Efeito do composto “mais vida” na ativagao de macroéfagos de ratos diabéticos
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade funcional de macroéfagos de ratos
diabéticos, através da liberagao do anion superéxido, na presenga do composto “mais vida”. Os
animais foram divididos em dois grupos, controle (N=20) e diabético (N=20). Avaliou-se a glicemia,
massa corpérea e a liberagao de superdxido pelos macréfagos de bago de ratos. O composto
“mais vida” foi obtido através da mistura de extratos de sete plantas, sendo Orbignia martiana
Rodr., Tabebuia avellanedae L.G., Arctium lappa L., Rosa centifolia L., Maytenus ilicifolia Mart.,
Vernonia condensata Baker e Thuja occidentalis L. Observou-se que glicemia foi maior no grupo
diabético. A liberagao espontanea do anion superoxido pelos macréfagos foi menor no grupo
diabético. O composto “mais vida”, independente dos niveis glicémicos, aumentou a liberagao de
superéxido dos macréfagos. Quando as células foram estimuladas pelos extratos vegetais isolados,
também houve aumento na liberagéo do anion superdxido pelos macréfagos em ambos os grupos.
As maiores liberagdes de superdxido ocorreram quando os macréfagos foram estimulados pela
Thuja occidentalis L., Rosa centifolia L., Tabebuia avellanedae L.G. e Maytenus ilicifolia Mart.
Estes dados sugerem que a ativagdo de macrofagos pelo composto “mais vida” pode representar
um mecanismo alternativo de defesa para infecgdes em individuos diabéticos.
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ABSTRACT: Effects of "mais vida", a commercial natural mix, on the activation of
macrophages from diabetic rats. This study investigated the effects of “mais vida”, a commercial
natural mix, on macrophages functional activity as evaluated by the superoxide release in diabetic
rats. The animals were divided into two groups, control (N = 20) and diabetic (N = 20). This was
achieved by determining blood glucose weight and the superoxide released by spleen macrophages.
The “mais vida” mix was obtained by the combination of extracts from seven medicinal species,
which were: Orbignia martiana Rodr., Tabebuia avellanedae L.G., Arctium lappa L., Rosa centifolia
L., Maytenus ilicifolia Mart., Vernonia condensata Baker and Thuja occidentalis L. Blood glucose
levels were significantly higher (p<0.05) in the diabetic group, as compared to blood glucose
levels in the control group. Superoxide levels in macrophages isolated from normoglycemic rats
were higher than those obtained from diabetic animals. The “mais vida” mix, independently of
glycemic status, increased significantly the superoxide release in the macrophages. Each extract
by itself also increased the superoxide release by phagocytes in the macrophages in both groups.
The largest superoxide release occurred when the phagocytes were stimulated by Thuja occidentalis
L., Rosa centifolia L., Tabebuia avellanedae L.G. and Maytenus ilicifolia Mart. In addition, the
activation of macrophages by the “mais vida” mix may represent an additional protection mechanism
for diabetic individuals against infections.
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INTRODUGAO

Diabetes mellitus é doenga metabdlica
caracterizada por niveis elevados de glicose no
sangue. E o resultado da auséncia ou insuficiéncia
de secregao de insulina do pancreas, com ou sem
comprometimento concomitante de agao da insulina
(Baynes, 1999; Robertson, 2004; ADA, 2009) e tem
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sido associada as alteragdes no metabolismo (Balda
& Pacheco-Silva, 1999). Como consequéncia da
deficiéncia da insulina, observa-se alteragdes no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas
(Niemeijer-Kanters et al., 2001).

O diabetes mellitus também resulta em
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desequilibrio na razdo entre moléculas oxidantes e
anti-oxidantes, com aumento da concentragao de
radicais livres (Biondi-Zoccai et al., 2003). A
hiperglicemia crénica esta associada ao aumento da
producgéo de espécies reativas de oxigénio (Hayek et
al., 2005).

Os portadores de diabetes apresentam
reducdo na fagocitose, atividade microbicida,
liberacdo de enzimas lisossomais e produgao de
espécies reativas do oxigénio, com alteragbes nos
sistemas antioxidantes (Jakelic et al., 1995; Rocha
etal., 2002; Alba-Loureiro et al., 2006).

