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RESUMO
Pelargonium sidoides € uma importante planta com propriedades medicinais nativa da
Africa do Sul utilizada principalmente no tratamento de infec¢Bes respiratorias e
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comercializada sob a forma do extrato padronizado EPs 7630. Sua atividade
farmacologica inclui efeitos antimicrobianos, antibacterianos, imunomoduladores e
antivirais. Entretanto, falta compreender possiveis lacunas sobre as vias de atuagdo
imunoduladoras, entre elas, se possui efeito na proliferacdo dos linfocitos citotdxicos.
Portanto, 0 objetivo do trabalho foi analisar o efeito do extrato de P. sidoides na
proliferacdo de linfocitos T CD8 e células natural killer (NK) e comparar estas taxas. Para
isso, foram avaliadas células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de 12
individuos saudaveis, sendo 6 do sexo feminino e 6 do masculino, entre 20 e 35 anos. A
separacdo das PBMC foi realizada por centrifugacdo em gradiente de concentragédo com
Ficoll-Paque™ PLUS e posteriormente incubadas com CFSE. Foram divididas nos
seguintes grupos: cé€lulas ndo tratadas, tratadas com 10ug/mL de extrato EPs 7630 de P.
sidoides (TAKEDA) e controle veiculo, contendo em cada um dos grupos células com e
sem estimulo de CD3 e CD28. Por fim, as amostras foram adquiridas no citbmetro de
fluxo FACSCanto Il (BD Biosciences). Quanto aos resultados obtidos, tanto nas células
NK como nos linfocitos T CD8 o tratamento com EPs 7630 sem estimulo ndo
proporcionou diferenca nos parametros analisados. Entretanto, quando as células foram
estimuladas com CD3 e CD28, obtivemos resultados mais distintos. As células NK
apresentaram uma maior taxa de expansdo quando tratadas com EPs 7630, assim como
no percentual de células ndo divididas e de segunda geracdo em relacdo as células ndo
tratadas. Mesmo com estimulo, os linfécitos T CD8 ndo apresentaram variacoes
significativas nos parametros avaliados quanto ao tratamento com EPs 7630.
Comparando as taxas de proliferacéo de células NK e linfécitos T CD8 tratadas com e
sem estimulo, os linfocitos T CD8 tiveram médias mais altas no percentual de células ndo
divididas e as células NK no percentual de células de segunda geracdo. Concluimos entéo
que o extrato comercial a base de P. sidoides é capaz de modular o sistema imune inato
por meio da proliferacdo de células NK. Logo, espera-se que este trabalho contribua para
a divulgacdo e conhecimento desta alternativa terapéutica.

Palavras-chave: pelargonium, proliferacdo de células, Linfécitos T, células matadoras
naturais.

ABSTRACT

Pelargonium sidoides (P. sidoides) is an important plant with medicinal properties native
of South Africa and mainly used for respiratory infections and sold as a standardized
extract EPs 7630. Its pharmacological activity includes antimicrobial, antibacterial,
immunomodulatory and antiviral effects. However, it has not been fully understood any
possible gaps about immunomodulating action pathways, among them, if the extract has
an effect on the proliferation of cytotoxic lymphocytes. Therefore, the aim of this work
was to analyze the effect of P. sidoides extract on T CD8 lymphocytes proliferation and
natural killer cells (NK) and compare these rates. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from 12 healthy individuals, 6 females and 6 males, between 20 and 35 years
old were evaluated. The PBMC separation was performed by concentration gradient
centrifugation with Ficoll-Paque™ PLUS and then incubated with CFSE. They were
divided into the following groups: non-treated cells, treated with 10pug/mL EPs 7630 of
P. sidoides (TAKEDA) and vehicle control, contained in each one of the groups cells
with and without CD3 and CD28 stimulation. Finally, the samples were acquired on the
FACSCanto Il flow cytometer (BD Biosciences). Regarding the results obtained, in both
NK cells and T CD8 lymphocytes treatment with EPs 7630 without stimulation did not
provide any difference in the analyzed parameters. However, when cells were stimulated
with CD3 and CD28, the results were more distinct. NK cells showed a higher expansion
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rate when treated with EPs 7630, as well as in the percentage of non-divided cells and
second-generation cells regarding non-treated cells. Even with stimulation, CD8 T
lymphocytes did not show significant variation in the parameters evaluated regarding
treatment with EPs 7630. Comparing the proliferation rates of NK cells and CD8
lymphocytes treated with and without stimulus, the T had higher averages in the
percentage of undivided cells and NK cells in the percentage of second-generation cells.
We conclude that the commercial extract based on P. sidoides is able to modulate the
innate immune system through the proliferation of NK cells. Therefore, it is expected that
this work will contribute to the dissemination and knowledge of this therapeutic
alternative.

