade de induzir a
ativac@o do sistema imune e prote¢do para uma variedade
de doengas!>3,

5,8 um

5,9 um

(b)

Figura 2. Imagem de Microscopia de Fluorescéncia da
Microesfera de PEG corada com Dylight-488 (100x - painel - A).
A microesfera foi incubada com Strychnos pseudoquina ST.
HILL. (100x - painel - B) sob agitagdo por 30 min a 37 °C e
corada com Dylight-488. Os experimentos foram repetidos por
cinco vezes e os resultados foram comparados.

405



Cortes, M. A. et al. - Imunomodulagdo de fagdcitos do sangue humano pelo exirato de
Strychnos pseudoquina ST HILL adsorvido em microesferas de polietilenoglicol

Transmitancia (%)

3361394

2123,73
1456.69-<
1350,06
1252,70 4,

947,08 =~

1638,83 <=
1085,85 <"

4000 3000

2000 1000 650

Numero de onda (cm™)

Transmitancia (%)

334933

1086,07<"_

1639.33 <=

4000 3000

2000 1000 650

Niimero de onda (cm™)

Figura 3. Espectro na regido do infravermelho para a microesfera de PEG sem (A) e com (B) o extrato de Strychnos pseudoquina ST.

HILL adsorvido.

Neste estudo verificou-se a adsor¢do de Strychnos
pseudoquina ST. HILL a microesferas de poletilenoglicol
com diferentes densidades modulou a atividade funcional
de fagdcitos do sangue periferico humano.

Os resultados da viabilidade celular de fagdcitos
mononucleares (MN) do sangue periférico humano
na presenca dos extratos aquoso da S. pseudoquina
e dos extrato biodirecionados associados ou ndo ao
polietilenoglicol estdo apresentados na Tabela 1. O extrato
bruto da Quina do Cerrado adsorvidos ao PEG nao alterou
aviabilidade dos fagdcitos. Também as fragdes origindrias
do Acetato de etila e do 1 — butanol apresentaram menores
indices de toxicidade as células sanguineas evidenciado
pelos altos indices de viabilidade. Por outro lado, a fragao
obtida através do solvente Diclorometano apresentou-se
altos indices de toxicidade celular, sendo considerado
como uma fra¢do incompativel biologicamente.

Os fagdcitos desempenham um papel importante na
defesa do hospedeiro. Eles produzem superdxido pela
acdo da NADPH oxidase durante a fagocitose, sendo
este metabdlito ativo derivado do oxigé€nio importante
para eliminar bactérias®! e crucial para o sucesso das
respostas imunes e reagdes inflamatdrias®®?.

No estresse oxidativo, as células sdo capazes de
gerar grandes quantidades do radical superéxidot®*34!,

406

Tabela 1. Indice (%) da viabilidade de fagdcitos mononucleares
do sangue periférico humano (MN) na presenga do extrato
aquoso da S. pseudoquina e dos extratos biodirecionados
associados ou ndo a microesfera de PEG.

Fracdes Viabilidade de Fagdcitos
(MN) %
S. pseudoquina 83.2+2.5
S. pseudoquina + PEG A 81.6 1.5
S. pseudoquina + PEG B 87.0+2.6
PEG A 80.2+ 1.7
PEG B 87.0+2.6
Hexano 80.0+ 1.1
Hexano + PEG A 80.0£0.7
Hexano + PEG B 80.8+1.3
Diclorometano 282+2.1
Diclorometano + PEG A 28.0+2.1
Diclorometano + PEG B 252+19
Acetato de Etila 93.2+1.7
Acetato de Etila + PEG A 90.8 £2.8
Acetato de Etila + PEG B 93.6 £2.5
1-Butanol 922+14
1-Butanol + PEG A 91.0x 14
1-Butanol + PEG B 91.6 £2.2
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A geragdo de radicais livres tem sido reportada como
importante mecanismo de defesa do organismo durante
os processos infecciosos, principalmente em infeccdes
intestinais!!>17.

Neste trabalho, a liberagdo do anion superdxido
foi maior quando os fagécitos foram incubados com
extrato da planta na presenca da bactéria. O extrato da
S. Pseudoquina ST. HILL adsorvido a microesferade PEG
também aumentou a libera¢do do anion superdxido pelos
fagécitos do sangue (Figura 4). As fracdes origindrias do
Acetato de Etila, 1-Butanol e Hexano adsorvidas ao PEG
também estimularam a produg¢@o do anion superéxido por
estas células.

