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RESUMO

Este estudo avaliou a atividade imunomoduladora da Baccharis trimera em amostras de soro, sangue
total e baco de ratos Wistar submetidos a um modelo de doenga cardiovascular e diabetes induzidos,
analisando a concentracdo de citocinas e anticorpos, o perfil hematoldgico, o peso e a histopatologia
do baco dos animais tratados com diferentes doses de fracdo soltvel da B. trimera em etanol. Apds a
inducdo do diabetes, do tabagismo e da dislipidemia, os animais foram divididos em diferentes grupos,
tratados com fracéo soltvel de carqueja em etanol nas doses de 30 mg kg, 100 mg kg™ e 300 mg kg
! N&o houve mudancas significativas no hemograma, nem nas concentracdes de IgG total, IgG1 e INF-
v. O peso do bago nos animais do grupo Controle negativo estava aumentado, sugerindo inflamagao.
As concentracdes de IL-4 ndo foram detectadas pela técnica utilizada. O TGF-B mostrou-se
numericamente superior NS grupos que receberam a carqueja, sugerindo acdo da via Th17. Na analise
microscopica do baco, o aumento dos macrofagos reforcou a idéia de que estavam relacionados com o
processo de reorganizacao tecidual do processo inflamatorio. Os dados sugerem que a carqueja modula
a resposta imunologica dos animais diabetizados e submetidos a tabagismo e a dislipidemia.

Palavras-chave: Baccharis trimera, Imunomodulacdo, Tabagismo, Dislipidemia, Carqueja, Ratos
Wistar.

ABSTRACT

This study evaluated the immunomodulatory activity of Baccharis trimera in serum, whole blood and
spleen samples from Wistar rats submitted to a model of induced cardiovascular disease and diabetes,
analyzing the concentration of cytokines and antibodies, the hematological profile, the weight and
histopathology of the spleen of animals treated with different doses of soluble fraction of B. trimera in
ethanol. After the induction of diabetes, smoking and dyslipidemia, the animals were divided into
different groups, treated with soluble fraction of carqueja in ethanol at doses of 30 mg kg-1, 100 mg
kg-1 and 300 mg kg-1. There were no significant changes in the CBC, nor in the concentrations of total
IgG, 1gG1 and INF-y. The weight of the spleen in the animals of the negative Control group was
increased, suggesting inflammation. The IL-4 concentrations were not detected by the technique used.
The TGF- was numerically superior in the groups that received the carqueja, suggesting action of the
Th17 route. In the microscopic analysis of the spleen, the increase of macrophages reinforced the idea
that they were related to the process of tissue reorganization of the inflammatory process. The data
suggest that carqueja modulates the immune response of diabetized animals submitted to smoking and
dyslipidemia.

Keywords: Baccharis trimera, Immunomodulation, Smoking, Dyslipidemia, Carqueja, Wistar rats.

1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais esta relacionado com a propria evolu¢cdo humana. Com o
desenvolvimento de substancias sintéticas, com funcdes terapéuticas, pela industria farmacéutica no
século XX, a fitoterapia nas comunidades urbanas diminuiu drasticamente (BRUNING et al., 2012).
Porém, inimeros problemas comecgaram a surgir em decorréncia do emprego maci¢o destas drogas,
como por exemplo, as reagdes adversas, fazendo com que a busca por produtos naturais fosse retomada.

Atualmente, com o advento das questdes ambientais, levantaram-se inimeros questionamentos sobre
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a importancia da flora a0 homem e sua implicacdo na salde e observa-se uma preocupagao com o
resgate da utilizacéo da fitoterapia (ROCHA et al., 2015).

O conhecimento das propriedades curativas das plantas deixou de ser considerado apenas uma
tradicdo repassada de geracdo a geracdo (BOBEK, 2015) e tornou-se uma ciéncia que tem sido
estudada, aperfeicoada e aplicada por diversos povos ao longo dos anos, com embasamento cientifico,
comprovado através da realizacdo de ensaios pré-clinicos e clinicos que confirmam as propriedades
terapéuticas das plantas potencialmente medicinais (TOMAZZONI et al., 2006). O conhecimento
sobre as plantas adquirido através do senso comum € influenciado pela diversidade cultural da
comunidade envolvida, que o explora conforme suas necessidades de sobrevivéncia (SCHEK, 2011).

A busca por compostos naturais que sejam Uteis ao tratamento de doengas, sejam elas
infecciosas ou ndo, como por exemplo as de origem autoimune, é imprescindivel. Para tanto, se fazem
necessarios estudos que compreendam a relacdo destes compostos com o sistema imune para
estabelecer a atividade imunomoduladora (SEYFRIED et al., 2016).

Assim, abre-se a discussao sobre a possibilidade de compostos bioativos das plantas ndo agirem
diretamente no micro-organismo, mas no sistema imune do hospedeiro, colaborando assim com o seu
funcionamento. Tal fato pode ser justificado pelo emprego de compostos oriundos de plantas
medicinais para o tratamento de doengas de origem autoimune (MOUTIA et al., 2016; MBIANTCHA
et al., 2017; VAN VUUREN E HOLL, 2017). Dessa forma, a pesquisa por compostos bioativos que
ajam diretamente no sistema imunologico, modulando seu funcionamento, pode ser a chave da resposta
para 0 encontro de terapias alternativas que tragam melhoria na qualidade de vida de milhares de
pessoas.

Baccharis trimera (Less.) DC., pertencente a familia Asteraceae, popularmente conhecida
como carqueja, € uma espécie vegetal nativa da América do Sul, cultivada principalmente no Brasil,
Chile, Argentina, Paraguai e Uruguai (RUIZ et al., 2008). No Brasil é encontrada nos estados do Rio
de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (BARROSO;
BUENO, 2002). Trata-se de um subarbusto perene, ereto, muito ramificado na base, com expansoes
trialadas achatadas (cladodios) e que atinge de 50-80 centimetros de altura (LORENZI; MATOS,
2002). Exibe inflorescéncias tipo capitulos, unissexuais, dispostas ao longo dos ramos, de cor branco-
amareladas (JACOMASSI et al., 2017). E uma planta rustica e de facil cultivo (BUDEL et al., 2009).
Refere-se a uma espécie com amplo uso tradicional e devido a sua importancia para a medicina popular
no Brasil, a B. trimera foi incluida na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS

(RENISUS), como parte da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da
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Salide e sua monografia consta na Farmacopéia Brasileira 52 edicdo (BRASIL, 2010). E uma planta
cujo uso popular tem sido atribuido as acbes gastroprotetora, hepatoprotetora, anti-inflamatoria,
hipoglicemiante, antioxidante e para o tratamento da febre reumatica (reumatismo), sendo esta Ultima
uma doenca de origem autoimune (FERREIRA, 2012). Trata-se de uma espécie promissora para o
tratamento das doengas cardiovasculares (DCV) também. Souza et al. (2019) descreveram os efeitos
cardioprotetores da B. trimera em um modelo com mdltiplos fatores de risco associados (diabetes,
tabagismo e dislipidemia) em ratos Wistar, machos, utilizando doses de 30 mg kg*, 100 mg kg* e 300
mg kg™ da fracéo soltvel de carqueja em etanol por gavagem durante duas semanas.