Desde tempos remotos, a utilizagao de
plantas com potencial terapéutico tem sido relatada
para varias doengas (Ferro, 2006). Embora os
resultados cientificos sobre os efeitos ainda séo
parcialmente compreendidos (Di Stasi, 1989).

Varios trabalhos relatam a utilizagao de
plantas capazes de estimular células imunes e atuar
como forma alternativa no tratamento as infeccgdes.
Na etnofarmacologia popular brasileira, mistura de
sete plantas tem se mostrado Util para a melhoria do
sistema imunoldgico, aumento da atividade celular e
redugdo de infecgbes. Esta mistura denominada
“mais vida” inclui a preparagao do extrato das plantas
babacgu (Orbignia martiana Rodr.), ipé-roxo (Tabebuia
avellanedae L.G.), bardana (Arctium lappa L.), rosa
(Rosa centifolia L.), espinheira santa (Maytenus
ilicifolia Mart.), boldo baiano (Vernonia condensata
Baker), tuia (Thuja occidentalis L.). O composto “mais
vida” tem sido utilizado como potente imunoestimulador,
capaz de estimular a producao do anion superdxido
pelos fagécitos do sangue humano. A ativagao
funcional celular pelo composto “mais vida” esta
associada aos mecanismos de defesa do organismo
(Corréaetal., 2006; Franca et al., 2010). Esta ativagdo
pode ser avaliada pela quantificacdo do consumo de
oxigénio (Pick & Mizel, 1981) ou pela formagéo de
derivados do metabolismo oxidativo celular, entre
estes o anion superéxido (Franga et al., 2009;
Honorio-Franga et al., 2009).

Por outro lado, as disfungbes fagocitarias e
alteragcdes na geragdo do anion superoxido sao
atribuidas como fatores importantes que contribuem
para a geragao das doencas infecciosas (Larijani et
al., 2007).

Trabalhos experimentais em ratos com
diabetes demonstram que ha redugao na producao
de anticorpos e menor atividade de linfocitos T
(Hondrio et al., 1996), diminuicdo da atividade
fagocitica (Panneerselvam & Govindasamy, 2003),
alteragbes na quimiotaxia (Fortes, 1991;
Panneerselvam & Govindasamy, 2003), redugao de
peroxido de hidrogénio (Alba-Loureiro et al., 2006),
aumento do estresse oxidativo (Aksoy et al., 2003) e
alteragdes na liberagao do anion superéxido (Franga
etal., 2009), sendo estas disfun¢bes associadas ao

aumento dos niveis glicémicos.

A importancia do composto “mais vida” como
potente imunomodulador (Corréa et al., 2006; Franga
etal., 2010), bem como de outras plantas (Kuhlwein
et al., 2001), tem sido relatada com capacidade de
ativar o sistema imune, porém os efeitos sobre
individuos diabéticos ainda nao foram elucidados.

Assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade funcional de fagécitos de
ratos diabéticos, através da liberagdo do anion
superoéxido, na presenga do composto “mais vida”.

MATERIAL E METODO
Animais

Foram utilizados 40 ratos Wistar, com trés
meses de idade, pesando entre 200 a 250 g. Durante
o periodo experimental, a temperatura do biotério foi
mantida a 21% 1°C, com alternancia automatica, em
periodo de 12 horas, de claro-escuro. Os animais
receberam agua e ragao ad libitum.

Inducéao do Diabetes mellitus

Antes da inducao do diabetes os animais
permaneceram 12 horas em jejum. A indugéo foi
realizada com a injec¢ao intravenosa de aloxana (42
mg kg' de peso) em dose Unica na regido mediana
da cauda. Os animais sorteados para compor o grupo
controle receberam solugao fisiolégica a 0,9%, em
volume igual ao de animais tratadas com aloxana com
peso equivalente. O periodo diabetogénico, com a
comprovacgao da inducao do diabetes ocorreu 15 dias
apods a inducado da aloxana, com a afericdo da
glicemia. O diabetes foi confirmado pela presenga de
hiperglicemia (maior que 120 mg dL"), através do uso
do glicosimetro Accu-Check Advantage com as fitas
glicotestes (Roche).

