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RESUMO

As plantas medicinais sdo uma das melhores fontes de compostos bioativos candidatos a
novos farmacos. Dentre elas, destaca-se a Cyperus articulatus L., nativa da Amazonia, na
qual o seu 6leo essencial ¢ amplamente empregado na medicina tradicional. Considerando as
aplicacdes etnofarmacologicas, este estudo tem como objetivo investigar a composicdo
quimica e avaliar a atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial da Cyperus articulatus L
(OECA) em macrofagos. A analise da composicdo quimica do OECA foi realizada em um
cromatdgrafo a gas Agilent, modelo HP-6890 equipado com um detetor seletivo de massas
Agilent, modelo HP-5975 utilizando uma coluna capilar HP-5MS. Macréfagos da linhagem
celular RAW 264.7 foram estimulados com LPS e IFN-y, e em seguida, tratados com as
concentragfes (250, 500 e 1000 pg/mL) do OECA para andlise da viabilidade celular e
dosagem de mediadores inflamatérios (NO, IL-1B, TNF-a ¢ PGE,). A viabilidade celular foi
realizada de acordo com o método MTT, a producdo de NO pelo método de Griess, as
dosagens de IL-1B, TNF-a e PGE-2 foram quantificadas pelo método de ELISA. Os
resultados demonstraram que o OECA reduziu significativamente a producdo de NO, TNF-a
e PGEZ2, nos grupos estimulados com LPS+INF-y e tratados com as concentragdes de 250,
500 e 1000 pg/mL do OECA. Os resultados dos niveis de IL-1B demonstraram que o OECA
promoveu uma reducdo significativa apenas no grupo estimulado com LPS+INF-y e tratado
com a concentracdo de 1000 pg/mL do OECA. Foi observado também que o OECA néao
promoveu efeito citotdxico em concentragfes inferiores a 2000 pg/mL. A andlise da
composicdo quimica indicou a presenca de monoterpenos, sesquiterpenos e cetonas
sesquiterpénicas como constituintes majoritarios do OECA. Os resultados obtidos indicam
que o tratamento com OECA exerce uma potente atividade anti-inflamatéria e inibicdo de

importantes mediadores inflamatdrios.

Palavras-chave: Inflamagéo, Cyperus articulaus L, 6leo essencial, priprioca, citocinas.



ABSTRACT

Medicinal plants are one of the best sources of bioactive compounds that are candidates for
new drugs. Among them, stands out Cyperus articulatus L., native to the Amazon, in which
its essential oil is widely used in traditional medicine. Considering ethnopharmacological
applications, this study aims to investigate the chemical composition and to evaluate the anti-
inflammatory activity of the essential oil of Cyperus articulatus L (OECA) in macrophages.
Analysis of the chemical composition of OECA was performed on an Agilent gas
chromatograph, model HP-6890 equipped with an Agilent mass-selective detector, model HP-
5975 using an HP-5MS capillary column. Macrophage RAW 264.7 cells were stimulated with
LPS and IFN-y, and then treated with OECA concentrations (250, 500 and 1000 pg/mL) for
analysis of cell viability and dosage of inflammatory mediators (NO, IL-1p, TNF-a e PGEy).
The cell viability was performed according to the MTT method, the NO production by the
Griess method, the IL-1B, TNF-o and PGE, dosages were quantified by the ELISA method.
The results demonstrated that OECA significantly reduced the production of NO, TNF-a and
PGE; in the LPS+INF-y stimulated groups and treated with OECA concentrations of 250, 500
and 1000 pg/mL. Results of IL-1B levels demonstrated that OECA promoted a significant
reduction only in the LPS+INF-y stimulated group and treated with the 1000 pg/mL
concentration of OECA. It was also observed that OECA did not promote cytotoxic effect at
concentrations lower than 2000 pg/mL. The analysis of the chemical composition indicated
the presence of monoterpenes, sesquiterpenes and sesquiterpene ketones as major constituents
of OECA. The results indicate that treatment with OECA exerts a potent anti-inflammatory

activity and inhibition of important inflammatory mediators.

Keywords: Inflammation, Cyperus articulaus L, essential oil, priprioca, cytokines.
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1. INTRODUCAO
1.1. Produtos Naturais

Os produtos naturais, principalmente aqueles derivados de plantas, séo utilizados
pela humanidade desde tempos imemoriais como fontes terapéuticas. A busca por alivio e
cura de enfermidades pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenham sido uma das primeiras
formas de utilizacdo de produtos naturais. Até meados do século XIX, 0s recursos
terapéuticos eram pautados no uso empirico de plantas e extratos vegetais, porém, a partir de
1950, a flora medicinal foi substituida lentamente por medicamentos contendo substancias
ativas dela extraida ou seus derivados sintéticos, impulsionado pelo interesse do homem no
isolamento de principios ativos, dando inicio a uma nova fase de pesquisa envolvendo 0s
produtos naturais (SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2003; VIEGAS; BOLZANI,
BARREIRO, 2006; CRAGG; NEWMAN, 2013).

Na busca por novos farmacos, os produtos naturais destacam-se pela diversidade
estrutural e, assim, as plantas sdo candidatas importantes para a prospec¢cdo de novos
compostos bioativos, e ao mesmo tempo, representam um desafio para a quimica
farmacéutica, farmacologia e bioquimica, no que diz respeito a elucidacdo dos componentes
ativos das plantas, bem como seus mecanismos de acdo. Os produtos vegetais apresentam
uma vasta gama de atividades bioldgicas, que incluem analgésicas, anticonvulsivantes,
sedativos, anti-inflamatdrios, anticoagulantes e antialérgicos (GIORDANI et al.,2008;
PEREIRA; CARDOSO, 2012; KATZ; BALTZ, 2016).

Dentre os produtos naturais, encontram-se as plantas medicinais, definidas como
vegetais que contém em sua estrutura compostos que podem ser empregados para finalidades
terapéuticas, e que sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional. O uso de plantas
medicinais é uma pratica comum entre a populacdo mundial, e em algumas comunidades e
grupos étnicos, o conhecimento sobre essas plantas simboliza o Unico recurso (PUPO;
GALLO, 2007; FIRMO et al., 2011; GOMES; FIRMO;VILANOVA, 2014).

No Brasil, 0 emprego de plantas para resolucdo de problemas com a saude esta
presente desde antes da colonizacdo, quando os indios ja as utilizavam para a cura de doencas.

Tais conhecimentos ainda séo transmitidos de geracdo para geracdo e praticados nos dias



atuais ndo apenas pelos indigenas, mas também pelas comunidades tradicionais como as

ribeirinhas e os quilombolas, e também nas popula¢bes contemporaneas (LIMA et al., 2012).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populacdo mundial
recorrem a medicina tradicional para atender as suas necessidades primarias de assisténcia a
salde, até mesmo nos paises desenvolvidos, nos quais a populacdo possui acesso facil aos
medicamentos modernos, porém preferem o uso de plantas medicinais por razdes histéricas e
tradicionais. Em contrapartida, nos paises em desenvolvimento 65%-80% da populacédo
depende exclusivamente das plantas medicinais para os cuidados béasicos, devido ao fécil
acesso e baixo custo (SIXEL; PECINALLI, 2005; VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006;
AGRA,; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007).

Embora os fatores econdémicos e sociais sejam 0s principais motivos para 0 uso das
plantas medicinais, principalmente, nas regides menos favorecidas, eles ndo sdo os Unicos.
Estudos relatam que outros fatores também influenciam o uso de medicamentos produzidos a
partir de matérias-primas vegetais, como a preferéncia dos consumidores por terapias naturais,
a falha dos medicamentos sintéticos no tratamento de doencas, aumento do volume de
informacdo acerca dos medicamentos fitoterapicos, automedicacdo, e principalmente, a busca
por alternativas terapéuticas com menos efeitos adversos e complicacdes decorrentes do uso
de medicamentos (RIBEIRO; MOURA, 2009; BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).

Os efeitos adversos a medicamentos estdo relacionados diretamente a ndo-adeséo ao
tratamento medicamentoso dos pacientes, em especial, daqueles acometidos por doencas
crbnicas como por exemplo, a artrite reumatoide, cujo tratamento requer terapia com
medicamentos anti-inflamatdrios que comumente resultam em complicag¢fes gastrointestinais.
Dessa forma, estudos sdo necessarios para a descoberta de farmacos que proporcionem
maiores beneficios clinicos e menos efeitos adversos, otimizando a terapia medicamentosa do
paciente, bem como sua qualidade de vida (DE MARTINO et al., 2017; SYNGLE et al.,
2017).

Para Simdes et al. (1988) o conhecimento popular pode fornecer dados importantes
para descobertas cientificas e resultar na aplicacdo de tais conhecimentos para o0
desenvolvimento de novos farmacos. Adicionalmente, pesquisas evidenciam que é muito mais

provavel encontrar atividade biologica em plantas a partir de uma orientagdo do seu uso
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popular do que em plantas escolhidas ao acaso (VILLANUEVA; ESTEBAN,;
VILLANUEVA, 2017).

Neste contexto, o interesse académico sobre as informacbes etnofarmacoldgicas
aumentou apds a constatacdo de que a base empirica, fruto do conhecimento repassado entre
geragdes, pode resultar em comprovacao cientifica, contribuindo assim para a desmistificacdo
na questdo do uso de fitoterapicos, uma vez que esses medicamentos sofrem rejeicao por parte
de alguns pacientes e prescritores por acreditarem que essa terapia medicamentosa é uma
prética do curandeirismo. Isto é evidenciado, com o crescente interesse, nos Ultimos anos, no
aproveitamento de recursos naturais, principalmente, no que se refere ao uso de plantas para
finalidades terapéuticas (VIEIRA et al., 2014; AKRAM; NAWAZ, 2017).

Este interesse por parte da comunidade cientifica ocasionou um avango nos estudos
quimicos e farmacoldgicos envolvendo plantas, que além do seu uso na medicina popular, tem
contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de novos farmacos, que até hoje estdo
inseridos na pratica clinica. Dentre eles, podemos citar a pilocarpina, alcaldide extraido de
folhas das plantas do género Pilocarpus sp., utilizada no tratamento do glaucoma; a
vincristina e vimblastina, ambas drogas antineoplasicas de origem vegetal (Catharanthus
roseus); a artemisinina, substancia utilizada no tratamento da malaria, obtida da espécie
Artemisia annua, dentre outras (GUERRA; NODARI, 2007; BRAGA, 2009; CRAGG;
NEWMAN, 2013).

Considerando a grande biodiversidade vegetal que detém o Brasil, com mais de
55.000 espécies catalogadas de um total estimado de 350-550.000, as plantas medicinais
brasileiras, principalmente da regido amazonica, sdo consideradas altamente promissoras para
0 desenvolvimento de novos farmacos. Entretanto, estudos sobre possiveis -efeitos
terapéuticos dessas plantas ainda sdo escassos. Nesse contexto, a pesquisa de novos farmacos
oriundos de plantas medicinais € bastante promissora no Brasil, devido a vastissima
biodiversidade brasileira e ainda ao baixo numero de espécimes vegetais explorados na regido
e que dispde de grande potencial terapéutico (SIMOES; SCHENKEL, 2002).

Um exemplo de destaque € a “priprioca’” (Cyperus articulatus L), pertencente a
familia Cyperaceae, a qual apresenta uma ampla distribuicdo geografica no norte do Brasil, e,

atualmente, destaca-se por seu alto valor econdmico e aplicacdo de seu Oleo essencial a
3



indUstria de cosméticos. O produto natural desta espécie, o 6leo essencial, € muito utilizado na
medicina tradicional da Amaz6nia como anti-inflamatdrio, e ainda no tratamento de
enxaqueca, diarreia, malaria, epilepsia, e outras moléstias, fatos estes, que justificam a
necessidade de pesquisa do dleo essencial desta espécie endémica da Floresta Nacional do
Tapajos (FLONA TAPAJOS) (ZOGHBI et al., 2008a).