As atividades bioldgicas e farmacoldgicas relatadas da B.trimera foram estudadas
principalmente em partes aéreas da planta, sendo que a composi¢do quimica da carqueja varia de acordo
com a parte utilizada da planta, ou seja, régio-seletiva, sendo os flavonoéides os metabolitos secundarios
encontrados em maior concentracdo e 0s que apresentam maior atividade terapéutica. Estudos quimicos
revelaram a presenca de flavondides (como quercetina, luteolina, nepetina, apigenina, rutina,
kaempferol e hispidulina), taninos, saponinas, lactonas diterpénicas, além de 6leo essencial com a-
pineno, B-pineno, carquejol, acetato de carquejila, canfeno e limoneno (KARAM et al., 2013).

A carqueja possui baixa toxicidade por via oral, porém foi observada uma moderada toxicidade
por via intraperitoneal em estudo com a administracdo do extrato em ratas. A aplicacdo teve efeito
abortivo, sendo contra-indicada durante a gestacdo e a lactacdo (PERON et al., 2008). Em pacientes
hipertensos em tratamento com anti-hipertensivos pode-se verificar sinergismo, com elevacgéo do efeito
do medicamento, aconselhando-se o ajuste das doses (KARAM et al., 2013).

Segundo as Diretrizes de Cardiologia da Sociedade Brasileira de Cardiologia (PRECOMA et
al., 2019), doencas cardiovasculares (DCV) afetam o coracao e 0s vasos sanguineos e sdo consideradas
como a principal causa de morte no Brasil e no mundo. Embora as taxas de mortalidade estejam
diminuindo no Brasil, provavelmente como resultado de politicas de saide bem-sucedidas, 0 numero
total destas esta aumentando principalmente devido ao envelhecimento e adoecimento da populacéo.
Além de fatores socio-demografico, étnicos, culturais, dietéticos e comportamentais, fatores de risco
classicos como hipertensdo, dislipidemia, obesidade, sedentarismo, tabagismo, diabetes e histdrico
familiar aumentam a incidéncia de DCV (PRECOMA et al., 2019).

A aterosclerose é uma DCV caracterizada pela inflamacdo cronica da parede da artéria e
formacéo de placas. O processo inflamatdrio promove elevagdo dos niveis de citocinas, 0 que esta
diretamente relacionado a recrutamento de mondcitos e infiltragdo de macrdfagos na parede arterial,

com formacéo da placa (BARBALHO et al., 2015). A ativacao de diferentes células do sistema imune
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estd envolvida diretamente na génese do depdsito das substdncias constituintes destas placas
(BARBALHO et al., 2015). Um dos fatores desencadeantes da aterosclerose, a hiperglicemia, junto
com o desenvolvimento do diabetes mellitus (DM), esta relacionada ao desenvolvimento da
aterosclerose por diferentes mecanismos (BARBALHO et al., 2015). O diabetes mellitus € uma
desordem metabolica de mdltipla etiologia, caracterizado por hiperglicemia cronica decorrente de
defeitos na secrecdo e/ou acdo da insulina. Trata-se de uma doenca autoimune, consequéncia da
destruicdo gradual das células beta pancreaticas, com participacdo de anticorpos e/ou linfécitos
autorreativos, resultando em anormalidades metabdlicas (SOUZA et al., 2016). Dislipidemia é a
elevacdo de colesterol e triglicerideos no plasma ou a diminuicdo dos niveis de lipoproteina de alta
densidade (HDL) que contribuem para a aterosclerose (GONDIM et al., 2017). O tabagismo ¢
reconhecido como uma doenca crénica causada pela dependéncia a nicotina presente nos produtos a
base de tabaco. O tabagismo desempenha processos patolégicos significativos, como lesdo endotelial
e consequente desequilibrio morfofuncional, responsavel pela fisiologia do tbnus vascular e
hemostasia, exposi¢do de proteinas adesivas de superficie, perda do sinal antitrombético, causados
pelas toxinas do cigarro, aumentando o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(SANTOS et al., 2017).

Segundo Andrade e colaboradores (2016), o sistema imunoldgico é um complexo e sofisticado
sistema de defesa, constituido por uma rede de células e moléculas dispersas por todo organismo, capaz
de reconhecer estruturas estranhas (antigenos) e desenvolver uma resposta efetora diante da ameaca,
provocando a sua destrui¢do ou inativacdo, com a finalidade de manter a homeostasia do organismo.

Conforme pode-se observar, o balanco na producdo das citocinas dita 0 comportamento do
sistema imune frente a determinado problema, sendo elas fundamentais ao bom funcionamento do
sistema imunoldgico. Assim, a quantificacdo de citocinas, anticorpos e a andlise das populacGes
celulares no interior dos tecidos linféides secundarios fornecem informac6es importantes na avaliacdo
da atividade imunomoduladora de plantas medicinais.

As plantas medicinais tém grande potencial na modulacdo do sistema imunolégico,
modificando as respostas imunoldgicas através de agentes anti-inflamatorios, anti-infecciosos, entre
outros. Seus constituintes ativos sdo considerados recursos promissores contra varias doencas (NUNES
PINHEIRO, 2003), no entanto, estudos pré-clinicos e clinicos comprovando seu mecanismo de acao
como imunomoduladores e seus efeitos adversos sdo extremamente necessarios. Sendo assim, este
estudo teve por objetivo avaliar atividade imunomoduladora da B. trimera associada a fatores de risco

que desencadeiam doengas cardiovasculares em ratos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 PREPARO DO EXTRATO

As partes aéreas de B. trimera foram coletadas em fevereiro de 2018 no Herbéario do Horto
Medicinal da Universidade Paranaense (UNIPAR), localizado a 430 metros acima do nivel do mar (S
23°46°11.3” — W 53°16°41.2”) em Umuarama-PR. Um exemplar da espécie (nimero 07) foi
depositado no Herbério. As partes aéreas coletadas foram secadas em fluxo de ar forcado + 45°C,
trituradas, adicionada agua filtrada fervida para infusao (infuso) e apds a infuséo foi adicionado etanol
para precipitacdo das proteinas. Apés, foi retirado o etanol, rotaevaporado a + 45-50°C, finalizando a
sua liofilizacdo. O precipitado do infuso foi o produto final. A fracdo soltvel de B. trimera em etanol
foi preparada no Laboratdrio de Pesquisa Pre-Clinica de Produtos Naturais da UNIPAR em Umuarama-
PR, de acordo com métodos previamente descritos por Souza e colaboradores (2019). O rendimento
foi de 16,88%.

