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Lista de Abreviaturas

B. trimera: Baccharis trimera

BTE: Extrato aquoso de Baccharis trimera

AST: Aspartato aminotranferase

ALT: Alanina aminotransferase

PMNs: Leucécitos polimorfonucleares

TAA: Tioacetamida

FHF: Faléncia Hepatica Fulminante

COX 1: Cyclooxygenase 1

COX 2: Cyclooxygenase 2

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
IP: Intraperitoneal

IPL: Intrapleural

PBS: Phosphate Buffer Solution (Solugédo Salina Tamponada)
PHA: Fitohemaglutinina

SD: Standard Desviation

DP: Desvio Padréao

WT: Weight

OD: Optical Density

PBMCs: Peripheral blood mononuclear cells

HE: Coloracdo Hematoxilina-Eosina
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Introducéo

Segundo dados da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), cerca de 80% da
populacdo mundial faz uso de algum tipo de erva medicinal na busca de alivio para
alguma sintomatologia dolorosa ou desagradavel.

O interesse cientifico e econbmico na obtencdo de substancias ativas a
partir de principios vegetais se deve a grande variedade e complexidade das
moléculas sintetizadas pelas plantas, o que muitas vezes inviabiliza sua sintese em
escala industrial.

Empresas do setor de fitoterapicos tém registrado aumento na
comercializacdo de seus produtos, indicando a busca pela populagcdo de uma
alternativa aos produtos sintéticos, que é justificada pela sistematizacdo cientifica
das drogas fitoterapicas.

O numero reduzido de estudos sobre plantas medicinais pode ser explicado
pela auséncia de politicas de salude que tratem sobre o tema, pela deficiéncia de
metodologias adequadas de pesquisa e até pela falta de reconhecimento oficial da
fitoterapia.

Analisando informacdes neste sentido, Nn0sSso grupo se mostrou interessado
em desenvolver estudos para avaliar a agdo hepatoprotetora e antiinflamatoria do
extrato aquoso de Baccharis trimera, uma planta nativa de nossa regido e cujo

efeito medicinal ainda é bastante empirico, apesar de sua larga utilizacao.



15

Revisao da Literatura

Consideracdes sobre Plantas Medicinais

O uso de plantas medicinais no auxilio do tratamento e prevencdo de
doencas é descrito desde tempos remotos.

O conhecimento passado de geracdo a geracdo, muitas vezes embasado
em crencgas e experiéncias indigenas, pode variar de pais para pais, considerando-
se fatores culturais, historicos e atitudes pessoais, entretanto, é fato que seu uso
tem longa histéria e que estas préticas fortemente estabelecidas ao longo dos anos
tém demostrado seguranca e eficécia.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) [1], na China, 30 a 50%
do consumo total de medicamentos se deve a remédios preparados a partir de
plantas medicinais. Estima-se que na Europa, América do Norte e outras regides
industrializadas, mais de 50% da populacdo utilizou, pelo menos uma vez,
medicina popular ou alternativa.[1]

O conhecimento de que a natureza constitui uma grande fonte para o
surgimento de novos medicamentos [2;3;4], auxiliando na descoberta de novas
drogas de relevante significado clinico, demonstra a necessidade do
desenvolvimento de projetos de educacdo, treinamento e pesquisas nesta area.

Apesar de evidéncias cientificas da atividade e do uso de plantas
medicinais, observa-se a necessidade da realizacdo de estudos quanto a eficacia e
seguranca das mesmas, visto que o uso inadequado ou sem regulamentacéo pode

acarretar efeitos negativos e até mesmo perigosos. As plantas medicinais que tém
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avaliadas sua eficiéncia terapéutica, acdo toxica e seguranca para uso, estdo
cientificamente aprovadas para serem utilizadas pela populagdo nas suas
necessidades basicas de saude.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta
a producdo e o uso de produtos fitoterapicos, bem como os ensaios de eficacia e
toxicidade.[5] As plantas com ac¢do comprovada encontram-se registradas na
Farmacopéia Brasileira.

A grande biodiversidade de nosso pais e a importancia de desenvolver
estratégias para a conservacao dos recursos vivos para um desenvolvimento
sustentado, demonstram a importancia dos estudos que relatam a existéncia de
grande namero de espécies utilizadas para fins medicinais [6;7]. A informacg&o de
gue uma mesma espécie tem a mesma indicacdo de uso e dosagem em diferentes
regides demonstra grande probabilidade de que esta planta contenha um principio
ativo de interesse medicinal.

E notdrio, no Brasil e em outros paises em desenvolvimento, que as plantas
medicinais e fitoterapicos sdo muito utilizados e no entanto pouco destes produtos
foram estudados de acordo com protocolos cientificos modernos, ainda que seu
uso tenha objetivos sociais relevantes.[8] A importancia do uso e conhecimento
sobre plantas medicinais esta relacionada também com o isolamento fisico de
determinadas comunidades e dificuldade de acesso das mesmas, aos servigcos de
atendimento primario a saude.[9]

Baccharis trimera
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O género Baccharis, pertencente a familia Asteraceae, é largamente
utilizado na medicina popular para tratar problemas gastrointestinais, doencas do
figado, angina e processos inflamatoérios [10;11]. Ja foram demonstrados varios
efeitos biol6gicos dos extratos, entre 0s quais destacam-se os efeitos citotdxicos
contra células tumorais [12], acdo antifungica [13], atividade antimicrobiana [14],
antiviral [15] e antioxidante [16]. Também foi relatado que algumas espécies
apresentam acao toxica para o gado ou para pequenos animais domésticos.[14;16]

O género Baccharis € bem conhecido pela presenca de flavonas [17] e por
produzir terpendides, flavondides e tricotecenos [18]. Os flavondides tém sido
observados como bons indicadores taxonémicos de tribos e subtribos da familia
Asteraceae.[19]

Baccharis trimera (Less) DC (Asteraceae), popularmente conhecida como
carqueja, € uma planta sul-americana usada na medicina popular para tratar
desordens gastrointestinais, reumatismo e ulceracdes de pele.[20]

Estudos quimicos revelaram a presenca de flavondides e terpenos em B.
trimera [21], enquanto outros estudos identificam monoterpendides, diterpendides,
flavonodides e esterdides [22]. A ocorréncia natural nesta planta de compostos
como terpenos, carquejol, derivados clerodane, saponinas e glicosideos além de
flavondides, constitui interesse para analise e caracterizagdo dos flavondides, visto
gue os mesmos, devido a suas propriedades anti-hepatotdxicas, sdo aplicados em
terapias hepéticas modernas [23].

Além das ac0es ja atribuidas ao género Baccharis, pode-se destacar a acao

analgésica e antiinflamatoria demonstradas por Gené et al. [22], e relaxante da



18

musculatura lisa vascular [21]. Atividade bacteriostatica e bactericida foi
demonstrada por Avancini et al. [24] avaliando o decocto de B. trimera, enquanto
testes em roedores parecem néo revelar efeitos toxicos da planta.[25]

Os flavondides sdo um grupo diverso de fitoquimicos que sdo produzidos
em altas quantidades pelas plantas, e que podem sofrer pequenas alteracbes em
sua estrutura quimica, dando origem a varios derivados. Mais de 800 compostos
com esqueleto basico dos flavonodides tém sido identificados.[26] Varios efeitos
biolégicos como antiinflamatério, antialérgico e anticarcinogénico [27], tém sido
atribuidos aos flavondides, e seu papel no estresse oxidativo € bem conhecido e
relatado, bem como seus efeitos antiproliferativos e antioxidantes. [28]

Acéao Hepatoprotetora

O figado possui caracteristicas peculiares e regula importantes processos
metabdlicos.[29;30] Devido a sua localizacdo, € capaz de metabolizar em primeiro
lugar as substancias absorvidas pelo tubo digestivo tornando-se, em contrapartida,
0 primeiro 6rgdo a se expor aos componentes toxicos ingeridos.[31] Desempenha
importante papel nas atividades bioquimicas do corpo humano, sendo de grande
importancia na manutencao do equilibrio biologico dos vertebrados.

As doencas hepaticas sdo um sério problema de saude, sendo a faléncia
hepatica fulminante (FHF) uma complicacdo da hepatite aguda e que apresenta
alta mortalidade. [32;33] A FHF é caracterizada por necrose hepatica macica e
encefalopatia, tendo o seu nimero de casos aumentado devido as hepatites virais

e a doenca hepética induzida por compostos quimicos.
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O risco de intoxicacdo hepdética tem aumentado pela alta exposicdo a
toxinas ambientais, pesticidas e uso frequente de quimioterapicos [34], enquanto
gue drogas convencionais ou sintéticas usadas no tratamento de doencas
hepaticas podem ser algumas vezes inadequadas e causar sérios efeitos
adversos.[35]

Muitas plantas usadas tradicionalmente no tratamento de desordens
hepéticas tém merecido grande interesse, uma vez que podem ser utilizadas como
potencial fonte de novos agentes terapéuticos capazes de serem aplicados no
tratamento e prevencdo do dano hepatico.

Véarios modelos experimentais sdo usados como forma de demonstrar a
acdo hepatoprotetora de determinadas plantas, entre os quais se destaca a
inducéo da leséo hepética pela Tioacetamida [36;37;38], Tetracloreto de Carbono
[39;40;41], Paracetamol [42;43] e Galactosamina [44,;45].

Para se avaliar alteracdes hepaticas pode-se utilizar marcadores de leséo
hepatica, como Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase
(ALT), Bilirrubinas e parametros histolégicos [41;46], marcadores de colestase,
como Fosfatase Alcalina e Gama Glutamil Transferase [36;37;38], ou marcadores
de funcdo hepatica, como proteinas plasmaticas [36], amobnia [36] e provas de
coagulagéo.

A intoxicacdo hepética pela Tioacetamida (TAA) € um modelo experimental
satisfatério capaz de causar dano hepatico grave ap6s administracdo aguda e

cirrose apos administracdo crbnica, originando severas alteracbes nha
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permeabilidade celular, e inibindo a atividade mitocondrial, levando a morte celular
[37].