O aumento da liberagdo de superéxido refletiu na
atividade fagocitica e microbicida. A atividade fagocitica
de células mononucleares presentes no sangue humano

6,00
5,00 A

4,00

3,00 A

Superéxido (nmol)

2,00

1,00

0,00 ﬁ

para EPEC na presenca do extrato e de nanofragdes de
S. Pseudoquina pode ser observado na Tabela 2. Houve um
aumento no indice de fagocitose pelas células do sangue
incubadas aos extratos da planta quando comparados
com os resultados apresentados pelas células incubadas
somente com as bactérias. A atividade microbicida foi
significativa quando as células foram incubadas as fragoes
de acetato de etila associada ao PEG B (polietilenoglicol
de baixa densidade — Tabela 2). Este aumento da atividade
microbicida associado ao PEG de baixa densidade pode
ser devido a capacidade de carreamento do PEG. A
literatura tem mostrado que a utiliza¢do de PEG de baixa
densidade em outros sistemas aumenta a eficiéncia do
polimero para 100% de carreamento®®.

A fagocitose e a atividade microbicida sdo
caracterizadas como um mecanismo importante de

-i'i

BCT BC+QN

2,50 ~

2,00

1,50 A

1,00

Superéxido (nmol)

0,50

BC+PEGA

Fagocitos

BC+PEGB BC+QN+PEGA BC+QN+PEGB

(a)

oo.jiliilhh

AE+PGA AE+PGB HE

HX+PGA HX+PGB BT BT+PGA BT+PGB

Fagdcitos

(b)

Figura 4. Liberacdo de anion superoxido pelos fagdcitos de sangue periférico humano na presenca da EPEC (BC) estimulados com
microesteras PEG-A (polietilenoglicol de alta densidade) e PEG-B (polietilenoglicol de baixa densidade) adsorvidas ao extrato de
S. Pseudoquina (QN - Figura A) e a nanofracoes de S. Pseudoquina (Figura B - AE: acetato de etila, HE; Hexano, BT: 1-butanol) * Os
resultados representam a média (= DP) de cinco experimentos com c€lulas de individuos diferentes. (ANOVA p <0,05).
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Tabela 2. Indices de Fagocitose (%) e da atividade microbicida (%) dos fagécitos mononucleares do sangue humano para EPEC.

Grupos Fagocitose (%) Atividade microbicida (%)
Células 55435 752+52
S. pseudoquina + PEG A 71.4 £2.5% 358+3.2
S. pseudoquina + PEG B 88.0 £ 1.2%* 799 +3.4
PEG A 84.4 +2.1% 57222
PEG B 72.0 £5.2% 73.0£5.6
Hexano 84.0 +2.4% 714+32
Acetato de Etila + PEG A 76.4 +3.6* 71527
Acetato de Etila + PEG B 70.0 £ 1.6* 82.8+2.5
1-Butanol + PEG A 82,8 +1.8* 81.8+4.7
1-Butanol + PEG B 86,4 +2.1* 78.7 £3.5

*Os resultados representam as diferengas significativas entre os grupos tratados ou ndo com PEG A (polietilenoglicol de alta densidade) e PEG
B (polietilenoglicol de baixa densidade) (ANOVA - p < 0,05). Os resultados foram expressos em média + e o desvio padrao de 5 experimentos

com células de individuos diferentes.

defesa do organismo principalmente para infeccdes
bacterianas!'®'”l. Os radicais derivados do oxigénio
estdo envolvidos em diversas agdes importantes como
reacdes imunes, longevidade e a peroxidagdo dos lipideos
celulares, protefnas, carboidratos e DNA. Os fagdcitos
produzem anion superdxido gerando oxidantes altamente
microbicidas, porém eles podem acarretar danos e
participam de um grande niimero de doengas!?$3!.

Nos 1ltimos anos a investigagdo por novos
antioxidantes naturais tem sido intensificada®). Neste
estudo observou menor atividade de fagdcitos na presenga
do extrato de S. pseudoquina associados a microesfera
de PEG. Esta diminui¢do da atividade microbicida pode
representar uma acio antioxidante do extrato puro Quina
do Cerrado. Por outro lado a estimulacdo da atividade
microbicida pela fracdo obtida através do acetato de etila
pode determinar efeitos pré-oxidativos.

Conclusao

Os resultados do presente estudo permitem concluir
que a microesfera de PEG € capaz de adsorver o
extrato do Strychnos pseudoquina ST. HILL (“Quina do
Cerrado) e sugere que este sistema pode exercer efeitos
moduladores sobre a atividade funcional dos fagécitos do
sangue humano. A adsor¢do de Strychnos pseudoquina
ST. HILL a microesferas de polietilenoglicol surge como
um neomaterial para futuras aplicagdes clinicas em
doencas inflamatdrias e cronicas degenerativas.
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