2.2 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

O modelo de diabetes e dislipidemia associados ao tabagismo foi desenvolvido em ratos Wistar
(Rattus novergicus albinus, Rodentia, Mammalia), machos, pesando entre 200 e 2509, obtidos da
Universidade Estadual de Maringa (UEM). Os animas foram alojados no biotério do Laboratério de
Pesquisa Pré-Clinica de Produtos Naturais da Universidade Paranaense (UNIPAR) em Umuarama-PR,
com livre acesso a dietas liquida e solida e em condi¢bes ambientais controladas (temperatura: 20° +
2°C; umidade relativa: 50 + 10%; ciclo claro/escuro: 12 horas). Todo o protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Experimentacdo Animal (CEPEEA) da
UNIPAR (protocolo numero 1000/2018) e foram respeitadas todas as normativas e recomendac6es do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), visando o bem-estar e a
reducdo do niumero de animais em experimentacdo. O estudo foi conduzido e descrito de acordo com

as orientagdes de Animal Research: Reporting of in vivo Experiments (ARRIVE) Guidelines.

2.3 INDUCAO DO DIABETES MELLITUS

Para indugdo do diabetes, ap6s jejum prévio de 12 horas, os animais do grupo diabético
receberam, por via intraperitoneal, 60mg kg de estreptozotocina (STZ) diluida em tamp&o citrato
(10mM, pH 4,5). Os animais do grupo normoglicémico receberam apenas veiculo (tampdo citrato) nas
mesmas condic¢des dos animais que foram diabetizados. Seguindo-se a inje¢éo, os ratos foram mantidos
em jejum adicional de 1 hora, a fim de evitar a competicdo da droga com as moléculas de glicose
provenientes da dieta. Trés dias ap0s a aplicacdo de STZ, a glicemia foi aferida por meio do
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glicosimetro AccuCheck Active (Roche®), coletando-se pequeno volume de sangue periférico da cauda
em fitas reativas. Todos os ratos ficaram diabéticos e foram mantidos. Ao fim dos experimentos, uma

nova afericdo da glicemia foi realizada para confirmacéo do estado diabético.

24 INDUQAO DA DISLIPIDEMIA

Para a inducdo da dislipidemia, os animais diabéticos receberam dieta padrdo comercial
(Purina®) enriquecida com 0,5% de colesterol (5kg de ragdo padrdo para roedores triturada, 116 gemas
de ovos de galinha e 43ml de 6leo de milho). Em seguida, todos os ingredientes foram misturados com
agua e secos em estufa a 50°C por 36 horas e acondicionadas em sacos a vacuo. Os animais receberam
essa dieta ad libitum durante quatro semanas.

2.5 EXPOSIQAO AO APARATO DE CIGARRO

A exposicdo a fumaca do cigarro ocorreu concomitantemente com a inducdo da dislipidemia.
Os animais foram submetidos a uma exposi¢do de nove cigarros comerciais, uma hora por dia, uma
vez ao dia, cinco dias por semana, por um periodo de quatro semanas, conforme proposto por Souza e
colaboradores (2019). Os animais do grupo controle basal foram submetidos as mesmas condicdes da
caixa, entretanto, sem nenhum contato com a fumagca do cigarro, inalando apenas ar filtrado. O aparato
para exposicao a fumaca do cigarro em que os animais foram acondicionados consiste em um sistema
de captacdo e distribuicdo de cigarro. A fumaca é lancada verticalmente de cima para baixo, alcancando

os animais e difundindo-se por toda caixa.

2.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Nas duas Ultimas semanas experimentais, os animais foram randomizados e tratados com
veiculo e diferentes doses de fracdo soltvel de carqueja em etanol (CQ30, 100 e 300 mg kg), por via
oral, atraves de gavagem. As drogas foram preparadas imediatamente antes da administracdo. Assim,
0S grupos experimentais foram:
1) Controle basal: animais normoglicémicos (n = 8), sem exposicdo a fumaca de cigarro, que
receberam dieta comercial padrao.
2) Controle negativo: animais diabéticos (n = 8), expostos a fumacga de cigarro, que receberam
dieta comercial padrdo acrescida de 0,5% de colesterol.
3) CQ 30: animais diabéticos (n = 8), expostos a fumaca de cigarro, que receberam dieta comercial

padréo acrescida de 0,5% de colesterol.
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4) CQ 100: animais diabéticos (n = 8), expostos a fumaca de cigarro, que receberam dieta
comercial padréo acrescida de 0,5% de colesterol.
5) CQ 300: animais diabéticos (n = 8), expostos a fumaca de cigarro, que receberam dieta
comercial padrdo acrescida de 0,5% de colesterol.

Ao término das quatro semanas experimentais, os ratos foram submetidos a uma nova coleta
de sangue e, na sequéncia, sofreram eutanasia por aprofundamento anestésico com isoflurano em
camara de saturacao (1-3%), seguido de deslocamento cervical, de acordo com as Diretrizes da Préatica
de Eutanasia do CONCEA.

2.7 PESO E ANALISE HISTOPATOLOGICA DO BACO

Apds eutanasia, foi realizada laparotomia para coleta do bago. O 6rgao foi pesado em balanca
analitica e seccionado para histopatologia. Um fragmento foi acondicionado em formalina tamponada
e posteriormente confeccionada lamina que foi corada com hematoxilina e eosina. Ao microscopio

oOptico, foram avaliadas regides especificas (polpa vermelha e polpa branca).

2.8 HEMOGRAMA
Foram coletadas amostras de sangue total em tubos com EDTA no momento da eutanasia para
realizacdo de hemograma, os quais foram realizados pelo Laboratério de Analises Clinicas da UNIPAR

em Umuarama-PR.

2.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA

Foram coletadas amostras de sangue total em tubos no momento da eutanasia. Apos, 0s tubos
foram depositados em uma centrifuga e o soro de cada animal foi transferido para eppendorfs
identificados para a avaliacdo da atividade imunomoduladora por ELISA, realizada no Laboratério de
Hematologia da UNIPAR em Francisco Beltrdo-PR, dos seguintes marcadores imunolégicos:

IL-4: kit RAt IL-4 ELISA BMS355442 da MyBioSource, seguindo as recomendacdes da bula
do kit;

INF-y: kit Rat INF gamma Platinum ELISA BMS621 / BMS621TWO / BMS621TEN da
eBioscience, seguindo as recomendacdes da bula do kit;

TGF-B: kit Rat TGF beta 1 Platinum ELISA BMS623/3 / BMS623/3TEN da eBioscience,
seguindo as recomendac0es da bula do kit;

IGgl: kit Rat IgG1 Ready-Set-Go! 88-50500 da eBioscience, seguindo as recomendacfes da
bula do kit;
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IgG total: kit RatlgG Total Uncoated ELISA 88-50490-22 da ThermoFischerScientific,
seguindo as recomendaces da bula do Kit.