Quando a membrana plasmatica da célula hepatica é danificada, uma
variedade de enzimas normalmente localizadas no citosol é liberada na corrente
circulatoria [42] e a estimativa da concentracdo destas enzimas no soro torna-se
um atil marcador quantitativo para avaliar o dano hepatocelular.[33;42;43;46]

Na avaliacdo histopatologica pode-se observar diferentes graus de dano
hepatico, com areas em que ha ruptura da microarquitetura celular, migracdo de
leucadcitos, infiltrado inflamatorio e necrose centro-lobular.[47]

Mesmo com o grande avanco da medicina, existe um namero reduzido de
drogas que estimulam a fungédo hepética, oferecendo protecdo ao figado contra
danos ou auxiliando a regeneracéo celular.[48]

Formulagbes a partir de plantas medicinais empregadas na medicina
popular para tratar problemas hepéticos tém sido pesquisadas quanto a sua acao
hepatoprotetora, no entanto, o mecanismo da hepatoprote¢cdo ainda ndo esta
definido. Existem vérias justificativas para explicar o efeito hepatoprotetor, onde se
destacam a atividade antioxidante [48;49;43], a capacidade de inibicdo da
peroxidagdo lipidica [50;51;43] e o estimulo a regeneracdo hepatica, que €
traduzido pelo aumento da sintese de proteinas ou aceleragdo dos processos de
detoxicagdo e excrec¢do.[42]

Tais propriedades interagem com as substancias utilizadas nos modelos
experimentais, reduzindo ou impedindo a producao de metabdlitos téxicos ou ainda

protegendo a membrana plasmatica do hepatdcito de alteracdes.[52]
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Acéo Antiinflamatéria

O sistema imunoldgico representa a principal barreira do hospedeiro contra
agressoOes.[53] As respostas imunes sdo mediadas por leucécitos, que dao origem
aos polimorfonucleares e aos macréfagos do sistema imune inato, e também aos
linfécitos do sistema imune adaptativo.[54]

As células do sistema imune inato desempenham papel crucial na iniciacdo
e posterior direcionamento da resposta imune adaptativa, apesar de ndo possuirem
especificidade ou memoria.[55] Ja o sistema imune adaptativo apresenta
especificidade na resposta, além de possuir memaria imunoldgica, 0 que aumenta
a resposta numa segunda exposi¢éo ao agente.

Apesar destas definicbes, na maioria das respostas imunolégicas ocorre
uma interacdo entre os dois sistemas, uma vez que 0 sistema imunolégico €
altamente regulado e integrado, possibilitando resposta local e sistémica contra o
agente.

Ao conjunto das manifestagbes hemodinamicas, interacdes celulares e
atividade de fatores solUveis em reacdo a algum tipo de agressao ao organismo,
chama-se inflamacgéo.

Os sinais e sintomas da inflamacao séo dor, rubor, calor e edema e refletem
os efeitos das citocinas liberadas sobre os vasos sanguineos locais.[53;54;55]. A
vasodilatacdo e a permeabilidade aumentada dos vasos sanguineos levam ao
aumento do fluxo sanguineo no local e ao extravasamento de fluidos, além da

exsudacao leucocitéaria.
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Durante a inflamacao, proteinas séricas e leucocitos sao recrutados para as
areas de dano tecidual, sendo que este recrutamento depende da liberacdo de
fatores vasoativos e quimiotaticos que aumentam a perfusédo local de sangue,
aumentando a permeabilidade microvascular e promovendo a migracdo de
leucécitos da circulacéo para os tecidos.[56]

Na fase inicial da resposta inflamatoria, os fendbmenos vasoativos sao
predominantes e envolvem neutréfilos e macrofagos. Mais tarde, numa infeccéo, a
resposta inflamatéria também envolve os linfdcitos, iniciando-se uma resposta
imune adaptativa, ativada pelo antigeno em drenagem do local da infecgéo.

Avancos ocorridos nos Ultimos anos, para se compreender as bases
celulares e moleculares da resposta imune, sugerem a possibilidade de se
manipular esta resposta em favor de condi¢cbes que propiciem maior saude ao
individuo.

As células envolvidas na resposta imune, inclusive linfocitos e mondcitos,
podem ser moduladas por varios tipos de agentes, como bactérias, plantas, fungos
e produtos sintéticos.[57] Considera-se agente imunomodulador aquele que pode
modular a resposta imune, sendo que seu efeito pode ser estimulante ou
supressivo.[58]

Para atuarem na imunidade adaptativa, linfocitos especificos a antigenos
raros devem proliferar abundantemente antes que possam se diferenciar em
células efetoras funcionais, tendo grande importancia a analise da proliferacéo

induzida de linfocitos .
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Os linfocitos quando ativados sofrem mitose e diferenciacdo, iniciando a
liberacdo de citocinas; além disso expressam novos receptores que permitem o
reconhecimento de citocinas liberadas por outras células.[53]

Os mitégenos policlonais sdo substancias capazes de induzir mitose em
linfécitos de diferentes especificidades ou origens clonais, parecendo desencadear
essencialmente os mesmos mecanismos de crescimento, como antigenos.[54]

Atualmente, os ensaios de linfoproliferacdo utilizando mitégenos policlonais
tém sido largamente utilizados para avaliar a agdo imuno-regulatéria de plantas
[2;59;60] ou compostos sintéticos [61;62], no entanto cabe salientar que dados
obtidos in vitro devem ser convertidos em informacdes e testes alternativos, uma
vez que ndo sdo diretamente equivalentes aos testes in vivo, sendo considerados
somente como uma fonte de informacdo.

A resposta inflamatoria ocorre em fases distintas, mediadas por diferentes
mecanismos, sendo a fase aguda caracterizada pela vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular, a fase subaguda caracterizada pela infiltracdo de
leucécitos e células fagociticas, e a fase cronica proliferativa, por degeneracéo
tecidual e fibrose [63].

A pleurisia induzida por Carragenina € um modelo Util para caracterizagéao e
triagem de novas drogas antiinflamatdrias. Com este modelo pode-se avaliar
simultaneamente a contagem total e diferencial de células, o volume de exsudato
existente na cavidade, e a concentragdo de varios mediadores inflamatorios. A

injecdo de Carragenina no espaco pleural de ratos induz a uma resposta



24

inflamatéria caracterizada pela afluéncia de células ao local e pelo aumento da
permeabilidade vascular.[64]

A inflamacéo do pulm&o € usualmente caracterizada por extensiva infiltragéo
do tecido pulmonar por polimorfonucleares, o que € mais marcante no fluido
bronquioalveolar, durante a fase aguda.[65]

Um grupo heterogéneo de compostos € utilizado para tratar os sinais e
sintomas da inflamacdo. Os antiinflamatérios néo esterbides sdo agentes
comumente utilizados do tratamento de inflamag¢des agudas e cronicas [65] por
inibirem a atividade da enzima Cyclooxygenase 1 e 2 (COX1 e COX2) e
consequente inibicdo da sintese de prostaglandinas. As prostaglandinas participam
na patogénese da inflamacéo e da febre, e a capacidade de inibir sua sintese
justifica a larga utilizacdo destas drogas.

A existéncia de varios mediadores inflamatdrios possibilita a existéncia de
véarias drogas com efeito antiinflamatorio, que atuam em fases distintas da cascata
inflamatoria, com intensidades diferentes.

Alguns antiinflamatorios nao esteréides ndo inibem a formacédo de
eicasoides, como os leucotrienos, que também contribuem na inflamacéo e afetam
a sintese de outros mediadores.[63]

Na pesquisa de novas drogas, a alteracdo de determinado perfil inflamatério
pode indicar em que fase do processo inflamatorio [66] a droga atua, sugerindo um
possivel mecanismo de acdo [64], sem excluir outros efeitos adicionais e

independentes da acao conhecida [67]. Também cabe salientar que muitas drogas
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cujo mecanismo é conhecido séo utilizadas como referéncia na pesquisa de novas

substancias antiinflamatérias.[49]
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Objetivo Geral

Avaliar o potencial efeito hepatoprotetor e antiinflamatorio do extrato aquoso

de Baccharis trimera.

Objetivos Especificos

1. Avaliar a acao hepatoprotetora do extrato aquoso de B. trimera em um

modelo experimental de lesdo hepatica induzida pela Tioacetamida, em ratos

Wistar.

2. Avaliar o efeito antiinflamatério do extrato aquoso de B. trimera em um

modelo experimental de pleurisia induzida por Carragenina, em ratos Wistar.

3. Avaliar o efeito imunomodulador do extrato aquoso de B. trimera sobre

células mononucleares de sangue periférico.
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Objetivo Especifico

1. Avaliar a acao hepatoprotetora do extrato aquoso de B. trimera em um
modelo experimental de lesdo hepética induzida pela Tioacetamida, em ratos

Wistar.
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Evaluation of hepatoprotective effects of aqueous extract of Baccharis

trimera in liver intoxication by Thioacetamide

Elisiane Lozza Paul, Vanderlei Biolcchi, Paola Tessele, Taisa M. Ferreira, Carlos
Luiz Reischel, Jarbas Rodrigues de Oliveira

Abstract

Baccharis trimera (Less) DC (Asteraceae), known as “carqueja”, is popularly
used in folk medicine to treat many disorders, including hepatobiliary problems.

An experimental model of liver intoxication induced by Thioacetamide was
used to evaluate the effect hepatoprotective of B. trimera aqueous extract (BTE).
The animals pre-treated with B. trimera aqueous extract at concentrations of 400
and 800mg/kg body weight(wt) showed a significant reduction in Aspartate Amino
Tranferase (AST) levels. The group pre-treated with 800mg/kg body weight of B.
trimera extract showed a significant reduction of Alanine Amino Transferase (ALT)
levels. The flavonoids, important constituents of plants, are able to reduce
xenobiotic induced hepatotoxicity in animals. However, the reduction showed on

AST and ALT levels was not possible to demonstre in histological analysis.

Key Words: Baccharis trimera, Thioacetamide, hepatotoxicity, hepatoprotective

effects.
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Introduction

The liver regulates many important metabolic functions and liver diseases
remain one of the serious health problems. However, there are not many drugs
available for the treatment of liver disorders [1]. The nature offers a wide range of
sources in order to protect or treat liver injuries, contrarily to conventional therapy
[2].

Baccharis trimera Less DC (Asteraceae), found in South America and
Brazil’'s subtropical region, is popularly known as “carqueja” and widely used in folk
medicine internally, for the treatment of rheumatism, hepatobiliary disorders and
diabetes and externally, in cases of skin ulceration and wounds. [3] The anti-
inflammatory activity of B. trimera has been evaluated by paw edema tests.[4]
Torres et al.[5] have reported the relaxant effects produced on the smooth
musculature at rat portal vein preparations.

An experimental model of liver intoxication or fulminant hepatic failure has
been described in rats, induced by the administration of Thioacetamide (TAA).
Thioacetamide is a thiono-sulfur-containing compound able to cause liver injury
after acute administration and cirrhosis after chronic administration [6].

