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RESUMO

Cyperus rotundus L. (Cyperaceae) é considerada uma das espécies vegetais com
ampla distribuicdo mundial, especialmente em regides tropicais e subtropicais. E
popularmente conhecida no Brasil como "Tiririca" ou "Capim-danda”. Atualmente é
considerada uma erva daninha, destacando-se por ser uma das ervas invasoras na
agricultura mundial. E uma planta comumente utilizada na medicina tradicional na
india, China e Jap&o, para tratar uma gama de condigdes clinicas, dentre elas
dermatite. Ultimamente tem despertado interesse devido ao seu grande potencial
terapéutico e compostos bioativos. No entanto, nenhum estudo foi feito até o momento
para elucidar o potencial uso de C. rotundus como tratamento tépico para doencas
inflamatorias da pele. Assim, este trabalho avaliou a atividade anti-inflamatéria topica
do extrato dos rizomas da planta em modelos animais de inflamagéo da pele aguda e
cronica. A analise fitoquimica foi executada pela metodologia de triagem preliminar
dos fitoquimicos, onde foram identificados a presenca de flavondides, taninos e
saponinas no extrato. Foram utilizados modelos animais de edema de orelha induzida
por diferentes agentes flogisticos como O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e
acido araquidoénico (AA), para avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato dos
rizomas. No ultimo dia dos protocolos experimentais, as bidpsias das orelhas foram
obtidas para realizar a analise enzimatica da mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-b-d-
glucosaminidase (NAG), assim como analises histologicas e imuno-histoquimica. O
tratamento topico com o extrato nas doses 0,1, 0,3 e 1,0 mg/orelha promoveu redug¢ao
significativa do edema de orelha e da migragéo do infiltrado celular induzido por TPA
no modelo agudo de inflamacéo de pele. O tratamento com a dose 0,3 mg/orelha foi
capaz de inibir a formacao do edema no modelo do AA. No modelo crénico induzido
pelo TPA, o extrato além de promover efeito anti-edematogénico, interferiu com a
migracao celular no tecido inflamado. Neste mesmo modelo, demonstramos através
da analise imuno-histoquimica que o tratamento com o extrato promoveu reducao da
marcacado positiva para proliferacdo por PCNA e reducdao de queratinécitos
indiferenciados quantificados pela marcacao da K14. A aplicacao topica do extrato por
7 dias consecutivos ndo mostrou efeitos adversos significativos sobre érgéos linféides
ou na pele. Na investigacdo de um possivel mecanismo de acgédo do extrato
evidenciamos nenhuma indicagéo de atividade via receptores de glicocorticoides. Os
resultados mostraram que o uso topico do extrato dos rizomas da C. rotundus possui
atividade anti-inflamatéria e antiproliferativa em processos inflamatérios da pele
relacionados com dermatite irritativa e psoriase. A principio seu uso por curtos
periodos parece ser seguro, porém avaliagbes adicionais sd0 necessarias para
confirmar sua eficacia e seguranca podendo ser uma estratégia terapéutica para o
tratamento de desordens inflamatdrias da pele.

Palavras-chave: Cyperus rotundus, dermatite, planta medicinal, edema de orelha.



ABSTRACT

Cyperus rotundus L. (Cyperaceae) is considered one of the widely distributed plant
species worldwide, especially in tropical and subtropical regions. It is popularly known
in Brazil as "Tiririca" or "Capim-danda." It is currently considered a weed, standing out
as one of the invasive herbs in world agriculture. It is a plant commonly used in
traditional medicine in India, China and Japan, to treat a range of clinical conditions,
including dermatitis. Nowadays, it has been aroused due to its great therapeutic
potential and bioactive compounds. Nevertheless, no studies have been done so far
to elucidate the potential use of C. rotundus as a topical treatment for skin diseases.
Thus, in this research, the topical anti-inflammatory activity of the plant rhizome extract
was evaluated in animal models of acute and chronic skin inflammation. The
phytochemical analysis was performed by the preliminary phytochemical screening
methodology, where the presence of flavonoids, tannins and saponins in the extract
were identified. Animal models of O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) or
arachidonic acid (AA)-induced ear inflammation were used to evaluate the anti-
inflammatory activity of the rhizome extract. On the last day of the experimental
protocols, ear biopsies were obtained to perform myeloperoxidase (MPO) and n-acetil-
b-d-glucosaminidase (NAG) enzymatic analysis as well as histological and
immunohistochemical analyzes. Topical treatment with the extract at doses 0.1, 0.3
and 1.0 mg/ear promoted a significant reduction in TPA-induced ear edema and cell
migration in the acute skin inflammation model. The 0.3 mg/ear treatment was able to
inhibit edema formation in the AA model. In the TPA-induced chronic model, the
extract, besides promoting an anti-edematogenic effect, interfered with the cell
migration in the inflamed tissue. In this same model, we evidenced through
immunohistochemical analysis that the treatment with the extract promoted reduction
of positive PCNA staining cells and reduction of undifferentiated keratinocytes
quantified by K14 labelling. Topical application of the extract for 7 days showed no
significant adverse effects in lymphoid organs and skin. Also, the extract showed no
indication of activity via glucocorticoid receptors. The results showed that topical use
of C. rotundus rhizome extract has anti-inflammatory and antiproliferative effect on
inflammatory skin processes related to irritative dermatitis and psoriasis. At first its use
for short periods seems to be safe, but additional evaluations are necessary to confirm
its efficacy and safety and may be a therapeutic strategy for the treatment of
inflammatory skin disorders.

Keywords: Cyperus rotundus, dermatitis, medicinal plant, ear edema.
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1 INTRODUGAO
1.1 PELE

A pele é o maior 6rgado do corpo humano. Além da importancia estética, ela
representa um importante 6rgao imunoldgico de defesa, contra ameacas fisicas e
agentes externos, atuando também na manutencdo da homeostase do tecido.
Desempenha papel vital, evitando a perda de agua e eletrdlitos, além de ser um 6rgao
sensorial, excretor, auxiliando na regulagédo da temperatura corporal (HWA et al.,
2011, DI MEGLIO et al., 2011).

E composta por trés camadas principais que incluem a epiderme (camada
mais externa), derme (camada intermediaria) e hipoderme (camada mais interna) as
quais, variam significativamente em sua anatomia de acordo com a localizagéo
no corpo humano. A hipoderme também conhecida como tecido subcutaneo
adjacente é a camada mais profunda da pele, contém I6bulos adiposos, juntamente
com alguns anexos da pele, como os foliculos pilosos, 0s neurénios sensoriais e 0s
vasos sanguineos; sua espessura € bastante variavel conforme a constituigao fisica
de cada individuo. Funcionalmente, a hipoderme serve como reserva de energia para
o desempenho das fungbes bioldgicas, participa na manutengdo da temperatura
corporal e na protegdo mecanica do organismo as pressdes e traumatismos externos
(BARONI et al., 2012).

A camada logo acima da hipoderme, a derme, é composta principalmente por
colageno, mas também por elastina, vasos sanguineos, nervos e glandulas
sudoriparas. Compreende a maior parte da pele e fornece sua flexibilidade,
elasticidade e resisténcia a tragdo. Além disso, ajuda na regulagdo térmica e inclui
receptores de estimulos sensoriais. A derme é constituida principalmente por
fibroblastos (responsaveis pela produgao de colageno e das fibras elasticas) e pela
presenca de varias células residentes, como células dendriticas dérmicas,
macrofagos, mastécitos e células T. No estado fisiolégico, um pequeno numero de
neutrofilos, mondcitos e células T, residem e inspecionam a derme contra patdégenos,
0 que se altera em situagdes de estimulos inflamatérios, os quais sao caracterizados
pela presenca e acumulo acentuado dessas células nessa camada. Anatomicamente,
a derme possui uma abundante matriz extracelular (MEC), constituida principalmente

por fibras de colageno e elastina, que preenchem os espagos extracelulares,
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fornecendo suporte para a migragao de células do sistema imune (WOLF et al., 2003;
DI MEGLIO et al., 2011).

A epiderme é a camada mais externa da pele, composta principalmente por
queratinécitos, mas também por melandécitos, células de Langerhans e células de
Merkel. E constituida de quatro ou cinco camadas distintas (estratos), dependendo da
regiao do corpo. As camadas da epiderme incluem o estrato basal (a por¢ao mais
profunda da epiderme), o estrato espinhoso, o estrato granuloso, o estrato lucido e o
estrato corneo (a porgao mais superficial da epiderme) (BOUWSTRA, HONEYWELL-
NGUYEN et al., 2003).

O estrato basal, também denominado estrato germinativo, € responsavel por
renovar constantemente as células da epiderme, além disso, € a camada epidérmica
mais profunda e anexa a epiderme a lamina basal, abaixo da qual estdo as camadas
da derme. E composto por células epidérmicas basais indiferenciadas, chamadas
queratinécitos basais as quais se dividem e migram para outros estratos da epiderme.
Esta camada também contém melandcitos, responsaveis pela produgao de melanina,
um pigmento que protege os nucleos celulares da lesdo induzida pela radiagédo UV.
Os queratindcitos basais se diferenciam e se movem superficialmente para a proxima
camada (o estrato espinhoso; conhecido como camada de células espinhosas, devido
a forma poliédrica das células) € composto por 8 a 10 camadas de queratindcitos,
formadas pelo resultado da divisdo celular no estrato basal. E nesse estrato que os
queratinécitos atuam na produgao dos filamentos de queratina (queratinizagéo), assim
como inicia-se o processo de maturagao. Intercaladas entre os queratinocitos dessa
camada estdo as células de Langerhans, que sdo as principais células imunes
residentes na pele. Ainda, outras células imunoldgicas, como as células T podem ser
encontradas, tanto no estrato espinhoso, como no estrato basal (KRUEGER e
STINGL, 1989; LOSQUADRO, 2017).

A préxima camada € a camada granular, a qual consiste em varias camadas
de queratindcitos com granulos de querato-hialina no citoplasma, local onde inicia-se
o processo de cornificagao. Ja o estrato lucido e o estrato cérneo consistem em varias
camadas de queratindcitos anucleados. As células do estrato corneo sao conhecidas
como cornéocitos, sao células derivadas de queratindcitos mortos, que séao
desprovidos de organelas. Funcionalmente o estrato cérneo é responsavel pela
funcédo de barreira da pele, modulando a entrada de agentes “estranhos” no

organismo, além de evitar a sua desidratagdo. Na epiderme saudavel, ha um equilibrio
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entre os processos de proliferagdo e descamagao (cornificagdo) dos queratindcitos,
que resulta em uma renovagao completa da pele aproximadamente a cada 28 dias. O
crescimento e diferenciagdo dos queratindcitos sao processos estreitamente
regulados na epiderme, e precisam ser equilibrados. Se houver muitas células em
proliferagdo, podem ocorrer disturbios de pele como a psoriase, caracterizada pela
hiperproliferagcdo dos queratindcitos os quais, migram através da epiderme em 7 a 8
dias, ou seja, com uma aceleragao acima do normal (FUCHS e RAGHAVAN, 2002;
BARONI et al., 2012; KIM e KRUEGER, 2015).
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FIGURA 1: Camadas da pele e da epiderme. FONTE: Adaptado de Lucy Reading-lkkanda- Skin
Outline Vol. 563- 22/11/2018- Nature

1.2 PROCESSOS INFLAMATORIOS NA PELE

A pele fornece uma primeira linha de defesa do organismo contra patégenos
microbianos e perigos fisicos e quimicos, através da vigilancia de células sentinelas
imunes e células ndo imunes, como os queratinécitos, que também desempenham
um papel critico na iniciagdo, manutencao e regulagao das respostas imunes na pele.
O crosstalk entre essas células regula as respostas imunes na pele para assegurar

uma defesa eficaz e para manter ou restaurar a homeostase do tecido (PASPARAKIS,
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HAASE, NESTLE, 2014). A inflamagao é uma resposta tecidual protetora, podendo
ser desencadeada por diversos agentes lesivos, quimicos, fisicos e bioldgicos,
envolvendo alteragdes celulares, moleculares e fisioldgicas, objetivando a reparagao
tecidual e reestabelecimento da fungao protetora da pele. Uma sequéncia de eventos
celulares e bioquimicos, como extravasamento de fluidos, migragao celular, liberagao
de mediadores responsaveis pela lise e reparo tecidual ocorrem como mecanismo de
defesa. Essa sequéncia de eventos contribui para os parametros classicos da
inflamagao: calor, vermelhidédo (eritema), edema, dor e a perda da fungdo do tecido
ou 6rgdo em casos de uma resposta inflamatoria exacerbada (LAWRENCE et al.,
2002; NWAEHUJOR et al., 2014).

A vasodilatagao € uma caracteristica classica da inflamacéo, objetiva o trafego
de mediadores soluveis e células inflamatérias, mediada principalmente pelo 6xido
nitrico (NO) e prostaglandinas vasodilatadoras. A vasodilatacdo €& caracterizada
clinicamente pelo eritema e calor no local da lesdo. O edema é causado pelo fluxo
transvascular do fluido vascular do compartimento intravascular para o intersticio,
como resultado das acdes da bradicinina, histamina, componentes do sistema
complemento, leucotrienos, e fator ativador de plaquetas (PAF). O aumento na
permeabilidade vascular objetiva principalmente a passagem de células do sangue
para o tecido (migragéo celular) e permite o fornecimento de fatores soluveis, como
anticorpos e proteinas de fase aguda ao local da lesdo (DENZLINGER et al.,1985;
VALLANCE e CHAN, 2001; LAWRENCE et al., 2002)

A invasao microbiana, a lesdo e/ou a perda de funcédo da barreira da pele,
promove a liberagdo de quimioatrativos exdgenos (como peptideos microbianos e
endotoxinas) e mediadores quimicos enddgenos (eicosanoides, interleucinas) que
atuam como quimioatraentes promovendo o recrutamento celular para o local
lesionado. As células residentes (macréfagos teciduais, células dendriticas e células
epiteliais) sdo estimuladas a produzir varios mediadores pré-inflamatérios como
quimiocinas, citocinas (TNF-a, IL-13, entre outras), eicosanoides (prostaglandinas e
leucotrienos), radicais livres, aminas vasoativas (histamina e serotonina). Estes
mediadores, através da ligagdo com seus receptores produzem segundos
mensageiros que ativam diversas proteinas quinases como a proteina quinase C
(PKC) e A (PKA) e as proteinas quinases da cascata da MAPK, as quais regulam a
atividade de uma variedade de fatores de transcricdo e outras proteinas celulares

envolvidas na expressdo génica. Estas proteinas podem ativar fatores nucleares,
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como o fator nuclear-kappa B (NF-kB) e a proteina ativadora-1 (AP-1), também
responsaveis pela transcricdo génica de varias proteinas como: citocinas, enzimas,
assim como moléculas de adesdo que modulam e promovem a progressdao da
resposta inflamatéria (BHAGWAT et al., 1999; SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008).