2.10 Anélise estatistica
A analise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism 8.0. Os ensaios foram

submetidos ao método de Anova com pos-teste de Tukey. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****

p<0,00001.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As figuras 1 e 2 abaixo trazem informagdes sobre o hemograma realizado em cada um dos
grupos experimentais.
Figura 1: Perfil celular e de hemoglobina obtidos no hemograma. A: Numero de hemécias em cada um dos grupos
experimentais; B: Concentracdo de hemoglobina em cada um dos grupos experimentais; C: Ndmero de leucécitos totais em

cada um dos grupos experimentais; D: NUumero de plaquetas em cada um dos grupos experimentais. Analise estatistica
realizada pelo método de Anova com pds-teste de Tukey.
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Figura 2: Analise diferencial do leucograma obtido no hemograma. A: Numero de neutréfilos em cada um dos grupos
experimentais; B: Numero de linfécitos em cada um dos grupos experimentais; C: Nimero de mondcitos em cada um
dos grupos experimentais. Analise estatistica realizada pelo método de Anova com pés-teste de Tukey.
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Observou-se que o tratamento com a B. trimera nas trés diferentes doses ndo alteraram
significativamente o hemograma. A concentracdo de hemoglobina mostrou-se numericamente
superior ao controle negativo (C-) (concentracdo média de 9,45 mg/dL parao C-e 11,82 g/dL, 11,16
g/dL e 11,42 g/dL respectivamente para 0s grupos tratados) e muito semelhante ao controle basal
(11,1 g/dL). Como o hemograma é um exame que analisa as células circulantes (eritrécitos ou
hemaécias, leucdcitos e plaquetas) e no presente estudo foi induzido o diabetes através da aplicacéo
de estreptozotocina, além do estimulo forcado a dislipidemia e tabagismo, ou seja, lesées pontuais e
com tempo de agressao curto, a hipdtese é de que ndo houve tempo habil para que alterassem estes
pardmetros hematoldgicos.

Foi observada ainda uma tendéncia numérica na diminuicdo do numero de neutrofilos e
monacitos circulantes, conforme o aumento da dose, apesar de estarem superiores ao C-
(Neutrofilos: C- 1576 células/pL; CQ30 3999 celulas/uL; CQ100 2852 células/pL; CQ300 2163
células/pL) (Mondcitos: C- 619 celulas/uL; CQ30 1224 células/uL; CQ100 623 células/pL; CQ300
612 células/pL). Verificou-se a tendéncia do nimero de neutréfilos e mondcitos circulantes superior
ao controle negativo e que diminuiu com o aumento da dose da B. trimera. Tal fato pode estar

relacionado com diminuicdo na migracdo celular tecidual, que é inerente da atividade anti-
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inflamatoria descrita para a carqueja, e, consequentemente, diminuindo o estimulo medular na
producéo destas células.

Grance e colaboradores (2008) observaram que os resultados hematoldgicos foram semelhantes
entre 0s grupos de trinta e cinco ratos Wistar fémeas prenhas que receberam o extrato hidroetandlico
de B. trimera via oral, divididas em trés grupos. Os grupos 1 e 2 receberam 8,4 mg kg* do extrato por
via oral do dia gestacional (GD) 1 a 19 e de GD 6 a 15, respectivamente, enquanto os animais do grupo
controle receberam agua destilada por via oral de GD 1 a 19.

Peron e colaboradores (2008) relataram a infusdo de carqueja nas concentracgdes de 6,85 e 68,50
mg mL* em células de medula 6ssea de seis ratos Wistar, com cerca de 35 dias, sendo trés machos e
trés fémeas, para cada grupo controle e tratamento, tratados in vivo, via gavagem, em tratamento agudo.
Para o controle negativo, foi administrada aos animais somente agua (1 mL/100g), via gavagem e no
controle positivo foi utilizada a ciclofosfamida (1,5 mg/1mL agua/100g), via intraperitoneal, por 24
horas. A infusdo de carqueja ndo demonstrou ser citotoxica nem clastogénica estatisticamente
significativas em células de medula 6ssea, bem como Rodrigues e colaboradores (2009) descreveram
qgue ndo foram observados efeitos genotoxicos sobre as células sanguineas e hepaticas em
camundongos CF-1 adultos, tratados com 0,5 g kg, 1,0 g kg e 2,0 g kg de extrato aquoso de B.
dracunculifolia por gavagem, durante 3 dias consecutivos.

Em outro estudo sobre toxicidade aguda com doses repetidas de extrato aquoso de carqueja em
concentracdes diferentes por infusdo em ratos (machos e fémeas), foi observada a auséncia de
alteracdes significativas do perfil hematoldgico bem como dos marcadores de funcGes hepatica e renal
(RUIZ et al., 2008).

Segundo Ferreira (2012), o infuso aquoso de carqueja em modelo de artrite induzida por
colageno, teve efeito anti-artritico comprovado, acdo atribuida ao efeito imunossupressor e anti-
inflamatdrio de flavondides e saponinas presentes em outras plantas com a mesma atividade. Avaliando
a citotoxidade, ndo foi evidenciado efeito toxico nos rins, figado, bem como as anélises bioquimicas e
o perfil hematologico ndo sofreram alteracbes. Ferreira (2012) também ndo observou alteracdo
estatistica significativa nos parametros hematoldgicos analisados de camundongos tratados com doses
de carqueja comparando-0s ao seu grupo controle. Tais trabalhos corroboram os resultados encontrados
no presente estudo.

Outros parédmetros avaliados no presente trabalho foram o peso relativo e o perfil

histopatoldgico dos bacos dos animais, cujos resultados estdo apresentados nas figuras 3 e 4.
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Figura 3: Avaliacdo de peso relativo e histopatologia do baco dos animais. A: Peso relativo do baco em cada um dos
grupos experimentais; B: Numero de leucécitos em cada um dos grupos experimentais; C: Porcentagem de linfécitos
em cada um dos grupos experimentais; D: Porcentagem de macrofagos em cada um dos grupos experimentais. Analise
estatistica realizada pelo método de Anova com pdés-teste de Tukey.
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A contagem de célula foi feita por microscopia realizada em cinco campos diferentes da lamina
do baco de cada animal.
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Figura 4: Perfil histopatolégico do baco dos diferentes grupos. A: Observa-se quantidade e populagcdo normal de
linfocitos no centro do foliculo, havendo predominio de linfécitos; B: C-: areas de hiperplasia linfoide, demonstrando
uma populagdo celular evidente e mitética; C: CQ30: Hiperplasia linfoide evidente, demonstrando uma populagao
celular mitética; D: CQ 100: Hiperplasia linféide acentuada e difusa; E: CQ300: Hiperplasia linféide acentuada e
multifocal moderada.

Além da avaliacdo do perfil celular do baco, também foi verificada a presenca de edema no
tecido. A analise mostrou presenca de edema acentuado (+++) no grupo controle negativo com
diminuicdo para 0s demais grupos experimentais.

