UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FARMACIA — PPGFAR

ESTUDO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DA Rosmarinus
officinalis L. UTILIZANDO O MODELO DA PLEURISIA
INDUZIDA PELA CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS

MESTRADO

Julia Salvan da Rosa

Florian6polis
2013






UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACIA - PPGFAR

Julia Salvan da Rosa

ESTUDO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DA Rosmarinus
officinalis L. UTILIZANDO O MODELO DA PLEURISIA
INDUZIDA PELA CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS

Dissertacdo apresentada a Banca
Examinadora do Programa de Pos-
Graduagdo em Farméacia da
Universidade Federal de Santa
Catarina, como requisito parcial
para obtencgdo do titulo de Mestre
em Farméacia.

Orientadora: Profa. Dra. Tania Silvia Frode
Co-orientador: Prof. Dr. Eduardo Monguilhott Dalmarco

Area de Concentragéo: Analises Clinicas.

Linha de Pesquisa: Mecanismos moleculares e celulares
envolvidos em processos fisiopatolédgicos.

Floriandpolis
2013



Ficha de identificacéo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Rosa, Julia Salvan

Estudo do efeito anti-inflamatério da Rosmarinus
officinalis L. utilizando o modelo da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos [dissertagao] / Julia Salvan
da Rosa ; orientadora, Tania Silvia Fréde - Floriandpolis,
SC, 2013.

117 p.; 21cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias da Saude. Programa de Poés-
Graduagdo em Farmacia.

Inclui bibliografia

1. Farmacia. 2. Efeito anti-inflamatoério. 3. Rosmarinus
officinalis L.. 4. Pleurisia. 5. Produtos naturais. |. Frode,
Tania Silvia. Il. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de P6s-Graduag¢@o em Farmécia. 1. Titulo.




Dedico esta dissertacdo aos
meus pais Valdemir e Varlei
que, sempre me estimularam a
dar este grande passo. Estas
duas pessoas com muita
sabedoria, discernimento, bom
senso e dedicacao estiveram
ao meu lado, me encorajando
nas horas dificeis e me
aplaudindo nos momentos de
gléria. Obrigada por tudo.






AGRADECIMENTOS

Primeiramente quero agradecer a DEUS, ja que Ele nos
deu o dom da vida e, além disso, colocou pessoas tdo especiais
a meu lado, sem as quais certamente néo teria dado contal

Aos meus pais, Valdemir e Varlei, meu infinito
agradecimento pelos momentos de plenitude e apoio familiar
incondicional. Por sempre me incentivarem a alcancar caminhos
cada vez mais distantes. A vocés, minha eterna gratidao!

As minhas irmas, Silvia e Claudia, meu agradecimento
especial, pois, sempre apoiaram e estiveram presentes em
minha vida, por serem irmds, amigas, parceiras e grande
incentivadoras nesta caminhada. Obrigada por tudo sempre!

Aos meus “candidatos &” cunhados Felipe e Pedro, pelo
incentivo e apoio. Obrigada pelo carinho!

A minha orientadora Profa. Dr. Tania Silvia Frode, por todo
empenho, sabedoria, compreensdo, liberdade e confianca
referente ao presente trabalho, além da indiscutivel amizade e
compreensdo em momentos dificeis. Profa Téania, meu muito
obrigado!

Ao meu co-orientador Eduardo Monguilhott Dalmarco, por
sua ajuda, interesse e amizade, além de sempre me incentivar
na busca do crescimento, sendo exemplo de competéncia, garra
e determinacéo.

Ao meu amigo e confidente, companheiro de laboratério e
de mestrado, parceiro para todas as horas, Gustavo Oliveira dos
Reis. Obrigada por todo apoio, por dividir as angustias,
problemas e alegrias, por me ensinar muito do que sei hoje no
laboratorio, pelos momentos de descontracdo, risos, festas,
alegrias, estresse e aprendizado. Obrigada sempre!

Ao meu amigo de parceiro de iniciacdo cientifica, Bruno
Matheus Facchin, pelas horas de experimentos e conversas, e
muitas conversas... Obrigada por tudo, sua ajuda foi
fundamental!

Aos meus colegas de laboratério, alguns até que ja sairam:
Ziliani da Silva Buss, Patricia P. Wanzeller, Rafael de Liz, Marina
Nader, Jucélia P. Beninca, Diana A. Pereira, Silvana Vigil de
Mello, Geison Vicente, Fabio A. Silva, Renata Souza, Marcus
Vinicius Nascimento, Rodrigo Mattei, Andrea T. C. Hoepers,
Juliana K. Ikino, entre outros que participaram do Grupo de



Pesquisa em Imunologia Clinica, obrigada pelas horas boas e
ndo tdo boas que passamos juntos, por todo companheirismo e
apoio. Em especial, gostaria de agradecer a Ziliani, por tudo que
me ensinou, além de ser uma grande amiga, companheira,
alguém que sabe escutar e sempre tem uma palavra amiga para
ajudar.

Aos professores do departamento de Quimica: Moacir
Geraldo Pizzolatti e Gustavo Micke, e seus alunos: Juliana
Bastos Dalmarco e Mariana Araljo Siqueira, obrigada por
realizar todas as analises fitoquimicas necesséarias.

A professora Tania C. Pasa e seu grupo de pesquisa, por
fornecer toda sua estrutura laboratorial e apoio em alguns
experimentos. Muito obrigada!

Aos amigos que fizeram parte de varios momentos em
minha vida, ajudando e incentivando sempre! Obrigada!

A UFSC, ao PGFAR e a CAPES agradeco por possibilitar a
realizacdo do presente trabalho e por todos os meios colocados
a disposicao.

Por fim gostaria de agradecer a todos aqueles que
contribuiram de alguma forma para a realizacdo desta
dissertacdo, uma importante fase na minha vida.