Mesmo com sofisticados métodos de analises disponiveis, ainda existem lacunas no
conhecimento sobre a atividade biologica e da composicdo quimica dos principios ativos da
grande maioria das plantas medicinais. Dentre as diversas familias de plantas consideradas
como medicinais encontra-se a familia das Cyperacea, na qual estudos evidenciam que muitos
oOleos essenciais isolados desta familia tém demonstrado exercer atividade bioldgica, o que
motivou a investigacdo de sua atividade farmacoldgica em modelo experimental in vitro, a
partir de informagdes da medicina tradicional, focada na avaliagdo da atividade anti-
inflamatoria da priprioca (SAKLANI; KUTTY, 2008).

1.2.  Familia Cyperaceae

A familia Cyperaceae é composta por cerca de 5.000 espécies e 104 géneros. E a
terceira maior das plantas monocotileddneas, ap6s gramineas e orquideas, e € muito
conhecida nos sistemas tradicionais da medicina. Sdo plantas herbaceas, de pequeno porte,
cosmopolitas, encontrada, principalmente, associada as formacdes vegetais mal drenadas,
como brejos e margens de rios. Esta familia divide-se em duas subfamilias, sdo elas:
Mapanioideae e Cyperoideae (MUASYA et al.,, 2008; KAKARLA; KATRAGADDA,
BOTLAGUNTA, 2015; ROCHA et al., 2016).

A subfamilia que apresenta uma quantidade maior de géneros é a Cyperoideae, com
91 géneros, e 0s demais estdo incluidos na subfamilia Mapanioideae. No Brasil as Cyperaceae
estdo bem representadas, com aproximadamente 670 espécies e 39 géneros, distribuidos em
todas as regides do pais. Estes nimeros representam quase 15% do total de espécies e 40% do

total de géneros da familia encontrados no mundo (SIMPSON et al., 2007).



Das cinco regifes geograficas do Brasil, a mais rica em nimero de géneros é a regiao
norte, com 34 géneros. Na regido amazoénica, dentre as espécies, destaca-se a Cyperus

articulatus L, pertencente ao género Cyperus e subfamilia Cyperoideae (ALVES et al., 2009).

1.3.  Cyperus articulatus L.

A Cyperus articulatus L, conhecida vulgarmente como priprioca ou piri-piri,
pertence a familia Cyperaceae que sdo geralmente ervas perenes, rizomatosas, cosmopolitas,
com corpo vegetativo constituido por raizes, folhas e escapo triangular em seccéo transversal
(Figura 1) (JUDD et al., 2009; SANTOS et al., 2012).

A priprioca tem distribuicdo nas Américas tropical e subtropical, apresenta rizoma
endurecido, com lamina foliar ausente, com tubérculos cobertos por bracteas avermelhadas. E
uma espécie herbacea aromatica, considerada como uma planta rustica e apresenta tolerancia
a solos &cidos, tipicos na Amazonia; quanto a reproducdo, é predominantemente assexuada,
viabilizada sob o ponto de vista agronémico pela divisdo dos tubérculos, ja que a reproducéo
através de sementes € minima, pois menos de 5% das sementes formadas sdo viaveis
(ROCHA, 2008; CASTELLANI et al., 2011).

Esta espécie destaca-se pela producédo do 6leo essencial amarelo intenso, de interesse
econémico na confeccdo de perfumes e fragrancias na industria cosmética, devido seu odor
forte e agradavel. Ha relatos, de que o uso do dleo essencial desta espécie na perfumaria seria
uma pratica milenar, como no caso das mulheres egipcias que perfumavam os adornos dos
cabelos utilizando a fragrancia obtida dos tubérculos de C.articulatus (ZOGHBI et al.,
2008a).



Figura 1: Priprioca. Fonte: Zoghbi et al., 2005

Segundo Simdes et al. (1999), os Oleos essenciais sdo compostos Vvolateis,
caracterizados por serem misturas complexas de diversos compostos, conferindo aromas
agradaveis e sabores caracteristicos. Sdo metabolitos secundarios e instaveis, principalmente,
na presenca de luz, calor, umidade, ar e metais, e em temperatura ambiente, apresentam-se
como liquidos oleosos de alta volatilidade, o que os difere dos dleos fixos. Quanto a estrutura
quimica, sdo basicamente formados por oxigénio, carbono e hidrogénio, entretanto, sua
composicao quimica é bastante variada, podendo ser formada de derivados fenilpropandides e
terpendides, preponderando o ultimo com aproximadamente, 90% da composi¢do quimica dos

6leos essenciais, destacando-se 0s monoterpenos e sesquiterpenos (BAKKALI et al., 2008).

Os rizomas da priprioca destacam-se por ser a parte da planta que apresenta uma maior
concentracdo do 6leo essencial (figura 2). Segundo Zoghbi et al. (2005) alguns fatores podem
ocasionar variagdo na composi¢do quimica deste 6leo, como as préaticas agrondmicas, periodo
do plantio e diferentes tempos de colheita, sendo recomendado o plantio no inicio da época
chuvosa e a colheita na estacdo do verdo devido ao maior estresse da planta no periodo da

seca, e consequentemente, indices mais elevados no rendimento de seu 6leo essencial.

Em trabalhos iniciais, Couchman et al. (1964) identificaram a presenca de mirtenal,
mirtenol e articulona a partir da caracterizacdo quimica do 6leo essencial de C.articulatus.
Nyasse et al. (1988) identificaram a presenca de mustacona, corimbolona e alcool a-

corimbolol. Zoghbi et al. (2008a) relataram predominancia de compostos terpénicos do 6leo
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essencial de C.articulatus cultivados no Paré e os principais componentes quimicos foram a-

pineno, mustacona e 6xido de cariofileno.

No Brasil, com a recente introducdo do 6leo essencial da priprioca na inddstria
cosmetica, o cultivo da espécie C.articulatus elevou-se, principalmente, no estado do Parg,
representando uma fonte de renda aos agricultores da regido, que ja forneciam o produto as
empresas locais para a composicdo de fragrancias e banhos aromaticos tradicionais,
principalmente, no periodo de festas juninas (ROCHA, 2008; ZOGHBI et al.,2008b).

O interesse pelos Oleos essenciais esta baseado ndo somente na possibilidade de
obtencdo de compostos aromaticos, mas também daqueles possuidores de efeitos
farmacoldgicos, ja que apresentam uma larga tradicdo de uso como agentes medicinais. Em
diversas partes do mundo, a Cyperus articulatus é utilizada na medicina tradicional para o
tratamento de vérias doencas como epilepsia, maléria, enxaqueca e outras. Dentre essas
finalidades terapéuticas, varias ja foram comprovadas por diversos autores, como atividade
antimicrobiana (DESMACHELIER et al., 1996; OLADUSU et al., 2011), propriedade
anticonvulsivante (BUM et al., 2003), atividade antiparasitaria (METUGE et al., 2014) e
atividade antioxidante (DESMACHELIER et al., 1997). No entanto, o papel anti-inflamatério
dessa espécie tdo importante da regido amazonica ainda tem sido pouco explorado pelos

pesquisadores, apesar de seu vasto uso pela medicina popular.

Figura 2: Formato dos rizomas da priprioca. Fonte: Gordon-Gray et al., 2006



1.4.  Inflamagéo

A inflamacdo € uma resposta de defesa a estimulos agressivos que envolvem uma
série de alteragcdes bioquimicas, fisiologicas e imunoldgicas, as quais 0 organismo recorre
para localizar, inativar e destruir o agente agressor, além de promover a cicatrizagdo e
reparagdo do tecido danificado. Em termos moleculares, refere-se ao processo de
recrutamento de leucdcitos e proteinas plasmaticas, seguida do seu acimulo nos tecidos que
auxiliam na defesa e remocéo do estimulo lesivo (KULKARNI et al., 2016; VILLANUEVA,;
ESTEBAN; VILLANUEVA, 2017).

E desencadeada ap6s dano celular causado por agentes patogénicos (virus, bactérias,
parasitas), agentes fisicos (radiacdo, trauma, queimaduras), quimicos (toxinas) e reacgdes
imunologicas, e apresenta como sinais clinicos caracteristicos rubor, calor, edema, dor e
prejuizo funcional, resultantes dos fendmenos vasculares e celulares do processo inflamatorio
(JEONG et al., 2013; RIBEIRO et al., 2015).

Durante o processo inflamatério diversas vias intra e intercelulares s&o ativadas no
sentido de recuperar e manter o equilibrio homeostatico. Neste processo, a participacdo das
células (neutrofilos, mondcitos, linfécitos, células dendriticas) do sistema imune €
fundamental, bem como a ativacdo das vias inflamatdrias e liberacdo dos mediadores
inflamatérios (PARISI et al., 2017).

A inflamacdo ocorre em duas fases distintas: aguda e crbnica. A primeira, fase
aguda, apresenta inicio imediato e duracdo relativamente curta, nela predomina fenémenos de
aumento da permeabilidade, vasodilatacdo e migracdo de leucdécitos, predominantemente
neutréfilos, por meio da ativacdo das células endoteliais. Essa fase tem como objetivo
principal a eliminacdo do agente, porém se ele persistir, a inflamacdo podera evoluir para a
segunda fase, a cronica. Diferentemente da aguda, a fase crbnica tem inicio tardio e duragéo
maior, com predominio de macréfagos, com formacdo de tecido conjuntivo e angiogénese
(TABAS; GLASS, 2013; RIBEIRO et al., 2015).

Na fase aguda, os neutrdfilos sdo as primeiras células a responder, migrar para o
local da inflamacdo e fagocitar o micro-organismo. Eles migram para o local lesionado,
aderindo-se as células endoteliais através das moléculas de adesdo expressas (selectinas,
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integrinas, moléculas de adesdo intercelular), e em seguida, migram em direcdo ao espago
extravascular atraidos pelos agentes quimiotéticos, conforme figura 3. No final deste
processo, 0s neutrofilos sofrem apoptose e promovem a entrada de mondcitos, que se
diferenciardo em macrofagos, para o local lesionado. Neste processo, trés dos cinco sinais
cardinais da inflamacgéo sdo manifestados: calor e rubor, consequéncia do aumento do fluxo
sanguineo local, e o edema, formado por exsudato, proveniente do extravasamento das
proteinas plasmaticas e recrutamento dos leucdcitos circulantes (HAJISSHENGALLIS, G.;
CHAVAKIS, T.; HAJISSHENGALLIS, E.; LAMBRIS, J., 2015; LIM; GRINSTEIN; ROTH,
2017; TENG, T; JI, A; JI, X.; L1, Y., 2017).

ANCORAGEM E ROLAMENTO ADESAO RASTEJAMENTO TRANSMIGRAGAO
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Figura 3: Migracdo de neutrdfilos - o processo de migracdo dos neutréfilos € caracterizado
pela adesdo dessas células no revestimento endotelial das vénulas pds-capilares, seguida do
movimento através do endotélio e da membrana basal. Trata-se de uma sequéncia de
interacbes entre neutrofilos e o endotélio vascular, mediada por moléculas de baixa
(selectinas) e alta (integrinas) afinidade e envolve etapas distintas: ancoragem e rolamento,
adesdo, rastejamento e transmigracdo. Fonte: Adaptado de Kolaczkowska e Kubes, (2013).

