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RESUMO 

 

Cyperus rotundus L. (Cyperaceae) é considerada uma das espécies vegetais com 
ampla distribuição mundial, especialmente em regiões tropicais e subtropicais. É 
popularmente conhecida no Brasil como "Tiririca" ou "Capim-dandá”. Atualmente é 
considerada uma erva daninha, destacando-se por ser uma das ervas invasoras na 
agricultura mundial. É uma planta comumente utilizada na medicina tradicional na 
Índia, China e Japão, para tratar uma gama de condições clínicas, dentre elas 
dermatite. Ultimamente tem despertado interesse devido ao seu grande potencial 
terapêutico e compostos bioativos. No entanto, nenhum estudo foi feito até o momento 
para elucidar o potencial uso de C. rotundus como tratamento tópico para doenças 
inflamatórias da pele. Assim, este trabalho avaliou a atividade anti-inflamatória tópica 
do extrato dos rizomas da planta em modelos animais de inflamação da pele aguda e 
crônica. A análise fitoquímica foi executada pela metodologia de triagem preliminar 
dos fitoquímicos, onde foram identificados a presença de flavonóides, taninos e 
saponinas no extrato. Foram utilizados modelos animais de edema de orelha induzida 
por diferentes agentes flogísticos como O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e 
ácido araquidônico (AA), para avaliar a atividade anti-inflamatória do extrato dos 
rizomas. No último dia dos protocolos experimentais, as biópsias das orelhas foram 
obtidas para realizar a análise enzimática da mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-b-d-
glucosaminidase (NAG), assim como análises histológicas e imuno-histoquímica. O 
tratamento tópico com o extrato nas doses 0,1, 0,3 e 1,0 mg/orelha promoveu redução 
significativa do edema de orelha e da migração do infiltrado celular induzido por TPA 
no modelo agudo de inflamação de pele. O tratamento com a dose 0,3 mg/orelha foi 
capaz de inibir a formação do edema no modelo do AA. No modelo crônico induzido 
pelo TPA, o extrato além de promover efeito anti-edematogênico, interferiu com a 
migração celular no tecido inflamado. Neste mesmo modelo, demonstramos através 
da análise imuno-histoquímica que o tratamento com o extrato promoveu redução da 
marcação positiva para proliferação por PCNA e redução de queratinócitos 
indiferenciados quantificados pela marcação da K14. A aplicação tópica do extrato por 
7 dias consecutivos não mostrou efeitos adversos significativos sobre órgãos linfóides 
ou na pele. Na investigação de um possível mecanismo de ação do extrato 
evidenciamos nenhuma indicação de atividade via receptores de glicocorticoides. Os 
resultados mostraram que o uso tópico do extrato dos rizomas da C. rotundus possui 
atividade anti-inflamatória e antiproliferativa em processos inflamatórios da pele 
relacionados com dermatite irritativa e psoríase. A princípio seu uso por curtos 
períodos parece ser seguro, porém avaliações adicionais são necessárias para 
confirmar sua eficácia e segurança podendo ser uma estratégia terapêutica para o 
tratamento de desordens inflamatórias 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-dandá." 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 INTRODUÇÃO  

1.1 PELE  

A pele é o maior órgão do corpo humano. Além da importância estética, ela 

representa um importante órgão imunológico de defesa, contra ameaças físicas e 

agentes externos, atuando também na manutenção da homeostase do tecido. 

Desempenha papel vital, evitando a perda de água e eletrólitos, além de ser um órgão 

sensorial, excretor, auxiliando na regulação da temperatura corporal (HWA et al., 

2011, DI MEGLIO et al., 2011). 

É composta por três camadas principais que incluem a epiderme (camada 

mais externa), derme (camada intermediária) e hipoderme (camada mais interna) as 

quais, variam significativamente em sua anatomia de acordo com a localização 

no corpo humano. A hipoderme também conhecida como tecido subcutâneo 

adjacente é a camada mais profunda da pele, contém lóbulos adiposos, juntamente 

com alguns anexos da pele, como os folículos pilosos, os neurônios sensoriais e os 

vasos sanguíneos; sua espessura é bastante variável conforme a constituição física 

de cada indivíduo. Funcionalmente, a hipoderme serve como reserva de energia para 

o desempenho das funções biológicas, participa na manutenção da temperatura 

corporal e na proteção mecânica do organismo às pressões e traumatismos externos 

(BARONI et al., 2012). 

A camada logo acima da hipoderme, a derme, é composta principalmente por 

colágeno, mas também por elastina, vasos sanguíneos, nervos e glândulas 

sudoríparas. Compreende a maior parte da pele e fornece sua flexibilidade, 

elasticidade e resistência à tração. Além disso, ajuda na regulação térmica e inclui 

receptores de estímulos sensoriais. A derme é constituída principalmente por 

fibroblastos (responsáveis pela produção de colágeno e das fibras elásticas) e pela 

presença de várias células residentes, como células dendríticas dérmicas, 

macrófagos, mastócitos e células T. No estado fisiológico, um pequeno número de 

neutrófilos, monócitos e células T, residem e inspecionam a derme contra patógenos, 

o que se altera em situações de estímulos inflamatórios, os quais são caracterizados 

pela presença e acúmulo acentuado dessas células nessa camada. Anatomicamente, 

a derme possui uma abundante matriz extracelular (MEC), constituída principalmente 

por fibras de colágeno e elastina, que preenchem os espaços extracelulares, 
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fornecendo suporte para a migração 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 

queratinócitos, mas também por melanócitos, células de Langerhans e células de 

Merkel. É constituída de quatro ou cinco camadas distintas (estratos), dependendo da 

região do corpo. As camadas da epiderme incluem o estrato basal (a porção mais 

profunda da epiderme), o estrato espinhoso, o estrato granuloso, o estrato lúcido e o 

estrato córneo (a porção mais superficial da epiderme) (BOUWSTRA, HONEYWELL-

NGUYEN et al., 2003).  

O estrato basal, também denominado estrato germinativo, é responsável por 

renovar constantemente as células da epiderme, além disso, é a camada epidérmica 

mais profunda e anexa a epiderme à lâmina basal, abaixo da qual estão as camadas 

da derme. É composto por células epidérmicas basais indiferenciadas, chamadas 

queratinócitos basais as quais se dividem e migram para outros estratos da epiderme. 

Esta camada também contém melanócitos, responsáveis pela produção de melanina, 

um pigmento que protege os núcleos celulares da lesão induzida pela radiação UV. 

Os queratinócitos basais se diferenciam e se movem superficialmente para a próxima 

camada (o estrato espinhoso; conhecido como camada de células espinhosas, devido 

à forma poliédrica das células) é composto por 8 a 10 camadas de queratinócitos, 

formadas pelo resultado da divisão celular no estrato basal. É nesse estrato que os 

queratinócitos atuam na produção dos filamentos de queratina (queratinização), assim 

como inicia-se o processo de maturação. Intercaladas entre os queratinócitos dessa 

camada estão as células de Langerhans, que são as principais células imunes 

residentes na pele. Ainda, outras células imunológicas, como as células T podem ser 

encontradas, tanto no estrato espinhoso, como no estrato basal (KRUEGER e 

STINGL, 1989; LOSQUADRO, 2017). 

A próxima camada é a camada granular, a qual consiste em várias camadas 

de queratinócitos com grânulos de querato-hialina no citoplasma, local onde inicia-se 

o processo de cornificação. Já o estrato lúcido e o estrato córneo consistem em várias 

camadas de queratinócitos anucleados. As células do estrato córneo são conhecidas 

como cornéocitos, são células derivadas de queratinócitos mortos, que são 

desprovidos de organelas. Funcionalmente o estrato córneo é responsável pela 

função de barreira da pele, modulando a entrada de agentes “estranhos” no 

organismo, além de evitar a sua desidratação. Na epiderme saudável, há um equilíbrio 
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entre os processos de proliferação e descamação (cornificação) dos queratinócitos, 

que resulta em uma renovação completa da pele aproximadamente a cada 28 dias. O 

crescimento e diferenciação dos queratinócitos são processos estreitamente 

regulados na epiderme, e precisam ser equilibrados. Se houver muitas células em 

proliferação, podem ocorrer distúrbios de pele como a psoríase, caracterizada pela 

hiperproliferação dos queratinócitos os quais, migram através da epiderme em 7 a 8 

dias, ou seja, com uma aceleração acima do normal (FUCHS e RAGHAVAN, 2002; 

BARONI et al., 2012; KIM e KRUEGER, 2015). 

 
FIGURA 1: Camadas da pele e da epiderme. FONTE: Adaptado de Lucy Reading-Ikkanda- Skin 
Outline Vol. 563- 22/11/2018- Nature 

1.2 PROCESSOS INFLAMATÓRIOS NA PELE 

A pele fornece uma primeira linha de defesa do organismo contra patógenos 

microbianos e perigos físicos e químicos, através da vigilância de células sentinelas 

imunes e células não imunes, como os queratinócitos, que também desempenham 

um papel crítico na iniciação, manutenção e regulação 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, 



19 

                                                                 

 

HAASE, NESTLE, 2014). A inflamação é uma resposta tecidual protetora, podendo 

ser desencadeada por diversos agentes lesivos, químicos, físicos e biológicos, 

envolvendo alterações celulares, moleculares e fisiológicas, objetivando a reparação 

tecidual e reestabelecimento da função protetora da pele. Uma sequência de eventos 

celulares e bioquímicos, como extravasamento de fluidos, migração celular, liberação 

de mediadores responsáveis pela lise e reparo tecidual ocorrem como mecanismo de 

defesa. Essa sequência de eventos contribui para os parâmetros clássicos da 

inflamação: calor, vermelhidão (eritema), edema, dor e a perda da função do tecido 

ou órgão em casos de uma resposta inflamatória exacerbada (LAWRENCE et al., 

2002; NWAEHUJOR et al., 2014). 

A vasodilatação é uma característica clássica da inflamação, objetiva o tráfego 

de mediadores solúveis e células inflamatórias, mediada principalmente pelo óxido 

nítrico (NO) e prostaglandinas vasodilatadoras. A vasodilatação é caracterizada 

clinicamente pelo eritema e calor no local da lesão. O edema é causado pelo fluxo 

transvascular do fluido vascular do compartimento intravascular para o interstício, 

como resultado das ações 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 (migração celular) e permite o fornecimento de fatores solúveis, como 

anticorpos e proteínas de fase aguda ao local da lesão (DENZLINGER et al.,1985; 

VALLANCE e CHAN, 2001; LAWRENCE et al., 2002) 

 A invasão microbiana, a lesão e/ou a perda de função da barreira da pele, 

promove a liberação de quimioatrativos exógenos (como peptídeos microbianos e 

endotoxinas) e mediadores químicos endógenos (eicosanoides, interleucinas) que 

atuam como quimioatraentes promovendo o recrutamento celular para o local 

lesionado. As células residentes (macrófagos teciduais, células dendríticas e células 

epiteliais) são estimuladas a produzir vários mediadores pró-inflamatórios como 

quimiocinas, citocinas (TNF-α, IL-1β, entre outras), eicosanoides (prostaglandinas e 

leucotrienos), radicais livres, aminas vasoativas (histamina e serotonina). Estes 

mediadores, através da ligação com seus receptores produzem segundos 

mensageiros que ativam diversas proteínas quinases como a proteína quinase C 

(PKC) e A (PKA) e as proteínas quinases da cascata da MAPK, as quais regulam a 

atividade de uma variedade de fatores de transcrição e outras proteínas celulares 

envolvidas na expressão gênica. Estas proteínas podem ativar fatores nucleares, 
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como o fator nuclear-kappa B (NF-κB) e a proteína ativadora-1 (AP-1), também 

responsáveis pela transcrição gênica de várias proteínas como: citocinas, enzimas, 

assim como moléculas de adesão que modulam e promovem a progressão da 

resposta inflamatória (BHAGWAT et al., 1999; SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008).  