RESUMO

Introducdo: Rosmarinus officinalis L. (Laminaceae), conhecida
como alecrim, € uma planta nativa da regido mediterranea e
atualmente é cultivada em varias partes do mundo, incluindo o
Brasil. Esta planta é empregada na medicina popular para o
tratamento de doencas inflamatérias como a asma brénquica. Além
disso, estudos tém demonstrado que esta planta possui atividades
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatdria, hipoglicemiante,
hepatoprotetora, antiplaquetaria, antinoceptiva e  antiviral.
Objetivos: Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato bruto sem
0leo (EBSO), fragcbes e compostos isolados de R. officinalis L.,
administrada por via intraperitoneal (i.p.), no modelo da pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos. Metodologia: As
partes aéreas frescas de R. officinalis L. foram submetidos as
técnicas de extragdo por arraste de vapor para retirada dos 6leos
essenciais e de maceracdo em etanol 96%, para obtencdo do
extrato bruto sem 6leo (EBSO). Este extrato foi particionado com
hexano, acetato de etila e etanol para obter as fracdes hexano
(HEX), acetato de etila (AcOEt) e etandlica (EtOH) ambas sem
6leos essenciais. Os compostos isolados, Carnosol (CAR) e Acido
rosmarinico (RA), foram isolados da fragdo AcOEt e EBSO,
respectivamente. No protocolo para identificar e elucidar a estrutura
dos compostos isolados desta planta foram utilizadas analises de
eletroforese  capilar, caracteristicas fisicas, infravermelho,
ressonancia magnética nuclear (RMN de *H e *C). Neste protocolo
experimental foram utilizados camundongos albinos Swiss. A
pleurisia foi induzida segundo metodologia descrita por SALEH et
al., 1996 e, foram avaliados os seguintes parametros inflamatérios
no lavado da cavidade pleural: leucécitos, exsudacédo, atividades
das enzimas mieloperoxidase (MPO) e adenosina-desaminase
(ADA), e as concentragdes de nitrito/nitrato (NO,), interleucina-17A
(IL-17A) e interleucina-10 (IL-10), além do RNAm para IL-17A e IL-
10. Neste estudo, diferentes grupos de animais foram tratados com
EBSO (10 - 100 mg/kg), HEX (10 - 50 mg/kg), EtOH (10 - 50 mg/kg),
AcOEt (10 - 50 mg/kg), CAR (1 - 10 mg/kg) ou RA (2,5 - 10 mg/kg)
administrados (i.p.) 0,5 h antes da carragenina (1%) administrada
por via intrapleural (i.pl.). Os pardmetros inflamatérios foram
avaliados 4 h apoés. Para avaliar a exsudacéo, os animais foram
tratados previamente com solucdo Azul de Evans (25 mg/kg, i.v.).
Diferencas estatisticas entre os grupos foram determinadas pela
andlise dos testes de variancia (ANOVA), e complementadas pelo



teste Dunett e/ou teste t de Student. Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. Resultados: EBSO (50 - 100 mg/kg),
HEX (25 - 50 mg/kg), EtOH (50 mg/kg), AcOEt (25 - 50 mg/kg), CAR
(2,5 - 10 mg/kg) e RA (5 - 10 mg/kg) inibiram: leucécitos, neutrofilos,
mononucleares e exsudagdo (p < 0,05). Da mesma forma, EBSO
(50 mg/kg), HEX (25 mg/kg), EtOH (50 mg/kg), AcOEt (25 mg/kg),
CAR (2,5 mg/kg) e RA (5 mg/kg) inibiram as atividades das enzimas
MPO e ADA, as concentracoes de NO,, as concentracdes/RNAmM
para IL-17A, além de aumentar as concentracdes/RNAm para IL-10
(p < 0,05). Conclusdes: Os resultados demonstraram que a
Rosmarinus officinalis L. possui importante atividade anti-
inflamatdria isto devido principalmente a reducdo do influxo de
leucécitos e da exsudacéo. Este efeito parece ser em parte mediado
pela inibicdo da liberacdo efou producdo de mediadores pro-
inflamatdrios (NOx, IL-17A) e aumento da liberacdo e/ou producédo
de mediadores anti-inflamatérios (IL-10), incluindo a modulacdo da
expressdo do RNAm. Ainda, o carnosol e o &cido rosmarinido,
parecem ser, em parte, responsaveis pelo efeito anti-inflamatorio
apresentado pela Rosmarinus officinalis L.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis L., pleurisia, efeito anti-
inflamatdrio, mieloperoxidase, adenosina-desaminase, éxido nitrico,
IL-10, IL17A.



ABSTRACT

Introduction: Rosmarinus officinalis L. (Laminaceae), known as
rosemary, is a native plant from Mediterranean region, which is
currently cultivated in many parts of the world, including Brazil. This
plant is widely used in folk medicine to treat inflammatory diseases,
such as bronchial asthma. Furthermore, studies have demonstrated
that this plant has antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory,
hypoglycemic, hepatoprotective, antiplatelet, antinociceptive and
antiviral activities. Objectives: To evaluate the anti-inflammatory
effect of the crude extract oil free (EBSO), fractions and isolated
compounds from R. officinalis L., administered intraperitoneally (i.p.)
in the carrageenan-induced murine model of pleurisy. Methodology:
The fresh R. officinalis L. aerial parts were underwent extraction
through the steam technique to remove the essential oils and
maceration with ethanol 96%, to obtain the crude extract oil free
(EBSO). This extract was partitioned with hexane, ethanol and ethyl
acetate solutions to obtain the hexane (HEX), ethyl acetate (ACOEt)
and ethanol (EtOH) fractions, both with essential oils free. The
isolated compounds, carnosol (CAR) and rosmarinic acid (RA) were
isolated from the AcOEt fraction and EBSO respectively. Analysis of
capillary electrophoresis, physical characteristics, infrared, nuclear
magnetic resonance (*H and *C NMR) were used to identify and
elucidate the structure of the isolated compounds present in the R.
officinalis L. Swiss mice were used throughout the experiments.
Pleurisy was induced according to the methodology described by
SALEH et al., 1996 and, the following inflammatory parameters were
evaluated in the fluid leakage of the pleural cavity: leukocytes,
exudation, myeloperoxidase (MPO) and adenosine deaminase
(ADA) activities, and the concentrations of nitrite/nitrate (NO,),
interleukin-17A (IL-17A), and interleukin-10 (IL-10), and mRNA for
IL-17A and for IL-10. In this study, different groups of animals were
pretreated with EBSO (10 - 100 mg/kg), HEX (10 - 50 mg/kg), EtOH
(10 - 50 mg/kg), AcOEt (10 - 50 mg/kg), CAR (1 - 10 mg/kg) or RA
(2.5 - 10 mg/kg) administered (i.p.) 0.5 h before carrageenan (1%)
which was administered by intrapleural route (i.pl.). The
inflammatory parameters were evaluated after 4 h. To evaluate the



exudation, the animals were pretreated with Evans blue dye (25
mg/kg, i.v.). Statistical differences between groups were determined
by analysis of variance test (ANOVA), and supplemented by test
Dunett and/or Student's t test. p < 0.05 was considered significant.
Results: EBSO (50 - 100 mg/kg), HEX (25 - 50 mg/kg), EtOH (50
mg/kg), AcOEt (25 - 50 mg/kg), CAR (2.5 - 10 mg/kg) and RA (5 - 10
mg/kg) inhibited leukocytes, neutrophils, mononuclears and
exudation (p < 0.05). Also, EBSO (50 mg/kg), HEX (25 mg/kg), EtOH
(50 mg/kg), AcOEt (25 mg/kg), CAR (2.5 mg/kg) and RA (5 mg/kg)
inhibited the MPO and ADA activities, concentrations of NO,,
concentration/mRNA for IL-17A, and increased concentration/mRNA
for IL-hj10 (p <0.05). Conclusions: The results demonstrated that
the Rosmarinus officinalis L. has important anti-inflammatory activity
mainly due to reduce the influx of leukocytes and exudation. This
effect appears to be related to the reduction of release and/or
production of pro-inflammatory mediators (NOx, IL17A) and
increased release and/or production of anti-inflammatory mediators
(IL-10), including modulation of MRNA expression. Also, the
carnosol and rosmarinic acid appear to be partly responsible for the
anti-inflammatory effect presented by Rosmarinus officinalis |

