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Resumo

Compostos bioativos derivados da proépolis tém
demonstrado efeitos terapéuticos promissores.
Neste estudo, demonstramos o efeito anti-
inflamatério da bacarina. Os animais inflamados e
tratados com bacarina demonstraram redugéo de
neutréfilos e mediadores inflamatérios. Assim,
esses dados sugerem que a bacarina regula a
migragdo celular, o que se correlaciona com
resultados favoraveis em modelos de inflamacgéao
aguda.

Introducgao

A inflamagado é um processo complexo que opera
em resposta a estimulos nocivos e danos aos
tecidos (MEDZHITOV, 2008). A inflamacéao aguda
é caracterizada pela infiltragado tecidual e acumulo
de leucécitos, principalmente de neutréfilos e
mondcitos, aumento da permeabilidade vascular
que promove extravasamento de proteinas e
formacao de edema (CHEN et al., 2007; ROCK et
al., 2010). As alteracbes observadas ocorrem
devido a produgao e liberagdo de mediadores
pré-inflamatérios (por exemplo, TNF-a, IL-18, IL-
6, prostaglandinas) e anti-inflamatérios (por
exemplo, IL-10, TGF-B, leucotrienos) (CHEN et
al., 2007). No entanto, a inflamagéo excessiva ou
desequilibrada pode levar a danos nos tecidos e
tornar-se contraproducente.

As plantas medicinais e seus constituintes
naturais tém sido utilizados em todo o mundo na
medicina  popular, para tratar processos
inflamatérios de diversas origens. Particularmente
no Brasil, espécies endémicas de plantas ou seus
extratos s&o amplamente utilizados pelas
comunidades tradicionais, com o mesmo objetivo
(de SOUZA et al., 2004; HOLETZ et al., 2002; de
MELO et al., 2011).

A propolis tem uma composigdo quimica bastante
complexa e variada. A propolis verde ¢é
denominada “verde” devido a sua origem botanica
da espécie Baccharis dracunculifolia (alecrim do
campo), planta nativa brasileira, amplamente
distribuida em Sao Paulo e Minas Gerais (PARK
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et al., 2004). Varias espécies de Baccharis vem
sendo estudadas, e tém demonstrado atividades
bioldgicas, tais como, antimicrobiana (SALOMAO
et al., 2004), anti-inflamatéria (PAULINO et al.,
2005), antioxidante (NAKANISHI et al., 2003) e
antitumoral (AKAO et al., 2003). Mais
especificamente, na medicina popular, a espécie
Baccharis dracunculifolia, esta sendo usada para
o tratamento de doengas inflamatérias
gastrointestinais (COSTA et al., 2019). Estudos
demonstraram que os principais compostos da
prépolis verde sédo bacarina, artepilina C e acido
cumarico, e tém sido associados a efeitos
antitumoral, especialmente contra linhagens
celulares de cancer de mama e de préstata
(ENDO et al. 2014; PENNING 2017;
RODRIGUES et al., 2019).

Apesar do crescimento da investigacdo com
produtos naturais para efeitos de tratamento de
inUmeras doengas (MARCUCCI et al., 2001), até
0 momento, nada se sabe sobre a participacédo do
composto bacarina, isolado da prépolis verde
(Baccharis dracunculifolia) frente a inflamagao
aguda.

Objetivos

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito anti-
inflamatoério da bacarina, isolada da propolis
verde, Baccharis dracunculifolia, na cavidade
estéril, utilizando-se o modelo air pouch, em
camundongos.

Objetivos especificos

v' Verificar a migragdo leucocitaria apds a
administragdo da bacarina em cavidade
inflamada,no fluido da bolha;

v' Avaliar a inducdo do edema através da
quantificagdo de proteinas totais;

v' Quantificar a produgdo de mediadores
inflamatoérios (IL-6, IL-13, TNF-a);

v' Analisar e quantificar as células do tecido
subcuténeo.
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Materiais e Métodos

Animais: Camundongos da linhagem Balb/c,
pesando aproximadamente 20 g, foram mantidos
no biotério do Centro Universitario Barao de
Maua, em ambiente com umidade, onde
receberam dieta padrdo e agua livre. Todos os
procedimentos foram executados de acordo com
as normas éticas estabelecidas pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL/COBEA) e os protocolos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa e Experimentacdo animal (CEPAN), do
Centro Universitario Bardo de Maua de Ribeirao
Preto sob protocolo de niumero 346/19.

