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RESUMO

Avaliacao do perfil anti-inflamatorio agudo de Lippia origanoides

Gabriella dos Santos Marinho Figueiredo
Orientadora: Dra. Patricia Dias Fernandes.

Resumo da dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagéo
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios
a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias.

Lippia origanoides Humboldt Bonpland Kunth (L. origanoides) € um arbusto
aromatico conhecido como “salva-de-marajo”. As partes areas sdo utilizadas para tratar
problemas gastrointestinais e por parteiras de Oriximina (PA, Brasil) para tratar
sangramentos pos-parto (“para limpar a mulher por dentro”) e outras inflamagdes
uterinas. Embora existam dados etnofarmacol6gicos, ndo ha evidéncias cientificas sobre
0s mesmos. Este trabalho visa, portanto, avaliar, em modelos de inflamacéo, os efeitos
do extrato etandlico (EB) das folhas de Lippia origanoides e também de uma mistura de
flavonoides (MF), isolada do EB. Um voucher (CESJ39532) encontra-se depositado no
herbério da Universidade Federal de Juiz de Fora/Brasil. As folhas foram secas,
trituradas e extraidas por maceracdo com etanol (EB). A MF foi obtida a partir do EB
através de cromatografia de contra corrente. O efeito anti-inflamatério foi avaliado no
modelo da lambedura de pata induzida por formalina, no qual os extratos reduziram a
resposta de lambedura na fase inflamat6ria. Nenhum efeito sobre a atividade locomotora
foi observado para EB ou MF. No modelo da bolsa de ar subcutanea (BAS), os extratos
reduziram a migracdo leucocitaria. Além disso, 0 EB reduziu o extravasamento de
proteinas plasmaticas, os niveis de TNF-a, 0xido nitrico (NO) e espécies reativas de
oxigénio (ROS, 50 pg/pL e 100 pg/pL) no exsudato. A MF foi capaz de reduzir o
extravasamento de proteinas plasmaticas, os niveis de TNF- a (5 mg/kg e 10 mg/kg),
IL-1p e IL-10, além da producdo de NO e ROS (10 pg/uL). Assim, concluimos que L.
origanoides possui efeitos anti-inflamatérios e a MF pode contribuir para este efeito.

Palavras-chave: 1. Lippia origanoides 2. Produtos naturais 3. Plantas medicinais 4.
Inflamacdo 5. Migracéo celular

Rio de Janeiro
Janeiro de 2015
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ABSTRACT

Evaluation of the acute anti-inflammatory profile of Lippia origanoides

Gabriella dos Santos Marinho Figueiredo
Orientadora: Dra. Patricia Dias Fernandes.

Abstract da dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduagéo
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios
a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias.

Lippia origanoides Humboldt Bonpland Kunth (L. origanoides) is an aromatic
shrub known as “salva-do-marajo”. The aerial parts are used to treat gastrointestinal and
respiratory problems and by Oriximina (PA, Brazil) midwifes to treat postpartum
bleeding (“to clean woman inside”) or women inflammation. Although there are
Ethnobotanical data, there is no scientific evidence about these informations. In this
regard, this work aimed to evaluate the effects of ethanolic extract, from the leaves of L.
origanoides (collected at Embrapa Amazoénia Ocidental), beyond the effects of a
flavonoids mixture (MF), isolated from the extract, in models of inflammation. A
voucher (CESJ39532) is deposited at herbarium of Federal University of Juiz de
Fora/Brazil. Leaves were dried, triturated and extracted by maceration with ethanol
(EB) in order to prepare the ethanolic extract. MF was obtained from the EB by
countercurrent chromatography. Anti-inflammatory effect was evaluated in the formalin
test, in which the extracts reduced the licking response during the inflammatory phase.
We didn’t observe any effects on the locomotor performance for both extracts. In the
subcutaneous air pouch (SAP), the extracts reduced the leukocyte migration. Still in
SAP, the EB was capable to reduce plasma protein leakage and TNF-a exsudate levels,
besides nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) production (50 pg/pL and
100 pg/uL). With respect to MF, it was also capable to reduce plasma protein leakage,
TNF- a (5 mg/kg and 10 mg/kg), IL-1PB and IL-10 exsudate levels. NO levels were also
reduced, besides ROS (10 pg/uL). In this way, we concluded that L. origanoides has
anti-inflammatory effects and the MF obtained from it may contribute to these effects.

Keywords: 1. Lippia origanoides 2. Natural products 3. Medicinal plants 4.
Inflammation 5. Cell migration

Rio de Janeiro
Marco de 2015
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1. INTRODUCAO



1.1 Processo inflamatorio

A inflamacéo pode ser definida como uma resposta ndo especifica do sistema
imune ao desequilibrio homeostéatico, tendo como objetivo a deteccéo e eliminacdo dos
fatores responsaveis por este desequilibrio (Freire e Van Dyke, 2013; Ashley e cols.,
2012). Esta resposta compreende quatro componentes: o agente indutor da inflamacao
(bacteriano; viral; parasitéario; danos estéreis, causados por agentes fisicos, quimicos ou
por estresse tecidual), os sensores que o detectam, os mediadores inflamatorios
induzidos por estes sensores e os tecidos alvos que séo afetados por tais mediadores na
tentativa de restaurar a homeostasia (Okin e Medzhitov, 2012).

Uma vez desencadeado, o processo inflamatério agudo promove o aparecimento
dos chamados sinais canonicos da inflamacéo (Figura 1) — rubor, edema, calor e dor —,
observados primeiramente por Cornelius Celsius, no século | a.C. Mais tarde, no século
IX, Augustus Waller e Julius Cohnheim conceituaram fisiologicamente estes sinais, ao
relatarem a emigracdo de leucocitos a partir dos vasos sanguineos e outras alteraces
vasculares agudas, como vasodilatacdo e extravasamento de plasma. Ainda no século
IX, Rudolph Virchow adicionou o quinto sinal cardinal, presente nos eventos agudos e

crénicos, conhecido como distlrbio da fungdo (Medzhitov, 2010).

Figura 1: Sinais candnicos da inflamacéo (adaptado de Lauwrence e cols., 2002).



O sucesso da resposta inflamatdria aguda resulta ndo s6 da neutralizacdo da
causa da injuria, mas de uma fase de resolucdo que reverte os eventos celulares e
vasculares, promove a producdo de mediadores de resolucdo, diminui a producdo de
citocinas e o infiltrado leucocitéario, além de controlar a apoptose de células e a
fagocitose (Alessandri e cols., 2013). Se o processo de resolucgdo falha, o dano persiste e
pode resultar em inflamagdo crbnica, caracterizada, dentre outros eventos, pela
substituicdo de neutrofilos por macrofagos e outras células imunes (Ashley e cols.,
2012). Estas desordens crbnicas sdo caracterizadas por uma duracdo prolongada
(semanas, meses ou anos) em que uma inflamacdo ativa, destruicdo e tentativas de

reparo tecidual estdo ocorrendo simultaneamente (Kumar e cols., 2012).

1.2 Vasodilatacéo e exsudagao

A vasodilatacdo é mediada por substdncias como O6xido nitrico (NO),
prostaglandinas (PG), histamina, bradicinina e neuropeptideos. Este evento &
responsavel por aumentar o fluxo sanguineo no local da injaria, resultando em calor e
rubor, e por facilitar a chegada de mediadores sollveis e células inflamatorias
(Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Granger e Senchenkova, 2010).

Com a dilatacdo dos vasos e maior fluxo sanguineo no local, h4 elevacdo da
pressdo hidrostatica no interior dos capilares que, somada ao aumento da
permeabilidade dos vasos — devido a retracdo das células endoteliais e modificacdo de
suas propriedades de barreira (causado por substéncias liberadas durante o processo
inflamatério, como substancia P, componentes do complemento, leucotrienos,
bradicinina e outros mediadores inflamatorios), promovem o fluxo transvascular de
proteinas do plasma, fluidos do sangue e outros componentes intravasculares,

originando o exsudato, observado como um edema local. O extravasamento destes



componentes resulta em diminui¢do da pressdo oncética intravascular, favorecendo o

processo (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Alessandri e cols., 2013).

1.3 Migracao leucocitéria

Além dos eventos vasculares, a inflamacdo também é caracterizada pela
migracdo leucocitaria, sendo os neutréfilos (leucdcitos polimorfonucleares) o primeiro e
mais abundante tipo celular a chegar ao local da injdria. Estas células séo recrutadas,
inicialmente, por conta de alteragdes na superficie do endotélio, provocadas por
moléculas oriundas de patégenos e/ou um gradiente de mediadores inflamatdrios
liberados por ceélulas sentinelas, como macréfagos e mastocitos residentes.
Caracterizam-se por possuirem granulos citoplasmaticos contendo proteinas pro-
inflamat6rias e enzimas proteoliticas. Além disso, os neutrofilos também contém
vesiculas secretoras, que podem ser facilmente recrutadas até a membrana plasmatica.
Tais vesiculas, por sua vez, sdo preenchidas de moléculas necessérias a adesdo e
transmigracao deste tipo celular (Kolaczkowska e Kubes, 2013).

Antes de efetivamente alcancarem o ambiente inflamado extravascular, é
necessario que estas células migrem do centro do fluxo sanguineo para a periferia dos
vasos, caracterizando o processo de marginacdo. Em seguida, inicia-se o processo de
rolamento, um movimento rotacional dos leucocitos pela parede do vaso. Tanto a
marginacdo quanto o rolamento sdo interagdes fracas leucocito-endotélio e dependentes
de glicoproteinas chamadas selectinas (Sherwood e Toliver-Kisnky, 2004). Existem trés
tipos de selectinas, incluindo L-selectina, E-selectina e P-selectina, sendo a primeira
encontrada na superficie de leucdcitos. Ja nas células endoteliais sdo encontradas as P-

selectinas. Este é o subtipo expresso em maior propor¢cdo na superficie do endotélio



durante o processo inflamatdrio e € substituido temporalmente pelas E-selectinas (Kelly
e cols., 2007)

Com o progresso do rolamento, tais células interagem com selectinas, citocinas,
quimiocinas e produtos de patdgenos. Isto resulta na expresséo de integrinas da familia
B2 na superficie dos neutrofilos, permitindo o desenvolvimento de uma interagéo de alta
afinidade com moléculas de adesdo intercelular (ICAM-1, do inglés, endothelial
intercellular adhesion molecule-1) expressas pelo endotélio. Esta interacdo mais forte e
0 estimulo quimiotético continuo sdo importantes para que ocorra a migracdo destas
células através do endotélio (Amulic e cols., 2012) (Figura 2). Uma vez ativados e
presos ao endotélio, os neutréfilos iniciam a transmigracao. Este processo ocorre através
de juncGes entre as células endoteliais, por meio da via paracelular ou transcelular
(Sadik e cols., 2011). A via transcelular é mediada por moléculas de adesdo endotélio-
plaqueta (PECAM-I, do inglés, platelet/endothelial cell adhesion molecule 1), expressas
tanto na superficie dos neutrofilos, quanto na superficie lateral do endotélio. A medida
que estas moléculas se ligam umas as outras, a interacao entre integrinas e ICAM-I fica
mais fraca e, assim, a diapedese é favorecida (Sherwood e cols., 2004); j& a via
paracelular é caracterizada quando os neutrofilos se “espremem” em movimentos

ameboides por entre as juncGes das células endoteliais (Muller, 2014).
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Figura 2:Eventos e a¢des da migracdo leucocitaria (adaptado de Amulic e cols., 2012).
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No caso de um dano estéril, os neutréfilos auxiliam na remoc¢do de células
mortas e debris, além de secretarem citocinas e quimiocinas que promovem
upregulation de moléculas de adesdo, favorecendo o recrutamento celular (Chen e
Nufiez, 2010). Na infeccdo, os neutréfilos podem eliminar os patdgenos através de
fagocitose, degranulacdo de vesiculas contendo enzimas proteoliticas ou imobilizacéo
dos patogenos através de redes extracelulares de neutrofilos (NETs, do inglés,
neutrophil extracellular traps) (Kolaczkowska e Kubes, 2013).

Com o progresso da resposta inflamatéria aguda, os neutréfilos deixam de ser
predominantes e sdo gradualmente substituidos por mondcitos (Figura 3). No tecido,
estas células se diferenciam em macrofagos e sdo responsaveis por promover a
fagocitose de restos celulares e patdgenos, além de liberarem substéncias a fim de
combaté-los (Lawrence e cols., 2002). Existem evidéncias in vivo de que nos casos de
inflamacdo estéril, os neutréfilos que uma vez migraram para o sitio inflamado podem

retornar a vasculatura (Kolaczkowska e Kubes, 2013).

Exsudato Neutrofilos Mondcitos / Macrofagos

Numero de células

Tempo

Figura 3: Cinética celular da resposta inflamatoria aguda (adaptado de Freire e Van

Dyke, 2013).



1.4 Mediadores inflamatdrios

Durante o processo inflamatorio, o tecido inflamado, leucécitos e demais células
presentes no local da injuria produzem mediadores inflamatorios que atuardo sobre os
tecidos e 6rgdos, gerando estimulos pro e anti-inflamatdrios. Estas moléculas podem ser
encontradas no interior dos tipos celulares envolvidos — como histamina — ou circulando
pelo plasma como precursores inativos — como fragmentos do complemento, cininas ou
componentes da cascata de coagulagcéo (Medzhitov, 2008).

Enguanto mediadores pré-inflamatérios coordenam e amplificam a resposta
inflamatoria, aqueles ditos anti-inflamatorios tentam reverter as alteracGes vasculares,
controlar a migracdo e ativacdo leucocitaria, além de sinalizarem para a apoptose e

fagocitose das células inflamatérias (Lawrence e cols., 2002).

1.4.1 Classificacdo dos mediadores inflamatorios e suas acoes

De acordo com as suas propriedades bioquimicas, os mediadores inflamatérios
podem ser agrupados da seguinte forma: aminas vasoativas, peptideos vasoativos,
componentes do complemento, citocinas, quimiocinas, enzimas proteoliticas e
mediadores lipidicos (Medzhitov, 2008).

As aminas vasoativas compreendem histamina — presente, dentre outros tipos
celulares, em basofilos e mastocitos — e serotonina — encontrada em células
enterocromafins, plaquetas e mastdcitos. A histamina, a partir da degranulagdo de
mastocitos e/ou basofilos, promove vasodilatacdo das arteriolas e contratura do musculo
liso bronquial. Nas vénulas, promove vasoconstricdo, aumentando a permeabilidade do
endotélio vascular. Por sua vez, a serotonina, dentre outras acfes pro-inflamatdrias,
como a ativacdo de monocitos, também aumenta a permeabilidade vascular (Larsen e

Henson, 1983; Qin e cols., 2013).