Keywords: Rosmarinus officinalis L., pleurisy, anti-inflammatory
effect, myeloperoxidase, adenosina-deaminase, nitric oxide, IL-10,
IL17A.
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1 INTRODUCAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

A pesquisa com plantas medicinais é crescente em todo o
mundo (PETRONILHO et al., 2012; NEWMAN; CRAGG, 2012).
Desde a antiguidade os produtos naturais tém sido amplamente
utilizados como matérias-primas de medicamentos (GOSSLAU et
al.,2011; MISHRA; TIWARI, 2011). Atualmente, a grande
diversidade estrutural de compostos quimicos e a elucidacdo do
mecanismo de acdo fazem com que os produtos naturais sejam
uma importante fonte para a descoberta e o desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos (SAKLANI, KUTTY, 2008; LEE,
2010). Neste sentido, foramdescritas 1940 novas estruturas
quimicas com atividade antitumoral, entre os anos de entre 1981
e 2010, sendo que 48,6% destas foram provenientes e/ou
tiveram sua estrutura quimica baseada em produtos naturais
(NEWMAN; CRAGG, 2012).

Na medicina tradicional, principalmente os extratos de
plantas tem sido utilizados no tratamento de diversas doencas de
carater inflamatério, infeccioso, entre outros (PETRONILHO et
al., 2012). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
cerca de 65% a 80% da populagdo nos paises em
desenvolvimento dependem principalmente das plantas para os
cuidados primarios de  saulde (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2008).

Desta forma, os produtos naturais tém sido matérias-
primas para o desenvolvimento de novos medicamentos
(HARVEY 2008). Entre os anos de 2005 a 2007, 13 produtos
naturais ou medicamentos derivados destes produtos foram
aprovados e, até o ano de 2010 ja se totalizaram 19
medicamentos comercializados no mundo (BUTLER, 2008;
MISHRA; TIWARI, 2011). Além disso, o0 uso de plantas
medicinais gera lucros expressivos no mercado internacional,
prova disto é que entre os anos de 2003 e 2004 a Europa
Ocidental teve um lucro anual de 5 bilhdes de délares. J& na
China, em 2005, as vendas de produtos naturais totalizaram 14
bilhdes de dolares e, no Brasil, 160 milhdes de ddlares em 2007
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).



Os paises latino-americanos  possuem grande
biodiversidade mundial. Dentre eles, o Brasil possui destaca-se
por possuir aproximadamente 20 a 22% de todas as plantas e
micro-organismos existentes, contando com mais de 56 mil
espécies descritas, estao distribuidos pelo Brasil (CALIXTO,
2005; MELO; AMORIM; ALBUQUERQUE, 2009).

Ainda, nos ultimos anos, diversos estudos tém investigado
0 potencial efeito de plantas com base no seu uso na medicina
popular. Esse fato € motivado pelo interesse em medicamentos a
base de plantas; a preocupacdo com o0s possiveis efeitos
colaterais dos medicamentos alopaticos; e ainda o valor
econdmico agregado (TALHOUK et al., 2007).

1.1.1 Género Rosmarinus

A Rosmarinus officinalis L. (Figura 1), conhecida
popularmente como Alecrim, pertence a familia Lamiaceae, é
originaria da costa do mar MediterrAneo e amplamente
distribuida em diversos paises do mundo, inclusive no Brasil
(ALBUQUERQUE et al., 2007; BAKIREL et al., 2008, ABU-AL-
BASAL, 2010). E uma erva perene, com folhas lineares e
estreitas, de coloracdo verde-escuro na parte superior e
esbranquicada na inferior e com inflorescéncias de coloragcéo
violeta (GONZALEZ-TRUJANO et al., 2007; ULBRICHT et al.,
2010).

; VR
Figura 1- Imagem da Rosmarinus officinalis L. (alecrim)
Fonte: http://www.internatura.org/guias/plantas/romero.html Acesso em:
28 nov 2012.
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As folhas frescas e secas do alecrim sdo utilizadas
frequentemente como conservantes e aromatizantes no
processamento de alimentos (ULBRICHT et al.,, 2010). Além
disso, na medicina popular, esta espécie é utilizada no
tratamento de distarbios menstruais, cdlica, febre, dor, sedacao,
depressdo, flatuléncia, problemas estomacais, intestinais,
hepaticos e renais, e ainda pode ser utlizada como
antiespasmadico e cardiotbnico e, no tratamento de doencgas
respiratérias inflamatérias, tais como asma (ALBUQUERQUE et
al., 2007; ULBRICHT et al., 2010).

Estudos fitoquimicos realizados com extratos de
Rosmarinus officinalis L. resultaram no isolamento de varios
constituintes quimicos, tais como: diterpenos fendlicos (acido
carnésico e carnosol), éster do acido cafeico (acido rosmarinico),
triterpenos (acido ursdlico, acido oleandlico e acido betulinico),
monoterpenos e flavonas (PETERSEN et al, 2009; NGO et. al,
2011; KONTOGIANNI et al, 2013).

Estudos farmacolégicos in vivo e in vitro tém demonstrado
que o extrato desta planta, bem como seus compostos isolados
carnosol e acido rosmarinico exercem atividade hipoglicemiante
(BAKIREL et al., 2008), antidepressiva (MACHADO et al., 2009),
hepatoprotetora (AMIN; HAMZA, 2005), neuroprotetora em
células dopaminérgicas (PARK; SAPKOTA; KIM, 2010),
antiherpético (NOLKEMPER et al.,, 2006), antinociceptiva
(GONZALEZ-TRUJANO et al., 2007; TAKAKI et al., 2008),
antiplaquetéria (LEE et al., 2007), espasmolitica (VENTURA-
MARTINEZ et al., 2011), anti-proliferativa em células humanas
de cancer de ovario (TAl et al., 2012) e antioxidante (BAKIREL et
al., 2008; IBARRA et al., 2010). Ainda, alguns estudos
experimentais também tem demonstrado que esta planta possui
importante efeito anti-inflamatério (ALTINIER et al., 2007
MENGONI et al., 2011; BENINCA et al., 2011).