Keywords: pelargonium, cell proliferation, T-Lymphocytes, killer cells.

1 INTRODUCAO

A fitoterapia € definida como a aplicacéo terapéutica de plantas inteiras, em partes
(flor, folha, caule, raiz) ou como extrato e cuja origem se da principalmente no
conhecimento e uso popular, exemplificado pelo uso de Pelargonium sidoides
(LACCOURREYE et al., 2017). Esta planta se tornou amplamente conhecida no ano de
1897, apo6s o inglés Charles Henry Stevens a introduzir na Inglaterra como alternativa de
tratamento para tuberculose (BLADT; WAGNER, 2007).

No Brasil, os fitoterdpicos relacionados ao P. sidoides registrados na ANVISA
séo produzidos sob a forma do extrato padronizado EPs 7630 (MAZZUCO et al., 2014),
comercializados como Umckan® e Kaloba® na forma de solucéo oral com concentracao
825mg/mL. O seu uso se expandiu para além dos usos tradicionais originais contra
disturbios gastrointestinais para incluir infecgdes do trato respiratério, como bronquite
aguda, asma, sinusite e amigdalofaringite (BRASIL, 2004; BRASIL, 2007).

Avaliando-se a sua atividade farmacoldgica, ja foram relatados efeitos antivirais
e antibacterianos, bem como notavel capacidade imunomodulatéria (BRENDLER; VAN
WYK, 2008; MOYO; VAN STADEN, 2014). In vitro foi observada uma melhora na
fagocitose, inibicdo da adesdo e crescimento bacteriano (BEIL; KILIAN, 2007;
CONRAD et al., 2007). Além disso, foi considerado também um potente inibidor da
adesdo viral ao interferir com a replicagdo de alguns virus (MICHAELIS; DOERR;
CINATL JR, 2011; WALTHER; DORING; SCHMIDTKE, 2020). Ja suas atividades
imunomodulatorias sdo mediadas principalmente pelo estimulo da liberacdo de oxido
nitrico, interferons e de citocinas envolvidas nos mecanismos de defesa do hospedeiro
(KOLODZIEJ, 2011; PERIC et al., 2020).

Dentre os mecanismos de estimulos da resposta imune inata, destaca-se o estimulo
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da atividade das células natural killer (NK) (KOLODZIEJ; KIDERLEN, 2007). Estas
células, juntamente com os linfécitos T CD8 sdo classificadas como linfdcitos citotoxicos
e sdo responsaveis por mediar a resposta contra virus e células neoplasicas. Ambos sao
linfocitos efetores e matam as celulas-alvo por varios mecanismos, sendo o principal
deles o citotoxico, no qual compartilham a via de apoptose mediada por perforinas e
granzimas e é justamente por isso que podem ser classificados juntos (TRAPANI;
SMYTH, 2002).

Apesar de notavel potencial antimicrobiano, pouco se sabe ainda sobre a atuacéao
do P. sidoides na inducdo da resposta imune de individuos saudaveis. Em vista disso, este
estudo se propds a analisar se os linfécitos citotdxicos tém a proliferacdo estimulada
frente ao tratamento com EPs 7630.

2 METODOLOGIA
2.1 CASUISTICA

Trata-se de um estudo de carater biolégico e experimental. Nele foram incluidos
12 individuos saudaveis, sendo 6 do sexo feminino e 6 do sexo masculino entre 20 e 35
anos, sem historico de neoplasias, doencas autoimunes e doencas infecciosas cronicas ou
ativas no momento da inclusdo do estudo. Apds a aplicacdo e aceite do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), foram coletados 15mL de sangue de cada
participante do projeto, por meio de puncdo venosa. As amostras foram processadas no
Laboratorio de Pesquisas Hematologicas da Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da
UFTM.