Delineamento experimental

Os animais foram divididos em dois grupos,
Grupo controle (N= 20) e Grupo diabético (N=20). O
periodo experimental foi de 21 dias, sendo a glicemia
e massa corporea determinadas nos seguintes
intervalos: 1, 7, 14 e 21° dias apds o periodo
diabetogénico. Amédia glicémica foi calculada através
de todos os valores glicémicos obtidos durante todo
0 experimento.

Na manha do 212 dia, os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg kg™
de peso do rato, intraperitoneal) e submetidos ao
procedimento cirurgico. O bago foi retirado, mantido
em Solugdo Tampéo Fosfato (PBS), para posterior
separacgao de células e determinacao da liberagao
de anion superoxido. Apds a retirada do bago os
animais foram sacrificados. Todos os procedimentos
deste trabalho de pesquisa foram avaliados e
aprovados pelo Comité de Etica Institucional.
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Preparacdo da mistura fitoterapica (“mais
vida”)

A mistura “mais vida” é composta por folha
seca da Orbignia martiana, casca da Tabebuia
avellanedae, folha da Lappa major, pétalas da Rosa
centofolia, folna da Maytenus ilicifolia, folha da
Vemonia condensata e folha da Thuja occidentalis
(Corréa et al., 2006). O preparo da mistura envolveu
as etapas do processo de alcoolatura e processo de
destilagao.

Processo de alcoolatura

As alcoolaturas sédo formas farmacéuticas
obtidas pela ac¢ao dissolvente do alcool sobre uma
ou varias partes vegetais frescas. Foram preparadas
de acordo com Cddigo Farmacéutico Brasileiro
(Farmacopéia, 1959).

As partes vegetais foram maceradas
colocando-as em frascos de vidro de boca larga,
sendo 200 g da planta para um litro de alcool 70%.
Os frascos foram tampados e a planta em maceragao
foi deixada por 30 dias em temperatura ambiente.
Durante os 10 primeiros dias os vidros foram agitados
uma vez ao dia. Apds esse periodo o preparado foi
filtrado utilizando filtro de papel.

Processo de destilagao

Os extratos sao preparagdes concentradas,
obtidas de drogas vegetais ou animais, frescas ou
secas, por meio de um dissolvente apropriado, seguido
de evaporagao total ou parcial e ajustagem do
concentrado a padrbes previamente estabelecidos.
Os extratos foram preparados de acordo com Codigo
Farmacéutico Brasileiro (Farmacopéia, 1959).

Com excecao da Thuja occidentalis as
amostras foram passadas em destilador, e foram
concentradas até a consisténcia xaroposa, em
temperatura até 60°C. Foi utilizado como conservante
o Nipagim.

Todas as plantas estdo depositadas no
Herbario da Reserva Ecocerrado Brasil, Araxa/MG,
Brasil, localizada a Latitude 19°36°47, 1" Longitude
47°08’°20, 9”, com 939 m altitude. O efeito
imunoestimulador da mistura fitoterapica foi avaliado
in vitro utilizando macréfagos de bago de ratos
diabéticos.

METODOS DE AVALIAGAO
Isolamento, purificagao e identificagao de
macréfagos
Os bacgos foram macerados em Solugao
Salina Tamponada (PBS) e os macréfagos separados
por gradiente de densidade com Ficoll- Paque 1.077
(Pharmacia). As células foram contadas em Camara
de Newbauer e as concentragdes ajustadas para
1x108 céls mL-'. Os macréfagos foram identificados
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em microscopio e a viabilidade foi verificada pelo
método de exclusdo por Trypan Blue, antes dos
procedimentos para dosagem do anion superoxido
(Hondrio-Franga et al., 1997).