Tendo em vista que o foco do trabalho foi estudar o
possivel papel da Rosmarinus officinalis L. na resposta
inflamatdria, um breve comentario sobre inflamacéo foi descrito.

1.2 PROCESSO INFLAMATORIO
A inflamagdo é um evento complexo que envolve o

reconhecimento do agente ou estimulo lesivo, desencadeando
uma cascata de eventos celulares e microvasculares que tem



como principal objetivo a remocdo do tecido danificado e a
formacdo de outros novos (SCHMID-SCHOBEIN, 2006;
MEDZHITOV; HORNG, 2009). Nessa cascata, observa-se
inicialmente uma resposta de fase aguda, que possui duracdo
variavel, na qual hd uma vasodilatagdo local e aumento da
permeabilidade microvascular, seguido pela adesao e infiltracdo
de leucdcitos e de células fagociticas no local da leséo, apoptose
celular e crescimento de novos tecidos e vasos ou fibrose
(MEDZHITOV, 2008; MEDZHITOV; HORNG, 2009). A
complexidade desta resposta depende de mecanismos que
atuam em diferentes etapas, tais como as alteracbes na
composi¢do das células do sistema imune e na resposta das
células aos estimulos inflamatérios, regulacdo das vias de
sinalizacdo e controle da expressdo génica (MEDZHITOV;
HORNG, 2009).

A resposta inflamatéria esta relacionada com doencas de
carater agudo, diversas manifestacdes crénicas que incluem
alteracdes metabdlicas como diabetes, doencas auto-imunes,
neurogénica e degenerativas (MEDZHITOV; HORNG, 2009).

Durante a inflamacéo varios mediadores estdo envolvidos
e séo recrutados para o local da inflamacéo visando a eliminacéo
de microorganismos e restos celulares. Dentre eles, podemos
destacar os neutréfilos e as células mononucleares (linfécitos,
mondcitos e macréfagos) (SOEHNLEIN; LINDBOM 2010).

Os neutrofilos sdo importantes células da resposta imune
inata, sendo as primeiras células a serem recrutadas para 0s
locais de lesao, inflamacgéo ou infeccdo e sdo responsaveis, junto
com os macréfagos, pela fagocitose e destruicdo do agente
causador da inflamacéo pela liberacéo de quimiocinas e citocinas
(MONTESEIRIN 2009; KUMAR; SHARMA, 2010; HOSTETTER,
2012).

Estas células séo produzidas na medula 6ssea e circulam
pelo sangue durante algumas horas (aproximadamente 6-8 horas
em humanos e, 11 horas em camundongos) (BORREGAARD,
2010; SADIK; KIM; LUSTER, 2011). A funcdo protetora dos
neutréfilos na defesa do hospedeiro estd relacionada a
capacidade de fagocitar e produzir importantes substancias
antimicrobianas, proteases e espécies reativas de oxigénio
(EROs), contribuindo assim para ativar e regular a reposta imune
inata e/ou adaptativa, bem como a homeostasia dos tecidos
(KUMAR; SHARMA, 2010; SADIK; KIM; LUSTER, 2011,
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GOUGEROT-POCIDALO, 2012). Os neutréfilos possuem trés
tipos de granulos no seu citoplasma, e cada um contém
proteinas  especificas:  grdnulos  primarios  (azurdfilos),
secundarios (especificos) e granulos terciarios (gelatinase), além
das vesiculas secretdrias. No interior dos granulos primarios, ha
enzimas proteoliticas e peptideos antimicrobianos e dentre eles
destacam-se a mieloperoxidase (MPO) (BORREGAARD, 2010;
HOSTETTER, 2012).

A MPO é descrita como uma proteina com propriedades
pré-inflamatdrias expressa principalmente em neutréfilos e, em
menor quantidade, em mononucleares (mondcitos/macréfagos)
(HAEGENS et al, 2009; VAN DER VEEN; WINTHER,;
HEERINGA, 2009). A atividade desta enzima estd associada
com a atividade fagocitica dos neutréfilos, o que envolve a
absorcdo de organismos patogénicos, a desgranulagédo, o0 que
resulta na liberagdo de moléculas antimicrobianas e a morte do
agente agressor (PAPAYANNOPOULOS; ZYCHLINSKY 2009).
Durante o processo de fagocitose, no fagossoma dos neutrdfilos,
hé ativacdo da enzima adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(NADPH oxidase) que, juntamente com o influxo de ions
favorecem a ativacdo da MPO (VAN DER VEEN; WINTHER,;
HEERINGA, 2009; ARNHOLD; FLEMMIG, 2010). A presenca de
oxigénio e do NADPH oxidase resultam na produc¢éo do radical
anion superéxido (0O,7), o qual é desmutado pela acdo da enzima
superéxido dismutase (SOD), resultando em peroxido de
hidrogénio (H,O,) (VAN DER VEEN; WINTHER; HEERINGA,
2009; ARNHOLD; FLEMMIG, 2010). Ainda, a MPO ¢ liberada no
fagossoma e cataliza a oxidacdo do peréxido de hidrogénio
(H,0,) e de ions cloreto (CI"), formando acido hipocloroso (HOCI)
que possui atividades oxidantes e microbicidas (ARNHOLD;
FLEMMIG, 2010; PROKOPOWICZ et al, 2012). No entanto, a
ativacdo continua do sistema MPO-H,0,-HOCI pode promover
uma lesdo tecidual, isto porque o HOCI| é capaz de iniciar
reac6es de oxidacdo em lipideos, no acido desoxirribonucleico
(DNA) e em lipoproteinas (MALLE et al., 2007).

A MPO é considerada um marcador de leucdcitos ativados
(LAU; BALDUS, 2006) e, pode ser utilizada como marcador de
neutrofilia em condi¢Bes de inflamacdo e sepse (FAITH et al.,
2008). Ainda, em algumas doencas auto-imnes de carater
inflamatério como artrite reumatoéide, asma e lupus eritematoso
sistémico (LES) observaram-se aumento da concentracdo de



MPO (EKMEKCI et al., 2004; TELLES et al, 2010; VAN DER
VEEN; WINTHER; HEERINGA, 2009).