2.2 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

A separacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi realizada
por centrifugacdo em gradiente de concentracdo com Ficoll-Paque™ PLUS (GE
Healthcare, Uppsala, Suécia). Por esta tecnica adiciona-se o Ficoll e logo em seguida o
sangue do paciente, cuidadosamente. Ap0Os centrifugacgdo, € possivel a visualizacdo de
varias camadas no tubo, sendo da camada inferior para a superior: eritrocitos,
granuldcitos, Ficoll, PBMC e plasma. Dessa forma, conseguimos obter as células de
interesse, que passam por 2 lavagens com o meio RPMI incompleto. Depois da Ultima
lavagem, adicionamos 1mL de meio RPMI incompleto e utilizando a cdmara de Neubauer
padronizamos uma quantidade média de 1.600.000 células por paciente. Posteriormente,

estas células foram incubadas com CFSE (éster succinimidilico da carboxifluoresceina)
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a 0,01uM e deixadas 5 minutos a temperatura ambiente com o tubo envolto por papel
aluminio, seguida de 3 lavagens com o meio RPMI completo, que é suplementado com
10% de soro fetal bovino. As células foram entdo colocadas em diferentes condicGes,
sendo uma delas com meio RPMI completo suplementado por 10ug/mL de extrato EPS
7630 de Pelargonium sidoides (TAKEDA), outra apenas meio RPMI completo, portanto,
sem tratamento. E por fim, o controle veiculo, que é o meio RPMI completo
suplementado com etanol a 12%. Colocadas as células em seus respectivos meios na placa
de cultura, os ensaios foram realizados em duplicata, totalizando 4 po¢os com tratamento,
4 sem tratamento e 4 de controle veiculo. Em 2 pocos de cada grupo, foi adicionado
estimulo de CD3 e CD28 (BD Biosciences). Todas as células foram mantidas em estufa
de CO2 a 5% a 37°C por 48 horas, sem complementacdo de meio de cultura.

2.3 IDENTIFICACAO DOS TIPOS CELULARES POR CITOMETRIA DE FLUXO

A cada 24 horas foi retirada uma aliquota de 50uL para quantificacdo de
proliferacdo (deteccdo de CFSE) e para a identificagcdo das células NK e T CD8 (com 0s
anticorpos anti-CD3 APC, anti-CD56 PEcy7 e anti-CD8 PEcy5 (BD Pharmingen™,CA,
EUA). Foram adquiridos 3000 eventos de cada amostra em citdmetro de fluxo
FACSCanto Il (BD Biosciences) para a determinacdo do tipo celular e da expressao de
CFSE.

2.4 ANALISE DOS DADOS

A proliferacdo celular foi analisada utilizando o software FlowJo®© 10.8.1 (Becton
Dickinson) e quanto as pardmetros analisados, nos baseamos nas definigdes do mesmo
software, que define como taxa de divisdo o namero total de divisdes dividido pelo
namero de células no inicio da cultura; taxa de expansdo como o nimero total de células
dividido pelo nimero de células no inicio da cultura; taxa de proliferagdo como o nimero
total de divisdes dividido pelo nimero de células que entraram em divisao e por fim, taxa
de replicacdo como o numero total de células divididas dividido pelo nimero de células
gue entraram em divisdo. Para o célculo, foram utilizados os valores de células ndo
divididas e as suas duas geracOes, baseando-se na fluorescéncia do CFSE. Ja a
comparacédo entre os grupos foi realizada utilizando-se o GraphPad Prism®© 9.3.1, LLC.
Os testes estatisticos utilizados foram o teste t pareado ou Wilcoxon de acordo com a
normalidade dos dados e as analises foram consideradas estatisticamente significantes

quando o valor de p foi menor que 0,05.
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2.5 CONSIDERACOES ETICAS
Este projeto foi submetido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (NUmero: 50569621.5.0000.5154).

3 RESULTADOS
3.1 ANALISE DOS LINFOCITOS CITOTOXICOS SEM ESTIMULO
Os parametros analisados a seguir foram baseados na quantificacao de linfdcitos
T CD8 e células NK divididos entre trés grupos de células, sendo ndo tratadas, tratadas
com 10pg/mL de EPs 7630 e controle veiculo, todas sem estimulo, ap6s 48h de cultura.
Ao analisarmos o percentual de divisdo de linfocitos T CD8 entre 0s grupos,
observamos que as médias foram semelhantes (22,57 vs 22,61 vs 23,88,
respectivamente), ndo havendo diferenca significativa (NT vs T p=0,9828 e NT vs CVV
p= 0,4860). O mesmo ocorreu com as células NK, cujas médias foram NT= 24,27; T=
23,22; CVV= 24,86, também sem diferenca significativa (NT vs T p= 0,7445 e NT vs
CVV p=0,8250) (Figura 1).

