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RESUMO

Contexto: Pelargonium sidoides é uma importante planta com propriedades
medicinais originaria da regido da Africa do Sul e Lesoto, amplamente utilizada no
tratamento de infec¢cdes respiratdrias por meio do seu extrato comercializado
EPs®7630. Atualmente, os resultados de investigacdes pré-clinicas indicam que a
atividade farmacoldgica de P. sidoides inclui moderados efeitos antimicrobianos,
marcante modulacdo da resposta imune n&o-especifica, especialmente com
propriedades imunomoduladoras por meio do estimulo sobre a atividade de células
natural killer (NK). Poucos sédo os estudos que avaliam a atividade das células NK e
sua citotoxicidade na presenca do EPs® 7630. Objetivo: avaliar os efeitos a curto
prazo causados pelo EPs®7630 sobre linfocitos citotoxicos na proliferacéo, ativacéo
e degranulacdo celular, na producdo de proteinas contidas em seus granulos
citoliticos e na expressdo do gene da perforina (PRF1). Método: Foram utilizadas
células mononucleares de sangue periférico de individuos com idade igual ou superior
a 18 anos, saudaveis, sem histérico de neoplasias, doenc¢as autoimunes e doencas
infecciosas crbnicas ou ativas no momento da inclusdo do estudo. As células foram
subdivididas entre trés grupos (sem tratamento, tratadascomEPSE 7630 a 10c¢
e controle veiculo) e incubadas em estufa CO2 a 5% a 37°C por 4 horas.
Posteriormente, foi realizada imunofenotipagem dessas células por citometria de fluxo
a fim de se quantificar os linfocitos T e suas subpopulacdes, as células NK, o marcador
CD38 para ativacao celular, o marcador CD107a para degranulacéo celular, além da
proteina perforina em sua forma inativa (BD48) e em sua forma ativada (DG9) em
linfécitos TCD8 e células NK. Ja a andlise da expressao do gene da perforina PRF1
foi realizada pela da técnica RTg-PCR (PCR em tempo real). Os testes estatisticos
foram realizados por meio do programa GraphPad Prism e as analises foram
consideradas estatisticamente significantes para p < 0,05. Resultados: houve um
pequeno aumento na proliferacao de linfocitos T apds o tratamento com o EPs® 7630
a 1 0 ¢ gar 4Horas, no entanto sem diferenca estatisticamente significativa entre
as médias (41,14 + 10,41 vs. 43,25 + 10,83; p=0,199). Observou-se quantidades
semelhantes entre as médias dos grupos sem tratamento e com tratamento de
linfécitos TCD8 (66,38 + 12,11 vs. 66,28 + 11,42 respectivamente; p=0,997), de
linfécitos TCD4 (24,74 + 14,33 vs. 24,65 = 14,23, respectivamente; p=0,998) e de



células NK (8,70 + 3,62 vs. 8,18 + 3,02, respectivamente; p=0,432). O numero de
linfécitos com marcacédo de ativacdo CD38+ também foi semelhante entre tratados e
nao tratados. A quantificagdo de perforina em sua forma inativa (BD48) e ativada
(DG9) nos linfécitos TCD8 néo diferiu entre tratados e ndo tratados. Em relacdo as
células NK, a média de perforina em sua forma inativa (BD48) nos granulos citoliticos
se mostrou maior no grupo tratado em comparacéao as células sem tratamento, porém
sem diferenga estatisticamente significativa (29,20 + 11,10 vs. 24,29 + 11,00,
respectivamente; p=0,346). PO0de-se evidenciar que houve aumento significativo na
guantidade de perforina ativa (DG9) em funcdo do tratamento com EPs®7630 a
10eg/mL por 4 horas quando realizada comparacdo ao grupo de células sem
tratamento (11,87 vs. 8,6, respectivamente; p=0,048). Quanto a degranulacdo, ndo
foram observadas diferencas quanto ao tratamento, tanto em linfécitos T CD8 quanto
em células NK. Na avaliacdo da expressdo génica de PRF1, observou-se maior
namero de transcritos do gene, cerca de 6 vezes mais, no grupo de células tratadas
com o EPs®7630 a 10eg/mL em comparacdo ao grupo sem tratamento, (0,02 vs.
0,003, respectivamente; p=0,0079). Concluséo: Foi observado que o extrato comercial
a base de P. sidoides é capaz de modular o sistema imune inato por meio da ativacéo
de perforinas presentes nos granulos citoliticos das células NK. Esses resultados
apontam o extrato EPs®7630 como uma substancia com propriedades adjuvantes
promissoras no tratamento de doencas causadas por células infectadas por virus ou

neoplésicas.