Outro tipo celular importante no processo inflamatorio,
essencial para a resposta imune inata e/ou adaptativa a
patdégenos sdo os mondcitos/macréfagos (AUFFRAY, SIEWEKE,
GEISSMANN, 2009). Estas células tém trés fung¢Bes principais
tais como, apresentacdo de antigenos, fagocitose e a
imunomodulacdo. Os mondcitos, apds migrarem para o tecido,
se diferenciam em macréfagos (AUFFRAY, SIEWEKE,
GEISSMANN, 2009). E, estas células quando ativadas tem a
capacidade de secretar citocinas como: interleucina-18 (IL-1B),
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interferon alfa ou beta (INF-a/B), além de ativar a oxido nitrico
sintase (NOS) liberando o 6xido nitrico (NO) (DALE; BOXER;
LILES, 2008). Deste modo, em doencas inflamatérias crénicas,
tais como aterosclerose e retinopatias crénicas, ha uma
infiltracdo de mondcitos/macréfagos (SCHMID-SCHOBEIN,
2006).

Outro marcador envolvido na resposta inflamatéria é a
adenosina-desaminase (ADA). A ADA é uma enzima que
participa do  metabolismo das purinas catalisando
irreversivelmente a desaminacdo da desoxiadenosina e
adenosina em desoxinosina e inosina, respectivamente
(KRENKE; KORCZYNSKI, 2010). Esta enzima possui papel
importante na maturacdo e na ativacao de mondcitos e linfécitos,
sendo, portanto, considerada um marcador de atividade das
células mononucleares (HASKO et al., 2007; KRENKE;
KORCZYNSKI, 2010).

A adenosina é um nucleosideo endogeno, que
desempenha papel importante nos sistemas: cardiaco, renal,
hepatico e respiratério. Ainda, o efeito bioldgico apresentado por
este nucleosideo é dependente do tipo de receptor ao qual ele se
liga (KUMAR; SHARMA, 2009). Ja foram identificados quatro
receptores para adenosina, sendo estes acoplados a proteina G:
A1, Aoa, A € Az (FREDHOLM et al., 2001; FREDHOLM et al.,
2011). Baixas concentra¢des de adenosina promovem a ativagédo
de receptores de alta afinidade pela adenosina, tais como Az, Aoa
e Az e, altas concentracdes de adenosina estimulam a ativacéao
do receptor de baixa afinidade, A,z (HASKO et al., 2007; HASKO
et al., 2008; HASKO et al., 2009). A adenosina possui efeitos
tanto pro- quanto anti-inflamatério. Desta forma, a interacdo da
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adenosina no receptor A,z pode promover efeito pré-inflamatorio
(RYZHOV et al., 2008; ANVARI et al.; 2010). Ja interacdo da
adenosina nos receptores A;, Az € Az parece promover efeito
anti-inflamatério (KIM et al., 2009; VARANI et al., 2010; GAZONI
et al., 2010; IMPELLIZZERI et al.,, 2011). A conversdo da
adenosina endogena em inosina reduz a disponibilidade de
adenosina biologicamente ativa, e desta forma, este nucleosideo
ird se ligar a receptores de alta afinidade, resultando em efeito
anti-inflamatério (DESROSIERS et al., 2007).

Neste contexto, a atividade da ADA é importante na
regulacdo das concentragbes extracelulares de adenosina e,
consequentemente, no controle da estimulagdo do receptor,
desempenhando assim um papel central na modulacdo da
resposta inflamatéria em doencas pulmonares cronicas, artrite
reumatéide, doencas inflamatérias intestinais e sepse
(ANTONIOLI et al., 2012). Deste modo, estudos demonstraram
que had um aumento na atividade desta enzima no soro de
pacientes com asma crbnica (SUN et al, 2005), artrite reumatéide
(DELANO et al., 2005) e em tumores (NAKAMACHI et al, 2003).

Além das células (neutréfilos e mononucleares) e enzimas
(MPO e ADA) que participam da resposta inflamatoria, outros
importantes mediadores também s&o liberados na inflamacao.

Entre os principais mediadores pré-inflamatérios pode-se
destacar o 6xido nitrico (NO), que é uma espécie reativa volatil,
liberado principalmente por células endoteliais e por macréfagos,
gue participa de diversos processos biélégicos como a regulacéo
do tbnus vascular, inflamacdo, neurotransmissdo e apoptose
(NAGY et al., 2007; TRIPATHI et al., 2007). Este mediador é um
importante vasodilatador, que participa da resposta imune inata
e/ou especifica (NAGY et al., 2007; TRIPATHI et al., 2007;
WANG et al., 2010).

O NO é sintetizado por conversdo oxidativa da L-arginina
em L-citrulina pela familia das NO sintases (NOS) (BOVE; VAN
DER VLIET, 2006; THOMAS et al., 2008). Esta enzima apresenta
trés isoformas: duas formas constitutivas, neuronal (nNOS,
NOS1) e endotelial (eNOS, NOS3) e, uma forma induzida,
conhecida como iINOS ou NOS2, que é regulada por liberacédo
de citocinas proé-inflamatorias, entre outros (STEWART; KATIAL,
2012). A iINOS pode ser induzida pelo TNF-a, interferon-y (IFN-
y), IL-1B, virus, bactérias, alérgenos e poluentes ambientais
(STEWART; KATIAL, 2012).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584906003224
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584906003224

Em doencas inflamatérias pulmonares tais como, asma
brénquica e doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), ha um
aumento nas concentracfes de NO. Este efeito ocorre porque,
em condigcbes de homeostasia, o0 NO derivado das nNOS e
eNOS promove efeito na dilatacdo dos vasos sanguineos
pulmonares e o relaxamento do musculo liso das vias aéreas. Ja
0 excesso de NO derivado da iINOS (NOS2), induz a liberagéo de
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) como o peroxinitrito,
desempenhando assim um papel central na inflamagéo das vias
aéreas e do parénquima pulmonar (SUGIURA; ICHINOSE, 2011,
STEWART; KATIAL, 2012).

Assim como o NO, varias citocinas também participam da
resposta inflamatdria, como importantes mediadores (COMMINS;
BORISH; STEINKE, 2010). As citocinas sao proteinas chave na
comunicacédo entre células, que estao relacionadas a funcbes de
crescimento, diferenciacdo e ativacdo celular, e desta forma,
auxiliam na manutencdo da homeostasia e determinam o tipo de
resposta imune (COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010; CHANG,;
DONG, 2011). Dentre as citocinas, destacam-se a interleucina-
17A (IL-17A) e a interleucina-10 (IL10).