Os mediadores lipidicos compreendem o0s eicosanoides — metabdlitos do acido
aracdonico (AA), produzidos a partir da clivagem deste pelas enzimas lipoxigenase
(LOX) e ciclo-oxigenase (COX). A clivagem pela LOX gera as lipoxinas, que detém
acdo anti-inflamatéria e promovem reparo tecidual, mas também leucotrienos, que
exercem ac¢ao quimiotética. Ja a COX produz prostanoides, como as prostaglandinas E;
(PGE;) — que promovem vasodilatacdo, febre, e, sinergicamente com histamina e
bradicinina, atuam sensibilizando nociceptores e induzindo a formagdo de exsudato —,
prostaciclinas (PGl,) — envolvidas na vasodilatacdo e na inibicdo da agregacéo
plaquetéria — e tromboxanos (TxA.), produzido por leucdcitos e plaquetas, com efeitos
opostos (Figura 4). A partir dos fosfolipideos de membrana, além do AA, também
ocorre a formacdo do 4cido lisofosfatidico, que origina os fatores de ativacdo
plaquetaria (PAF, do inglés platelet activating factor). Estes mediadores séo
responsaveis pelo recrutamento de leucdécitos, vasodilatacdo, vasoconstricdo e aumento

da permeabilidade vascular (Kalter, 1984; Medzhitov, 2008).

Fosfolipideos de membrana

1 5-LOX

<, R OOH .
Acido > Leucotrienos
aracdonico ‘\=\=

l COX-1 & COX-2

PGH2

Isomerases tecido-especificas
/ / | \ \

TxAz PGD2z PGE2 PGlz2 PGF2a

Figura 4: Sintese de prostanoides e leucotrienos (adaptado de Ricciotti e FitzGerald,

2011).



As citocinas sdo moléculas proteicas, de curta meia-vida plasmatica, secretadas
por todas as células nucleadas mediante ativacdo de receptores acoplados a proteina G
(GPCRs, do inglés G protein coupled receptors). Uma vez secretadas, podem atuar de
forma autdcrina, justacrina, parécrina, endocrina ou intracelular (Schimitz e cols.,
2011). Dentre citocinas atuantes no processo inflamatorio, podem ser citadas
interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral a (TNF-a, do inglés, tumor necrosis
factor-a) e interleucina-10 (IL-10). A familia IL-1 é composta por onze citocinas, dentre
as quais se destaca a interleucina-1p (IL-1p), cuja secre¢@o ocorre através de diversos
tipos celulares como macrdfagos e neutrofilos. IL-1p ndo se encontra constitutivamente
expressa, sendo induzida por diversos estimulos pro-inflamatorios, como aqueles
estéreis (por exemplo, células mortas) ou oriundos de patdgenos. Dentre seus efeitos
majoritarios encontra-se a regulacdo positiva de mediadores inflamatérios, incluindo
PGs, através da inducdo da expressdo de COX-2 (Turner e cols., 2014; Kono e cols.,
2014; Nonato e cols., 2011). TNF-a ¢ um potente mediador inflamatorio, podendo agir
em sinergismo com IL-1B. Encontra-se envolvida na inducdo de vias apoptéticas e nédo-
apoptdticas, na expressdo de outras citocinas pro-inflamatérias e producdo de PG, na
ativacdo das enzimas LOX e fosfolipase A2 (PLA;, do inglés, phospholipase A),
resultando na producdo de AA e leucotrienos e também na migracdo de leucdcitos
(Sedger e McDermott, 2014). 1L-10 é uma citocina pleiotropica reconhecida pelo seu
papel anti-inflamatorio, do qual se destaca a inibicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas por macrofagos. Pode ser produzida por diversos tipos
celulares, como monacitos, macrofagos, células T e mastdcitos a fim de limitar a
infiltracdo de leucocitos e o processo inflamatorio de forma geral (Kotenko, 2002; Conti

e cols., 2003; Akdis e cols., 2011). Alguns autores classificam as citocinas em pro ou



anti-inflamatorias. Contudo, segundo Kushner (1998), esta classificacdo ndo deve partir
de uma anélise individual das mesmas. Por exemplo, ainda que algumas citocinas sejam
classificadas como anti-inflamatérias, sdo todas componentes intrinsecos de uma
resposta inflamatoria, onde se faz presente uma combinacdo de mediadores cujos efeitos
dependerdo do contexto em que se encontram inseridas.

As quimiocinas sdo uma classe de citocinas envolvidas no trafego de células
imunes, podendo uma mesma molécula atuar em mais de um receptor e este ligar mais
de uma quimiocina, caracterizando uma relagdo de redundancia (Koelink e cols., 2012).
Encontram-se envolvidas tanto em fungBes homeostéaticas, como maturacdo de
leucécitos e a regeneracdo dos circulantes, quanto naquelas inflamatérias, como o
recrutamento de células para as regifes inflamadas (Jin e cols., 2008).

A resposta inflamatdria também é mediada por proteases plasmaticas que se
encontram inter-relacionadas — o sistema complemento e peptideos vasoativos (como
alguns componentes da cascata de coagulacédo, fibrinopeptideos e cininas). O sistema
complemento é composto de proteinas séricas, produzidas, dentre outros, por
hepatocitos, macréfagos e células epiteliais. Encontram-se envolvidas no clearance de
patdégenos e, dentre outras acBes, podem regular a vasodilatacdo, o aumento da
permeabilidade vascular, a contracdo do masculo liso e a quimiotaxia de neutrofilos e
macrofagos (Noris e Remuzzi, 2013). A ativacdo da cascata de coagulacdo também se
encontra envolvida com diversos eventos no processo inflamatorio. Sua ativagédo
depende principalmente da expressdo e exposicdo de fator tecidual pelo endotélio e
monocitos ao ambiente intravascular, culminando na ativacdo de trombina, envolvida
com a expressdo de moléculas de adesdo, liberacdo de citocinas e aumento da
permeabilidade vascular. Uma vez formada, a trombina é capaz de clivar o fibrinogénio

insoluvel para a formagdo de um coagulo de fibrina, que contribui para a adesdo de
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macrofagos e aumento da permeabilidade vascular (Petdjd, 2011; Kumar e cols., 2012;
Popovi¢ e cols.,, 2012). O fator Xlla, intermediario da cascata de coagulagdo, ¢
responsavel por iniciar a via das cininas, culminando na produgdo do peptideo vasoativo
bradicinina, a partir da calicreina e do cininogénio de alto peso molecular. A bradicinina
é responsavel por provocar vasodilatacéo arteriolar e por efeitos nociceptivos — oriundos
de sua capacidade de ativar nociceptores e aumentar a descarga de fibras aferentes
simpaticas (Regoli e cols., 1980; Moalem e Tracey, 2006; Kumar e cols., 2012).

Dentre as enzimas proteoliticas, podem ser citadas metaloproteinases de matriz e
catepsinas. Algumas de suas a¢es compreendem degradacdo de proteinas da membrana
basal, remodelamento tecidual, promocdo da migracdo leucocitaria e apoptose

(Medzhitov, 2008).

1.5 Espécies reativas de oxigénio

O metabolismo oxidativo, o enovelamento de proteinas e outras reacGes
metabdlicas geram, naturalmente, espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
reactive oxygen species), sendo este também um mecanismo de defesa contra infeccdes
e outras injarias (Lépes-Armada e cols., 2013). Estas espécies sdo geradas a partir da
reducdo do oxigénio e compreendem o anion superoxido, (O,"), perdxido de hidrogénio
(H20>) e o radical hidroxil (OH®). As ROS possuem elétrons desemparelhados, o que
explica a sua alta reatividade, atacando componentes moleculares da celula para que
consigam restituir o par de elétrons (Reczek e Chandel, 2015; Closa e Folck-Puy, 2004).

O processo inflamatorio também pode ser amplificado pela geracdo de ROS
(Figura 5). Os alvos destas espécies compreendem, por exemplo, a ativacdo do fator
nuclear kB (NFxB, do inglés nuclear factor xB) e da via de MAP cinases (MAPK, do

inglés mitogen-activated protein kinases), envolvidos com a transcricdo de genes pro-
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inflamatorios; a indugdo da sintese de citocinas; e a ativacao do endotélio, promovendo
a expressao de moléculas de adesdo e receptores celulares (Closa e Folck-Puy, 2004).
Diversas células inflamatorias, como neutrofilos, mastocitos e macréfagos
também podem produzir ROS (Kundu e Surh, 2012). Em particular, os neutrofilos
liberam estas espécies enquanto circulam e também quando se encontram aderidos ao
endotélio. Os efeitos diretos das ROS incluem oxidacdo de proteinas, ligagdes cruzadas
no cddigo genético celular, peroxidacdo de membranas lipidicas ricas em colesterol,
além de danos aos componentes da mesma, como a receptores e transportadores (Closa

e Folck-Puy, 2004).
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Figura 5: Amplificacdo da resposta inflamatéria por ROS (adaptado de Closa e Folch-

Puy, 2004).

1.6 Oxido nitrico
O NO é um radical livre produzido a partir da oxidacdo do aminoécido L-
arginina pelas enzimas 0xido nitrico sintases (NOS, do inglés nitric oxide synthases), na
presenca de diversos cofatores. Trés subtipos de NOS ja foram identificados — as
constitutivas, neuronal (NNOS) e endotelial (eNOS), e a induzida (iNOS), inicialmente

identificada em macrdfagos, mas que pode ser expressa em qualquer célula ou tecido,
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conguanto o estimulo inflamatdrio esteja presente (Lo Faro e cols., 2014; Duarte e cols.,
2014).

A atividade das enzimas nNOS e eNOS é dependente de calcio. A producdo de
NO por estas encontra-se na faixa de concentracdo picomolar e responde por uma série
de acdes benéficas ao organismo como vasodilatacdo e inibicdo da agregacédo
plaquetaria. A primeira ocorre devido a difusdo do NO para 0 musculo liso subjacente —
apos sua formacgdo no endotélio —, onde estimula a enzima guanilato ciclase soltvel
(GCs, do inglés soluble guanylate cyclase), resultando em producéo aumentada de GMP
ciclico (GMPc, do inglés guanosine monophosphate cyclic), a partir da guanosina
trifosfato (GTP, do inglés guanosine triphosphate) (Figura 6). Este aumento de GMPc
ativa a proteina cinase G, promovendo o relaxamento do musculo liso. A inibicdo da
agregacdo plaquetaria pelo NO também ¢é dependente de GMPc e apresenta acdo

sinérgica com prostaciclinas (Lo Faro e cols., 2014; Moncada e Higgs, 1993).

Bradicinina

c32+ Estressede
l cisalhamento
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Figura 6: Relaxamento vascular mediado pelo 6xido nitrico (adaptado de Moncada e
Higgs, 1993).

O NO é um mediador fisiolégico que pode atuar, por exemplo, regulando a
respiracdo celular atraves da inibigdo reversivel do complexo citocromo c oxidase.

Contudo, pode se “transformar” em inflamatorio, com proposito citostatico e citotdxico.
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A ativacdo de iNOS, independente de célcio, garante que o NO seja produzido em
quantidades aumentadas, por muitas horas ou até dias permitindo uma maior interacéo
deste gas com anions superdxidos, gerando peroxinitrito, com alto potencial oxidativo,
que provoca uma inibicdo irreversivel de enzimas importantes da cadeia transportadora

de elétrons (Choudhari e cols., 2013; Moncada, 1999).

1.7 Tratamento do processo inflamatério

Tradicionalmente, o tratamento do processo inflamatério € realizado com
terapias que promovem o alivio sintomatico das condi¢des agudas ou cronicas, a partir
da neutralizacdo de niveis aumentados de mediadores pré-inflamatérios e/ou da inibicao
da ativacdo e do recrutamento leucocitario (Alessandri e cols., 2013).

Os farmacos mais utilizados para tratamento sdo os anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINES), incluindo também os inibidores seletivos da ciclo-oxigenase 2
(COXibes), e os glicocorticoides (GC). Os AINES, através da inibicéo das isoformas da
enzima COX, impedem a formacdo e liberacdo de prostanoides, reduzem a dor e
também apresentam um efeito benéfico de inibicdo da agregacdo plaquetéria, sendo
utilizados adicionalmente na terapia anti-plaquetaria. Contudo, respondem pelo
aparecimento de efeitos adversos relacionados ao trato gastrointestinal, devido a
inibicdo da isoforma COX-1, responsavel pelas acOes protetoras da mucosa gastrica,
como sintese e secrecdo de muco e bicarbonato, e inibi¢do da secrecdo acida (Alessandri
e cols.,, 2013; Patrignani e Patrono, 2014). Citocinas pro-inflamatorias,
lipopolissacarideos (LPS) e fatores de crescimento podem causar a supra-regulacao da
enzima COX-2, causando uma producdo aumentada de prostanoides. Os COXibes
previnem este efeito ao inibirem seletivamente esta isoforma, além de causarem efeitos

colaterais muito menos severos na mucosa gastrica. Contudo, muitos foram retirados do
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mercado devido a graves efeitos adversos causados no sistema cardiovascular, como
angina, infarto do miocéardio e ataques isquémicos. Sugere-se que estes efeitos se devam
ao fato dos COXibes inibirem seletivamente a isoforma COX-2 — que tem como
principal produto a PGlI,, responsével pela vasodilatacdo no local da injaria durante o
processo inflamatério, mas também por exercer efeitos opostos a mediadores que
estimulam a agregacdo plaquetéria, elevam a pressao arterial e aceleram a aterogénese,
como o0 TxA, derivado da isoforma COX-1 de plaquetas, cuja atividade ndo é afetada.
Sendo assim, as acBes deste Ultimo mediador prevalecem, favorecendo os efeitos
adversos cardiovasculares (Fries e Grosses, 2005; Meirer e cols., 2014; Wang e cols.,
2014). Por sua vez, os GC contribuem para a resolucao do processo inflamatorio atraves
de mecanismos que envolvem tanto a transcrigdo, quanto a transrepressdo de genes.
Quando ligado ao seu receptor, 0 GC se transloca para o nucleo, prevenindo a
transcricdo de genes como os de citocinas pro-inflamatérias, NO e prostanoides. Por
outro lado, também pode promover a transcricio de genes como de IL-10 e do
antagonista de IL-1B. Além disso, os GC regulam positivamente a sintese de anexina
Al. Esta proteina encontra-se constitutivamente expressa em neutréfilos, mondcitos e
macrofagos, sendo secretada mediante ativacdo destes tipos celulares. Dentre suas a¢des
podem ser destacadas a inibicdo da adesdo e transmigracdo leucocitaria (Perretti e
D’Acquisto, 2009). Juntos, esses eventos resultam em diversos efeitos, como a inibigdo
da vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade vascular, da transmigracéo,
distribuicho e morte/sobrevivéncia de leucdcitos. Entretanto, apesar de serem o0s
farmacos anti-inflamatorios mais efetivos, o uso a longo prazo encontra-se associado a
efeitos adversos como osteoporose, doengas metabolicas e cardiovasculares (Dejager e

cols., 2014; Coutinho e Chapman, 2011).
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Ainda que a maioria dos anti-inflamatérios atuais promova a inibi¢do da sintese
de mediadores inflamatérios, fatores enddgenos que muitas vezes participam da
manutencdo das condicdes fisioldgicas também podem ser afetados, causando uma
perturbacdo da homeostasia e, consequentemente, efeitos adversos. Assim, a busca de
novos farmacos que resolvam o processo de forma homeostatica, eficiente e bem

tolerada pelos usuarios é de grande importancia (Alessandri e cols., 2013).

1.8 Plantas medicinais: alternativa para novas terapias

Mais da metade dos novos farmacos introduzidos no mercado desde a década de
90 podem ser atribuidos a produtos naturais, indicando que até hoje sdo vastamente
pesquisadas e empregadas como fonte de novas terapias (Hao e cols., 2014).