Palavras-chave: Pelargonium. Sistema Imunitario. Linfocitos T. Células natural killer.

Perforina.



ABSTRACT

Context: Pelargonium sidoides is an important herbal medicine from South Africa and
Lesotho, largely used on the treatment of respiratory tract infections through its
commercialized extract EPs®7630. Currently, the results of pre-clinical investigations
indicate which pharmacological activity of P. sidoides includes moderate antimicrobial
effects, significant modulation of non-specific immune response, mainly with
immunomodulatory properties by stimulating the activity of natural killer cells (NK).
There are few studies that evaluate the activity of NK cells and their toxicity in the
presence of EPs®7630. Objective: evaluate the effects of EPs®7630 on cytotoxic
lymphocytes in proliferation, activation and, cell degranulation, on the production of
proteins inside their cytolytic granules and, perforin (PRF1) gene expression. Methods:
Peripheral blood mononuclear cells from healthy individuals aged 18 years or older,
with no history of neoplasms, autoimmune diseases, and chronic or active infectious
diseases at the time of study inclusion were used. Cells were divided into three groups
(no treatment, treated with 10eg/ mL EPsSE 76
a 5% CO2 oven at 37°C for 4 hours. Subsequently, immunophenotyping of these cells
was performed by flow cytometry in order to quantify T lymphocytes and their
subpopulations, NK cells, the CD38 marker as an indication of cell activation, the
CD107a marker as an indication of cell degranulation, in addition to the perforin protein
in its inactive form (BD48) and in its activated form (DG9) in TCD8 lymphocytes and
NK cells. The analysis of the expression of the perforin PRF1 gene was performed
using the RTg-PCR (real-time PCR) technique. Statistical tests were performed using
the GraphPad Prism program and the analyzes were considered statistically significant
for p<0.05. Results: there was a small increase in T lymphocyte proliferation after
treatment with 10eg/ mL EPsE 7630 for 4 hour
difference between the means (41.14 + 10.41 vs. 43.25 £+ 10.83; p=0.199). Similar
amounts were observed between the means of groups without treatment and with
treatment of TCD8 lymphocytes (66.38 + 12.11 vs. 66.28 + 11.42; p=0.997),
respectively, of TCD4 lymphocytes (24.74 + 14.33 vs. 24.65 + 14.23; p=0.998),
respectively, and NK cells (8.70 £ 3.62 vs. 8.18 = 3.02; p=0.432), respectively. The
number of lymphocytes with CD38+ activation label was also similar between treated
and untreated. The quantification of perforin in its inactive (BD48) and activated (DG9)



forms in TCD8 lymphocytes did not differ between treated and untreated. In relation to

NK cells, the mean of perforin in its inactive form (BD48) in the cytolytic granules was
higher in the treated group compared to the untreated cells, but with no statistically
significant difference (29.20 + 11.10 vs. 24.29 + 11.00; p=0.346), respectively. It could

be seen that there was a significant increase in the amount of active perforin (DG9) as

a function of treatment with 10¢gredththeE Ps E7
group of cells without treatment (11.87 vs. 8.6; p=0.048), respectively. Regarding
degranulation, no differences were observed regarding treatment, both in CD8 T
lymphocytes and in NK cells. In the evaluation of PRF1 gene expression, a greater
number of gene transcripts was observed, about 6 times more, in the group of cells
treated with 10eg/ mL EPsE7630 compared to
.003; p=0.0079), respectively. Conclusion: It was observed that the commercial extract

based on P. sidoides is able to modulate the innate immune system through the
activation of perforins present in the cytolytic granules of NK cells. These results point

to the EPs®7630 extract as a substance with promising adjuvant properties in the
treatment of diseases caused by virus infected or neoplastic cells.