Figura 1. Percentual de divisdo dos linfécitos T CD8 e células NK sem estimulo.
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NT: células néo tratadas. T: células tratadas com EPs 7630 na concentrag¢do de 10pug/mL. CVV: controle
veiculo. ns: ndo significativo

Quanto a taxa de expansdo, de proliferacdo e replicacdo as médias também foram
semelhantes tanto em relagdo aos linfocitos T CD8 como nas células NK. Dessa forma,

ndo houve diferenca significativa (Figura 2 e Tabela 1).
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Figura 2. Taxa de expansao, proliferagdo e replicagdo dos linfécitos T CD8 e células NK sem estimulo.
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NT: células ndo tratadas. T: células tratadas com EPs 7630 na concentragéo de 10ug/mL. CVV: controle
veiculo. ns: ndo significativo.

Tabela 1. Compara¢do das médias das taxas de expansdo, proliferacao e replicacdo dos linfocitos T CD8
e células NK sem estimulo.

Médias T CD8 NK

NT T Cvv NT T CVvV
EXPANSAO 1,314 1,335 1,349 1,362 1,311 1,349
PROLIFERAQAO 1,190 1,239 1,231 1,257 1,163 1,187
REPLICACAO 2,382 2,476 2,464 2,515 2,327 2,373
T student (Valor de p) NTvsT NT vs CVV NTvsT NT vs CVV
EXPANSAO 0,2670 0,1166 0,3378 0,7818
PROLI FERA(;AO 0,3207 0,0976 0,0682 0,1419
REPLICA(;AO 0,3372 0,0954 0,0709 0,1368

Ja em relacdo ao percentual das células ndo divididas, primeira e segunda geragéo,
as médias dos linfécitos T CD8 e células NK estdo levemente distintas entre 0s grupos.

Porém, nenhuma delas houve significancia estatistica (Figura 3 e Tabela 2).
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Figura 3. Percentual das células ndo divididas, primeira e segunda geracéo dos linfdcitos T CD8 e células
NK sem estimulo.
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NT: células ndo tratadas. T: células tratadas com EPs 7630 na concentracdo de 10pug/mL. CVV: controle
veiculo. ns: ndo significativo

Tabela 2. Comparacdo das médias do percentual das células ndo divididas, de primeira e segunda geracao
dos linfécitos T CD8 e células NK sem estimulo.

Meédias T CD8 NK
NT T CwV NT T CVV
NAO DIVIDIDAS 59,27 58,70 57,08 57,77 60,48 56,91
12 GERACAO 27,12 2533 27,21 26,14 28,49 29,13
22 GERACAO 1360 1598 1571 16,08 11,03 13,96
T student (Valor de p) NTvsT NT vs CVV NTvsT NT vs CVV
NAO DIVIDIDAS 0,7721 0,3515 0,5669 0,8256
12 GERACAO 0,5760 0,9722 0,4345 0,2467
22 GERACAO 0,2246 0,0682 0,0812 0,4627

3.2 ANALISE DOS LINFOCITOS CITOTOXICOS COM ESTIMULO

Os parametros analisados a seguir foram baseados na quantificacdo de linfocitos
T CD8 e celulas NK divididos entre trés grupos de células, sendo ndo tratadas, tratadas
com 10pg/mL de EPs 7630 e controle veiculo, todas com estimulo de CD3 e CD28, ap6s
48h de cultura.