O conceito de que o uso de plantas medicinais remete a uma terapia mais natural
tem crescido entre a populacao, junto ao fato de que podem provocar, em alguns casos,
efeitos adversos menos pronunciados e serem tdo ou mais efetivas que medicamentos
sintéticos. Isto gracas a complexa composi¢do dos extratos de produtos naturais, que
pode influenciar os processos farmacocinéticos — como absorcdo, metabolizacdo e
excrecdo — de um Unico composto bioativo. Além disto, 0s componentes presentes
podem atuar de forma sinérgica e em diversas etapas de uma mesma via de sinalizagdo
— diferente de farmacos sintéticos, que sdo desenhados em sua maioria para atuar em um
alvo especifico —, contribuindo para um melhor efeito bioldgico (Gosslau e cols., 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 70 — 95% da
populacdo mundial depende da medicina popular para a atengdo priméaria em saude, e a
maioria destas praticas medicinais compreende o uso de produtos naturais (Carmona e

Pereira, 2013).
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1.9 Lippia origanoides Humboldt, Bonpland e Kunth

As plantas do género Lippia compreendem aproximadamente duzentas espécies,
que podem ser encontradas na forma de ervas, arbustos ou pequenas arvores e
encontram-se distribuidas pela América Central e do Sul, além de alguns lugares da
Africa. Pertencem a familia Verbenaceae, caracterizada por abranger mais de setecentas
espécies distribuidas entre as zonas tropicais e temperadas. Geralmente, aquelas
encontradas em zonas tropicais caracterizam-se por serem aromaticas (Pascual e cols.,
2001; Maisch, 1985).

Na literatura, j& existem descritos usos de espécies de Lippia contra distdrbios
respiratdrios (como L. Alba N.E. Brown, L. dulcis Trevir., L. chevalieri Moldenke, L.
graveolens H.B.K., L. micromera, Schauer., L. microphylla Cham., L. multiflora
Moldenke e L. nodiflora (L.) Michx) e gastrointestinais (como L. alba (Mill.) N.E.
Brown, L. citriodora H.B.K. ou L. triphylla (L’Hér.) Kuntze, L. dulcis Trevir., L.
micromera Schau, L. origanoides H.B.K., L.reptans H.B.K., L. stoechadifolia H.B.K.
eL. Turbinate Griseb; malaria (L. chevalieri Moldenke,L. multiflora Moldenke eL.
Nodiflora (L.) Michx); como antiespasmddica (como L. alba (Mill.) N.E.Brown, L.
citriodora (Ort.) H.B.K. ou L. triphylla (L’Hér), L.dulcis Trevir., L. geminata H.B.K., L.
graveolens H.B.K. e L. Nodiflora (L.) Michx); como adocante em preparacdes
culinarias (como L. alba (Mill.) N.E. Brown, L. citriodora (Ort.) H.B.K., L. graveolens
H.B.K., L. micromera Schau) (Pascual e cols., 2001).

A Lippia origanoides Humboldt, Bonpland e Kunth (L. origanoides) é um
arbusto aromatico de ate trés metros de altura (Figura 7), distribuido nas regides da
Amazonia, Guianas, Venezuela ¢ Colombia, onde ¢ conhecida como “orégano do
monte”, € em paises da América Central, como Cuba, Guatemala e M¢éxico, neste

reconhecida como substituta do orégano (Maisch, 1985; Pascual, 2001). Dentre as
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atividades e usos descritos para a espécie, encontram-se atividade antimicrobiana do
6leo essencial (Oliveira e cols., 2007; Barreto e cols., 2014); além do uso como remédio
contra gripe, bronquite e asma, do uso das folhas como tempero alimenticio e do

decocto como estimulador de apetite (Pascual e cols., 2001).

Figura 7: L. origanoides H.B.K.

(https://www.flickr.com/photos/ignezmotta/8535627021, em 20 de maio de 2014).

No Brasil, foi conduzido um estudo por Oliveira (2004) na cidade de Oriximina,
estado do Pard, onde a planta ¢ conhecida como “salva-de-marajo”. Nele constatou-se 0
uso da infusdo de folhas e flores de L. origanoides contra dores de estdmago, colicas,
diarréia, inflamag&o uterina, corrimento vaginal, cOlicas menstruais, febre, para “descer
o sangue da mulher” (como ¢ dito popularmente), além de anti-séptico. Em outro estudo
realizado, observou-se que a planta constitui uma das principais espécies medicinais

dentre aquelas utilizadas por comunidades quilombolas (Oliveira, 2014).
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1.9.1 Constituicdo quimica

Ainda se conhece pouco acerca da constituicdo quimica desta espécie. Os dados
da literatura analisam principalmente os componentes do Oleo essencial de L.
origanoides (Oliveira, 2014). Baseado nisto, Stashenko e cols. (2010) propuseram trés
quimiotipos (A, B, C) desta planta, ou seja, de plantas morfologicamente idénticas,
porém com diferentes constituicdes quimicas. O quimiotipo A, de aroma citrico,
apresenta majoritariamente p-cimeno — detentor de atividade antioxidante e
neuroprotetora (Oliveira e cols., 2015) —, a- e g-filandreno — relacionados a reducao da
nocicepcdo e hiperalgesia (Lima e cols., 2012), bem como a atividade antimicrobicida e
anti-oxidante (Martins e cols., 2014) — e limoneno — promotor de atividades inibitorias
sobre a producdo de 6xido nitrico (NO), prostaglandinas E;(PGE,) e citocinas proé-
inflamatorias (Yoon e cols., 2010); os quimiotipos B e C, com fragrancia de orégano,
apresentam em sua maioria os terpenos fendlicos carvacrol e timol, respectivamente —
responsaveis por atividades anti-inflamatorias, como reducdo de citocinas pro-
inflamatorias (Kara e cols., 2014) e do infiltrado leucocitario (Riella e cols., 2012). Um
quarto quimiotipo, D, de sinonimia de Lippia schomburgkiana Schauer, também foi
identificado (Silva e cols., 2009), possuindo o constituinte 1,8-cineol como majoritario,
relacionado a atividade inibitdria sobre a producdo de ROS e a peroxidacdo lipidica
(Porres-Martinez e cols., 2014). Alem deste, foi identificado por Ribeiro e cols. (2014)
0 que seria o quimiotipo E, rico em (E)-metilcinamato — envolvido com ag0es
antiespasmadicas e miorelaxantes (Lima e cols., 2014) — e (E)-nerolidol, com fragrancia
frutada/amadeirada e relacionado com atividade anti-bacteriana (Khaoukha e cols.,
2014) e anti-parasitaria (Silva e cols., 2014).

Em relacdo aos componentes ndo volateis, poucos ja foram identificados.

Contudo, na espécie L. origanoides ja foi relatada a presenca de duas naftoquinonas e
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do flavonoide pinocembrina (Stashenko e cols., 2010; Oliveira e cols., 2014). As
naftoquinonas pertencem a classe das quinonas, metabdlitos secundarios de plantas. Em
relacdo as atividades farmacoldgicas destes compostos, encontram-se relatadas, dentre
outras, propriedades microbicidas, anti-virais e antitumorais. Além disso, as
naftoquinonas compreendem as vitaminas do tipo K, necessarias no processo de
coagulagdo do sangue (Da Silva e cols., 2003). Nas raizes de L. origanoides ja foram
encontrados dois tipos de naftoquinonas — catalponol e tectoldimetil éter (Brieskorn e
Pohlmann, 1976). Contudo, no levantamento bibliografico realizado para este trabalho,
ndo foram encontrados relatos acerca da atividade farmacoldgica destas naftoquinonas
especificas.

Os flavonoides sdo compostos fendlicos encontrados nas folhas, floras,
sementes, frutos, cascas e raizes, desempenhando funcdes de defesa e crescimento.
Dentre as acOes terapéuticas ja descritas para estes componentes, encontram-se
atividade antimicrobiana, anti-hipertensiva e anti-inflamatdria, além de possuirem
atividade sequestrante de radicais livres e inibirem a producdo de prostaglandinas
(Havsteen, 2002). A pinocembrina possui propriedades antioxidantes e antifingicas ja
descritas, além de ser um agente promissor no tratamento de cancer e também na
quimioprevencdo. Este flavonoide pertence a classe das flavanonas, relacionadas com
atividades antiproliferativa, anti-inflamatéria, antifingica e anticarcinogénica

(Stashenko e cols., 2010).
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral
Avaliar a acdo anti-inflamatoria aguda de L. origanoides em modelos
experimentais in vivo e in vitro, a fim de confirmar o seu uso popular e contribuir para

seu estudo etnofarmacologico.

2.2 Objetivos especificos

1) Awvaliar a agdo anti-inflamatoria aguda do extrato bruto de L. origanoides e de
uma mistura de flavonoides isolados do mesmo através dos modelos da
lambedura de pata induzida por formalina e da migracdo celular induzida por
carragenina na bolsa de ar subcutanea (BAS);

2) sugerir uma possivel explicacdo para sua acdo anti-inflamatdria atraves da

dosagem de citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-10), NO, ROS e proteina.
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3. MATERIAIS E METODOS

23



3.1 Material vegetal

As partes aéreas do quimiotipo B de Lippia origanoides foram coletadas na
cidade de Oriximina, no estado do Para (Brasil), em outubro de 2002, pelo professor
Danilo Oliveira, da Faculdade de Farmacia, UFRJ. Uma exsicata de registro CESJ
39532 foi depositada no herbéario de Universidade Federal de Juiz de Fora, apés

identificacdo pela Dr. Fatima Regina Gongalves Salimena.

3.2 Extrato etandlico de Lippia origanoides

O preparo do extrato etanolico (EB) de L. origanoides foi conduzido pelo grupo
da professora Suzana Guimaraes Leitdo, da Faculdade de Farméacia, da UFRJ. O tipo de
extracdo utilizado foi maceracao estatica. Para isto, as folhas foram secas e trituradas até
a obtencdo de um po. Este foi colocado em um erlenmayer ao qual se adicionou etanol
95% (160 g, 1/5 pl/v) para sucessivas extracdes. Em seguida, a solucdo foi
homogeneizada e deixada em repouso por aproximadamente 1 semana, em erlenmayer
fechado. Apds este periodo, a solucdo foi filtrada e colocada em rota-vapor para

evaporacdo do solvente.

3.3 Mistura de flavonoides
A mistura de flavonoides (MF) foi obtida a partir do pré-fracionamento do EB
por cromatografia de contra-corrente, no laboratério da professora Gilda Guimardes

Leitdo, do Instituto de Pesquisa em Produtos Naturais, da UFRJ.

3.4 Reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados: dimetilsulfoxido (DMSQO) P.A., éter
etilico (Fisher Biotech); fosfato dissédico de dexametasona (Ache); tween 20 e tween
80 (Isofar); cloridrato de xilazina 2% (Vetbrands) e cloridrato de cetamina 10% (Ceva);

formaldeido, acido fosforico e acido acetico foram adquiridos da Reagen; &cido
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acetilsalicilico (AAS), carragenina, tampdo de fosfato-citrato com perborato (TFCP) e
pastilhas de tetra-metil-di-hidrocloreto de benzidina (TMB), formiato de amonio
(NH4CO,), molibdato de aménio, naftiletilenodiamina, sulfanilamida, forbol miristato
acetato (PMA) e 2,7 — diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA)(Sigma), nitrito de sédio
(Isofar), hidroxido de sodio e fosfato monossodico (Reagen), sulfato de zinco (Vetec),
KitsELISA BD OptEIA™ Set Mouse para TNF-a, IL-1B, IL-10, (BDBiosciences, San
Diego, EUA); kit PierceBCA™ProteinAssay (ThermoScientific); TrypticaseSoyBroth

(BectonDicksonMicrobiology Systems).

3.5 Preparo das solugdes

= Tampao fosfato salina (PBS):

KH,PO, (anidro) 1,78 ¢
Na,HPO, (anidro) 7,61¢

NaCl 850

H.O ultrapura g.s.p. 1000 mL

» Formalina: solucdo de formaldeido 2,5% (v/v) diluido em PBS.

= AAS: solucdo a 100 mg/mL, em Tris-HCI 1M, pH 8,0.

= Carragenina: solucdo a 10 mg/mL (1% p/v) em PBS.

= Dexametasona: solu¢do 100 mg/mL, em agua.

= Reagente BCA: reagentes A e B presentes no kit, misturados na propor¢ao 50:1,
respectivamente. No momento do uso sdo utilizados 195 pL desta mistura, preparada
conforme abaixo.
Reagente B 1mL
Reagente A g.S.p. 50 mL

= Reagente de Griess: reagentes A e B misturados na propor¢ao 1:1.

Reagente A:
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sulfanilamida 19

H,O ultrapura g.s.p. 100 mL
Reagente B:

dicloreto de naftilenodiamina 0,1¢g

H3PO, 10% g.s.p. 100 mL

= Fonte de nitrato redutase: a bactéria Escherichia coli (E. coli) foi diluida em 5
mL de meio TrypticaseSoyBroth, em condi¢es anaerdbias, a 37 °C, por 18 a 20 horas
(h). Centrifugou-se o meio por 15 minutos (min), a 11.000 rota¢6es por minuto (r.p.m.),
seguido de lavagem com PBS, para que fossem obtidas aliquotas de 100 uL, na
concentracdo de 150 mg/mL, armazenadas a -70 °C.

= Diluente de ensaio:

Soro fetal bovino 10 mL
PBS g.s.p. 100 mL

= Tampao diluente:

NaHCO; 7,13 ¢
Na,COs3 1,59 g
H,Oultrapura g.s.p. 1000 mL

Ajustar pH para 9,5 utilizando NaOH 10 N

= Tampado de lavagem:
Tween 20 0,05 mL
PBS g.s.p. 100 mL

= Solucéo de substrato: 1 pastilha de TMB ¢é solubilizada em 1 mL de DMSO e 1
capsula de TFCP ¢ solubilizada em 100 mL de &gua ultrapura para preparo da solucao
de uso abaixo.

T™MB 1,0 mL
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TFCP 9,0 mL

= Anestésico:

Cloridrato de cetamina 45 mL
Cloridrato de xilazina 15mL
Salina g.s.p 40 mL

* PMA: solucéo a 10 nM, em PBS

= DCF-DA: solucdo a 200 uM, em PBS

3.6 Preparo e administracdo do EB, MF e farmacos controle
O EB ou a MF foram dissolvidos em DMSO para preparo de uma solucdo
estoque a 100 mg/mL, armazenada a -20 °C. No momento dos ensaios foram feitas
solugdes intermediarias em Tween 80. O EB e MF foram administrados por via oral
(v.0.) em doses variando entre 10 e 100 mg/kg e 1 e 10 mg/kg, respectivamente. Como
farmacos de controle positivo foram utilizados AAS (200 mg/kg, v.0.) e, por via
intraperitoneal (i.p.), dexametasona (D; 0,5 mg/kg,). Como controle negativo utilizou-se

apenas o veiculo (Tween 80).