Os neutréfilos sdo as primeiras células do sistema imunolégico recrutadas
pela resposta inflamatoria. Sao células fagociticas as quais sao atraidas para o local
da inflamagéao por moléculas quimiotaticas especificas (quimiocinas), responsaveis
por fagocitar e eliminar microorganismos estranhos através da maquinaria de seus
granulos, os quais contém uma variedade de enzimas e também pela liberagdo de
espécies reativas de oxigénio. Os mondcitos migram para o local da inflamagao
através de fatores quimiotaticos e se diferenciam em macrofagos no tecido. Os
macrofagos quando ativados, sdo a principal fonte de fatores de crescimento e
citocinas. Os mastoécitos também sédo essenciais no inicio da resposta inflamatoéria
devido a liberagdo de mediadores inflamatdrios recém-sintetizados e armazenados,
como histamina, citocinas, etc. (KANTARI et al., 2008; ALESSANDRI et al., 2013;
GILROY e De MAEYER, 2015).

As quimiocinas desempenham um papel importante na resposta inflamatéria,
através da sua agado mediada pela ligagéo aos receptores de superficie celular. Sdo
produzidas por varios tipos de células em resposta da inducdo de citocinas pro-
inflamatodrias como, por exemplo, TNF-a. As citocinas atuam como mensageiros
moleculares para coordenar a interacéo entre os diferentes tipos de células envolvidas
na amplificagdo e regulacdo da inflamagdo. Sdo secretadas principalmente pelas
células fagociticas (como neutréfilos, macréfagos) e pelas células NK, mas na
resposta imunoldgica adaptativa, elas sdo produzidas principalmente por células
apresentadoras de antigenos (APCs) e linfécitos. Muitas citocinas e quimiocinas
contribuem na resposta inflamatéria através de multiplos mecanismos, facilitando a
quimiotaxia de células leucocitarias para o local da lesdao, modulando a funcédo das
células imunes e estimulando a proliferacao e diferenciagao de varios tipos de células
envolvidas na resposta imunolégica (ROSSI e ZLOTNIK, 2000; KRISHNAMOORTHY
e HONN, 2006; TURNER et al., 2014).

Além das quimiocinas e citocinas, mediadores lipidicos como os metabolitos
do acido araquiddnico (AA) desempenham papel importante na regulagcéo da cascata
inflamatadria. Através de estimulos quimicos, fisicos ou através de outros mediadores,

os fosfolipidios das membranas celulares liberam o acido araquidénico pela agao da
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fosfolipase A2 (PLA2). A inflamacao induz a expresséo da ciclo-oxigenase 2 (COX-2)
nas células inflamatérias que convertem acido araquidénico em prostaglandinas, as
quais vao mediar eventos iniciais de inflamag¢do como o aumento da permeabilidade
vascular e vasodilatagdo; os leucotrienos B4 gerados pela agdo da enzima (5-LOX)
induzem a migracéo e fixacdo de neutréfilos para o endotélio vascular através da
regulagao de moléculas de adesao da parede do vaso sanguineo (LAWRENCE et al.,
2002; NATHAN, 2002).

Uma resposta inflamatéria aguda bem-sucedida resulta na eliminagdo do
agente, seguida por uma fase de resolugao e reparo. Se a resposta inflamatoria nao
for bem-sucedida, o processo inflamatorio persiste e adquire novas caracteristicas. A
persisténcia do processo inflamatério € caracterizada por alteragdes estruturais
teciduais decorrentes da substituicao do infiltrado neutrofilico na area inflamada por
macréfagos, os quais tendem a se acumular no local da lesdo. Funcionalmente os
macrofagos sdo células apresentadoras de antigenos que ajudam a impulsionar e
perpetuar a resposta imune, através da liberacdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias além do recrutamento de outras células. Além disso, as enzimas
lisossomais contidas nos macréfagos participam da degradacdo fagocitaria de
materiais estranhos (SERHAN E SAVILL, 2005; BANGERT, BRUNNER, STINGL,
2011).

A resolucédo da inflamacéo é caracterizada pela diminuicdo do infiltrado de
PMN (polimorfonucleares) no local lesionado, pela apoptose dos PMNs infiltrantes e
depuragéo de detritos celulares e outras células apoptoticas pelos macrofagos. Sabe-
se que o processo de resolucdo da inflamacao € um processo ativo, orquestrado por
mediadores lipidicos pro-resolutivos (SPMs) conhecidos como: lipoxinas, resolvinas,
maresinas e protectinas, os quais podem ser gerados por diferentes vias moleculares
através de células imunes, tais como macrofagos e PMNs, a partir de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs): acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico
(DHA), exceto a lipoxina que é biossintetizada pela via do acido araquidénico. Os
SPMs, por ligagédo aos receptores acoplados a proteina G (GPCRs), induzem acodes
biolégicas especializadas, promovendo a resolugédo da inflamagdo (SERHAN e
PETASIS, 2011; SERHAN e CHIANG, 2013).

Sabe-se que independentemente da causa, a inflamagdo é uma resposta
complexa, que engloba diferentes classes de mediadores, vias e mecanismos de

acao, envolvidos na indugéo, regulagéo e resolugdo para restaurar a homeostase.
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Embora a inflamacéo seja principalmente um processo fisiolégico e benéfico,
processos inflamatorios nao-resolvidos, ou mesmo deficientes, podem estar
envolvidos na patogénese e progressdao de muitas doengas inflamatérias da pele
(GILROY e De MAEYER, 2015).

1.3 DOENCAS DE PELE

A ruptura da barreira da pele e os mecanismos do sistema imune podem
desempenhar papéis de destaque no inicio e na sustentacédo dos disturbios de pele,
tais como na dermatite atopica, dermatite de contato e psoriase, consideradas as
desordens de pele mais incidentes na populacdo (KOSTNER et al., 2017; DAINICHI
et al., 2018).

A dermatite atopica (DA) € uma doenca inflamatéria crénica da pele,
caracterizada por lesdes avermelhadas, altamente pruriginosas, com bolhas e crostas
nos estagios iniciais e posteriormente caracterizada por descamacéo e fissuragao,
promovendo intensa coceira e desconforto para o paciente. Apresenta um curso
recidivante, ndo contagiosa e podendo manifestar-se em qualquer momento da vida.
Seu inicio € mais comum antes dos 5 anos de idade em 85% dos casos, e geralmente
desaparece na adolescéncia, podendo em alguns casos persistir até a idade adulta
(MAYBA e GOODERHAM, 2016; WEIDINGER et al., 2018).

E considerada uma doenga multifatorial, devido a sua patogenia decorrer da
interagao de varios fatores, genéticos, ambientais e imunolégicos, como por exemplo,
defeitos na funcido da barreira da pele, alteragdes na resposta imune mediada por
células, hipersensibilidade mediada por IgE e alteragdes no microbioma da pele
(FENNER e SILVERBERG, 2018; NAKATSUJI e GALLO, 2019).

A resposta imune mediada por linfocitos T helper do tipo 2 (TH2) é considerada
essencial para a patogénese da DA. Devido a resposta ser mediada pelo TH2, a DA é
frequentemente seguida por outras doencgas alérgicas mediadas por TH2 como asma,
rinite alérgica e alergias alimentares (LEUNG e BIEBER, 2003; DAINICHI et al., 2018).

Por outro lado, a dermatite de contato (DC) é uma condi¢do inflamatoria da
pele, desencadeada por agentes externos, decorrente de dois mecanismos
etiopatogénicos: irritagdo primaria ou sensibilizagdo. A dermatite de contato irritativa
(DCI) ocorre por meio da ativagao da resposta imune inata por queratinécitos apés a

exposicao a substancias irritantes, como produtos de uso pessoal, detergentes,
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fragrancias, niquel entre outros alérgenos. As lesées costumam aparecer no local de
contato. Ja a dermatite de contato por sensibilizagdo ou alérgica (DCA), surge apos
repetidas exposi¢coes ao produto ou substancia, sendo sua resposta inflamatdria
resultante de uma hipersensibilidade tardia do tipo IV, reacéo que ocorre em resposta
a reexposicdo a um alérgeno exdégeno em um individuo previamente sensibilizado
(NOVAK-BILIC et al., 2018; MILAM et al., 2019).

Tanto a DCI quanto a DCA sao caracterizadas tipicamente por eritema
cuténeo, escamacao e prurido no local de contato. (RUNDLE et al., 2017).

A psoriase é uma doenca inflamatéria cronica da pele, considerada uma
doenca auto-imune mediada por células T, caracterizada por placas eritematosas,
avermelhadas, descamativas e delimitadas, causadas por proliferacdo anormal de
queratinécitos e infiltracdo de células inflamatdrias na derme e epiderme. Sua etiologia
nao é ainda totalmente elucidada, mas acredita-se que a ativacéo do eixo IL-23-IL-17
exiba um papel central na patogénese da doenga e a ativagdo do eixo seja iniciada
pelas células dendriticas (CDs) residentes na pele. A produgao de IL-23 impulsiona
as células T a produzir citocinas, como IL-17 e IL-22. A IL-17 ativa queratindcitos
epidérmicos a produzir citocinas pro-inflamatoérias, que irdo induzir e propagar a
inflamacéao psoriatica, enquanto a IL-23 conduz a producao de IL-22 a qual, também
ira participar do ciclo inflamatério. Essas citocinas medeiam os efeitos nos
queratinécitos (hiperproliferagdo) amplificando a inflamagao psoriatica (DAINICHI et
al., 2018).

A psoriase pode ser desencadeada a partir da interagcdo entre fatores
genéticos, bioldgicos (infecgdes), ambientais e comportamentais (tabagismo, alcool e
estresse), frequentemente se desenvolve no inicio da idade adulta em individuos entre
15 e 30 anos de idade, embora individuos de todas as idades possam ser afetados.
Uma vez que a psoriase é desencadeada, geralmente acompanha o individuo ao
longo da vida. A melhoria esponténea da doenca é dificil e normalmente os individuos
em estagio mais avangado apresentam aumento progressivo da leséo psoriatica (LIU,
KRUEGER, BOWCOCK, 2006).

Atualmente na terapéutica dermatologica, os medicamentos mais utilizados
sao os corticosteroides, os quais possuem papel importante no controle das crises
dessas patologias de pele devido aos efeitos anti-inflamatérios, anti- proliferativos e
imunossupressores. Especificamente, eles modulam a quantidade e a atividade de

muitos tipos de células inflamatdrias (incluindo neutréfilos, mondcitos, linfécitos,
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células de Langerhans) e citocinas (ILs, incluindo IL-1a, IL-1p3, IL-2), fator de necrose
tumoral (TNF-a) e fator estimulador de coldénias de granulécitos e mondcitos (GM-
CSF). Eles também induzem proteinas anti-inflamatérias, como anexina | (também
denominada lipocortina-1), proteina anti-inflamatéria, que interage fisicamente
inibindo a PLA: citosdlica, bloqueando a libertacido de acido araquidénico e a sua
subsequente conversdo em eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos,
prostaciclinas e leucotrienos) e a proteina anti-inflamatéria MAPK fosfatase 1 que
bloqueia a fosforilagdo das MAPKSs, que, uma vez ativada induz a transcrigdo de genes
inflamatorios e imunologicos (SCHACKE, DOCKE, ASADULLAH, 2002; RHEN e
CIDLOWSKI 2005; MAYBA e GOODERHAM, 2016).

Diante da natureza complexa das desordens da pele, a maioria dos
tratamentos geralmente ndo apresentam resultados satisfatorios devido a caréncia de
opgdes de tratamento eficaz, custo elevado e o perfil de seguranga da maioria dos
agentes terapéuticos que limita seu uso a longo prazo. Quesitos como tolerancia aos
farmacos, efeitos colaterais, toxicidade, adeséo do paciente ao tratamento e esquema
posologico tornam a terapia disponivel insatisfatoria (STERN et al., 2004; LINDEN e
WEINSTEIN, 1999).

Frente a essas dificuldades de tratamento, o desenvolvimento de agentes
inovadores topicos e sistémicos de ampla atuagdao podem revolucionar o paradigma
do tratamento das doencas de pele. Diante dessas vertentes, o desenvolvimento de
abordagens terapéuticas envolvendo plantas para fins medicinais torna-se foco de
pesquisa para tratamento dessas desordens (RENERT-YUVAL e GUTTMAN-
YASSKY, 2019).

As plantas medicinais constituem a base para o tratamento de diversas
patologias, incluindo as de pele, devido ao conhecimento tradicional aprimorado a
cada geracédo ou pela utilizagédo de plantas como fonte de novos medicamentos.
Recentemente tem sido dado énfase a pesquisa de plantas medicinais para
comprovar cientificamente sua eficacia, efeitos toxicos e farmacoldégicos dos mesmos
e devido a enorme reserva de agentes fitoquimicos existentes que ainda ndo foram
identificados, que possuem uma atividade anti-inflamatoria, atuando nas diversas vias
moleculares envolvidas nas doengas de pele (DIAS, URBAN, ROESSNER, 2012).
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1.4 Cyperus rotundus L.

Cyperus rotundus L. é considerada uma das espécies vegetais com
disseminagdo mundial, principalmente em regibes tropicais e subtropicais. E
conhecida como uma planta originaria da india e uma das melhores ervas terapéuticas
Ayurvédicas (medicina indiana), utilizada no tratamento de varios disturbios como,
intestinais, estomacais, irregularidades menstruais e etc. (QASIM et al., 2014). E
encontrada na América (Sul e Central), nos Estados Unidos, sul da Europa, Asia e
Oceania. No Brasil, encontra-se praticamente em toda extenséao territorial. Relatos
historicos constam que a introdugao no territério nacional tenha se dado através dos
navios mercantes portugueses no periodo em que o Brasil era colénia. O
estabelecimento inicial dessa planta teria sido em zonas portuarias como Salvador,
Recife, Rio de Janeiro, Santos e Sado Vicente, com posterior alastramento para o
interior do pais (SANTOS, 2014; PASTRE, 2006).