Analisando o percentual de divisao de linfécitos T CD8 entre 0s grupos, observa-
se que as medias estdo levemente distintas (22,91 vs 25,12 vs 21,20, respectivamente),
porém, ndo havendo diferenga significativa (NT vs T p=0,3360 e NT vs CVV p=0,6523).
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Igualmente ocorreu com as células NK, cujas médias foram NT= 24,31; T=29,30; CVV=
27,24, também sem diferenca significativa (NT vs T p=0,0841 e NT vs CVV p=0,1999)

(Figura 4).
Figura 4. Percentual de divis&o dos linfocitos T CD8 e células NK com estimulo de CD3 e CD28.
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concentragdo de 10pug/mL e estimulo de CD3 e CD28. CVV CE: controle veiculo com estimulo de CD3 e
CD28. ns: ndo significativo

Em relacdo a taxa de expansdo, os linfocitos T CD8 tiveram suas médias
semelhantes, diferente do que ocorreu com as células NK, que além disso, tiveram
diferenca significativa entre a relacdo NT vs T. Ja quanto as taxas de proliferacdo e
replicacdo as medias foram semelhantes tanto em relacéo aos linfocitos T CD8 como nas

células NK. Portanto, ndo houve diferenca significativa (Figura 5 e Tabela 3).
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Figura 5. Taxa de expansao, proliferagdo e replicagdo dos linfécitos T CD8 e células NK com estimulo
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Tabela 3. Comparacdo das médias das taxas de expansdo, proliferagdo e replicacao dos linfécitos T CD8
e células NK com estimulo CD3 e CD28.

Médias T CD8 NK
NT TCE CVVCE NTCE TCE CVVCE
CE
EXPANSAO 1,350 1,366 1,314 1,342 1,435 1,397
PROLIFERACAO 1,245 1211 1,208 1,190 1,233 1,217
REPLICACAO 2,487 2,423 2,413 2,380 2,466 2,435
T student (Valorde  NT CE vs NT CE vs NT CE vs NT CE vs
p) TCE CVV CE TCE CVV CE
EXPANSAO 0,6317 0,6060 0,0427 0,0831
PROLIFERACAO 0,2611 0,3704 0,1523 0,3020
REPLICACAO 0,2889 0,3704 0,1384 0,2734

Por fim, quanto ao percentual das células ndo divididas, primeira e segunda
geracdo, as medianas dos linfécitos T CD8 estdo distintas entre os grupos. Porém,
nenhuma delas houve significancia estatistica. Ao observar as células NK, as medianas
também estdo distintas, entretanto, nas relacdes entre NT CE vs T CE das células nédo

dividias e segunda geracdo, houve significancia (Figura 6 e Tabela 4).

Figura 6. Percentual das células ndo divididas, primeira e segunda geracéo dos linfdcitos T CD8 e células
NK com estimulo CD3 e CD28.
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NT CE: células nao tratadas com estimulo de CD3 e CD28. T CE: células tratadas com EPs 7630 na
concentragdo de 10pg/mL e estimulo de CD3 e CD28. CVV CE: controle veiculo com estimulo de CD3 e
CD28. ns: ndo significativo. N&do divididos * p= 0,0286. 22 geracdo * 0,0161.
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Tabela 4. Comparacédo das medianas do percentual das células ndo divididas, primeira e segunda geracéo
dos linfécitos T CD8 e células NK com estimulo CD3 e CD28.

Medianas T CD8 NK
NTCE TCE CVVCE NTCE TCE CVV CE
NAO DIVIDIDAS 57,27 51,10 67,55 56,71 45,99 53,57
12 GERACAO 23,99 29,37 23,71 29,42 29,53 30,94
22 GERACAO 17,88 19,68 7,65 14,08 23,79 14,23
Mann-Whitney (valor de p) NT CE vs NT CE vs NT CE vs NT CE wvs
TCE CVV CE TCE CVV CE
NAO DIVIDIDAS 0,6572 0,4577 0,0286 0,1541
12 GERACAO 0,3228 0,5984 0,5567 0,6889
228 GERACAO 0,4961 0,4785 0,0161 0,1514

3.3 COMPARAGCAO ENTRE AS GERAGOES DOS LINFOCITOS CITOTOXICOS
COM TRATAMENTO

Comparando diferentes gerac6es dos linfécitos T CD8 e das células NK tratadas
com 10pg/mL de EPs 7630 por 48h com e sem estimulo, obtivemos resultados distintos.
Quanto ao percentual de células ndo divididas, os linfocitos T CD8 apresentaram médias
maiores e significativas, com e sem estimulo. Em relacdo a primeira geracao, as médias
e medianas das de ambas as células foram ligeiramente distintas nas duas condic¢des,
porém sem significancia. Por fim, na segunda geracdo as médias e medianas foram mais
altas nas células NK com e sem estimulo, apresentando significancia estatistica (Figura 7
e Tabela 5).