3.7 Animais

Camundongos Swiss Webster (n = 6 — 8 por grupo), fémeas, pesando entre 23 —
30 gramas, doados pelo Instituto Vital Brasil (Niteroi, Rio de Janeiro) foram utilizados.
Os animais permaneceram no biotério do Programa de Farmacologia/ICB, com
temperatura controlada entre 22 + 2 °C, ciclo claro/escuro de 12 h e 4gua e comida ad

libitum.
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Doze horas antes da realizacdo dos experimentos, retirou-se a racdo a fim de se
prevenir uma interferéncia da alimentagdo na absor¢do das substancias administradas
oralmente.

Os protocolos de experimentacdo em animais de laboratério obedeceram aos
critérios da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), do Centro de Ciéncias da
Saude, da Universidade Federal do Rio de Janeiro e as normas do Conselho Brasileiro

de Experimentacédo Animal (COBEA) e receberam o protocolo #DFBCICB015-04/16.

3.8 Modelo da lambedura de pata induzida por formalina

Adaptado de Hunskaar e Hole (1987), no qual os animais receberam injecéao
subcutanea, na regido plantar, contendo 20 uL de solugdo de formalina (2,5 % v/v).
Imediatamente ap6s a injecdo, contava-se 0 tempo (em segundos) no qual o animal
permanecia lambendo a pata injetada nos primeiros 5 min. Ap6s um intervalo de 10
min, contava-se novamente por mais 15 min. Sessenta minutos antes da injecdo de
formalina, os animais foram tratados oralmente com EB (10, 30, 50 ou 100 mg/kg), MF
(1, 3, 5, 10 mg/kg), veiculo ou AAS (200 mg/kg). O protocolo experimental esta

demonstrado no esquema 1.

Tempo (minutos)

-60 0 «<——>5 15«<—> 30
‘ 12 fase 22 fase
L J
Veiculo ou !
EB ou MF Contagem do tempo de
ou AAS lambedura
(v.0.) (segundos)

20 pL de formalina
2,5% v/fv
intraplantar

Esquema 1. Protocolo do modelo da lambedura de pata induzida por formalina. Extrato
bruto (EB); mistura de flavonoides (MF); &cido acetil salicilico (AAS).
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3.9 Avaliacéo do desempenho locomotora através do modelo de rotarod

Modelo adaptado de Godoy e cols. (2004). Os animais sdo colocados em um
aparato giratério (8 r.p.m.), denominado rotarod, para observacdo do desempenho
locomotor. Doze horas antes do inicio do experimento os animais foram treinados até
que permanecessem por 60 segundos sem cair. Apds este periodo, todos foram tratados
oralmente com veiculo ou com 100 mg/kg do EB ou com 10 mg/kg da MF, 30 min
antes de serem colocados no rotarod, e observados durante 4 min ao longo de 3,5 h,

conforme esquema 2, a seguir.

Tempo (horas)

-12 0 0,5 1 2 3,5

Controle Veiculo ou
EB ou MF

(v.0.)

Observacdo do nimero de
quedas ao longo de 4 min
(8 rpm)

Esquema 2: Protocolo do modelo de avaliagdo da atividade locomotora em rotarod. Extrato bruto (EB);
mistura de flavonoides (MF); via oral (v.0.).

3.10 Modelo da migracéo celular induzida por carragenina na bolsa de ar
subcutanea (BAS)

No modelo da BAS (Romano e cols., 1997; Raymundo e cols., 2011), 10 mL de
ar estéril (coletados em fluxo laminar, previamente esterilizado por radiagédo
ultravioleta) foram injetados por via subcutanea no dorso dos animais para criacdo de
uma cavidade estéril. Apos trés dias, mais 5 mL de ar estéril foram injetados. No sexto
dia, os animais foram tratados oralmente com EB (10, 30, 50 ou 100 mg/kg), MF (1, 3,
5, 10 mg/kg), veiculo ou com dexametasona (i.p., 0,5 mg/kg). Sessenta minutos apds o

tratamento, os animais foram divididos nos seguintes grupos:
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e Tratados por v.0. com veiculo:

- Receberam injecéo de 1 mL de PBS na BAS;

- Receberam injecéo de 1 mL de solugéo de carragenina (1% p/v) na BAS;
e Tratados por v.0. com EB, MF ou i.p. com dexametasona:

- Receberam injecdo de 1 mL de solucédo de carragenina (1% p/v) na BAS.

Vinte e quatro horas apds a injecdo de carragenina, 0s animais foram
sacrificados em camara contendo CO; e a cavidade, lavada com 1 mL de PBS para
coleta do exsudato e contagem de leucécitos no mesmo. Apds, a amostra foi
centrifugada a 1.000 r.p.m., por 8 min, a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido, aliquotado
e armazenado a -20 °C para as dosagens subsequentes. O protocolo experimental esta

demonstrado no esquema 3.

Tempo (dias)

0 3 6 7
1h
Veiculo ou
EB ou MF CAR 1% estéril
(v.0.) ou
ol 05h (nZB:aff:::::a}
10 mL‘dﬁ SREFF:CO Dexametas_ona - - Lavagem da
ar estenl mLdear | (0,5mg/kg;i.p.) cavidade (1 mL PBS)
estéril ..
- Eutanasia

-Coleta do exsudato
para dosagens

Esquema 3: Protocolo do modelo da migracdo celular induzida por carragenina na bolsa de ar
subcutanea. Extrato bruto (EB); mistura de flavonoides (MF); via oral (v.0.); intra-peritoneal (i.p.)
carragenina (CAR).
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3.10.1 Contagem total de leucdcitos na medula, no sangue e no exsudato

Ainda no modelo da migracdo celular induzida por carragenina na BAS, 0s
camundongos foram anestesiados com solucéo de cetamina e xilazina (112,5 mg/kg +
7,5 mg/kg, respectivamente) para a coleta de sangue, lavado de medula e exsudato da
cavidade. A tubos contendo 15 pL de EDTA (100 mg/mL) foram adicionados 100 pL
de sangue coletados do plexo orbital de cada animal. Para a coleta do lavado de medula,
retirou-se o fémur dos camundongos, o qual foi lavado com 1 mL de PBS. J& do
exsudato, toda a quantidade recolhida foi separada em eppendorfs. Em todas as
situacBes descritas, a contagem de leucdcitos totais foi realizada em contador

automatico pocH-100iV Diff (Sysmex).

3.10.2 Dosagem de Proteina

Para a quantificacdo da concentracdo de proteinas no exsudato utilizou-se o kit
PierceBCA™ProteinAssay (ThermoScientific, EUA), composto pelos reagentes A e B,
misturados na proporgdo 50:1, respectivamente, no momento dos ensaios. Uma aliquota
de 5 puL do sobrenadante do exsudato foi incubada com 195 pL do reagente pronto, a 37
°C, por 30 min. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplaca
(FlexStation 3, Molecular Devices, EUA), a 570 nm. O resultado foi expresso em
ug/mL, a partir de uma curva-padrao com diferentes concentragdes de albumina de soro

bovino (BSA).

3.10.3 Dosagem de 6xido nitrico
Para a dosagem da concentracdo de 6xido nitrico no exsudato da BAS utilizou-
se técnica descrita por Bartholomew (1984) e adaptada por Raymundo e cols. (2011)

seguida da técnica de Griess (Green e cols., 1982).
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Amostras do exsudato foram desproteinizadas onde 200 pL da amostra foram
incubados com 20 uL de ZnSO4 (10 % p/v) por 10 min, a 4 °C. Em seguida foram
adicionados 4 uL. de NaOH (2,5 N),seguido por nova incubac¢do, por 10 min, a 4 °C. As
amostras foram centrifugadas a 10.000 r.p.m., por 10 min, a 4 °C e o sobrenadante foi
recolhido. Um volume de 150 pL do sobrenadante foi incubado por duas horas, a 37 °C,
com 15 pL de NaH,PO, 0,5 M (pH 7,2), 15 pL de NH;HCO, 2,4 M (pH 7,2) e 10 pL de
uma aliquota de E. coli, ndo patogénica, diluida em PBS. Apos centrifugacdo a 10.000
r.p.m., 10 min, temperatura ambiente, coletou-se 100 pL do sobrenadante.

Para a dosagem do nitrito formado misturaram-se partes iguais do sobrenadante
e do reagente de Griess. Uma curva padrdo de nitrato de sodio foi utilizada para o
calculo da quantidade de nitrito acumulado. A leitura das absorbancias foi realizada em
leitor de microplaca (FlexStation 3,Molecular Devices, EUA), em comprimento de onda

de 540 nm. Os resultados foram expressos em micromolar (uM de NO produzido).

3.10.4 Dosagem de Citocinas

Para a quantificacdo de citocinas no exsudato foram utilizados kitsELISA BD
OptEIA™ Set Mouse para TNF-a, IL-1p, IL-10. De forma resumida, imunoplacas foram
incubadas por 18 h, a 4°C, com anticorpo de captura especifico para a citocina. Apos
diversas lavagens as placas foram incubadascom 50 pL de cada amostra (exsudato da
BAS) ou com curva padréo, por periodo de 18 h, a 4°C.

Ap0Os novas lavagens, incubacdo com anticorpo de deteccdo correspondente a
cada citocina e adicdo do substrato, a reagdo foi parada com adi¢cdo de H3PO; 1 N. A
absorbancia foi obtida em leitor de microplaca (FlexStation 3,Molecular Devices,
EUA), em comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos como

pg/mL de citocina.
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3.11 Determinacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A técnica foi descrita por Srivastava e cols. (2009). A partir do experimento da
BAS, coletou-se 1 mL do exsudato de animais tratados com veiculo (v.0.) e carragenina
na cavidade. Este foi transferido para eppendorf de forma a se obter a concentragéo de
10° células/mL. Em seguida, foi realizada uma incubagéo a 37 °C e 5% de CO; por 1 h.
Ap0s este periodo, 100 uL de EB (10, 30, 50 e 100 pg/mL) ou MF (1, 3,5 e 10 pg/mL)
ou PBS foram adicionados aos eppendorfs, seguido de nova incubacgdo por 30 min nas
condices ja especificadas. Ao término, as células foram tratadas com 1 uL de PMA 10
nM e incubadas por 45 min nas referidas condi¢es. Apds incubacdo, foram adicionados
10 uL de solugdo de DCF-DA 200 uM, seguido de nova incubacdo por 30 min, a 37 °C
e 5% de CO,. A fluorescéncia emitida, proporcional a concentracdo de ROS, foi captada

em citbmetro de fluxo, no canal FL-1.

3.12 Anélise Estatistica

Os grupos experimentais foram compostos por 6 a 8 animais. Os resultados
encontram-se descritos como a média + desvio padrdo. Os dados foram analisados no
programa GraphPad Prisma®(versdo 5.0., GraphPad Software inc., San Diego, CA,
EUA) usando andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Bonferroni. Valores de

“p” menores que 0,05 foram considerados significativos.
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4, RESULTADOS
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4.1 Efeito anti-inflamatorio do extrato bruto e da mistura de flavonoides de
Lippia origanoides no modelo da lambedura de pata induzida por formalina

O modelo da lambedura de pata induzida por formalina caracteriza-se por ser
bifasico, no qual a primeira fase compreende a estimulacdo de nociceptores, mediada
centralmente e, a segunda fase, envolve a ativacdo de processos inflamatorios que
esimulam e sensibilizam os nociceptores (Adzu e cols., 2014).

Na 12 fase do experimento, o grupo tratado com veiculo (grupo controle)
apresentou tempo de lambedura de 69,9 + 8,0 segundos. O pré-tratamento com &cido
acetil salicilico (AAS, 200 mg/kg) fez com que este mesmo tempo fosse de 57,9 + 8,8
segundos, ndo havendo, portanto, diferenca significativa entre tais grupos. Também néo
houve diferenca significativa entre os grupos pré-tratados com o EB (10, 30, 50 e 100
mg/kg) e o grupo controle: o grupo pré-tratado com a dose de 10 mg/kg permaneceu
lambendo a pata injetada por 56,0 = 9,6 segundos; com a dose de 30 mg/kg, 58,8 + 15,6
segundos; com a de 50 mg/kg, 50,0 + 2,8 segundos; e com a de 100 mg/kg, 47,6 + 9,1
segundos. J& na 22 fase do modelo, quando comparado ao grupo veiculo (246,2 + 27,5
segundos), o pré-tratamento com AAS foi capaz de reduzir o tempo de lambedura para
123,4 + 32,2 segundos (reducdo de 49,8%). O pré-tratamento com o EB também foi
capaz de reduzir este tempo na dose de 10 mg/kg (150,9 + 21,5 segundos; reducéo de
38,6%); 30 mg/kg (97,8 £ 17,6 segundos; reducdo de 60,2%); 50 mg/kg (46,1 + 4,3
segundos; reducdo de 81,3%) e 100 mg/kg (93,9 + 9,4 segundos; reducédo de 61,8%). A
dose de 50 mg/kg apresentou a melhor inibicdo, com reducdo do tempo de lambedura
significativamente maior que até mesmo o farmaco utilizado como controle positivo,

AAS (Gréfico 1).
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Gréfico 1: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, no modelo
da lambedura de pata induzida por formalina. Os animais foram pré-tratados oralmente
com veiculo (Tween 80), acido acetil salicilico (AAS, 200 mg/kg), ou EB (10, 30, 50 e
100 mg/kg), 60 min antes da injecéo intraplantar de formalina (2,5%). Os resultados sdo
expressos como média + d.p. do tempo em que 0s animais permaneceram lambendo a
pata injetada com a formalina (n= 6 — 8). A analise estatistica foi obtida a partir da
comparagdo dos grupos pré-tratados com AAS ou EB com o grupo pré-tratado com
veiculo (*), ou comparando os grupos pré-tratados com EB com o grupo pré-tratado
com AAS (#), por andlise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Bonferroni.

Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

O rendimento no processo de obtencdo da mistura de flavonoides (MF) a partir
do EB foi de 10%, ou seja, para cada 100 mg de EB, obtinha-se 10 mg da MF. Portanto,
seguimos este parametro na escolha das doses da MF a serem testadas — sendo as do EB
100 mg/kg, 50 mg/kg, 30 mg/kg e 10 mg/kg, utilizamos, para a MF, 10 mg/kg, 5 mg/kg,
3 mg/kg e 1 mg/kg. Assim, no grafico 2, pode ser observado o efeito da MF. Na 12 fase
a MF néo foi capaz de reduzir de forma significativa o tempo de lambedura de pata.

Ja na 22 fase do experimento, a dose de 3 mg/kg (118,3 £ 19,6 segundos) foi tdo efetiva
quanto o AAS em reduzir o tempo de lambedura de pata (51,9% e 49,8% de inibicdo,

respectivamente) em relacdo ao grupo pré-tratado com veiculo. As doses de 5 mg/kg
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(156,3 + 20,3 segundos) e 10 mg/kg (166,6 + 22,0 segundos) também reduziram de

maneira similar a lambedura de pata, com 36,4% e 32,3% de inibicdo, respectivamente.
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Graéfico 2: Efeito da mistura de flavonoides (MF), isolada a partir do extrato bruto (EB)
das folhas de Lippia origanoides, no modelo da lambedura de pata induzida por
formalina. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (Tween 80), acido
acetil salicilico (AAS, 200 mg/kg) ou MF (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 60 min antes da injecao
intraplantar, de formalina (2,5%). Os resultados sdo expressos como média + d.p. do
tempo em que os animais permaneceram lambendo a pata injetada com a formalina (n=
6 — 8). A anélise estatistica foi obtida a partir da comparacdo dos grupos pré-tratados
com AAS ou MF com o grupo pré-tratado com veiculo (*), por analise de variancia
(ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni. Os valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.