FIGURA 2: Distribuicdo mundial de C. rotundus. Em verde sao paises onde a planta é considerada
nativa e paises em vermelho onde ela foi introduzida. FONTE: PEEZARDA et al., 2017.
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A C. rotundus L. é popularmente conhecida por diversos nomes de acordo
com o idioma e seu pais de origem. No Brasil € conhecida como tiririca, tiririca
vermelha, junca, capim-danda; na Argentina, como “cebolita”; na Coldmbia, como
‘coquito”; na ltalia, como “cipero”; no México, como “cebollin”; nos Estados Unidos,
como “nutgrass’, “purple nutsedge e java-grass”; na india, nagarmotha e mustha
(sanscrito); na China, Xiang Fu Zi; na Espanha, chufa, coco, coquillo (PEERZADA et

al., 2015).

E uma planta herbacea comum, perene, ereta, que pode crescer de 5 a 70 cm
de altura (KHALIDA e SIDDIQUI, 2014). Contém um sistema radicular fibroso bastante
ramificado, formado por raizes, bulbo basal e tubérculos interligados por rizomas
rastejantes escamosos e por uma parte aérea de pequeno porte, com folhas formando
rosetas. Suas folhas séo verde-escuras, brilhantes e estreitas, variando de 5a 12 cm
e seu caule mede de 10 a 30 cm de comprimento (BLANCO, 2006). Suas
inflorescéncias geralmente tém duas a quatro bracteas compostas de pequenas flores
de cor purpura a castanha avermelhada (BRYSON e De FELICE, 2009). Os tubérculos
sao ovais, com aproximadamente de 1 a 3 cm de comprimento. Quando maduros séo
fibrosos de cor negra a castanha e quando jovens, sao brancos e suculentos como

representado na imagem abaixo (LORENZI, 2008).
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FIGURA 3 :Cyperus rotundus L. FONTE: Adaptado de PEEZARDA et.al., 2015.

A) C)

FIGURA 4: Partes da planta de C. rotundus L. Tubérculo maduro (A), inflorescéncia (B) e planta
inteira (C). FONTE: (A) https://gespianos.wordpress.com/2017/07/11/o-controle-da-tiririca/ (Acessado
em: Julho de 2019); (B e C) http://uforest.org/Species/C/Cyperus_rotundus.php (Acessado em :Julho

de 2019.
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A origem do nome rotundus vem do latim que significa redondo, devido aos
seus tubérculos arredondados que se formam no solo (PASTRE, 2006; IMAM et al.,
2014). Sua reproducéo se da tanto pela forma sexuada, através das sementes, como
pela forma vegetativa por meio dos tubérculos e rizomas. Sua propagagao por
sementes é de pouca importancia, devido a apenas 5 % de suas sementes serem
viaveis (BLANCO, 2006). Assim, sua principal propagagdo ocorre por rizomas e
tubérculos, que sdo os principais 6rgaos de reserva e propagagao dessa espécie
(RICCI et al., 2000).

A familia Cyperaceae é composta por aproximadamente 70 géneros e mais
de 3.500 espécies, sendo um deles o Cyperus (JOLY, 1975). Os representantes
herbaceos dessa familia sdo reconhecidos devido sua ampla distribuigao pelo mundo,
crescendo facilmente em terrenos alagadigos, pantanosos e pastos. Sao ricos em
metabdlitos secundarios incluindo taninos, acidos fendlicos, flavonoides, cumarinas e
sesquiterpendides (PEEZARDA, 2017). A polpa do caule das Cyperaceae na
antiguidade servia como material para a produgao dos papiros usados pelos antigos
egipcios (JOLY, 1975). No Brasil, existem aproximadamente 27 espécies, sendo 14
do género Cyperus (LORENZI, 2008).

C. rotundus é considerada uma das espécies botanicas de maior amplitude
geografica devido sua capacidade de competi¢cao, agressividade com outras plantas
ao redor e por apresentar uma estratégia de reprodugéo bastante eficiente atingindo,
em condigdes ambientais propicias, uma multiplicacdo rapida e intensa. A area
infestada por ela aumenta substancialmente em curto periodo de tempo (DURIGAN
et al., 2005). Os principais fatores ambientais que afetam sua reprodugdo séo:
fotoperiodo, temperatura, concentragcdo de CO2 na atmosfera do solo e intensidade
luminosa (PASTRE, 2006).

O processo de fotossintese das espécies de Cyperaceae ocorre pelo ciclo C4,
o que favorece seu estabelecimento em regides quentes, com temperaturas elevadas
e intensa luminosidade. Em temperaturas baixas, seu desenvolvimento e
multiplicacdo se ddo com lentiddo. A parte aérea é sensivel a baixa intensidade de
luz, podendo-se até eliminar a planta quando submetida a um sombreamento
prolongado. Sua capacidade de sobrevivéncia em condigdes adversas é enorme, pois
consegue suportar periodos prolongados de seca ou inundagéo do terreno. Em época

de seca, os tubérculos perdem sua viabilidade se dessecados e o revolvimento do
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solo ajuda a diminuir o numero de tubérculos viaveis na area. (MELLO, TEIXEIRA,
NETO, 2003; BRYSON e CARTER, 2008).

A C. rotundus se destaca entre as diversas espécies daninhas infectantes em
lavouras. Muitas plantacbes de importancia econémica sao afetadas pela sua
presenga como o milho, o feijao, o algodéo e a cana-de-agucar. Além de C. rotundus
competir pelos recursos do meio, como agua e nutrientes, libera no solo substancias
aleloquimicas que afetam o desenvolvimento de diversas planta¢des levando a perda
de produtividade das mesmas (MARTINI e DURIGAN, 2004). Em um levantamento
cientifico realizado por KISSMANN (1997) foram constatados que, em época de alta
infestacdo da planta, ha uma queda de até 75% na colheita e uma reducgao de 65%
na producao de agucar, devido a competicado permanente entre a lavoura de cana-de-
acgucar e essa erva daninha. Suas sementes e a dorméncia dos tubérculos também
contribuem para a sua persisténcia. NESSER et al. (1997) constatou que a meia vida
dos tubérculos de C. rotundus foi de aproximadamente 16 meses, com estimativa de
viabilidade de até 42 meses no solo. O controle dessa erva daninha no campo é
problematico, dificil, uma vez que ndo ha no mercado produtos seletivos de alta
eficacia para eliminagcdo das mesmas, resultando em alto custo para sua erradicacao
(CATUNDA et al., 2000).

Apesar do problema econdémico causado pela espécie, em alguns paises,
Cyperus é utilizada na industria téxtil e alimenticia. Além disso, o amido proveniente
de seus tubérculos é comumente utilizado na cozinha tradicional chinesa e suas
folhas, usadas para dar sabor aos alimentos no Oriente Médio e no Sudeste Asiatico
(UMERIE & EZEUZO, 2000; NIMA et al., 2008). Nos paises asiaticos, praticantes da
medicina indiana, desde os tempos antigos, os rizomas e tubérculos vem sendo
utilizados como tratamento herbal de disturbios intestinais, estomacais, inflamatérios
e irregularidades menstruais (KAMALA et al., 2018). De acordo com a literatura
disponivel sobre seus usos tradicionais e contemporaneos, varias pesquisas
averiguaram as propriedades fitoquimicas e ag¢des farmacologicas de C. rotundus
(PEEZARDA et al., 2015).

Pesquisas sustentam o uso do extrato de rizomas e tubérculos como
antimicrobianos (SHARMA e SINGH, 2011), cicatrizante de feridas (PURATCHIKODY
et al., 2006), atividade hepatoprotetora (KUMAR e MISHRA, 2005); disturbios
estomacais e como anti-inflamatério (THOMAS et al., 2015; SEO et al., 2001; KUMAR,

TIWARI, ALAM, 2012). Além disso, alguns estudos suportam o uso do 6leo essencial
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de diversas partes da planta de C. rotundus como analgésico, anti-helmintico e anti-
fungicida (BIRADAR et al., 2010; DUARTE et al., 2005; KASALA et al., 2016).

Com relacdo a sua atividade anti-inflamatéria, estudos preliminares
investigaram diferentes extratos de rizomas da planta. O estudo de SEO et al. (2001)
mostrou que o extrato metandlico de rizomas de C. rotundus inibiu a producao de
oxido nitrico em macréfagos (Raw264.7) e esse efeito foi decorrente da redugao na
expressao da enzima iNOS. Segundo os autores estes resultados sugerem que a C.
rotundus possui acao anti-inflamatdria e pode ser utilizada como tal no tratamento de
diversas doencas (SEO et al., 2001). Outro estudo, agora in vivo, avaliou a atividade
do extrato do rizoma de C. rotundus no edema de pata induzido por carragenina em
ratos. Neste estudo, foi verificado que o extrato metandlico aplicado por via oral 1 h
antes da injecao de carragenina inibiu o edema de modo semelhante a indometacina
(KUMAR, TIWARI, ALAM, 2012).

Assim, para contribuir na busca por novos extratos vegetais com potencial
anti-inflamatério e devido a nenhum estudo até o momento ter demonstrado a eficacia
de C. rotundus como agente anti-inflamatdrio no tratamento de doencas inflamatérias
da pele, este estudo foi realizado para investigar a atividade anti-inflamatéria tépica
do extrato dos rizomas de C. rotundus em modelos de inflamagédo de pele aguda e

cronica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia topica do extrato dos rizomas de C. rotundus aplicado por

via topica no tratamento de doencas da pele em modelos animais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o efeito anti-inflamatdrio toépico do extrato de C. rotundus em modelos
de dermatite irritativa causada por AA;

e Verificar o efeito anti-inflamatdrio tépico do extrato de C. rotundus no modelo
de inflamacao de pele induzida por TPA,;

e Analisar o potencial anti-inflamatério do tratamento tépico do extrato de C.

rotundus em modelo de inflamacao crénica de pele;

e Auvaliar potencial toxicidade local e em 6rgaos linféides pela administragao

topica repetida do extrato de C. rotundus em camundongos;

e Verificar possivel relacéo do efeito anti-inflamatério do extrato de C. rotundus

relacionado ao receptor de glicocorticoide.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL VEGETAL

Os rizomas de C. rotundus (pd) da india foi adquirido comercialmente da
empresa Khandige Organic Health Product na cidade de Bangalore, regido sul do
estado de Karnataka/india pela professora Dra. Irinéia Paulina Baretta (Professora do
Programa de Pés-Graduagdo em Plantas Medicinais e Fitoterapicos na atencao
basica da Universidade Paranaense- UNIPAR). A empresa possui certificagdo de
produtos organicos emitida pela LACON Qualitat GmbH da Alemanha, N° IN-45820 e
produzida de acordo com os padrées do Programa Nacional de Produgdo Organica
(PNPO), pelo Programa Organico Nacional do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) e Regulamento do Conselho da Unido Europeia (UE)
834/2007 e 889/2008 (UE). Quatro (4) embalagens de 100g do lote MSP037003 e
licenga de fabricacdo (Mfg) No. AUS-896 foram compradas.

3.2 OBTENGAO E ANALISE QUALITATIVA DO EXTRATO DE C. rotundus

A obtencgao e a analise do extrato dos rizomas de C. rotundus foi realizado
pela Simone Costa do Programa de Pdés-Graduagdo em Plantas Medicinais e
Fitoterapicos na atencao basica da UNIPAR. Para o preparo do extrato foi utilizado a
determinacao das substancias extraiveis pelo método de extracdo por Soxhlet, da
Farmacopeia Brasileira (2010), por 3 h. Para a extragao foram pesados 2 g do material
pulverizado dos rizomas de C. rotundus e transferido para o cartucho de papel de filtro
do extrator de Soxhlet, previamente tarado e seco. No baldo do extrator, foram
introduzidos 0,2 g de hidréxido de s6dio e 160 ml do solvente etanol absoluto. Os
cartuchos com os residuos foram retirados e secos em estufa a 105°C e pesados em
intervalos de 30 min. O processo de secagem foi realizado até obter peso constante
(diferenga inferior a 5 mg). Foi pesado o residuo seco e calculado o teor de
substancias extraiveis por diferenca entre o peso da amostra e o peso do residuo
seco, sendo expressos na forma de percentagem. As analises foram realizadas em
triplicata. Logo ap6s a extragdo por Soxhlet foi realizado o procedimento de
concentragdo do extrato onde foi colocado em um baldo de vidro conectado ao

rotaevaporador da marca Fisatom. O baldo foi aquecido em banho-maria (Fisatom) a
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uma temperatura de 45°C. O procedimento foi realizado até total eliminagcdo do
solvente. Com o extrato pronto, a amostra foi utilizada para realizar um screening
farmacogndstico preliminar para analise de flavonoides, alcaloides, saponinas,

antraquinonas, taninos, triterpenos e esteroides.
3.2.1 Analise de flavonoides

Para a andlise de flavonoides, aqueceu-se em banho-maria (FISATOM,
modelo 550), 1 g de C. rotundus em p6 com 10 ml de solugéo de etanol a 70%, por 2
min e em seguida realizou-se a filtragdo por algodao. Em um tubo de ensaio, contendo
2 ml do extrato alcodlico, adicionou-se seis fragmentos de magnésio metalico com 1
ml de acido cloridrico concentrado. Na presenca destes compostos foi observado o

aparecimento da coloracéo rosea a vermelha (SIMOES et al., 2007).

3.2.2 Analise de alcaldides

A detecgao de alcaloides se deu por meio dos reativos gerais de alcaloides
(RGA), no qual a formagdo e cor do precipitado indicaram a presenga destes
compostos (Tabela 1). Foram utilizados 2 g do pé de C. rotundus diluidos em 20 ml
de acido cloridrico (HCI) a 1%, em seguida foi realizado o aquecimento da mistura por
2 min, seguida da filtragao por algodao. O filtrado foi distribuido em 4 tubos de ensaio
(3 ml por tubo), entdo foram adicionadas 2 gotas de cada RGA, observando a
ocorréncia de precipitado (SIMOES et al., 2007).



34

TABELA 1: REATIVOS GERAIS DE ALCALOIDES (RGA)

Nome do reagente Composicao Resultado
(Cor do Precipitado)
Bertrand Acido silico-ttingstico Branco
Bouchardat lodo-iodeto de potassio Marrom
Dragendorff lodo bismutato de potassio Alaranjado
Mayer lodo mercurato de potassio Branco

FONTE: O Autor (2019)

3.2.3 Andlise de saponinas

Para a detecgéo de saponinas, ferveu-se 2 g de C. rotundus em p6 com 20 ml
de agua destilada por 2 minutos. Apds resfriada, a mistura foi filtrada e transferiu-se
15 ml do filtrado para um tubo de ensaio. Do primeiro tubo retirou-se 5 ml do extrato,
sendo transferido para um segundo tubo, acrescentando 5 ml de agua destilada. Do
segundo tubo, foram retirados 5 ml e colocados em um terceiro tubo, acrescentando
5 ml de agua destilada. Em seguida, agitou-se rapidamente os trés tubos por 15
segundos. A formagao e manutengédo da espuma por mais de 15 minutos confirma a

presenca de saponinas (SIMOES et al., 2007).