O bago é um 6rgdo linféide pertencente ao sistema imune, com consisténcia mole, muito
vascularizado e de coloragéo purpura. E dividido macroscopicamente em polpa vermelha, onde ocorre
a hemocaterese e polpa branca, responsavel pela defesa imunoldgica especifica contra antigenos
presentes no sangue circulante (COELHO, 2011).

Observou-se que o peso relativo do bago estava aumentado no grupo controle negativo e no
CQ30 em comparacdo ao grupo basal. Tal fato pode estar relacionado a uma resposta ao processo
inflamatdrio desencadeado para recuperar as injdrias causadas pelo diabetes, tabagismo e dislipidemia
induzidos nos animais. Uma hip6tese apontada é que o aumento do volume plasmatico oriundo de um
possivel edema tenha desencadeado 0 aumento do peso, com presenca de componentes hemoliticos.

N&o foi constatada diferenca estatistica entre os grupos tratados e o C- (Peso relativo C-
0,24%; CQ30 0,23%; CQ100 0,21%; CQ300 0,20%). As doses de CQ100 e CQ300 ndo
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apresentaram diferenca estatistica com relacdo ao basal, ou seja, o0 peso relativo do érgdo dos
animais, ap0s o tratamento, manteve-se estatisticamente do mesmo tamanho que o dos animais
sadios, o que reforca a idéia da atividade anti-inflamatoria da planta. Por outro lado, o grupo doente
(C-) também ndo apresentou diferenca estatistica com relacao aos grupos tratados CQ100 e CQ300,
apesar destes serem percentualmente inferiores, o que sugere que doses superiores da carqueja ou
um periodo de tempo maior de observacao possam tornar mais efetiva sua capacidade de promover
melhora nas alteragdes teciduais causadas no baco.

Nas figuras 3B, 3C e 3D estdo retratados os perfis celulares do bago dos diferentes animais
estudados.

Como o bago € um 6rgéo linféide e esté relacionado ao processo inflamatério, provavelmente
o0 sistema imunoldgico estava funcionando para responder as agressdes sofridas como a indugdo do
diabetes, fumaca de cigarro e a dislipidemia. Ele é altamente vascularizado e compartimentalizado,
com func¢des imunolégicas e hematoldgicas (SILVA, 2017). Durante a inflamacdo, ocorre a liberacao
de compostos inflamatorios, como as interleucinas (IL), espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio,
em elevadas concentracfes, causando um desequilibrio oxidativo (SOARES et al., 2015).

A administracdo de B. trimera em CQ30, CQ100 e CQ300 conseguiu realizar a atracao
leucocitéria para o local da inflamacdo, potencializando o processo de defesa do organismo. Porém, de
acordo com o gréfico de analise microscdpica de tecidos, ndo houve alteracdo no numero de linfécitos.
Por outro lado, a porcentagem de macrofagos foi superior no grupo que recebeu as trés diferentes doses
da carqueja, o que sugere que a planta modulou a mobilizacao dessas células para o interior do tecido.
Assim, se 0 nimero de leucécitos aumentou, o niamero de linfécitos permaneceu inalterado e o nimero
de macrdéfagos aumentou, sugere-se que 0s macrofagos tenham tido papel importante na
imunomodulacdo ocorrida no tecido, além de terem contribuido para o aumento do mesmo. Foi
observado na avaliacao histopatoldgica que o edema causado pela inflamacgéo, que estava presente no
grupo controle, diminuiu de forma gradativa nos animais tratados. Tal fato, associado ao aumento no
numero de macrofagos, reforca a idéia de que a reacdo inflamatdria tenha diminuido e o aumento de
macrofagos estaria relacionado com o processo de reorganizacdo tecidual, que é feito atraves da
fagocitose de restos celulares e de hemoglobina, ja que o bago é um érgdo com importante funcao de
controle de hemécias na corrente sanguinea.

O processo inflamatdrio € uma resposta do organismo frente a uma infec¢do ou a uma injdria
tecidual e € composto por uma resposta inata (inespecifica), responsavel pelas caracteristicas da

inflamacdo (vermelhiddo, edema, calor, dor e perda de funcdo) e uma resposta imunoldgica, com
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producéo de anticorpos especificos contra um determinado agente agressor (COUTINHO et al., 2009).
Durante a inflamagé&o, as citocinas sdo liberadas para regular a agdo dos anticorpos. Entre as citocinas
pro-inflamatorias, destacam-se TNF-a (fator de necrose tumoral o) e IL-1, liberadas por macréfagos
ativados. Estas citocinas favorecem a aderéncia leucocitaria ao endotélio, aumentam a sintese de
prostaciclina e desencadeiam uma cascata de citocinas secundarias (COUTINHO et al., 2009).

Um dos fatores que desencadeiam o processo inflamatorio é o diabetes mellitus, que é uma
desordem metabolica de multipla etiologia, caracterizado por hiperglicemia cronica decorrente de
defeitos na secrecdo e/ou acdo da insulina. Trata-se de uma doencga autoimune, decorrente da destruicdo
gradual das células beta pancreéticas, provocada por multiplos fatores, com participacdo de anticorpos
e/ou linfécitos autorreativos, resultando em anormalidades metabdlicas (WITT et al., 2011). A
deficiéncia de insulina em consequéncia aos danos as células pancreéticas leva a hiperglicemia, sendo
que as manifestacGes clinicas mais comuns sdo a poliuria, polidipsia, perda de peso, polifagia e visao
turva com dano ou faléncia de maltiplos 6rgaos. No desenvolvimento do DM, participam células do
sistema imune, como linfocitos, macréfagos e células dendriticas, bem como componentes do sistema
humoral, como auto anticorpos especificos para antigenos das ilhotas pancreéticas e as citocinas pro-
inflamatorias (WITT et al., 2011).

No DM tipo 1, que acomete principalmente criancas ou jovens, ocorre uma destruicao crénica
das células B pancreéticas, por meio de mecanismos autoimunes, mediados por células como linfécitos
T e macrofagos. O processo de autodestruicdo se inicia muito antes do diagndstico clinico da doenca.
Jano DM tipo 2, ocorre a resisténcia a acdo da insulina, diminuindo a captacao de glicose em tecidos
insulina dependentes. No inicio da doenca ocorre hiperinsulinemia compensatoria, continuando por
meses ou anos. Com o avanco do DM2, por causa da disfun¢do e reducdo das células B pancreaticas, a
sintese e a secrecdo de insulina ficam comprometidas e, na maioria dos casos, a insulinoterapia torna-
se essencial (FERREIRA et al., 2011). O presente estudo ¢ um modelo de diabetes mellitus tipo 2, pela
administracdo de estreptozotocina e inducdo da dislipidemia.