Apesar de os neutrofilos serem consideradas células de curta duracdo, estudos
demonstram que eles permanecem na circulagdo por um tempo maior, € que a propria
inflamacdo aumentaria sua vida Gtil. Essa condicdo seria possivel devido a presenca de
citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF), por exemplo, no processo inflamatério que

impediriam a apoptose dos neutrdfilos, prolongando assim sua vida atil. Um tempo de vida
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mais longo dessas células pode permitir uma atuagcdo mais complexa na resolugdo da
inflamacéo, e eventualmente, na modulacdo da resposta imune adaptativa (PILLAY et al.,
2010; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; PIETROSIMONE; LIU, 2015).

Geralmente o processo inflamatorio é desencadeado com o intuito de proteger o
organismo, agindo no local e restringindo a extensdo do dano tecidual, mas ocasionalmente
ele pode evoluir de maneira inadequada tornando-se prejudicial, consequéncia de uma
inflamacdo extensiva, prolongada ou ndo regulada. Isso pode ocorrer quando a resposta
inflamatoria extravasa os limites do seu microambiente, perdendo o controle homeostéatico e
manifestando-se de modo sistémico no organismo. Exemplo disso é a sepse, caracterizada
como uma sindrome decorrente de uma resposta desequilibrada do hospedeiro a uma infecgédo
(FANGKRATHOK; JUNLATAT; SRIPANIDKULCHAI, 2013; KULKARNI et al., 2016;
VAN DER POLL etal., 2017).

Em outras condi¢bes, os mecanismos de defesa da reacdo inflamatdria podem ser
desencadeados de maneira inapropriada em resposta a outros tipos de agentes ndo
patogénicos, como substancias estranhas indcuas (pdlen) ou ainda contra as substancias
enddgenas do organismo. Nessas circunstancias, a propria inflamacdo pode ocasionar lesdo,
tanto na forma aguda, como por exemplo, na anafilaxia, ou na forma crbnica, como por
exemplo, na artrite reumatoide. Por conta disso, as respostas inflamatdrias sdo consideradas
criticas para a patogénese de doencas autoimunes. Além das doencas autoimunes, estudos
vém demonstrando o envolvimento da inflamag&o como causa de dano tecidual e patogénese
de diversas doengas, tais como, doenca de Alzheimer, doenca renal e acidente vascular
encefalico (GLASS; SAIJO, 2010; KAHLENBERG; KAPLAN, 2013; PINEGIN;
VOROBJEVA,; PINEGIN, 2015; KIMURA; ISAKA; YOSHIMORI, 2017).

O conhecimento dos mecanismos de defesa que o organismo utiliza contra micro-
organismos sdo mediados por reacdes das imunidades inata e adaptativa. A resposta inata é
ativada imediatamente apos uma infeccdo ou leséo e é considerada a primeira linha de defesa
do hospedeiro contra micro-organismos. Os mecanismos celulares e bioquimicos envolvidos
neste tipo de reacdo estdo presentes no organismo antes do contato com o patdgeno e
respondem da mesma maneira a infeccGes repetidas (DESMET; ISHII, 2012; NOREEN et al.,
2012).
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O sistema imune inato depende de componentes sollveis e células efetoras-
neutrdfilos, macrofagos, células dendriticas e células natural killer (NK) - para controlar uma
infeccdo. Essas células sdo caracterizadas pela capacidade de fagocitar e eliminar os
patdgenos, reconhecendo-os através de receptores de reconhecimento de padres (PRRs) que
interagem com os PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos) presentes na
superficie dos micrébios. Esses PRRs também podem detectar os DAMPs (padrBes
moleculares associados a dano), moléculas liberadas por células hospedeiras danificadas,
provenientes de injuria celular, como por exemplo, em lesdes de trauma ou queimaduras. O
resultado desta interagdo é a producdo e secrecdo de mediadores inflamatérios, iniciando o
que chamamos de cascata inflamatoria, como mostra a figura 4 (ZHANG et al., 2010;
KRISHNA; MILLER, 2012; RICHMOND; HARRIS, 2014; YEH et al., 2016; SAYOUR;
MITCHELL, 2017).

Esses eventos contribuem para a ativacdo da resposta imunoldgica adaptativa, que
somente é desencadeada ap0s o reconhecimento do patdgeno pelo sistema imune inato.
Consiste em um conjunto de reacdes especificas contra um determinado patégeno invasor,
auxiliando e tornando mais eficiente a resposta imune inata. A imunidade adaptativa possui
como componentes fundamentais os linfocitos T e B, os quais realizam o reconhecimento dos
patdgenos por meio dos receptores de antigenos que estdo distribuidos na superficie dessas
células, diferentemente do outro sistema, que o faz através de PRRs (TAKEUCHI; AKIRA,
2010; GABRIELLI et al., 2016).

A resposta imunoldgica adaptativa pode ser dividida em imunidade humoral e
celular. A primeira é mediada por anticorpos produzidos por células B, que desempenham a
funcdo de reconhecer e neutralizar os antigenos extracelulares, promovendo a eliminacdo dos
micro-organismos através de mecanismos efetores. Ja a imunidade celular é mediada pelas
células T, caracterizada pela capacidade de eliminar os patdgenos fagocitados, ja que o0s
anticorpos ndo possuem a eficacia de neutralizar os micro-organismos intracelulares
(SANCHEZ-TRUJILLO et al., 2017).
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Figura 4: Infeccdo e lesdo celular: resultam na producdo de PAMPs e DAMPs,
respectivamente, desencadeando uma resposta inflamatdria através dos TLRs localizados na
membrana celular e endossomas, seguida da ativacdo de transcricdo nuclear do NFxB.
Adaptado de Brennan et al., (2010).

Os mecanismos envolvidos na resposta inflamatéria sdo fundamentais para o
desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatérios. Segundo Tak e Firestein (2001) as
formas utilizadas pelo organismo para cessar a inflamacdo incluem respostas celulares e
imunoldgicas, que podem ser iniciadas utilizando compostos anti-inflamatorios cuja atuacao

esta baseada na inibicdo de componentes inflamatdrios ou fatores de transcri¢ao ativadores.

Dentre as classes de medicamentos para tratamento de doencas inflamatérias, os anti-
inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) sdo os mais utilizados para 0 manejo dessas patologias.
Os AINEs estdo entre os medicamentos mais usados no mundo, e diariamente, mais de 30
milhGes de pessoas utilizam esses farmacos para alivio de dor de cabeca, artrite e outras
condicBes. No Brasil encontram-se facilmente disponiveis como analgésico de venda livre, 0
que representa um risco a saude do paciente, quando em situacdo de uso prolongado sem
supervisdo, e principalmente, devido aos efeitos adversos inerentes a0 uso desses
medicamentos (AL-SAEED, 2011).
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Geralmente, todos os AINEs podem causar efeitos indesejaveis devido ao proprio
mecanismo de acdo desses farmacos, ou seja, a inibicdo da cicloxigenase. Acredita-se que
esses efeitos resultem particularmente da inibicdo da COX-1, enzima constitutiva, presente na
maioria dos tecidos, responsavel pela formacdo de pequenas quantidades de prostaglandinas
necessarias para a homeostase. Dentre os efeitos adversos mais comuns dos AINEs incluem
sangramento gastrointestinal, alteragbes nas fungdes cardiovascular e renal, e ainda, as
complicacdes mais graves como hemorragia, perfuracdo ou morte que ocorrem com uma
incidéncia de aproximadamente 2% ao ano, chegando até 10% ao ano em usuarios de alto
risco (pacientes idosos ou em uso concomitante de corticosteroides e/ou anticoagulantes)
(UNGPRASERT et al., 2016).

Outra classe importante utilizada para o tratamento de doencas inflamatérias séo os
anti-inflamatorios esteroidais (AIES) que reduzem os efeitos pro-inflamatérios do acido
araquidonico, atuando diretamente em receptores nucleares de esteroides que alteram a sintese
de mRNA e proteinas, inibindo a producdo de importantes fatores de transcricdo nuclear
envolvidos no processo inflamatdério, como o NF-kB. Além disso, esses medicamentos

reduzem os niveis de citocinas inflamatorias, inibem a ativacdo da enzima fosfolipase AZ, e

ainda, regulam negativamente a secrecdo de células pro-inflamatorias. Causam
imunossupressdo devido a reducdo dos linfécitos no sangue periférico, e por conta disso,
também sdo drogas empregadas no manejo de doengas que envolvem mecanismos imunes
(LAW et al., 2015; WESTERGAARD et al., 2015).

Dexametasona, hidrocortisona e prednisona sdo exemplos de farmacos esteroidais
(glicocorticoides) altamente eficazes no controle de diversas doencas inflamatdrias. Esses
medicamentos exercem acdo mais ampla que os AINEs devido a inibi¢do de inUmeras vias de
sinalizacdo envolvidas no processo inflamatorio, porém os AIEs apresentam vérios efeitos
adversos, assim como os AINEs, e uma exposi¢do sisttmica prolongada pode resultar em
diversas alteracbes fisiologicas, como miopatia, retencdo de liquido, estado cushingoide,

osteoporose e diabetogénese (UINGS et al., 2013).

Embora o mercado farmacéutico disponha de uma diversidade de medicamentos anti-
inflamatdrios, ainda ndo ha um ideal, de menor toxicidade e com baixa incidéncia de efeitos

adversos. Tal situacdo estimula a busca por novas moléculas que deem origem a farmacos
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mais seguros e com menos efeitos adversos e que possam ser inseridos na préatica clinica para
0 tratamento da inflamagdo (COUTINHO; MUZITANO, COSTA, 2009; IBRAHIM et al.,
2012).

1.4.1. Macrdéfagos

Os macréfagos sdo células essenciais na imunidade inata e sua atuacdo €
fundamental na resposta inflamatoria e defesa do hospedeiro. Considerados como mediadores
centrais do sistema imunoldgico contribuem tanto para iniciagdo quanto para a resolucéo da
inflamacdo. Diferente dos neutrdfilos, os macrofagos sdo células dominantes do estagio tardio
da inflamacdo. Séo classificadas como fagdcitos mononucleares, cujo precursor, 0 mondcito,
origina-se na medula éssea, circulam no sangue, e sdo ativados nos tecidos. Os mondcitos sdo
derivados de uma célula precursora comum da linhagem mieldide na medula 6ssea e sua
diferenciacdo é dirigida pelos fatores de estimulacdo de coldnias (CSFs), também
denominados de fatores de crescimento hematopoiéticos. Foram descritos trés tipos de CSFs:
o fator estimulador de colénia de granulécitos/macréfagos (GM-CSF), fator estimulador de
colénia de granulécitos (G-CSF) e fator estimulador de col6nia de macréfagos (M-CSF),
sendo o Ultimo especifico para a promocdo da sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo e
ativacdo da linhagem de macrofagos (SICA; MANTOVANI, 2012; ZIMMERMANN;
TRAUTWEIN; TACKE, 2012; LIU; YANG, 2013; BAGYINSZKY et al., 2017).

Além dos macréfagos provenientes dos mondcitos, hd uma populacdo com
denominagdes especificas conforme sua localizagdo, os chamados macrofagos residentes. Por
exemplo, no figado, sdo denominados de células de Kupffer, no pulméo sdo chamados de
macrofagos alveolares, nos rins denominados de células mesenquiais, no sistema nervoso
recebe a designacdo de células microgliais, e entre outros. Diferentemente dos macréfagos
“inflamatorios”, que migram para o tecido quando h4 uma infec¢do ou dano celular, esses
macrofagos encontram-se amplamente distribuidos no organismo e desempenham fungdes
fisiolégicas distintas de acordo com o tecido em que residem (RANG et al., 2007;
TORROELLA-KOURI; RODRIGUEZ; CASO, 2013).
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Assim como as celulas que atuam no sistema imune inato, os macréfagos
reconhecem 0s micro-organismos através dos PRRs, que detectam os PAMPs ativando a
resposta inflamatdria. Os PAMPSs sdo componentes altamente conservados e comuns a classe
de agentes patogénicos (bactérias, fungos, virus), como por exemplo, o LPS
(lipopolissacarideo) e o peptidioglicano, constituinte da membrana externa das bactérias
gram-negativas e componente da parede celular da maioria das bactérias, respectivamente
(DE LA FUENTE-NUNEZ, et al., 2017; VAN DER POLL et al., 2017).