The present study evaluates the hepatoprotective effects of aqueous

extract of B. trimera (BTE) in an experimental liver intoxication model, using TAA.
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Materials and Methods

Plant Material

Samples of B. trimera were obtained from Casa de Vegetagdo at Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS), Brazil, in summer. A
voucher of specimen was deposited in the herbarium of PUCRS under number
9957 and authenticated by Dr Nelson Ivo Matzembacher, Department of Botany,
PUCRS. Aerial parts of B. trimera (1g) were extracted in distilled water (5ml) at
80°C for 30 minutes to obtain the Baccharis trimera aqueous extract (BTE) at
concentration 200mg/ml which was then filtered. From the BTE were obtained the
concentrations used in experiments. The extract was prepared instead of

procedure.

Animals

Wistar male rats (Rattus norvegicus) 200-300g were used in this
experimental study. The animals were kept in environmentally controlled room
temperature under light/dark cycle of 12 hours and were allowed free access to
food and water. The tests were conduced in accordance with the National Institute
of Health Policy Guidelines on Animal Care and the experimental protocol was

approved by the Ethics Research Committee of PUCRS.

Chemicals
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Thioacetamide P.A. (C,HsNS) was purchased from Vetec Quimica Fina

Ltda.

Hepatotoxicity induced by Thioacetamide

The animals were randomly divided into eight groups. Hepatotoxicity was
induced by oral administration of saline-dissolved TAA at dosage of 200mg/kg body
wt [7] ( TAA group), except in blank group which received saline solution. Three
groups were pre-treated with BTE administered intraperitoneally at concentrations
of 200, 400 and 800 mg/kg body wt 24hs before TAA intoxication (these groups
were called TAA+200, TAA+400 and TAA+800 respectivly). The blank group
received saline solution administered intraperitoneally (IP) 24hs before TAA
intoxication. There were other three groups pre-treated with BTE (200, 400 and
800mg/Kg body wt) which received saline in the same volume that the other groups
received TAA. These groups were called B. trimera control.

After 24hs of TAA intoxication,or 24 hs after saline administration in the
groups called B. trimera control and blank group, the rats were sacrificed by
decapitation, when blood was collected. It was allowed to clot and then centrifuged
at 3000 rpm for 15 minutes. The serum samples were collected and left standing on
ice until biochemical estimations. Livers were removed, washed with cold saline

and preserved in neutral buffered formalin for histological evaluation.

Histology
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The livers specimens were processed for light microscopy. This processing
consists of fixing the samples in 10% neutral formalin solution, embedding them in
paraffin, slicing and staining the sections with hematoxilin-eosin (HE). The liver
tissues slices were independently scanned and scored, by two pathologists( CLR
and ACAM), while the examiners were unaware of the group to which they belong.
The extent of liver necrosis was estimated semiquantitatively, and lesions were
scored as follows: (0) no necrosis; (1) necrosis moderate, limited in the centro-
lobular area; (2) necrosis more severe defined as tissue damage in many areas of

the parenchyma of liver.

Assessment of hepatic enzymes

The activities of serum aspartate amino transferase (AST) and alanine
amino transferase (ALT) were measured by cynetic method, according to the

manufacture's instructions. The enzyme activity was expressed as UIl.

Statistical Analysis

Results of biochemical estimations were expressed by means + SD and
statistical differences between groups, were verified by one-way analysis of
variance (ANOVA) using the SPSS software, version 11.5 complemented with
Dunnett test (p <0,05 was considered significant).

Results of histological examinations were estimated semiquantitativly and
statistical differences between groups were verified by Kruskal Wallis test, using the

SPSS software, version 11.5 (p<0.05 was considered significant).
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Results

In the groups which received just B. trimera the AST and ALT levels did not
differ significantly from blank group. (data not showed).

In the group of rats given TAA (200mg/kg body wt) the biochemical
parameters were significantly elevated when compared with blank groups.(Fig 1
and Fig 2).

Pre-treatment of rats with 400 and 800mg/Kg body wt of BTE exhibited a
significant (p<0,05) reduction in the TAA induced increase in the levels of AST
(Figl). Pre-treatment of rats with 800mg/Kg body wt of BTE exhibited a significant
(p<0,05) reduction in the TAA induced increase in the levels of ALT (Fig 2).

Specimens of the liver from blank group animals showed normal
microarchiteture and the hepatic parenchyma was organized and hepatocytes seen
in microscopic sections as cords of cells (Fig 3). In samples from liver of TAA-
treated rats some areas showed contiguous cells rupture, necrotic tissue and is
evident a migration of leukocytes (Fig 4).

The groups pre-treated with B. trimera, the histological analysis did not

differ significantly from TAA group.( p<0.777) ( Fig 5, Fig 6 and Fig 7).
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Discussion

Previous phytochemicals investigations of B. trimera described the known
naturally occurring components of this plant like terpenes, carquejol, clerodane
derivates, saponins and glycosids [8,9], substance classes usually not having
hepatoprotective properties. Flavonoids might dramatically affect the plasma
concentrations of pharmaceutical drugs resulting in either overdose or loss of their
therapeutic effect. These changes are an expected consequence of cytochrome
P450 induction and/or modulation of cytochrome activity by flavonoids.[10]
Flavonoids like quercetin, luteolin, nepetin, apigenin and hispidulin have been
shown to be important constituents of B. trimera [11]. It is known that some
flavonoids are able to reduce xenobiotic-induced hepatotoxicity in animals. These
compounds also exert antioxidant effects that can provide a basis for their
pharmacological properties [12]. Several classical antioxidants have been shown to
protect hepatocytes against lipid peroxidation or inflammation, thereby preventing
the occurrence of hepatic necrosis [13].

The hepatotoxicity induced by TAA in rats was previously characterized by
clinical, biochemical and histopathologic methods and proved to be a reliable and
satisfactory model of liver damage [7,14,15,16,17]. The TAA is a thiono-sulfur-
containing compound endowed with liver damaging and carcinogenic activity [14].
Toxicity experienced by the liver during TAA poisoning results from the production
of a metabolite, thioacetamide-s-oxide which is a direct hepatotoxin, responsible for

change in cell permeability and that inhibits mitochondrial activity followed by cell
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death [16]. Damage to the structural integrity of liver is reflected by increase in the
liver hepato-specific enzymes (ALT and AST) in serum because they are
cytoplasmatic in location and are released into circulation after cellular damage[18].
ALT is exclusively cytoplasmatic and AST are found in both, mitochondrial and
cytoplasmatic forms. Liver disease is the most important cause of increased ALT
activity and a common cause of increased AST activity. The half life of total AST in
the circulation is 17 = 5h, whereas that of ALT is 47 x10h. The half-life of
mitochondrial AST averages 87h [19].

In the pre-treatment with of 800mg/kg body wt of BTE we observed the
significant reduction in ALT levels. The pre-treatment with 400 and 800mg/kg body
wt of BTE showed the reduction on TAA induced elevation of serum AST activity.
The significant reduction caused by pre-treatment with B. trimera seems to possess
a dose-dependent effect. In rats of blank groups or that received just BTE ( 200,
400 and 800 mg/kg body wt) the histologyc architecture was normal. However,
when TAA was administered, even with B. trimera, the damage tissue is evident
and was impossible to define which dosage of B. trimera had more protective effect.
This data suggests the possibility that B. trimera extract is able to reduce the
biochemical parameters but this reduction showed a moderate effect, without
significative differences, on histological examination of the liver samples. It may be
explained because of the dosage to intoxication was much high, the necrosis
caused by TAA was very potent and difficult to reduce, or yet because the form of
administration of the hepatotoxicant or B. trimera is not the most indicated. We

need to consider that administration of the extract itself may possess other
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properties yet unknown and not possible to show in histological analysis, however
AST and ALT are the most sensitive tests for diagnosis of liver diseases [20].

In conclusion, we demonstred the hepatoprotective effect of B. trimera
aqgueous extract, with significant reduction in hepatic enzymes levels. However
more studies will be necessary to evaluation and elucidation of hepatoprotective
properties of B. trimera, in order to determine concentrations, kinds of extracts and

forms of administration.
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FIG 1- Serum levels of AST. Treatment details are as under Material and Methods.
Results are expressed as means + SD (n= 10, except in TAA+200 n=9 and TAA
n=6). The asterisk indicates AST levels are significantly lower than in the group
which received just TAA, without B. trimera. The symbol # indicates AST levels are

significantly higher than in the blank group (p<0,05).
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ALT Serum Levels
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FIG 2- Serum levels of ALT. Treatment details are as under Material and Methods.
Results are expressed as means + SD (n= 10, except in TAA+200 n=7 and TAA
n=6). The asterisk indicates ALT levels are significantly lower than in the group
which received just TAA, without B. trimera. The symbol # indicates ALT levels are

significantly higher than in the blank group (p<0,05).
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Fig.3 Liver specimens from blank group showed normal microarchiteture of the

hepatic parenchyma (100X).
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Fig.4 Liver specimens from TAA group animals, showed some areas with necrotic

tissue, migration of leukocytes and contiguous cell rupture. (100X).
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Fig. 5 Liver specimens from TAA + 200 mg/Kg showed tissue damage. Histological

analysis did not difere from TAA group.(100X)
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Fig. 6 Liver specimens from TAA + 400 mg/Kg showed tissue damage. Histological

analysis did not difere from TAA group.(100X)
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Fig. 7 Liver specimens from TAA + 800 mg/Kg showed tissue damage. Histological

analysis did not difere from TAA group.(100X)
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Avaliacdo do efeito hepatoprotetor do extrato aquoso de Baccharis trimera na
intoxicacdo hepatica por Tioacetamida
Elisiane Lozza Paul, Vanderlei Biolcchi, Paola Tessele, Taisa M. Ferreira, Carlos

Luiz Reischel, Jarbas Rodrigues de Oliveira.

Resumo:

Baccharis trimera (Less) DC (Asteraceae), conhecida como carqueja, €
popularmente usada na medicina caseira para tratar varias doencas, incluindo
problemas hepatobiliares.

Um modelo experimental de intoxicagdo hepatica induzida pela
Tioacetamida foi usado para avaliar o efeito hepatoprotetor do extrato aquoso de B.
trimera (BTE). Os animais pré-tratados com BTE nas concentragfes de 400 e 800
mg/kg de peso mostraram uma significante redu¢éo nos niveis de Aspartato Amino
Transferase (AST). O grupo pré-tratado com 800mg/kg de peso de BTE mostrou
uma significante reducdo nos niveis séricos de Alanina Amino Transferase (ALT).
Os flavonoides, importantes constituintes das plantas, tém a capacidade de reduzir
a hepatotoxicidade induzida por xenobidticos em animais. A reducdo demonstrada
nos niveis séricos das enzimas hepaticas ndao pode ser demonstrada na analise

histopatologica.