O aumento da glicose sérica promove a formacdo endogena dos produtos de glicacdo avancada
(AGEs), responsaveis por complicagfes macrovasculares, incluindo danos celulares e teciduais. A
hiperglicemia provoca o aumento de AGEs circulantes e dificuldade de degradagéo e eliminacéo,
fazendo com que os niveis de apoproteina B plasmatica aumentem. Como ela é constituinte da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), este aumento contribui para o desenvolvimento de
aterosclerose por meio da deposi¢do da LDL e da apoproteina B na parede das artérias, ocorrendo um

comprometimento dos grandes vasos sanguineos, como as artérias coronarianas dos membros
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inferiores e as cerebrais, resultando na doenga arterial coronariana, doenga vascular periférica e
acidente vascular encefalico (FERREIRA et al., 2011).

Também foram quantificadas algumas citocinas e anticorpos com o objetivo de avaliar se a
carqueja estava modulando a resposta imunolégica dos animais através da alteracdo da producéo deles,

como mostra a figura 5.

Figura 5: Quantificacdo de citocinas e anticorpos. A: Quantificagdo de anticorpos da classe 1gG em cada um dos grupos
experimentais; B: Quantificacdo de anticorpos da classe 1gG1 em cada um dos grupos experimentais; C: Quantificacdo de
IFN-y em cada um dos grupos experimentais; D: Quantificacdo de TGF- em cada um dos grupos experimentais.Analise
estatistica realizada pelo método de Anova com pds-teste de Tukey.
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N&o houve diferenca estatisticamente significativa na concentracdo de 1gG total entre os grupos.
No entanto, observa-se que 0s animais que receberam a carqueja apresentavam niveis numericamente
superiores, 0 que sugere ter havido aumento na producédo de anticorpos dessa classe.

Os anticorpos (Ac) ou Imunoglobulinas (Ig) sdo moléculas glicoprotéicas, envolvidas no
reconhecimento imune especifico, ligando-se especificamente ao agente patogénico que induziu a
resposta imune e recrutando células e moléculas para destruir patdgenos, ou seja, com funcéo de
identificar e neutralizar antigenos (Ag) (MURPHY et al., 2010). S&o compostos por duas cadeias leves
e duas cadeias pesadas, ambas idénticas que se ligam através de pontes dissulfetos (DEVLIN, 2011).

A quantidade e as posi¢cdes das cadeias pesadas conferem as diferentes classes de anticorpos,
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denominadas IgM, IgG, IgA, IgD e IgE, que se diferenciam entre si pelas propriedades bioldgicas,
localizag8es funcionais e mecanismos de captacéo e eliminacéo de antigenos do organismo (MURPHY
etal., 2010).

A IgG é a imunoglobulina mais abundante no sangue e mais importante da resposta imune
secundaria. Possui alta afinidade para ligacdo antigeno especifico. Atua na aglutinacdo, opsonizacao,
ativacdo da via cléssica do sistema do complemento, neutralizacdo de toxinas e citotoxicidade
dependente de anticorpos mediada por células. Pode estar associada as reacdes de hipersensibilidade.
Conforme a disposicdo das cadeias pesadas e pequenas diferencgas nas sequéncias de aminoacidos da
regido, diferenciam-se em quatro subclasses (1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4) (KALLAUR et al., 2007). Em
humanos, as moléculas de 1gG de todas as subclasses atravessam a barreira placentaria e conferem um
alto grau de imunidade passiva ao feto e ao recém-nascido (ABBAS et al., 2008).

Com relacdo a 1gG1, também ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos. Além disso, diferente do que aconteceu com a IgG total, seus niveis nos grupos tratados se
mantiveram numericamente semelhantes aos demais grupos, sugerindo que esta classe nédo tivesse
sofrido interferéncia pela carqueja. Das subclasses, a IgG1 é a mais abundante, correspondendo a 65%
do total, transportada com maior eficiéncia e rapidez (ARAUJO et al., 2003). Os anticorpos das classes
IgG1 e 1gG3 atingem niveis sericos semelhantes aos do adulto aos dois anos de idade, podendo ser
detectados desde o nascimento (BRASIL, 2006).

Segundo Witt e seus colaboradores (2011), anticorpos IgG, principalmente da classe 1gG1,
estdo intimamente ligados ao desenvolvimento do diabetes, por resultar de uma resposta imune
policlonal. No entanto, no presente trabalho, o diabetes j& estava instalado antes do inicio do
tratamento, de forma que néo foi possivel observar possiveis variacdes.

Além dos anticorpos, também foram quantificadas trés citocinas. As citocinas sdo proteinas
sintetizadas pelas células dos sistemas imune e adquirido em resposta a micro-organismos e outros
antigenos. S&o responsaveis pela regulacdo e conducédo do processo inflamatério, porém, sua producao
de forma desordenada causa desequilibrio homeostético, desencadeando complica¢fes metabodlicas
(CAMPOS et al., 2016).

O interferon gama (INF-y) mostrou-se igual em todos os grupos. Ele & uma citocina importante
na imunidade na regulagdo das respostas imunolégicas e inflamatdrias e tem alguns efeitos antivirais e
antitumorais. Ele é induzido por citocinas como a IL-12 e produzido por células natural-killers (NK),
linfocitos natural-killers T (NKT), como parte da imunidade inata e por linfécitos T CD4* Thle T
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CD8" citotdxicos (CTL), como parte da resposta imune adquirida, para recrutar leucécitos para o local
de infeccdo e estimular os macrofagos para eliminar bactérias (MACHADO et al., 2004).

No diabetes, 0 INF-y tem fungdo na regulagdo do sistema imune e na transi¢do da imunidade
inata para a adaptativa. Porém, em excesso, ativa ainda mais os macrofagos e impede a acéo eficiente
de insulina (NUNES; CORDOVA, 2017).

Em células B-pancreéticas de camundongos, o INF-y tem papel citotoxico associado a
ocorréncia da insulite, mediada por células imunes, com destruicdo de ilhotas pancreaticas e
manifestacdo do diabetes. Sugere-se que o aumento dessa citocina induza a destruicdo da ilhota e as
manifestagdes do DM tipo 1 pelas células do infiltrado inflamatdrio. Varios mecanismos tém sido
propostos para explicar a destruicdo das células beta, entre eles, a destruicdo por apoptose, onde ocorre
a fragmentacao de DNA tipica em ilhotas pancreaticas tratadas com a combinacédo de IL-1p, TNF-a e
INF-y. Outras hipoteses apontam a produgdo de 6xido nitrico e radicais livres pelas células expostas as
citocinas, estimulando a resposta imune adaptativa pro-inflamatéria Thl. A cascata de eventos
bioguimicos intracelulares para a destruicao de células das ilhotas inicia com a liberacdo de IL-1, porém
é potencializada pela acdo principalmente do INF-y, com a indugdo da libera¢do de 6xido nitrico,
ocasionando a disfuncdo e apoptose das ilhotas (MALAGUTI, 2007).