4.2 Efeito do extrato bruto e da mistura de flavonoides de Lippia origanoides
na avalia¢éo do desempenho locomotor (rotarod)

Alguns procedimentos experimentais para avaliagda da nocicepgdo, como a
formalina, utilizam-se da avaliacdo de mudancas na laténcia de respostas motoras, apos
o0 estimulo nociceptivo. Assim, interpretar um aumento no tempo de laténcia como uma
evidéncia de analgesia € incorreto se a intervengdo analgésica interfere com a atividade

motora (Cartmell e cols., 1991).
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Para avaliarmos se a reducdo do tempo de lambedura da pata ndo seria devido a
um algum efeito miorelaxante ou sedativo causado pelos extratos em teste, avaliamos o
desempenho locomotor dos animais no aparato de rotarod. Os resultados demonstrados
na tabela 1 indicam que ndo houve diferenca significativa no nimero de quedas dos
animais pré-tratados com veiculo quando comparados ao pré-tratamento com EB (100
mg/kg) ou com a MF (10mg/kg) sugerindo que, nas doses testadas, nenhum dos extratos

causou qualquer alteracdo no desempenho dos animais.

Tabela 1: Avaliacdo do desempenho locomotor. Os animais foram tratados oralmente
com veiculo, extrato bruto (EB, 100 mg/kg) ou mistura de flavonoides (MF, 10 mg/kg)
e o desempenho locomotor foi avaliado nos tempos de 0,5 h; 1 h; 2 h e 3,5 h apds o
tratamento. Os resultados sdo expressos como média + d.p. do nimero de quedas de
cada animal (n= 6 — 8). A analise estatistica foi obtida a partir da comparacdo dos
grupos pré-tratados com veiculo com aqueles pré-tratados com EB (*) ou MF (*), por
analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni. Os valores de p <

0,05 foram considerados significativos.

Tempo apos o tratamento (h)
Desempenho locomotor
0,5h 1h 2h 35h
Veiculo (Tween 80) 08+08 | 0,2+04 0 0
EB 100 mg/kg 0 0,25+ 0,4 0 0,25+1,3
Veiculo (Tween 80) 02+04 0 02+04 0
MF 10 mg/kg 0 0,25+£05|025+05| 1+14
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4.3 Efeito do extrato bruto e da mistura de flavonoides de Lippia origanoides
no modelo da migragdo celular induzida por carragenina na bolsa de ar
subcutanea

Tanto o EB quanto a MF foram capazes de reduzir o tempo de lambedura
induzido por formalina na fase inflamatéria do modelo, caracterizada pela liberagdo
local de mediadores enddgenos, como histamina, serotonina, prostaglandina e
bradicinina (Parada e cols., 2001; Tjelsen e cols., 1992) sugerindo assim um possivel
efeito anti-inflamatdrio. Desta forma, também procuramos avaliar os efeitos do EB e da
MF no modelo de inflamag&o aguda da bolsa de ar subcutanea (BAS), no qual podemos
estudar diversos parametros bioquimicos envolvivos na resposta inflamatéria, como a
formacdo do exsudato, a liberacdo de mediadores sollveis, além da migracdo

leucocitaria (Shang e cols., 2010; Leclerc e cols., 2013).

4.3.1 Migracao de células

Inicialmente foi realizada a avaliagdo da migracdo celular para a BAS. Como
pode ser observado no grafico 3, ap6s 24 h da injecdo de carragenina na cavidade dos
animais pré-tratados oralmente com o veiculo ocorreu um aumento significativo da
migracdo de leucdcitos (67,7 + 4,2 x 103 células/uL) quando comparado ao grupo que
recebeu PBS na cavidade (2,0 £ 0,3 x 103 células/uL). O pré-tratamento dos animais
com dexametasona (D, 0,5 mg/kg, i.p.) causou uma reducao de 48% (34,9 + 3,7 x 103
células/uL) no numero total de leucécitos que migraram para a cavidade. Ja nos animais
pré-tratados oralmente com EB (10, 30, 50, 100 mg/kg) e que receberam injecdo de
carragenina na cavidade foram verificadas, respectivamente, 0s seguintes valores de

migragéo celular: 45,0 = 7,0; 39,6 + 3,0; 31,2 + 6,8; 44,3 + 10,7 x 103 células/pL. Estes
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valores correspondem as seguintes porcentagens de inibigdo: 33,5%; 41,5%; 54,0% e

34,6%, respectivamente.
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Gréfico 3: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, na migracdo
celular induzida por carragenina na bolsa de ar subcutanea (BAS). Os animais foram
pré-tratados oralmente com veiculo (Tween 80) ou EB (10, 30, 50 e 100 mg/kg), 60 min
antes da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com
dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injecdo de carragenina na BAS. Os
resultados sdo expressos como media + d.p. do ndmero de leucdcitos totais (x 103/uL)
(n= 6 — 8). A andlise estatistica foi realizada por andlise de variancia (ANOVA),
seguida do pds-teste de Bonferroni, comparando-se 0s grupos pré-tratados com o EB ou
D e o veiculo (#) ou entre 0s grupos veiculo, que receberam carragenina ou PBS na

cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Os efeitos na migracdo celular também foram estudados para a MF (gréfico 4).
A injecdo de carragenina promoveu uma migracdo de 70,4 + 4,2 x 103 células/uL para a
cavidade quando comparado ao grupo tratado oralmente com veiculo e que recebeu PBS
na cavidade (4,2 + 2,2 x 10% células/uL). O pré-tratamento com dexametasona
promoveu uma migracéo de 36,3 * 3,7 x 108 células/uL, reduzindo em 48% a migracao
leucocitaria, efeito observado também para as doses de 3 mg/kg (51,0 £ 5,1 x 103
células/uL, reducdo de 27,6%), 5 mg/kg (55,8 + 10,5 x 103 células/uL, reducdo de

40



20,7%) e 10 mg/kg (38,4 + 6,5 x 103 células/uL, reducdo de 45,5%). A dose de 1 mg/kg
ndo apresentou significncia estatistica, reduzindo em 1,1% a migracéo celular (69,6

14,9 x 10% células/pL).
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Graéfico 4: Efeito da mistura de flavonoides (MF), das folhas de Lippia origanoides, na
migracdo celular induzida por carragenina na bolsa de ar subcutanea (BAS). Os animais
foram pré-tratados oralmente com veiculo (Tween 80) ou MF (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 60
min antes da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com
dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injecdo de carragenina na BAS. Os
resultados sdo expressos como média + d.p. do numero de leucdcitos totais (x 10%/uL)
(n= 6 — 8). A analise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA),
seguida do pos-teste de Bonferroni, comparando-se 0s grupos pré-tratados com o MF ou
D e o veiculo (#) ou entre os grupos veiculo, que receberam carragenina ou PBS na

cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Também foi necessario verificar se a inibicdo da migragdo celular observada
com o EB e com a MF néo estaria ocorrendo devido a um efeito mielotéxico provocado
por estes extratos ou, ainda, devido & inibicdo da transmigracdo dos leucdcitos a partir
do sangue para o local da injaria. Como demonstrado no grafico 5, o nimero de células

nos grupo veiculo foi de 3,3 + 1,0 x 103 células/uL para o que recebeu PBS na BAS e de
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4,6 £ 1,0 x 103 células/uL para o que recebeu carragenina na BAS. Os grupos pré-
tratados com MF (10 mg/kg) ou EB (100 mg/kg) apresentaram, respectivamente, 3,6 +
1,0 x 108 células/uL e 3,2+ 1,0 x 103 células/uL. Portanto, nenhum efeito mielotoxico

foi observado apds o tratamento com o0s extratos.
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Graéfico 5: Efeito do extrato bruto (EB) e da mistura de flavonoides (MF) sobre a
contagem de leucécitos na medula. Os animais foram pré-tratados oralmente com
veiculo (Tween 80) ou MF (1, 3, 5 e 10 mg/kg) ou EB (10, 30, 50 e 100 mg/kg), 60 min
antes da injecdo de carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média + d.p.
do numero de leucocitos totais (x 103/uL) (n= 6 — 8). A andlise estatistica foi realizada
por andlise de variancia (ANOVA), seguida do pos-teste de Bonferroni, comparando-se
0s grupos pré-tratados com o MF ou EB e o veiculo (#). Os valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.

O gréfico 6 mostra que o pré-tratamento com EB ou MF ndo causou alteracdo na
contagem de leucdcitos no sangue. O grupo pré-tratado com veiculo apresentou uma
contagem, no sangue, de 6,3 = 0,6 x 103 células/uL para aquele que recebeu PBS na
BAS e 6,2 £ 1,1x 103 células/uL para aquele tratado com carragenina na BAS. As
contagens de 5,2 + 0,7x 108 células/uL e 6,7 + 0,6 x 102 células/uL foram obtidas para

0s grupos pré-tratados com MF (10 mg/kg) e EB (100 mg/kg), respectivamente.
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Gréfico 6: Efeito do extrato bruto (EB) e da mistura de flavonoide (MF) sobre a
contagem de leucécitos no sangue. Os animais foram pré-tratados oralmente com
veiculo (Tween 80) ou MF (1, 3, 5 e 10 mg/kg) ou EB (10, 30, 50 e 100 mg/kg), 60 min
antes da injecdo de carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média * d.p.
do numero de leucocitos totais (x 103/uL) (n= 6 — 8). A andlise estatistica foi realizada
por andlise de variancia (ANOVA), seguida do pos-teste de Bonferroni, comparando-se
0s grupos pré-tratados com o MF ou EB e o veiculo (#). Os valores de p < 0,05 foram
considerados significativos.

4.3.2 Quantificacdo de proteinas totais

A injecdo de carragenina desencadeia uma resposta inflamatoria que
compreende o extravasamento de proteinas do plasma, como a albumina. Além disto,
estd associada também a uma citotoxicidade, o que, junto do extravasamento
plasmaético, responde pelo aumento da concentragdo de proteinas no local da injuria
(Martin e cols., 1994).

Tal aumento encontra-se ilustrado nos dois graficos a seguir, nos quais pode ser
observado uma concentracdo total de proteinas de 246,6 + 12,8 ug/mL (gréafico 7) e
183,4 + 20,5 pg/mL (grafico 8) no que diz respeito ao grupo pre-tratado oralmente com

veiculo e carragenina na cavidade. O pré-tratamento com dexametasona (D, 0,5 mg/kg,

i.p.) reduziu a concentragdo de proteina total no exsudato em 54,2% (total de 113,0 £
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2,8 ng/mL de proteina), como mostra o grafico 7. O grupo que recebeu oralmente o EB
na dose de 30 mg/kg apresentou uma reducdo de 35,6% (158,7 £ 12,1 ug/mL de
proteina) , seguido de 22,1 % obtido no grupo pré-tratado com a dose de 50 mg/kg (192
+ 16,5 pg/mL de proteina). As doses de 10 mg/kg e 100 mg/kg ndo apresentaram
significancia estatistica na reducdo da concentracdo de proteinas totais (252,3 + 23,2

pug/mL e 218,7 £ 67,7 pg/mL, respectivamente).
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Gréfico 7: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, sobre o
extravasamento de proteinas plasmaticas na bolsa de ar subcutanea (BAS). Os animais
foram pré-tratados oralmente com veiculo (Tween 80) ou EB (10, 30, 50 e 100 mg/kg),
60 min antes da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente
com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injecdo de carragenina na BAS. Os
resultados sdo expressos como média + d.p. da concentracdo total de proteinas (ug/mL)
(n= 6 — 8). A andlise estatistica foi realizada por andlise de variancia (ANOVA),
seguida do pds-teste de Bonferroni, comparando-se 0s grupos pré-tratados com o EB ou
D e o veiculo (#) ou entre os grupos veiculo, que receberam carragenina ou PBS na

cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

O grafico 8 ilustra uma reducdo dose-dependente da concentracdo de proteinas
plasmaticas no exsudato apos tratamento com a MF. As doses de 1 mg/kg (172 £+ 32,5
ug/mL de proteinas totais) e 3 mg/kg (141,3 + 25,3 ug/mL de proteinas totais) nédo

apresentaram resultados significativos quando comparados ao grupo pre-tratado
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oralmente com veiculo e carragenina na cavidade (183,4 + 20,5 pug/mL de proteinas
totais). Contudo, ao aumentarmos a dose para 5 mg/kg e 10 mg/kg, observamos as
respectivas reducdes — 45,3% (100,3 £+ 21,3 pg/mL de proteinas totais) e 45,9% (99,3 +
15,9 pg/mL de proteinas totais), apenas 10% a menos, aproximadamente, que o farmaco

dexametasona (0,5 mg/kg), com 54% de reducdo (83,6 + 13,4 ug/mL de proteinas

totais).
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Graéfico 8: Efeito da mistura de flavonoide (MF) isolada a partir do extrato bruto (EB)
das folhas de Lippia origanoides, sobre o extravasamento de proteinas plasmaticas na
bolsa de ar subcutanea (BAS). Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo
(Tween 80) ou MF (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 60 min antes da injecdo de carragenina na
BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min
antes da injecédo de carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média + d.p.
da concentracéo total de proteinas (ug/mL) (n= 6 — 8). A andlise estatistica foi realizada
por analise de variancia (ANOVA), seguida do pés-teste de Bonferroni, comparando-se
0s grupos pré-tratados com a MF ou D e o veiculo (#) ou entre os grupos veiculo, que
receberam carragenina ou PBS na cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.
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4.3.3 Quantificacdo de 6xido nitrico

O NO é uma molécula bioldgica, que regula processos como a vasodilatacéo, a
neurotransmissdo, a inibicdo da agregacdo plaquetéria, além da morte de patdgenos
(Owona e cols., 2013). Contudo, também se encontra envolvido no desenvolvimento do
processo inflamatorio, atuando principalmente sobre os estagios mais iniciais. Sua
producdo exacerbada € prejudicial ao hospedeiro, levando a progressdo da inflamacéo e
de doencas relacionadas (Cho e cols., 2015; Yang e cols., 2013). Assim, resolvemos
estudar a acdo dos extratos sobre a concentracdo de NO no exsudato.