Determinacao do anion superéxido

A dosagem do anion superodxido foi avaliada
pelo método do Citocromo C (Pick & Mizel, 1981). A
suspensao de células de bago foi ressuspendida em
0,5 mL de PBS glicosado contendo ferricitocromo C
(Sigma - concentracao de 2 mg mL-"). Aliberagao de
superoxido pelos macréfagos foi avaliada através de
incubacao destas células com Phorbol Miristrate
Acetate (PMA - Sigma, concentragao final de 107 M -
controle positivo); mistura fitoterapica “mais vida” (1g
mL-"); sete plantas isoladas (babacgu -Orbignia
martiana Rodr., ipé-roxo - Tabebuia avellanedae L.G.,
bardana - Arctium lappa L., rosa - Rosa centifolia L.,
espinheira santa - Maytenus ilicifolia Mart., boldo
baiano - Vernonia condensata Baker, tuia - Thuja
occidentalis L. , concentragao final de 1 g mL", de
acordo com padronizagao prévia por Cérrea et al.
(2006). Também um controle foi realizado incubando
0s macréfagos na presencga de PBS para verificar a
liberagdo espontdnea do anion superoéxido. As
suspensdes foram colocadas em placas de cultura
celular de 96 pogos, com volume de 150 pL por pogo
e deixadas em estufa a 37°C, durante 1 hora. Aleitura
foi feita em espectrofotdmetro de placa com filtro de
450 nm (Franga et al., 2009). A concentragédo do &nion
foi obtida atraveés da relagdo Concentragéo de O, =
DO/6.3 x 100.

Anadlise estatistica

Para as variaveis, glicemia, massa corpérea,
liberacdo do anion superdéxido utilizou-se a analise
de variancia (ANOVA) com o célculo da estatistica F,
sendo as diferengas minimas significativas calculadas
pelo método de Tukey (Zar, 1981). Todos os resultados
foram expressos como média £ SD. As estatisticas
foram consideradas significativas quando seu “p value”
foi menor que 0,05 (p<0,05).

RESULTADO
Confirmagéao do Diabetes

A confirmagéo do diabetes foi comprovada a
partir da glicemia avaliada em quatro momentos
durante os vinte e um dias de experimento no grupo
de ratos sensibilizados pela aloxana (Tabela 1). Nao
houve diferencga significativa (p>0.05) entre a massa
corporea de animais dos grupos controles e
diabéticos, ao longo do experimento.

O diabetes nédo alterou significativamente
(p>0.05) o numero e a viabilidade dos macroéfagos do
bago dos animais diabéticos induzidos pela aloxana
(Tabela 1).
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TABELA 1. Caracteristicas gerais de ratas sensibilizados por aloxana e ratas do grupo controle.

Parametros avaliados Grupo controle (N=10) Grupo diabético (N=10)
Glicemia (mg dL) 102,2 = 11,0 1956 + 17,3
Massa corporea (g) 2125 £ 3,0 192,0 + 8,1
Numero de macroéfagos (1x108 células mL-") 42 + 05 39 + 04
Viabilidade de macrofagos (%) 89 + 47 879 = 56

*p<0.05 (ANOVA) comparando o grupo de ratos controle com o grupo diabético induzido pela aloxana.

Liberagdao do anion superéxido

Aliberagao espontanea do anion superéxido
pelos macréfagos de bago do grupo controle (6,0 +
1,7) foi maior quando comparada a liberagédo do &nion
superéxido pelos macréfagos dos animais diabéticos
(3.6 £0,7-Figura 1).

O composto “mais vida” aumentou a liberagao
do anion superdéxido pelos macréfagos tanto no grupo
controle (15,5 £ 7,2) como do grupo diabético (16,2 +
4,5) com valores similares a liberagdo quando os
fagdcitos foram estimulados pelo PMA (controle
positivo — grupo controle 19,5 + 6.9; grupo diabético
18.5 +5.5). Nao houve diferenca significativa (p>0,05)
quanto a liberagdo do anion superoéxido pelos
macrofagos de ratos diabéticos e controles quando
estes foram estimulados pela mistura “mais vida”
(Figura 1).