Outra citocina avaliada foi a IL-4 (dados ndo mostrados), tendo-se em vista que nos trés grupos
experimentais os niveis dessa citocina encontravam-se abaixo da curva de sensibilidade da reagdo. A
IL-4 é uma citocina com propriedades anti-inflamatdrias com acdo tardia, produzida por linfocitos T
CD4, mastdcitos, eosindfilos e basofilos. Tem a capacidade de inibir a maioria das citocinas
inflamatorias e pode suprimir a ativacdo de macrofagos e celulas microgliais (OLIVEIRA JUNIOR et
al., 2016). Atua sobre os linfocitos T e B, células natural killers, mastdcitos, sinovidcitos e células
endoteliais. Atua sobre macréfagos ativados, reduzindo os efeitos das citocinas IL-1, TNF-o, IL-6 €
IL-8 e inibindo a producdo de radicais livres de oxigénio. Induz a diferenciacdo de linfocitos B para
produzir IgG e IgE. Aumenta a suscetibilidade dos macrofagos aos efeitos dos glicocorticdides
(OLIVEIRA et al., 2011).

Além do INF-y e IL-4, o TGF-3 também foi quantificado e mostrou-se numericamente superior
nos grupos que receberam a carqueja.

O fator de transformagéo do crescimento beta (TGF-B) é um potente inibidor da proliferagao
dos hepatdcitos. Possui habilidade de inibir reversivelmente um grande numero de diferentes tipos
celulares, como leucdcitos, além de participar de fungdes importantes, como a quimiotaxe de células

inflamatdrias, sugerindo um importante papel regulador na cicatrizacdo de tecidos. O TGF- é capaz
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de estimular reversivelmente o crescimento de fibroblastos normais prevenindo a progressao da fibrose
e facilitando a proliferacdo dos hepatdcitos durante a regeneracdo (GORLA JUNIOR et al., 2001).

Quando ocorre uma lesdo, a area € preenchida com plasma e elementos celulares,
principalmente plaquetas. Esta agregacdo plaquetaria e a coagulacdo sanguinea formam um tampao,
rico em fibrina, a fim de proteger o organismo contra invaséo de microrganismos e tentar reestabelecer
a homeostasia. Este tamp&o serve como reservatorio de citocinas e de fatores de crescimento que seréo
liberados durante o processo de regeneracao. Entre os mediadores constituintes da matriz extracelular,
0 TGF-p participa da ativagdo da cascata de coagulacdo e do complemento, auxiliando na producéo de
varios mediadores vasoativos e fatores quimiotaticos que auxiliam o recrutamento das células
inflamatorias no local da ferida. Apds a saida das plaquetas do leito vascular, neutr6filos e mondcitos,
em resposta aos agentes quimiotaticos, migram em direcdo ao leito da ferida. Além da funcdo de
fagocitose, as células inflamatdrias produzem fatores de crescimento, que preparam a ferida para a fase
proliferativa, quando fibroblastos e células endoteliais também serdo recrutados (CANO, 2019). Os
mondcitos do sangue periférico se infiltram no local em resposta a agentes quimiotaticos. O macrofago
ativado é a principal célula efetora do processo de reparo tecidual, degradando e removendo
componentes do tecido conjuntivo danificado, como colageno, elastina e proteoglicanas. Além da
fagocitose, os macrdfagos secretam fatores quimiotaticos que atraem outras células inflamatdrias ao
local da ferida e produzem prostaglandinas, que funcionam como potentes vasodilatadores, afetando a
permeabilidade dos vasos. Entre varios fatores de crescimento produzidos pelos macréfagos, o TGF-8
auxilia a estimular a formacéo do tecido de granulacdo. A proxima fase, a proliferacado, é a responsavel
pelo fechamento da lesdo. Os fibroblastos produzem a nova matriz extracelular necesséaria ao
crescimento celular enquanto 0s novos vasos sanguineos carreiam oxigénio e nutrientes necessarios ao
metabolismo celular local. O TGF-p ajuda na estimulagdo mitogénica e quimiotatica dos queratindcitos
e se inicia a formacédo do tecido de granulacdo. A producdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes € acompanhada por aumento da permeabilidade vascular. Na angiogénese patologica,
como no caso da ferida, 0 aumento da permeabilidade vascular a 4gua e as macromoléculas apresenta
importante funcéo no processo, sendo o responsavel direto pela formagdo do edema. Varias citocinas
produzidas durante o processo de cicatrizacdo interferem diretamente na permeabilidade vascular
favorecendo tanto o processo cicatricial quanto o desenvolvimento tumoral (CANO, 2019).

Sun e colaboradores (2002 apud LAGRANHA et al., 2007) demonstraram em ratos Wistar
diabéticos que os depositos de lipideos ocorrem mesmo sem qualquer alteracdo nos niveis séricos de

colesterol ou triglicerideos. Este acumulo de triglicerideos induz aumento do TGF-B, do fator de
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crescimento endotelial vascular, além do aumento de colageno e de fibronectina, resultando em
glomeruloesclerose e em proteindria.

Como ja mencionado anteriormente, a resposta inflamatdria € um mecanismo para combater
agentes infecciosos ou elementos estranhos ao nosso organismo, ou seja, € uma resposta homeostatica
dos tecidos para remover agentes patogénicos e recuperar as fungdes normais (OLIVEIRA JUNIOR et
al., 2016). A inflamac&o ndo esta associada somente as infec¢es, mas a varios processos que ocorrem
no organismo e causam doencgas. Esses processos ocorrem em cascata para a recuperacdo do tecido
lesado e para a restauracdo da homeostasia do organismo (CRUVINEL et al., 2010). Apds o
reconhecimento de uma ameaca, iniciam uma série de alteracGes biogquimicas e vasculares, com
infiltracdo de vérias células imunes efetoras, com funcdo de remodelar o tecido inflamado. Os
macrofagos assumem a fagocitose, o processamento e a apresentacdo de antigenos aos linfdcitos T,
ocorrendo a remocdo de células apoptoticas, a inducéo de angiogénese, a reparacdo e o remodelamento
de tecidos (BACHIEGA, 2011).

Além disso, durante o processo de inflamacdo, ocorre a liberacdo das espécies reativas de
oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) que contribuem para a lesdo vascular, hipo-reatividade vascular
e disfuncdo organica por inducdo de apoptose (GUIMARAES, 2017). Os organismos expostos ao
oxigénio produzem estas moléculas no seu metabolismo normal. Quando se encontra em situagdes
patoldgicas, a producdo de espécies reativas aumenta. O desequilibrio entre o desafio oxidativo e a
capacidade de defesa antioxidante do organismo denomina-se estresse oxidativo, ou seja, trata-se de
um distdrbio metabdlico no qual moléculas instaveis provocam danos celulares (CAMPOS e LEME,
2018).