Atualmente, quatro familias de PRRs foram identificadas: receptores Toll-like
(TLRs), receptores de lectina tipo C (CLRs), receptores do tipo NOD (NLRs) e receptores
RIG-I-like (RLRs). Os macrofagos expressam diversos PRRs, e a maioria pertence a familia
de receptoresToll-like (TLRs). Essa familia detecta patdgenos invasores e desempenha papel
essencial para o inicio da resposta imune inata com subsequente ativagcdo de uma resposta
imune adaptativa. Cada um desses receptores apresenta trés dominios: o dominio de interacdo
com o ligante, o dominio transmembranar e o dominio de sinalizacdo, denominado Toll/IL-1R
(TIR). Os TLRs sao classificados em 11 tipos de acordo com sua especificidade de ligante,
incluindo bactérias, fungos, protozoérios e virus. Alguns desses receptores (TLR3, -7, -8 e, -9)
encontram-se no compartimento endossomal/lissossémico, ou seja, no interior da célula, e
outros TLRs (TLR1, -2, -4, -5 e -6) estdo localizados na membrana celular externa
(BRENNAN; LUNSFORD; KUO, 2010; NOREEN et al., 2012).

Como demonstrado na figura 5, 0 TLR4, presente na superficie dos macréfagos,
reconhece 0 LPS bacteriano e leva a ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular. Este
reconhecimento se da, primeiramente, pela ligacdo do LPS a uma proteina soltvel (LBP), que
forma o complexo LPS-LBP. Esse complexo liga-se a outra proteina, CD14, e em seguida, é
apresentada ao TLR4, em estreita associacdo a outra proteina, MD2, presente na superficie
celular. O complexo CD14/TLR4/MD2 desencadeia a cascata de sinalizacdo intracelular
levando a ativacdo de diferentes fatores de transcricdo. Dentre os principais reguladores
transcricionais destacam-se o fator nuclear kB (NF- kB) e proteina ativadora 1 (AP-1), ambos
estimulam a expresdo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a (fator de necrose tumoral) , IL-1
(interleucina-1), IL-6 (interleucina- 6), quimiocinas, bem como outros mediadores
inflamatdrios que atuam nas células endoteliais provocando a expressdo de moléculas de
adesdo e aumento da permeabilidade vascular, além do recrutamento de celulas sanguineas
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para o tecido inflamado. Outros fatores de transcricdo também participam da sinaliza¢do
intracelular, como o fator regulador de interferon 3 (IRF-3) e o fator regulador de interferon 7
(IRF-7), que promovem a producado de interferons de tipo I, importantes nas respostas imunes
inatas virais (PEEK; FISKE; WILSON, 2010; MATSUI et al., 2012).

CcD14 %

membrana plasmatica

citoplasma

endocitose

TNF-q,IL6,

quimiocinas interferons de tipo |

Figura 5: Ativacdo de TLR4 por LPS — O complexo LPS-LBP-CD14 induz a dimerizagéo de
TLR4, levando a ativacao de diversas vias de sinalizacdo e fatores de transcri¢do que induzem
a expressao de genes que levam a producdo de citocinas pro-inflamatérias e desenvolvimento
de respostas antivirais. Fonte: Adaptado de Bohannon et al., (2013) e Ptociennikowska, et al.,
(2015)

O reconhecimento inicial do patdgeno realizado pelos macréfagos provoca a ativacao
dessas células e producéo de diversos mediadores inflamatorios, incluindo aminas vasoativas,
eicosanoides e produtos de cascatas proteoliticas. O efeito imediato destes mediadores é a
obtenc¢éo do exsudato inflamatorio, sequido de proteinas plasmaticas e migracao de leucocitos
para o0 espago extravascular, decorrente da expressdo de moléculas de adesdo (selectinas,
ICAM-1 e VCAM-1), que contribuem para a amplificacdo da resposta protetora contra o

micro-organismo (MEDZHITQV, 2008).
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Os macrofagos séo considerados fagdcitos profissionais, e uma vez ativados ligam-se
ao patogeno e os fagocitam. Varios mecanismos estdo envolvidos nesse processo, seja na
resposta imune inata ou na adaptativa, dentre eles incluem a geracdo enzimatica de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, ativacao via receptores Fc de anticorpos e receptores para
componentes do sistema complemento (JENKINS; HUME, 2014; LAUVAU et al., 2014).

A ativacdo dos macrdfagos também pode ser desencadeada pela expressdo de IFN-y,
produzida pelos linfdcitos T ativados, que potencializa a agdo fagocitica dessas células, sendo
fundamental via de ativagdo na resposta imune adaptativa. Dessa forma, essas células
desempenham a funcdo de apresentacdo de antigeno ao linfocito T, via expressdo de
moléculas de MHC (complexo principal de histocompatibilidade) sendo assim designada
como célula apresentadora de antigeno (APC)(TORROELLA-KOURI; RODRIGUEZ;
CASO, 2013).

O macréfago € uma célula caracterizada por sua diversidade e plasticidade. Diversos
sinais (por exemplo, células danificadas, produtos microbianos) podem levar a sua ativacéo,
conferindo assim fendtipos diferentes a essas células. Essa ativacdo se da por duas vias
distintas: via classica (M1) e a via alternativa (M2). A primeira é mediada por estimulos como
IFN-y, receptores TLR e lipopolissacarideo (LPS), enquanto que a via alternativa ¢ mediada
pela interleucina-4 (IL-4) e interleucina (IL-13). Estes estados espelham a polariza¢do Thl-
Th2 das células T, como demonstrado na figura 6. O fendtipo M1 estd envolvido com a
resposta inflamatoria, e consiste na expressdo de citocinas pré-inflamatérias, producéo de
oxido nitrico, além de forte atividade microbicida. J& o fendtipo M2 esta envolvido com a
remodelacdo tecidual, progressao tumoral e funcdo imunorreguladora, e atuam como resposta
de “feedback ” terminando com a inflamag&o, na tentativa de restaurar a homeostase do tecido
(SICA; MANTOVANI, 2012; LOCATI; MANTOVANI; SICA, 2013).

Como célula majoritaria na fase crénica da inflamacdo, os macréfagos atuam no
remodelamento dos tecidos apos infecgdes e lesbes, produzindo fatores de crescimento para
fibroblastos e células endoteliais, fundamentais para a promoc¢do do reparo tecidual,
angiogénese e fibrose (RANG et al., 2007).
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Figura 6: Modelo de ativacdo de macrofagos: via classica M1(a) e via alternativa M2 (b).
Fonte: Martinez et al., 20009.

1.5. Mediadores Inflamatérios

Os mediadores inflamatorios atuam no sentindo de influenciar e amplificar a resposta
inflamatdria. Quanto a sua origem, podem ser derivados de proteinas plasmaticas, secretados
por células, ou ainda podem ser pré-formados e armazenados nos granulos de leucdcitos. Os

principais sdo 0s seguintes: citocinas, eicosanoides e éxido nitrico (RANG et al., 2007).

1.5.1. Citocinas

As citocinas sdo reguladores peptidicos sintetizados e liberados por células do
sistema imune, principalmente os macrofagos. Realizam a intercomunicacdo celular por
mecanismos paracrino e autocrino influenciando na atividade, diferenciacdo, proliferacdo e/ou
ativacdo das células imunoldgicas. Sua atuacdo € feita, na grande maioria, através dos
receptores ligados a quinases, responsaveis pela cascata de fosforilagdo relacionada a
expressao génica via fator nuclear kB (NF- kB), resultando no estimulo da célula-alvo.
Algumas citocinas, além de sua acdo direta sobre as celulas, também potencializam a
inflamacéo e induzem a formacgdo de outros mediadores inflamatérios (OLIVEIRA et al.,
2011; YEOM et al., 2015).
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Esses mediadores estédo agrupados em interleucinas (IL), fatores de necrose tumoral
(TNF), quimiocinas, interferons (IFN) e fatores de crescimento. Consideradas como citocinas
pré-inflamatorias, o TNF-a e a IL-1, sdo as principais citocinas primarias envolvidas no
processo inflamatorio. O TNF-a é secretado por macrofagos, linfécitos ou mondcitos, cujo
principal estimulo para a produgéo é o LPS, e uma vez secretado promove o recrutamento dos
neutréfilos e mondcitos para o local da infeccdo, além de ocasionar vasodilatagdo, a nivel
endotelial, e estimular a secrecdo de quimiocinas. As quimiocinas sdo consideradas citocinas
quimioatraentes, devido sua acdo quimiotaxica que regula a migracéo dos leucocitos durante
as reacOes inflamatdrias, e diferente das outras citocinas, atuam nos receptores acoplados a
proteina G. Nos macréfagos, o TNF-o age potencializando a fagocitose, bem como a
producdo de outras citocinas pro-inflamatérias e prostaglandina E2 (PGE2) (VITALE;
RIBEIRO, 2007; KIM; MOUDGIL, 2017).

A IL-1 desempenha fungbes similares ao TNF e € secretada por macréfagos ou
leucdcitos ativados e compreende uma familia de trés citocinas: dois agonistas (IL-1a e IL-
1B) e um antagonista do receptor IL-1 (IL-1AR), esse Ultimo atua como regulador enddgeno.
A principal forma biologicamente ativa secretada é a IL-1p, responsavel pela ativacdo da
ciclooxigenase-2, produgdo de Oxido nitrico, substancia-P e moléculas de adesdo endotelial
(COUTINHO; MUZITANO, COSTA, 2009; OLIVEIRA et al., 2011; ARANGO DUQUE;
DESCOTEAUX, 2014).

As citocinas também desempenham funcdo regulatoria na inflamacdo. Como por
exemplo, a IL-10, citocina anti-inflamatoria que pode inibir a geracdo de reacGes pro-
inflamatérias, bem como a ativacdo de macréfagos e producdo de quimiocinas. E importante
ressaltar que as citocinas sdo essenciais na conducdo da resposta inflamatéria, entretanto, a
producdo exagerada de citocinas pré-inflamatdrias pode resultar em patologias, tais como
desequilibrio hemodindmico e distdrbios metabolicos (OLIVEIRA et al.,, 2011; WYNN;
VANNELLA, 2016).

1.5.2. Eicosandides
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Como consequéncia de estimulos inflamatorios (fisicos, mecénicos, bacterianos e/ou
mediadores), os fosfolipidios das membranas celulares liberam o &cido araquiddnico (AA), a

partir da ativacdo da enzima fosfolipase A2 (PLAZ). O AA pode ser metabolizado pelas vias

das cicloxigenases (COX-1 e COX2) e das lipoxigenases, cujo produto do metabolismo
denomina-se eicosanoides. Sdo considerados um dos principais mediadores na inflamacao, e
também moduladores de varios processos fisiologicos. Pela via das cicloxigenases, originam-
se as prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PIs) e os tromboxanos (TXs), e pela via das
lipoxigenases (LOX) sdo sintetizados os leucotrienos (LT) e lipoxinas (ANDRADE; DO
CARMO, 2006; LIMA et al.,2008).