Os neutrófilos são as primeiras células do sistema imunológico recrutadas 

pela resposta inflamatória. São células fagocíticas as quais são atraídas para o local 

da inflamação por moléculas quimiotáticas específicas (quimiocinas), responsáveis 

por fagocitar e eliminar microorganismos estranhos através da maquinaria de seus 

grânulos, os quais contêm uma variedade de enzimas e também pela liberação de 

espécies reativas de oxigênio. Os monócitos migram para o local da inflamação 

através de fatores quimiotáticos e se diferenciam em macrófagos no tecido. Os 

macrófagos quando ativados, são a principal fonte de fatores de crescimento e 

citocinas. Os mastócitos também são essenciais no início da resposta inflamatória 

devido à liberação de mediadores inflamatórios 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 inflamatória, 

através da sua ação mediada pela ligação aos receptores de superfície celular. São 

produzidas por vários tipos de células em resposta da indução de citocinas pró-

inflamatórias como, por exemplo, TNF-α. As citocinas atuam como mensageiros 

moleculares para coordenar a interação entre os diferentes tipos de células envolvidas 

na amplificação e regulação da inflamação. São secretadas principalmente pelas 

células fagocíticas (como neutrófilos, macrófagos) e pelas células NK, mas na 

resposta imunológica adaptativa, elas são produzidas principalmente por células 

apresentadoras de antígenos (APCs) e linfócitos. Muitas citocinas e quimiocinas 

contribuem na resposta inflamatória através de múltiplos mecanismos, facilitando a 

quimiotaxia de células leucocitárias para o local da lesão, modulando a função das 

células imunes e estimulando a proliferação e diferenciação de vários tipos de células 

envolvidas na resposta imunológica (ROSSI e ZLOTNIK, 2000; KRISHNAMOORTHY 

e HONN, 2006; TURNER et al., 2014). 

Além das quimiocinas e citocinas, mediadores lipídicos como os metabolitos 

do ácido araquidônico (AA) desempenham papel importante na regulação da cascata 

inflamatória. Através de estímulos químicos, físicos ou através de outros mediadores, 

os fosfolipídios das membranas celulares liberam o ácido araquidônico pela ação da 
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fosfolipase A2 (PLA2). A inflamação induz a expressão da ciclo-oxigenase 2 (COX-2) 

nas células inflamatórias que convertem ácido araquidônico em prostaglandinas, as 

quais vão mediar eventos iniciais de inflamação como o aumento  da permeabilidade 

vascular e vasodilatação; os leucotrienos B4 gerados pela ação da enzima (5-LOX) 

induzem a migração e fixação de neutrófilos para o endotélio vascular através da 

regulação de moléculas de adesão da parede do vaso sanguíneo (LAWRENCE et al., 

2002; NATHAN, 2002).  

Uma resposta inflamatória aguda bem-sucedida resulta na eliminação do 

agente, seguida por uma fase de resolução e reparo. Se a resposta inflamatória não 

for bem-sucedida, o processo inflamatório persiste e adquire novas características. A 

persistência do processo inflamatório é caracterizada por alterações estruturais 

teciduais decorrentes da substituição do infiltrado neutrofílico na área inflamada por 

macrófagos, os quais tendem a se acumular no local da lesão. Funcionalmente os 

macrófagos são células apresentadoras de antígenos que ajudam a impulsionar e 

perpetuar a resposta imune, através da liberação de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias além do recrutamento de outras células. Além disso, as enzimas 

lisossomais contidas nos macrófagos participam da degradação fagocitária de 

materiais estranhos (SERHAN E SAVILL, 2005; BANGERT, BRUNNER, STINGL, 

2011). 

A resolução da inflamação é caracterizada pela diminuição do infiltrado de 

PMN (polimorfonucleares) no local lesionado, pela apoptose dos PMNs infiltrantes e 

depuração de detritos celulares e outras células apoptóticas pelos macrófagos. Sabe-

se que o processo de resolução da inflamação é um processo ativo, orquestrado por 

mediadores lipídicos pró-resolutivos (SPMs) conhecidos como:  lipoxinas, resolvinas, 

maresinas e protectinas, os quais podem ser gerados por diferentes  vias moleculares 

através de células imunes, tais como macrófagos e PMNs, a partir de ácidos graxos 

poliinsaturados  (PUFAs): ácidos eicosapentaenóico (EPA) e docosahexaenóico 

(DHA), exceto a lipoxina que é biossintetizada pela via do ácido araquidônico. Os 

SPMs, por ligação aos receptores acoplados à proteína G (GPCRs), induzem ações 

biológicas especializadas, promovendo a resolução da inflamação (SERHAN e 

PETASIS, 2011; SERHAN e CHIANG, 2013).  

Sabe-se que independentemente da causa, a inflamação é uma resposta 

complexa, que engloba diferentes classes de mediadores, vias e mecanismos de 

ação, envolvidos na indução, regulação e resolução para restaurar a homeostase. 
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Embora a inflamação seja principalmente um processo fisiológico e benéfico, 

processos inflamatórios não-resolvidos, ou mesmo deficientes, podem estar 

envolvidos na patogênese e progressão de muitas doenças inflamatórias da pele 

(GILROY e De MAEYER, 2015). 

1.3  DOENÇAS DE PELE 
 

A ruptura da barreira da pele e os mecanismos do sistema imune podem 

desempenhar papéis de destaque no início e na sustentação dos distúrbios de pele, 

tais como na dermatite atópica, dermatite de contato e psoríase, consideradas as 

desordens de pele mais incidentes na população (KOSTNER et al., 2017; DAINICHI 

et al., 2018). 

A dermatite atópica (DA) é uma doença inflamatória crônica da pele, 

caracterizada por lesões avermelhadas, altamente pruriginosas, com bolhas e crostas 

nos estágios iniciais e posteriormente caracterizada por descamação e fissuração, 

promovendo intensa coceira e desconforto para o paciente. Apresenta um curso 

recidivante, não contagiosa e podendo manifestar-se em qualquer momento da vida. 

Seu início é mais comum antes dos 5 anos de idade em 85% dos casos, e geralmente 

desaparece na adolescência, podendo em alguns casos persistir até a idade adulta 

(MAYBA e GOODERHAM, 2016; WEIDINGER et al., 2018). 

É considerada uma doença multifatorial, devido a sua patogenia decorrer da 

interação de vários fatores, genéticos, ambientais e imunológicos, como por exemplo, 

defeitos na função da barreira da pele, alterações na resposta imune mediada por 

células, hipersensibilidade mediada por IgE e alterações no microbioma da pele 

(FENNER e SILVERBERG, 2018; NAKATSUJI e GALLO, 2019).  

A resposta imune mediada por linfócitos T helper do tipo 2 (TH2) é considerada 

essencial para a patogênese da DA. Devido a resposta ser mediada pelo TH2, a DA é 

frequentemente seguida por outras doenças 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 condição inflamatória da 

pele, desencadeada por agentes externos, decorrente de dois mecanismos 

etiopatogênicos: irritação primária ou sensibilização. A dermatite de contato irritativa 

(DCI) ocorre por meio da ativação da resposta imune inata por queratinócitos após a 

exposição a substâncias irritantes, como produtos de uso pessoal, detergentes, 
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fragrâncias, níquel entre outros alérgenos. As lesões costumam aparecer no local de 

contato. Já a dermatite de contato por sensibilização ou alérgica (DCA), surge após 

repetidas exposições ao produto ou substância, sendo sua resposta inflamatória 

resultante de uma hipersensibilidade tardia do tipo IV, reação que ocorre em resposta 

à reexposição a um alérgeno exógeno em um indivíduo previamente sensibilizado 

(NOVAK-BILIĆ et al., 2018; MILAM et al., 2019).  

Tanto a DCI quanto a DCA são caracterizadas tipicamente por eritema 

cutâneo, escamação e prurido no local de contato. (RUNDLE et al., 2017). 

A psoríase é uma doença inflamatória crônica da pele, considerada uma 

doença auto-imune mediada por células T, caracterizada por placas eritematosas, 

avermelhadas, descamativas e delimitadas, causadas por proliferação anormal de 

queratinócitos e infiltração de células inflamatórias na derme e epiderme. Sua etiologia 

não é ainda totalmente elucidada, mas acredita-se que a ativação do eixo IL-23-IL-17 

exiba um papel central na patogênese da doença e a ativação do eixo seja iniciada 

pelas células dendríticas (CDs) residentes na pele. A produção de IL-23 impulsiona 

as células T a produzir citocinas, como IL-17 e IL-22. A IL-17 ativa queratinócitos 

epidérmicos a produzir citocinas pró-inflamatórias, que irão induzir e propagar a 

inflamação psoriática, enquanto a IL-23 conduz a produção de IL-22 a qual, também 

irá participar do ciclo inflamatório. Essas citocinas medeiam os efeitos nos 

queratinócitos (hiperproliferação) amplificando a inflamação psoriática (DAINICHI et 

al., 2018). 

A psoríase pode ser desencadeada a partir da interação entre fatores 

genéticos, biológicos (infecções), ambientais e comportamentais (tabagismo, álcool e 

estresse), frequentemente se desenvolve no início da idade adulta em indivíduos entre 

15 e 30 anos de idade, embora indivíduos de todas as idades possam ser afetados. 

Uma vez que a psoríase é desencadeada, geralmente acompanha o indivíduo ao 

longo da vida. A melhoria espontânea da doença é difícil e normalmente os indivíduos 

em estágio mais avançado apresentam aumento progressivo da lesão psoriática (LIU, 

KRUEGER, BOWCOCK, 2006). 

Atualmente na terapêutica dermatológica, os medicamentos mais utilizados 

são os corticosteroides, os quais possuem papel importante no controle das crises 

dessas patologias de pele devido aos efeitos anti-inflamatórios, anti- proliferativos e 

imunossupressores. Especificamente, eles modulam a quantidade e a atividade de 

muitos tipos de células inflamatórias (incluindo neutrófilos, monócitos, linfócitos, 



24 

                                                                 

 

células de Langerhans) e citocinas (ILs, incluindo IL-1α, IL-1β, IL-2), fator de necrose 

tumoral (TNF-α) e fator estimulador de colónias de granulócitos e monócitos (GM-

CSF). Eles também induzem proteínas anti-inflamatórias, como anexina I (também 

denominada lipocortina-1), proteína anti-inflamatória, que interage fisicamente 

inibindo a PLA2 citosólica, bloqueando a libertação de ácido araquidônico e a sua 

subsequente conversão em eicosanóides (prostaglandinas, tromboxanos, 

prostaciclinas e leucotrienos) e a proteína anti-inflamatória MAPK fosfatase 1 que 

bloqueia a fosforilação das MAPKs, que, uma vez ativada induz a transcrição de genes 

inflamatórios e imunológicos (SCHÄCKE, DÖCKE, ASADULLAH, 2002; RHEN e 

CIDLOWSKI 2005; MAYBA e GOODERHAM, 2016).  

Diante da natureza complexa das desordens da pele, a maioria dos 

tratamentos geralmente não apresentam resultados satisfatórios devido a carência de 

opções de tratamento eficaz, custo elevado e o perfil de segurança da maioria dos 

agentes terapêuticos que limita seu uso a longo prazo. Quesitos como tolerância aos 

fármacos, efeitos colaterais, toxicidade, adesão do paciente ao tratamento e esquema 

posológico tornam a terapia disponível insatisfatória (STERN et al., 2004; LINDEN e 

WEINSTEIN, 1999). 

Frente a essas dificuldades de tratamento, o desenvolvimento de agentes 

inovadores tópicos e sistêmicos de ampla atuação podem revolucionar o paradigma 

do tratamento das doenças de pele. Diante dessas vertentes, o desenvolvimento de 

abordagens terapêuticas 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 geração ou pela utilização de plantas como fonte de novos medicamentos. 

Recentemente tem sido dado ênfase a pesquisa de plantas medicinais para 

comprovar cientificamente sua eficácia, efeitos tóxicos e farmacológicos dos mesmos 

e devido à enorme reserva de agentes fitoquímicos existentes que ainda não foram 

identificados, que possuem uma atividade anti-inflamatória, atuando nas diversas vias 

moleculares envolvidas nas doenças 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 

disseminação mundial, principalmente em regiões tropicais e subtropicais. É 

conhecida como uma planta originária da Índia e uma das melhores ervas terapêuticas 

Ayurvédicas (medicina indiana), utilizada no tratamento de vários distúrbios como, 

intestinais, estomacais, irregularidades menstruais e etc. (QASIM et al., 2014). É 

encontrada na América (Sul e Central), nos Estados Unidos, sul da Europa, Ásia e 

Oceania. No Brasil, encontra-se praticamente em toda extensão territorial. Relatos 

históricos constam que a introdução no território nacional tenha se dado através dos 

navios mercantes portugueses no período em que o Brasil era colônia. O 

estabelecimento inicial dessa planta teria sido em zonas portuárias como Salvador, 

Recife, Rio de Janeiro, Santos e São Vicente, com posterior alastramento para o 

interior do país (SANTOS, 2014; PASTRE, 2006). 