Houve aumento na liberagdo do anion
superoxido pelos fagocitos de bago, em ambos os
grupos, na presenca de todos os extratos vegetais
individuais que compdem a mistura fitoterapica, ao

30
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se comparar a liberagao espontanea (Tabela 2).

Nao houve diferencga significativa (p>0,05)
entre a liberagdo do anion superodxido pelos
macréfagos de bago estimulados pelo babagu,
bardana e pelo boldo em ambos os grupos controle e
diabético quando comparados ao composto “mais
vida” (Tabela 2).

As maiores liberacdes de anion superoxido
ocorreram quando os fagdcitos foram estimulados
pela tuia, rosa, ipé-roxo e pela espinheira santa
quando comparados ao “mais vida” (Tabela 2).

DISCUSSAO

Diabetes mellitus é doenga metabdlica
caracterizada por hiperglicemia e esta associada as
infecgdes (Gallacher et al., 1995; Delamaire et al.,
1997; Rocha et al., 2002; Francga et al., 2009; Honorio-
Franca et al., 2009) As disfungbes fagocitarias e
alteragdes na geracdo do anion superéxido séo
atribuidas como importantes fatores que contribuem

I controle
[l Diabéticos

"Mais Vida"

FIGURA 1. Efeito do composto “mais vida”, PBS (controle) e PMA (107M - controle positivo) sobre a liberagao de
superéxido pelos macrofagos de ratos controles e diabéticos induzidos pela aloxana. Os resultados representam
amédia e o desvio padrao de 10 experimentos com células de diferentes animais. *p<0.05 comparando a liberagao
de superoéxido de células estimuladas com PMA ou “mais vida” com células na presenga de PBS, considerando o
mesmo grupo experimental. Tp<0.05 comparando o grupo controle com o grupo diabético induzido com Aloxana,

considerando o mesmo tratamento das células.
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TABELA 2. Liberagao do &nion em animais do grupo controle e animais do grupo diabético.

Liberagao do anion Superéxido

Controle(N=10)

Diabético(N=10)

Composto “Mais Vida”

Babagu (Orbignia martiana Rodr.)
Bardana (Arctium lappa L.)

Boldo (Vernonia condensata Baker)
Tuia (Thuja occidentalis L.)

Rosa (Rosa centifolia L.)

Ipé-Roxo (Tabebuia avellanedae L.G.)

Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia Mart.)

15,51 + 7,28 16,28 + 4,52
12,63 + 2,30 12,83 + 3,90
12,08 + 0,90 12,04 £ 0,85
21,83 £ 5,39 23,47 £ 1,95
37,06 = 3,62* 42,47 + 2,93*
37,60 = 3,62* 42,89 * 3,30*
29,86 + 1,10* 30,19 + 2,33
46,79 + 5,35* 49,67 + 1,42*

*p<0.05 (ANOVA) comparando o grupo de ratos controle com o grupo diabético induzido pela aloxana.

para a geragao das doengas infecciosas (Larijani et
al., 2007). No presente estudo experimental em
animais avaliou-se in vitro o efeito imunoestimulador
do composto “mais vida” em macrofagos de bago de
ratos diabéticos.

Os ratos com diabetes induzidos pela
Aloxana apresentaram hiperglicemia, no entanto, o
aumento dos niveis glicémicos n&o alterou o nimero e
a viabilidade dos macréfagos de bago. A hiperglicemia
interferiu na capacidade de ativagcdo destas células.
A liberacao espontanea de superoxido foi menor no
grupo diabético (p<0.05). Resultados similares foram
encontrados por Rocha et al. (2002) onde verificaram
reducdo na produgéo de espécies reativas do oxigénio
com alteragdes nos sistemas antioxidantes. Por outro
lado, trabalhos de Jakelic et al. (1995) e Alba-Loureiro
et al. (2007) observaram redugao na fagocitose e
atividade microbicida dos leucdcitos em pacientes
diabéticos, demonstrando uma relagao entre a
producao de radicais livres e a atividade funcional de
fagocitos.