3.2.4 Analise de antraquinonas

Para a analise de antraquinonas, 0,2 g de C. rotundus em po6 foi adicionado
em 10 ml de acido sulfurico 2 Normal (N), e ferveu-se a mistura durante 2 minutos.
Apos resfriado, o extrato foi filtrado por um funil de separagdo. Em seguida foram
adicionados 10 ml de éter etilico, fez-se a agitacdo e separagdo da camada etérea
para um tubo de ensaio. A coloragdo amarela sugeriu a presenga de antraquinonas.
Em seguida, foram adicionados 2 ml de solugdo aquosa de hidroxido de sodio 2N e

agitado. Apds a separagao das fases, observa-se a presenga de uma camada résea
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ou vermelha, e a etérea incolor, confirmando a presencga de antraquinonas (SIMOES
et al., 2007).

3.2.5 Andlise de triterpenos e esteroides

Para a analise de triterpenos e esteroides, foi utilizado 2 g de C. rotundus em
po6 diluido em 20 ml de etanol 70%, em seguida foi realizado, fervura durante 2
minutos, filtragcdo por algodao e transferéncia de 5 ml do extrato para um cadinho. Em
seguida, evaporou-se o extrato em banho-maria (FISATOM, modelo 550), até
obtencao de residuo seco, onde foi adicionado 0,5 ml de anidrido acético, agitando-
se com um bastdo, seguido da adi¢cdo de 0,5 ml de acido sulfurico concentrado.
Posteriormente foi observado a coloragao, sendo azul ou verde para esteroides e lilas,

purpura ou castanha avermelhada para triterpenos (SIMOES et al., 2007).

3.2.6 Analise de taninos

Para analise de taninos, ferveu-se 5 g de C. rotundus em po6 diluido em 50ml
de 4gua destilada, por 15 minutos. Logo apés, este filtrado foi dividido em quatro tubos
de ensaio, sendo um deles a amostra controle (Tubo 4). No tubo 1, contendo 2 ml do
filtrado, adicionou-se 2 gotas de HCI diluido e solu¢ao de gelatina a 2,5%, gota a gota.
Ap0ds, observou-se a formacgao de precipitado como indicativo da presenca de taninos.
No tubo 2, contendo 2 ml do filtrado, acrescentou-se 10 ml de agua destilada e de
duas a quatro gotas de solugdo de FeCls a 2% em metanol. A cor azul indicou a
presenca de taninos hidrolisaveis e a cor verde, taninos condensados. No tubo 3,
contendo 5 ml do filtrado, foram adicionados 10 ml de solugao de acido acético a 10%
e 5 ml de solugcdo de acetato de chumbo a 10%. A formacdo de precipitado
esbranquicado indicou a presenca de taninos hidrolisaveis. No tubo 4, colocou-se

apenas 5 ml do extrato puro, filtrado, para comparagéo (SIMOES et al., 2007).
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3.3 ANIMAIS

Camundongos Swiss fémeas (25-30 g) foram alocados aleatoriamente em
diferentes grupos em caixas de polipropileno (tamanho: 18 cm X 24cm X 41 cm) em
maravalha autoclavada. Os animais foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 h
em 12 h em temperatura ambiente controlada (22 + 2 °C) com alimentos e agua
fornecidos ad libitum. Os animais permaneceram em adaptac¢ao ao laboratério durante
pelo menos um dia antes dos testes e foram utilizados apenas uma vez. Os
experimentos foram realizados de acordo com os principios éticos estabelecidos pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo Animal (CONCEA) e aprovados
pelo Comiss&o de Etica para o uso de animais (CEUA) da Universidade Federal do

Parana com numero 1248.

3.4 AVALIAGAO DO EDEMA DE ORELHA

Para estudar o processo inflamatério cutaneo, um dos modelos in vivo mais
utilizados € o de indugédo de edema de orelha em camundongos (GABOR, 2000). Este
modelo consiste num método rapido e simples, requer pouca quantidade de
substancias e permite resultados reprodutiveis. Este modelo pode ser induzido por
diferentes agentes (ex.: TPA, fenol, acido araquidénico) e permite uma variedade de
modelos de inflamagédo cutanea apropriados para a avaliagao tanto topica quanto
sistémica de agentes sintéticos, extratos de plantas, bem como substancias isoladas
de plantas (GABOR, 2000; WINYARD e WILLOUGHBY, 2003).

Este modelo foi empregado com o objetivo de verificar inicialmente a formagao
de edema e posteriormente a analise de outros parametros do processo inflamatério
com coleta de amostras (circulos de 6 mm de didmetro da orelha de camundongo)
apo6s a eutanasia dos animais. O edema de orelha foi expresso como o aumento da

espessura da orelha dos camundongos em pm.

A espessura foi medida antes e apds a indugcdo do processo inflamatorio
utilizando-se um micréometro digital (Great MT-04513). A medida foi realizada proxima
a extremidade medial da orelha e registrada através do (A) diferenga entre a primeira
medida (espessura basal) e a medida apdés determinado tempo da indugédo do
processo inflamatério. Para minimizar variagdes de medida na técnica, os

experimentos foram realizados por um unico experimentador.
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3.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais utilizados nos modelos de edema de orelha induzidos por TPA,
AA e aplicagao multipla de TPA foram divididos aleatoriamente em grupos distintos e
receberam o tratamento de acordo com a tabela 2 e 3. Para ser administrado por via
topica, o extrato de C. rotundus foi solubilizado em 70% de acetona e 30% de etanol
(proporcéo 7:3). Os agentes flogisticos TPA e AA assim como a dexametasona e a

indometacina foram diretamente solubilizados em acetona grau P.A.

TABELA 2: MODELOS DE INFLAMACAO AGUDA UTILIZADOS PARA AVALIAGAO DO EFEITO DO
EXTRATO DE C. ROTUNDUS NO EDEMA DE ORELHA

MODELO (AGUDO) GRUPOS
TRATAMENTOS DOSES
TPA CONTROLE (TPA) 2,5 ug /orelha
DEXAMETASONA (TPA+ DEXA) 0.1 mg/orelha
C. ROTUNDUS (TPA + C. ROTUNDUS) 0,1 mg/orelha
0,3 mg/orelha
1,0 mg/orelha
VEICULO
NAIVE
AA CONTROLE (AA) 2,0 mg/orelha
INDOMETACINA (AA+INDO) 2.0 mg/orelha
C. ROTUNDUS (AA+ C. ROTUNDUS) 0,1 mg/orelha
0,3 mg/orelha
1,0 mg/orelha
VEICULO
NAIVE

TABELA 3: MODELO DE INFLAMAGAO CRONICA INDUZIDO POR MULTIPLAS APLICACOES DE
TPA UTILIZADO PARA AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO DE C. ROTUNDUS NO EDEMA DE

ORELHA
MODELO CRONICO GRUPOS
TRATAMENTOS DOSES
MULTIPLA APLICAGAO CONTROLE TPA 2,5 g /orelha
DE TPA DEXAMETASONA (TPA+ DEXA) 0.1 mglorelha
C. ROTUNDUS (TPA + C. ROTUNDUS) 0,3 mglorelha
NAIVE

FONTE: O Autor (2019).
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3.6 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICAGAO DE TPA

A aplicagao topica de ésteres de forbol, como o TPA, induz inflamacgao na pele
e respostas hiperproliferativas (quando aplicado de forma crbénica) nos animais,
assemelhando-se sob muitos aspectos aos sinais de algumas doencgas de pele como
a psoriase (GABOR, 2000). Sendo assim, o processo inflamatério foi induzido pela
aplicacao tépica de TPA (2,5 ug/orelha) na orelha direita de camundongos sobre um
volume de 20 pl. O extrato da C. rotundus nas doses de 0,1 mg/orelha, 0,3 mg/orelha
e 1,0 mg/orelha e a dexametasona (controle positivo, 0,1 mg/orelha) foram aplicados
logo apds a aplicagdo do TPA. A variagdo da espessura da orelha foi avaliada 6 h
apos a aplicagéo do TPA (DE YOUNG et al.,1989). Foram entdo coletadas amostras
das orelhas dos camundongos (6 mm) para posteriores analises, 24 h apos a

administracao de TPA.
3.7 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICACAO TOPICA DE AA

Nesse modelo é possivel identificar compostos que inibem o metabolismo do
acido araquidénico, que ao ser metabolizado da origem a varios mediadores como
prostaglandinas e leucotrienos, os quais, promovem a formag¢ao do edema (HUMES
et al., 1986). O AA (2 mg/orelha) foi administrado topicamente na orelha direita dos
camundongos. Em seguida, o extrato de C. rotundus nas doses 0,1, 0,3 e 1,0
mg/orelha assim como o controle positivo indometacina (2 mg/orelha) foram aplicados
topicamente. O edema foi avaliado 1 h apds a aplicagédo com o AA (YOUNG et al.,
1984; CRUMMEY et al., 1987).
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3.8 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA MULTIPLA APLICAGAO DE TPA

O edema de orelha induzido pela multipla administracao topica de TPA € um modelo
de inflamagdo que mimetiza um processo inflamatoério crénico e foi utilizado para
investigacdo de uma possivel agado anti-inflamatéria de C. rotundus frente a um
processo inflamatodrio ja estabelecido. O modelo foi realizado pela aplicagdo de TPA
(2,5 pgl/orelha) em dias alternados durante 9 dias. Os tratamentos com o extrato de
C. rotundus (dose 0,3 mg/orelha) e a dexametasona (0,1 mg/orelha) comegaram a ser
administrados a partir do quinto dia de experimento, sendo aplicados por via topica
durante 4 dias consecutivos (2 vezes ao dia, 12 em 12 h) e o edema avaliado
diariamente conforme o desenho experimental na FIGURA 5 (STANLEY et al., 1991).
No 9° dia do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados e amostras de 6
mm de didmetro de tecido das orelhas foram coletados e armazenados no freezer -80

°C para serem submetidas a avaliacbes subsequentes.

Tratamento topico 2X ao dia- 12/12hrs

[
DAS | 1 > 2 >3 >4 >5 >6 >7 > 38 >|_1>
L Y S
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| Retirada das I
| amostras para
| analise

FIGURA 5: Desenho experimental do modelo de inflamag¢ao cutanea induzido pela multipla
aplicagao de TPA. O TPA (2,5 ug/orelha) foi aplicado por via tépica uma vez ao dia, em dias alternados,
durante 9 dias. Os tratamentos com extrato de C. rotundus (0,3 mg/orelha) ou dexametasona (farmaco
de referéncia, 0,1 mg/orelha) foram administrados por via tépica a partir do quinto dia a cada 12 horas.
FONTE: O Autor (2019)
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3.9 AVALIAGAO HISTOLOGICA

As amostras de tecido (6 mm) coletadas dos camundongos submetidos ao
modelo de edema de orelha induzido por TPA agudo e cronico foram fixadas em
solucado ALFAC (85 mL de alcool 80%, 10 mL de formol 40% e 5 mL de acido acético
glacial) num periodo de 16 horas, sendo em seguida conservadas em alcool 70%, até
inicio do processo de desidratacdo. As orelhas foram posteriormente desidratadas,
emblocadas em parafina, seccionadas em cortes de 5 ym em micrétomo e coradas
com hematoxilina e eosina (H.E). As laminas foram fotografadas em microscopio
optico Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japéo), e o infiltrado celular, edema e
espessura da epiderme foram avaliados em areas representativas com aumento de
200x. A quantificacdo dos leucdcitos presentes na derme foi realizada através da
contagem dessas células por campo com aumento de 200x sendo analisados 5
campos de 3 cortes histologicos distintos de trés animais por grupo. A quantificagao
desses parametros foi realizada com o auxilio do software ImageJ® versao 1.48
(National Institute of Health, EUA).

3.10 AVALIAGAO DA PROTEINA ANTIGENO NUCLEAR DE PROLIFERAGAO
CELULAR (PCNA) E CITOQUERATINA 14 (K14) POR IMUNO-HISTOQUIMICA

Objetivando verificar a proliferagao e diferenciagao celular da epiderme, foram
utilizados dois marcadores celulares: o PCNA, para avaliar a proliferagao e a K14 para
analisar a diferenciacao celular. Amostras de tecido das orelhas foram coletadas dos
animais submetidos ao modelo de multiplas administragdes de TPA, emblocadas em
parafina (como descrito no item 3.9) e seccionadas em cortes de 5 um. Estes cortes
histologicos foram montados em |aminas gelatinizadas. Posteriormente, as laminas
foram entdo submetidas a banhos de xilol para desparafinizacdo e em seguida
hidratadas com banhos sucessivos, em concentragdes decrescentes de alcool. Logo
apos, as laminas foram submetidas a um banho de glicina 0,1 M para o bloqueio dos
radicais aldeidos, enquanto a peroxidase enddgena e os sitios inespecificos foram
bloqueados com banhos de H202 3% em metanol e PBS/BSA 1%, respectivamente.
Posteriormente, os cortes foram incubados com anticorpo policlonal anti-PCNA
(1:100, sc-9857- Santa Cruz Biotech, Inc., EUA) ou anti- K14 (1:100, sc-17104 -Santa

Cruz Biotech, Inc., EUA), overnight a temperatura ambiente em camara umida. Apds
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banho com PBS, as laminas foram novamente incubadas, desta vez com seu
respectivo anticorpo secundario conjugado com peroxidase (1:100), durante uma hora
a temperatura ambiente e em camara umida. As laminas foram lavadas com PBS e
incubadas com kit contendo o cromoégeno DAB (Diaminobenzidina 3,3’; BD
Pharmingen, San Jose, CA, EUA). durante 5 minutos. Em seguida, as laminas foram
lavadas, contracoradas com hematoxilina por um periodo de 5 minutos e os cortes
submetidos a desidratacdo com banhos sucessivos de alcool em concentracdes
crescentes. Em seguida, as laminas foram montadas com meio resinoso Entellan e
laminula. As laminas foram fotografadas em microscépio 6ptico Olympus BX51
(Olympus, Toquio, Japao). A presenga de células imunomarcadas positivamente para
PCNA e K14 foram quantificadas a partir de areas representativas, utilizando as
imagens capturadas em microscopia 6ptica, com aumento de 100x e 400x. A
quantificagao foi realizada através da contagem do numero de células positivas para
PCNA e K14 (células em marrom na epiderme) por campo (aumento de 400x), sendo
analisados 4 cortes histoldgicos distintos por Iamina, havendo 3 animais por grupo. A
quantificac&o foi realizada com o auxilio do software ImageJ® versao 1.48 (National
Institute of Health, EUA).