Keywords: Pelargonium. Immunity system. T lymphocytes. Natural Killer cells. Perforin.
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1 INTRODUCAO

Em 1897, apds adoecer por tuberculose, o inglés Charles Henry Stevens
viajou para a Africa do Sul e, por intermédio de um curandeiro nativo, teve
conhecimento da planta Pelargonium sidoides. A partir desta planta, foi feita uma
esp®ci e de i adenpnminhdo papdarnrerta condgo Umckaloabo (BLADT e
WAGNER, 2007; BRENDLER, 2008; MOYO, 2014), derivado da lingua Zulu, sendo
que seu significado esta relacionado com doencas pulmonares e dor no peito
(KOLODZIEJ, 2008; JEKABSONE, 2019). Apos trés meses de tratamento, Stevens
observou melhoras nos seus sintomas e introduziu a planta na Inglaterra como
tratamento alternativo para a tuberculose em 1897 (BLADT e WAGNER, 2007; MOYO,
2014; TERLIZZI, 2020).

A populacéo nativa da Africa do Sul utiliza com frequéncia o extrato da raiz de
P. sidoides em virtude das suas propriedades curativas (KOLODZIEJ et al., 2003;
COLLING, 2010; MOYO, 2014). O extrato dessa planta foi introduzido na Alemanha a
partir de 1933 e teve seu uso amplamente difundido (KIRK e NETTO, 2007). O extrato
de P. sidoides (EPs® 7630) é produzido comercialmente pela ISO-Arzneimittel sobre
licenca de Dr. Willmar Schwabe na Alemana (KOLODZIEJ et al., 2003; BRENDLER,
2008). Sua producado é feita basicamente pela extracdo das raizes moidas em
aproximadamente 12% (m/m) de etanol em agua (SCHOETZ et al., 2008).

Atualmente, os resultados de investigacdes pré-clinicas indicam que a atividade
farmacoldgica de P. sidoides inclui moderados efeitos antimicrobianos de amplo
espectro e marcante modulagdo da resposta imune ndo-especifica, especialmente
com propriedades imunomoduladoras ou imunorrestauradoras (PEREIRA, 2017).
Entre essas propriedades, temos o estimulo da resposta imune inespecifica, com a
modulacdo da sintese de interferon-gama e citocinas, além de estimular a atividade
de células natural killer (NK) (KAYSER et al., 2001; KOCH, 2002; KOLODZIEJ, 2011).

Os linfécitos T citotoxicos (LTCs) e células NK, coletivamente chamados
linfécitos citotoxicos, sao linfocitos efetores que compartilham vias citotoxicas comuns
gue sao necessarias para a defesa contra células infectadas por virus ou
transformadas, através de mecanismos dependentes de contato (DI VITO, 2019). O
mecanismo principal da citolise mediada por estas células consiste na liberacdo de
granulos proteicos citotdéxicos contra a ceélula-alvo que foi reconhecida (HENKART,
1985; BULL, 2014).
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O primeiro sinal para a ativacéo dos linfécitos T CD8 provém da sua interacéo
com as células apresentadoras de antigenos, como as células dendriticas, o que
permite o reconhecimento do antigeno por meio do MHC de classe | e induz a
producéo de citocinas como IL-2, a qual é capaz de ativar a diferenciacdo das células
T em efetoras ou de memoéria (MEUER, 1987; VERBIST, 2016). Além disso, também
existem sinais coestimuladores realizados por receptores CD28 e seu ligante B7 que
auxiliam na ativacdo dos linfécitos T CD8. Interferentes na expressdo de B7, como
estimulos de uma APC por um receptor Toll-like ou de linfocitos T CD4 através de uma
via dependente de CD40/CD40L, também sdo capazes de estimular as células T. As
vias intracelulares envolvidas nesses processos permitem a sobrevivéncia, a
proliferacdo e a diferenciacéo de células T CD8 (ABBAS, 2019).

Em relacdo as células NK, o processo de ativacdo se inicia pelo estimulo de
IL-12 e IL-15. Além disso, a ativacao também é estimulada por meio da diminuicdo da
expressdo do MHC de classe | nas células tumorais. As células NK possuem um
conjunto de receptores estimulatérios e inibitérios, sendo que os receptores ativadores
(KIRK e CD16) reconhecem ligantes nas células-alvo e estimulam 0s processos
citotoxicos, enquanto o receptor inibitorio KIR reconhece as moléculas de MHC | e ndo
induz a célula NK a atividade. Depois que as células NK reconhecem as células
tumorais, os receptores das células NK séo ativados, auxiliando na formacdo da
sinapse imunoldgica, em direcdo a qual os granulos citoliticos contendo perforina e
granzimas sao polarizados (ORANGE, 2008; KRZEWSKI, 2012).