O gréfico 9 mostra os efeitos do EB sobre a concentracdo de NO presente no
exsudato. O grupo veiculo que recebeu carragenina na BAS apresentou uma
concentracédo de 146,5 £ 5,0 uM de NO, enquanto o grupo veiculo que recebeu PBS na
BAS, 30,4 + 4,6 uM. Ja o farmaco de controle positivo, dexametasona, apresentou
redugdo de 57,2 % (62,7 = 2,5 uM de NO). Apoés o pré-tratamento com EB, pode ser
observada uma reducdo significativa da concentracdo de NO em todas as doses testadas.
As doses de 10 mg/kg, 30 mg/kg e 100 mg/kg reduziram, respectivamente, em 27%
(125,7 + 2,5 uM), 47,1% (91,2 + 12,2 uM) e 34,1% (113,7 + 16,5 uM). Na dose de 50
mg/kg foi evidenciado o melhor resultado, com uma inibigdo do aumento de NO de

74% (45,5 + 13,4 uM).
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Graéfico 9: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, na producéo
de oxido nitrico (NO) induzida por carragenina na bolsa de ar subcutanea (BAS). Os
animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (Tween 80) ou EB nas doses (10, 30,
50 e 100mg/kg), 60 min antes da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados
intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injecdo de
carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média + d.p. da concentracdo
total de NO (uM) (n= 6 — 8). A analise estatistica foi realizada por analise de variancia
(ANOVA), seguida do pos-teste de Bonferroni, comparando-se 0s grupos pré-tratados
com o EB ou D e o veiculo (#) ou entre os grupos veiculo, que receberam carragenina

ou PBS na cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Também foi observada redugdo nos niveis de NO nos animais pré-tratados com
a MF que receberam carragenina na BAS (grafico 10). A dose de 10 mg/kg reduziu em
64,4% (51,2 £ 16,2 uM) e a de 5 mg/kg, em 48,1% (74,7 £ 9,5 uM). Ja as doses de 3
mg/kg e 1 mg/kg apresentaram inibicGes de 29,4% (101,7 £ 23,4 uM) e 25,5% (107,3 +
14,6 uM). O farmaco dexametasona reduziu em 57,1% (61,7 £ 2,3 uM). Estes
percentuais foram calculados com base na concentracdo de NO encontrada no grupo

pré-tratado oralmente com veiculo e carragenina na BAS, 144,0 £ 6,7 uM.
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Grafico 10: Efeito da mistura de flavonoide (MF), isolada a partir do extrato bruto (EB)
das folhas de Lippia origanoides, na producdo de 6xido nitrico (NO) induzida por
carragenina na bolsa de ar subcutanea (BAS). Os animais foram pré-tratados oralmente
com veiculo (Tween 80) ou MF nas doses (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 60 min antes da injecao
de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5
mg/kg), 30 min antes da injecdo de carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos
como média £ d.p. da concentracdo total de NO (uM) (n= 6 — 8). A analise estatistica
foi realizada por analise de variancia (ANOVA), seguida do pés-teste de Bonferroni,
comparando-se 0s grupos pré-tratados com a MF ou D e o veiculo (#) ou entre os
grupos veiculo, que receberam carragenina ou PBS na cavidade (*). Os valores de p <

0,05 foram considerados significativos.

4.3.4 Dosagem de citocinas (TNF-a, IL-1§, IL-10)

O processo inflamatoério pode ser iniciado por diversos estimulos inflamatérios,
0s quais aumentam a sintese e também secre¢do de citocinas pro-inflamatorias. Estas
tém a capacidade de atuar em alvos especificos, levando a liberagdo local de mediadores
inflamatdrios a partir de leucdcitos, além de atrai-los para o local da injaria (Bellik e
cols., 2013). Desta forma, a partir do exsudato recolhido da BAS também foi realizada a
dosagem de citocinas importantes no processo infamatorio, como TNF-a, IL-1p e IL-10.
Os resultados encontrados para 0s grupos pre-tratados com veiculo ou EB estdo

ilustrados nos graficos 11, 12 e 13 para TNF-a, IL-1B e IL-10, respectivamente. No
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grupo dos animais pre-tratados com veiculo que receberam a injecdo de PBS na
cavidade, foi quantificada, para TNF-a, a concentra¢ao de 26,0 + 8,0 pg/mL, enquanto
no exsudato dos animais que receberam injecdo de carragenina, quantificou-se 440,2 +
92,0 pg/mL. A concentracdo de TNF-a apds o tratamento com dexametasona (0,5
mg/kg, i.p.) teve uma reducéo de 45,4 % (240,1 = 2,4 pg/mL). Nos grupos dos animais
pré-tratados com EB, somente a dose de 100 mg/kg ndo foi capaz de reduzir a
concentracdo de TNF-a (428,7 + 97,7 pg/mL). Para as doses de 10, 30 ¢ 50 mg/kg
foram encontrados 55,5% (195,8 + 68,8 pg/mL) , 65,6% (151,6 + 30,3 pg/mL) e 54,1%

(202,2 + 38,9 pg/mL) de reducdo, respectivamente.
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Graéfico 11: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, na producéo
do fator de necrose tumoral a (TNF-a) induzida por carragenina na bolsa de ar
subcutdnea (BAS). Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (Tween 80)
ou EB nas doses (10, 30, 50 e 100 mg/kg), 60 min antes da injecdo de carragenina na
BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min
antes da injecdo de carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média + d.p.
da concentracdo total de TNF-a (pg/mL) (n= 6 — 8). A analise estatistica foi realizada
por analise de variancia (ANOVA), sequida do pos-teste de Bonferroni, comparando-se
0S grupos pré-tratados com o EB ou D e o veiculo (#) ou entre os grupos veiculo, que
receberam carragenina ou PBS na cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.
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A injecdo de carragenina na BAS nos animais pré-tratados oralmente com o
veiculo causou um aumento significativo na concentracdo da citocina IL-1p (957,6 +
67,25 pg/mL) em relacdo ao grupo que recebeu a injecdo de PBS (221 + 49,2 pg/mL). O
pré-tratamento com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) causou uma reducdo de 84,6%, ja
que a concentracdo encontrada foi de 147,3 £ 1,6 pg/mL. Nos grupos que receberam o
pré-tratamento com as diferentes concentracdes de EB ndo foram observadas reducdes

significativas em comparagdo ao grupo injetado com carragenina.
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Graéfico 12: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, na producéo
de interleucina-1p (IL-1pB) induzida por carragenina na bolsa de ar subcutanea (BAS).
Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (Tween 80) ou EB nas doses (10,
30, 50 e 100 mg/kg), 60 min antes da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados
intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injecdo de
carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média + d.p. da concentragédo
total de IL-1B (pg/mL) (n= 6 — 8). A analise estatistica foi realizada por anélise de
variancia (ANOVA), seguida do pos-teste de Bonferroni, comparando-se 0s grupos pré-
tratados com o EB ou D e o veiculo (#) ou entre os grupos veiculo, que receberam
carragenina ou PBS na cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.
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No grupo injetado com PBS na cavidade e pré-tratado com veiculo, a
concentracdo de IL-10 no lavado da cavidade foi de 144,3 + 43,3 pg/mL, enquanto o
grupo injetado com carragenina na BAS foi de 385,2 £ 20,0 pg/mL. O pré-tratamento
com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) aumentou a concentra¢do de IL-10 (719,4 + 4,9
pg/mL). Nao foi observada reducéo significativa nas concentragdes de IL-10 nos grupos
que receberam oralmente o EB nas diferentes doses 24 horas antes da injecdo de
carragenina na BAS. Ao contrério, o grafico mostra um aumento da concentracdo desta
citocina no exsudato dos animais pré-tratados com a dose de 50 e 100 mg/kg (483,3

62,5 e 639,6 + 43,2 pg/mL, respectivamente).
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Gréfico 13: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, na producéao
de interleucina-10 (IL-10) induzida por carragenina na bolsa de ar subcutanea (BAS).
Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (Tween 80) ou EB nas doses (10,
30, 50 e 100 mg/kg), 60 min antes da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados
intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injecdo de
carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média + d.p. da concentracdo
total de IL-10 (pg/mL) (n= 6 — 8). A analise estatistica foi realizada por andlise de
variancia (ANOVA), seguida do pos-teste de Bonferroni, comparando-se 0s grupos pré-
tratados com o EB ou D e o veiculo (#) ou entre os grupos veiculo, que receberam
carragenina ou PBS na cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.
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Ao analisarmos os niveis das citocinas TNF-a, IL-1p ¢ IL-10 no exsudato dos
animais pré-tratados com a MF, observamos que houve um aumento na concentracdo
destas no grupo que recebeu veiculo oralmente e injecdo de carragenina na cavidade em
relacdo ao grupo que recebeu injecdo de PBS, como mostrado a seguir. No gréafico 14, a
carragenina promoveu um aumento da concentracdo de TNF-a (270,5 = 74,2 pg/mL)
quando comparado ao grupo que recebeu apenas PBS (41,5 + 14,8 pg/mL) na BAS. O
farmaco dexametasona, administrado por via intraperitoneal, na dose de 0,5 mg/kg, fez
com que a concentracdo encontrada fosse de 147,5 £ 7,9 pg/mL, ou seja, reducdo de
45,5%. O pré-tratamento com as maiores doses da MF, 5 mg/kg e 10 mg/kg, promoveu
uma reducdo na concentracdo de TNF-a presente no exsudato de 57,5% (115,0 + 16,7
pg/mL) e 51,8% (130,5 £ 33,7 pg/mL), respectivamente. As doses de 1 mg/kg e 3
mg/kg ndo apresentaram reducdo significativa (282,0 + 26,9 pg/mL e 211,0 + 39,4

pg/mL, respectivamente).
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Gréfico 14: Efeito da mistura de flavonoides (MF), isolada a partir do extrato bruto
(EB) das folhas de Lippia origanoides, na producdo do fator de necrose tumoral o
(TNF-0) induzida por carragenina na bolsa de ar subcutanea (BAS). Os animais foram
pré-tratados oralmente com veiculo (Tween 80) ou EB nas doses (1, 3, 5 e 10 mg/kg),
60 min antes da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente
com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injecdo de carragenina na BAS. Os
resultados s@o expressos como média + d.p. da concentragdo total de TNF-a (pg/mL)
(n= 6 — 8). A analise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA),
seguida do pos-teste de Bonferroni, comparando-se os grupos pré-tratados com o MF ou
D e o veiculo (#) ou entre os grupos veiculo, que receberam carragenina ou PBS na

cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Jéa as concentracOes de IL-1p (grafico 15) apresentaram uma redugdo em todas as
doses testadas, quando comparadas aquelas encontradas no grupo pré-tratado com
veiculo e carragenina na BAS (1038,5 + 21,9 pg/mL). Além disto, também houve
reducdo de 84,6% apos tratamento com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), tendo sido
encontrado 159,7 = 3,5 pg/mL de IL-1p. Os valores obtidos a partir do pré-tratamentos
com MF foram de 838,7 + 42,6 pg/mL na dose de 1 mg/kg; 644,2 £+ 85,4 pg/mL na dose

de 3 mg/kg; 778,3 £ 44,6 pg/mL na dose de 5 mg/kg; 670,0 £ 90,9 pg/mL na dose de 10
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mg/kg. Estas concentracdes representam, respectivamente, reducfes de 19,2%; 37,9%;

25,0%; 35,4%.
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Gréfico 15: Efeito da mistura de flavonoides (MF), isolada a partir do extrato bruto
(EB) das folhas de Lippia origanoides, na producdo de interleucina-1p (IL-1p) induzida
por carragenina na bolsa de ar subcutanea (BAS). Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (Tween 80) ou EB nas doses (1, 3, 5 € 10 mg/kg), 60 min antes
da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com
dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injecdo de carragenina na BAS. Os
resultados sdo expressos como média * d.p. da concentragéo total de IL-1pB (pg/mL) (n=
6 — 8). A analise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA), seguida do
pos-teste de Bonferroni, comparando-se 0s grupos pré-tratados com o MF ou D e o
veiculo (#) ou entre os grupos veiculo, que receberam carragenina ou PBS na cavidade

(*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

As concentragdes de IL-10 (grafico 16) aumentaram apds a injecdo de
carragenina na BAS, de 189,5 + 33,2 pg/mL no grupo injetado com PBS para 338,7 +
37,3 pg/mL. O pré-tratamento com dexametasona aumentou esta concentracdo para
576,7 + 5,7 pg/mL. ReducBes nos niveis desta citocina foram observadas apds o
tratamento com todas as doses. Para a dose de 1 mg/kg foi encontrado 134,3 = 15,0
pg/mL; para 3 mg/kg, 115,0 + 21,2 pg/mL; para 5 mg/kg, 217,7 £ 26,7 pg/mL,; e, para
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10 mg/kg, 202,5 £ 219 pg/mL. Assim, as porcentagens de reducdo foram,

respectivamente, 60,3%; 66,0%; 35,9%; e 40,2%.
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Gréfico 16: Efeito da mistura de flavonoides (MF), isolada a partir do extrato bruto
(EB) das folhas de Lippia origanoides, na producédo de interleucina-10 (IL-10) induzida
por carragenina na bolsa de ar subcutanea (BAS). Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (Tween 80) ou EB nas doses (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 60 min antes
da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com
dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injecdo de carragenina na BAS. Os
resultados sdo expressos como média * d.p. da concentracdo total de IL-10 (pg/mL) (n=
6 — 8). A andlise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA), seguida do
pos-teste de Bonferroni, comparando-se 0s grupos pré-tratados com o MF ou D e o
veiculo (#) ou entre os grupos veiculo, que receberam carragenina ou PBS na cavidade

(*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

4.4 Dosagem de espécies reativas de oxigénio

A producdo de ROS é uma etapa central para 0 progresso do processo
inflamatdrio, no qual estas espécies sdo produzidas por células envolvidas nas respostas
de defesa, como os neutréfilos polimorfonucleares. Uma vez sintetizadas, podem oxidar
proteinas necessarias para a sinalizacéo celular e promover disfuncéo endotelial (Mittal

e cols., 2014). Para promovermos e, assim, estudarmos a producdo de ROS por tipos
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celulares, como os neutroéfilos, podemos utilizar diversos tipos de estimulos, dentre eles,
aquele por PMA. Os efeitos deste composto ndo dependem de qualquer estimulo a
receptores — ap0s a sua entrada na célula, o PMA promove a ativacdo direta da proteina
cinase C, ocorrendo um acumulo e ativacdo da enzima NADPH oxidase, 0 que leva ao
aumento da producédo de ROS (Franck e cols., 2009).