Palavras Chave: Baccharis trimera, Tioacetamida, hepatotoxicidade, efeito

hepatoprotetor.
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Introducéo

O figado regula vérias funcbes metabdlicas importantes e as doencas
hepéticas constituem um sério problema de salde, entretanto, ndo existem muitas
drogas disponiveis para o tratamento de desordens hepéticas.[1] A natureza
constitui-se como uma grande fonte de produtos capazes de proteger ou tratar
doencas hepéticas, contrariamente a terapia convencional.[2]

Baccharis trimera é uma planta pertencente a familia Asteraceae,
encontrada na América do Sul e regido subtropical do Brasil, conhecida
popularmente como carqueja e largamente usada na medicina caseira,
internamente para tratar reumatismo, problemas hepatobiliares e diabete melito e,
externamente em casos de ulceracbes de pele e torgbes.[3] A atividade
antiinflamatoéria de B. trimera tem sido avaliada em testes de edema de pata [4],
enquanto Torres et al. demostraram efeito relaxante produzido na musculatura lisa
em preparacdes da veia portal de ratos [5].

Um modelo experimental de intoxicagdo hepatica ou faléncia hepatica
fulminante tem sido descrito em ratos, induzido pela administracdo de
Tioacetamida (TAA). A TAA € um composto contendo enxofre e capaz de causar
dano hepatico apos administracdo aguda ou cirrose apds administracao cronica [6].

O presente estudo avalia os efeitos hepatoprotetores do extrato aquoso de

B. trimera num modelo experimental de intoxicacdo hepéatica, usando a TAA.
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Materiais e Métodos

Matéria vegetal

Amostras de B. trimera foram coletadas no veréo, na Casa de Vegetacéo da
Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul. Uma amostra da espécie foi
depositada no Herbario da PUCRS, sob numero 9957 e autenticada pelo Dr.
Nelson Ivo Matzembacher, do Departamento de Botanica, PUCRS. Partes aéreas
da planta (1g) foram extraidas em agua destilada (5ml) a 80°C durante 30 minutos
e apos o extrato foi filtrado, obtendo-se o extrato aquoso de B. trimera (BTE). A
partir do BTE, cuja concentracdo é de 200mg/ml, foram obtidas as concentracdes
usadas nos experimentos. O extrato foi preparado pouco antes de ser usado nos

experimentos.

Animais

Ratos Wistar machos (Rattus norvegicus) pesando entre 200-300 g foram
utilizados no estudo experimental. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada, sob ciclo de 12 horas de luz/escuro e com acesso livre a
alimento e agua. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as politicas e
normas vigentes para experimentacdo animal e o protocolo experimental foi

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS.

Reagentes

Tiaocetamida P.A. (C,HsNS) foi obtida de Vetec Quimica Fina Ltda. Brasil
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Hepatotoxicidade induzida por Tioacetamida

Os animais foram randomicamente divididos em 8 grupos. A
hepatotoxicidade foi induzida pela administracdo oral de TAA dissolvida em
solucéo salina na dose de 200mg/kg de peso [7] (Grupo TAA), exceto no grupo
controle, que recebeu o0 mesmo volume de solucéo salina. Trés grupos foram pre-
tratados com extrato aquoso de Baccharis trimera (BTE) nas concentragfes de
200, 400 e 800 mg/kg de peso (TAA+200, TAA+400 e TAA+800), administrado
intraperitoneal (IP) 24 hs antes da intoxicacdo por TAA. O grupo TAA recebeu
solucdo salina administrada IP 24 hs antes da intoxicacdo por TAA. O grupo
controle recebeu solugéo salina 24 hs antes da intoxicacdo. Em trés grupos pre-
tratados com BTE (200, 400 e 800mg/kg de peso) a inducéo da lesdo hepatica ndo
ocorreu, tendo sido administrado solucdo salina via oral, no mesmo volume que os
outros grupos receberam TAA. Estes grupos foram chamados de grupos controle
de BTE.

Apbs 24 horas da intoxicacdo pela TAA, os ratos foram decapitados e foi
coletado sangue, separadas amostras de soro que foram congeladas para
realizacdo de analises bioquimicas. Os ratos do grupo controle foram decapitados
24hs apo6s a administracdo de solucdo salina, tendo sido coletado sangue e
separadas amostras de soro para realizacdo de testes como nos demais grupos.
Os figados dos animais foram removidos, lavados em solu¢éo salina e preservados

em formalina tamponada para analise histopatolégica.
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Histologia

As amostras de figado foram processadas por microscopia optica. As
amostras foram fixadas em solucéo de formalina neutra 10%, depois colocadas em
blocos de parafina, cortadas e coradas com Hematoxilina-Eosina (HE). As
amostras de figado foram analisadas por dois patologistas independentes (CLR e
ACAM) gue desconheciam o grupo ao qual as amostras pertenciam. A extensao da
lesdo hepatica (necrose) foi avaliada semiquantitativamente através de um escore
criado para este fim e descrito a seguir: escore (0) quando ndo existe necrose;
escore (1) necrose moderada restrita a regido centro-lobular; escore (2) necrose

mais severa com dano em areas mais extensas do parénquima hepatico.

Medida da lesdo hepatica

A atividade no soro da Aspartato Amino Transferase (AST) e Alanino Amino
Transferase (ALT) foi medida por método cinético, de acordo com as instru¢des do

fabricante. A atividade enzimatica foi expressa em Ul/I.

Andlise Estatistica

Os resultados das medidas dos parametros bioquimicos foram expressos
em média + desvio padrdo e as diferencas estatisticas entre os grupos foram

verificadas por Andlise de Variancia “one-way” (ANOVA) utilizando-se o software
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SPSS versao 11.5 complementada pelo teste de Dunnet. p < 0,05 foi considerado
significativo.

Os resultados da analise histologica foram expressos semiquantitativamente
e a diferenca entre os grupos foi verificada pelo teste de Kruskal Wallis utilizando-

se o software SPSS versao 11.5. p< 0,05 foi considerado significativo.
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Resultados

Nos grupos que receberam apenas B. trimera os niveis de ALT e AST nao
apresentaram diferenca significativa do grupo controle. (Dados ndo mostrados)

No grupo de ratos que recebeu TAA os parametros bioquimicos foram
significativamente elevados quando comparados com o grupo controle (Fig 1 e Fig
2). Os ratos pré-tratados com BTE nas concentracdes de 400 e 800mg/kg
exibiram uma reducdo significativa nos niveis de AST (p<0,05) quando
comparados com o grupo TAA.(Figl). O pré-tratamento com BTE na concentracédo
de 800mg/kg, mostrou uma significativa reducdo (p<0,05) nos niveis de ALT,
guando comparados com o grupo TAA .(Fig2).

Amostras obtidas do grupo controle mostraram figados com microarquitetura
normal, parénquima organizado e hepatocitos dispostos tais como um cordao de
células (Fig 3). Nas amostras de figado provenientes de ratos que receberam TAA,
algumas areas apresentavam ruptura da contiguidade das células, necrose tecidual
e evidente migracdo de leucdcitos.(Fig 4). Nos ratos pré-tratados com BTE a
analise histologica ndo apresentou diferenca significativa, quando comparada com

0 grupo de animais que recebeu TAA.(p<0.777) (Fig 5, Fig 6 e Fig7).
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Discussao

InvestigacgOes fitoquimicas prévias realizadas em B. trimera descreveram a
ocorréncia de componentes nesta planta como: terpenos, carquejol, derivados
clerodane, saponinas e glicosideos [8;9], substancias as quais ndo sdo usualmente
reconhecidas como possuidoras de atividade hepatoprotetora.

Flavonoides podem afetar dramaticamente a concentracdo plasmética de
certas drogas farmacéuticas, resultando em overdose ou diminuicdo de seus
efeitos terapéuticos. Estas mudancas sdo uma consequéncia esperada da inducao
e ou modulacdo da atividade do Cytocromo P450 pelos flavondides [10].

Flavonoides como quercetina, luteolina, nepetina, apigenina e hispidulina
tém demonstrado ser importantes constituintes de B. trimera [11]. J& € reconhecido
gue alguns flavondides sdo capazes de reduzir a hepatotoxicidade induzida por
xenobidticos em animais. Esses compostos também exercem efeito antioxidante, o
gue pode ser a base de suas propriedades farmacéuticas [12]. Muitos
antioxidantes classicos tém demonstrado proteger os hepatdcitos contra a
peroxidagcdo lipidica ou inflamacdo, prevenindo deste modo a ocorréncia de
necrose hepatica [13].

A hepatotoxicidade induzida pela TAA em ratos foi caracterizada
previamente por métodos clinicos, bioquimicos e histopatolégicos, sendo
considerada um modelo satisfatorio e realizavel de dano hepatico [7;14;15;16;17].
A TAA é um composto contendo thiono-enxofre com atividade carcinogénica e

hepatotoxica [14]. A toxicidade apresentada durante a intoxicacdo pela TAA resulta
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da producdo de um meétabdlito, o Tioacetamida-s-Oxido, que é diretamente
hepatotoxico e responsavel por mudancgas na permeabilidade celular e inibi¢cdo da
atividade mitocondrial, seguida de morte celular [16]. O dano na integridade
estrutural do figado € traduzido pelo aumento de enzimas hepéticas (AST e ALT)
no soro, ja que as mesmas tém localizacdo citoplasmatica e séo liberadas na
circulagédo, apos o dano celular [18]. ALT é exclusivamente citoplasmética e AST é
encontrada na forma mitocondrial e citoplasmatica. A doenca hepatica € a causa
mais importante de aumento da atividade da ALT e a causa mais comum de
aumento da atividade da AST. A meia-vida da AST total na circulacéo é de 17+ 5h,
enquanto que da ALT € de 47+ 10h. A meia-vida da AST mitocondrial €, em
média, 87 h. [19]

O pré-tratamento com BTE na concentracdo de 800mg/kg de peso mostrou
reduzir a elevacdo da atividade de ALT causada pela administracdo de TAA. Na
concentracdo de 400mg/kg de peso, observamos reducdo significativa nos niveis
de AST e ALT. A significativa reducdo causada pelo pré-tratamento com BTE
parece possuir um efeito dose dependente. Por outro lado, esta reducdo nos
parametros bioquimicos mostrou um efeito moderado, porém sem significancia
estatistica, na analise histolégica das amostras de figado. Os ratos do grupo
controle, ou aqueles que receberam somente B. trimera (200, 400 e 800mg/kg)
apresentaram arquitetura histolégica normal. Entretanto quando TAA foi
administrada, mesmo nos grupos pré-tratados com BTE, o dano tecidual é evidente
sendo impossivel definir, pela histologia, qual a dose de BTE que apresentou maior

efeito hepatoprotetor. A administracdo de BTE atenuou o aumento dos niveis das
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enzimas hepaticas, induzido pela TAA. Estes dados sugerem a possibilidade do
BTE ser capaz de reduzir os parametros bioquimicos, mas esta redu¢do ndo é
acompanhada pela andlise histopatoldgica. Este fato pode ser explicado pela dose
usada para induzir a lesdo hepatica ser muito alta, ou a necrose causada pela TAA
muito potente, provocando alteracfes nos niveis das enzimas hepaticas, que néo
sdo detectadas na analise histolégica, ou ainda porque a via de administracdo do
hepatotoxicante ou do extrato ndo é a mais indicada. E importante considerar
também que a administracdo do extrato, por si, pode possuir outras propriedades
ainda desconhecidas e impossiveis de se demonstrar na andlise histologica,
contudo os valores de AST e ALT séo testes mais sensiveis para o diagnostico de
doencas hepéticas [20].