Isolamento e preparo do composto bacarina:
Um quilograma de prépolis verde, fornecidas pela
empresa Apis Flora Ltda foram congeladas,
pulverizadas em moinho de facas e submetidas a
maceragdo em solugdo hidroalcodlica 7:3,
seguida de percolagdo, a cada trés dias, por trés
vezes consecutivas. A solugdo hidroalcodlica
obtida foi devidamente filtrada e evaporada em
rotaevaporador e, em seguida, liofilizada com a
finalidade de se obter o extrato hidroalcodlico
bruto. O extrato obtido foi posteriormente
submetido tanto a cromatografia liquida a vacuo
(CLV), quanto a cromatografia contracorrente de
alta velocidade (HSCCC - High Speed counter
current Chromatograhy). As fragbes obtidas foram
reunidas e purificadas em sistema preparativo
CLAE-UV  (Shimadzu), utilizando  coluna
preparativa C8 (Shimadzu Shim-pack prep.-ODS)
e sistema de eluicdo por gradiente MeOH/agua,
fornecendo cerca de 0,5 g de bacarina pura. O
composto bacarina foi cedido pela Profa Dra
Vanessa Leiria Campo, em colaboragdo com a
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — FCFRP-USP. O composto foi
suspendido em 997uL de PBS 1x (tamp&o de
fosfato salino) e 3 yL de DMSO (dimetilsulféxido)
- final concentragédo 1mg/mL).

Indugdo de air pouch e injegao de estimulos
na cavidade: Este modelo consiste da formagao
de uma cavidade artificial no dorso dos animais a
partir da injecdo subcutdnea de ar estéril
Inicialmente, os animais foram anestesiados via
intraperitoneal (i.p.) com xilasina (15 mg/kg) e
quetamina (80 mg/kg). Depois foi injetado 3 mL
de ar estéril no dorso dos animais via subcutanea
com uma agulha de 25 G através de um filtro
estéril (Millex GV 0.22 Im—Merck Millipore Ltd,
Tullagreen, IRL). O dia da injegéo foi considerado
como o primeiro dia. Trés dias apds, foram
injetados mais 2 mL de ar estéril. No sexto dia
apdés a primeira inoculagdo de ar, os animais
receberam 500 yL de PBS ou lipopolissacarideo
(LPS) dentro do airpouch (FRONZA et al., 2016).
E apds 1 hora, um grupo de animais foi tratado ou

ndo com a bacarina (500 pg/kg). Controles
receberam apenas PBS estéril. Grupo controle
(sem estimulo inflamatério): recebeu 1 mL de
PBS e 1 hora depois mais 1 mL de PBS; Grupo
LPS: recebeu 1 mLde LPS na concentragao de 1
pg/mL e 1 hora depois, recebeu 1 mL de
PBS;Grupo LPS+bacarina: recebeu 1 mL de LPS
na concentracdo de 1 uyg/mL e 1 h depois, 1 mL
de solugdo contendo bacarina na concentragao
de 500 pg/kg. Apds 4 h da ultima injegéo, os
animais foram eutanasiados em cadmara de CO; e
as bolsas lavadas com 2 mL de PBS estéril. Com
auxilio de uma pipeta ou ponteira de 1000 pL, os
lavados foram coletados e utilizados para
contagem total e diferencial de células. Apds
centrifugacdo dos lavados, os fluidos foram
guardados a -20°C para posterior quantificagéo
de proteinas e citocinas. As bolhas foram
coletadas para andlise histopatolégica da pele
subcutanea. Os experimentos foram realizados
duas vezes.

Avaliagao do acumulo de leucécitos dentro da
cavidade da bolha (air pouch): Apos a
eutanasia dos animais, 2 mL de PBS estéril foram
injetados dentro da bolha, a qual foi massageada
gentilmente por 1 minuto. O Lavado da Cavidade
(LC) foi coletado individualmente e conservado
em gelo. Para contagem do numero total de
células presentes no LC, foram retiradas 20 L de
cada amostra, as quais foram diluidas em 380 pL
de solugédo de Turk. A contagem diferencial das
células foi feita em esfregacos, preparados em
citocentrifuga e corados pelo corante Pandtico
(Laborclin, Parana, Brasil). Foram contadas 100
células em diferentes campos, com aumento de
100x, em microscopio 6ptico.

Quantificagdo de citocinas por ensaio
imunoenzimatico (ELISA): Os sobrenadantes da
cavidade de ar foram empregados para avaliagéo
de producédo das citocinas IL-1p e IL-6 (R&D
Systems, Minneapolis, EUA). As concentragdes
foram determinadas empregando anticorpos de
captura, citocinas/quimiocinas-padrao e
anticorpos associados a biotina e amplificados
com estrepto-avidina-peroxidase. Como substrato
foi utilizado tetrametilbenzidina (TMB) e a reagao
foi bloqueada adicionando acido sulfdrico 1M
(H2SO,4) aos pogos. A leitura das amostras foi
feita em filtro de 450 nm. As concentracdes de
citocinas foram determinadas utilizando uma
curva padrao criada com a citocina recombinante
adequada (expressos em pg/mL).