Figura 7. Comparacao do percentual das diferentes geracdes entre linfocitos T CD8 e células NK tratados
com 10ug/mL de EPs 7630, com e sem estimulo de CD3 e CD28.
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Tabela 5. Médias e medianas do percentual das células ndo divididas, primeira e segunda geragdo dos
linfocitos TCDS e células NK tratados com 10ug/mL de EPs 7630, com e sem estimulo de CD3 e CD28.

Médias ¢ Medianas SEM ESTIMULO (SE) COM ESTIMULO (CE)
NK  TCD8 p NK  TCD8 p
NAO DIVIDIDAS 51,98 5870  0,0034 *52,68 *58,15  0,0181
12 GERACAO 28,07 2533  0,0564 *26,43 *29,37  0,7344
22 GERACAO 19,95 15,98 0,0015 *24,95  *19,68 0,0039
* Medianas

4 DISCUSSAO

O Pelargonium sidoides € uma planta cujo potencial curativo é amplamente
conhecido, porém sua propriedade farmacologica ainda possui varias lacunas,
principalmente quanto ao seu efeito imunomodulador. Na literatura, os artigos publicados
até o momento sdo relacionados a a¢do do P. sidoides diante de um patégeno, entdo pode-
se definir que este estudo possui uma abordagem inédita, pois analisa a inducdo da
proliferacdo de linfécitos citotoxicos em individuos saudaveis. Portanto, torna-se uma
limitacdo a maior correlacdo dos resultados encontrados com projetos anteriores.
Entretanto, nos baseamos em um estudo com a mesma linha de pesquisa, ainda néo
publicado, de Cardoso (2022), onde avalia o efeito imunomodulador da EPs 7630 frente
a linfécitos citotoxicos de individuos saudaveis. Nele, com apenas 4h de tratamento com
a dose de 10pg/mL, notou-se um aumento de perforina na forma ativa. Conclui-se entéo
que esta dose tem potencial para agir nestes linfdcitos. Por outro lado, em relacdo a
proliferacdo celular tanto de linfécitos T quanto de células NK em amostras tratadas e
ndo tratadas ndo foi observada diferenca significativa. Dessa forma, s reforca a
importancia do presente estudo, onde o tempo de tratamento foi prolongado,
intensificando as chances de resultados significantes.

Os ensaios de proliferacdo para os linfocitos citotoxicos foram conduzidos
baseados na determinagéo da quantidade de 3H-timidina incorporada ao DNA replicante
de células em cultura. A incorporagdo de timidina fornece uma medida quantitativa da
taxa de sintese de DNA, que, em geral, é diretamente proporcional a taxa de divisdo
celular. O CFSE, corante fluorescente utilizado, entra nas células, forma ligacGes
covalentes com proteinas citoplasmaticas e, entdo, fica impedido de sair. Assim, toda vez
qgue uma célula se divide, seu conteldo de corante cai pela metade e, desse modo, é

possivel determinar se as células sofreram divisdo, bem como estimar o nimero de
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duplicacdes sofridas por meio da citometria de fluxo (ABBAS; PILLAI; LICHTMAN,
2019), que neste caso foram demonstradas pelo percentual de células ndo divididas,
primeira e segunda geracao.

Quanto aos resultados obtidos, tanto nas células NK como nos linfécitos T CD8
o tratamento com 10ug/mL de EPs 7630 sem estimulo ndo proporcionou diferenca nos
pardmetros analisados, havendo apenas discretas oscilagcdes entre as suas medias e
medianas. Ja em relacdo as células estimuladas com CD3 e CD28, obtivemos resultados
mais distintos. As células NK apresentaram uma taxa de expansdo significativa
analisando as células tratadas com 10pg/mL de EPs 7630 e ndo tratadas, assim como no
percentual de células ndo divididas e de segunda geracdo. Mesmo com estimulo, 0s
linfocitos T CD8 também ndo tiveram valores significantes. Porém, ao fazermos a Gltima
analise entre taxas de proliferacdo de linfocitos T CD8 e células NK tratadas com
Pelargonium sidoides, com e sem estimulo de CD3 e CD28, ambas as células tiveram
significancia. Em relacéo ao percentual de células ndo divididas, com e sem estimulo, os
linfocitos T CD8 tiveram médias mais altas. Por outro lado, quanto ao percentual de
células de segunda geracdo, com e sem estimulo, as células NK tiveram médias e
medianas mais altas, portanto, mais divisdes ocorreram e consequentemente, maior
proliferacéo.