 

 
FIGURA 2: Distribuição mundial de C. rotundus. Em verde são países onde a planta é considerada 
nativa e países 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 país de origem. No Brasil é conhecida como tiririca, tiririca 

vermelha, junça, capim-dandá; na Argentina, como “cebolita”; na Colômbia, como 

“coquito”; na Itália, como “cipero”; no México, como “cebollín”; nos Estados Unidos, 

como “nutgrass”, “purple nutsedge e  java-grass”; na Índia, nagarmotha e mustha 

(sânscrito); na China, Xiang Fu Zi; na Espanha, chufa, coco, coquillo (PEERZADA et 

al., 2015). 

É uma planta herbácea 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 raízes, bulbo basal e tubérculos interligados por rizomas 

rastejantes escamosos e por uma parte aérea de pequeno porte, com folhas formando 

rosetas. Suas folhas são verde-escuras, brilhantes e estreitas, variando de 5 a 12 cm 

e seu caule mede de 10 a 30 cm de comprimento (BLANCO, 2006). Suas 

inflorescências geralmente têm duas a quatro brácteas compostas de pequenas flores 

de cor púrpura a castanha avermelhada (BRYSON e De FELICE, 2009). Os tubérculos 

são ovais, com aproximadamente de 1 a 3 cm de comprimento.  Quando maduros são 

fibrosos de cor negra a castanha e quando jovens, são 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. 
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FIGURA 4:  Partes da planta de C. rotundus L. Tubérculo maduro (A), inflorescência (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 reprodução se dá tanto pela forma sexuada, através das sementes, como 

pela forma vegetativa por meio dos tubérculos e rizomas. Sua propagação por 

sementes é de pouca importância, devido a apenas 5 % de suas sementes serem 

viáveis (BLANCO, 2006). Assim, sua principal propagação ocorre por rizomas e 

tubérculos, que são os principais órgãos de reserva e propagação dessa espécie 

(RICCI et al., 2000). 

A família Cyperaceae é composta por aproximadamente 70 gêneros e mais 

de 3.500 espécies, sendo um deles o Cyperus (JOLY, 1975). Os representantes 

herbáceos dessa família são reconhecidos devido sua ampla distribuição pelo mundo, 

crescendo facilmente em terrenos alagadiços, pantanosos e pastos. São ricos em 

metabólitos secundários incluindo taninos, ácidos fenólicos, flavonoides, cumarinas e 

sesquiterpenóides (PEEZARDA, 2017). A polpa do caule das Cyperaceae na 

antiguidade servia como material para a produção dos papiros usados pelos antigos 

egípcios (JOLY, 1975). No Brasil, existem aproximadamente 27 espécies, sendo 14 

do gênero Cyperus (LORENZI, 2008). 

C. rotundus é considerada uma das espécies botânicas de maior amplitude 

geográfica devido sua capacidade de competição, agressividade com outras plantas 

ao redor e por apresentar uma estratégia de reprodução bastante eficiente atingindo, 

em condições ambientais propícias, uma multiplicação rápida e intensa. A área 

infestada por ela aumenta substancialmente em curto período de tempo (DURIGAN 

et al., 2005). Os principais fatores ambientais que afetam sua reprodução são: 

fotoperíodo, temperatura, concentração de CO2 na atmosfera do solo e intensidade 

luminosa (PASTRE, 2006).  

O processo de fotossíntese das espécies de Cyperaceae ocorre pelo ciclo C4, 

o que favorece seu estabelecimento em regiões quentes, com temperaturas elevadas 

e intensa luminosidade. Em temperaturas baixas, seu desenvolvimento e 

multiplicação se dão com lentidão. A parte aérea é sensível a baixa intensidade de 

luz, podendo-se até eliminar a planta quando submetida a um sombreamento 

prolongado. Sua capacidade de sobrevivência em condições adversas é enorme, pois 

consegue suportar períodos prolongados de seca ou inundação 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 número de tubérculos viáveis na área. (MELLO, TEIXEIRA, 

NETO, 2003; BRYSON e CARTER, 2008). 

A C. rotundus se destaca entre as diversas espécies daninhas infectantes em 

lavouras. Muitas plantações de importância econômica são afetadas pela sua 

presença como o milho, o feijão, o algodão e a cana-de-açúcar. Além de C. rotundus 

competir pelos recursos do meio, como água e nutrientes, libera no solo substâncias 

aleloquímicas que afetam o desenvolvimento de diversas plantações levando a perda 

de produtividade das mesmas (MARTINI e DURIGAN, 2004). Em um levantamento 

científico realizado por KISSMANN (1997) foram constatados que, em época de alta 

infestação da planta, há uma queda de até 75% na colheita e uma redução de 65% 

na produção de açúcar, devido à competição permanente entre a lavoura de cana-de-

açúcar e essa erva daninha. Suas sementes e a dormência dos tubérculos também 

contribuem para a sua persistência. 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 

problemático, difícil, uma vez que não há no mercado produtos seletivos de alta 

eficácia para eliminação das mesmas, resultando em alto custo para sua erradicação 

(CATUNDA et al., 2000). 

Apesar do problema econômico causado pela espécie, em alguns países, 

Cyperus é utilizada na indústria têxtil e alimentícia. 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 Asiático 

(UMERIE & EZEUZO, 2000; NIMA et al., 2008). Nos países asiáticos, praticantes da 

medicina indiana, desde os tempos antigos, os rizomas e tubérculos vem sendo 

utilizados como tratamento herbal de distúrbios intestinais, estomacais, inflamatórios 

e irregularidades menstruais (KAMALA et al., 2018). De acordo com a literatura 

disponível sobre seus usos tradicionais e contemporâneos, várias pesquisas 

averiguaram as propriedades fitoquímicas e ações farmacológicas 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);  distúrbios 

estomacais e como anti-inflamatório (THOMAS et al., 2015; SEO et al., 2001; KUMAR, 

TIWARI, ALAM, 2012). Além disso, alguns estudos suportam o uso do óleo essencial 
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de diversas partes da planta de C. rotundus como analgésico, anti-helmíntico e anti-

fungicida (BIRADAR et al., 2010; DUARTE et al., 2005; KASALA et al., 2016). 

Com relação a sua atividade anti-inflamatória, estudos preliminares 

investigaram diferentes extratos de rizomas da planta. O estudo de SEO et al. (2001) 

mostrou que o extrato metanólico de rizomas de C. rotundus inibiu a produção de 

óxido nítrico em macrófagos (Raw264.7) e esse efeito foi decorrente da redução na 

expressão da enzima iNOS. Segundo os autores estes resultados sugerem que a C. 

rotundus possui ação anti-inflamatória e pode ser utilizada como tal no tratamento de 

diversas doenças (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 metanólico aplicado por via oral 1 h 

antes da injeção de carragenina inibiu o edema de modo semelhante à indometacina 

(KUMAR, TIWARI, ALAM, 2012).   

Assim, para contribuir na busca por novos extratos vegetais com potencial 

anti-inflamatório e devido a nenhum estudo até o momento ter demonstrado a eficácia 

de C. rotundus como agente anti-inflamatório no tratamento de doenças inflamatórias 

da pele, este estudo foi realizado para investigar a atividade anti-inflamatória tópica 

do extrato dos rizomas de C. rotundus em modelos de inflamação de pele aguda e 

crônica. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL  

Avaliar a eficácia tópica do extrato dos rizomas de C. rotundus aplicado por 

via tópica no tratamento de doenças da pele em modelos animais. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Analisar o efeito anti-inflamatório tópico do extrato de C. rotundus em modelos 

de dermatite irritativa causada por AA; 

 Verificar o efeito anti-inflamatório tópico do extrato de C. rotundus no modelo 

de inflamação de pele induzida por TPA;  

 Analisar o potencial anti-inflamatório do tratamento tópico do extrato de C. 

rotundus em modelo de inflamação crônica de pele; 

 Avaliar potencial toxicidade local e em órgãos linfóides pela administração 

tópica repetida do extrato de C. rotundus em camundongos; 

 Verificar possível relação do efeito anti-inflamatório do extrato de C. rotundus 

relacionado ao receptor de glicocorticoide. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 MATERIAL VEGETAL  

Os rizomas de C. rotundus (pó) da Índia foi adquirido comercialmente da 

empresa Khandige Organic Health Product na cidade de Bangalore, região sul do 

estado de Karnataka/Índia pela professora Dra. Irinéia Paulina Baretta (Professora do 

Programa de Pós-Graduação em Plantas Medicinais e Fitoterápicos na atenção 

básica da Universidade Paranaense- UNIPAR). A empresa possui certificação de 

produtos orgânicos emitida pela LACON Qualitat GmbH da Alemanha, Nº IN-45820 e 

produzida de acordo com os padrões do Programa Nacional de Produção Orgânica 

(PNPO), pelo Programa Orgânico Nacional do Departamento de Agricultura dos 

Estados Unidos (USDA) e Regulamento do Conselho da União Europeia (UE) 

834/2007 e 889/2008 (UE). Quatro (4) embalagens de 100g do lote MSP037003 e 

licença de fabricação (Mfg) No. AUS-896 foram compradas. 

 

3.2 OBTENÇÃO E ANÁLISE QUALITATIVA DO EXTRATO DE C. rotundus 

A obtenção e a análise do extrato dos rizomas de C. rotundus foi realizado 

pela Simone Costa do Programa de Pós-Graduação em Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos na atenção básica da UNIPAR. Para o preparo do extrato foi utilizado a 

determinação das substâncias extraíveis pelo método de extração por Soxhlet, da 

Farmacopeia Brasileira (2010), por 3 h.  Para a extração 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 balão do extrator, foram 

introduzidos 0,2 g de hidróxido de sódio e 160 ml do solvente etanol absoluto. Os 

cartuchos com os resíduos foram retirados e secos em estufa a 105ºC e pesados em 

intervalos de 30 min. O processo de secagem foi realizado até obter peso constante 

(diferença inferior a 5 mg). Foi pesado o resíduo seco e calculado o teor de 

substâncias extraíveis por diferença entre o peso da amostra e o peso do resíduo 

seco, sendo expressos na forma de percentagem. As análises foram realizadas em 

triplicata. Logo após a extração por Soxhlet foi realizado o procedimento de 

concentração do extrato onde foi colocado em um balão de vidro conectado ao 

rotaevaporador da marca Fisatom. O balão foi aquecido em banho-maria (Fisatom) a 
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uma temperatura de 45ºC. O procedimento foi realizado até total eliminação do 

solvente. Com o extrato pronto, a amostra foi utilizada para realizar um screening 

farmacognóstico preliminar para análise de flavonoides, alcaloides, saponinas, 

antraquinonas, taninos, triterpenos e esteroides. 

3.2.1 Análise de flavonoides 

Para a análise de flavonoides, aqueceu-se em banho-maria (FISATOM, 

modelo 550), 1 g de C. rotundus em pó com 10 ml de solução de etanol a 70%, por 2 

min e em seguida realizou-se a filtração por algodão. Em um tubo de ensaio, contendo 

2 ml do extrato alcoólico, adicionou-se seis fragmentos de magnésio metálico com 1 

ml de ácido clorídrico concentrado. Na presença destes compostos foi observado o 

aparecimento da coloração rósea a vermelha (SIMÕES et al., 2007). 