Quantificagdo de proteinas: O extravasamento
de proteinas foi avaliado no sobrenadante livre de
células pelo método de Bradford, empregando
“kit” comercial (Pierce, Rockford, USA), conforme
especificagdes do fabricante.
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Histopatologia: A andlise morfométrica das
bolhas foram realizadas utilizando o programa
LeicaQwin (Leicalmaging Systems Ltd,
Cambridge, Inglaterra) em conjunto com um
microscopio  Leica  (Leica DMR, Leica
Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar,
Alemanha), videocdmara (Leica DC300F, Leica
Microsystems AG, Heebrugg, Suica) e um
computador on-line. Foram utilizados os
cortescorados com HE, para verificacdo e
quantificacdo do numero de células.

Analises estatisticas: Os resultados obtidos nos
diferentes experimentos foram analisados por
teste  ANOVA seguido do pods-teste de
comparagdes Multiplas de Newman-Keuls. Para
comparacgao entre duas amostras ndo pareadas,
sera utilizado o test t-Student. A significancia
estatistica sera considerada para valores de p<
0.05.

Resultados

Embora diferentes compostos isolados da
propolis verde exibam propriedades anti-
inflamatorias, os mecanismos responsaveis por
esses efeitos sdo desconhecidos. Para investigar
se a infiltracdo de leucdcitos nos focos
inflamatérios é afetada, usamos o modelo de
bolsa de ar da inflamagdo induzida por LPS.
Primeiro, observamos que o composto bacarina,
per si, ou seja, sem estimulo inflamatério, induz
recrutamento para a cavidade estéril, quando
comparado ao controle PBS (Fig. 1B). Entretanto,
nas bolsas inflamadas, demonstramos que a
bacarina diminuiu o recrutamento de leucécitos
(Fig. 1A), principalmente de neutrdfilos (Fig. 1B),
quando comparado aos animais que receberam
apenas o estimulo inflamatdrio (LPS).

Figura 1. Bacarina diminui leucécitos em bolsa de
ar inflamada. Bolsas de ar foram inoculadas com
solugdo de salina tamponada (PBS, 1 mL/bolsa) ou
com LPS (1ug/mL), e ap6s 1h, os animais receberam
ou ndo na bolha, a injegcdo com bacarina (500 pg/kg,
com volume de 1mlL/bolha). Apdés 4 horas, (A)
Leucécitos e (B) neutrodfilos foram contados no lavado
da bolsa de ar apds coloragdo, conforme descrito em
Material e Métodos. Os resultados sdo apresentados
como média + SEM (n=5), comp<0.05 de acordo com
ANOVA.*PBS ou LPS versus bacarina; *LPS versus
LPS+Bacarina.
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Altas quantidades de proteinas totais acumuladas
nos sitios inflamatérios €& conhecida como
consequéncia do aumento da permeabilidade
vascular, refletindo a formagdo de edema. Como
esperado, o estimulo LPS induziu aumento
significativo nos niveis de proteina total, enquanto
que a bacarina suprimiu a formacdo de edema
comparado ao estimulo inflamatério (Fig. 2A). E
importante ressaltar que a bacarina também
diminuiu a produgéo de IL-6 (Fig. 2B) e IL-18 (Fig.
2C) nos animais do grupo LPS+bacarina
comparados ao grupo dos animais inflamados.
Essas citocinas desempenham papéis
importantes nos diferentes processos, como
recrutamento de neutrofilos (Fig. 1B) e formagéo
de edema (Fig. 2A).