A reposta inflamatéria pode ser ainda potencializada por um padrdo de resposta celular
denominada de Thil, a qual caracteriza-se pela producéo de citocinas pré-inflamatérias, como o IFN-
v. Por outro lado, existe ainda a resposta Th2, caracterizada pela producdo de citocinas de perfil anti-
inflamatorio, como IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e 0 TGF-B. As citocinas produzidas pelas células Thl
estimulam a fagocitose e destruicdo de micro-organismos patogénicos enquanto as citocinas da
resposta Th2, geralmente estimulam a producdo de anticorpos dirigidos contra grandes parasitas
extracelulares (TOLEDO, 2017).

Além dos padrbes Thl e Th2 supracitados, existe um terceiro perfil denominado de Th17. Este
perfil de resposta celular € responsavel por produzir citocinas pro-inflamatdrias, como a IL-17, potentes
indutoras da inflamacéo, induzir a infiltracdo celular, a producéo de outras citocinas pro-inflamatorias,

além de ativar mecanismos de apoptose em células potencialmente infectadas (MEDEIRQOS, 2016), o
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que nos leva a pensar que foi esta via a precursora do processo inflamatério, concomitante a doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus induzidos. No entanto, as citocinas envolvidas nesse padréo de
reposta imune ndo foram quantificadas no presente estudo.

O diabetes mellitus tipo 1 € uma doenca autoimune cronica, onde as células beta pancreaticas
sdo destruidas e ocorre a dependéncia pela insulina exdgena. Os anticorpos, principalmente da classe
IgG1, participam da resposta imune secundaria, resultando em anormalidades metabolicas. Por outro
lado, o perfil de secrecédo de citocinas durante 0 DM1 é de padrdo Thl, com liberacédo de IL-2 e IFN-
y. O IFN-y diminui a produgdo de insulina pelas células beta pancreaticas, porém, em excesso, acaba
impedindo a acdo eficiente da insulina. Ja as citocinas de resposta Th2 tentam bloquear a evolugéo do
DM1 com secrecdo de IL-4, IL-6 e I1L-10. A IL-4 parece ter um efeito protetor no DM1 contra a
autoimunidade por inibicdo da resposta Thl, reduzindo os auto-antigenos especificos das células beta.
As duas respostas (Thl e Th2) sdo antagbnicas, porém complementares. Mas, por se tratar de uma
doenca que possui caracteristica de doenca autoimune, pode-se cogitar que a via Th17 participe deste
processo, com a producao de citocinas pro-inflamatdrias, inducéo de infiltracdo celular, além de mediar
mecanismos de apoptose em células potencialmente infectadas. No presente estudo, ndo foram
observadas diferencas significativas estatisticamente nos anticorpos IgG e IgG1. O IFN-y permaneceu
igual em todos os grupos tratados. A IL-4 apresentou concentracdes séricas muito baixas, a ponto de
ndo ser detectada, provavelmente porque a lesdo pancredtica causada pela administragdo em dose
elevada de STZ tenha causado agressao aguda e a resposta Th2 protetora do sistema imunoldgico
adaptativo ndo teve tempo para desencadear a cascata de reagdes. As dosagens de TGF-f3 apresentaram-
se ligeiramente aumentadas, demonstrando o efeito anti-inflamatdrio ja mencionado da carqueja.

As doencas cardiovasculares afetam o coracdo e o sistema circulatorio e sdo causadas por
inimeros fatores de risco, como sedentarismo, tabagismo, estresse, obesidade, hipertensdo arterial,
diabetes, dislipidemia, entre outros. O processo inflamatério é o elo entre a sindrome metabdlica e as
doencas cardiovasculares. Para avaliar o grau de inflamacédo, existem vérios biomarcadores como
citocinas pro-inflamatdrias, citocinas anti-inflamatérias, adipocinas, marcadores de inflamacao
derivados de hepatocitos, marcadores de consequéncia da inflamagdo, enzima, entre outros. A
predisposicdo ao risco de desenvolvimento de Sindrome Metabdlica é maior em pessoas obesas, onde
a producdo de citocinas pro-inflamatdrias pelos adipdcitos € maior, associada aos altos niveis de
citocinas. As citocinas pro-inflamatorias mais relevantes sédo IL-6, TNF-o, IL-8, IL-1p3, CD40 e
CD40L. O TNF-a ¢ considerado um marcador para infarto do miocardio e esta correlacionado com

componentes da Sindrome Metabdlica. Em pessoas com DCV, seus niveis sdo elevados. Vale ressaltar
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que o tecido adiposo secreta ativamente diversas citocinas pro-inflamatdrias, sendo que a associagdo
entre 0 grau da obesidade e a inflamacdo € esperada. Porém, a associacdo entre 0s componentes da
Sindrome Metabdlica e marcadores de inflamacdo ocorrem independente do grau de obesidade. Neste
estudo, os niveis de INF-y estavam iguais, estatisticamente, porém, menores em relagdo ao grupo de

animais sadios, comprovando a acao anti-inflamatéria da carqueja.

4 CONCLUSAO

Foi avaliada neste trabalho a atividade imunomoduladora da Baccharis trimera em ratos
Wistar com doenca cardiovascular e diabetes mellitus induzidos, caracterizando e correlacionando a
concentracdo de citocinas e anticorpos produzidos, o perfil hematoldgico, o peso do baco e o perfil
histopatoldgico dos animais, quando submetidos a diferentes doses da fragédo soltvel da carqueja em
etanol. Analisando todos os resultados, concluiu-se que o tratamento com B. trimera nas doses de
30, 100 e 300mg kg ndo alteraram significativamente o hemograma; a concentracio de
hemoglobina mostrou-se numericamente superior ao C- e muito semelhante ao controle basal; foi
observada uma tendéncia numérica na diminuicao no numero de neutrofilos e mondcitos circulantes,
conforme o aumento da dose, apesar de estarem superiores ao C-. Em relacdo ao numero de
leucdcitos circulantes, observou-se nos grupos CQ100 e CQ300 um valor maior em relagéo ao basal.
O peso relativo do bago estava aumentado no C-, enquanto o basal e os grupos CQ100 e CQ300
ficaram iguais. Nao houve diferenca estatistica significativa na concentracdo de IgG total e IgG1
entre os grupos. O INF-y mostrou-se igual em todos os grupos. A IL-4 estava muito baixa nos
animais a ponto de ndo ser detectada. O TGF-3 mostrou-se numericamente superior nos grupos que
receberam a carqueja, o que faz sugerir que provavelmente a precursora do processo inflamatorio,
concomitante as doencas cardiovasculares e diabetes mellitus foi a via Th17, com a producdo de
citocinas pré-inflamatérias, inducdo de infiltracdo celular, além de mediar mecanismos de apoptose
em ceélulas potencialmente infectadas. Embora conclua-se que a carqueja tenha atividade
imunomoduladora, pesquisas com doses e tempos maiores e avaliacdo de outros marcadores
imunologicos sdo necessarias para elucidar o comportamento do sistema imunologico em relagéo as
doengas, bem como estudos para a explicacdo completa da acdo da via Thl7 no processo

inflamatorio em modelos com doencas cardiovasculares e diabetes induzidos associados.
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