 

3.2.2 Análise de alcalóides 

 

A detecção de alcaloides se deu por meio dos reativos gerais de alcaloides 

(RGA), no qual a formação e cor do precipitado indicaram a presença destes 

compostos (Tabela 1). Foram utilizados 2 g do pó de C. rotundus diluídos em 20 ml 

de ácido clorídrico (HCl) a 1%, em seguida foi realizado o aquecimento da mistura por 

2 min, seguida da filtração por algodão. O filtrado foi distribuído em 4 tubos de ensaio 

(3 ml por tubo), então foram adicionadas 2 gotas de cada RGA, observando a 

ocorrência de precipitado (SIMÕES et al., 2007). 
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TABELA 1: REATIVOS GERAIS DE ALCALOIDES (RGA) 

Nome do reagente           Composição         Resultado 
(Cor do Precipitado) 

Bertrand Ácido sílico-túngstico Branco 

Bouchardat Iodo-iodeto de potássio Marrom 

Dragendorff Iodo bismutato de potássio Alaranjado 

Mayer Iodo mercurato de potássio Branco 

 

FONTE: O Autor (2019) 

3.2.3 Análise de saponinas 

Para a detecção de saponinas, ferveu-se 2 g de C. rotundus em pó com 20 ml 

de água destilada por 2 minutos. Após 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 água destilada. Do 

segundo tubo, foram retirados 5 ml e colocados em um terceiro tubo, acrescentando 

5 ml de água destilada. Em seguida, agitou-se rapidamente os três tubos por 15 

segundos. A formação e manutenção da espuma por mais de 15 minutos confirma a 

presença de saponinas (SIMÕES et al., 2007). 

3.2.4 Análise de antraquinonas 

Para a análise de antraquinonas, 0,2 g de C. rotundus em pó foi adicionado 

em 10 ml de ácido sulfúrico 2 Normal (N), e ferveu-se a mistura durante 2 minutos. 

Após resfriado, o extrato foi filtrado por um funil de separação. Em seguida foram 

adicionados 10 ml de éter etílico, fez-se a agitação e separação da camada etérea 

para um tubo de ensaio. A coloração amarela sugeriu a presença de antraquinonas. 

Em seguida, foram adicionados 2 ml de solução aquosa de hidróxido de sódio 2N e 

agitado. Após a separação das fases, observa-se a presença de uma camada rósea 
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ou vermelha, e a etérea incolor, confirmando a presença de antraquinonas (SIMÕES 

et al., 2007). 

3.2.5 Análise de triterpenos e esteroides 

Para a análise de triterpenos e esteroides, foi utilizado 2 g de C. rotundus em 

pó diluído em 20 ml de etanol 70%, em seguida foi realizado, fervura durante 2 

minutos, filtração por algodão e transferência de 5 ml do extrato para um cadinho. Em 

seguida, evaporou-se o extrato em banho-maria (FISATOM, modelo 550), até 

obtenção de resíduo seco, onde foi adicionado 0,5 ml de anidrido acético, agitando-

se com um bastão, seguido da adição de 0,5 ml de ácido sulfúrico concentrado. 

Posteriormente foi observado a coloração, sendo azul ou verde para esteroides e lilás, 

púrpura ou castanha avermelhada para triterpenos (SIMÕES et al., 2007). 

3.2.6 Análise de taninos 

Para análise de taninos, ferveu-se 5 g de C. rotundus em pó diluído em 50ml 

de água destilada, por 15 minutos. Logo após, 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 HCl diluído e solução de gelatina a 2,5%, gota a gota. 

Após, observou-se a formação de precipitado como indicativo da presença de taninos. 

No tubo 2, contendo 2 ml do filtrado, acrescentou-se 10 ml de água destilada e de 

duas a quatro gotas de solução de FeCl3 a 2% em metanol. A cor azul indicou a 

presença de taninos hidrolisáveis e a cor verde, taninos condensados. No tubo 3, 

contendo 5 ml do filtrado, foram adicionados 10 ml de solução de ácido acético a 10% 

e 5 ml de solução de acetato de chumbo a 10%. A formação de precipitado 

esbranquiçado indicou a presença de taninos hidrolisáveis. No tubo 4, colocou-se 

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

Camundongos Swiss fêmeas (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 água 

fornecidos ad libitum. Os animais permaneceram em adaptação ao laboratório durante 

pelo menos um dia antes dos testes e foram utilizados apenas uma vez. Os 

experimentos foram realizados de acordo com os princípios éticos estabelecidos pelo 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e aprovados 

pelo Comissão de Ética para o uso de animais (CEUA) da Universidade Federal do 

Paraná com número 1248. 

3.4  AVALIAÇÃO DO EDEMA DE ORELHA 

Para estudar o processo inflamatório cutâneo, um dos modelos in vivo mais 

utilizados é o de indução de edema de orelha em camundongos (GABOR, 2000). Este 

modelo consiste num método rápido e simples, requer pouca quantidade de 

substâncias e permite resultados reprodutíveis. Este modelo pode ser induzido por 

diferentes agentes (ex.: TPA, fenol, ácido araquidônico) e permite uma variedade de 

modelos de inflamação cutânea apropriados para a avaliação tanto tópica quanto 

sistêmica de agentes sintéticos, extratos de plantas, bem como substâncias isoladas 

de plantas (GABOR, 2000; WINYARD e WILLOUGHBY, 2003).  

Este modelo foi empregado com o objetivo de verificar inicialmente a formação 

de edema e posteriormente a análise de outros parâmetros do processo inflamatório 

com coleta de amostras (círculos de 6 mm de diâmetro da orelha de camundongo) 

após a eutanásia dos animais. O edema de orelha foi expresso como o aumento da 

espessura da orelha dos camundongos em μm.  

A espessura foi medida antes e após a indução do processo inflamatório 

utilizando-se um micrômetro digital (Great MT–04513). A medida foi realizada próxima 

à extremidade medial da orelha e registrada através do (∆) diferença entre a primeira 

medida (espessura basal) e a medida após determinado tempo da indução do 

processo inflamatório. Para minimizar variações de medida na técnica, os 

experimentos foram realizados por um único experimentador. 
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3.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

Os animais utilizados nos modelos de edema de orelha induzidos por TPA, 

AA e aplicação múltipla 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 

tópica, o extrato de C. rotundus foi solubilizado em 70% de acetona e 30% de etanol 

(proporção 7:3). Os agentes flogísticos TPA e AA assim como a dexametasona e a 

indometacina foram diretamente solubilizados em acetona grau P.A. 

 

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

 

MODELO (AGUDO) GRUPOS 
TRATAMENTOS DOSES 

TPA  CONTROLE (TPA) 2,5 μg /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 

VEÍCULO 
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 

VEÍCULO 
NAIVE 

   

TABELA 3: MODELO DE INFLAMAÇÃO CRÔNICA INDUZIDO POR MÚLTIPLAS APLICAÇÕES DE 
TPA UTILIZADO PARA AVALIAÇÃO DO EFEITO DO EXTRATO DE C. ROTUNDUS NO EDEMA DE 

ORELHA 

 

MODELO CRÔNICO GRUPOS 
TRATAMENTOS DOSES 

MÚLTIPLA APLICAÇÃO 
DE TPA 

CONTROLE TPA 2,5 μg /orelha 
DEXAMETASONA (TPA+ DEXA) 0.1 mg/orelha 

C. ROTUNDUS (TPA + C. ROTUNDUS) 0,3 mg/orelha 
NAIVE 

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

A aplicação tópica de ésteres de forbol, como o TPA, induz inflamação na pele 

e respostas hiperproliferativas (quando aplicado de forma crônica) nos animais, 

assemelhando-se sob muitos aspectos aos sinais de algumas doenças de pele como 

a psoríase (GABOR, 2000). Sendo assim, o processo inflamatório foi induzido pela 

aplicação tópica de TPA (2,5 μg/orelha) na orelha direita de camundongos sobre um 

volume de 20 μl. 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 após a aplicação do TPA. A variação da espessura da orelha foi avaliada 6 h 

após a aplicação do TPA (DE YOUNG et al.,1989). Foram então coletadas amostras 

das orelhas dos camundongos (6 mm) para posteriores análises, 24 h após a 

administração de TPA. 

3.7 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICAÇÃO TÓPICA DE AA 

Nesse modelo é possível identificar compostos que inibem o metabolismo do 

ácido araquidônico, que ao ser metabolizado dá origem a vários mediadores como 

prostaglandinas e leucotrienos, os quais, promovem a formação 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 após a aplicação com o AA (YOUNG et al., 

1984; CRUMMEY et al., 1987). 
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3.8 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA MÚLTIPLA APLICAÇÃO DE TPA 

O edema de orelha induzido pela múltipla administração tópica de TPA é um modelo 

de inflamação que mimetiza um processo inflamatório crônico e foi utilizado para 

investigação de uma possível ação anti-inflamatória de C. rotundus frente a um 

processo inflamatório já estabelecido. O modelo foi realizado pela aplicação de TPA 

(2,5 μg/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) começaram a ser 

administrados a partir do quinto dia de experimento, sendo aplicados por via tópica 

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 diâmetro de tecido das orelhas foram coletados e armazenados no freezer -80 

ºC para serem submetidas a avaliações subsequentes. 

 

FIGURA 5: Desenho experimental do modelo de inflamação cutânea induzido pela múltipla 
aplicação de TPA. O TPA (2,5 μg/orelha) foi aplicado por via tópica uma vez ao dia, em dias alternados, 
durante 9 dias. Os tratamentos com extrato de C. rotundus (0,3 mg/orelha) ou dexametasona (fármaco 
de referência, 0,1 mg/orelha) foram administrados por via tópica a partir do quinto dia a cada 12 horas. 
FONTE: O Autor (2019) 
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3.9 AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA 
 

As amostras de tecido (6 mm) coletadas dos camundongos submetidos ao 

modelo de edema de orelha induzido por TPA agudo e crônico foram fixadas em 

solução ALFAC (85 mL de álcool 80%, 10 mL de formol 40% e 5 mL de ácido acético 

glacial) num período de 16 horas, sendo em seguida conservadas em álcool 70%, até 

início do processo de desidratação. As orelhas foram posteriormente desidratadas, 

emblocadas em parafina, seccionadas em cortes de 5 μm em micrótomo e coradas 

com hematoxilina e eosina (H.E). As lâminas foram fotografadas em microscópio 

óptico Olympus BX51 (Olympus, Tóquio, Japão), e o infiltrado celular, edema e 

espessura da epiderme foram avaliados em áreas representativas com aumento de 

200x. A quantificação dos leucócitos presentes na derme foi realizada através da 

contagem dessas células por campo com aumento de 200x sendo analisados 5 

campos de 3 cortes histológicos distintos de três animais por grupo. A quantificação 

desses parâmetros foi realizada com o auxílio do software ImageJ® versão 1.48 

(National Institute of Health, EUA). 

 

3.10 AVALIAÇÃO DA PROTEÍNA ANTÍGENO NUCLEAR DE PROLIFERAÇÃO 
CELULAR (PCNA) E CITOQUERATINA 14 (K14) POR IMUNO-HISTOQUÍMICA 
 

Objetivando verificar a proliferação e diferenciação celular da epiderme, foram 

utilizados dois marcadores celulares: o PCNA, para avaliar a proliferação e a K14 para 

analisar a diferenciação celular. Amostras de tecido das orelhas foram coletadas dos 

animais submetidos ao modelo de múltiplas administrações de TPA, emblocadas em 

parafina (como descrito no item 3.9) e seccionadas em cortes de 5 μm. Estes cortes 

histológicos foram montados em lâminas gelatinizadas. Posteriormente, as lâminas 

foram então submetidas a banhos de xilol para desparafinização e em seguida 

hidratadas com banhos sucessivos, em concentrações decrescentes de álcool. Logo 

após, as lâminas foram submetidas a um banho de glicina 0,1 M para o bloqueio dos 

radicais aldeídos, enquanto a peroxidase endógena e os sítios inespecíficos foram 

bloqueados com banhos de H2O2 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 câmara úmida. Após 
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banho com PBS, as lâminas foram novamente incubadas, desta vez com seu 

respectivo anticorpo secundário conjugado com peroxidase (1:100), durante uma hora 

a temperatura ambiente e em câmara úmida. As lâminas foram lavadas com PBS e 

incubadas com kit contendo o cromógeno DAB (Diaminobenzidina 3,3’; BD 

Pharmingen, San Jose, CA, EUA). durante 5 minutos.  Em seguida, as lâminas foram 

lavadas, contracoradas com hematoxilina por um período de 5 minutos e os cortes 

submetidos à desidratação com banhos sucessivos de álcool em concentrações 

crescentes. Em seguida, as lâminas foram montadas com meio resinoso Entellan e 

lamínula. As lâminas foram fotografadas em microscópio óptico Olympus BX51 

(Olympus, Tóquio, Japão). A presença de células imunomarcadas positivamente para 

PCNA e K14 foram quantificadas a partir de áreas representativas, utilizando as 

imagens capturadas em microscopia óptica, com aumento de 100x e 400x. A 

quantificação foi realizada através da contagem do número de células positivas para 

PCNA e K14 (células em marrom na epiderme) por campo (aumento de 400x), sendo 

analisados 4 cortes histológicos distintos por lâmina, havendo 3 animais por grupo. A 

quantificação foi realizada com o auxílio do software ImageJ® versão 1.48 (National 

Institute of Health, EUA). 