Deste modo, comprova-se a acdo deste fitoterapico na imunidade inata, pela maior
taxa de expansdo e geracdes das células NK. Assim, podendo relacionar este achado com
o projeto Koch e colaboradores (2002), que demonstrou aumento da sintese de interferon-
beta e ativagdo da atividade das células NK, porém em células de osteossarcoma.

Os linfocitos T CD8 sdo da imunidade adaptativa, consequentemente, precisam
interagir com as células apresentadoras de antigenos e com coestimuladores para serem
ativados. Esta ativa¢do ocorre entdo através do receptor de células ap-T (complexo TCR),
sendo necessaria para a sua proliferacdo in vitro. Portanto, o tratamento de células T com
anticorpos monoclonais anti-CD3 e anticorpos anti-CD28 fornece um sinal coestimulador
que aciona o TCR, que pode ser usado para ativacdo induzida por antigeno. J& as células
NK, como séo da imunidade inata, ndo precisam de sensibilizacdo para agir contra
antigenos e sua ativacédo se inicia principalmente pelo estimulo de interleucinas. Sendo
que ambos possuem a via de apoptose mediada por perforinas e granzimas (ABBAS;
PILLAI; LICHTMAN, 2019), o tempo torna-se uma hipotese para a diferenca de
proliferacdo entre eles, pois nossa analise foi de apenas 48 horas. Além disso, 0 nosso

numero amostral menor pode ser uma justificativa também, pois um maior nimero de
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pacientes analisados diminuiria a variabilidade entre os valores, sobretudo por cada
individuo responder ao tratamento de uma forma.

Os resultados encontrados nas condicdes testadas (PBMCs incubadas com EPs
7630 a 10pg/mL por 48 horas) demonstraram que o extrato comercial de P. sidoides é
capaz de estimular significativamente as células NK de individuos saudaveis. Esse é um
achado bastante relevante considerando que ela faz parte da imunidade inata, portanto, a
primeira linha de defesa do organismo e neste caso mediando principalmente a resposta
contra virus e células neoplasicas.

Ha estudos que demonstram interferéncia do Pelargonium sidoides no mecanismo
de infeccdo do SARS-CoV-2, responsavel por causar a doenga coronavirus. Existem
relatos de inibicdo da sua entrada no hospedeiro, bem como da replicacéo,
citopatogenicidade ou até hipoteses do seu extrato se tornar uma alterativa de tratamento
e profilaxia (GAJEWSKI et al., 2021; IACOVELLI et al., 2022; PAPIES et al., 2021).
Dessa forma, mesmo o presente estudo nédo tendo enfoque no efeito antiviral, evidéncias
desta planta atuando em uma doenca de tamanha relevancia atual torna ainda mais
importante a elucidacdo de suas propriedades ainda nao tdo compreendidas.

Em vista de todos esses pontos abordados, potencializa-se ainda mais a
importancia de maiores estudos acerca das propriedades imunomodulatérias do P.
sidoides, tornando-se uma linha de pesquisa promissora e de grande relevancia

terapéutica.

5 CONCLUSAO

A incubacdo das PBMCs de individuos saudaveis com EPs 7630 a 10ug/mL por
48 horas possui potencial na inducdo da proliferacdo dos linfécitos citotdxicos, porém de
forma distinta. Estimulou de forma significativa especialmente as células NK em relagédo
a taxa de expansdo, diferente do que ocorreu com as células T CD8. Porém, ao comparar
ambas as células quanto a resposta ao tratamento, os linfécitos T CD8 apresentaram uma
média maior de células ndo divididas. Ja as células NK, quanto ao percentual de células
de segunda geragéo.

Por fim, concluimos ent&o que o P. sidoides € um farmaco capaz de estimular a
resposta imune inata, tornando-o uma interessante alternativa terapéutica sendo que é
uma célula da primeira linha de defesa que age contra virus e células neoplasicas. Logo,
reforca a importancia de novos estudos acerca dos seus mecanismos de acao,

especialmente sobre as celulas NK, que tiveram destaque no presente estudo.
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