3.11  ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA MPO

A atividade da enzima MPO é utilizada como indicativo da presenca de
leucdcitos polimorfonucleares no tecido inflamado. Para a avaliagdo da atividade da
enzima MPO foi utilizada a metodologia de Bradley e colaboradores (1982) modificada
por De Young e colaboradores (1989). As amostras de tecido (6 mm) da orelha dos
camundongos submetidos ao modelo de edema de orelha induzido por aplicagcao
aguda e multipla de TPA, foram adicionadas a 0,75 ml de tampé&o fosfato de sédio 80
mM (pH 5,4), contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB) e homogeneizadas
por 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em microtubos e adicionado a 0,75 ml
de tampéo fosfato (anteriormente descrito). As amostras (1,5 ml) foram centrifugadas
a 11.200 x g a4 °C por 20 min. Triplicatas de 30 ul do sobrenadante foram colocadas
em placas de 96 pocos, adicionando 200 ul de uma mistura contendo 100 ul de
tampao fosfato de sddio 80 mM (pH 5,4), 85 ul de PBS 0,22 M (pH 5,4) e 15 ul de
peréxido de hidrogénio 0,017% em cada pogo. A adicdo de 20 pul de

tetrametilbenzidina.HCI (TMB) 18,4 mM dissolvida em uma solugcdo aquosa de
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dimetilformamida a 8%, promove o inicio da reagao. Posteriormente a placa foi
incubada a 37°C por 3 min, adicionando 30 ul de acetato de sédio 1,46 M (pH 3,0) em
cada poco para interromper a reacdo. A atividade enzimatica foi determinada
colorimetricamente usando leitor de placas (Bio-Tek Multi-Mode Microplate reader
Synergy HT) cuja leitura da absorbéancia foi realizada a 630 nm. Os resultados foram

expressos em mili densidade 6ptica (mDO)/biopsia.

3.12 ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA NAG

A atividade da enzima NAG é utilizada como indicativo da presenca de
leucécitos mononucleares no tecido inflamado. A atividade da NAG foi avaliada
utilizando a metodologia de Sanchez e Moreno (1999). As amostras de tecido ( 6 mm)
da orelha dos camundongos submetidos ao modelo de edema induzido por aplicagcao
pela multipla de TPA foram submetidas a protocolo semelhante ao descrito no item
3.11, contudo triplicatas de 25 ul do sobrenadante foram colocadas em placas de 96
pocos, adicionando 100 ul de tampéo citrato 50 mM (pH 4,5), e a reagao foi iniciada
pela adicdo de 25 ul de p-nitrofenil-acetamida-u-D-glicopiranosideo (2,24 mM)
dissolvido agua mili Q. Em seguida a placa foi incubada a 37°C por 1 h e a reagao
interrompida pela adi¢do de 30 ul de tampé&o glicina 200 nM (pH 10,4) em cada pogo.
A atividade enzimatica da NAG foi determinada colorimetricamente usando leitor de
placas (Bio-Tek Multi-Mode Microplate reader Synergy HT), cuja leitura da
absorbancia foi realizada a 405 nm. Os resultados foram expressos em mili densidade

optica (mDO) / bidpsia.
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3.13 AVALIAGAO DO EFEITO DA APLICAGAO REPETIDA DO EXTRATO DE C.
rotundus NA ESPESSURA DA PELE E PESO DE ORGAOS LINFOIDES

Com o intuito de avaliar uma possivel toxicidade da aplicacdo multipla do
extrato, os animais foram tratados com C. rotundus ou dexametasona por 7 dias a
cada 12 h (duas vezes por dia). Os animais foram separados em 3 grupos: C. rotundus
(0,3 mg/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha) e naive (sem tratamento) e o peso dos
animais foi avaliado diariamente. A espessura da orelha foi medida antes do inicio do
tratamento (basal) e no ultimo dia de tratamento. No oitavo dia, os animais foram
eutanasiados e o peso do bacgo, glandulas adrenais, linfonodo auricular e timo foram

aferidos, assim como a espessura da orelha.

Tratamento topico 2X ao dia- 12/12hrs
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FIGURA 6: Desenho experimental. Nesse modelo objetivou-se a avaliagao do efeito da aplicagao
repetida do extrato de C. rotundus (0,3 mg/orelha) ou dexametasona (farmaco de referéncia,
0,1mg/orelha) nos animais por via tépica durante sete dias, a cada 12 horas. FONTE: O autor (2019).
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3.14 ENSAIO DE REVERSAO DO EFEITO DO EXTRATO COM ANTAGONISTA
DE CORTICOIDE (RU486- MIFEPRISTONA)

Objetivando verificar o possivel envolvimento de receptores de
corticosteroides na atividade anti-inflamatoria tépica do extrato de C. rotundus, os
animais foram pré-tratados com o antagonista farmacolégico RU486 (mifepristona) (50
mg/kg, s.c.) ou com o seu veiculo Polietilenoglicol 400 (PEG400) e, ap6s 30 min, o
edema de orelha foi induzido pela aplicacdo de TPA e os tratamentos realizados
topicamente com C. rotundus (0,3 mg/orelha) e dexametasona (0,1 mg/orelha). A
espessura da orelha foi avaliada 6 h apds a aplicagdao do TPA, e utilizada como
indicador do processo inflamatério (CARRENHO et al., 2015).

3.15 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM).
Os dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma via ou de duas
vias (modelo crbnico e mifepristona), seguida do teste de multipla comparagao de
Bonferroni. Valores de p menores do que 0,05 (p< 0,05) foram considerados como
indicativos de significancia. Os calculos foram realizados utilizando o Software

estatistico GraphPad Prism version 7.00, San Diego California, EUA.
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4 RESULTADOS
4.1 ANALISE QUALITATIVA DO EXTRATO DOS RIZOMAS DE C. rotundus

A triagem fitoquimica preliminar é considerada um estudo relevante de baixo
custo, que objetiva conhecer o perfil fitoquimico de extratos, sem isolar compostos
quimicos (BESSA et al., 2013). Os resultados dos testes qualitativos realizados foram
positivos apenas para flavonoides, saponinas e taninos, conforme descrito na
TABELA 4.

TABELA 4: RESULTADO PRELIMINAR DA ANALISE DO EXTRATO

Analise do extrato de C. rotundus Resultados
Metabdlitos secundarios pesquisados

Flavonoides ++
Alcaloides -
Saponinas +

Antraquinonas -

Taninos ++

Triterpenos/Esteroides -

Legenda: ++ reacdo moderada, + reacao fraca, - sem reagao

FONTE: O autor (2019).
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4.2 TRATAMENTO TOPICO COM EXTRATO DE C. rotundus NA INFLAMAGAO DE
PELE INDUZIDA PELO TPA

A aplicacgao tépica do TPA promoveu a formagao de edema, demostrado pelo
aumento da espessura da orelha 6 e 24 h apds a sua aplicacdo, como observado na
FIGURA 7a e b. O veiculo usado para diluir o extrato, quando sozinho nao interfere
no edema causado pelo TPA. A aplicacao topica do extrato de C. rotundus foi capaz
de inibir a formacgao do edema em todas as doses testadas, apresentando inibicdo de
38,60 + 5,51 % com 0,1 mg/orelha, 51,05 + 8,96 % na dose de 0,3 mg/orelha e 44,67
1 9,14 % na dose de 1,0 mg/orelha. O controle positivo dexametasona (0,1 mg/orelha)
também causou a inibigédo significativa do edema de 73,94 + 4,61 %, comparado ao
grupo veiculo do experimento. Apds 24 h da aplicagcdo de TPA (FIGURA 7b), a
reducédo do edema se manteve quando comparado com o grupo veiculo em todas as
doses do extrato: 0,1 mg/orelha (56,91 + 9,58%); 0,3 mg/orelha (76,61 £ 9,35%); 1,0
mg/orelha (71,85 + 2,33), assim como o controle positivo dexametasona (83,45
18,85%).

A administracdo de TPA nas orelhas induziu aumento significativo na
atividade da enzima MPO, quando comparado ao grupo naive. Esse aumento causado
pelo TPA nao sofre interferéncia do veiculo, e foi inibido pelo tratamento tépico com
as diferentes doses do extrato, sendo observado inibicdo 42,46 + 5,81% (0,1
mg/orelha), 89,82 + 2,16% (0,3 mg/orelha), 82,54 + 1,17 (1,0 mg/orelha) (FIGURA 8).
O glicocorticoide dexametasona também foi capaz de reverter o aumento da atividade
da MPO em 93,88 £ 1,90 % como observado na FIGURA 8.
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FIGURA 7. Efeito do tratamento topico com o extrato de C. rotundus no modelo de edema de
orelha induzido por TPA. O processo inflamatério foi induzido na orelha dos animais pela
administragéo topica de TPA (2,5 pg/orelha). Em seguida, foi realizado o tratamento tépico com o
extrato de C. rotundus diluido em 3:7 etanol/acetona, nas doses de 0,1; 0,3; 1,0 mg/orelha, ou
dexametasona (0,1 mg/orelha). Apds 6 (a) e 24 h (b) da aplicagdo do TPA, a espessura das orelhas foi
medida com o auxilio de um micrémetro. As barras representam a média £+ SEM (n =6) da espessura
aumentada da orelha. Controle (somente TPA); Veiculo (Veh, 3:7 etanol e acetona); C. rotundus (doses
do extrato), dexametasona (Dexa, controle positivo). Os simbolos representam o nivel de significancia
ao comparar os grupos de tratamento com o grupo veiculo (Veh) ** p <0,01 *** p <0,001 (ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Bonferroni post-hoc).
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FIGURA 8. Efeito do tratamento tépico com o extrato de C. rotundus sobre o aumento na
atividade da enzima MPO causada pelo TPA. Apds 24 h da aplicagdo do TPA, as amostras teciduais
de orelha (6 mm) foram coletadas e submetidas a analise da atividade da enzima MPO. As barras
representam a média £+ SEM (n =6) da espessura aumentada da orelha. Naive (sem tratamento);
Controle (somente TPA); Veiculo (Veh, 3:7 etanol e acetona); extrato da C. rotundus (0,1, 0,3 e 1,0
mg/orelha), dexametasona (Dexa, 0,1 mg/orelha). Os simbolos representam o nivel de significancia ao
comparar os grupos de tratamento com o grupo veiculo (Veh) ***p <0,001 (ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Bonferroni post-hoc) e # representa diferenca entre o naive e controle.

Para confirmar o efeito do extrato de C. rotundus na inflamagao cutanea
induzida pelo TPA, foi realizada a analise histologica (FIGURA 9a). A analise dos
cortes histologicos das orelhas dos camundongos indica que o tratamento com TPA
ap6s 24 h propiciou intenso infiltrado celular na derme e edema, o mesmo foi
observado no grupo tratado apenas com o veiculo. O tratamento com o extrato de C.
rotundus nas diferentes doses reduziu o infiltrado celular na derme, apresentando
inibicdo na dose 0,1 mg/orelha de 63,64 + 5,97 %, na dose de 0,3 mg/orelha de 94,59
t 2,94%, na dose 1,0 mg/orelha 92,36 + 2,34%, assim como o controle positivo

dexametasona que promoveu uma inibigao de 96,00 + 1,08 % (FIGURA 9b).
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FIGURA 9. Influéncia do tratamento tépico com o extrato de C. rotundus sobre a infiltragao
celular induzida por TPA. (a) A partir de amostras teciduais (6 mm) coletadas no do modelo de
inflamacéao induzida por TPA, foram realizadas analises histoldgicas onde as imagens foram adquiridas
com microscoépio optico, e foi quantificada a celularidade pelo software Prism 7.0. (b) A quantificagao
foi realizada através da contagem dos leucdcitos totais com aumento de 200x em trés campos distintos
de quatro cortes histoldgicos de cada grupo. As barras representam a média + SEM (n =3) da espessura
aumentada da orelha. Naive (sem tratamento); Controle (somente TPA); Veiculo (Veh, 3:7 etanol e
acetona); C. rotundus (0,1, 0,3 e 1,0 mg/orelha), Dexa (dexametasona, 0,1 mg/orelha). Os simbolos
representam o nivel de significAncia ao comparar os grupos de tratamento com o grupo veiculo (Veh)
*** p <0,001 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni post-hoc) e # representa diferenca
entre o naive e controle.
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4.3 MODELO INFLAMATORIO INDUZIDO PELO AA

Como observado na FIGURA 10, a administragéo topica do AA (2 mg/orelha)
na orelha promoveu o aumento da espessura da orelha apés 1 h. Novamente
verificamos que o veiculo sozinho usado para preparar o extrato nao interfere na
resposta inflamatdria do AA. Contudo apenas o tratamento tépico de C. rotundus na
dose de 0,3 mg/orelha foi capaz de reduzir o edema em 58,05 + 12,76% quando
comparado com o grupo veiculo. O controle positivo Indometacina, anti-inflamatério
nao esteroidal, inibiu (60,30 5,24%) de forma significativa a espessura da orelha

quando comparada com o veiculo.
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FIGURA 10. Efeito do tratamento tépico com o extrato de C. rotundus no modelo de edema de
orelha induzido por AA. O processo inflamatério foi induzido na orelha dos animais pela administragao
tépica de AA (2,0 mg/orelha). Em seguida, foi realizado o tratamento tépico com o extrato de C. rotundus
(dose de 0,1; 0,3; 1,0 mg/orelha), veiculo ou indometacina (2,0 mg/orelha). A espessura das orelhas foi
medida com o auxilio de um micrdmetro 1 h apds a aplicacdo do AA. As barras representam a média +
SEM (n =6) da espessura aumentada da orelha. Controle (somente AA); Veiculo (Veh, 3:7 etanol e
acetona); C. rotundus (doses do extrato), Indometacina (Indo, controle positivo). Os simbolos
representam o nivel de significAncia ao comparar os grupos de tratamento com o grupo veiculo (Veh)
*p <0,005 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni post-hoc).
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4.4 TRATAMENTO TOPICO COM EXTRATO DE C. rotundus NA INFLAMAGAO
CRONICA DA PELE INDUZIDA POR MULTIPLAS APLICAGOES DE TPA

Para verificar se a atividade anti-inflamatéria demonstrada pelo extrato de C.
rotundus aplicado topicamente se manteria em uma situag¢ao de processo inflamatoério
ja estabelecido, os animais foram submetidos ao protocolo que mimetiza o processo
inflamatdrio crénico de pele onde o edema de orelha é induzido pelas multiplas
aplicagoes de TPA na orelha dos camundongos. Nesse experimento, foi testada
apenas a dose de 0,3 mg/orelha. A multipla aplicacdo de TPA em dias alternados
promoveu edema, migragao leucocitaria e aumento da espessura da epiderme da
orelha dos animais (FIGURAS 11, 12 e 13). No quinto dia do protocolo, onde esta
estabelecido o processo inflamatério, o tratamento com o extrato de C. rotundus (0,3
mg/orelha) foi capaz de reduzir a formagao do edema sendo observado uma reducéo
de 68,38 £ 7,86 % no 9° dia de tratamento. O controle positivo dexametasona foi capaz
de reduzir o edema com inibicdo de 87,21 £ 3,50% no 9° dia quando comparado com
o grupo controle (FIGURA 11).
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FIGURA 11. Aplicagao topica do extrato de C. rotundus reduz o edema de orelha causado por
modelo crénico. O processo inflamatério crénico foi induzido com a aplicagéo topica de TPA (2,5
pg/orelha) em dias alternados durante 9 dias. A partir do 5° dia foi iniciado o tratamento topico com o
extrato de C. rotundus (0,3 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha) administrados 2 vezes ao dia.
A espessura da orelha foi medida diariamente. As barras representam a média + SEM (n =6) da
espessura aumentada da orelha. Controle (somente TPA);, C. rotundus (0,3 mg/orelha), Dexa
(dexametasona, controle positivo). Os simbolos representam o nivel de significancia ao comparar os
grupos de tratamento com o grupo controle (somente TPA) ** p <0,01 *** p <0,001 (ANOVA de duas
vias seguido pelo teste de Bonferroni post-hoc).