Uma vez que essas células tenham sido ativadas, algumas moléculas de
superficie como CD69, CD38 e HLA-DR passam a ser expressas. Dessa forma, a
expressdo aumentada de CD38 indica ativacao celular em linfécitos T CD8, T CD4 e
células NK (LIU et al., 1997; SUKWIT et al., 2005; HERTOGHS et al., 2010).

CD38 é uma ectoenzima multifuncional de 300 aminoé&cidos localizada na
superficie celular, sendo possivel identifica-la também em compartimentos
intracelulares como reticulo endoplasmatico, membrana nuclear e mitocondria
(SANTOS-ARGUMEDO, 2018), capaz de metabolizar NAD, realizar sinalizagao
intracelular, bem como atuar como receptor com fun¢des adesivas. Essa molécula é
altamente expressa em células B, macrofagos, células dendriticas, células linfoides
inatas, células NK, células T, neutroéfilos e monadcitos (PIEDRA-QUINTERO, 2020). A

inducdo de CD38 em células T e B humanas maduras justifica o frequente uso dessa
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molécula como marcador de ativacdo e diferenciacdo celular (SHUBINSKY, 1997;
SANDOVAL-MONTE, 2008; GLARIA, 2020). Além disso, a expressao de CD38 em
células NK tem sido associada a ativagdo, inducao de atividade citotdxica e secrecao
delFN-o ( DEAGL I O ;&ZAMBEI4A.0,,202@).0 0 2

Ja a molécula CD107a € uma glicoproteina associada a membrana interna
dos granulos citoliticos, a qual é exposta na superficie da célula apés a degranulacao
celular e consequente liberagdo das proteinas citoliticas para o meio extracelular. A
marcacdo com CD107a é utilizada para identificar células NK que liberaram seus
granulos em resposta a um estimulo (PARKINSON-LAWRENCE et al. 2005; CHAN,
2007). Assim, a identificacdo de células NK que sofreram degranulacdo se faz por
meio da marcacao das moléculas CD56 e CD107a.

Apesar da ampla divulgacao dos efeitos imunomoduladores de P. sidoides,
inclusive sobre o aumento da atividade de células NK, pouco se sabe sobre quais as
reais consequéncias deste efeito sobre a sua maquinaria genética ou sobre a sua
capacidade citolitica. Em vista disso, este estudo se prop6s a analisar os efeitos do
extrato comercial de Pelargonium sidoides na resposta imune relacionada aos
linfécitos citotoxicos, identificando a producéo de transcritos e também de proteinas

relacionados a resposta mediada por granulos.
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1.1. Reviséo da literatura

1.1.1 Pelargonium sidoides

Pelargonium sidoides é utilizada como um medicamento fitoterapico destinado
ao tratamento dos sintomas de infec¢des respiratérias agudas, como resfriado
comum, tonsilofaringite aguda e bronquite aguda. Seu extrato tem composicao rica
em cumarinas hidroxiladas e também conta com flavandides, leucoantocianidinas,
esterinas, aminas biogénicas, 6leos essenciais, compostos fendlicos e polifendlicos.
Estudos demonstraram alguns efeitos da planta, os quais envolvem mecanismos de
estimulo da resposta imune inespecifica, efeitos antimicrobianos e acao protetora de
tecidos. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou o uso
de medicamentos fitoterapicos feitos a partir da raiz de P. sidoides, 0s quais séo
comercializados como Umckan® e Kaloba® na forma de solugdo oral do extrato
padronizado EPs® 7630 (BRASIL, 2004; BRASIL, 2007). Cada ml da solucdo de
Kaloba® (21 gotas) contém extrato etandlico das raizes de Pelargonium sidoides,
concentracdo 825 mg (calculado para conter 0,08% a 0,32% de fendis totais,

expressos em epicatequina).

Figura 1. Formas de apresentacao de Pelargonium sidoides. A. Partes aéreas. B. Raiz. C.
Kaloba®: fitoterapico na forma de solugao oral do extrato padronizado de EPs®7630 de P. sidoides. Fonte: MOYO,
2014, https://quesaude.com.br/kaloba/.















































































