Figura 2. Bacarina diminui a produgao de proteina
total, IL-1B e IL-6 no sitio inflamatério. Bolsas de ar
foram inoculadas com PBS (1 mL/bolsa) ou com LPS
(1 pg/mL com volume de 1mL/bolha) e, apds 1 hora, foi
inoculado na bolsa PBS ou bacarina (500 pg/kg com
volume de 1mL/bolha), conforme descrito em Material e
Métodos. Apds 4 horas da ultima inoculagdo, o lavado
da bolha foi coletado e centrifugado para dosagem de
(A) proteina total pelo método de Bradfort; e dosagem
de citocinas, (B) IL-1B ¢(C) IL-6 pelo método de ELISA.
Os resultados s&o apresentados como média + SEM (n
= 5). Andlise estatistica significativa para p< 0.05,
utilizando o teste one-way ANOVA.*PBS versus LPS;
#LPS versusLPS+bacarina.
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Por fim, nés demonstramos o numero de células
presentes no tecido subcuténeo (na bolha) apos a
injegdo do composto bacarina, em animais
inflamados ou n&o, conforme metodologia
apresentada acima. Podemos observar na figura
3 que o numero de neutréfilos presentes na bolha
diminui no grupo de animais inflamados que
receberam bacarina, quando comparado ao grupo
LPS. Entretanto, o numero de macréfagos nao
demonstrou alteracdo em nenhum grupo
estudado. Em conjunto, esses resultados
demonstraram que o composto bacarina diminuiu
a inflamacéo induzida pelo LPS.

Figura 3. Analise morfométrica das bolhas. O
numero de células (neutréfilos e macréfagos) na bolha
foram contados apds coloragdo com HE, conforme
descrito em Material e Métodos. Os resultados sdo
apresentados como média + SEM (n=5), comp<0.05 de
acordo com ANOVA.*PBS ou LPS versusbacarina;
*LPS versusLPS+Bacarina.
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Discussao

A busca de novos compostos com atividade anti-
inflamatéria com efeitos colaterais minimos é um
desafio. Muitas fontes naturais inexploradas com
atividade biologica significativa estimulam a
pesquisa para preencher essa lacuna. Neste
estudo, confirmamos que bacarina exibe
propriedades anti-inflamatérias no modelo de air
pouch. No entanto, estudos futuros séo
necessarios para identificar compostos
especificos e as atividades biolégicas associadas,
para entender seus mecanismos de agdo. O
impacto significativo da inje¢cdo de bacarina apos
0 desafio com LPS, um modelo agudo de
inflamacdo, indica um efeito rapido capaz de
regular o recrutamento de neutrofilos, a produgéo
de citocinas e a formacdo de edema. Esses
processos sdo criticos para o controle e
eliminagdo de patdégenos, mas respostas
desreguladas podem causar danos aos tecidos e
agravar a doenga (KOLACZKOWSKA and

KUBES, 2013; WRIGHT et al., 2010). IL-6 e IL-1B
sdo citocinas pleiotropicas que regulam uma
ampla gama de eventos bioldgicos, incluindo
diferenciacao celular, proliferagao,
desenvolvimento de tecidos e apoptose, além de
respostas imunes inatas e adaptativas (QU et al.,
2018; ZHANG et al. 2008). Além disso, essas
citocinas contribuem para o acumulo excessivo
de neutrofilos no tecido durante a inflamagao.
Durante a artrite reumatoide, os neutrdfilos
acumulam e destroem o tecido sinovial em
resposta ao TNF-a e IL-6 (HWANG et al., 2004;
TUDAN et al, 2000, VERRI et al, 2010).
Recentemente, foi demonstrado que a IL-1B é
necessaria para o acumulo de neutréfilos nos
pulmdes, formacdo de edema e morte (ZOCCAL
et al,, 2016). Nosso grupo demonstrou que o
extrato hidroalcodlico de Arctium lappa suprime a
inflamacédo causada por estimulo inflamatério,
com diminuicdo na produgdo de citocinas,
proteina total (NASCIMENTO et al., 2019). Os
dados aqui relatados também apoiam outros
achados que mostram o efeito benéfico dos
compostos bioativos isolados da propolis, B.
dracunculifolia, durante diversas doengas
inflamatérias (ENDO et al. 2014; PENNING 2017;
RODRIGUES et al., 2019; SALOMAO et al., 2004;
PAULINO et al., 2005; NAKANISHI et al., 2003;
AKAO et al., 2003; COSTA et al., 2019).

Conclusao

Dado que a inflamagao provoca alteragdes locais
nos vasos sanguineos e no recrutamento celular,
causando os sinais caracteristicos da doenga, a
busca por compostos terapéuticos & de extrema
importancia. Nossos resultados sugerem que o
composto bacarina, isolado da propolis verde,
tem atividade anti-inflamatéria (Fig. 4), podendo
ser considerado um agente promissor na
terapéutica de doengas inflamatérias agudas.

Figura 4. Figura esquematica dos resultados no
modelo de air pouch. Bacarina reduz a inflamagao
induzida pelo LPS, dado que observamos diminui¢cdo
na produgdo de citocinas inflamatérias (IL-6 e IL-1),
proteina total e recrutamento de neutréfilos quando
comparado ao grupo inflamado.
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