No ensaio enzimatico da MPO o extrato de C. rotundus na dose de 0,3
mg/orelha foi capaz de inibir a atividade da enzima em 89,18 + 11,10% (FIGURA 12a).
Resultado semelhante foi observado com a dexametasona (0,1 mg/orelha), que foi
capaz de inibir a atividade da enzima a niveis basais. Entretanto, na atividade
enzimatica da NAG, que representa a presenca indireta de células mononucleares, o
extrato de C. rotundus na dose de 0,3 mg/orelha ndo causou alteragao significativa e
a dexametasona promoveu reducdo de 86,71+7,36% na atividade da enzima
(FIGURA 12b).
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FIGURA 12: Efeito do extrato de C. rotundus sobre a atividade das enzimas MPO (a) e NAG (b)
na inflamagao cronica da pele induzida por aplicagbes multiplas de TPA. Apds o 9° dia da
aplicacéo do TPA as amostras teciduais de orelha (6mm) foram coletadas e submetidas a analise da
atividade da enzima MPO e NAG. As barras representam a média + SEM (n =6) da espessura
aumentada da orelha. Naive (sem tratamento); Controle (somente TPA); C. rotundus (0,3 mg/orelha),
Dexa (dexametasona, 0,1 mg/orelha). Os simbolos representam o nivel de significancia ao comparar
0s grupos de tratamento com o grupo de controle (somente TPA) ** p <0,01 *** p <0,001 (ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Bonferroni post-hoc) e # representa diferenca entre o naive e controle.
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Para avaliar a migracao leucocitaria, foi realizado a analise histolégica do
tecido das orelhas apds a multipla administragao topica de TPA (FIGURA 13).

100 pm

100 pm

FIGURA 13. Fotos representativas da anadlise histolégica do tecido das orelhas de animais
submetidos a multiplas aplicagcdes de TPA e o efeito do extrato de C. Rotundus. A partir de
amostras teciduais (6 mm) coletadas no 9° dia no modelo de edema induzido pelo TPA, foram
realizadas analises histolégicas onde as imagens foram adquiridas com microscopio optico. A
quantificacdo da celularidade foi feita pelo software Prisma 7.0. Naive (sem tratamento); Controle
(somente TPA); C. rotundus (0,3 mg/orelha), Dexa (dexametasona 0,1 mg/orelha). A seta em preto
representa o aumento da espessura da epiderme e a flecha em azul indica regido de intensa
celularidade.

Na FIGURA 13 é possivel verificar que a multipla aplicacdo de TPA promoveu
a hipertrofia da epiderme, causada pela intensa proliferagcdo de queratinécitos e
aumento da celularidade na derme, quando comparado ao tecido de animais naive. O
tratamento com o extrato de C. rotundus propiciou reducao na espessura epidérmica
de 80,952,111 % e de 76,76+ 1,72% na migragao celular na derme. O controle positivo
dexametasona também reduziu em 91,85 +1,50% a espessura da epiderme e em
95,30 +£1,58% a migracéo celular dérmica (FIGURA 14).
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FIGURA 14: Efeito do extrato de C. rotundus sobre espessura da epiderme e migragao
leucocitaria na derme induzida pela aplicagdo multipla de TPA. Quantificagdo da analise histologica
de (a) espessura da epiderme e (b) celularidade apds multiplas aplicagdes de TPA. A quantificagcao da
celularidade foi realizada através da contagem dos leucdcitos totais com aumento de 200x em trés
campos distintos de quatro cortes histoldgicos de cada grupo, assim como a espessura da epiderme.
As barras representam a média + SEM (n =6) da espessura aumentada da orelha. Naive (sem
tratamento); Controle (somente TPA); C. rotundus (0,3 mg/orelha), Dexa (dexametasona 0,1
mg/orelha). Os simbolos representam o nivel de significancia ao comparar os grupos de tratamento
com o grupo controle (somente TPA) ** p <0,01 *** p <0,001 (ANOVA de uma via seguido pelo teste
de Bonferroni post-hoc) e # representa diferenca entre o naive e controle.
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Para verificar a taxa de multiplicacdo celular na epiderme utilizamos a
quantificacdo da expressao da proteina PCNA nas amostras de orelhas de animais
submetidos ao protocolo das multiplas aplicagdes de TPA. Na FIGURA 15a é possivel
observar que todos os grupos apresentaram células em proliferagao, positivas para
PCNA, mas a marcagao é muito mais intensa no grupo Controle, com nitida redugao
pelos tratamentos com C. rotundus e dexametasona. O grupo controle apresentou
niveis aumentados de células positivas para PCNA, enquanto o tratamento topico com
o extrato de C. rotundus inibiu em 73,18 £ 3,80% este aumento (FIGURA 15b). A
dexametasona (controle positivo) promoveu redugao dos niveis de PCNA em 94,20+
1,34% (FIGURA 15b).

Objetivando verificar a influéncia do tratamento com o extrato sob a
diferenciacao dos queratindcitos, foi realizado a imuno-marcag¢ao da K14 na pele das
orelhas apds os tratamentos no modelo cronico de inflamagao (FIGURA 16). Nas fotos
representativas notam-se células positivas K14 na amostra de todos os grupos
(FIGURA 16a); de tal modo que o grupo controle exibiu niveis aumentados e o
tratamento com o extrato e o controle positivo promoveram uma reducao das células
positivas, quando comparado ao tecido de animais naive. A aplicacao repetida de TPA
causou aumento no numero de células positivas K14, e o tratamento com o extrato
reduziu em 76,56+ 1,39%. Ja a aplicacdo de dexametasona inibiu em 96,42+ 1,32%
o numero de células K14 positivas (FIGURA 16b).
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FIGURA 15: Influéncia do tratamento com o extrato de C. rotundus sobre a imunomarcagao da
proteina PCNA em tecidos submetidos aplicagao multipla de TPA. A partir de amostras teciduais
(6 mm) coletadas no 9° dia do modelo de inflamacao induzida por TPA, foram realizadas andlise de
imuno-histoquimica para PCNA. (a) Fotos representativas e (b) quantificagdo de células positivas para
PCNA avaliada no aumento de 400x de quatro cortes histolégicos de cada grupo. As barras
representam a média £+ SEM (n =6) da espessura aumentada da orelha. Naive (sem tratamento);
Controle (somente TPA); C. rotundus (0,3 mg/orelha), Dexa (dexametasona, 0,1 mg/orelha). Os
simbolos representam o nivel de significancia ao comparar os grupos de tratamento com o grupo
controle (somente TPA) *** p <0,001 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni post-hoc) e
# representa diferenca entre o naive e controle. A flecha preta indica células em proliferagéo.
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FIGURA 16: Efeito do extrato de C. rotundus sobre diferenciagao dos queratinécitos (K14) apés
a aplicagao multipla de TPA. A partir de amostras teciduais (6 mm) coletadas no 9° dia do modelo de
inflamagéao induzida por TPA, foram realizadas analise de imuno-histoquimica (a) e quantificagéo de
células positivas para K14 (b) com aumento de 400x de quatro cortes histolégicos de cada grupo. As
barras representam a média + SEM (n =6) da espessura aumentada da orelha. Naive (sem tratamento);
Controle (somente TPA); C. rotundus (0,3 mg/orelha), Dexa (dexametasona 0,1 mg/orelha). Os
simbolos representam o nivel de significancia ao comparar os grupos de tratamento com o grupo
controle (somente TPA) *** p <0,001 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni post-hoc) e
# representa diferenca entre o naive e controle. A flecha verde indica células em diferenciagao.
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4.5 EFEITO DO TRATAMENTO TOPICO DO EXTRATO DE C. rotundus NA
ATROFIA CUTANEA E NOS ORGAOS LINFOIDES.

A fim de verificar uma possivel toxicidade do tratamento tépico do extrato de
C. rotundus, camundongos foram tratados por via topica na orelha por 7 dias, duas
vezes ao dia com o extrato ou o controle positivo. Conforme demostrado na FIGURA
17a, nenhum dos tratamentos alterou o peso corporal dos animais.

Diferente do grupo da dexametasona, o tratamento com C. rotundus nao foi
capaz de reduzir a espessura da orelha e causar atrofia cutanea, ao contrario do grupo
tratado com a dexametasona que reduziu significativamente a espessura da orelha
em 36,33 + 5,65 um quando comparado com o grupo naive (FIGURA 17b).

O peso dos 6rgaos linfoides e adrenais, nao foi observado nenhum efeito
adverso significativo no grupo tratado com o extrato, diferente da dexametasona, onde
foi observado como efeito colateral a redu¢do do peso do baco em 73,16 + 3,05% e
timo em 84,79 £ 2,81% (FIGURA 17d e 17e).
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FIGURA 17: Influéncia do tratamento tépico com extrato de C. rotundus na atrofia cutanea e nos
orgaos linfoides. (A) o peso dos animais, (B) espessura da orelha, peso, (C) linfonodo auricular, (D),
peso do bacgo (E) peso do timo e (F) das glandulas adrenais. O tratamento com o extrato de C. rotundus
(0,3 mg/orelha) ou da dexametasona (0,1 mg/orelha) foi realizado duas vezes ao dia em um periodo
de sete dias e a espessura da orelha direta dos animais foi avaliada no 1° e ultimo dia de experimento.
As amostras foram coletadas no ultimo dia de experimento. As barras representam a média + SEM (n
=6) da espessura aumentada da orelha. Naive (sem tratamento); C. rotundus (0,3 mg/orelha), Dexa
(dexametasona). Os simbolos representam o nivel de significancia ao comparar os grupos de
tratamento com o grupo naive (sem tratamento) ** p <0,01 *** p <0,001 (ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Bonferroni post-hoc).
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4.6 ENSAIO DE REVERSAO POR ANTAGONISTA DE GLICOCORTICOIDE

Conforme demostrado na FIGURA 18a, o pré-tratamento com PEG 400, nao
interferiu no aumento da espessura da orelha com a administracdo de TPA e na
atividade da mieloperoxidase (FIGURA 18b). A aplicagao topica do extrato promoveu
inibicado de 38.20 + 7,8% na formacédo do edema e na atividade da MPO em 90,14 £
10,25% assim como a dexametasona 98.89 + 5.08% e 9596 + 10,7%,
respectivamente, quando comparados com o grupo TPA/PEG400.

Em contrapartida, como esperado, o pré-tratamento com a mifepristona
reverteu o efeito anti-edematogénico e a atividade da MPO do grupo tratado com
dexametasona, quando comparado com o grupo TPA/mifepristona. Contudo, o pré-
tratamento com a mifepristona nao reverteu o efeito do tratamento com o extrato na
espessura da orelha (inibiu a formagdo do edema em 38.54 £ 4.91%) e na atividade
da MPO (reduziu a atividade da enzima em 68,64 + 9,74%) quando comparados com
o grupo TPA/mifepristona (FIGURA 18a e 18b).
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FIGURA 18: Influéncia do antagonista de glicocorticoides no efeito anti-inflamatério do extrato
de C. rotundus. A mifepristona (50 mg/Kg, s.c.) foi administrada 30 minutos antes do TPA. Foi realizado
o tratamento com C. rotundus (0,3 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha) logo apds a
administracédo de TPA. O edema da orelha foi medido 6 horas apds a administragdo do TPA (a) e
atividade da enzima MPO (b) foi avaliada 24 h apds. As barras representam a média £+ SEM (n =6-11).
Naive (sem tratamento); Veiculo (PEG 400); Controle (somente TPA); C. rotundus (0,3 mg/orelha),
Dexa (dexametasona, controle positivo). Os simbolos representam o nivel de significancia ao comparar
0s grupos de tratamento com o grupo de controle (TPA + Veiculo) e (TPA + Antagonista). ** p< 0,01 ***
p <0,001 (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni post-hoc) e & representa diferenca
entre os grupos (Dexa+ Veiculo) e (Dexa+ Mifepristona).
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5 DISCUSSAO

Como descrito anteriormente, C. rotundus é uma planta de uso popular,
utilizada para o tratamento de condicbes inflamatdrias entre outras desordens por
varios grupos étnicos, em paises asiaticos praticantes da medicina Ayurveda (MEENA
et al., 2010). A grande utilizagao popular dessa planta, tém despertado interesse em
pesquisadores devido ao conhecimento sobre seu potencial terapéutico e dos seus
compostos bioativos.