 

3.11 ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA MPO  

A atividade da enzima MPO é utilizada como indicativo da presença de 

leucócitos polimorfonucleares no tecido inflamado. Para a avaliação 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 aplicação 

aguda e múltipla de TPA, foram adicionadas a 0,75 ml de tampão fosfato de sódio 80 

mM (pH 5,4), contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamônio (HTAB) e homogeneizadas 

por 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em microtubos e adicionado a 0,75 ml 

de tampão fosfato (anteriormente descrito). As amostras (1,5 ml) foram centrifugadas 

a 11.200 x g a 4 °C por 20 min. Triplicatas de 30 μl do sobrenadante foram colocadas 

em placas de 96 poços, adicionando 200 μl de uma mistura contendo 100 μl de 

tampão fosfato de sódio 80 mM (pH 5,4), 85 μl de PBS 0,22 M (pH 5,4) e 15 μl de 

peróxido de hidrogênio 0,017% em cada poço. A adição de 20 μl de 

tetrametilbenzidina.HCl (TMB) 18,4 mM dissolvida em uma solução aquosa de 
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dimetilformamida a 8%, promove o início da reação. Posteriormente a placa foi 

incubada a 37°C por 3 min, adicionando 30 μl de acetato de sódio 1,46 M (pH 3,0) em 

cada poço para interromper a reação. A atividade enzimática foi determinada 

colorimetricamente usando leitor de placas (Bio-Tek Multi-Mode Microplate reader 

Synergy HT) cuja leitura da absorbância foi realizada a 630 nm. Os resultados foram 

expressos em mili densidade óptica (mDO)/biópsia. 

3.12  ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA NAG  
 

A atividade da enzima NAG é utilizada como indicativo da presença de 

leucócitos 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 aplicação 

pela múltipla de TPA foram submetidas a protocolo semelhante ao descrito no item 

3.11, contudo triplicatas de 25 μl do sobrenadante foram colocadas em placas de 96 

poços, adicionando 100 μl de tampão citrato 50 mM (pH 4,5), e a reação foi iniciada 

pela adição de 25 μl de p-nitrofenil-acetamida-μ-D-glicopiranosídeo (2,24 mM) 

dissolvido água mili Q. Em seguida a placa foi incubada a 37°C por 1 h e a reação 

interrompida pela adição de 30 μl de tampão glicina 200 nM (pH 10,4) em cada poço. 

A atividade enzimática da NAG foi determinada colorimetricamente usando leitor de 

placas (Bio-Tek Multi-Mode Microplate reader Synergy HT), cuja leitura da 

absorbância foi realizada a 405 nm. Os resultados foram expressos em mili densidade 

óptica (mDO) / biópsia. 
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3.13 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA APLICAÇÃO REPETIDA DO EXTRATO DE C. 
rotundus NA ESPESSURA DA PELE E PESO DE ÓRGÃOS LINFOIDES 
 

Com o intuito de avaliar uma possível toxicidade da aplicação múltipla 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 início do 

tratamento (basal) e no último dia de tratamento. No oitavo dia, os animais foram 

eutanasiados e o peso do baço, glândulas adrenais, linfonodo auricular e timo foram 

aferidos, assim como a espessura da orelha. 

 

FIGURA 6: Desenho experimental. Nesse modelo objetivou-se a avaliação do efeito da aplicação 
repetida do extrato de C. rotundus (0,3 mg/orelha) ou dexametasona (fármaco de referência, 
0,1mg/orelha) nos animais por via tópica durante sete dias, a cada 12 horas. FONTE: O autor (2019). 
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3.14  ENSAIO DE REVERSÃO DO EFEITO DO EXTRATO COM ANTAGONISTA 
DE CORTICOIDE (RU486- MIFEPRISTONA)  
 

Objetivando verificar o possível envolvimento de receptores de 

corticosteroides na atividade anti-inflamatória tópica do extrato de C. rotundus, os 

animais foram pré-tratados com o antagonista farmacológico RU486 (mifepristona) (50 

mg/kg,  s.c.) ou com o seu veículo Polietilenoglicol 400 (PEG400) e, após 30 min, o 

edema de orelha foi induzido pela aplicação 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 após a aplicação do TPA, e utilizada como 

indicador do processo inflamatório (CARRENHO et al., 2015). 

 

3.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Os dados foram avaliados pela análise de variância (ANOVA) de uma via ou de duas 

vias (modelo crônico e mifepristona), seguida do teste de múltipla comparação de 

Bonferroni. Valores de p menores do que 0,05 (p< 0,05) foram considerados como 

indicativos de significância. Os cálculos foram realizados utilizando o Software 

estatístico GraphPad Prism version 7.00, San Diego Califórnia, EUA. 
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4  RESULTADOS 

4.1 ANÁLISE QUALITATIVA DO EXTRATO DOS RIZOMAS DE C. rotundus 

A triagem fitoquímica preliminar é considerada um estudo relevante de baixo 

custo, que objetiva conhecer o perfil fitoquímico de extratos, sem isolar compostos 

químicos (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 ANÁLISE DO EXTRATO 

 

Legenda: ++ reação moderada, + reação fraca, - sem reação 

FONTE: O autor (2019).   

 

 

 

 

 

Análise do extrato de C. rotundus 
Metabólitos secundários pesquisados 

Resultados 

Flavonoides 
 

++ 

Alcaloides 
 

- 

Saponinas 
 

++ 

Antraquinonas 
 

- 

            Taninos ++ 

Triterpenos/Esteroides 
 

-- 
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4.2 TRATAMENTO TÓPICO COM EXTRATO DE C. rotundus NA INFLAMAÇÃO DE 
PELE INDUZIDA PELO TPA 

A aplicação tópica do TPA promoveu a formação de edema, demostrado pelo 

aumento da espessura da orelha 6 e 24 h após a sua aplicação, como observado na 

FIGURA 7a e b. O veículo usado para diluir o extrato, quando sozinho não interfere 

no edema causado pelo TPA. A aplicação tópica do extrato de C. rotundus foi capaz 

de inibir a formação do edema em todas as doses testadas, apresentando inibição de 

38,60 ± 5,51 % com 0,1 mg/orelha, 51,05 ± 8,96 % na dose de 0,3 mg/orelha e 44,67 

± 9,14 % na dose de 1,0 mg/orelha. O controle positivo dexametasona (0,1 mg/orelha) 

também causou a inibição significativa do edema de 73,94 ± 4,61 %, comparado ao 

grupo veículo do experimento. Após 24 h da aplicação de TPA (FIGURA 7b), a 

redução do edema se manteve quando comparado com o grupo veículo 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 

±8,85%).  

A administração de TPA nas orelhas induziu aumento significativo na 

atividade da enzima MPO, quando comparado ao grupo naive. Esse aumento causado 

pelo TPA não sofre interferência do veículo, e foi inibido pelo tratamento tópico com 

as diferentes doses do extrato, sendo observado inibição 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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a)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b)

 

 
 
FIGURA 7. Efeito do tratamento tópico com o extrato de C. rotundus no modelo de edema de 
orelha induzido por TPA. O processo inflamatório foi induzido na orelha dos animais pela 
administração tópica de TPA (2,5 μg/orelha). Em seguida, foi realizado o tratamento tópico com o 
extrato de C. rotundus diluído em 3:7 etanol/acetona, nas doses de 0,1; 0,3; 1,0 mg/orelha, ou 
dexametasona (0,1 mg/orelha). Após 6 (a) e 24 h (b) da aplicação do TPA, a espessura das orelhas foi 
medida com o auxílio de um micrômetro. As barras representam a média ± SEM (n =6) da espessura 
aumentada da orelha. Controle (somente TPA); Veículo (Veh, 3:7 etanol e acetona); C. rotundus (doses 
do extrato), dexametasona (Dexa, controle positivo). Os símbolos representam o nível de significância 
ao comparar os grupos de tratamento com o grupo veículo (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 tópico com o extrato de C. rotundus sobre o aumento na 
atividade da enzima MPO causada pelo TPA.  Após 24 h da aplicação do TPA, as amostras teciduais 
de orelha (6 mm) foram coletadas e submetidas à análise da atividade da enzima MPO. As barras 
representam a média ± SEM (n =6) da espessura aumentada da orelha. Naive (sem tratamento); 
Controle (somente TPA); Veículo (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 símbolos representam o nível de significância ao 
comparar os grupos de tratamento com o grupo veículo (Veh) ***p <0,001 (ANOVA de uma via seguido 
pelo teste de Bonferroni post-hoc) e # representa diferença entre o naive e controle. 
 
 

Para confirmar o efeito do extrato de C. rotundus na inflamação cutânea 

induzida pelo TPA, foi realizada a análise histológica (FIGURA 9a). A análise dos 

cortes histológicos das orelhas dos camundongos indica que o tratamento com TPA 

após 24 h propiciou intenso infiltrado celular na derme e edema, o mesmo foi 

observado no grupo tratado apenas com o veículo. O tratamento com o extrato de C. 

rotundus nas diferentes doses reduziu o infiltrado celular na derme, apresentando 

inibição na dose 0,1 mg/orelha de 63,64 ± 5,97 %, na dose de 0,3 mg/orelha de 94,59 

± 2,94%, na dose 1,0 mg/orelha 92,36 ± 2,34%, assim como o controle positivo 

dexametasona que promoveu uma inibição de 96,00 ± 1,08 % (FIGURA 9b). 
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a) 

 

b) 

 
 
FIGURA 9. Influência do tratamento tópico com o extrato de C. rotundus sobre a infiltração 
celular induzida por TPA. (a) A partir de amostras teciduais (6 mm) coletadas no do modelo de 
inflamação induzida por TPA, foram realizadas análises histológicas onde as imagens foram adquiridas 
com microscópio óptico, e foi quantificada a celularidade pelo software Prism 7.0. (b) A quantificação 
foi realizada através da contagem dos leucócitos totais com aumento de 200x em três campos distintos 
de quatro cortes histológicos de cada grupo. As barras representam a média ± SEM (n =3) da espessura 
aumentada da orelha. Naive (sem tratamento); Controle (somente TPA); Veículo (Veh, 3:7 etanol e 
acetona); C. rotundus (0,1, 0,3 e 1,0 mg/orelha), Dexa (dexametasona, 0,1 mg/orelha). Os símbolos 
representam o nível de significância ao comparar os grupos de tratamento com o grupo  veículo (Veh) 
*** p <0,001 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni post-hoc) e # representa diferença 
entre o naive e controle. 

b) 
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4.3 MODELO INFLAMATÓRIO INDUZIDO PELO AA 

Como observado na FIGURA 10, a administração tópica do AA (2 mg/orelha) 

na orelha promoveu o aumento da espessura da orelha após 1 h. Novamente 

verificamos que o veículo sozinho usado para preparar o extrato não interfere na 

resposta inflamatória do AA. Contudo apenas o tratamento tópico 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 veículo. O controle positivo Indometacina, anti-inflamatório 

não esteroidal, inibiu (60,30± 5,24%) de forma significativa a espessura da orelha 

quando comparada com o veículo.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 10. Efeito do tratamento tópico com o extrato de C. rotundus no modelo de edema de 
orelha induzido por AA. O processo inflamatório foi induzido na orelha dos animais pela administração 
tópica de AA (2,0 mg/orelha). Em seguida, foi realizado o tratamento tópico com o extrato de C. rotundus 
(dose de 0,1; 0,3; 1,0 mg/orelha), veículo ou indometacina (2,0 mg/orelha). A espessura das orelhas foi 
medida com o auxílio de um micrômetro 1 h após a aplicação do AA. As barras representam a média ± 
SEM (n =6) da espessura aumentada da orelha. Controle (somente AA); Veículo (Veh, 3:7 etanol e 
acetona); C. rotundus (doses do extrato), Indometacina (Indo, controle positivo). Os símbolos 
representam o nível de significância ao comparar os grupos de tratamento com o grupo veículo (Veh) 
*p <0,005 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni post-hoc). 
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4.4 TRATAMENTO TÓPICO COM EXTRATO DE C. rotundus NA INFLAMAÇÃO 
CRÔNICA DA PELE INDUZIDA POR MÚLTIPLAS APLICAÇÕES DE TPA 