Finalmente, nds demonstramos o efeito hepatoprotetor do extrato aquoso de
B. trimera, com uma reducéo significativa nos niveis das enzimas hepéticas.
Entretanto mais estudos serdo necessarios para avaliar e elucidar os efeitos
hepatoprotetores de B. trimera a fim de determinar concentracdes, tipos de

extratos e vias adequadas de administracao.
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Fig 1- Niveis séricos de AST. Detalhes do experimento estdo descritos em
Materiais e Métodos. Resultados estdo expressos em média = DP (n= 10, exceto
em TAA+200 n=9 and TAA n=6). O asterisco indica niveis de AST
significativamente menores, quando comparados com o grupo TAA. O simbolo #
indica niveis de AST significativamente mais elevados, quando comparados com 0

grupo controle. (p<0,05).
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FIG 2- Niveis séricos de ALT. Detalhes do experimento estdo descritos em
Materiais e Métodos. Resultados estdo expressos em média = DP (n= 10, exceto
em TAA+200 n=9 and TAA n=6). O asterisco indica niveis de ALT
significativamente menores, quando comparados com o grupo TAA. O simbolo #
indica niveis de ALT significativamente mais elevados, quando comparados com o

grupo controle. (p<0,05).
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Fig.3 Amostras de figado provenientes de animais do grupo controle, mostrando

microarquitetura normal do parénquima hepatico.(100X)
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Fig.4 Amostras de figado provenientes de animais do grupo TAA, mostrando
algumas areas com tecido necrético, migracdo de leucécitos e ruptura da

contiguidade das células.(100X)
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Fig. 5 Amostras de figado dos animais do grupo TAA+200mg/kg, cuja analise

histologica ndo difere significativamente do grupo TAA.(100X)
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Fig. 6 Amostras de figado dos animais do grupo TAA+400mg/kg, cuja analise

histologica ndo difere significativamente do grupo TAA.(100X)
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Fig. 7 Amostras de figado dos animais do grupo TAA+800mg/kg, cuja analise

histologica ndo difere significativamente do grupo TAA.(100X)
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Objetivo Especifico

2. Avaliar o efeito antiinflamatorio do extrato aquoso de B. trimera em um modelo

experimental de pleurisia induzida por Carragenina, em ratos Wistar.

3. Avaliar o efeito imunomodulador do extrato aquoso de B. trimera sobre células

mononucleares de sangue periférico.
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Antiinflammatory and Immunomodulatory effects of Baccharis trimera

aqueous extract in pleurisy induced in rats and linfoproliferation, in vitro.

Elisiane Lozza Paul, Eduardo Caberlon, Vanderlei Biolcchi, Roberto C. V. Santos,

Karla B. Moreira, Carolina M. A. Bastos , Jarbas Rodrigues de Oliveira.

Abstract

In recent years, plants have become important as a source of biologically
active natural products. Baccharis trimera (Less) DC (Asteraceae) is a widespread
South American plant known as “carqueja”’. Medicinal teas prepared from the aerial
parts of this plant are used in folk medicine among others in cases of the liver
diseases and inflammatory processes. In the present study we evaluated the
effects of agqueous extract of Baccharis trimera (Less) DC (Asteraceae), in the
experimental inflammatory model of rat pleurisy induced by Carrageenan. The
infusion of Carrageenan into the pleural cavity induce an influx of cells and an acute
inflammation response characterized by a fluid accumulation in the pleural cavity
with a large number of polymorphonuclear leukocytes and increase of proteins
levels. The inflammation parameters were attenuated when B. trimera, in 200, 400
and 800 mg/kg was administrated intraperitoneally (IP) 30 minutes before the
Carrageenan. These results show B. trimera has an anti-inflammatory effect, that

may be explained in part to the inhibition of prostaglandin biosynthesis.
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The immunomodulatory and cytotoxic effect of B. trimera was evaluated in
vitro. The aqueous extract in concentration of 25 mg/ml, 50mg/ml and 100mg/ml,
inhibits the T-lymphocytes proliferation stimulated with Phytohemagglutinin (PHA)
however in these concentrations it presents cytotoxic activity. The data suggests an
inhibition in lymphocytes proliferation wich could be considered as cytotoxic effect

of the plant because off citotoxic activity of some components of B trimera .

Key words: Baccharis trimera, pleurisy, anti-inflammatory effect, immunomodulatory

effect, citotoxic effect, T-lymphocytes



79

Introduction

In recent years, the clinical importance of herbal drugs has received
considerable attention [1]. Baccharis trimera (Less) DC (Asteraceae) is a
widespread South American plant known as “carqueja’. Medicinal teas prepared
from the aerial parts of plant are used in folk medicine to treat gastrointestinal and
liver diseases, angina, poor blood circulation, diabetes and inflammatory processes
[2,3].

Experiments conducted with B. trimera extracts have been showed its
posses the relaxant effect on vascular smooth muscle [4] , anti oxidant activity [5]
and antihepatotoxic properties [6]. The known naturally occuring components of this
plant are terpenes, carquejol, clerodane derivates, saponins, glycosides and
flavonoids [6]. Recently, Gené et al. [7,8] reported anti-inflammatory activity
produced intraperitoneally (IP) by Baccharis trimera aqueous extract and its
butanolic fraction on Carrageenan-induced paw edema.

Inflammatory diseases including different types of rheumatic diseases are
very common throughout the world [9]. The Carrageenan-induced pleurisy is a
useful model for the characterization and screening of new anti-inflammatory drugs
[10]. With this model, it is possible to evaluate simultaneously the total and
differential cell count and the amount of exudate in a closed cavity [11,12].

The cells involved in the immune response, including lymphocytes and
monocytes, can be modulated by various types of agents, including bacterial,

fungal, plant and synthetic products [13]. Traditionally, immunomodulators are the
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agents that can modulate the immune response and their effect may be stimulatory
or supressive [14].Many primaries and secondaries metabolites of plants have been
described as able to interfere in the funtioning of imune system [ 13].

The aim of this study was to evaluate the effects of Baccharis trimera
aqueous extract, on the experimental inflammatory model of pleurisy induced by
Carrageenan in rats and to determine a possible immunomodulatory effect of

aqueous extract of B trimera on T- lymphocytes proliferation.
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Materials and Methods

Plant material

Samples of B. trimera were collected from Casa de Vegetacado at Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), Brazil, in summer. A
voucher of specimen was deposited in the herbarium of PUCRS under number
9957 and authenticated by Dr Nelson Ivo Matzembacher, Department of Botany,
PUCRS. Aerial parts of B. trimera (1g) were extracted in distilled water (5ml) at
80°C for 30 minutes. The crude extract (200mg/ml) was then filtered. The extract

was prepared instead of procedure.

Animals

Wistar rats of both sexes 250-300g, were used throughout the experiments.
The animals were kept in environmentally controlled room temperature under
light/dark cycle of 12 hours and were allowed free access to food and water. The
tests were conduced in accordance with the National Institute of Health Policy

Guidelines on Animal Care.

Carrageenan-induced pleurisy

The pleurisy was induced by the injection of 0,2 ml of sterile saline solution
containing Carrageenan (1%) (Sigma Chemical CO, USA), into the right pleural
space of animals, under anaesthesia. Animals were sacrificed 4 hours later in an
atmosphere of CO,. The chest was than carefully opened and the pleural cavity

was rinsed with 2 ml of saline solution containing 20 IU/ml of heparin (Liquemine ®,
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Roche Diagnostics, Brazil). The exudate and rinse solution were removed by
aspiration and the total volume was measured. Any exudate contaminated with
blood was discarded. The amount of exudate was calculated by substracting the
volume injected (2 ml) from the total volume recovered. The total leukocytes and
the differential cell count were measured on the automated blood count PENTRA
ABX 60 (ABX Diagnostics, France). The protein levels were determined by
colorimetry, using the technique of Biuret, using the equipament COBAS MIRA

PLUS (Roche Diagnostics).

Experimental Groups

In the treated group of animals, B. trimera was infused as an intraperitoneal
(IP) bolus (200, 400 or 800 mg/Kg), 30 minutes before the Carrageenan infusion. In
the inflammation group of rats, saline solution was infused IP instead of
Carrageenan intrapleural administration (IPL). In the control group, saline solution

was infused IPL and IP.

Reagents

MTT  (3-[4-5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) was
obtained from Acros Organics (USA). RPMI 1640 and Phytohemagglutinin (PHA)
from Sigma Chemical Co. (St Louis, Mo). Phycoll Paque ™ Plus was purchased
from Amersham Biosciences. Trypan blue 0.2% was obtained from Sigma

Chemical Co. (St Louis, Mo ). 96 wells microtiter plates from Nunc (USA). Filters to
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sterilization 0.22um was obtained from Millex (Brazil). Garamicin sulfate 2,7 mg/ml

from Schering-Plough (Brazil).