A isoforma 1 da cicloxigenase (COX-1) esta presente na fisiologia normal e atua
como reguladora homeostética e estd presente de maneira constitutiva na maioria das células.
Ja a isoforma 2 (COX-2) é expressa apds estimulo das células migratorias ou tecidos
danificados durante os eventos inflamatorios, gerando a producdo de diversos prostandides.
Os principais envolvidos na inflamacdo sdo PGD,, PGE;, PGF,,, PGl, ¢ TXA,, com destaque
para PGE; considerada o principal metabdlito do &cido araquiddnico, além disso, pode ser
expressa pela maioria das células (ANDRADE; DO CARMO, 2006; YEDGAR et al., 2007).

Os prostanoides desempenham diversas funcdes durante a reacdo inflamatoria e suas
principais acdes sdo: vasodilatacdo, inibicdo plaquetaria, aumento da permeabilidade vascular,
sinergismo com outros mediadores, acdo pirogénica e potencializacdo dos efeitos algicos da
bradicinina e histamina. Essa ultima a¢do, estimula as fibras nervosas do tipo C, provocando a
dor, sinal cardinal da inflamag&o. Os eicosandides desempenham importante participacdo no
processo patologico da inflamacdo, e por conta disso, a supressao de suas a¢fes tornaram-se
um dos principais alvos terapéuticos no desenvolvimento de farmacos anti-inflamatérios
(YEDGAR et al., 2007).

1.5.3. Oxido Nitrico

O &xido nitrico é um radical solivel gasoso de curta duracgdo, sintetizado a partir de L-
arginina e oxigénio molecular por um grupo de enzimas denominadas ¢xido nitrico sintetase

(NOs). Sao conhecidas trés isoformas: duas isoformas constitutivas endotelial e neuronal
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(eNOS e nNOS, respectivamente), e uma isoforma induzivel (iNOS). As isoformas
constitutivas estdo presentes em condigdes fisiologicas no organismo, ja a induzivel é
expressa pelas células inflamatorias em resposta a diversos estimulos, como citocinas, LPS,
endotoxinas, entre outros (KRAUSZ; FRIEDMAN, 2015; SU, 2015).

A INOS e um potente vasodilatador, com caracteristicas pré-inflamatorias como
aumento da permeabilidade e producdo de prostaglandinas. A nivel endotelial inibe a
agregacao plaquetaria e adesdo de leucdcitos, regulando assim o recrutamento dessas células.
Nos macréfagos, o 6xido nitrico e seus metabolitos (nitrito e nitrato) destacam-se pela
atividade microbicida e agfes citotoxicas. No interior dos fagolisossomos, o gas (6xido
nitrico) se difunde e combina-se com o perdxido de hidrogénio ou ao superoxido, produzindo
radicais altamente téxicos que destroem os micro-organismos (COUTINHO; MUZITANO,
COSTA, 2009; HODGKINSON; GRAYFER; BELOSEVIC, 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

As plantas medicinais sdo uma das melhores e mais efetivas fontes de compostos
candidatos a novas classes de medicamentos, e para muitas dessas plantas utilizadas na
medicina popular, ja é possivel comprovar o que a medicina tradicional reportou durante

milénios, ou seja, 0s produtos naturais constituem importantes fontes de agentes terapéuticos.

O Brasil é conhecido mundialmente ndo sé por ser uma poténcia economicamente
emergente, mas tambem por apresentar uma flora bastante diversificada. A regido amazonica
é rica em biodiversidade e apresenta um grande potencial terapéutico. Dentre as espécies de
interesse da regido, encontra-se a Cyperus articulatus L., pertencente a familia Cyperacea,
conhecida no estado do Para como priprioca, cuja utilizacdo mais conhecida é a producédo de

seu 6leo essencial, largamente empregado pela indUstria cosmética.

O interesse pelos Oleos essenciais estd baseado ndo somente na possibilidade de
obtencdo de compostos aromaticos, mas também daqueles possuidores de propriedades
terapéuticas, ja que apresentam uma larga tradicdo de uso como agentes medicinais com

finalidades sedativas, antiespasmadicos, antidiarréicos, antimicrobianos e analgésicos.

De acordo informagGes etnofarmacoldgicas, o 6leo essencial da Cyperus articulatus
L. apresenta um enorme potencial anti-inflamatério, fato esse que despertou o interesse da
pesquisa pela espécie para a investigacdo de efeitos possivelmente farmacoldgicos,
considerando a alta incidéncia de doencas inflamatorias agudas e crénicas, e principalmente, a
ocorréncia de efeitos adversos relacionados ao uso de medicamentos anti-inflamatérios que
impacta diretamente na baixa adesdo ao tratamento dos pacientes que fazem uso desses
farmacos. Outro fator que fundamenta esta pesquisa € a indisponibilidade de dados entre as
literaturas pesquisadas sobre o efeito anti-inflamatério dessa planta, apesar do uso na

medicina popular para essa finalidade.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a atividade anti-inflamatdria in vitro do dleo essencial de Cyperus articulatus L
(OECA) em cultura de macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y.

3.2 ESPECIFICOS:

o Identificar os principais componentes quimicos do OECA,;

o Avaliar, in vitro, o efeito do OECA sobre a viabilidade de macrofagos da linhagem
RAW 264.7;

o Analisar o efeito do OECA sobre a sintese de Oxido Nitrico em macrofagos

estimulados com LPS e IFN-y;

o Investigar o efeito do OECA sobre a producdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a
e IL-1pB, em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y;

o Avaliar os efeitos do OECA sobre a producdo do eicosandide PGE,, em culturas de
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y;
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4, MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta e identificacdo do material vegetal

Em marco (periodo seco) foram coletados os rizomas da espécie C. articulatus L. em
uma area de cultivo na regido do Tabocal, BR-163, no municipio de Santarém, Para, [(-
54°43°00,10"W e -02°37°41,10”S)]. A espécie foi identificada pelo botanico Dr. Anténio
Elielson Sousa da Rocha. Um exemplar da exsicata foi depositado no herbario do Museu
Paraense Emilio Goeldi localizado em Belém, Par4, sob nimero de registro MG: 207174.

4.2. Extracdo do OECA

O oleo essencial de C. articulatus L. foi cedido gentilmente pelo Prof. Lauro E. S.
Barata (Laboratério de Pesquisa & Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos,
UFOPA, PA, Brasil). O procedimento de extracdo foi realizado pela empresa Beraca, no
municipio de Belém, Para. Foram coletados 5 kg de rizomas de C. articulatus. Apés a coleta
os rizomas foram submetidos a limpeza, secos por um periodo de 3 dias consecutivos e
moidos em moinho de facas em ambiente aberto. Apds lavagem e secagem em estufa a 60 °C,
o material foi triturado e submetido a hidrodestilacdo por arraste a vapor, em uma dorna de
150 L, com uma duracdo de 4 h. Apds extracdo o 6leo essencial foi armazenado em frasco

ambar e seu rendimento foi de 0,7%.

4.3. Andlise cromatogréafica do OECA

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa é uma técnica utilizada
para analise e determinacdo de um grande nimero de compostos simultaneamente. Consiste
na particdo dos componentes de uma amostra entre a fase movel gasosa e a fase estacionaria,
seguida da obtencdo de informacdo estrutural e massa molar para identificacdo dos compostos
a serem analisados. A analise da composicdo quimica do OECA foi realizada no Centro de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agrondmicas da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), com a participacdo da Me. Aline Aparecida Kasper (Laboratério de Pesquisa &
Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos, UFOPA, PA, Brasil). O equipamento
utilizado foi o cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massa Agilent, modelo HP-
6890 equipado com um detector seletivo de massas, com coluna capilar HP-5MS (30m X

0,25mm x 0,25um) nas seguintes condicGes: temperatura do injetor = 220°C, coluna = 60°C,
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taxa de aquecimento de 3°C/min até 280°C (20 min) e detetor = 250°C. Foi utilizado hélio
como gas de arraste numa vazdo de 1mL/min. Os espectros de massa obtidos foram
comparados com a biblioteca eletrénica do equipamento (NIST-05) e com a bibliografia
Adams (2007).

4.4. Drogas e Solucdes

Foram utilizadas as seguintes substancias neste estudo: dexametasona (Sigma
Chemical Co), penicilina (GIBCO), estreptomicina (GIBde CO), Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) (Cultilab, Sédo Paulo, Brazil), LPS (InvivoGen, Sdo Diego, CA,
EUA), IFN-y (BD Biosciences), FBS (Cultilab, Sdo Paulo, Brasil). O OECA, objeto de
estudo desta pesquisa, foi solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSQO), obtendo uma

concentragéo final de 10 mg/mL.

4.5 Modelos Experimentais

4.5.1 Cultura de macréfagos murinos RAW 264.7

Para este estudo, foi utilizada linhagem de macr6fagos murinos RAW 264.7 obtidos
da Colecdo Americana de Cultura de Células (ATCC, American Type Culture Collectio,
Rockville, MD, USA) de um cultivo cedido originalmente pela Dra. Juliana Vago
(Departamento de Morfologia — UFMG, MG, Brasil). Os ensaios in vitro foram realizados no
Laboratorio de Gnotobiologia e Imunologia, coordenado pela Dra. Leda Quercia Vieira
(Departamento de Bioquimica e Imunologia — UFMG, MG, Brasil). As células RAW 264.7
foram cultivadas em meio DMEM, suplementadas com 10 % de soro fetal bovino (SFB) e
antibioticos (50 U/mL penicilina e 50 pg/mL estreptomicina), mantidas em garrafas de cultura

celular a 37 °C em estufaa 5 % de CO,.

Depois das células atingirem a confluéncia de 80-90%, foi descartado o0 meio DMEM
completo das garrafas de cultura celular com auxilio de uma pipeta sorolégica, seguida da
lavagem dos frascos com PBS. As células aderidas a superficie dessas garrafas foram
desprendidas utilizando o raspador celular (Corning Cell Scraper, Nova lorque, EUA) ap0s
adicdo de 10 ml de meio DMEM completo. Posteriormente, o meio contendo as células foi

transferido para tubos esterilizados de 50 ml, centrifugados a 300 g, durante 10 minutos, a 4
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°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido com meio completo.
Utilizando a cdmara de Neubauer, foi realizada a contagem global das células, a partir da
diluicdo de 1:20 em solucdo de Azul de Trypan. Os macrofagos foram cultivados em
microplacas de 96 pocos, na concentracéo de 5 x 10° (célula/poco), incubadas durante 18 h, a
37 °C em estufa a 5 % de CO, Apo6s o periodo de incubagdo e adesdo celular, as células
foram tratadas com as diferentes concentra¢bes (2.000; 1.500; 1.000; 750; 500; 375; 250;
187,5; 125; 93,75; 62,5 e 31,75 pg/mL) do 6leo essencial de Cyperus articulatus testado em
triplicata e em dois periodos de tratamento: 24 e 48 h. Como controle negativo foi avaliado
apenas o meio de cultura, e a fim de verificar a interferéncia do DMSO, optou-se por um

controle apenas desse diluente.
4.5.2 Anélise da viabilidade celular

A viabilidade celular da linhagem RAW 264.7 foi avaliada pelo método MTT. Esse
teste € 0 mais empregado como indicador colorimétrico da viabilidade celular e consiste na
avaliacdo da funcdo mitocondrial da célula, a partir da reducédo enzimatica do sal tetrazolico
pela atividade das enzimas desidrogenases mitocondriais das células viaveis, gerando o0s
cristais de formazan. Esses cristais sdo solubilizados com DMSO o que d& origem a uma
coloracdo violeta, tornando possivel a quantificacdo espectrofotométrica da citotoxicidade
induzida pela substancia teste (MOSMANN, 1983; MELO, 2015).