 
Para verificar se a atividade anti-inflamatória demonstrada pelo extrato de C. 

rotundus aplicado topicamente se manteria em uma situação de processo inflamatório 

já estabelecido, os animais foram submetidos ao protocolo que mimetiza o processo 

inflamatório crônico de pele onde o edema de orelha é induzido pelas múltiplas 

aplicações de TPA na orelha dos camundongos. Nesse experimento, foi testada 

apenas a dose de 0,3 mg/orelha. A múltipla aplicação de TPA em dias alternados 

promoveu edema, migração leucocitária e aumento da espessura da epiderme da 

orelha dos animais (FIGURAS 11, 12 e 13). No quinto dia do protocolo, onde está 

estabelecido o processo inflamatório, o tratamento com o extrato de C. rotundus (0,3 

mg/orelha) foi capaz de reduzir a formação do edema sendo observado uma redução 

de 68,38 ± 7,86 % no 9° dia de tratamento. O controle positivo dexametasona foi capaz 

de reduzir o edema com inibição de 87,21 ± 3,50% no 9° dia quando comparado com 

o grupo controle (FIGURA 11). 
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FIGURA 11. Aplicação tópica do extrato de C. rotundus reduz o edema de orelha causado por 
modelo crônico. O processo inflamatório crônico foi induzido com a aplicação tópica de TPA (2,5 
μg/orelha) em dias alternados durante 9 dias. A partir do 5° dia foi iniciado o tratamento tópico 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 símbolos representam o nível de significância 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 enzimático 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 níveis basais. Entretanto, na atividade 

enzimática da NAG, que representa a presença indireta de células mononucleares, o 

extrato de C. rotundus na dose de 0,3 mg/orelha não causou alteração significativa e 

a dexametasona promoveu redução 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 inflamação crônica da pele induzida por aplicações múltiplas de TPA. Após o 9° dia da 
aplicação do TPA as amostras teciduais de orelha (6mm) foram coletadas e submetidas à análise 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 símbolos representam o nível de significância ao comparar 
os 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 diferença entre o naive e controle. 
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Para avaliar a migração leucocitária, foi realizado a analise histológica do 
tecido das orelhas após a múltipla administração tópica de TPA (FIGURA 13). 

 

 
FIGURA 13. Fotos representativas da análise histológica do tecido das orelhas de animais 
submetidos à múltiplas aplicações de TPA e o efeito do extrato de C. Rotundus. A partir de 
amostras teciduais (6 mm) coletadas no 9º dia no modelo de edema induzido pelo TPA, foram 
realizadas análises histológicas onde as imagens foram adquiridas com microscópio óptico. A 
quantificação 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 região de intensa 
celularidade. 

 

Na FIGURA 13 é possível verificar que a múltipla aplicação de TPA promoveu 

a hipertrofia da epiderme, causada pela intensa proliferação de queratinócitos e 

aumento da celularidade na derme, quando comparado ao tecido de animais naive. O 

tratamento com o extrato de C. rotundus propiciou redução na espessura epidérmica 

de 80,95±2,11 % e de 76,76± 1,72% na migração 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 migração celular dérmica (FIGURA 14). 
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FIGURA 14: Efeito do extrato de C. rotundus sobre espessura da epiderme e migração 
leucocitária na derme induzida pela aplicação múltipla de TPA. Quantificação da análise histológica 
de (a) espessura da epiderme e (b) celularidade após múltiplas aplicações de TPA. A quantificação da 
celularidade foi realizada através da contagem dos leucócitos totais com aumento de 200x em três 
campos distintos de quatro cortes histológicos 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 símbolos representam o nível de significância 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 diferença entre o naive e controle. 
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Para verificar a taxa de multiplicação celular na epiderme utilizamos a 

quantificação da expressão da proteína PCNA nas amostras de orelhas de animais 

submetidos ao protocolo das múltiplas aplicações de TPA. Na FIGURA 15a é possível 

observar que todos os grupos apresentaram células em proliferação, positivas para 

PCNA, mas a marcação é muito mais intensa no grupo Controle, com nítida redução 

pelos tratamentos com C. rotundus e dexametasona. O grupo controle apresentou 

níveis aumentados de células positivas para PCNA, enquanto o tratamento tópico com 

o extrato de C. rotundus inibiu em 73,18 ± 3,80% este aumento (FIGURA 15b). A 

dexametasona (controle positivo) promoveu redução dos níveis de PCNA em 94,20± 

1,34% (FIGURA 15b).  

Objetivando verificar a influência do tratamento com o extrato sob a 

diferenciação dos queratinócitos, foi realizado a imuno-marcação da K14 na pele das 

orelhas após os tratamentos no modelo crônico de inflamação (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 níveis aumentados e o 

tratamento com o extrato e o controle positivo promoveram uma redução das células 

positivas, quando comparado ao tecido de animais naive. A aplicação repetida de TPA 

causou aumento no número de células positivas K14, e o tratamento com o extrato 

reduziu em 76,56± 1,39%. Já a aplicação de dexametasona inibiu em 96,42± 1,32% 

o número de células K14 positivas (FIGURA 16b).  
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FIGURA 15: Influência do tratamento com o extrato de C. rotundus sobre a imunomarcação da 
proteína PCNA em tecidos submetidos aplicação múltipla de TPA. A partir de amostras teciduais 
(6 mm) coletadas no 9º dia do modelo de inflamação induzida por TPA, foram realizadas análise de 
imuno-histoquímica para PCNA. (a) Fotos representativas e (b) quantificação de células positivas para 
PCNA avaliada no aumento de 400x de quatro cortes histológicos 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 
símbolos representam o nível de significância 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 diferença entre o naive e controle. A flecha preta indica células em proliferação. 
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FIGURA 16: Efeito do extrato de C. rotundus sobre diferenciação dos queratinócitos (K14) após 
a aplicação múltipla de TPA. A partir de amostras teciduais (6 mm) coletadas no 9º dia do modelo de 
inflamação induzida por TPA, foram realizadas análise de imuno-histoquimica (a) e quantificação de 
células positivas para K14 (b) com aumento de 400x de quatro cortes histológicos de cada grupo. As 
barras representam a média ± SEM (n =6) da espessura aumentada da orelha. Naïve (sem tratamento); 
Controle (somente TPA); C. rotundus (0,3 mg/orelha), Dexa (dexametasona 0,1 mg/orelha). Os 
símbolos representam o nível de significância 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 diferença entre o naive e controle. A flecha verde indica células em diferenciação. 
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4.5 EFEITO DO TRATAMENTO TÓPICO DO EXTRATO DE C. rotundus NA 
ATROFIA CUTÂNEA E NOS ÓRGÃOS LINFOIDES. 

A fim de verificar uma possível toxicidade do tratamento tópico do extrato de 

C. rotundus, camundongos foram tratados por via tópica 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 não foi 

capaz de reduzir a espessura da orelha e causar atrofia cutânea, ao contrário do grupo 

tratado com a dexametasona que reduziu significativamente a espessura da orelha 

em 36,33 ± 5,65 μm quando comparado com o grupo naive (FIGURA 17b).    

O peso dos órgãos linfoides e adrenais, não foi observado nenhum efeito 

adverso significativo no grupo tratado com o extrato, diferente da dexametasona, onde 

foi observado como efeito colateral a redução do peso do baço em 73,16 ± 3,05% e 

timo em 84,79 ± 2,81% (FIGURA 17d e 17e). 
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FIGURA 17: Influência do tratamento tópico com extrato de C. rotundus na atrofia cutânea e nos 
órgãos linfoides. (A) o peso dos animais, (B) espessura da orelha, peso, (C) linfonodo auricular, (D), 
peso do baço (E) peso do timo e (F) das glândulas 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 período 
de sete dias e a espessura da orelha direta dos animais foi avaliada no 1º e último dia de experimento. 
As amostras foram coletadas no último dia de experimento. As barras representam a média ± SEM (n 
=6) da espessura aumentada da orelha. Naïve (sem tratamento); C. rotundus (0,3 mg/orelha), Dexa 
(dexametasona). Os símbolos representam o nível de significância 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 REVERSÃO POR ANTAGONISTA DE GLICOCORTICOIDE  

Conforme demostrado na FIGURA 18a, o pré-tratamento com PEG 400, não 

interferiu no aumento da espessura da orelha com a administração de TPA e na 

atividade da mieloperoxidase (FIGURA 18b). A aplicação tópica do extrato promoveu 

inibição de 38.20 ± 7,8% na formação do edema e na atividade da MPO em 90,14 ± 

10,25% assim como a dexametasona 98.89 ± 5.08% e 95,96 ± 10,7%, 

respectivamente, quando comparados com o grupo TPA/PEG400.  

Em contrapartida, como esperado, o pré-tratamento com a mifepristona 

reverteu o efeito anti-edematogênico e a atividade da MPO do grupo tratado com 

dexametasona, quando comparado com o grupo TPA/mifepristona. Contudo, o pré-

tratamento com a mifepristona não reverteu o efeito do tratamento com o extrato na 

espessura da orelha (inibiu a formação 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: Influência do antagonista de glicocorticoides no efeito anti-inflamatório 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 após a 
administração de TPA. O edema da orelha foi medido 6 horas após a administração do TPA (a) e 
atividade da enzima MPO (b) foi avaliada 24 h após. As barras representam a média ± SEM (n =6-11). 
Naive (sem tratamento); Veículo (PEG 400); Controle (somente TPA); C. rotundus (0,3 mg/orelha), 
Dexa (dexametasona, controle positivo). Os símbolos representam o nível de significância ao comparar 
os grupos de tratamento com o grupo de controle (TPA + Veículo) e (TPA + Antagonista). ** p< 0,01 *** 
p <0,001 (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni post-hoc) e & representa diferença 
entre os grupos (Dexa+ Veículo) e (Dexa+ Mifepristona). 
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5 DISCUSSÃO 

Como descrito anteriormente, C. rotundus é uma planta de uso popular, 

utilizada para o tratamento de condições inflamatórias entre outras desordens por 

vários grupos étnicos, em países asiáticos praticantes da medicina Ayurveda (MEENA 

et al., 2010). A grande utilização popular dessa planta, têm despertado interesse em 

pesquisadores devido ao conhecimento sobre seu potencial terapêutico 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 tópica anti-inflamatória em diferentes modelos de inflamação da pele. 

Exibimos que o extrato de rizoma de C. rotundus aplicado diretamente na pele foi 

eficaz, reduzindo quase completamente a resposta inflamatória causada pelo TPA e 

pelo AA. Em todos os parâmetros avaliados, o extrato reduziu todos os parâmetros 

inflamatórios relacionados à dermatite irritativa, que são edema e migração celular 

Diversos estudos já mostraram o potencial anti-inflamatório de C.rotundus. 

Conforme revisado por Kumar, Rani e Meher (2017), a atividade anti-inflamatória 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-edematogênico do uso do extrato 

etanólico do tubérculo neste mesmo modelo de inflamação aguda, verificando uma 

atividade anti-inflamatória 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 

cicatrização (modelo de excisão de pele), observando uma redução do tempo de 

fechamento da ferida comparado ao controle, sugerindo a utilização de C. rotundus 

como um cicatrizante natural. Seo et al. (2001) observaram o uso do extrato 

metanólico dos rizomas da planta como candidato anti-inflamatório para o tratamento 

de doenças inflamatórias mediadas pela superprodução de óxido nítrico e superóxido. 

