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1. Introducéao

A Thuya occidentalis, € uma arvore nativa da Europa, da familia Cupressaceae,
utilizada amplamente em homeopatia e fitoterapia humana e veterinaria. Diversos
estudos tém indicado potenciais atividades imunoestimulantes e antivirais (EMEA,
1999; Naser et al., 2005). A Thuya occidentalis € muito utilizada na medicina humana
para o tratamento de verrugas e condilomas na pele e nas mucosas, sendo que 0s
pacientes se recuperam de dois a seis meses apds 0 uso continuo do medicamento
(Marins et al, 2006). Mais recentemente, vem sendo utilizada no tratamento do cancer,
no entanto, seu mecanismo de acao ainda permanece desconhecido (Torres et al.;
2016). Na Medicina Veterinaria, sua utilizacdo mostrou ser uma alternativa eficiente,
rapida e com um valor econdbmico bem acessivel para o tratamento da papilomatose
canina (Queiroz et al., 2015).

Estudos in vitro sobre suas ac¢des, demonstraram um aumento da proliferagao
de linfocitos T e da producéo de IL-2, a acdo antiviral também foi relatada, a partir da
inibicdo do HIV-1, in vitro, e experimentos in vivo em camundongos demonstraram o
aumento significativo de granulécitos segmentados e imaturos, células do baco e
leucécitos, particularmente do tipo CD-4 (EMEA, 1999; Naser et al., 2005), indicando
um potencial acdo imunoestimulante. TORRES et al., (2016) estudaram os efeitos das
fracOes de Thuya sobre o glioblastoma usando modelos in vitro e in vivo. E verificaram
que a fragcdo a/B-tujona diminuiu a viabilidade celular e exibiu potentes efeitos
antiproliferativos, pré-apoptéticos e antiangiogénicos in vitro. Ensaios in vivo
mostraram que a/B-tujona promoveu a regressao da neoplasia e inibiu os marcadores
angiogénicos VEGF, Ang-4 e CD31 no tumor.

Caruntu et al. (2020) listaram suas atividades biologicas ou propriedades como

antioxidante, anti-inflamatoéria, antibacteriana, antifingica, antiviral, antitumoral e
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hepatoprotetora. E seus constituintes (da planta desidratada) foram agrupados (por
esses autores) da seguinte forma: Oleos essenciais (Borneol, Canfeno, Fenchona,
Limoneno, Myriceno, a-Terpeno, Terpinoleno, Thujona (85% a-thujona e 15% B-
thujona), sendo este o composto principal (0,76-2,4%); Cumarinas (Acido p-
Cumarinico e Umbelliferona); Flavonoides (Kaempferol, Kaempferoll-3-O-a-
ramnosideo, Mearnisitrina, Myricetrina, Myricitrina, Quercetina, Quercitrina); Taninos
(Catequina e galocatequina) e Proantocianidinas (Procianidina B-3 e Prodelfinidina).

Entretanto, € importante ressaltar que ainda existe uma caréncia de estudos
experimentais sobre a utilizagdo da Thuya occidentalis como agente antiviral. Alguns
estudos sugerem que sua atividade antiviral estaria relacionada com a estimulacéo da
resposta imune, porém estudos devem ser realizados para a confirmacdo desta
hipétese (QUEIROZ et al., 2015). Caruntu et al. (2020), afirmam que nao existem
muitos estudos que tenham avaliado a atividade pré e/ou anti-inflamatéria dos
componentes de T. occidentalis.

A resposta inflamatéria envolve, entre outras células, a participacdo de
macrofagos, que, residentes nos tecidos, funcionam como células sentinelas que
identificam a presenca de microrganismos e/ou alteracdes celulares e respondem
secretando citocinas que iniciam e depois amplificam (macréfagos ativados) a
resposta protetora contra os microrganismos e/ou promovem a destruicdo celular
(Abbas, 2022). Quando ativados, os macrofagos secretam diferentes citocinas pro-
inflamatdrias, como TNF-a, IFN-y e interleucinas, que participam na regulacdo de
diversas reacOes durante o processo inflamatorio, agindo sobre diferentes células e
tecidos (Tizard, 2014). Algumas dessas citocinas atuam nas células endoteliais que
revestem 0s vasos sanguineos para aumentar o recrutamento de mondcitos e outros
leucécitos do sangue para locais de infeccBes (Abbas, 2022).

Tendo em vista a escassez de dados sobre a atividade imunomoduladora da
tintura de Thuya occidentalis, este estudo tera como objetivo estudar a expressao de
citocinas em linhagens continuas de macrofagos submetidos a diferentes

concentracdes do seu extrato.

2. Objetivos
- Determinar os niveis de expresséo das citocinas IL-1, IL-6, IL-12, IFNy, TNFa,
em linhagens de macrofagos submetidos a diferentes concentragcfes da tintura de

Thuya occidentalis.
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3. Metodologia

Todos os experimentos serdo desenvolvidos no Laboratério de Virologia e
Imunologia (LABVIR) da Faculdade de Veterinaria, da Universidade Federal de
Pelotas.

Inicialmente, serdo realizados testes de citotoxicidade in vitro com a tintura de
Thuya occidentalis, adquirida de fornecedor comercial. Para este fim, seréo
estabelecidos os cultivos celulares das linhagens de macréfagos. As linhagens
celulares que serdo utlizadas serdo a J774 e RAW 264 (ambas linhagens de
macrofagos murinos), com as quais a equipe do LABVIR ja tem experiéncia na
conducéo e realizacdo de estudos. ApGs o estabelecimento do cultivo celular, as
células serdo submetidas a diferentes concentracdes do extrato em diferentes tempos
de incubacgdo. Apds incubacédo, as células serdo congeladas a -80°C para posterior
extracdo de RNA. Apos, o DNA complementar (cDNA) serdo submetidos a gPCR para
avaliacdo da expressado génica das citocinas IL-1, IL-6, IL-12, IFNy e TNFa, e outras
utilizando primers especificos. As reacdes serao realizadas no equipamento StepOne
PLus®. Os resultados observados serdo submetidos a andlise estatistica para a

comparagéo entre os tratamentos e os controles.

4. Resultados esperados e perspectivas futuras

Atualmente, o projeto se encontra em fase de aquisicdo de reagentes e
padronizacao das técnicas a serem utilizadas no estudo. No entanto, sdo esperados
resultados promissores que indiqguem diferencas importantes na expressao das
diferentes citocinas em linhagem de macrofagos tratados ou ndo com extratos de
Thuya occidentalis. Os resultados irdo permitir, pelo menos parcialmente, um avanco
no entendimento do mecanismo de a¢ao imunomodulador do extrato em questao.
Experimentos futuros poderao incluir a avaliacdo dos extratos em outras linhagens
celulares, visando a complementacdo dos resultados e/ou elucidacdo do seu

mecanismo de acao.
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