As culturas de macrofagos foram lavadas com tampao PBS (pH: 7,4). Apds a
lavagem, foi adicionado 100uL/ pogo de MTT (Img/ml) (brometo de 3-[4,5-dimetil-2-
tiazolil]-2,5-difenil-2H tetrazolio) diluido em PBS (1 mg/ml). As células foram incubadas
durante 4 h a 37° C em atmosfera contendo 5 % de CO, Ap6s o tempo de incubacdo o
sobrenadante foi retirado e os cristais formados foram solubilizados com 100 pL/poco de
dimetilsulfoxido (DMSO). A absorbancia foi medida a 590 nm utilizando um leitor de

microplaca automatico (Biochrom EZ Read 400).
4.5.3 Planejamento Experimental

Os macréfagos RAW 264.7 foram cultivados na concentracdo de 1 x 10°
(célula/pogo), em placas de 48 pocos e incubadas por 24 h para adeséo das células, a 37 °C em
estufa a 5 % de CO,, para a realizagdo dos tratamentos desejados. Apds o periodo de incubacédo
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as células foram estimuladas com LPS (100 ng/ml) + IFN-y (50 Ul/ml) e tratadas com as 4
concentragdes (1.000; 500; 250 e 125 pg/mL) selecionadas para este estudo, € em seguida,
incubadas por mais 24 horas a 37 °C, 5 % de CO,. A fim de obter o efeito comparativo da
resposta anti-inflamatdria do 6éleo essencial de Cyperus articulatus foi utilizado como padrao a
dexametasona (10 pM), e como controle positivo o grupo tratado apenas com o estimulo (LPS
+ IFN-y) nas mesmas condigdes experimentais. O sobrenadante da cultura foi submetido ao
ensaio de Griess para a determinacdo dos niveis de nitrito e avaliacdo de citocinas (estocado a -

20°C até a realizacdo da dosagem). Os tratamentos foram divididos da seguinte forma:
Grupo 01: (controle negativo): células cultivadas apenas com o meio de cultura DMEM.
Grupo 02: diluente DMSO 0,5%.

Grupo 03: (controle positivo): células estimuladas com LPS (100 ng/ml) + IFN-y (50 Ul/ml)

Grupo 03: células estimuladas com LPS (100 ng/ml) + IFN-y (50Ul/ml) + dexametasona (10
HM)

Grupo 05: células estimuladas com LPS (100 ng/ml) + IFN-y (50 UI/ml) + OECA (125 ng)

Grupo 06: células estimuladas com LPS (100 ng/ml) + IFN-y (50 UI/ml) + OECA (250 ng)

Grupo 07: células estimuladas com LPS (100 ng/ml) + IFN-y (50 UI/ml) + OECA (500 pg)

Grupo 08: células estimuladas com LPS (100 ng/ml) + IFN-y (50 UI/ml) + OECA (1.000 ng)
4.5.4 Dosagem de Nitrito

Este método baseia-se na quantificacdo indireta de NO pelo seu principal metabdlito,
0 nitrito. Para avaliar o efeito inibitorio do 6leo de Cyperus articulatus na producdo de Oxido
Nitrico foi determinada a concentragdo de Nitrito (NO*,) presente no sobrenadante de culturas
de macrofagos, tratados ou ndo com 0leo essencial de Cyperus articulatus, baseado na reagéo
de Griess (Green et al., 1982). Este método consiste em uma reacdo colorimétrica na qual o
sobrenadante da cultura é incubado com igual volume dos reagentes de Griess. Este reagente €

preparado pela mistura de volume de solucdo de naftiletileno-diamina a 0,1% (Sigma) com a
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solucdo de sulfanilamida a 1 % (Sigma) em acido fosférico a 2,5%. Aliquotas de 50 pL dos
sobrenadantes foram incubadas com o mesmo volume de reagente de Griess, em temperatura
ambiente por 10 minutos no escuro. A concentracdo padrao de nitrito utilizado foi de 500 puM.
O resultado da reacgdo € a coloragdo rosa parpura, que em seguida foi submetida a leitura em

leitor de microplacas (540 nm).

4.5.5 Método ELISA para dosagem de IL-1, TNF-a e PGE;

Os niveis de IL-1B, TNF-a e PGE, foram quantificados por ELISA (do inglés,
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Este teste baseia-se em rea¢des antigeno-anticorpo
detectaveis através de reacles enzimaticas. Considerado um método de grande sensibilidade e
especificidade, é caracterizado pelo uso de uma enzima, geralmente a peroxidase, que se liga
a um anticorpo especifico e reconhece o antigeno alvo, dando origem a um produto colorido a
partir desta reagdo. A dosagem dessas citocinas foi realizada a partir do sobrenadante da
cultura de macrofagos RAW 264.7, tratadas ou ndo com Oleo essencial de Cyperus
articulatus. Para isto, foram utilizados Kits de ELISA comercialmente disponiveis. Os

resultados foram expressos em pg/mL.
4.6 Anélise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados pela analise de variancia (ANOVA), utilizando o
programa GraphPad Prism versao 5, seguido do pds-teste de compara¢des multiplas Newman-
Keuls (p < 0,05 = nivel de significancia). Os dados sdo expressos como média + erro padrao
da média (EPM).

5 RESULTADOS

5.1 Analise da composicdo quimica do OECA

Foi identificado um total de 88,43% dos constituintes do Oleo essencial de C.
articulatus, conforme descrito na tabela 1. A andlise da composi¢cdo quimica do OECA

revelou a presenca de oito compostos majoritarios correspondendo a 54.7% de constituintes
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totais do OECA, dos quais quatro apresentaram percentuais de concentracdo maiores que 6%:

a-copaeno, B-selineno, ciclocolorenona e mustacona (constituinte majoritério).

Tabela 01: Composicao quimica do 6leo essencial de C. articulatus

tr (Min) IR Identificacéo % rel.
5,54 933 a-pineno 4,85
6,05 953 tuja-2,4(10)-dieno 0,56
6,66 977 B-pineno 1,94
8,08 1024 p-cimeno 0,83
8,21 1028 Limoneno 0,49
9,70 1071 trans-epoxi-ocimeno 2,12
10,35 1090 p-cimeneno 1,47
12,26 1139 trans-pinocarveol 3,08
12,64 1148 n.i. 0,69
13,39 1167 para-menta-1,5-dien-8- 1,33

ol
14,37 1191 alfa-terpineol 1,19
14,62 1198 Mirtenol 4,21
15,11 1209 Verbenona 2,77
21,66 1366 Ciclosativeno 0,69
22,06 1375 a-Copaeno 6,57
22,99 1398 Cipereno 3,29
23,25 1404 cis-tujopsadieno 2,79
25,38 1457 Rotundeno 2,06
26,00 1473 isolongifolene, 4,5- 1,32
dehydro
26,12 1476 6-cadineno 2,28
26,53 1486 B-selineno 8,45
27,01 1498 cycloisolongifolene,8,9- 2,45
dehydro

27,29 1505 a-bulneseno 2,38
27,61 1513 M =202 0,86
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27,96 1523 trans-calameneno 2,52

28,32 1532 M =220 2,40
28,42 1534 M =220 1,72
28,73 1542 a-calacoreno 2,63
29,04 1550 M =220 0,90
29,69 1567 M =220 1,41
30,20 1581 Oxido de cariofileno 1,28
30,62 1591 [-copaen-4-a-ol 1,12
31,46 1614 epoxido de 1,19
humuleno
33,29 1664 M =218 1,66
33,61 1672 M =222 0,92
33,84 1679 Mustacona 10,65
34,36 1693 Ciperotundona 1,49
34,91 1708 cis-tujopseno 3,44
35,91 1737 M =234 1,04
36,36 1750 Ciclocolorenona 6,99
Total de constituintes identificados 88.43%

tg = Tempo de retencdo; IR = indice de retencdo; M = Massa molecular; % rel= Porcentagem relativa

5.2 Andlise da Viabilidade Celular

O OECA foi testado em macr6fagos RAW 264.7 com o objetivo de avaliar
preliminarmente o seu possivel efeito citotoxico em funcdo da concentracdo utilizada.
Conforme mostra as figuras 7A e B, observa-se que o tratamento com OECA ndo promoveu
efeito citotdxico nas concentracGes inferiores a 1500 ug/mL ap6s 24 e 48 h de incubacéo,
sendo téxico na concentracdo de 2000 pg/mL, na qual foi observado uma diminuigéo
significativa da viabilidade celular. Desta forma, esta ultima concentracdo foi excluida dos

demais parametros de analise.
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Figura 7A: Efeito de diferentes concentracdes de OECA sobre a viabilidade celular de
macrofagos RAW 264.7 ap6s 24 h de tratamento. Dados representados
por média + EPM. ***p<0,001 quando comparados ao grupo controle; ANOVA One-way,
Teste de Multipla Comparacdo de Newman-Keuls.
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Figura 7B: Efeito de diferentes concentracbes de OECA sobre a viabilidade celular de
macrofagos RAW 264.7 ap6s 48 h de tratamento. Dados representados
por media + EPM. ***p<0,001 quando comparados ao grupo controle; ANOVA One-way,
Teste de Multipla Comparagdo de Newman-Keuls.
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5.3  Avaliacdo da Producédo de Nitrito em macrofagos RAW 264.7 estimulados com
LPS + IFN-y e tratados com OECA

Conforme a figura 8, observa-se uma inibicao significativa na producao de nitrito nas
culturas de macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS + IFN-y e tratados nas diferentes
concentragfes (250, 500 e 1000 pg/mL) de OECA, reduzindo os niveis de nitrito em 86.4,
95.5, 95.3%, respectivamente. A dexametasona (10 pM), usada como padrdo de anti-
inflamatdrio, também inibiu a producéo de nitrito significativamente comparado com controle

positivo, correspondendo a uma reducdo de 95.5%.
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Controle INF-#LPS  INF-+LPS+DEXA  |__250 1000

OECA (ng/ml) + (FN- + LPS)

Figura 8: Efeito do OECA sobre a producdo de nitrito em macrofagos RAW 264.7
estimulados por IFN- y (50 Ul/mL) e LPS (100 ug/mL). Dados representados por média + DP
(n=3). ***p<0,001 indica uma diferenca significativa entre o grupo estimulado por LPS +
IFN-y e o grupo tratado com OECA. ### P < 0,001 indica uma diferenca significativa entre o
grupo de controle negativo e o grupo estimulado por LPS + IFN-y; ANOVA One-way, Teste
de Multipla Comparacdo de Newman-Keuls.

54  Producéo de TNF-a por macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS+IFN-y e
tratados com OECA

Conforme figura 9, verifica-se que o tratamento com OECA promoveu nas

concentragOes de 250, 500 e 1000 pg/mL uma diminuicao significativa na produgao de TNF-a
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em cultura de macrofagos RAW 264.7, representando uma redugdo de 34.5, 48.4 e 59.1 %,
respectivamente, das concentracfes testadas quando comparadas com o grupo tratado somente
com o estimulo. A dexametasona, droga padrdo, também inibiu uma a producdo de TNF-a

significativamente 66.4% quando comparado com o controle positivo.

400 ~

#H#

300 -

200 -

TNF-o (pg/mL)

100

Controle INF-+LPS INF-+LPS+DEXA L 250 500 1000 []
OECA pg/mL + (INF-y +LPS)

Figura 9: Efeito do OECA sobre a producdo de TNF-a em macréfagos RAW 264.7
estimulados por IFN- y (50 Ul/mL) e LPS (100 ug/mL). Dados representados por média + DP
(n=3). ***p<0,001 indica uma diferenca significativa entre o grupo estimulado por LPS +
IFN-y e o grupo tratado com OECA. ### P < 0,001 indica uma diferenca significativa entre o
grupo de controle negativo e o grupo estimulado por LPS + IFN-y; ANOVA One-way, Teste
de Mdltipla Comparacdo de Newman-Keuls.