Existem muitos relatos na literatura sobre o efeito medicinal de C. rotundus.
Neste estudo, mostramos pela primeira vez que o extrato de C. rotundus tem uma
atividade todpica anti-inflamatéria em diferentes modelos de inflamacao da pele.
Exibimos que o extrato de rizoma de C. rotundus aplicado diretamente na pele foi
eficaz, reduzindo quase completamente a resposta inflamatdéria causada pelo TPA e
pelo AA. Em todos os parametros avaliados, o extrato reduziu todos os parametros
inflamatorios relacionados a dermatite irritativa, que sdo edema e migragao celular

Diversos estudos ja mostraram o potencial anti-inflamatério de C.rotundus.
Conforme revisado por Kumar, Rani e Meher (2017), a atividade anti-inflamatéria do
extrato de rizoma de C. rotundus foi descrita pela primeira vez por Gupta e
colaboradores em 1971 no edema de pata induzido por carragenina em ratos.
Chithran et al. (2012) avaliaram o efeito anti-edematogénico do uso do extrato
etanodlico do tubérculo neste mesmo modelo de inflamagéo aguda, verificando uma
atividade anti-inflamatéria semelhante ao controle positivo indometacina.
Puratchikody et al., (2006), por sua vez, avaliaram a atividade cicatrizante de feridas
utilizando a parte tuberosa de C. rotundus em forma de pomada em modelos de
cicatrizagdo (modelo de excisdo de pele), observando uma redugcéo do tempo de
fechamento da ferida comparado ao controle, sugerindo a utilizagdo de C. rotundus
como um cicatrizante natural. Seo et al. (2001) observaram o uso do extrato
metandlico dos rizomas da planta como candidato anti-inflamatério para o tratamento
de doencas inflamatérias mediadas pela superproducao de 6xido nitrico e superdoxido.
Das e Misra (1988) fizeram um levantamento etnomedicinal de 35 plantas utilizadas
como tratamento de varias desordens nas tribos do distrito de Koraput, em Orissa
(india), sendo as raizes de C. rotundus utilizadas por via oral como tratamento de
dermatite. Porém nao existe nenhum dado cientifico sobre a atividade anti-inflamatoria

de C. rotundus como tratamento das desordens de pele.



64

A pesquisa fitoquimica da planta é importante principalmente quando ainda
nao existem estudos quimicos com a espécie de interesse, proporcionando a
identificacdo de grupos de metabdlitos secundarios relevantes. O estudo preliminar
com o extrato foi realizado devido a indicagcdo popular observada a partir do
levantamento etnofarmacolégico na literatura (BESSA et al., 2013). No teste de
triagem realizado, identificamos a presencga de flavonoides, saponinas e taninos no
extrato dos rizomas de C. rotundus.

A capacidade anti-inflamatéria de varias plantas medicinais pode ser referida
a existéncia de diversos metabdlitos como: flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas
e antraquinonas, que atuam como inibidores de mediadores proé-inflamatérios e alvos
moleculares nas respostas inflamatodrias. Plantas que apresentam saponinas e
flavondides sao relatadas com varias agdes farmacologicas como atividade antiviral,
antitumoral, antimicrobiana, etc., entre elas a anti-inflamatéria. (NAVARRO et al.,
2001; SPARG, LIGHT, VAN STADEN, 2004; BESSA et al., 2013; MANOSROI et al.,
2013; ZHOU et al., 2017). Samariya e Sarin, (2013) isolaram 4 flavonoides
(quercetina, kaempferol, catequina e miricetina) dos rizomas de C. rotundus e
identificaram que a quercetina esta presente em grandes quantidades, composto este,
conhecido por atuar em varias vias moleculares envolvidos com a resposta
inflamatéria. Segundo Lee et al. (2018) a vias do NF-kB, Erk1/2 e JNK podem ser
alvos moleculares de quercetina em uma resposta inflamatoéria induzida por LPS.
Recentemente, Hou et al. (2019) observaram que o tratamento com quercetina
atenuou a expressao de citocinas pro-inflamatérias (IL-4, IL-6, IFN-y e TNF-a) por
imuno-histoquimica em modelo de dermatite atopica induzida por MC903 em
camundongos.

Como revisado por Peezarda e colaboradores (2015) varios estudos relataram
a presenca de alcaloides, flavonoides, taninos, cumarinas, terpendides,
sesquiterpendides e entre outros, no 6leo essencial dos rizomas e tubérculos de C.
rotundus. 1sso se justifica, porque os rizomas e tubérculos dessa planta sao ricos em
metabdlitos secundarios na forma de Odleos essenciais. Sendo assim, estudos
complementares sobre a identificacdo e isolamento compostos fitoquimicos de
diferentes extratos (etandlico, metandlico, aquoso) dos rizomas ainda sao escassos,
porém, S&0 necessarios para associar provaveis atividades bioldgicas podendo entado

justificar o uso popular dos extratos de rizomas de C. rotundus.
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Segundo Kamala et al. (2018), alguns estudos ja identificaram a presenga dos
flavonoides (quercetina, kaempferol, catequina e miricetina), saponinas, taninos e até
mesmo sesquiterpenos nos rizomas de C. rotundus. De fato, muitos compostos
encontrados nos rizomas ja sdo conhecidos por possuirem atividades anti-
inflamatdrias e sdo de grande demanda para uso em varios medicamentos
fitoterapicos nas industrias farmacéuticas. Por exemplo, recentemente CHEN e
colaboradores (2017) relataram que a atividade anti-inflamatdria da quercetina pode
estar associada com a regulagédo negativa da via do NF-kB, atenuando os niveis de
TNF-a, IL-6 e IL-17 no modelo de inflamacdo de pele psoriatica induzida pelo
imiquimod. O kaempferol, também é um flavonoide bastante investigado encontrado
em C. rotundus e em muitas outras plantas medicinais, possui acado anti-inflamatéria
através da supressao direta das atividades de quinase: Src, Syk, IRAK1 e IRAK4,
envolvidas na ativagao de NF-kB e AP-1 (KIM et al., 2015). Esses mecanismos ja
poderiam explicar o efeito anti-inflamatoério tépico do extrato de C. rotundus, no
entanto, sdo necessarios mais estudos para isolar e caracterizar constituintes
quimicos anti-inflamatérios presentes nos rizomas de C. rotundus.

Através do modelo de inducdo de edema de orelha é possivel avaliar o
processo inflamatério cutéaneo, induzido por diferentes agentes: TPA, AA, Fenol, entre
outros. Além de verificar a formagao de edema, permite fazer analise de outros
parametros do processo inflamatério. Primeiramente, foi realizado o modelo de
dermatite irritativa onde a inflamacéo na pele é causada pela aplicagao de TPA. Esse
modelo é amplamente utilizado para avaliar e compreender a atividade inflamatoria
de compostos. O TPA é o principal constituinte ativo do 6leo de créton, obtido do
arbusto Croton tiglium (Euphorbaceae). A aplicagao topica desse agente flogistico &
utilizada como padrao farmacoldgico para doengas de pele, por estimular a liberagao
de varios mediadores, atuando em diversas vias inflamatdrias. Seu mecanismo é por
ativagao direta da proteina quinase C (PKC), promovendo a ativagao da via da MAPK,
causando a ativagao de alguns fatores de transcrigcdo nuclear, como NF-kB e AP-1,
que sao essenciais na liberagdo de algumas citocinas pro-inflamatérias (I1L-1, IL-2, IL-
6, IL-8, TNF-a). Além disso, ocorre também a ativacdo da cascata do AA, via
ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX), responsaveis por desencadear e manter
o processo inflamatério. Como resultado, esses eventos promovem aumento da
permeabilidade vascular, vasodilatagdo, migracdo de leucdcitos, liberacdo de

histamina e serotonina, além de aumentar os niveis de eicosanoides sintetizados
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pelas enzimas COX e LOX (GABOR, 2000; MURAKAWA et al., 2006; BADILLA et al.,
2007).

Sabe-se que 2 h apds a aplicacéo tépica de TPA ocorre vasodilatagdo e um
acentuado infiltrado celular com pico maximo de resposta apds 6 h de inducgao,
retornando aos valores basais apos 48 h. O TPA promove aumento dos niveis de TNF-
a com pico em torno de 5 horas e aumento gradual dos niveis de prostaglandina E>
(PGE2) na pele, responsavel pela regulagao de varias citocinas envolvidas na resposta
inflamatdria .De acordo com os dados obtidos neste modelo, o tratamento topico com
o extrato de C. rotundus foi capaz de inibir a formacdo de edema nas trés doses
testadas (0,1 mg, 0,3 e 1,0 mg/orelha). Compostos testados capazes de inibir o edema
nesse modelo, provavelmente estdo interagindo especificamente em uma ou mais
vias moleculares descritas acima responsaveis pelo processo inflamatério induzido
pelo TPA (GABOR, 2000 TUBARO et al., 1986; MIYAURA et al., 2003; ANDUJAR et
al., 2010).

Ainda nesse modelo, foi avaliada a acdo do extrato sobre a atividade da
enzima MPO. A MPO é uma enzima catiénica, que contém o grupo heme, sendo o
principal constituinte dos granulos azurofilicos dos neutréfilos. Por isso, € considerada
como um marcador sensivel de quimiotaxia e infiltracdo de neutréfilos onde essa
migragao ocorre no maximo 24 h apos a aplicagao do TPA tépico. O nivel de atividade
dessa enzima é diretamente proporcional a quantidade de neutréfilos no local
inflamado (DE YOUNG et al.,1989; GARRIDO et al., 2004, RAYNER, LOVE e
HAWKINS, 2014).

A MPO ¢é restrita da linhagem mieloide, por isso durante a diferenciagao
celular da linhagem mieloide ela também pode ser expressa em menor grau por
lisossomos primarios de mondécitos. Porém, quando os mondécitos sao liberados na
circulagao, a sintese de MPO ¢ inibida devida a sua diferenciacdo em macrofagos. A
funcdo dos neutrdfilos no local da inflamagdo é complexa, sdo responsaveis por
liberarem diversas substancias, entre elas, mediadores pré-inflamatérios e atuam
como fagécitos, exibindo uma atividade microbicida através da geragao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e secregdo de enzimas intracelulares como a MPO. Na
presenga de peroxido de hidrogénio e haletos (cloreto, brometo ou tiocianato), a MPO
catalisa a formacéo de intermediarios reativos de oxigénio, podendo formar acido
hipocloroso e outras porcdes reativas que possuem acdo microbicida. E por esse

mecanismo microbicida intracelular de fagécitos que a MPO contribui para a defesa
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inata do organismo. Contudo, a MPO também pode ser liberada para o exterior da
célula, assim como o peroxido de hidrogénio, para potencializar sua fungdo a um alvo
extracelular em situagbes onde o alvo ndo € fagocitado pelo neutrdéfilo devido a sua
extensdo. Sua toxicidade induzida aos alvos extracelulares é semelhante ao que
ocorre em um fagossoma intracelular quando algum micro-organismo é fagocitado
(KLEBANOFF, 2005; HANSSON et al., 2006; STRZEPA et al., 2017).

A aplicagéo tépica de TPA promoveu aumento da atividade enzimatica da
MPO, sendo este aumento revertido pela aplicacdo do extrato de C. rotundus nas
diferentes doses. Esses resultados corroboram com a analise histolégica que
demonstrou que o tratamento com o extrato promoveu reducédo da celularidade na
derme quando comparado com o grupo veiculo. Assim, ao reduzir a 0 numero de
células como os neutroéfilos, o extrato provavelmente esta impedindo a amplificagao
para um processo inflamatdrio crénico, pois estas células participam da manutencao
da resposta inflamatoria pelo crosstalk com outras células (infiltrantes e residentes)
do tecido através da liberacdo de mediadores pro-inflamatérios como citocinas,
enzimas proteoliticas e ROS. (TERUI, OZAWA, TAGAMI, 2000).

O TPA estimula varias vias inflamatdrias decorrentes da ativagdo da PKC, e
por isso varios compostos anti-inflamatérios com mecanismos de acao distintos
respondem a esse modelo. Uma das vias relacionadas é a dos eicosanoides via
fosfolipase A2 (PLA2) (MURAKAWA et al., 2006; PINTO et al., 2015). Portanto, foi de
interesse verificar se o efeito anti-inflamatorio do extrato de C. rotundus poderia estar
envolvendo a via do AA. Esse acido graxo poli-insaturado presente na camada
fosfolipidica das membranas celulares é clivado pela enzima PLA2. Entdo, o AA livre
pode ser metabolizado pela enzima 5-LOX levando a formagéo de leucotrienos (LT),
e pela enzima COX-2 levando a formacao de prostaglandinas. Estas irdo mediar os
eventos iniciais da inflamacdo, como alteracbes na permeabilidade vascular e
vasodilatagcdo. O LTB4 gerado induz a migracdo e fixagdo de neutrdfilos
polimorfonucleares no endotélio vascular. A aplicagcdo de AA induz uma rapida
dilatagdo vascular, eritema, edema e infiltragdo leucocitaria (FERREIRA et al., 2010;
SANTOS et al.,, 2017). Neste modelo, foi observado que apenas a dose de 0,3
mg/orelha inibiu a formagao do edema de orelha induzida pela aplicagao topica de AA.
Esse resultado sugere que parte do efeito anti-inflamatério do extrato é por

interferéncia na via do AA. Sendo assim, alguns compostos bioativos do extrato
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podem estar interagindo sinergicamente por outras vias na cascata inflamatoria,
inibindo a formacao do edema.

Dando sequéncia, foi selecionada a dose intermediaria do extrato de C.
rotundus (dose 0,3 mg/orelha- dose mais efetiva nos modelos testados anteriormente)
para avaliar se o extrato também poderia ter uma atividade anti-inflamatéria no modelo
crénico de inflamagao de pele, uma vez que esse modelo é relevante para avaliar
atividade anti-inflamatéria de compostos, frente a uma lesdo inflamatéria
estabelecida, mimetizando o que se assemelha na terapia clinica dermatolégica, onde
o tratamento ¢é iniciado apds o processo inflamatoério estabelecido (STANLEY et al.,
1991).

O tratamento tépico com extrato foi capaz de interferir de modo significativo
frente ao processo inflamatério ja estabelecido. Sobre 0 edema avaliado diariamente,
os dados mostram que o efeito inibitério do extrato da C. rotundus foi visivel no sétimo
dia do protocolo experimental (ou seja, no 2°. dia de tratamento) e se estendeu até o
ultimo dia. O tratamento com o extrato também foi capaz de reduzir a atividade da
MPO, porém nao alterou a atividade do NAG. A NAG é uma enzima lisossomal
presente em altos niveis em macréfagos ativados, por isso € considerada marcador
indireto da presenga de células mononucleares no tecido inflamado (BAILEY, 1988).
Assim, a diminuigdo do numero total de células quantificadas pela analise histoldgica
€ provavelmente devida a interferéncia do extrato nos neutréfilos em outras células,
mas nao nas células mononucleares.