Preparation of Peripheral Blood Mononuclear Cells ( PBMCs)

The PBMCs were isolated from the blood of healthy humans by gradient
centrifugation. A total of 20 ml of the heparinized blood was diluted 1:2 with RPMI
1640. This mixture was overlayed in 7 ml partitions into 3 ml Lymphoprep and
centrifuged at 800 g at room temperature for 20 minutes. The PBMCs, including T-
lymphocytes, were harvested from the interface with a sterile transfer pipette and
washed twice in the phosphate buffered saline (PBS).The cells were then
resuspended in RPMI 1640 medium suplemented with garamicin sulfate 2,7 mg/ml
and 20% homologos serum at final cell concentration of 1,6 x 10 ° cell/ml. Platelet
contamination of these preparations was < 1%; viability by Trypan Blue dye

exclusion was uniformly greater than or equal to 95%.

Lymphoproliferation Assay

Phytohemagglutinin  (PHA) was used for T-lymphocytes proliferation.
Aqueous extract of B trimera was added in RPMI 1640 suplemented. Peripheral
blood mononuclear cells (1,6 x 10 > cell/well) were plated directtly with diferent
concentrations of extract ranging from 200mg/ml to 12,5 mg/ml, wich were cultured
in the presence of PHA (10ug/ml) in 96 wells microtiter plates, at 37°C in 5% CO,

humidified incubator for 96 h.
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Lymphocyte proliferation was determined by MTT assay as previously
described [15]. Briefly, MTT was dissolved in RPMI 1640 at 5 mg/ml and added to
all wells of an assay, and plates were incubated at 37 °C for 4 h. Isopropanol was
added to all wells and mixed thorougly to dissolve the dark blue cristals. After a few
minutes, the plates were read on a Hyperion Microreader reader, using a test
wavelength of 540 nm , a reference wavelengt of 650nm. The results are presented

as optical density by +SD and the three experiments were performed in triplicate.

Cytotoxic Assay

Aqueous extract of B trimera was dispensed in RPMI 1640 and added
directly to PBMCs (1,6x 10° cell/well), wich were incubated in 24 well microtiter
plates at 37°C in a 5% CO; humidified incubator. The celular viability was
performed by Trypan Blue dye exclusion after 96 h of the incubation. The results
were presented as percentage by mean +SD and the three experiments were

performed in triplicate.

Statistical Groups

Results were expressed by means £ SD and statistical differences between
groups were verified by analysis of variance (ANOVA) using the software SPSS

version 11.5, complemented with Dunnet test. P<0,05 was considered significant.
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Results

All rats, which were treated with Carrageenan, developed acute pleurisy,
characterised in the inflammation group, by the production of 1,07ml + 0,30 of
exudate. These raises were statistically significant when compared to the control
group (0,008ml + 0,028) (Fig 1). The rats treated with, 400 and 800 mg/Kg, of B.
trimera aquous extract, 30 minutes before infusion of Carrageenan, have had the
volume of pleural exudate attenuated (0,58ml + 0,19 and 0,52ml + 0,19
respectively) (Fig 1).

The number of cells from the exudate in the inflammatory group is 31,12 x
10® /mm?® + 3,24 (Fig 2) was significative higher when compared to the number of
cells collected from the pleural space of control group (2,52 x 10° /mm?® + 0,86). The
rats treated with 400 and 800 mg/Kg, of B. trimera aqueous extract, 30 minutes
before infusion of Carrageenan, have had the total cells number of pleural exudate
attenuated (22,25 x 10° /mm?® + 4,08 and 18,57 x 10° /mm?® + 1,48 respectivly)
(FIG2).

The most of the leukocytes in pleural exudate were polymorphonuclear
leukocytes (PMNSs). In the inflammation group the percentage of PMNs was 80,26%
+ 5,98 and 49,96% + 3,18 of PMNs in the control group (Fig 3),

The rats treated with 200, 400 and 800 mg/Kg, of B. trimera aqueous
extract, 30 minutes before infusion of Carrageenan, have had the percentage of

PMNs attenuated (72,77% + 2,80, 68,49% + 3,08 and 66,57% + 2,20 respectively)

(Fig 3).
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The proteins levels in the inflammation group arel,58 g/dl + 0,25 and in the
control group proteins levels are 0,16 g /dl = 0,09. When comparing the proteins
levels in the group pre-treated with B. trimera 200, 400 and 800 mg/kg we can
observe, a significant reduction on proteins levels (1,24 g/dl + 0,25, 1,14 g/dl + 0,30
and 0,94 g/dl £ 0,12 respectively). (Fig 4)

The immunomodulatory effect of B trimera was evaluated on T-lymphocytes
proliferation in vitro, in presence of PHA ( 10ug/ml). Results present in Fig.5 show
that B trimera at concentrations 25 mg/ml, 50mg/ml and 100mg/ml to decreased
significantly proliferation of these cells (p<0.05).

To determine whether the inhibitory effect of B trimera on lymphoproliferation
was due to cellular death, the cellular viability was investigated. As show in Fig 6, B
trimera reduced significantly the cell viability in concentrations 100mg/dl, 50 mg/dI

and 25 mg/dl (p<0.05).
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Discussion

The injection of Carrageenan into the pleural cavity of rats elicited an acute
inflammatory response characterized by the accumulation of fluid (edema) with a
large amount of polymorphonuclear leukocytes (PMNSs). During acute inflammation
serum proteins and leukocytes migrate to areas of tissue injury. Recruitment of cells
to inflammatory sites is dependent on the release of vasoactive and chemotactic
factors that increase regional blood flow, increase microvascular permeability and
promote the migration of leukocytes from the intravascular space into the tissues
[16].Lung inflammation is wusually characterized by extensive infiltration of
pulmonary tissue by PMNs [17].

Analysis of the results in the present study indicate that B. trimera aqueous
extract shows anti-inflammatory action in the experimental model of rat pleurisy
induced by Carrageenan. Edema and neutrophil infiltration in lung tissue were
attenuated when B. trimera in 400 and 800 mg/kg was administrated IP 30 minutes
before the Carrageenan. The extract in these doses caused significant inhibitory
effects in both: cell influx and fluid leakage into the pleural cavity as well as in
protein levels. Assembled these results confirm the studies of Gené et al. [7], with
butanolic fraction (BT II), derived from the aqueous crude extract prepared from
aerial parts of B. trimera, wich produced a strong inhibition of carrageenan and
dextran-induced paw edema. The authors suggest that the anti-inflammatory
activity of B. trimera on Carrageenan paw edema is due, at least partly, to

prevention of prostaglandins biosynthesis via cyclooxygenase blockade and the
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ability of this fraction to reduce dextran-induced swelling indicates that other
mechanisms may be also involved [4].

Advances made in recent years in order to understanding the cellular and
molecular basis of immune response and with the identification of small peptides
capable of regulating this process it is now possible to alter this condition in favour
of healthy state [14]The therapeutic efficiency of some herbs may in part be
mediated via their influence on the immune response and it has shown that some of
these plants can affect the immune reactions through their anti —inflammatory
actions [18].

Recent findings have shown that some plants contain useful cytotoxic
compounds in response to fungal infection or with antitumoral activity. Several
species of Baccharis contain macrocyclic tricothecenes, which show high toxicity
towards eucariotic organisms. [19]

This study demonstred that aqueous extract of B trimera has an important
activity on T-lymphocyte proliferation due to cellular death. This activity could be
explained by the presence of flavonoids, which have a pronounced antioxidant
activity and abilities to modulate several enzymes and cell receptors.[20]. In
addition, flavonoids inhibit phosphodiesterases involved in specific cell activation .

We demostrated that B. trimera aqueus extract ( 200,400 and 800 mg/kg)
has an anti-inflamatory effect on rat pleurisy induced by Carrageenan. This effect is
characterized by inhibition of both total and differential leukocyte influx and

exudation and the reduction of proteins levels in the inflammatory exudate.
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However, the mechanisms of action of B. trimera are not clear, but may be
explained in part by their ability to inhibit the syntesis of prostaglandins.

The data obtained in the present study demonstred various functional
activities of the plant, which affected cell stimulation or inhibitions and perhaps
indicates that chemically caracterizations as well as more immunological in vitro an
in vivo studies are needed to establish the relevance of the inhibitory effect on T-

lymphocytes proliferation, cytotoxicity and the therapeutic usefulness of B. trimera.
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Figure 1: Effects of B. trimera on exudate volume leakage in Carrageenan-induced
pleurisy in rats. Treatment details are under Material and Methods. Results are
expressed as means £SD. The asterisk shows that exudate volume are significantly
lower than in the group inflammation. The symbol # indicates exudate volume is

significantly higher than control group (p<0.05).
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Figure 2 Effects of B. trimera on number of cells on exudate in carrageenan-
induced pleurisy in rats. Treatment details are under Material and Methods. Results
are expressed as means +SD. The asterisk shows the total cells number are
significantly lower than in the group inflammation. The symbol # shows the total

cells number is significantly higher than control group (p<0.05).
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Figure 3 Effects of B. trimera on percentage of polimorphonuclear leukocytes on
exudate in carrageenan-induced pleurisy in rats. Treatment details are under
Material and Methods. Results are expressed as means £SD. The asterisk shows
the percentage of PMNs are significantly lower than in the group inflammation. The
symbol # shows the percentage of PMNs is significantly higher than control group

(p<0.05).
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Figura 4 Effects of B. trimera on protein levels on exudate in carrageenan-induced
pleurisy in rats. Treatment details are under Material and Methods. Results are
expressed as means +SD. The asterisk shows the protein levels are significantly
lower than in the group inflammation. The symbol # shows the protein levels is

significantly higher than control group (p<0.05).
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Fig. 5 Immunomodulatory effect of B. trimera on T-lymphocytes proliferation in vitro.
Results are expressed as O.D. means + SD. Concentrations at 100, 50 and 25
mg/ml showed a decreased significantly proliferation of these cells represented by
asterisk (p<0.05). The symbol # shows the difference between the PHA group and

the control group (p<0.05).
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Fig.6 Effect of B. trimera on cell viability on T-lymphocytes in vitro. Results are

expressed as means (% cells viability) £SD. Concentrations between 100, 50 e 25

mg/ml showed a decreased significantly on cell viability represented by asterisk

(p<0.05).
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Efeito antiinflamatdrio e imunomodulador do extrato aquoso de Baccharis
trimera na pleurisia induzida em ratos e na linfoproliferagéo in vitro.
Elisiane Lozza Paul, Eduardo Caberlon, Vanderlei Biolcchi, Roberto C. Viana,

Karla B. Moreira, Carolina M. A. Bastos , Jarbas Rodrigues de Oliveira.