No estresse oxidativo, as células séo
capazes de gerar grandes quantidades do radical
superoxido (Reiter, 1995; Robertson, 2004; Rodriguez
et al., 2004). A geragéo de radicais livres tem sido
reportada como importante mecanismo de defesa do
organismo durante os processos infecciosos,
principalmente em infecgbes intestinais (Hondrio-
Franca et al., 1997; Franga-Botelho et al., 2006).

No presente estudo verificou-se que o
composto “mais vida” atuou com modulador do
sistema imune, aumentando a liberagdo do anion
superoxido pelos macréfagos de ratos diabéticos. N&o
houve diferenca significante em relagéo a liberagao
do anion superoxido pelos macrofagos estimulados
pelo composto “mais vida” entre os animais do grupo
controle e do grupo diabético. Resultados similares
foram observados para macréfagos de sangue de
individuos normais por Corréa et al. (2006), que
encontraram uma ag¢ao imunoestimuladora na

producéo de anion superdxido pelos fagocitos do
sangue humano.

Quando os macrofagos séo ativados os
niveis de oxigénio reativo aumentam, incluindo H,O,,
os quais sdo conhecidos com a fungdo de modulador
celular (Kono et al., 1996). E conhecido o importante
papel que os macréfagos desempenham no
mecanismo de defesa frente as infecgcdes. A
modulagéo dos macréfagos em varias respostas
biolégicas tem sido associada a atividade
imunomoduladora (Kang et al., 2002).

Na literatura, varios trabalhos reportam a
funcao dos fagocitos frente as infecgdes, tendo-se
atribuido um importante papel aos radicais derivados
do oxigénio e seus possiveis moduladores (Babior et
al., 1978; Mundi et al., 1991; Asad et al., 1994;
Hondrio-Franga et al., 1997; Honorio-Franga et al.,
2009; Franga et al., 2011).

Neste trabalho quando se avaliou o efeito
isolado das plantas sobre a liberagao do anion
superoxido de macrofagos de ratos normais e
diabéticos verificou-se que houve ativacao
diferenciada. Quando os macréfagos, tanto do grupo
controle como do grupo diabético, foram estimulados
pela tuia - Thuja occidentalis L., rosa - Rosa centifolia
L., ipé-roxo - Tabebuia avellanedae L.G. e espinheira
santa - Maytenus ilicifolia Mart. houve maior liberagdo
de superéxido quando comparado a liberagao pelos
macrofagos estimulados pela mistura fitoterapica
“mais vida”.

Os principais efeitos isolados atribuidos a
cada uma destas plantas sao variados. A Tabebuia
avellanedae L.G. apresenta propriedades
etnoterapéuticas como antiinflamatéria e antitumoral
(Ogaetal., 1969; Souza et al., 1998), anticoagulante
(Block, 1974), imunoestimulante (Wong et al., 1994),
antimicrobiana (Avirutnant et al., 1983; Guiraud et al.,
1994). A Thuya occidentalis L. com propriedades
etnoterapéuticas como antiviral, antitumoral dentre
outras; Rosa centifolia L., calmante; Vernonia
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condensata Baker com propriedades analgésicas e
de protegao gastrica (Boorhem et al., 1999).

Na literatura, trabalhos reportam a efetividade
das plantas medicinais, sendo consideradas como
perspectivas para obtengédo de novas drogas para
melhora do diabetes mellitus (Hasani-Ranjbar et al.,
2008). Varios autores demonstraram efeitos benéficos
das plantas medicinais para o diabetes, principalmente
devido ao efeito hipoglicemiante (Asgary et al., 2008;
de Ventera et al., 2008; Hondrio-Francga et al., 2008;
Gbolade, 2009).

No presente trabalho, o composto “mais
vida” apresentou capacidade de estimular a atividade
funcional de fagdcitos de ratos diabéticos de forma
similar aos macréfagos de ratos controles,
demonstrando ser importante nos processos
infecciosos, uma vez que individuos diabéticos sao
mais susceptiveis as infecgoes.

Estes dados sugerem que o composto “mais
vida” é potente imunoestimulador, e que a ativacao
por esta mistura fitoterapica pode representar um
mecanismo alternativo de defesa para infecgbes em
individuos diabéticos.
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