A familia da IL-17 é composta por seis membros, IL-17A a
IL-17F, onde todos contém residuos de cisteinas carboxi-
terminal. A IL-17A é também referida apenas como IL-17, uma
vez que esta citocina foi a primeira desta familia a ser descrita
(MIOSSEC; KOLLS, 2012). Deste modo, a IL-17 é uma citocina
pré-inflamatéria, que contribui na patogénese de véarias doencas
inflamatérias, auto-imunes e céancer (CUA; TATO, 2010;
MIOSSEC; KOLLS, 2012). Esta citocina é liberada por células da
resposta imune inata (neutréfilos, células epiteliais e natural killer
(NK)) e adaptativa (linfocitos CD8+, Tyd, principalmente
CD4+(Tyl7)) (BENGHIAT et al., 2009; CUA; TATO, 2010;
MIOSSEC; KOLLS, 2012). A IL-17 contribui tanto para a
resposta inflamatéria aguda quanto crbnica, uma vez que
promove o recrutamento de neutréfilos e de mondcitos para o
local da inflamacdo. Isto ocorre porque esta citocina induz a
liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias, tais como IL-6, TNF-q,
IL-13, além de fatores de crescimento hematopoiético (fator
estimulante de col6nia de granulécitos (G-CSF) fator estimulante
de colénia de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF)) e
guimiocinas (interleucina-8 (IL-8), quimiocina ligante cisteina-X-
cisteina-1 (CXCL1), quimiocina ligante cisteina-X-cisteina-2
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(CXCL2), quimiocina ligante cisteina-X-cisteina-5 (CXCL5),
quimiocina ligante cisteina-X-cisteina-7 (CXCL7), proteina
quimiotatica de mondcito-1 (MCP-1)) (BENGHIAT et al., 2009;
NEMBRINI; MARSLAND; KOPF, 2009; MIOSSEC; KOLLS,
2012).

A liberagcdo de IL-17 tem sido relatada em diversas
doencas, incluindo, psoriase, espondilite anquilosante, doenca
de Crohn, colite ulcerativa, esclerose multipla, artrite reumatéide,
além de asma e DPOC, entre outras (WANG; LIU, 2008;
BENGHIAT et al., 2009; CUA; TATO, 2010; MIOSSEC; KOLLS,
2012).

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que inicialmente foi
descrita como uma citocina liberada em resposta a estimulos de
células Ty2 ou Treg, porém sabe-se que atualmente esta citocina
€ expressa tanto em células do sistema imune inato, incluindo as
células dendriticas (DC), macrofagos, mastdcitos, natural Killer
(NK), eosindfilos e neutréfilos quanto células do sistema
imunitario adaptativo, tais como células Tyl, Ty2 e Tyl7, células
Treg, CD8 + e células B (SARAIVA; O'GARRA, 2010; OUYANG
et al., 2011). A IL-10 pode se ligar a dois tipos de receptores: IL-
10R1 e IL-10R2 e, juntamente com complexos proteicos, janus
quinase (JAK) e sinal transdutor e ativador de transcricdo
(STAT), ativar as vias de sinalizac@o para promover seus efeitos
biolégicos. Esta modulacdo esta relacionada a diminuicdo dos
linfécitos T, principalmente pela inibicdo de células
apresentadoras de antigeno (APC). Assim, ha uma reducéo na
expressdo do complexo de histocompatibilidade classe 1l (MHC
classe Il), bem como de moléculas co-estimulatérias (CD80 e
CD86). Ainda, a IL-10 reduz a producdo e a liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas, tais como a IL-1pB, IL-6,
IL-8 , TNF-a e interleucina-12 (IL-12) e, desta forma, também
medeia efeitos indiretos sobre o desenvolvimento e a
diferenciacdo de linfocitos T. Esta citocina também esté
relacionada a inibicdo da diferenciacdo e maturacdo de células
dendriticas (DCs) de origem monocitaria. A IL-10 ainda pode
induzir a diferenciacdo e a proliferacdo de linfécitos B,
granulécitos e, queratindcitos, bem como, ativar as células
natural killer (NK) e linfocitos citotoxicos T CD8+ (MOSSER,;
ZHANG, 2008; HOFMANN et al., 2012).

Uma das principais funcdes biolégicas da IL-10 é inibir a
resposta proé-inflamatéria que ocorre na imunidade inata e



adaptativa, e assim, previnir as lesdes nos tecidos. Desta forma,
a concentracdo da IL-10 estd diminuida em doencas
inflamatérias e auto-imunes tais como, psoriase, doenca
intestinal inflamatoria grave (IBD), artrite reumatdide, artrite
idiopatica juvenil e inflamacao hepatica (OUYANG et al., 2011;
HOFMANN et al., 2012).

1.3 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS

Os anti-inflamatoérios nao-esteroidais (AINES) sdo os
medicamentos utilizados no tratamento de doencas inflamatérias,
isto porque eles sdo eficazes no tratamento da dor, febre e
edema que, surge como conseqiéncia da liberacdo de
mediadores  pré-inflamatérios  (SULEYMAN; DEMIRCAN;
KARAGOZ, 2007). Dentre estes mediadores podemos destacar
as citocinas, leucotrieno B4 (LTB,), prostaglandina E, (PGE,),
prostaglandina |, (PGl,), espécies reativas de oxigénio, entre
outros (SULEYMAN; DEMIRCAN; KARAGOZ, 2007; RAO;
KNAUS, 2008). Os AINEs exercem seu efeito anti-inflamatério
agindo na via do &cido araquidénico inibindo a enzima
ciclooxigenase (COX), e desta forma, impedem a sintese de
eicosanoides e prostandide (SULEYMAN; DEMIRCAN,;
KARAGOZ, 2007; RAO; KNAUS, 2008). O efeito dos AINEs na
producao de prostaglandinas é também a principal causa da sua
toxicidade, promovendo a alteracdo da funcdo renal, risco de
doencas cardiovasculares e problemas gastrointestinais (LAINE
et al., 2006; MCGETTIGAN; HENRY, 2011).

Neste estudo, a indometacina foi utilizada como farmaco
de referéncia anti-inflamatério n&o esteroidal, sendo ela
classificada como um inibidor ndo seletivo da COX
(SULEYMAN; DEMIRCAN; KARAGOZ, 2007). Na figura 2 ¢é
ilustrado a via do acido araquidénico, bem como o mecanismo de
acdo anti-inflamatério dos AINEs.



33

Cl
0,

N

HiC Y, CHy
0 OH
Fosfolipidios y XA,
INDOMETACINA Tr;?:::t:::c‘
Fosfolipase A, {

T Prostaciclina

Cicl i Peroxi
Acido Araquiddnico| ———x9°N3%E | pbGg, [PGH, | PGI,
COX-1
COX-2
PGD, PGE,

N

Figura 2- Via do &cido araquiddnico e mecanismo de agdo dos anti-
inflamatérios nao-esteroidais (AINES).