Das e Misra (1988) fizeram um levantamento etnomedicinal de 35 plantas utilizadas 

como tratamento de várias desordens nas tribos do distrito de Koraput, em Orissa 

(Índia), sendo as raízes de C. rotundus utilizadas por via oral como tratamento de 

dermatite. Porém não existe nenhum dado científico sobre a atividade anti-inflamatória 

de C. rotundus como tratamento das desordens de pele. 
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A pesquisa fitoquímica da planta é importante principalmente quando ainda 

não existem estudos químicos com a espécie de interesse, proporcionando a 

identificação de grupos de metabólitos secundários relevantes. O estudo preliminar 

com o extrato foi realizado devido à indicação popular observada a partir do 

levantamento etnofarmacológico na literatura (BESSA et al., 2013). No teste de 

triagem realizado, identificamos a presença de flavonoides, saponinas e taninos no 

extrato dos rizomas de C. rotundus.  

A capacidade anti-inflamatória de várias plantas medicinais pode ser referida 

à existência de diversos metabólitos como: flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas 

e antraquinonas, que atuam como inibidores de mediadores pró-inflamatórios e alvos 

moleculares nas respostas inflamatórias. Plantas que apresentam saponinas e 

flavonóides são relatadas com várias ações farmacológicas como atividade antiviral, 

antitumoral, antimicrobiana, etc., entre elas a anti-inflamatória. (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 está presente em grandes quantidades, composto este, 

conhecido por atuar em várias vias moleculares envolvidos com a resposta 

inflamatória. Segundo Lee et al. (2018) a vias do NF-κB, Erk1/2 e JNK podem ser 

alvos moleculares de quercetina em uma resposta inflamatória induzida por LPS. 

Recentemente, Hou et al. (2019) observaram que o tratamento com quercetina 

atenuou a expressão de citocinas pro-inflamatórias (IL-4, IL-6, IFN-γ e TNF-α) por 

imuno-histoquímica em modelo de dermatite atópica induzida por MC903 em 

camundongos.  

Como revisado por Peezarda e colaboradores (2015) vários estudos relataram 

a presença de alcaloides, flavonoides, taninos, cumarinas, terpenóides, 

sesquiterpenóides e entre outros, no óleo essencial dos rizomas e tubérculos de C. 

rotundus. Isso se justifica, porque os rizomas e tubérculos dessa planta são ricos em 

metabólitos secundários na forma de óleos essenciais. Sendo assim, estudos 

complementares sobre a identificação e isolamento compostos fitoquímicos de 

diferentes extratos (etanólico, metanólico, aquoso) dos rizomas ainda são escassos, 

porém, são necessários para associar prováveis atividades biológicas podendo então 

justificar o uso popular dos extratos de rizomas de C. rotundus. 
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Segundo Kamala et al. (2018), alguns estudos já identificaram a presença 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 já são conhecidos por possuírem atividades anti-

inflamatórias e são de grande demanda para uso em vários medicamentos 

fitoterápicos nas indústrias farmacêuticas. Por exemplo, recentemente CHEN e 

colaboradores (2017) relataram que a atividade anti-inflamatória da quercetina pode 

estar associada com a regulação negativa da via do NF-κB, atenuando os níveis de 

TNF-α, IL-6 e IL-17 no modelo de inflamação de pele psoriática induzida pelo 

imiquimod. O kaempferol, também é um flavonoide bastante investigado encontrado 

em C. rotundus e em muitas outras plantas medicinais, possui ação anti-inflamatória 

através da supressão direta das atividades de quinase: Src, Syk, IRAK1 e IRAK4, 

envolvidas na ativação de NF-κB e AP-1 (KIM et al., 2015). Esses mecanismos já 

poderiam explicar o efeito anti-inflamatório tópico do extrato de C. rotundus, no 

entanto, são necessários mais estudos para isolar e caracterizar constituintes 

químicos anti-inflamatórios presentes nos rizomas de C. rotundus.   

Através do modelo de indução de edema de orelha é possível avaliar o 

processo inflamatório cutâneo, induzido por diferentes agentes: TPA, AA, Fenol, entre 

outros. Além de verificar a formação de edema, permite fazer análise de outros 

parâmetros do processo inflamatório. Primeiramente, foi realizado o modelo de 

dermatite irritativa onde a inflamação na pele é causada pela aplicação de TPA. Esse 

modelo é amplamente utilizado para avaliar e compreender a atividade inflamatória 

de compostos. O TPA é o principal constituinte ativo do óleo de cróton, obtido do 

arbusto Croton tiglium (Euphorbaceae). A aplicação tópica desse agente flogístico é 

utilizada como padrão farmacológico para doenças de pele, por estimular a liberação 

de vários mediadores, atuando em diversas vias inflamatórias. Seu mecanismo é por 

ativação direta da proteína quinase C (PKC), promovendo a ativação da via da MAPK, 

causando a ativação de alguns fatores de transcrição nuclear, como NF-κB e AP-1, 

que são essenciais na liberação de algumas citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-2, IL-

6, IL-8, TNF-α). Além disso, ocorre também a ativação da cascata do AA, via 

ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX), responsáveis por desencadear e manter 

o processo inflamatório. Como resultado, esses eventos promovem aumento da 

permeabilidade vascular, vasodilatação, migração de leucócitos, liberação de 

histamina e serotonina, além de aumentar os níveis 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 após a aplicação tópica de TPA ocorre vasodilatação e um 

acentuado infiltrado celular com pico máximo de resposta após 6 h de indução, 

retornando aos valores basais após 48 h. O TPA promove aumento dos níveis de TNF-

α com pico em torno de 5 horas e aumento gradual dos níveis de prostaglandina E2 

(PGE2) na pele, responsável pela regulação de várias citocinas envolvidas na resposta 

inflamatória .De acordo com os dados obtidos neste modelo, o tratamento tópico com 

o extrato de C. rotundus foi capaz de inibir a formação de edema nas três doses 

testadas (0,1 mg, 0,3 e 1,0 mg/orelha). Compostos testados capazes de inibir o edema 

nesse modelo, provavelmente estão interagindo especificamente em uma ou mais 

vias moleculares descritas acima responsáveis pelo processo inflamatório induzido 

pelo TPA (GABOR, 2000 TUBARO et al., 1986; MIYAURA et al., 2003; ANDÚJAR et 

al., 2010). 

Ainda nesse modelo, foi avaliada a ação do extrato sobre a atividade da 

enzima MPO. A MPO é uma enzima catiônica, que contém o grupo heme, sendo o 

principal constituinte dos grânulos azurofílicos dos neutrófilos. Por isso, é considerada 

como um marcador sensível de quimiotaxia e infiltração de neutrófilos onde essa 

migração ocorre no máximo 24 h após a aplicação do TPA tópico. O nível de atividade 

dessa enzima é diretamente proporcional à quantidade de neutrófilos 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 diferenciação 

celular da linhagem mieloide ela também pode ser expressa em menor grau por 

lisossomos primários de monócitos. Porém, quando os monócitos são liberados na 

circulação, a síntese de MPO é inibida devida a sua diferenciação em macrófagos. A 

função dos neutrófilos no local da inflamação é complexa, são responsáveis por 

liberarem diversas substâncias, entre elas, mediadores pró-inflamatórios e atuam 

como fagócitos, exibindo uma atividade microbicida através da geração de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e secreção de enzimas intracelulares como a MPO. Na 

presença de peróxido de hidrogênio e haletos (cloreto, brometo ou tiocianato), a MPO 

catalisa a formação de intermediários reativos de oxigênio, podendo formar ácido 

hipocloroso e outras porções reativas que possuem ação microbicida. É por esse 

mecanismo microbicida intracelular de fagócitos 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 hidrogênio, para potencializar sua função a um alvo 

extracelular em situações onde o alvo não é fagocitado pelo neutrófilo devido a sua 

extensão. 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 aplicação tópica de TPA promoveu aumento da atividade enzimática da 

MPO, sendo este aumento revertido pela aplicação do extrato de C. rotundus nas 

diferentes doses. Esses resultados corroboram com à análise histológica que 

demonstrou que o tratamento com o extrato promoveu redução da celularidade na 

derme quando comparado com o grupo veículo. Assim, ao reduzir a o número de 

células como os neutrófilos, o extrato provavelmente está impedindo a amplificação 

para um processo inflamatório crônico, pois estas células participam da manutenção 

da resposta inflamatória pelo crosstalk com outras células (infiltrantes e residentes) 

do tecido através da liberação de mediadores pró-inflamatórios como citocinas, 

enzimas proteolíticas e ROS. (TERUI, OZAWA, TAGAMI, 2000). 

O TPA estimula várias vias inflamatórias decorrentes da ativação da PKC, e 

por isso vários compostos anti-inflamatórios com mecanismos de ação 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-inflamatório do extrato de C. rotundus poderia estar 

envolvendo a via do AA. Esse ácido graxo poli-insaturado presente na camada 

fosfolipídica das membranas celulares é clivado pela enzima PLA2. Então, o AA livre 

pode ser metabolizado pela enzima 5-LOX levando à formação de leucotrienos (LT), 

e pela enzima COX-2 levando a formação de prostaglandinas. Estas irão mediar os 

eventos iniciais da inflamação, como alterações na permeabilidade vascular e 

vasodilatação. O LTB4 gerado induz a migração e fixação de neutrófilos 

polimorfonucleares no endotélio vascular. A aplicação de AA induz uma rápida 

dilatação vascular, eritema, edema e infiltração leucocitária (FERREIRA et al., 2010; 

SANTOS et al., 2017). Neste modelo, foi observado que apenas a dose de 0,3 

mg/orelha inibiu a formação do edema de orelha induzida pela aplicação tópica de AA. 

Esse resultado sugere que parte do efeito anti-inflamatório do extrato é por 

interferência na via do AA. Sendo assim, alguns compostos bioativos do extrato 
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podem estar interagindo sinergicamente por outras vias na cascata inflamatória, 

inibindo a formação do edema.  

Dando sequência, foi selecionada a dose intermediária 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-inflamatória no modelo 

crônico de inflamação de pele, uma vez que esse modelo é relevante para avaliar 

atividade anti-inflamatória de compostos, frente a uma  lesão inflamatória 

estabelecida, mimetizando o que se assemelha na terapia clínica dermatológica, onde 

o tratamento é iniciado após o processo inflamatório estabelecido (STANLEY et al., 

1991).  

O tratamento tópico com extrato foi capaz de interferir de modo significativo 

frente ao processo inflamatório já estabelecido. Sobre o edema avaliado diariamente, 

os dados mostram que o efeito inibitório do extrato da C. rotundus foi visível no sétimo 

dia do protocolo experimental (ou seja, no 2o. dia de tratamento) e se estendeu até o 

último dia. O tratamento com o extrato também foi capaz de reduzir a atividade da 

MPO, porém não alterou a atividade do NAG. A NAG é uma enzima lisossomal 

presente em altos níveis em macrófagos ativados, por isso é considerada marcador 

indireto da presença de células mononucleares no tecido inflamado (BAILEY, 1988). 

Assim, a diminuição do número total de células quantificadas pela análise histológica 

é provavelmente devida à interferência do extrato nos neutrófilos em outras células, 

mas não nas células mononucleares.  

A múltipla aplicação tópica de TPA origina uma reação inflamatória 

prolongada que mimetiza um processo psoriático, que consiste em infiltrado de células 

inflamatórias (caracterizado principalmente por macrófagos e células T) e pela 

hiperproliferação de queratinócitos (representados pelo aumento da espessura da 

epiderme). Sabe-se que um dos mecanismos que promove a proliferação de 

queratinócitos é a presença aumentada de citocinas (principalmente a IL-6, IL-1 e 

TNF-α) e a presença de células T (CARRENHO et al., 2015; STANLEY et al., 1991). 