55  Producdo de IL-1p por macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS+IFN-y e
tratados com OECA

A figura 10 demonstra que apenas a concentracdo de OECA 1000 pug/mL promoveu
uma diminuicdo significativa nos niveis de IL-1B comparado com o controle positivo
(somente com estimulo), reduzindo 56.9% os niveis dessa citocina. Observamos também uma
diminuicdo significativa da producgédo de IL-1B no grupo tratado com dexametasona (10 pM)
usado como padrdo, também em relacdo ao controle positivo, representando uma reducéo de
87.9%.
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Figura 10: Efeito do OECA sobre a producdo de IL-1p em macrofagos RAW 264.7
estimulados por IFN- y (50 Ul/mL) e LPS (100 ug/mL). Dados representados por média + DP
(n=3). ***p<0,001 indica uma diferenca significativa entre o grupo estimulado por LPS +
IFN-y e o grupo tratado com OECA. ### P < 0,001 indica uma diferenca significativa entre o
grupo de controle negativo e o grupo estimulado por LPS + IFN-y; ANOVA One-way, Teste
de Multipla Comparacdo de Newman-Keuls.

56  Producdo de PGE, por macrdfagos RAW 264.7 estimulados com LPS+IFN-y e
tratados com OECA

A figura 11 demonstra que as diferentes concentragdes (250, 500 e 1000 pg/mL) de
OECA reduziram de maneira significativa a producdo de PGE; em cultura de macrofagos
RAW 264.7, quando comparados com o controle positivo (apenas o grupo estimulado),
representando uma reducdo de 18.2, 32.3, 54.1%, respectivamente. O anti-inflamatorio
padrdo, dexametasona (10 uM), também reduziu significativamente a producgdo de PGE,, em

relacdo ao controle positivo (grupo estimulado).
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Figura 11: Efeito do OECA sobre a producdo de PGE, em macréfagos RAW 264.7
estimulados por IFN- y (50 Ul/mL) e LPS (100 ug/mL). Dados representados por média + DP
(n=3). ***p<0,001 indica uma diferenca significativa entre o grupo estimulado por LPS +
IFN-y e o grupo tratado com OECA. ### P < 0,001 indica uma diferenca significativa entre o
grupo de controle negativo e o grupo estimulado por LPS + IFN-y; ANOVA One-way, Teste
de Mdltipla Comparacdo de Newman-Keuls.

6 DISCUSSAO

Os produtos naturais, principalmente os derivados de plantas, desempenham um papel
fundamental na satde humana em relagdo a prevencdo e ao tratamento de diversas doencas.
Resultados de outras pesquisas utilizando o 6leo essencial da Cyperus articulatus L (planta
amplamente utilizada na medicina tradicional) comprovaram diversas finalidades terapéuticas,
porém a atividade bioldgica anti-inflamatéria dessa planta ainda é desconhecida, o que torna
esta pesquisa relevante e de grande contribuicéo para a literatura cientifica (IBRAHIM et al.,
2012).

A inflamacdo é uma resposta do organismo a qualquer injuria tecidual, envolvendo
varios tipos de células de defesa, sendo as principais os macrofagos. Uma vez ativados, eles

induzem & producdo de mediadores inflamatdrios, responsaveis pela sinalizagcdo e regulacdo
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do processo inflamatorio. Apesar de a inflamacdo ser um mecanismo de defesa, ela pode
progredir e tornar-se cronica, 0 que gera necessidade de intervengcdo medicamentosa. Por
conta disso, os mediadores inflamatdrios liberados a partir da ativacdo dos macrdéfagos sédo
alvos considerados promissores para o tratamento de doencas inflamatorias (SEO et al.,
2016).

Existem varios tipos de modelos (in vivo, in vitro e in silico) experimentais de
inflamacéo que podem ser utilizados para avaliar a atividade anti-inflamatdria de compostos
naturais. Neste estudo optou-se pelo ensaio in vitro que consiste na ativacdo de macréfagos
frente & presencga de agentes patogénicos. Assim como em outros grupos de pesquisas que
atuam na avaliacdo de produtos naturais utilizando esse tipo de modelo, a linhagem celular
RAW 264.7 (células imortalizadas) foi a adotada para a avaliacdo da atividade anti-
inflamatéria do OECA, devido sua semelhanca com as células priméarias, e ainda, por
apresentarem alta aderéncia e uma relativa facilidade no cultivo celular e manutencdo para os
estudos in vitro. Devido a esses fatores, as células de macrofagos murinos RAW 264.7 sao
consideradas atualmente um modelo adequado para a analise dos efeitos imunomoduladores e
anti-inflamatorios de drogas (RAELE, 2013; SHI et al., 2017).

A partir dos ensaios realizados neste trabalho, os resultados demonstraram que o
tratamento de macréfagos com o OECA foi capaz de reduzir de maneira significante
parametros inflamatdrios in vitro como a producdo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e
IL-1B), sintese do dxido nitrico e producdo do eicosandide PGE,, o que pode estar relacionado

com a composicdo quimica do 6leo essencial da espécie estudada.

A primeira etapa realizada antes do inicio dos ensaios in vitro foi o processo de
extracdo para a obtencdo do Oleo essencial, o qual foi realizado pelo método de
hidrodestilacdo por arraste a vapor, cujo valor de rendimento resultou em um percentual de
0,7%. Esse resultado mostra ser coerente ao descrito na literatura, uma vez que se aproxima a
faixa de rendimento obtido por Zoghbi et al. (2006), cujos valores foram de 0,9 a 1,6%,

utilizando a mesma metodologia de extracéo.

Os 0Oleos essenciais sdo misturas complexas encontradas, principalmente, em plantas
aromaticas, e sdo regidos pelo tipo e quantidade de seus constituintes quimicos, que em geral,

sdo terpenos, compostos oxigenados e isoprendides. Conforme os dados apresentados na
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tabela 1, que representa a anélise da composicao quimica do OECA, foram identificados um
total de 40 compostos, tendo como constituintes majoritarios monoterpenos, sesquiterpenos e
cetonas sesquiterpénicas. Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por Nyasse et al.
(1988) que identificaram a presenca de compostos sesquiterpénicos no extrato dos rizomas de
Cyperus articulatus, e ainda determinaram a presen¢a de mustacona, composto que passou a
ser considerado como marcador bioldgico da priprioca (TONGNUANCHAN; BENJAKUL,
2014).

Considerando o total (88,43%) de compostos identificados a partir da caracterizagao
quimica do OECA foi evidenciada a presenga de quatro constituintes majoritarios
sesquiterpénicos correspondendo a um percentual superior a 6%, destacando-se a mustacona
(10,65%), seguida de ciclocolorenona (6,99%), B-selineno (8,45%) e a-copaeno (6,57%). No
trabalho realizado por Zoghbi et al. (2006) também foi observada uma presenca abundante de
mustacona com variacGes de 7,3 a 14,5% nas amostras dos 6leos essenciais obtidos a partir
dos rizomas da espécie Cyperus articulatus, caracterizando esse composto como o principal
sesquiterpeno presente nessa planta. Os compostos a-copaeno e B-selineno também foram

identificados no estudo realizado por Zoghbi et al. (2006).

Rukunga et al. (2008) identificaram a presenca de dois sesquiterpenos, mustacona e
corimbolona, isolados do extrato de cloroférmio dos rizomas de Cyperus articulatus L., 0s
quais exibiram propriedades anti-plasmodiais significativas, destacando-se a mustacona por
apresentar dez vezes mais ativa contra o Plasmodium falciparum, o que sugere que tal
composto pode ser considerado como “composto marcador’’ dos medicamentos naturais a
partir de Cyperus articulatus L. Um alto indice de mustacona também foi descrito no trabalho
de Silva et al. (2014), a partir do 6leo essencial de Cyperus articulatus L, incluindo a-
cipereno e a-pineno. Mattoso (2005) que também utilizou o processo de hidrodestilagdo para
obtencdo do Oleo essencial observou em seu estudo a presenca de cinco compostos
identificados nesta pesquisa, sendo eles a-pineno (hidrocarboneto monoterpénico), a-copaeno,
cipereno, f-selineno e a-calacoreno, os quatro ultimos pertencem a classe de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos. Isso demonstra que a composi¢do quimica do OECA se assemelha ao perfil

descrito na literatura.

No trabalho realizado por Zoghbi et at. (2008b) em que compararam as variagdes da
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composi¢do quimica dos 6leos essenciais de espécies do género Cyperus, foi detectada uma
maior porcentagem de mustacona e éxido de cariofileno, comparado com 0s outros compostos
quimicos nos 0leos analisados das espécies C. articulatus var. articulatus e C. articulatus var.
nodosus. Ambos compostos também foram identificados no OECA, porém os resultados se
assemelham apenas quando comparados & concentragdo de mustacona, pois a concentragdo de
Oxido de cariofileno (1,28%) em nosso estudo foi acentuadamente abaixo do identificado no
trabalho mencionado anteriormente, o qual foi registrado concentracfes de até 13,7%. Isso
demonstra a diferenca na composicdo quimica dos 6leos essenciais de diferentes espécies do
género Cyperus, o que pode estar relacionado a diversos fatores, dentre eles o clima, periodo
da coleta, sazonalidade, estresse hidrico, tipo de solo e outros (ZHANG et al., 2017).

Os sesquiterpenos sdo metabolitos secundarios conhecidos por diversas acbes
bioldgicas e farmacoldgicas, incluindo atividades anti-inflamatérias. Alguns dos compostos
sesquiterpénicos identificados no OECA ja possuem atividade bioldgica anti-inflamatdria
comprovada, como por exemplo, podemos citar o estudo de Afoulous et al. (2013) no qual
avaliaram diversas atividades bioldgicas do 6leo essencial da espécie Cedrelopsis grevei, e
atribuiram a atividade anti-inflamatdria a presenca do monoterpeno a-pineno e a de outros
sesquiterpenos presente no Oleo. Adicionalmente, estudos demonstram que espécies do
género Cyperus tem apresentado atividade bioldgica anti-inflamatdria, em modelos in vitro e
in vivo, o OECA, também é formado em grande parte por compostos terpendides
(KANGRALKAR et al., 2010; JUNG et al., 2013; SOUMAYA et al., 2013; PIRZADA et al.,
2015; AZIMI et al., 2016)

A presencga dos compostos terpendides na constituicdo quimica do OECA é um dado
importante, visto que, diversos farmacos foram desenvolvidos a partir de produtos naturais,
com menos efeitos adversos e mais segurancga para tratamento a longo prazo (SIBI; RABINA,
2016).

Considerando que o estudo da toxicidade garante a seguranca necessaria para o
desenvolvimento de novos medicamentos, nossos estudos com o OECA iniciaram com a
determinacdo do potencial citotoxico do 6leo essencial a partir da avaliacdo da citotoxicidade
nos macrofagos RAW 264.7. Segundo Rogero et al. 2003, os testes de citotoxicidade sdo

fundamentais para avaliar a interferéncia dos compostos naturais nos processos que envolvem
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a sobrevivéncia, proliferacdo e fungéo celular, e consideram os testes in vitro mais vantajosos
comparados ao in vivo devido a facilidade na execucdo, controle ambiental das células,
rapidez para obtencdo de dados, além de substituir o uso de animais nos testes (LOIODICE;
NOGUEIRA DA COSTA; ATIENZAR, 2017).