Os AINEs atuam inibindo a enzima ciclooxigenase (COX) que catalisa a
sintese de prostaglandinas. PGG, = prostaglandina G;, PGH;
prostaglandina H,, PGIl, = prostaglandina |, ou prostaciclina, PGD>
prostaglandina D,, PGE, = prostaglandina E;, PGF2q = prostaglandina F;
alfa, TXA, = tromboxano A,.

Seta continua (—— ) = conversao;

seta interrompida ( —7 ) = inibigao.

Fonte: (Adaptado de DANNHARDT; KIEFER, 2001).

Via das lipoxigenases
(LOX)

Além dos AINEs, os glicocorticdides sdo farmacos também
utilizados como agentes anti-inflamatérios, atuando em varios
tipos celulares e tecidos (FLAMMER; ROGATSKY, 2011). O
mecanismo de agdo desta classe de medicamentos pode ser
classificado em genbmico e ndo-gendémico (BARNES, 2010;
FLAMMER; ROGATSKY, 2011).

O seu efeito gendbmico ocorre por meio da ligacédo entre o
glicocorticoide e um receptor especifico presente na membrana
citoplasmatica, seguida da translocacdo do complexo
glicocorticoide-receptor para o nucleo, onde o mesmo atua como
um fator de transcricdo, ligando-se a elementos responsivos aos
glicocorticoides na regido promotora de genes alvos e, assim
modula a expressdo génica por meio da transrepressdo ou
transativacdo (BOLDIZSAR et al, 2010). A transrepressdo
génica faz com que o complexo receptor-glicocorticoide formado



interfira na transcricdo de genes alvo, tais como de citocinas pré-
inflamatérias (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, IL-13, IL-15, TNF-
a), fatores de crescimento (GM-CSF, Fator de célula tronco
(SCF)), moléculas de adesado (molécula de adeséao intercelular-1
(ICAM-1) e molécula de adesédo vascular-1 (VCAM-1)), 6xido
nitrico, autacoides, entre outros (PERRETTI; D’ACQUISTO,
2009; BARNES, 2010). Entretanto, a transativacdo génica
promove a transcricdo de genes de citocinas anti-inflamatérias,
que incluem a IL-10 e a IL-12, além do antagonista do receptor
de IL-1 (IL-1Ra), da anexina 1, da proteina | kappa B-alfa (IkB-a),
entre outras (PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009; BARNES, 2010).
Ainda, os glicocorticoides promovem efeitos nao-gendmicos, 0s
quais sdo classificados em 4 mecanismos: 1) sinalizacdo por
meio de um receptor de membrana citoplasmatica, 2) efeito
direto na membrana citoplasmatica, 3) interacao entre o receptor
de glicocorticoide e outras proteinas sinalizadoras no citoplasma
celular e, 4) translocacdo do receptor de glicocorticoide para a
mitocondria (BOLDIZSAR et al., 2010). Neste estudo, utilizou-se
a dexametasona como farmaco anti-inflamatério de referéncia
como representante dos glicorticoides. Na figura 3, esta ilustrado
0 mecanismo de acédo anti-inflamatério dos glicocorticoides.
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Dexametasona

Outras proteinas
sinalizadoras

Ex.: proteinas quinases: Lck,
Fyn, Zap-70

Mediadores pro-inflamatérios, {
tais como citocinas, enzimas,
moléculas de adesao, oxido nitrico

[ Via do &cido araquidénico ]

Figura 3- Vias de sinalizacdo gendmica e ndo-gen6mica dos
glicocorticoides em células T.

1) via gendmica classica, demonstrando a transativagdo génica da anexina
1, a qual inibe a enzima fosfolipase A, inibindo a via do acido araquiddnico,
e a transrepressdo génica de mediadores pro-inflamatorios; 2) efeitos
diretos na membrana; 3) sinalizacao por meio de um receptor de membrana
(mGR); 4) interacdo do GR com proteinas sinalizadoras citoplasmaticas; 5)
via mitocondrial. GC = glicocorticoide, GR = receptores de glicocorticoides,
GRE = elementos responsivos aos glicocorticoides, TcR = receptor de
células T.

Seta continua (—— ) = Vvias de sinalizag&o gendmica;

setas tracejadas ( == === ) = vias de sinalizacdo ndo-gendmica;

seta interrompida ( —7%* ) = inibic&o.

Fonte: (Adaptado de BOLDIZSAR et al., 2010).

1.4 MODELOS DE INFLAMACAO
Para avaliar o efeito anti-inflamatério de farmacos e/ou

plantas, diferentes modelos j& foram descritos. Dentre eles pode-
se destacar a pleurisia, a bolsa de ar, 0 edema de pata, a artrite



e o implante de esponjas embebidas em agentes irritantes
(SEDGWICK; LEES, 1986).

Diversas doencas de carater inflamatério promovem a
formacdo do edema, infiltracdo de leucédcitos e liberacdo de
mediadores pré-inflamatérios. Dentre as doencas das vias
aéreas que possuem uma resposta inflamatéria conhecida, pode-
se destacar a asma brénquica

Em modelos experimentais de asma, algumas espécies de
animais tém sido utilizados, tais como cobaia, camundongos e
ratos. Estes modelos experimentais permitem avaliar as
alteracdes morfoldgicas, imunoldgicas e fisiolégicas nas vias
respiratérias que podem mimetizar alguns eventos que ocorrem
na asma humana (LEWKOWICH; WILLS-KARP, 2008).

Dentre o0s modelos experimentais para inducdo de
inflamacdo pulmonar, pode-se destacar o modelo de inflamagéo
neutrofilica. E, nesta condic@o clinica, a resposta inflamatdria
pulmonar apresenta predominio do influxo de neutréfilos
(SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). Para isto, os modelos
utilizados, destacam-se a inducdo de infec¢cdo pulmonar com
Pseudomonas aeruginosa e o uso de lipopolissacarideos (LPS)
para estimular a resposta imune inata (HOFFMANN et al., 2005;
DONG et al., 2009).

Outro modelo que também mimetiza a inflamacao
neutrofilica na cavidade pleural e no pulméo, é o da pleurisia que
foi originalmente desenvolvido em ratos (SPECTOR, 1956) e
mais tarde reproduzido em cobaias (SEDGWICK;
WILLOUGHBY, 1989) e camundongos (HENRIQUES et
al.,1990). A pleurisia induzida pela carragenina em camundongos
é, portanto, um modelo que mimetiza a asma brénquica
neutrofilica que ocorre em humanos, uma vez que neste modelo
experimental evidencia-se uma resposta do tipo bifasica que
também ocorre na asma humana.