O gréfico 17 mostra os efeitos do EB (10, 30, 50 ¢ 100 pg/mL) e da MF (1, 3,5
e 10 pg/mL) sobre a producdo de ROS. As células pré-tratadas com PBS emitiram uma
fluorescéncia em torno de 7727,9 + 794,6. Ja aquelas ativadas com PMA apresentaram
uma intensidade de 1474101,8 + 65643,8. O pré-tratamento com o EB reduziu a
fluorescéncia de forma significativa nas concentragbes de 50 pg/mL (1071611,2 +
65330,4; 27,3% de redugédo) e 100 pg/mL (826824,5 = 77759,9; 43,9% de reducdo),
quando comparado as células somente ativadas com PMA. Embora as concentragdes de
10 pg/mL e 30 pg/mL ndo tenham reduzido significativamente a intensidade de
fluorescéncia, encontramos, respectivamente, os valores de 1444764,7 + 100292,5
(reducdo de 1,9%) e 1194342,0 + 134325 (reducdo de 19,0%). J& a MF apresentou, de
forma significativa, menor intensidade de fluorescéncia apenas na concentragéo de 10
pug/mL (1014696,6 + 114143,5; reducdo de 31,2%). O pré-tratamento com a MF na
concentracdo de 1 ug/mL fez com que a intensidade encontrada fosse de 1621248,3 +
146913,5 (aumento de 10,0%); na dose de 3 pg/mL, 1438563,0 £ 171031 (reducdo de

2,4%); na dose de 5 ug/mL, 1254878,0 £ 89648 (reducéo de 14,9%).
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Gréfico 17: Efeito do extrato bruto (EB) ou da mistura de flavonoides (MF) sobre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (Tween 80), 60 min antes da injecdo de carragenina na bolsa de
ar subcuténea (BAS). As células coletadas da BAS foram incubadas por 1 h em estufa a
37 °C e 5% de CO,. Em seguida, foram incubadas nas mesmas condi¢fes por 30 min
com diferentes concentra¢Ges do EB (10, 50, 30 e 100 pg/mL) ou MF (1, 3, 5 e 10
pg/mL). Ao fim, foi adicionado 1 puL de acetato miristato de forbol (PMA, 10 nM) para
incubagdo por 45 min nas referidas condi¢des. Para emissao da fluorescéncia, 10 uLL de
solucdo de diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA, 200 uM) foram adicionados,
seguido de incubacdo por 30 min, a 37 °C e 5% de CO,. A fluorescéncia emitida é
proporcional a concentracdo de ROS. Os resultados sdo expressos como média + d.p. da
fluorescéncia emitida (n = 3). A analise estatistica foi realizada por analise de variancia
(ANOVA), seguida do pos-teste de Bonferroni, comparando-se 0s grupos pré-tratados
com EB ou MF com aquele pré-tratado com PMA (#) ou entre 0s grupos pré-tratados

com PMA ou PBS (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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5. DISCUSSAO
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L. origanoides (Verbenaceae) € uma planta aromética encontrada na América
Central e também na regido norte da Ameérica do Sul. Dentre seus empregos, encontra-
se 0 uso como tempero alimenticio, mas também a utilizacdo da infusdo de suas folhas
na medicina popular para tratamento de dores de estdmago, flatuléncias, indigestdo,
infeccbes dos bronquios e pulmdes, além da recomendacdo para tratamento da asma e
tuberculose (Teles e cols., 2014). Especialmente no Brasil, na cidade de Oriximina
(Pard), Oliveira e cols. (2007) identificaram o uso desta espécie contra coélicas
menstruais, corrimento vaginal, febre, inflamacdo uterina e diarreia, dentre outras
aplicacdes. Tendo em vista a vasta utilizacdo popular para condi¢bes inflamatdrias
(Oliveira e cols.,, 2007) e a escassez de dados na literatura que comprovem
cientificamente os beneficios desta espécie, 0 grupo da professora Suzana Guimaraes
Leitdo (Faculdade de Farmacia, UFRJ) extraiu o EB de L. origanoides para que nosso
grupo o testasse em modelos de inflamagdo aguda in vivo. Além disto, visto a presenca
de flavonoides - ubiquos em plantas vaculares (Di Carlo e cols, 1999) — e a capacidade
anti-inflamatoria deste grupo de componentes (Serafini e cols. 2010), a professora Gilda
Guimarédes Leitdo (IPPN, UFRJ), a partir do EB, extraiu a MF para que também
avaliassemos cientificamente a atividade anti-inflamatéria do mesmo.

Iniciamos nossos estudos com o modelo da lambedura de pata induzida por
formalina. Neste modelo, a solugdo de formalina (2,5% v/v), quando injetada na pata
do animal, produz uma resposta bifasica. Na primeira fase, denominada neurogénica (0
— 5 min apés a injecdo de formalina), ocorre a ativagdo direta de nociceptores
localizados em fibras aferentes primarias do tipo C. Isto resulta na liberagdo de
determinados componentes, dentre os quais podem ser citados 0s neurotransmissores
substancia P e glutamato e 0 mensageiro bradicinina (Boonyarikpunchai e cols., 2014;

Nascimento e cols., 2015). Ja a segunda fase (15 — 30 min apds a injecdo de formalina),
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dita inflamatdria, encontra-se relacionada a ativacdo periférica de nociceptores,
combinada a mecanismos de sensibilizacdo central (Abdala e cols., 2014). Caracteriza-
se pelo desenvolvimento de uma dor inflamatdria, na qual mediadores inflamatorios
como histamina, serotonina, bradicinina, NO e prostaglandinas se fazem presentes
(Watanabe e cols., 2012; Boonyarikpunchai e cols., 2014)

A nocicepcédo induzida por formalina € um modelo de atividade antinociceptiva
valido e que possui boa correlacdo com a dor clinica (Pandurangan e cols., 2014). Este
modelo permite ndo s6 a avaliacdo de farmacos antinociceptivos, mas também o estudo
do possivel mecanismo de acdo, visto que farmacos que atuam centralmente, como a
morfina, inibem as duas fases, enquanto os que atuam perifericamente, como AINEs e
corticoides, inibem, majoritariamente, a segunda fase (Abdala e col., 2014;
Boonyarikpunchai e cols., 2014).

Como pode ser observado nos gréficos 1 e 2, ndo houve reducdo do tempo de
lambedura na primeira fase para EB ou MF. Na segunda fase, todas as doses testadas,
tanto do EB quanto da MF, apresentaram efeito. Este resultado nos sugere que o perfil
dos extratos em teste ndo se assemelha a de farmacos com acéo central, como a morfina,
capaz de inibir ambas as fases, mas a daqueles classificados como anti-inflamatorios
com acdo periférica, impedindo tanto a atuacéo periférica e/ou liberacdo e/ou formacéo
de mediadores como, consequentemente, a sensibilizagdo da medula espinhal.

Na natureza podem ser encontradas plantas, utilizadas na forma de extrato bruto
ou semi-purificados, que atuam sobre o sistema nervoso central ou como miorrelaxantes
(Carlini, 2003; Pinho-da-Silva e cols., 2010). Flavonoides, como a luteolina, interagem
com receptores do acido y-aminobutirico do subtipo A, como também o fazem a
apigenina e a crisina (Hara e cols.,, 2014; Salgueiro e cols., 1997); a espécie

Lychnophora passerina, popularmente conhecida como arnica, € comumente utilizada
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para tratar reumatismos e contusfes (Capelari-Oliveira e cols., 2011) e a espécie
Xanthium strumarium L. (“abrofo”), utilizada contra espamos (Tribess e cols., 2015).
Assim, a partir dos resultados obtidos no modelo da lambedura de pata induzida por
formalina, foi necessario verificar o desempenho locomotor dos animais. Para tal, foi
utilizado o aparato do rotarod, no qual um ndmero de quedas elevado dos grupos pré-
tratados com o EB ou com a MF, em comparagdo ao grupo pré-tratado com o veiculo,
poderia ser indicativo de uma diminuigdo da atividade motora espontanea, sugerindo
que os extratos em teste estariam provocando acgdes sedativa ou relaxante muscular (Liu
e cols., 2012) e, consequentemente, originando um resultado falso-positivo no teste da
lambedura de pata induzida por formalina e em outros de antinocicepgdo (Basting e
cols., 2014). Contudo, o EB e a MF, na maior dose utilizada em nossos experimentos,
ndo provocaram qualquer alteracdo na atividade locomotora, descartando a hipdtese
levantada.

Tendo em vista a inibicdo da fase inflamatoria pelo EB e pela MF no modelo da
lambedura de pata induzida por formalina, resolvemos estudar o perfil anti-inflamatério
dos extratos no modelo da migracdo celular induzida por carragenina na bolsa de ar
subcutanea (BAS). Este modelo promove uma resposta inflamatéria que nos permite
estudar farmacos classificados como AINES (Sedgwick e Less, 1986), além de fornecer
a possibilidade de analisarmos localmente os efeitos celulares e humorais que ocorrem
no processo inflamatorio agudo, a partir de rapida coleta do exsudato para
quantificacbes da composicgéo celular e bioquimica (Romano e cols., 1997). Além disto,
0 modelo da BAS néo involve o contato com 0rgaos internos e, portanto, evita que 0s
mesmos sejam danificados, o que prejudicaria a coleta de amostras (Martin e cols.,

1994).
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A resposta imune a injecdo de carragenina envolve a ativacdo de macréfagos
residentes, mastdcitos e células endoteliais, 0 que resulta na liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a e IL-1B, bem como de mediadores, como o NO, serotonina
e histamina (Fecho e cols., 2007). Além disto, a carragenina € capaz de aumentar a
expressdo de ICAM-1 e de promover o up regulation da expresséo e secre¢do de TNF-a
(Liu e cols., 2015). Esta combinagdo de eventos e diversos mediadores inflamatdrios
liberados resulta em efeitos como o aumento da permeabilidade vascular e a migracéo
leucocitaria (Li e cols., 2015).

Quando mediadores inflamatérios (como, por exemplo, histamina, bradicinina,
TNF-o, prostaglandinas e NO) sdo expostos ao ambiente vascular, ndo s6 o
extravasamento de fluido aumenta, como a sua composic¢ao também — diversas proteinas
plasmaéticas passam a ser encontradas no espaco extravascular (Franco-Penteado e cols.
2001; Ding e cols., 2005; Nagy e cols., 2008; Gomez e cols., 2013). Sugere-se que tais
fatores sdo capazes de induzir a contracdo das células endoteliais para formar juncoes
intercelulares de tamanho suficiente para permitir o extravasamento de proteinas do
plasma (Nagy e cols., 2008). Ja foi observado, por exemplo, que a injecdo intra-pleural
de TNF-a e IL-1p, anterior a administracdo de carragenina, causou grande aumento do
exsudato (Frode e cols, 2001). O tratamento local ou sistémico com o inibidor das
isoformas da enzima NOS, L-NAME, reduziu significativamente o aumento da
permeabilidade vascular, indicando o papel modulador do NO neste fendmeno (Franco-
Penteado e cols., 2001).

Tanto o EB quanto a MF foram capazes de reduzir significativamente a
concentracdo de proteinas totais no exsudato. Soromou e cols. (2012) relataram que 0
flavonoide pinocembrina foi capaz de reduzir a concentracdo total de proteinas em

modelo de injuria pulmonar aguda induzida por LPS, efeito este correlacionado a
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diminuicéo de citocinas pro-inflamatorias (como TNF-a, IL-1p ¢ IL-6), que promovem
perda da integridade endotelial e epitelial. Carvacrol também reduziu o exsudato em
modelo de pleurisia induzido por carragenina em ratos, apresentando efeitos similares
ao farmaco indometacina, sugerindo que este componente pode inibir a liberacdo de
prostanoides (Fachini-Queiroz e cols., 2012). Assim, a diminui¢do da concentracdo de
proteinas plasmaticas pode, portanto, estar relacionada com a agdo dos extratos sobre a
concentracdo de mediadores inflamatérios que atuam no aumento da permeabilidade
vascular, como citado anteriormente. Dentre eles, as citocinas TNF-a, IL-1B e o
mediador NO, estudados neste trabalho.

Além do aumento no volume e na composi¢cdo do exsudato, a injecdo de
carragenina na BAS produz uma migracdo de células inflamatérias na qual ha
predominio de leucdcitos polimorfonucleares nas primeiras 24 h, com aumento gradual
de mononucleares apds este periodo (Martin e cols., 1994). Dentre outros eventos, a
migracdo celular é proporcionada gracas a expressao de moléculas de adesdo. Em
murinos, o promotor de P-selectina contém sitios de ligacdo para o fator nuclear kB (nF-
kB), envolvido na regulacdo da inflamagdo, sobrevivéncia das células, proliferacao e
diferenciacéo. Diversos ligantes e seus receptores podem ativar a via do nF-kB, como as
familias TNF e IL-1 e seus respectivos receptores. Assim, a transcricdo de selectinas
pode ser induzida por mediadores inflamatorios, como as citocinas supracitadas (Kelly e
cols, 2007; Hayden e Ghosh, 2014).

A molécula de adesdo E-selectina também € sintetizada e expressa no endotélio
pelo estimulo de tais mediadores. Outra relacdo das citocinas com a migracdo celular
encontra-se no fato de que a acdo daquelas pro-inflamatdrias, como TNF-a, promove a
sintese de quimiocinas, que sdo entdo secretadas por leucocitos e células residentes.

Estas moléculas estdo implicadas na migracdo celular, se ligando a receptores
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especificos expressos na superficie de leucdcitos, ativando-os (Kelly e cols., 2007,
Garcia-Ramallo e cols, 2002). Dentre estas quimiocinas, podem ser citadas CXCL1 e
CXCLS8 (Lo e cols., 2014; Borish e Steinke, 2003). Assim como 0 TNF-a, a citocina IL-
1B também esta envolvida na migragdo celular. Como ja descrito por Perreti e cols.
(1993), a injecdo de IL-1RA, antagonista do receptor de IL-1pB, inibiu a migragdo de
neutréfilos na BAS. Ao analisarmos os efeitos do pré-tratamento com o EB, vimos que
0 mesmo foi capaz de reduzir a migracdo celular em todas as doses testadas. Também
observamos que houve reducdo da migracdo leucocitaria ao testarmos a MF. Assim,
pensamos se a reducdo da migracdo celular por ambos os extratos ndo poderia ser
resultado de menor ativacao dos neutréfilos em virtude da inibi¢do dos niveis de TNF-a
e IL-1B, o que poderia responder, também, pelo downregulation de moléculas de adesdo
no endotélio e/ou menor sintese de quimiocinas.

Assim, para melhor compreendermos os efeitos anti-inflamatorios do EB e da
MF, que envolvem a reducdo da migracdo celular e da permeabilidade vascular,
quantificamos a concentracdo das citocinas pro-inflamatérias, TNF-a e IL-1B, no
exsudato. Em um estudo de Kara e cols (2014), mostrou-se que na inflamacéo causada
por LPS, o carvacrol inibiu a liberacdo de TNF-0, mesmo em doses mais baixas. Além
disso, relatou-se que no modelo de pleurisia induzida por carragenina, também foi
observado reducdo de TNF-o, responsavel pela supressio do recrutamento de
leucdcitos, sem alteracdo da morfologia dos mesmos. Esta mesma agdo do carvacrol
também foi demonstrada em modelo de pleurisia induzido por carragenina (Guimarées e
cols., 2012). Esta citocina é responsavel pelo upregulation, in vitro, de ICAM-1
(Olyslaegers e cols., 2013). Além disso, a ligacdo de TNF-a a seu receptor leva a
ativacdo das enzimas LOX e PLA;, gerando metabdlitos como AA, leucotrienos e

diacilglicerol. A via do NF-kB também pode ser ativada. Juntas, estas acdes respondem
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pela producdo de prostaglandinas, citocinas e quimiocinas, além de induzirem a
migracdo celular (Sedger e cols., 2014). Assim, a regulacdo negativa de TNF-a causada
pelo EB pode ser um dos fatores que contribuiram para a menor migracdo leucocitaria.
Em relacdo a citocina IL-1pB, ndo foram observadas redugdes em sua concentragdo nas
diferentes doses utilizadas do EB. Segundo Lopez-Castejon (2011), moléculas expressas
por patdgenos ou a injuria tecidual s&o estimulos para a ativagdo do complexo protéico
do inflamossoma. Uma vez ativado, este complexo promove a clivagem da enzima pro-
caspase-1 em caspase-1, a qual, por sua vez, cliva a forma inativa de IL-1B na forma
ativa, fazendo com que esta citocina seja secretada da célula. Ha evidéncias de que esta
secrecdo de IL-1P ocorra através de um mecanismo nao convencional. Em 1990, Anna
Rubartelli verificou que o tratamento com BFA de macr6fagos previamente ativados
inibiu a secregdo de TNF-o e IL-6, mas ndo de IL-1B. O BFA é um metabolito de
fungos que causa colpaso do Golgi e impede a sua redistribuicdo do reticulo
endoplasmatico, além de inibir completamente 0 mecanismo de secrecdo proteica
convencional. Embora ndo possamos afirmar o mecanismo de agdo molecular do EB,
este diferente padrdo de secrecdo de IL-1B poderia ser uma hipotese a ser investigada
para explicarmos a inibicdo dos niveis de TNF-o, mas ndo de IL-1B pelo EB. Também
devemos considerar a complexa composicdo do EB, onde existem diversos
componentes atuando de forma antagdnica e/ou sinérgica, fazendo com que houvesse a
inibicdo da producéo/liberacdo de uma citocina, mas nao de outra.

