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Resumo
A busca de novos fármacos capazes de combater patógenos negligenciados pela indústria farmacêutica se faz a partir de diversas fontes, principalmente plantas, das quais se procura obter extratos. O extrato da raiz Lonchocarpus cultratus têm mostrado uma promissora atividade tripanocida in vitro e estabelecer a sua citotoxicidade e a relação com o sistema imune é importante para futuros experimentos in vivo. Extratos da raiz de L. cultratus foram usados sobre macrófagos peritoneais de camundongos para avaliar possível ação imunoestimulatória dos mesmos. Para tanto, macrófagos murinos foram obtidos, plaqueados e uma vez as células aderidas, as mesmas receberam tratamento com diferentes concentrações dos extratos diluídos em meio RPMI. Após incubação, foi possível avaliar diferentes ações dos extratos. Os extratos metanólico e hexânico não afetaram a viabilidade dos macrófagos peritoneais, porém o diclorometânico foi tóxico. Extratos metanólico e hexânico não foram capazes de estimular a via do óxido nítrico, porém com diferentes intensidades estimularam a produção de H2O2 e O-2 e a retenção de lisossomos. 

Introdução
Os macrófagos possuem papel fundamental na resposta imunológica do hospedeiro, pois tem a habilidade de reconhecer, fagocitar e eliminar alguns patógenos. 

As plantas medicinais apresentam uma vasta variedade química e diferentes bioatividades. Lonchocarpus cultratus é uma planta pouco estudada, mas referenciando-se pelo seu gênero é possível saber que a quantidade de componentes químicos bioativos é grande e com alto potencial terapêutico (Borges-Argáez et al., 2009). 
Os testes de citotoxicidade e sua ação sobre macrófagos são importantes para avaliar o possível uso de um determinado composto em mamíferos. Testes recentes mostraram um potencial dos extratos de L. cultratus como anti-parasitário sobre Trypanosoma cruzi, o que indica a realização de um teste de citotoxicidade para prosseguir com a avaliação de seu potencial, além de verificar sua capacidade imunomodulatória, pela produção de moléculas inflamatórias por macrófagos confrontados com este extrato. 

Nesse contexto, o presente trabalho se propôs avaliar a ação do extrato da raiz de L. cultratus sobre macrófagos peritoneais de camundongos. 

Material e Métodos

Extratos hexânico (LCH), diclorometânico (LCD) e metanólico (LCM) da raiz de L. cultratus foram testados contra macrófagos peritoneais de camundongos que foram obtidos através da infusão de 8 mL de solução salina tamponada (PBS) estéril a 4 ºC na cavidade peritoneal de camundongos C57Bl/6 previamente eutanasiados com excesso de anestésico. Esse PBS foi retirado e a suspensão resultante foi centrifugada, sendo a seguir o “pellet” ressuspenso em meio RPMI. As células foram plaqueadas na concentração de 2x105 células por poço em placas de 96 poços ou 24 poços. Após a incubação por 2 horas, a 37 ºC sob 5% de CO2, as células não aderentes foram removidas por lavagem com PBS a 37 ºC e em seguida foi adicionado ao poço meio de cultura contendo diferentes concentrações (100 a 225 µg/ml) dos extratos diluídos em DMSO, meio de cultura como controle negativo, LPS (sonicado) e/ou PMA como controle positivo e somente DMSO como controle branco. Deixou-se o tratamento a 37ºC sob 5% de CO2 por 1, 24 ou 48 horas e então avaliou-se: citotoxicidade segundo Mosmann (1998), concentração de óxido nítrico (NO) segundo Green et al. (1982), ânion superóxido (O-2) e peróxido de hidrogênio (H2O2) segundo Pick & Mizel (1981), e a capacidade de retenção de lisossomos dos macrófagos conforme Borefreund & Puerner (1985).
Os dados obtidos foram submetidos à estatística analítica para comparação das médias, através do teste de ANOVA. Foi usado o programa GraphPad Prism, versão 5.0 e Microsoft Excel, ambos para plataforma Windows 10 da Microsoft, para a análise estatística.
Todos os procedimentos deste trabalho foram devidamente autorizados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Unioeste na data de 11/09/2015.
Resultados e Discussão
Os estudos foram iniciados determinando a viabilidade dos macrófagos peritoneais na presença dos extratos de L. cultratus e em caso de baixa citotoxicidade foi possível seguir com investigação acerca da capacidade dos extratos em ativar o sistema imune.

Pôde ser observado que o extrato diclorometânico foi tóxico para os macrófagos em todas as concentrações testadas, com viabilidade menor que 51%. Nos ensaios com os extratos metanólico e hexânico a viabilidade em ambos foi maior que o controle (100%), sendo que, segundo Yamassaki (2013) esse aumento da absorbância no ensaio do MTT em relação ao controle negativo não está relacionado a um aumento da viabilidade celular, mas sim com a maior capacidade metabólica de macrófagos ativados, uma vez que culturas primárias de macrófagos não são capazes de multiplicação durante o ensaio.

A avaliação quanto a atividade imunomoduladora dos extratos metanólico e hexânico foi a etapa seguinte, pois esses não apresentaram citotoxicidade. Ambos não foram capazes de estimular significativamente a produção de NO nas concentrações testadas. Não existem dados sobre a estimulação de macrófagos por extratos vindos de espécies do gênero Lonchocarpus, porém dados obtidos com outros extratos vegetais (Lopes, 2004), mostram que extratos de A. triplinervia e A. glandulosa também não mostraram produção de NO. Já os resultados acerca da produção do ânion superóxido pelos macrófagos mostram que ambos os extratos foram capazes de estimular significativamente (p<0,05), em uma maneira dose dependente, as células, como mostrado na Figura 1.
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Figura 1 – Produção de ânion superóxido por macrófagos peritoneais murinos tratados com extratos hexânico (A) e metanólico (B). Controle negativo contém somente meio de cultura, PMA foi utilizado como controle positivo e o meio contendo apenas DMSO, foi o controle branco. O símbolo * indica p<0,05.

Quando da dosagem de peróxido de hidrogênio, foi observado uma produção expressivamente maior que o controle, porém sem diferença estatística (p>0,05) entre os mesmos, não havendo aqui produção dose dependente. O teste de retenção de lisossomos mostra que os macrófagos se tornaram significativamente (p<0,05) mais ativados para a fagocitose, porém não dose dependente, com o uso dos extratos em relação ao controle. Estes dados sugerem que os macrófagos estimulados pelos extratos de L. cultratus estão utilizando uma via diferente de ativação, que não o NFκB utilizado para produção de NO, para secretar ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e estimular os lisossomos (Gabay et al., 2010).

Conclusões
Pode-se concluir que os extratos LCM e LCH não afetaram a viabilidade dos macrófagos peritoneais e o LDC foi tóxico, impedindo seu uso em futuros ensaios in vivo nas concentrações testadas. 

Os extratos LCM e LCH não possuem potencial imunoestimulador pela via de produção de NO, mas para H2O2, O-2 e retenção de lisossomos, podendo ser considerados moduladores da resposta imunológica, pois são capazes de ativar macrófagos por diferentes vias em testes in vitro, em diferentes proporções.
Futuros estudos devem ser realizados com concentrações menores dos extratos em questão e ensaiar um possível efeito imunossupressor.
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