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1. Introdugao

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 (NASER et
al., 2005). Suas atividades biolégicas, ou propriedades, sdo descritas como
antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana, antifungica, antiviral, antitumoral e
hepatoprotetora; e os constituintes (da planta desidratada) sdo os 6leos essenciais:
[Borneol, Canfeno, Fenchona, Limoneno, Myriceno, a-Terpeno, Terpinoleno, Thujona
(85% a-thujona e 15% B-thujona)]; 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) CARUNTU et al. (2020).

A T. occidentalis € muito utilizada na medicina humana para o tratamento de
verrugas e condilomas na pele e nas mucosas e, mais recentemente, vem sendo
utilizada no tratamento do cancer, embora o exato mecanismo de agédo ainda seja
desconhecido (TORRES et al.; 2016). Na Medicina Veterinaria, sua utilizagdo mostrou
ser uma alternativa eficiente, rapida e com um valor econémico acessivel para o
tratamento da papilomatose canina (QUEIROZ et al., 2015).

Estudos in vitro tém demonstrado um aumento da proliferagao de linfocitos T e
da producéo de IL-2 bem como uma atividade antiviral pela demonstragao da inibigao
do HIV-1, in vitro. Experimentos in vivo, em camundongos, demonstraram o aumento
significativo de granulécitos segmentados e imaturos, esplendcitos e leucdcitos,
particularmente, CD4+ (NASER et al, 2005), indicando potencial agéao

imunoestimulante. Em estudo dos efeitos das fragdes de T. occidentalis sobre o
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glioblastoma, foi verificado que a fragao a/B-tujona diminuiu a viabilidade celular e
exibiu potentes efeitos antiproliferativos, pré-apoptéticos e antiangiogénicos in vitro; e
0s ensaios in vivo mostraram que a/B-tujona promoveu a regressado da neoplasia e
inibiu marcadores angiogénicos como o VEGF, Ang-4 e CD31+ nas células tumorais
(TORRES et al., 2016).

Os fibroblastos s&o uma linhagem celular predominantemente mesenquimal que
€ responsavel por definir a topologia dos tecidos através da deposicao e
remodelamento de proteinas da matriz extracelular (MEC), embora também se
destaguem pela elevada capacidade de sintese de quimiocinas e fatores de
crescimento celular (BUECHLER et al., 2020); ja os macréfagos sao células que
atuam em processos de reconhecimento, fagocitose, apresentagcdo de antigenos e
producgao de citocinas (FRANKLIN, 2021). Essas citocinas e quimiocinas medeiam o
recrutamento de células imunes e estimulam mecanismos de controle de sinalizagao
intracelular que caracterizam o processo inflamatoério (TURNER et al., 2014).

Diante da falta de informagdes mais detalhadas acerca da atividade
imunomoduladora da tintura de T. occidentalis, este estudo teve como objetivo
identificar os constituintes quimicos da tintura e determinar suas concentracdes
citotoxicas em linhagens celulares de macrofagos RAW 264.7 e fibroblastos J929.
Estas informacbes serdo essenciais para uma proxima etapa do projeto que ira
envolver a avaliacdo da expressao in vitro de citocinas especificas que permitam um
avancgo no entendimento do potencial imunoestimulante de extratos da T. occidentalis.

2. Metodologia

Todos os experimentos envolvendo o cultivo de linhagens celulares foram
desenvolvidos no Laboratério de Virologia e Imunologia (LABVIR) da Faculdade de
Veterinaria, da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). A analise de cromatografia
da tintura de T. occidentalis foi realizada no Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial, da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, UFPEL.

Inicialmente, foram realizados testes de citotoxicidade in vitro com a tintura de
Thuya occidentalis, adquirida de fornecedor comercial (Thuya occidentalis a 20%,
solvente hidroalcodlico, extracdo por percolacdo/maceracao, Lote 14043-2, SM
Empreendimentos Farmacéuticos, SP - Brasil). Para este fim, foram estabelecidos os
cultivos celulares das linhagens de macréfagos RAW 264.7 e Fibroblastos 1929
(ambas linhagens de murinos), do banco de células do LABVIR. Apds o

estabelecimento do cultivo celular, as células foram submetidas a diferentes



‘k 11*SIIEPE
i KXV ENPGS EMCOMTRO DE POS-GRADUACAD

T}A UFPEL 2025
Rl A

concentragdes da tintura (800mcg, 400mcg, 200mcg, 150mcg, 100mcg, 50mcg e
25mcg) em diferentes tempos de incubacéo (24 e 48 horas). Apos, foram realizados
ensaios de citotoxicidade pelo método MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil
brometo de tetrazodlio), seguido da leitura das densidades oOpticas em um
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 570 nm.

3. Resultados preliminares e discussao

A analise cromatografica qualitativa da tintura usada no estudo demonstrou a
presengca de componentes ja previamente descritos na literatura: catequina, rutina,
quercetina e kaempferol, acido cafeico e acido ferulico.

Nos ensaios de viabilidade celular pelo método de MTT, foi observado que as
concentragbes de 800 pg/mL e 400 pg/mL apresentaram efeito citotéxico com
viabilidade celular foi de 35% e 68%, respectivamente, na linhagem RAW 264.7. Ja
em células L929, a viabilidade celular foi de 46% e 65%, respectivamente, quando
comparados aos controles. As concentragdes de 200 pug/mL, 150 yg/mL e 100 pg/mL
nao foram citotéxicas. Apds 48 horas de incubagao, a viabilidade celular foi de 94%,
88% e 126% em RAW 264.7, e de 77%, 78% e 87% em células L929, respectivamente
(Figura 1). As concentragdes de 50 pg/mL e 25 pg/mL resultaram em viabilidade
celular inferior a 70% em ambas as linhagens, motivo pelo qual foram descartadas

das analises subsequentes.
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Figura 1: (A) Valores de absorbancia em linhagem L929, apds 24 horas de incubagdo*. (B) Valores de absorbancia em linhagem L929, apés 48
horas de incubagéo*. (C) Valores de absorbancia em linhagem RAW 264.7, ap6s 24 horas de incubagao*. (D) Valores de absorbancia em linhagem
RAW 264.7, ap6s 48 horas de incubagao*. *n=5 repetigdes. Valores percentuais em relagdo a média do controle.



‘k 11*SIEPE _
i XXV ENPOS EMCOMTRC DE POS-GRADL
,4‘;\ UFPEL 2025

o

1=
=
=

4. Conclusao
Os resultados parciais demonstraram a identificagdo e confirmagdo dos
componentes do extrato utilizado. A concentragdo de 100mcg/mL foi identificado
como ideal para a continuidade dos experimentos in vitro devido a auséncia de
citotoxicidade em linhagens celulares de macrofagos e fibroblastos. Experimentos
futuros serdo conduzidos no sentido de avaliar a expressao de citocinas especificas
em diferentes linhagens celulares, permitindo um avango no entendimento do
mecanismo de imunomodulagédo da Thuya occidentalis.
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