Resumo

As plantas possuem grande importancia como fonte de produtos naturais
biologicamente ativos. Baccharis trimera (Less) DC Asteraceae € uma planta nativa
da América do Sul e popularmente conhecida como carqueja, cujos chas séo
usados na medicina popular, em doencgas hepaticas e processos inflamatorios. No
presente estudo foi avaliado o efeito antiinflamatério do extrato aquoso de
Baccharis trimera (Less) DC (Asteraceae), em um modelo experimental de
inflamacado, a pleurisia induzida por Carragenina em ratos. A administragcao de
Carragenina na cavidade pleural induz a uma resposta inflamatéria aguda,
caracterizada por acumulo de fluido na cavidade, com grande numero de
leucécitos polimorfonucleares e aumento nos niveis de proteinas. Os parametros
inflamatérios foram atenuados quando foi administrado, intraperitoneal (IP), extrato
aquoso de B. trimera (BTE) nas concentracdes de 200, 400 e 800 mg/kg, 30
minutos antes da Carragenina. Estes resultados mostram que B. trimera possui um
efeito antiinflamatério, que pode ser explicado, em parte, por sua capacidade de

inibicdo da sintese de prostaglandinas.
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Os efeitos imunomodulador e citotoxico de B trimera foram avaliados in vitro.
O extrato aquoso, em concentragbes de 25mg/ml, 50mg/ml e 100mg/ml inibiu a
proliferacdo dos linfocitos estimulada por Fitohemaglutinina (PHA), entretanto
nestas concentracdes o extrato apresentou acao citotoxica. Os dados demonstram
uma diminuicdo na proliferacdo linfocitaria causada pelos componentes de B.

trimera, que pode ser devido a efeitos citotdéxicos da planta.

Palavras-chave: Baccharis trimera, pleurisia, efeito antiinflamatério, efeito

imunomodulador, efeito citotdxico, linfécitos T.
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Introducéo

Nos ultimos anos, a importancia clinica das plantas medicinais tem recebido
consideravel atengéo [1]. Baccharis trimera (Less) DC (Asteraceae) é uma planta
largamente conhecida na América do Sul como carqueja e usada na medicina
popular no tratamento de doencas hepaticas, gastrointestinais, angina, ma
circulagéo, diabete melito e processos inflamatorios.[2,3]

Experimentos realizados com extratos de B. trimera tém mostrado que esta
planta possui efeito relaxante da musculatura lisa vascular [4], atividade
antioxidante [5] e propriedades hepatoprotetoras [6]. Ocorrem naturalmente nesta
planta terpenos, carquejol, derivados clerodane, saponinas, glicosideos e
flavondides [6]. Recentemente, Gené et al. [7,8], demonstraram a atividade
antiinflamatéria produzida pelo extrato aquoso de B. trimera (BTE), em edema de
pata induzido por Carragenina.

As doencas inflamatorias, incluindo diferentes tipos de reumatismo, séo
muito comuns ao redor do mundo.[9] A inducao de pleurisia por Carragenina é um
modelo util para caracterizacdo e triagem de novas drogas antiinflamatoérias [10],
pois permite avaliar simultaneamente a contagem total e diferencial de células e o
volume de exsudato contido na cavidade [11,12].

A resposta inflamatoria ocorre em fases distintas, mediadas por diferentes
mecanismos, sendo a fase aguda caracterizada pela vasodilatacdo e aumento da

permeabilidade vascular, a fase subaguda caracterizada pela infiltracdo de
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leucécitos e ceélulas fagociticas e a fase cronica proliferativa, caracterizada por
degeneracéao tecidual e fibrose.

Durante a inflamacao, linfocitos devem proliferar abundantemente antes que
possam se diferenciar em células efetoras funcionais, portanto a analise da
proliferacdo induzida de linfocitos apresenta grande importancia.

As células envolvidas na resposta imune podem ser moduladas por varios
tipos de agentes, incluindo bactérias, fungos, plantas e produtos sintéticos [13].
Tradicionalmente, imunomoduladores sdo agentes com capacidade de modular a
resposta imune e seu efeito pode ser estimulatério ou supressivo. [14]. Varios
metabolitos primarios ou secundarios de plantas tém sido descritos como capazes
de interferir em diferentes fungdes do sistema imune.[13]

Os ensaios de linfoproliferacdo utilizando mitégenos policlonais, tém sido
largamente utilizados para avaliar a acdo imunoregulatoria de varias substancias,
porém dados obtidos in vitro ndo sdo diretamente equivalentes as respostas
obtidas in vivo, devendo ser interpretados de forma muito criteriosa.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do extrato aquoso de B. trimera,
no modelo experimental de inflamacdo usando Carragenina para induzir pleurisia
em ratos e determinar o possivel efeito imunomodulador do extrato aquoso de B.

trimera na proliferacéo de linfocitos.
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Materiais e Métodos

Matéria Vegetal

Amostras de B. trimera foram coletadas no veréo, na Casa de Vegetacéo da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul. Uma amostra da espécie foi
depositada no Herbario da PUCRS, sob numero 9957 e autenticada pelo Dr.
Nelson Ivo Matzembacher, do Departamento de Botanica, PUCRS. Partes aéreas
da planta (1g) foram extraidas em agua destilada (5ml) a 80°C durante 30 minutos,
obtendo-se o extrato aquoso de Baccharis trimera (BTE), que foi posteriormente
filtrado. A partir do BTE cuja concentracdo € de 200mg/ml foram obtidas as
concentracdes utilizadas no experimento. O extrato foi preparado momentos antes
dos experimentos.

Animais

Ratos Wistar de ambos os sexos, pesando entre 250 a 300g foram usados
para a realizacdo dos experimentos. Os animais foram mantidos em locais com
temperatura controlada, ciclos de luz/escuro de 12 horas e com livre acesso a
alimentacdo e agua. Os testes foram conduzidos de acordo com normas e
condutas éticas.

Inducdo da Pleurisia por Carragenina

A pleurisia foi induzida pela injecdo de 0,2 ml de solucdo salina estéril
contendo Carrageninal% (Sigma Chemical CO, USA) no espaco pleural direito
dos animais, sob anestesia. Apds quatro horas os animais foram sacrificados em

atmosfera de CO, , o peito foi cuidadosamente aberto e a cavidade pleural foi
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lavada com 2 ml de solucédo salina contendo heparina 20 Ul/ml (Liguemine® Roche
Diagnostics, Brasil). O volume de exsudato foi calculado, subtraindo-se o volume
injetado para lavagem (2ml) do volume total coletado, por aspiracdo. Qualquer
exsudato contaminado com sangue foi descartado.

A contagem total e diferencial de leucocitos foi processada em contador
automatico de células sanguineas, o PENTRA ABX 60 (ABX Diagnostics, Franca).
A dosagem de proteinas foi realizada por método colorimétrico, Biureto, usando o
equipamento COBAS MIRA PLUS (Roche Diagnostics).

Grupos Experimentais.

Os grupos de animais tratados receberam injecdo intraperitoneal (IP) de
extrato aquoso de B. trimera nas concentracdes de 200, 400 ou 800mg/kg de peso,
30 minutos antes da indug&o da pleurisia pela Carragenina. Os ratos do grupo de
inflamacao receberam injecéo IP de solugéo salina 30 minutos antes da inducéo da
pleurisia pela Carragenina, enquanto que ratos do grupo controle receberam
solugéo salina administrada IP e intrapleural (IPL). Todos os ratos foram mortos
quatro horas apés a inducéo da pleurisia e o exsudato coletado para analise.
Reagentes
MTT (3-[4-5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) foi obtido de
Acros Organica(USA). RPMI 1640, Fitohemaglutinina (PHA) e Azul de Trypan 0.2%
foram obtidos de Sigma Chemical Co. Ficoll Paque™ Plus obtido da Amersham
Biosciences. Microplacas foram obtidas de NUNC (USA). Unidades filtrantes
estéreis 0.22um foram obtidos de Millex (Brasil) e sulfato de Garamicina 2,7 mg/ml

de Schering-Plough.
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Preparacdo das Células Mononucleares de Sangue Periférico

As células mononucleares foram isoladas do sangue periférico de individuos
sadios por gradiente de centrifugacdo. Um total de 20 ml de sangue heparinizado
foi diluido 1:2 em RPMI 1640, a 7 ml desta mistura foram adicionados 3 ml de
Ficoll. Esta diluicdo foi centrifugada a 800 g em temperatura ambiente, durante 20
minutos. As células mononucleares, incluindo os linfocitos T, foram removidas da
interface através de pipeta estéril e lavadas duas vezes com solugcdo salina
tamponada (PBS). As células foram ressuspendidas a uma concentracao final de
1,6 x 10 ® cel/ml em meio RPMI 1640, suplementado com sulfato de garamicina 2,7
mg/ml e 20% de soro homadlogo. A contaminacdo com plaquetas desta preparacéo
foi < 1% e a viabilidade medida pela exclusdo de Azul de Trypan foi maior ou igual
a 95%.

Ensaio de Linfoproliferacao

O mitégeno Fitohemaglutinina foi usado para a proliferacdo de linfocitos. O
extrato aquoso de B. trimera foi adicionado ao meio RPMI suplementado e as
células mononucleares foram dispensadas diretamente nas diferentes
concentracdes de extrato, variando de 100mg/ml até 6,25 mg/ml, que foram
cultivadas em presenca de PHA (10ug/ml) em microplacas, a 37°C em 5% de CO,
em incubadora umidificada durante 96 h.

A proliferacdo dos linfécitos foi determinada pelo ensaio de MTT, como
descrito previamente [15]. O MTT foi dissolvido em RPMI 1640 a 5mg/ml e
adicionado a todas as cavidades do ensaio. As placas foram incubadas a 37°C por

4h e depois foi adicionado isopropanol a fim de dissolver os cristais azuis
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formados. Depois de alguns minutos as placas foram lidas em leitora Optica
Hyperon Microreader, usando filtro com comprimento de onda 540nm e filtro de
referéncia 650nm. Os resultados estdo apresentados em média de densidade
Optica £ DP de trés experimentos que foram realizados em triplicata .

Ensaio de Citotoxicidade

O extrato aquoso de B. trimera foi dispensado em RPMI 1640 e adicionado
diretamente as células mononucleares (1,6 x 10 ° cel/ml), que foram incubadas em
microplacas, a 37°C em 5% de CO, em incubadora umidificada durante 96 h. A
viabilidade celular foi medida por excluséo do Azul de Trypan, os resultados foram
expressos em percentagem de células viaveis + DP de trés experimentos que
foram realizados em triplicata.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média = DP. As diferengas estatisticas
entre os grupos foram determinadas pela andlise de Variancia (ANOVA)
complementada pelo teste Dunnet, utilizando-se o programa SPSS versao 11.5 .