A multipla aplicagdo topica de TPA origina uma reagao inflamatéria
prolongada que mimetiza um processo psoriatico, que consiste em infiltrado de células
inflamatorias (caracterizado principalmente por macréfagos e células T) e pela
hiperproliferacdo de queratinécitos (representados pelo aumento da espessura da
epiderme). Sabe-se que um dos mecanismos que promove a proliferagdo de
queratinécitos é a presenga aumentada de citocinas (principalmente a IL-6, IL-1 e
TNF-a) e a presencga de células T (CARRENHO et al., 2015; STANLEY et al., 1991).
A aplicacao do extrato foi eficaz promovendo uma redugado na espessura da epiderme,
0 que poderia indicar que o extrato pode estar interferindo na proliferagao celular. Para
investigar esse parametro, foi realizado a analise imuno-histoquimica para expressao
da proteina PCNA. O PCNA é um cofator da DNA polimerase no processo de
replicagcdo do DNA de células eucaridticas. E uma proteina nuclear correlacionada

com o estado proliferativo da célula. Como tal, a imunolocalizacido de PCNA pode ser
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utilizada como um indicador de proliferacéo celular e a sua expressao € indicativo de
proliferacdo celular ativa (ARISAWA et al., 2010). Foi observado uma inibicao
significativa da proliferagcdo de queratindcitos na epiderme resultante de menor
quantidade de células positivas para PCNA no grupo que recebeu o tratamento com
o extrato de C. rotundus quando comparado com o grupo controle TPA. Terui (2000)
relatou que as células T ativadas influenciam o desencadeamento e a manutengao
das lesdes psoridticas, estimulando a proliferagdo epidérmica e a migracao de
neutréfilos que sdo quimioatrativos e se acumulam nas éareas inflamadas dessas
lesbes. Estes neutrdfilos infiltrados promovem a proliferagdo e diferenciacdo dos
queratinécitos epidérmicos através da produgdo de uma grande quantidade de
citocinas (incluindo IL-1, IL-6, TNF-q, IL-8, IL-12 e IL-10) produzidas por essas células
imunes. Como o extrato de C. rotundus promoveu interferéncia na migragcao de
neutrofilos, é possivel que seja por esse mecanismo que interferiu na hiperproliferagao
de queratinécitos. Entretanto, ndo se exclui uma possivel acao direta do extrato sobre
a proliferagdo de queratinécitos, que, além da atividade anti-inflamatoria, pode
apresentar atividade antiproliferativa. Na verdade, de qualquer forma, esses
resultados tornam o C. rotundus uma futura opg¢ao para o tratamento de condigdes
inflamatadrias crénicas da pele, como a psoriase de casos leves a moderados, onde a
terapia topica é o tratamento de primeira escolha (AFIFI et al., 2005)

N&o obstante, a atividade antiproliferativa dos rizomas de C. rotundus ja foi
relatada na literatura. WANG et al. (2019) investigaram o efeito do extrato do rizoma
de C. rotundus na proliferagao celular em células de cancer de mama triplo-negativo
(TNBC-Triple-negative breast cancer), onde os efeitos antiproliferativos induzidos pelo
extrato estavam relacionados com a interrupcao do ciclo celular na fase Go/Gy,
impedindo que o ciclo celular prosseguisse para a fase de divisdo celular (fase M).
Sendo assim, esse mecanismo pode estar relacionado com a atividade
antiproliferativa sobre os queratinécitos observado no presente estudo.

De forma complementar, foi avaliado o efeito do tratamento com o extrato
sobre a diferenciagdo anormal dos queratinécitos através da marcagao por imuno-
histoquimica da K14 no modelo da multipla aplicagdo de TPA. As queratinas sao
proteinas que fazem parte dos filamentos intermediarios que compdem o
citoesqueleto das células. Diversas citoqueratinas sao expressas pelas queratindcitos
durante a proliferagao e diferenciacéo, permitindo distinguir em qual camada (estrato)

essas células se encontram. Os queratinécitos basais da epiderme, que estdo em
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estado proliferativo, expressam as citoqueratinas K5 e K14. Assim que eles migram
para a proxima camada da epiderme, eles perdem a atividade mitética, passando a
expressar um novo conjunto de queratinas especificas de diferenciagcéo, ou seja, a
medida que o queratindcito se diferencia, ele muda a expressdo das queratinas.
Nesse estudo, foi possivel observar que o TPA promoveu aumento de numero de
células positivas K14 na camada basal da epiderme (devido a hiperproliferagdo dos
queratinécitos), assim como nas outras camadas, sugerindo uma diferenciagao
anormal dos mesmos. Ja a pele tratada com o extrato tem marcagao positiva para a
K14 apenas na camada basal. A expressdo da K14 esta localizada nas células
epidérmicas em proliferagdo no estrato basal, e €& tipicamente ausente em
queratinécitos em diferenciagao. Isto sugere, que o tratamento com o extrato de C.
rotundus promoveu o restabelecimento da diferenciacdo epidérmica para mais
proxima da pele saudavel, devido a reducdo do numero de queratinécitos
indiferenciados e em estagios proliferativos (FUCHS, 1993; BRAGULLA e
HOMBERGER, 2009). Sendo assim, o tratamento com o extrato de C. rotundus
poderia melhorar esses parametros caracteristicos da psoriase como a
hiperproliferagao e alteracdo da diferenciacao terminal nos queratindcitos (PERERA
et al., 2012).

Os glicocorticoides como a dexametasona sao conhecidos por regularem
diversas fungdes celulares, incluindo desenvolvimento, homeostase, metabolismo e
inflamagao. Devido a sua agao anti-inflamatdria, antiproliferativa e imunomoduladora,
sdo os medicamentos mais prescritos no mundo, por serem usados na clinica para o
tratamento de varias desordens como das doencas inflamatdrias de pele. Os efeitos
terapéuticos dos corticoides estédo relacionados a sua ligagdo com seu receptor de
glicocorticoide (GR) o qual encontra-se expresso na maioria dos tipos de células e
tecidos em todo o corpo. Assim, devido seu receptor estar expresso em diversos tipos
de células e tecidos, varios estudos tem relatado efeitos adversos locais e sistémicos.
A terapia com essa classe de medicamentos € limitada devido aos efeitos adversos
associados a altas doses, seu uso a longo prazo e uma pequena parcela dos
pacientes ndo respondem ao tratamento com glicocorticoides tépicos, mesmo em
altas doses. Devido a numerosos efeitos colaterais locais e sistémicos relatados no
tratamento de disturbios dérmicos inflamatérios resultantes da terapia atual, a busca
por terapias menos agressivas e eficazes tém motivado o uso de plantas medicinais

para fins terapéuticos e pelos principios ativos presentes nessas plantas (SCHACKE,
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DOCKE, ASADULLAH, 2002; COONDOO et al., 2014 RAMAMOORTHY e
CIDLOWSKI, 2016).

Os efeitos terapéuticos anti-inflamatérios e imunossupressores dos
glicocorticoides sdo decorrentes da sua ligagdo com o GR, presente no citoplasma
celular de varias células. Na presencga dos glicocorticoides, o receptor sofre mudangas
conformacionais e o complexo glicocorticoide-GR é translocado para o nucleo por um
processo que envolve proteinas presentes na membrana celular. No nucleo promove
transcrigdo génica regulando positiva ou negativamente a expressao dos genes alvos.
A transcrigdo génica pode ser regulada por dois mecanismo: a) transrepressao génica:
€ a interacdo do GR com as subunidades de fatores de transcricdo como NF-kB e AP-
1, essa interagao promovem efeito inibitorio de suas fungdes, reprimindo a sintese de
citocinas pro-inflamatérias, como IL-6 e IL-2, TNF-a e moléculas de adeséao; b)
transativagcado génica: facilita a transcricdo de genes codificantes de proteinas anti-
inflamatodrias como a expressdo de anexina | (também denominada lipocortina-1),
proteina anti-inflamatdria que inibe a PLA:2 citosdlica, bloqueando a libertacao de AA
e a sua subsequente conversdao em eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos,
prostaciclinas e leucotrienos; e da MAPK fosfatase 1, a qual bloqueia a fosforilagcao
das cascata das MAPKSs quinases, impedindo a expressao de proteinas inflamatdrias
(BOSSCHER, BERGHE, HAEGEMAN, 2003; RHEN e CIDLOWSKIi, 2005).

Pelo fato de C. rotundus exercer um efeito anti-inflamatério expressivo,
buscou-se compreender se a acao estaria associada a ativacado de GR através do pré-
tratamento com o antagonista desse receptor, mifepristona. A mifepristona é um
antagonista dos GR néo seletivo e de alta afinidade. Ela se liga ao GR com uma
afinidade de quatro vezes maior que a dexametasona e cerca de dez vezes maior que
o cortisol. E utilizada na terapia clinica de pacientes com sindrome de Cushing, onde
o objetivo do tratamento é controlar o excesso de cortisol (BERTAGNA et al., 1984
JOHANSSEN e ALLOLIO, 2007). Com a administragdo de mifepristona no modelo
utilizado, o efeito anti-inflamatoério dos tratamentos ndo pode ocorrer via GR. Neste
estudo, observou-se que, o pré-tratamento com a mifepristona nao foi capaz de
reverter o efeito anti-inflamatoério sobre a formagcédo do edema de orelha no grupo
tratado com o extrato de C. rotundus. Ja o tratamento com a dexametasona, como se
trata de um corticoide, teve o efeito anti-inflamatério completamente revertido pelo pré-
tratamento com mifepristona. Resultados esses, confirmados pela analise enzimatica

MPO, onde o pré-tratamento com a mifepristona nao inibiu o efeito do extrato na
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reducao de neutrdéfilos no local da inflamacgao. Esses resultados propdéem que o efeito
anti-inflamatério de C. rotundus ndo envolve o mecanismo de receptor glicocorticoide
(GR).

Uma vez comprovado o efeito anti-inflamatério do extrato, tornou-se
interessante investigar se o extrato poderia promover uma possivel toxicidade
relacionada ao seu tratamento. As multiplas administracdes de C. rotundus néao
promoveram atrofia cutdnea e mostraram nao interferir no peso dos animais e 6rgaos
linfoides. No entanto, como esperado, por ser um dos efeitos colaterais mais
frequentes da terapia com corticosteroides topicos de longa duragado, o tratamento
toépico com o corticoide dexametasona promoveu atrofia cutanea. Este efeito dos
corticoides € ocasionado por causa da sua acdo supressora sobre a atividade
proliferativa dos queratindcitos e a diminuicdo da sintese proteica e atividade
proliferativa dos fibroblastos dérmicos. As alteragdes dérmicas sdo ocasionadas
principalmente sobre o turnover de colageno, um dos principais componentes da MEC
e a regulagao de outras proteinas como a elastina, bem como produgéo de acido
hialurénico, tornando a pele do paciente mais fina e fragil (RUSSELL et al., 1995;
PEREZ, et al., 2001).

Alteragdes nos érgéos linfoides, como bago e timo, também ocorreram com a
aplicacao topica da dexametasona. Esses efeitos ocorrem devido ao seu efeito
imunossupressor que leva a atrofia dos o&rgaos linfoides, modulando o
desenvolvimento e a fungéo de varias células do sistema imune. Os glicocorticoides
atenuam a resposta imune inata inibindo a ativacdo e a diferenciagcdao das APCs,
reduzindo a secregdo de citocinas pré-inflamatérias. Além disso, a imunidade
adaptativa também €& afetada porque o tratamento com glicocorticoide torna os
linfocitos T imaturos, os linfécitos T maduros tornam-se mais suscetiveis a apoptose
e diminuicdo da quantidade de linfocitos B também é observada, embora ndo na
mesma extensdo que as células T. Devido a essa modulagdo no desenvolvimento e
funcdo das células do sistema imune os pacientes ficam predispostos a infecgoes
oportunistas (CAIN e CIDLOWSKI, 2017).

Portanto, nossos resultados destacam outra vantagem do uso tépico de C.
rotundus para doencgas inflamatdrias de pele, por ter demostrado uma atividade anti-
inflamatoria significativa, proporcionando menor incidéncia de efeitos indesejaveis,

pelo menos por um curto periodo, comparado ao tratamento com a dexametasona.
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Desse modo, o presente trabalho exibe pela primeira vez a eficacia do extrato
de rizomas de C. rotundus quando aplicado topicamente para tratamento de doencas
de pele. E importante salientar que C. rotundus é considerada uma erva daninha
invasora na agricultura, economicamente prejudicial para a produgao agricola, com
diversos produtos no mercado objetivando sua erradicagdo, mas que por outro lado,
apresenta grande potencial como anti-inflamatério. Sendo assim, o extrato de C
rotundus pode ser uma nova ferramenta terapéutica para tratamento das desordens
da pele.

Tendo em vista todos os pontos levantados neste trabalho, mais estudos sao
necessarios para isolar e caracterizar os constituintes quimicos responsaveis pela
atividade anti-inflamatéria dos rizomas de C. rotundus, visto que poucas pesquisas
foram realizadas até agora para identificar possiveis metabdlitos secundarios.
Avaliacdes adicionais séo indispensaveis para esclarecer todo o0 mecanismo de acao

do extrato.
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6 CONCLUSAO

O tratamento topico com o extrato dos rizomas de C. rotundus apresentou
atividade anti-inflamatéria nos modelos de inflamacado cutanea testados nesse
trabalho. Tanto nos modelos agudos com AA e TPA, quanto no modelo com multiplas
aplicagcdes de TPA, mostrou-se capaz de reduzir o edema e o infiltrado celular. O
extrato de C. rotundus também apresentou uma atividade antiproliferativa e promoveu
o reestabelecimento da diferenciacao celular através da reducdo da expressao de
PCNA e K14, tornando o extrato de C. rotundus uma opcao interessante para o
tratamento de condicdes inflamatdrias crénicas hiperproliferativas da pele, como a
psoriase.

Os resultados farmacoldgicos sugerem que o uso topico do extrato ndo induz
efeitos indesejados como os efeitos promovidos pelos glicocorticoides. Porém,
estudos adicionais sdao necessarios para a confirmacdo do mecanismo de acao e
seguranga de seu uso.

Assim, nossos resultados mostram que os extrato de C. rotundus podem ser
uma ferramenta terapéutica atraente, de facil cultivo e aquisi¢ao, para o tratamento de

doencgas inflamatérias da pele.
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