A aplicação do extrato foi eficaz promovendo uma redução na espessura da epiderme, 

o que poderia indicar que o extrato pode estar interferindo na proliferação celular. Para 

investigar esse parâmetro, foi realizado a análise imuno-histoquímica para expressão 

da proteína PCNA. O PCNA é um cofator da DNA polimerase no processo de 

replicação do DNA de células eucarióticas. É uma proteína nuclear correlacionada 

com o estado proliferativo da célula. Como tal, a imunolocalização de PCNA pode ser 
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utilizada como um indicador de proliferação celular e a sua expressão é indicativo de 

proliferação celular ativa (ARISAWA et al., 2010). Foi observado uma inibição 

significativa da proliferação de queratinócitos 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 manutenção 

das lesões psoriáticas, estimulando a proliferação epidérmica e a migração de 

neutrófilos que são quimioatrativos e se acumulam nas áreas inflamadas dessas 

lesões. Estes neutrófilos infiltrados promovem a proliferação e diferenciação dos 

queratinócitos epidérmicos através da produção de uma grande quantidade de 

citocinas (incluindo IL-1, IL-6, TNF-α, IL-8, IL-12 e IL-10) produzidas por essas células 

imunes. Como o extrato de C. rotundus promoveu interferência na migração de 

neutrófilos, é possível que seja por esse mecanismo que interferiu na hiperproliferação 

de queratinócitos. Entretanto, não se exclui uma possível ação direta do extrato sobre 

a proliferação de queratinócitos, que, além da atividade anti-inflamatória, pode 

apresentar atividade antiproliferativa. Na verdade, de qualquer forma, esses 

resultados tornam o C. rotundus uma futura opção para o tratamento de condições 

inflamatórias crônicas da pele, como a psoríase de casos leves a moderados, onde a 

terapia tópica é o tratamento de primeira escolha (AFIFI et al., 2005)  

Não obstante, a atividade antiproliferativa dos rizomas de C. rotundus já foi 

relatada na literatura. WANG et al. (2019) investigaram o efeito do extrato do rizoma 

de C. rotundus na proliferação celular em células de câncer de mama triplo-negativo 

(TNBC-Triple-negative breast cancer), onde os efeitos antiproliferativos induzidos pelo 

extrato estavam relacionados com a interrupção do ciclo celular na fase G0/G1, 

impedindo que o ciclo celular prosseguisse para a fase de divisão celular (fase M). 

Sendo assim, esse mecanismo pode estar relacionado com a atividade 

antiproliferativa sobre os queratinócitos observado no presente estudo. 

De forma complementar, foi avaliado o efeito do tratamento com o extrato 

sobre a diferenciação anormal dos queratinócitos através da marcação por imuno-

histoquímica da K14 no modelo da múltipla aplicação de TPA. As queratinas são 

proteínas que fazem parte dos filamentos intermediários que compõem o 

citoesqueleto das células. Diversas citoqueratinas são expressas pelas queratinócitos 

durante a proliferação e diferenciação, permitindo distinguir em qual camada (estrato) 

essas células se encontram. Os queratinócitos basais da epiderme, que estão em 
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estado proliferativo, expressam as citoqueratinas K5 e K14. Assim que eles migram 

para a próxima camada da epiderme, eles perdem a atividade mitótica, passando a 

expressar um novo conjunto de queratinas específicas de diferenciação, ou seja, à 

medida que o queratinócito se diferencia, ele muda a expressão das queratinas. 

Nesse estudo, foi possível observar que o TPA promoveu aumento de número de 

células positivas K14 na camada basal da epiderme (devido a hiperproliferação dos 

queratinócitos), assim como nas outras camadas, sugerindo uma diferenciação 

anormal dos mesmos. Já a pele tratada com o extrato tem marcação positiva para a 

K14 apenas na camada basal. A expressão da K14 está localizada nas células 

epidérmicas em proliferação no estrato basal, e é tipicamente ausente em 

queratinócitos em diferenciação. Isto sugere, que o tratamento com o extrato de C. 

rotundus promoveu o restabelecimento da diferenciação epidérmica para mais 

próxima da pele saudável, devido a redução do número de queratinócitos 

indiferenciados e em estágios proliferativos (FUCHS, 1993; BRAGULLA e 

HOMBERGER, 2009). Sendo assim, o tratamento com o extrato de C. rotundus 

poderia melhorar esses parâmetros característicos da psoríase como a 

hiperproliferação e alteração da diferenciação terminal nos queratinócitos (PERERA 

et al., 2012). 

Os glicocorticoides como a dexametasona são conhecidos por regularem 

diversas funções celulares, incluindo desenvolvimento, homeostase, metabolismo e 

inflamação. Devido a sua ação anti-inflamatória, antiproliferativa e imunomoduladora, 

são os medicamentos mais prescritos no mundo, por serem usados na clínica para o 

tratamento de várias desordens como das doenças inflamatórias de pele. Os efeitos 

terapêuticos dos corticoides estão relacionados a sua ligação 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, vários estudos tem relatado efeitos adversos locais e sistêmicos. 

A terapia com essa classe de medicamentos é limitada devido aos efeitos adversos 

associados a altas doses, seu uso a longo prazo e uma pequena parcela dos 

pacientes não respondem ao tratamento com glicocorticoides tópicos, mesmo em 

altas doses. Devido a numerosos efeitos colaterais locais e sistêmicos relatados no 

tratamento de distúrbios dérmicos inflamatórios resultantes da terapia atual, a busca 

por terapias menos agressivas e eficazes têm motivado o uso de plantas medicinais 

para fins terapêuticos e pelos princípios ativos presentes nessas plantas (SCHÄCKE, 
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DÖCKE, ASADULLAH, 2002; COONDOO et al., 2014 RAMAMOORTHY e 

CIDLOWSKI, 2016). 

Os efeitos terapêuticos anti-inflamatórios e imunossupressores dos 

glicocorticoides são decorrentes da sua ligação com o GR, presente no citoplasma 

celular de várias células. Na presença dos glicocorticoides, o receptor sofre mudanças 

conformacionais e o complexo glicocorticoide-GR é translocado para o núcleo por um 

processo que envolve proteínas presentes na membrana celular. No núcleo promove 

transcrição gênica regulando positiva ou negativamente a expressão dos genes alvos. 

A transcrição gênica pode ser regulada por dois mecanismo: a) transrepressão gênica: 

é a interação do GR com as subunidades de fatores de transcrição como NF-κB e AP-

1,  essa interação promovem efeito inibitório de suas funções, reprimindo a síntese de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e IL-2, TNF-α e moléculas de adesão; b) 

transativação gênica: facilita a transcrição de genes codificantes de proteínas anti-

inflamatórias como a expressão de anexina I (também denominada lipocortina-1), 

proteína anti-inflamatória que inibe a PLA2 citosólica, bloqueando a libertação de AA 

e a sua subsequente conversão em eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos, 

prostaciclinas e leucotrienos; e da MAPK fosfatase 1, a qual bloqueia a fosforilação 

das cascata das MAPKs quinases, impedindo a expressão de proteínas inflamatórias 

(BOSSCHER, BERGHE, HAEGEMAN, 2003; RHEN e CIDLOWSKi, 2005).  

Pelo fato de C. rotundus exercer um efeito anti-inflamatório expressivo, 

buscou-se compreender se a ação estaria associada à ativação de GR através do pré-

tratamento com o antagonista desse receptor, mifepristona. A mifepristona é um 

antagonista dos GR não 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. É utilizada na terapia clínica de pacientes com síndrome de Cushing, onde 

o objetivo do tratamento é controlar o excesso de cortisol (BERTAGNA et al., 1984; 

JOHANSSEN e ALLOLIO, 2007). Com a administração de mifepristona no modelo 

utilizado, o efeito anti-inflamatório dos tratamentos não pode ocorrer via GR. Neste 

estudo, observou-se que, o pré-tratamento com a mifepristona não foi capaz de 

reverter o efeito anti-inflamatório sobre a formação do edema de orelha no grupo 

tratado com o extrato de C. rotundus. Já o tratamento com a dexametasona, como se 

trata de um corticoide, teve o efeito anti-inflamatório completamente revertido pelo pré-

tratamento com mifepristona. Resultados esses, confirmados pela análise enzimática 

MPO, onde o pré-tratamento com a mifepristona não inibiu o efeito do extrato na 
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redução de neutrófilos no local da inflamação. Esses resultados propõem que o efeito 

anti-inflamatório de C. rotundus não envolve o mecanismo de receptor glicocorticoide 

(GR). 

Uma vez comprovado o efeito anti-inflamatório do extrato, tornou-se 

interessante investigar se o extrato poderia promover uma possível toxicidade 

relacionada ao seu tratamento. As múltiplas administrações de C. rotundus não 

promoveram atrofia cutânea e mostraram não interferir no peso dos animais e órgãos 

linfoides. No entanto, como esperado, por ser um dos efeitos colaterais mais 

frequentes da terapia com corticosteroides tópicos de longa duração, o tratamento 

tópico com o corticoide dexametasona promoveu atrofia cutânea. Este efeito dos 

corticoides é ocasionado por causa da sua ação supressora sobre a atividade 

proliferativa dos queratinócitos e a diminuição da síntese proteica e atividade 

proliferativa dos fibroblastos dérmicos. As alterações dérmicas são ocasionadas 

principalmente sobre o turnover de colágeno, um dos principais componentes da MEC 

e a regulação de outras proteínas como a elastina, bem como produção de ácido 

hialurônico, tornando a pele do paciente mais fina e frágil (RUSSELL et al., 1995; 

PÉREZ, et al., 2001). 

Alterações nos órgãos linfoides, como baço e timo, também ocorreram com a 

aplicação tópica da dexametasona. Esses efeitos ocorrem devido ao seu efeito 

imunossupressor que leva à atrofia dos órgãos linfoides, modulando o 

desenvolvimento e a função de várias células do sistema imune. Os glicocorticoides 

atenuam a resposta imune inata inibindo a ativação e a diferenciação das APCs, 

reduzindo a secreção de citocinas pró-inflamatórias. Além disso, a imunidade 

adaptativa também é afetada porque o tratamento com glicocorticoide torna os 

linfócitos T imaturos, os linfócitos T maduros tornam-se mais suscetíveis a apoptose 

e diminuição da quantidade de linfócitos B também é observada, embora não na 

mesma extensão que as células T. Devido a essa modulação no desenvolvimento e 

função das células do sistema imune os pacientes ficam predispostos a infecções 

oportunistas (CAIN e CIDLOWSKI, 2017). 

 Portanto, nossos resultados destacam outra vantagem do uso tópico de C. 

rotundus para doenças inflamatórias de pele, por ter demostrado uma atividade anti-

inflamatória significativa, proporcionando menor incidência de efeitos indesejáveis, 

pelo menos por um curto período, comparado ao tratamento com a dexametasona.  
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Desse modo, o presente trabalho exibe pela primeira vez a eficácia do extrato 

de rizomas de C. rotundus quando aplicado topicamente para tratamento de doenças 

de pele. É importante salientar que C. rotundus é considerada uma erva daninha 

invasora na agricultura, economicamente prejudicial para a produção agrícola, com 

diversos produtos no mercado objetivando sua erradicação, mas que por outro lado, 

apresenta grande potencial como anti-inflamatório. Sendo assim, o extrato de C 

rotundus pode ser uma nova ferramenta terapêutica para tratamento das desordens 

da pele. 

Tendo em vista todos os pontos levantados neste trabalho, mais estudos são 

necessários para isolar e caracterizar os constituintes químicos responsáveis pela 

atividade anti-inflamatória dos rizomas de C. rotundus, visto que poucas pesquisas 

foram realizadas até agora para identificar possíveis metabólitos secundários. 

Avaliações adicionais são indispensáveis para esclarecer todo o mecanismo de ação 

do extrato. 
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6 CONCLUSÃO 

O tratamento tópico com o extrato dos rizomas de C. rotundus apresentou 

atividade anti-inflamatória nos modelos de inflamação cutânea testados nesse 

trabalho. Tanto nos modelos agudos com AA e TPA, quanto no modelo com múltiplas 

aplicações 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 diferenciação celular através da redução da expressão de 

PCNA e K14, tornando o extrato de C. rotundus uma opção interessante para o 

tratamento de condições inflamatórias crônicas hiperproliferativas da pele, como a 

psoríase. 

Os resultados farmacológicos sugerem que o uso tópico do extrato não induz 

efeitos indesejados como os efeitos promovidos pelos glicocorticoides. Porém, 

estudos adicionais são necessários para a confirmação do mecanismo de ação e 

segurança de seu uso. 

 Assim, nossos resultados mostram que os extrato de C. rotundus podem ser 

uma ferramenta terapêutica atraente, de fácil cultivo e aquisição, para o tratamento de 

doenças inflamatórias da pele. 
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