P< 0,005 foi considerado significativo.
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Resultados

Todos os ratos tratados com Carragenina, desenvolveram pleurisia aguda
caracterizada por producdo de exsudato. No grupo inflamacédo, o volume de
exsudato foi de 1,07ml + 0,30, que foi significativamente maior do que o grupo
controle (0,008ml + 0,028) (Fig.1). Esta exsudacéo foi atenuada significativamente
com o pré-tratamento com o BTE nas concentracdes de 400 mg/Kg (0,58ml +
0,198) e 800 mg/Kg (0,52ml + 0,198) (Fig 1).

O numero total de leucécitos no exsudato do grupo inflamacdo (31,12 x
10¥mm? + 3,24) foi significativamente maior que o grupo controle (2,52 x10°/mm?
*+ 0,86). O pré-tratamento com BTE nas concentracbes de 400 e 800 mg/Kg
atenuou significativamente o aumento do numero de leucdcitos, provocado pela
Carragenina (22,25 x10¥mm? + 4,08 e 18,57 x10°/mm?® +1,48, respectivamente)
(Fig 2).

Os leucdcitos presentes no liquido pleural do grupo controle apresentaram
49,96% = 3,18 de PMNs. Este percentual aumentou significativamente nos ratos do
grupo inflamacgéo, que apresentaram 80,26 % + 5,98. O pré-tratamento com BTE
diminuiu significativamente o percentual de PMNs em comparacdo ao grupo
inflamacdo, mostrando que os ratos pré-tratados com BTE 200mg/Kg apresentam
72,77 % = 2,80 de PMNs, com BTE 400mg/Kg apresentam 68,49% + 3,08 e com
BTE 800mg/Kg apresentam 66,57%zx 2,20 (Fig 3).

Um dos parametros caracteristicos do exsudato é a sua concentracdo de

proteinas. O tratamento com Carragenina provocou um aumento significativo na
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concentracdo de proteinas do grupo inflamacdo (1,58g/dl + 0,25) quando
comparado com o grupo controle (0,16g/dl = 0,09). Nos grupos que foram pré-
tratados com BTE o0s niveis proteicos foram significativamente mais baixos,
apresentando uma concentracdo de proteinas de 1,24 g/dl + 0,25 para o grupo que
recebeu BTE 200 mg/Kg; 1,14 g/dl £ 0,30 para o grupo que recebeu BTE
400mg/Kg e 0,94 g/dl £ 0,12 para o grupo que recebeu BTE 800mg/Kg (Fig. 4).

O efeito do extrato aquoso de B. trimera na proliferacéo de linfocitos in vitro,
estimulada pela PHA é apresentado na Fig. 5, que mostra que as concentracdes
de 100, 50 e 25 mg/ml de BTE reduzem significativamente a linfoproliferagéo.
(p<0,05). Para determinar se este efeito inibidor era devido & morte celular, a
viabilidade celular foi avaliada.

A Fig. 6 mostra uma reducao significativa da viabilidade celular pelo extrato

de B. trimera, nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/ml.(p<0.05).
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Discussao

A injecdo de Carragenina na cavidade pleural de ratos causa uma resposta
inflamatéria aguda. Durante o processo inflamatorio, 4gua, proteinas plasmaticas e
leucécitos migram para as areas de dano tecidual, sendo este recrutamento das
células inflamatorias dependente de fatores vasoativos e quimiotéticos, que
aumentam o fluxo sanguineo e a permeabilidade vascular promovendo a exudagao
dos leucdcitos da circulacdo para os tecidos. [16] A inflamacdo pulmonar é
caracterizada usualmente por extensa infiltracdo do tecido por PMNs.[17]

Os resultados deste estudo indicam que o0 extrato aquoso de Baccharis
trimera exibe acdo antiinflamatéria no modelo experimental de pleurisia induzida
por Carragenina em ratos. O acumulo de liquido e a infiltragdo de leucécitos no
tecido pulmonar foram atenuados quando foi administrado o extrato de B. trimera
nas concentracoes de 400 e 800 mg/Kg, 30 minutos antes da injecdo de
Carragenina. Nestas doses 0 extrato causa uma significativa inibicao do afluxo de
células e reducdo de liquido dentro da cavidade pleural. Além disso, 0 extrato
aquoso de B. trimera, diminui significativamente o afluxo de PMNs e proteinas nas
trés doses estudadas. Estes resultados confirmam estudos anteriores [7] onde uma
fracdo butandlica derivada do extrato aquoso de B. trimera, produziu uma forte
inibicio do edema de pata induzido por Carragenina e Dextran. Os autores
sugerem que a atividade antiinflamatéria de B. trimera é devida, pelo menos em
parte, a alteracbes na biossintese de prostaglandinas via bloqueio da

Cyclooxygenase, mesmo que outros mecanismos também parecam estar
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envolvidos, entretanto o mecanismo deste efeito antiinflamatorio ndo esta claro,
necessitando estudos mais aprofundados.

Avancos feitos nos ultimos anos no entendimento das bases celulares e
moleculares da resposta imune e na identificacdo de pequenos peptideos capazes
de regular este processo, tornam possivel alterar a resposta imune em favor do
estado de saude [14]. A eficiéncia terapéutica de algumas ervas pode ser mediada
em parte por sua influéncia na resposta imune, o que pode ocorrer porque muitas
plantas podem afetar esta resposta através de sua capacidade antiinflamatéria
[18].

Achados recentes tém demonstrado que algumas plantas possuem
componentes citotoxicos que podem ser usados na resposta a infec¢des fungicas
ou ainda que possuem atividade antitumoral. Varias espécies de Baccharis contém
tricotecenos macrociclicos que apresentam alta toxicidade frente a organismos
eucariotos [19].

Este estudo demonstrou que B. trimera possui efeito antiinflamatério na
pleurisia induzida por Carragenina em ratos, caracterizado pela diminuicdo na
contagem total de células, na percentagem de PMNs e na concentracdo proteica
do exsudato coletado. Apesar destes resultados, observou-se no ensaio in vitro,
que as concentragdes do extrato que inibiam a proliferacdo estimulada de linfécitos
eram as mesmas que diminuiam significativamente a viabilidade celular.

Esta atividade citotdxica poderia ser explicada pela presenca de flavondides,
que possuem atividade antioxidante e habilidade de modular varias enzimas e

receptores celulares [20].
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Os dados obtidos neste estudo demonstram vérias atividades funcionais da
planta que afetam a estimulagdo ou inibicdo das células, o que indica a
necessidade de estudos mais aprofundados, a fim de estabelecer a relevancia do
possivel efeito inibidor da linfoproliferacdo e da citotoxicidade do extrato aquoso de
B. trimera bem como, os mecanismos de seu efeito antiinflamatério e sua acao

terapéutica.
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Volume do Exsudato
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Fig. 1. Efeitos de B. trimera no volume de exsudato na pleurisia induzida por
Carragenina em ratos. Detalhes do experimento estdo descritos em Materiais e
Métodos. Valores s&o expressos em média £ DP. O asterisco indica diminuicdo
significativa do volume quando comparado ao grupo Inflamac&o. O simbolo #

indica valores elevados, se comparado com o grupo controle (p<0.05).
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Contagem de Células
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Fig. 2 Efeitos de B. trimera no namero total de células no exsudato na pleurisia
induzida por Carragenina em ratos. Detalhes do experimento estdo descritos em
Materiais e Métodos. Valores sdo expressos em média = DP. O asterisco indica
diminuicdo significativa do numero de células quando comparado ao grupo
Inflamac&o. O simbolo # indica valores elevados, se comparado com 0 grupo

controle (p<0.05).
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Fig. 3. Efeitos de B. trimera na percentagem de PMNs no exsudato na pleurisia
induzida por Carragenina em ratos. Detalhes do experimento estdo descritos em
Materiais e Métodos. Valores sdo expressos em média £ DP. O asterisco indica
diminuicdo significativa da percentagem de PMNs quando comparada ao grupo

Inflamacdo. O simbolo # indica valores elevados, se comparado com 0 grupo

controle (p<0.05).
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Niveis de Proteinas
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Fig. 4: Efeitos de B. trimera no nivel de proteinas no exsudato na pleurisia induzida
por Carragenina em ratos. Detalhes do experimento estdo descritos em Materiais e
Métodos. Valores sdo expressos em média + DP. O asterisco indica diminui¢cao
significativa dos niveis de proteinas quando comparados ao grupo Inflamacdo. O

simbolo # indica valores elevados, se comparado com o grupo controle (p<0.05).
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Ensaio de Linfoproliferacéo
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Fig. 5 Efeito imunomodulador de B. trimera na linfoproliferacdo estimulada por PHA
in vitro. Resultados estdo expressos em média de densidade O&ptica
+DP.Concentracfes entre 100mg/ml até 25 mg/ml mostram diminuicdo significativa
da linfoproliferacéo, se comparada ao controle estimulado, indicada pelo asterisco.
(p<0.05). O simbolo # indica a diferenc¢a significativa entre o grupo PHA e grupo

controle (p<0.05).
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Viabilidade Celular
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Fig.6 Efeito de B. trimera na viabilidade celular, in vitro. Resultados estao
expressos em percentual médio de células viaveis £+ DP. Concentracdes de 100, 50
e 25 mg/ml mostram reducdo significativa na viabilidade celular, quando

comparada com o grupo controle, indicada pelo asterisco (p<0.05).
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Conclusoes

Com o presente estudo podemos concluir que:

O extrato aquoso de Baccharis trimera, nas concentragbes de 400 e
800mg/Kg de peso de rato, reduz os niveis séricos das enzimas hepaticas, no
modelo experimental de lesdo hepética induzida pela tioacetamida, apresentando
efeito hepato protetor. Este efeito ndo foi detectado através de analise histolégica.

O extrato aquoso de Baccharis trimera reduz parametros inflamatérios como
volume de exsudato, numero total de células, percentual de leucdcitos
polimorfonucleares e niveis de proteinas, na pleurisia induzida por Carragenina em
ratos demonstrando possuir efeito antiinflamatorio.

O extrato aquoso de Baccharis trimera, nas concentracfes de 25, 50 e 100
mg/ml  reduz significativamente a linfoproliferacdo  estimulada pela
fitohemaglutinina. Esta reducéo € devida a morte celular, evidenciando uma acao
citotoxica da planta, o que mostra a necessidade de mais pesquisas neste campo,

motivando estudos da acao do extrato frente a outras células.