A MF foi capaz de reduzir as concentraces de TNF-a, além de reduzir os niveis
de IL-1B em todas as doses testadas. Embora seja escasso o conhecimento acerca dos
componentes ndo volateis, o flavonoide pinocembrina ja foi identificado na espécie L.
origanoides (Oliveira e cols., 2014). Em modelos de endotoxemia induzido por LPS em

ratos e em células RAW 264.7, o pré-tratamento com pinocembrina diminuiu a

65



producdo de citocinas como TNF-a, IL-6 e IL-1B, acdo esta atribuida a inibigdo da via
do NF-xkB (Soromou e cols., 2012). Além disso, em modelo de isquemia, 0 pré-
tratamento com pinocembrina também reduziu a expressdo de TNF-a, IL-1B, além de
moléculas de adesdo, como ICAM-1 (Gao e cols., 2010). A diminuicdo destas citocinas
pro-inflamatérias, portanto, vai ao encontro de outros efeitos j& observados para a MF,
como a diminuigdo do extravasamento de proteinas plasmaticas e da migracéo celular.

Sabendo que citocina IL-10 pode ser expressa por diversos leucdcitos, como
mondcitos/macrdfagos, células dendriticas, neutrofilos, eosindfilos, linfdcitos B e T,
dentre outros (Kasten e cols., 2010), e que sua funcdo priméaria consiste em limitar as
respostas inflamatdrias, inibindo citocinas e quimiocinas responsaveis pelo
desenvolvimento do processo (Cho e cols., 2014), também procuramos estudar se 0s
extratos em teste também poderiam exercer alguma influéncia sobre esta citocina anti-
inflamatoria. Cho e cols. (2014) verificaram que camundongos 1L-10" desenvolveram
severa inflamacdo intestinal, uma vez que ndo houve controle sobre as respostas imunes
desencadeadas pelas bactérias residentes da flora intestinal.

Observamos que com o aumento da dose do EB, os niveis de IL-10 também se
elevaram e chegaram préximos aqueles encontrados apds o tratamento com o farmaco
de controle positivo, dexametasona. Outros experimentos sdo necessarios para
elucidarmos se isto se deve a uma dificuldade de acdo do extrato em doses maiores ou
se, realmente, existe uma regulacéo positiva sobre a producéo de IL-10. No EB estédo
presentes todos os componentes fitoquimicos da planta, dentre eles os componentes
volateis timol e carvacrol, sendo este Ultimo o monoterpeno majoritario (Oliveira e
cols., 2007). Lima e cols. (2013) relataram que o carvacrol foi capaz de aumentar 0s
niveis de IL-10 e a expressdo do seu RNAmM em modelo de edema de pata induzido pela

adjuvante de Freud.
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Alguns flavonoides s&o capazes de inibir a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, ¢ embora também possam estimular a produgdo de IL-10
(Capelari-Oliveira e cols., 2011), ao analisarmos a concentracdo desta Gltima citocina
apos o tratamento com a MF, observamos que houve diminui¢cdo dos seus niveis no
exsudato. Sugerimos que composic¢éo diversificada de flavonoides na mistura, 0s quais
podem interagir entre si, esteja provocando, por algum mecanismo ainda nao elucidado,
a reducdo desta citocina. Contudo, tal inibicdo pode ser favoravel, sendo um efeito
protetor da MF, uma vez a expressao excessiva de IL-10 por macréfagos, por exemplo,
pode resultar em uma atuacdo autdcrina e/ou paracrina desta, levando a perda da
capacidade destas células de lidar com a injuria (Conti e cols., 2003).

Nossos resultados ainda ndo nos permitem dizer onde exatamente o EB e a MF
atuam para reduzir os niveis das citocinas. Contudo, poderiam estar reduzindo a
migracao celular ao inibirem a producéo e/ou liberagéo de citocinas, ou ainda, poderiam
impedir a ligacdo destas moléculas a seus receptores. Ainda assim, nossos dados
complementam aqueles ja descritos na literatura de que extratos derivados de plantas
podem atuar sobre os niveis de citocinas, influenciando-os de maneira positiva ou
negativa (Spelman e cols., 2006).

O NO é um mediador que participa no relaxamento do musculo liso vascular, na
vasodilatacdo e neurotransmissédo, no controle da pressao e fluxo sanguineos, bem como
no recrutamento de neutrofilos (Junior e cols., 2014). Assim como as citocinas, 0 NO é
um mediador produzido nos locais da injaria (Tong e cols., 2014). A administracdo de
L-NMMA, um inibidor ndo especifico das isoformas de NOS, mas que exibe certa
seletividade pela isoformas neuronal e endotelial, foi capaz de inibir a producédo de NO
logo ap6s a injecdo de carragenina, como mostrou Prajapati e cols. (2014). Ja a

producdo por iINOS responde pela manutencdo da resposta inflamatdria apds a injecao
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(Lee e cols., 2014). Ao analisarmos o efeito dos extratos sobre a produgdo de NO,
observamos que tanto o EB quanto a MF foram capazes de diminuir a concentragéo
deste mediador no exsudato coletado da BAS. A ativacdo de macrofagos e neutrofilos
promove a geracdo de citocinas e quimiocinas, além de NO, a fim de sustentar e
amplificar a resposta inflamatoria (Jeong e cols., 2014). Portanto, a diminuicdo da
migracdo celular causada pelos extratos pode ter auxiliado na reducdo do acumulo de
NO. Como a expressao de iNOS requer sintese proteica, induzida por LPS ou citocinas,
como TNF-a, IL-1p ou IFN-y, a redugdo das citocinas pro-inflamatérias estudadas
também deve ser considerada, pois poderias estar contribuindo para uma menor
expressdo da enzima (Nisar e cols., 2013; Toffoli-Kadri e cols., 2014). Citocinas como
IL-4, IL-10 ou corticoides atuam inibindo a indugdo de iNOS (Toffoli-Kadri e cols.,
2014).

De fato, plantas medicinais possuem a capacidade de inibir a atividade e/ou
expressdo da enzima iNOS (Dzoyem e Eloff, 2015). Da mesma forma, é sabido que os
flavonoides podem inibir a producdo de NO através da modulacédo de vias sinalizadoras
pré-inflamatérias ou através de uma atividade scavenger (“sequestradora”) (Liberal e
cols., 2014). A diminuicdo da concentracdo de NO também pode ter auxiliado na
reducdo dos niveis de TNF-a e IL-1p, ja que niveis aumentados de NO podem induzir a
producédo de tais citocinas (Nisar e cols., 2013).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) incluem, principalmente, o anion
superoxido (O2), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxil (HO®)
(D’Autréaux e Toledano, 2007). Estas espécies podem ser produzidas como
subprodutos do metabolismo celular ou através da atividade das enzimas NADPH
oxidases, presentes em diversas células, p. ex., endoteliais e os neutrofilos

polimorfonucleares. A producdo por este tipo celular € primordial para o progresso da
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resposta inflamatoria, pois uma producdo aumentada de ROS pelos mesmos no local da
inflamacdo pode causar disfuncao endotelial e injdria tecidual (Mittal e cols., 2014).
Portanto, a reducdo da migracdo de polimorfonucleares pode explicar, em parte, as
menores concentracdes de ROS. O contrario também é verdadeiro. A producgdo destas
espécies regula a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio, a saber, selectinas e
integrinas, bem como desagrega as juncdes aderentes e oclusivas do mesmo (Mittal e
cols., 2014). As ROS também podem regular fatores de transcricdo, como o NF-xB
(Yung e cols., 2006). A acéo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF e IL-1, resulta
em aumento intracelular de superdxidos e perdxidos de hidrogénio ROS (Rhee e cols.,
2003; Bartosz, 2009). Assim, a reducdo destas citocinas também estaria ligada a uma
menor producdo de ROS. Contudo, a correlacdo dos efeitos anti-inflamatorios com a
atividade antioxidante dos extratos ndo foi tdo pronunciada, indicando que a atuagéo
destes sobre outros componentes da resposta inflamat6ria também é importante para o
efeito global de ambos. Observamos também que apenas as maiores concentracdes
foram capazes de reduzir a producdo de ROS. Mais uma vez atribuimos tal fato a
composigdo dos extratos, embora ainda desconhecida. Sugerimos que o aumento da
concentracdo pode ter feito com que aumentasse a propor¢do de determinados
componentes importantes para tal atividade.

Embora a planta investigada seja tradicionalmente utilizada contra disturbios
inflamatdrios (Oliveira e cols., 2014), alguns parametros ndo foram significativamente
afetados. Além disso, ao estudarmos os efeitos da MF a fim de compara-los com o0 EB e
verificarmos se a primeira seria o grupo de substancias responsaveis em sua maioria
pela atividade do segundo, ndo observamos, de forma geral, uma correlagdo direta.

Assim, tentamos enumerar algumas hipdteses que podem tentar explicar estes fatos:
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1) O estudo etonoboténico que identifica a utilizacdo da planta em questdo como
anti-inflamatorio, relata o uso das folhas da mesma na forma de infusdo (Oliveira e
cols., 2007; Dzoyem e Eloff, 2015). Assim, nos extratos que utilizamos 0s compostos
ativos poderiam se encontrar em quantidades diferentes daquelas observadas na infuséo.

2) Outros mecanismos que ndo investigamos podem estar envolvidos no controle
da resposta inflamatéria, afetando de forma positiva ou negativa 0s componentes
analisados neste trabalho (Dzoyem e Eloff, 2015);

3) H& uma ideia de que as plantas clinicamente efetivas devem conter um
principio ativo que poderia substituir completamente a atividade do extrato. Contudo, a
literatura mostra algumas exce¢des, como o caso do extrato bruto da espécie Artemisia
annua, que contém diversos compostos que potencializam a sua atividade in vitro contra
0 Plasmodium falciparum. Outro exemplo sdo as raizes das espécies de Croton,
utilizadas no tratamento de feridas. O extrato bruto possui antocianidinas, que podem
ocorrer junto a diterpenos e fendis simples, sendo todos estes compostos responsaveis
pela resolucdo da ferida, uma vez que enquanto alguns atuam, por exemplo, como
antimicrobianos, outros o fazem como anti-inflamatérios (Phillipson, 2001);

4) Reforcando esta ideia, sabe-se que reconstituir o efeito biolégico de um
extrato a partir de componentes individuais pode ser complicado, tendo em vista que
estes, quando minoritarios, ou outros ndo identificados, podem atuar sinergicamente ou
antagonicamente, ou ainda, somente conseguirem exercer o seu papel individual no
microambiente do extrato (Gosslau e cols., 2011);

5) A farmacocinética também pode influenciar a atividade de plantas medicinais.
A maioria dos compostos naturais exibe baixa absorcdo, biodisponibilidade, pequena
meia-vida e/ou pobre penetracdo nos tecidos, influenciados pela baixa lipossolubilidade

e/ou alto peso molecular (Hao e cols., 2014; Kesarwani e Gupta, 2013);
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6) Extratos de plantas medicinais podem exercer efeito bifasico, dependendo da
dose/concentracdo em que sdo utilizadas, assim como farmacos ja existentes no
mercado, como a isoprenalina (Spelman e cols., 2006). Em baixas doses, este farmaco
ativa receptores B-adrenérgicos e, em maiores, quando os receptores [ encontram-Se
saturados, ativa também receptores a-adrenérgicos. Este efeito biféasico j& foi relatado
para a espécie Withania somnifera, que foi capaz de diminuir e aumentar TNF-a
(Spelman e cols., 2006). Esta pode ser uma hip6tese, além da solubilidade, para a menor
inibicdo na dose de 100 mg/kg pelo extrato bruto.

Nossos resultados estdo de acordo com aqueles encontrados na literatura para o
género Lippia. Dentre alguns exemplos, podem ser citados que o 6leo essencial da
espécie Lippia gracilis foi capaz de reduzir componentes do processo inflamatorio
como a migragdo celular, o volume de exsudato, o extravasamento de proteinas, bem
como a producdo de alguns mediadores inflamatorios, i.e., NO, PGE;, TNF-o e INF-y
(Guilhon e cols., 2011), além da atividade da enzima mieloperoxidase (Riella e cols.,
2012). O extrato, obtido com 10 mL de acetona, das folhas de Lippia javanica foi capaz
de inibir em 97% a produgdo de NO, além de inibir as enzimas 15-lipoxigenase e
acetilcolinesterase e apresentar atividade scavenger (Dzoyem e Eloff, 2015). Lippia
sidoides demonstrou possuir efeitos gastroprotetores e anti-oxidantes, além de inibir a
producdo de TNF-a e IL-1p em modelo de periodontite (Monteiro e cols., 2007;
Botelho e cols., 2007). Lippia nodiflora também demonstrou possuir atividade
antioxidante e antitumoral (Vanajothi e cols., 2012).

Neste trabalho demonstramos que Lippia origanoides possui efeito anti-
inflamatorio agudo, através da avaliagcdo de seu EB e de uma MF isolada do mesmo.
Nossos dados contribuem para compreensdo acerca de alguns usos populares desta

especie, como aqueles realizados pelas comunidades quilombolas, da regido de

71



Oriximind (Pard) — contra inflamagdes do Utero, corrimentos vaginais, desordens

gastrointestinais, doencas respiratorias, dentre outros.
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6. CONCLUSOES
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Apos os estudos realizados, concluimos que:

1. Os extratos foram capazes de reduzir a nocicep¢do inflamatdria causada pela
formalina no modelo de lambedura de pata, sem que afetassem a atividade

locomotora dos animais.

2. Os extratos possuem atividade anti-inflamatéria ja que ambos foram capazes de
reduzir o extravasamento de proteinas plasmaticas, o infiltrado leucocitario, a
producédo de citocinas, como TNF-a e IL-1f, e os niveis de NO no modelo da
migracdo celular induzida por carragenina na BAS. Além disso, o EB mostrou
uma tendéncia em aumentar os niveis de IL-10. Outros estudos devem ser

conduzidos para complementacéo de nossos resultados.

3. No que diz respeito a MF, nossos dados mostram que existe a possibilidade da
mesma de contribuir para o efeito global do EB, embora nao seja possivel dizer
em que extensdo isto ocorre e quais parametros sdo afetados. Assim, outros
estudos farmacologicos, fitoquimicos e bioquimicos sdo necessarios para
propormos um mecanismo de acdo, descobrirmos outros componentes e, mais
ainda, para elucidarmos se existem constituintes ativos individuais responsaveis
pelos efeitos biologicos observados com a espéecie e qual a contribuicdo dos

mesmos quando parte do extrato bruto.
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