Nesse sentido, 0 método MTT foi o0 ensaio in vitro utilizado neste estudo para avaliar a
viabilidade celular, e consequentemente, a influéncia do OECA a partir das concentracdes
testadas. A partir desse ensaio foi observado que as concentracdes inferiores a 1500 pg/mL do
OECA néo demonstraram efeito toxico para as células, tanto no periodo de 24 h quanto de 48
h (figuras 7A e 7B). Apenas a concentracdo de 2000 ug/mL apresentou reducéo significativa
na viabilidade celular, o que indica uma reducdo da proliferacdo e morte celular, e por conta
disso, essa concentracdo foi excluida dos testes de avaliagdo anti-inflamatoria. Diante deste
dado, foi estabelecido que as concentracGes testes utilizadas nos ensaios anti-inflamatdrios
seriam 250, 500 e 1000 pg/mL do OECA.

N&o encontramos na literatura trabalhos que demonstrem a atividade citotoxica do
6leo essencial de Cyperus articulatus L, apenas de outras espécies pertencente a0 mesmo
género, como por exemplo, o estudo de Jung et al. (2013) que demonstraram atividade
citotoxica na concentracdo de 200 pg/mL da fragdo n-hexano da Cyperus rotundus em células
RAW 264.7. Observa-se uma diferenca acentuada da concentracdo citotoxica de ambas as
espécies, 0 que pode ser justificada pelo uso do composto concentrado extraido da planta
naquele estudo, e ndo o 6leo essencial bruto, como o caso do presente trabalho, e ainda, por se

tratar de espécies diferentes.

A atividade anti-inflamat6ria do OECA, foi testada frente aos pardmetros in vitro
selecionados neste estudo. O primeiro parametro avaliado foi o efeito inibitério do éleo
essencial de Cyperus articulatus na producdo de 6xido nitrico por meio da determinacdo de
nitrito presente no sobrenadante de cultura dos macrofagos da linhagem RAW 264.7

estimulados por LPS + IFN-y.

O 6xido nitrico € um mediador importante que participa dos processos inflamatorios e
sua producdo é consequéncia da ativacdo dos macrofagos apos o estimulo por endotoxina
(LPS). Assim, a supressdo na sua producdo decorrente da inibicdo da expressdo de iNOS ou

da atividade enzimatica desta mesma enzima, € um importante mecanismo de acédo, e drogas
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que consigam exercer esta atividade, € um potente candidato para o desenvolvimento de

novos medicamentos para o tratamento de doencas inflamatérias (SHIN et al., 2015).

O efeito do OECA foi avaliado ap6s o estimulo dos macréfagos RAW 264.7 com LPS
+ IFN-y, seguida da determinagdo do nitrito no meio de cultura utilizando a reagéo de Griess.
Esse método consiste em uma reacdo colorimétrica que avalia indiretamente os niveis de NO,
é de simples execucdo e confiavel, porém sua Unica desvantagem reside no fato de detectar
somente o nitrito (principal metabolito do 6xido nitrico), ja que o NO é um gas bastante

reativo e dificilmente dosado de forma direta.

De acordo com a figura 8, observa-se que o0 OECA reduziu de maneira significativa a
producdo de Oxido nitrico em todas as concentraces testadas, o que corresponde a uma
diminuigéo de 86.4, 95.5 e 95.3% nas concentragdes de 250, 500 e 1000 pg/mL de OECA,
respectivamente. A droga padrdo (dexametasona) utilizada no teste também apresentou uma

inibicdo significativa de 95.5% na producdo de nitrito.

O resultado do presente trabalho corrobora com estudos de outros pesquisadores que
avaliaram a atividade anti-inflamatoria de espécies do género Cyperus e demonstraram o
efeito inibitorio de compostos dessas plantas sobre a producdo de 6xido nitrico, como por
exemplo, o trabalho realizado por Jung et al., (2013) que demonstraram efeito inibitério da
Cyperus rotundus sobre a producdo de NO em células RAW 264.7 tratadas com fracdo
isolada n-hexano dessa planta. Do mesmo modo, Khan et al., (2011) demonstraram atividade
anti-inflamatoria de sesquiterpenos isolados de Cyperus rotundus em células RAW 264.7 e a
capacidade desses compostos em reduzir de maneira significativa a expressdo de iNOS,
relacionando tal reducédo a regulacdo negativa da via de sinalizagdo NF-kB. Em nosso estudo,
ndo investigamos qual(is) via(s) de sinalizagdo podem estar envolvidas na inibicdo da

producdo de NO.

Outro parametro avaliado para investigar a capacidade anti-inflamat6ria do OECA foi
a influéncia desse 6leo sobre a producdo de citocinas pré-inflamatdrias. Optou-se pela anélise
de TNF-a e IL-1pB, consideradas como umas das principais citocinas liberadas, apos o
processo de ativacdo do macrdfago ou mondcito, na resposta inflamatoria. E importante
ressaltar, que ambas ativam a imunidade celular para regular o processo inflamatério, o que

pode representar possiveis mecanismos para atuacdo de novos farmacos (SIBI; RABINA,
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2016).

De acordo com andlise da figura 9, observa-se que o OECA diminuiu
significativamente os niveis de producdo de TNF-a, em células RAW 264.7, em todas as
concentragOes avaliadas neste estudo, isto é, 250, 500 e 1000 pg/mL. Considerando que o
percentual da reducdo dos niveis desta citocina foi proporcional ao da concentragdo testada,

sugere-se uma reducdo do tipo concentracdo-dependente exercida pelo OECA neste ensaio.

Esse resultado difere do encontrado no trabalho de Jung et al. (2013) o qual testaram a
atividade bioldgica de a-ciperona, fracdo isolada dos rizomas de outra espécie do género,
Cyperus rotundus, e ndo constataram reducdo nos niveis de producdo de TNF-o. Além de
especies diferentes, no referido estudo foi avaliada a atividade bioldgica de uma fracéo
isolada, e ndo de um 6leo essencial bruto, como é o caso do presente estudo. O OECA possui
diversos componentes quimicos, em torno de 100 componentes, ndo identificamos quais 0s
responsaveis pela reducao dos niveis de TNF-a, tendo em vista que esse ndo foi o proposito
do nosso estudo (ZOGHBI et al., 2006).

Quanto ao efeito do OECA sobre a producdo de IL-1p, foi verificado que apenas a
concentragdo de 1000 pg/mL inibiu significativamente os niveis desta citocina, o que
corresponde uma reducédo de 56.9% comparada com o controle positivo. A dexametasona,
droga padrédo, também promoveu reducdo comparada ao controle positivo, 0 que corresponde
a um percentual de 87.9 % (figura 10).

Esse resultado corrobora com o trabalho de Seo et al.(2016) que avaliaram a atividade
biol6gica de um sesquiterpeno isolado dos rizomas de Cyperus rotundos, o isociperol, no qual
esse composto inibiu significativamente a producdo de IL-1p em macrofagos RAW 264.7
estimulados com LPS, suprimindo a expressdo do gene responsavel pela producdo dessa
citocina. Esse composto também estd presente no OECA, e pode ter inibido os niveis de
producdo de outros mediadores inflamatérios avaliados neste estudo, como por exemplo, 0
NO.

Em suma, foi possivel verificar neste estudo que o OECA atenuou a producédo das
principais citocinas envolvidas na resposta inflamatoria, ou seja, TNF-a e IL-1p, contudo ndo
temos evidencias suficientes para afirmar quais 0os mecanismos de atuacdo responsaveis por
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este resultado. Logo, estudos adicionais sdo necessarios para a elucidacdo dos mecanismos
moleculares envolvidos no efeito anti-inflamatorio do 6leo essencial de Cyperus articulatus
L.

De acordo com a literatura, as principais vias de atuacdo dos farmacos anti-
inflamatorios consistem na inibigdo da atividade de células inflamatérias e de mediadores
inflamatdrios. Nesse contexto, os farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e
glicocorticoides sdo as drogas consideradas de escolha no manejo de doencas inflamatorias, e
parte de seus efeitos estdo relacionados a inibicdo da atividade de NF-kB. NF-kB é um
modulador chave de sinalizacdo envolvido na regulagdo da transcricdo de inimeros
mediadores inflamatdrios e citocinas, como iINOS, COX-2 e IL-1p (SIBI; RABINA, 2016).

H& evidéncias de vérias plantas com propriedades anti-inflamatorias, até mesmo
espécies do género Cyperus, que inibem a atividade de NF-kB. Esses dados apontam
possiveis vias de atuacdo do OECA que ainda sdo obscuras, mas que Sdo promissoras para o
desenvolvimento de novos medicamentos anti-inflamatérios (HEO et al., 2016; JUNG et al.,
2013; SEO et al., 2016).

O ultimo parametro inflamatdrio avaliado neste estudo para investigar a capacidade da
atividade anti-inflamatdéria do OECA, foi a influéncia deste éleo sobre a produgdo do
eicosanodide PGE, PGE; é uma prostaglandina gerada pela ciclooxigenase-2 (COX-2), que
participa da resposta inflamatéria causando dor, febre, inchaco e rigidez, logo, sua regulacdo
representa uma importante abordagem terapéutica para o tratamento de desordens
inflamatdrias (VYSAKH et al., 2018).

Como dito anteriormente, uma das principais estratégias para tratamento de doencas
inflamatdrias consiste no uso de anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES), cujo mecanismo
de acdo ocorre através da inibicdo das isoformas COX. Embora sejam amplamente usadas,
essas drogas causam sérios efeitos colaterais, fato esse que reforca a necessidade de pesquisas
em busca de novos compostos anti-inflamatorios com farmacologia mais seletiva e de menor
toxicidade (VYSAKH et al., 2018).

Neste estudo, observou-se que todas as concentragfes (250, 500 e 1000 pg/mL)
testadas do OECA diminuiram significativamente a producdo dos niveis de PGE;,
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demonstrando uma reducgédo do tipo concentracdo-dependente (figura 11). A dexametasona
(droga-padrdo) também demonstrou uma redugdo significativa comparada ao grupo

estimulado.

Embora ndo tenhamos conhecimento de outros trabalhos envolvendo a atividade anti-
inflamatoria do dleo essencial de Cyperus articulatus L, esse resultado assemelha-se ao de
outros autores que avaliaram espécies do género Cyperus e evidenciaram a supressao de PGE,
em modelo in vitro com macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS. Exemplo disso é
acido fulgidico, composto isolado dos rizomas de Cyperus rotundus, o qual reduziu de
maneira significativa a producdo de PGE,, em células RAW 264.7, pela supressdo da
transcricdo de COX-2 (SHIN et al., 2015).

Como descrito em material e métodos, a droga padrdo utilizada nos ensaios anti-
inflamatorios foi a dexametasona. Esse farmaco glicocorticoide, com atividade anti-
inflamatdria bem estabelecida, atua inibindo mdaltiplas vias sinalizadoras envolvidas na
resposta inflamatdria, e apesar de nosso estudo ndo avaliar o mecanismo de acdo do OECA, é
possivel que algum composto presente no OECA esteja atuando por uma(s) via(s) que a
dexametasona. Contudo, € necessaria a realizacdo de estudos adicionais para a elucidacdo de

seu mecanismo de a¢do molecular.

N&o encontramos nenhum trabalho sobre a atividade anti-inflamatéria do O6leo
essencial da Cyperus articulatus L, o que torna este estudo inédito e pioneiro nesse aspecto e
base para futuros estudos dessa espécie que se mostrou uma fonte potencial para o

desenvolvimento de novos agentes anti-inflamatorios.
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7 CONCLUSAO

O OECA é constituido majoritariamente por monoterpenos, sesquiterpenos e cetonas

sesquiterpénicas.

Por meio de analise da viabilidade celular em macrofagos da linhagem RAW 264.7,
podemos afirmar que o OECA ndo demonstra atividade citotoxica em concentragdes

inferiores a 1500 pg/mL.

O OECA exerce potente atividade anti-inflamatoria e efeitos inibitérios sobre a
producdo de importantes mediadores inflamatérios como TNF-a, IL-1B, NO e PGE; em

macrdfagos da linhagem RAW 264.7.
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