A carragenina (Cg) é uma mistura de polissacarideos
derivados principalmente das algas Chondrus crispus, que possui
0 nome popular é musgo-irlandés (BRITO, 1989). Esta
substéncia é o irritante mais utilizado para a inducdo de
inflamacdo em estudos experimentais (BRITO, 1989). O modelo
de inflamacdo induzida pela carragenina em camundongos é
caracterizado por uma resposta inflamatéria do tipo bifasica, em
que na primeira fase (4 h) desta resposta ocorre 0 aumento da
infiltracdo de leucécitos, principalmente neutréfilos, e da
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exsudacdo, na cavidade pleural dos camundongos. E na
segunda fase (48 h) da resposta inflamatéria, observa-se
também aumento da exsudacdo, bem como de cékulas
mononucleares (SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1996). Este
modelo possui vantagens em relacdo aos outros modelos citados
anteriormente, pois, possibilita a avaliacgdo do exsudato da
cavidade pleural, bem como da migracao celular e mediadores
inflamatérios (HENRIQUES et al.,,1990; SALEH, CALIXTO,
MEDEIROS, 1996).

Neste trabalho, optou-se pelo modelo experimental da
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos, utilizando-
se apenas a primeira fase da resposta inflamatéria que corre 4 h
apos a inducdo da inflamacé@o na cavidade pleural pelo agente
flogistico carragenina. A escolha deste modelo foi devido esta
técnica ser padronizada em nosso laboratério, na facilidade de
execucdo depois de adequado treinamento Além disso, é
considerada um bom modelo para avaliar 0 mecanismo de acéo
de plantas que possuem propriedades anti-inflamatorias.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito anti-inflamatoério do extrato bruto sem o6leo,
fracbes e, compostos isolados obtidos das partes aéreas da
Rosmarinus officinalis L., administrados sistemicamente, no
modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) lIsolar, caracterizar e quantificar por meio de
metodologias analiticas os compostos isolados a partir
do extrato bruto sem 6leo e da fragdo acetato de etila
de Rosmarinus officinalis L.

b) Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato bruto sem
6leo de Rosmarinus officinalis L., fracbes e compostos
isolados sobre a migracdo dos leucdcitos
(polimorfonucleares e mononucleares) e a exsudacao,
em camundongos.

c) Investigar o efeito do extrato bruto sem o6leo de
Rosmarinus officinalis L., fracdes e compostos isolados
sobre a atividade de enzimas mieloperoxidase (MPO) e
adenosina-deaminase (ADA), em camundongos.

d) Investigar o efeito do extrato bruto sem 6leo de
Rosmarinus officinalis L., fracdes e compostos isolados
sobre as concentragbes de nitrito/nitrato  (NO,),
interleucina-17A (IL-17A) e interleucina-10 (IL-10), em
camundongos

e) Investigar se o0 material vegetal é capaz de
inibirfaumentar a expressdo do RNAm para IL-17A e IL-
10.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL VEGETAL
3.1.1 Coleta do material vegetal

As partes aéreas da Rosmarinus officinalis L. foram
coletadas no municipio de Santo Amaro da Imperatriz, Santa
Catarina, Brasil, e identificada pelo Dr. Daniel de Barcelos
Falkenberg do Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Santa Catarina. A exsicata foi depositada no Herbario
do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC - Florianopolis/SC) sob o nimero de registro
FLOR 34.918.

3.1.2 Obtengdo do extrato e das fracbes sem Oleos
essenciais de R. officinalis L.

As andlises fitoquimicas foram realizadas pela Dra. Juliana
Bastos Dalmarco, no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais (LQPN) da UFSC, sob a orientacdo do professor Dr.
Moacir Geraldo Pizzolatti.

Setenta gramas das folhas frescas de Rosmarinus
officinalis L. foram submetidas a hidro-destilacdo com 200 mL de
agua durante 4 h em um aparelho do tipo Clevenger modificado
para extrair o 6leo essencial. Apés a retirada do 6leo essencial,
as folhas foram submetidas & maceracdo em etanol 96% durante
uma semana a temperatura ambiente (22-25 °C) para obtencgéo
do extrato bruto sem 6leo. Depois deste periodo, o etanol foi
removido por rotavapor (Fisatom-802, SP, SP, Brasil) a 55 °C,
sob pressédo reduzida (460 mm Hg) (Vacuum Q-355A2, Quimis,
Diadema, SP, Brasil). Este procedimento rendeu 8,76 g de
extrato bruto sem 6leo essencial (EBSO). Parte do EBSO (3,26
g) foi submetido ao procedimento de filtracdo em coluna em gel
de silica (Vetec - 0,063-0,2 mesh) com os seguintes solventes
hexano, acetato de etila e etanol para obter as fracbes hexano
(HEX: 0,21 g, 6,4%), acetato de etila (AcOEt: 0,544 g, 16,7%) e



etanol (EtOH: 0,18 g, 5,5%). O produto derivado dos
procedimentos de extracao das folhas da Rosmarinus officinalis
L. esta ilustrado na figura 4.

Rosmarinus officinalis L.

Folhas frescas (70 g)

Acido rosmarinico
Extrato Bruto sem dleo / (RA) (11,2 mg)
(CEOF) (8,76 g)
1
Fracdo etandlica Fracio acetato de etila Fracao hexano
(EtOH) (0,18 g) (ACOEt) (0,544 g) (HEX) (0,21 g)

Carnosol (CAR)
(10,2 mg)

Figura 4 - Diagrama da sequéncia de obten¢&o do extrato bruto sem
Oleo, fracdes, e compostos isolados das folhas da Rosmarinus
officinalis L.

AcOEt = Fracdo acetato de etila, CAR = Carnosol, EBSO = Extrato bruto sem
6leo, EtOH = Fragéo etandlica, HEX = Fragao hexano, RA = Acido rosmarinico.

3.1.3 Isolamento dos compostos da R. officinalis L.

Parte da fragdo AcOEt (250 mg) foi dissolvida em metanol
(10 mL) e submetido a Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) utilizando o equipamento Varian ProStar® 310 com um
detector de UV/is (210 nm) (Walnut Creek, CA, EUA), um
injector manual e, o software StarFinder® versdo 5.5, para o
isolamento e purificacdo do carnosol (Composto 1) (Figura 5A).
Este procedimento estad de acordo com a metodologia descrita
por BENINCA et al. (2011), utilizando uma coluna semi-
preparativa C8 (Beckman Ultrasphere Octyl 10 mm x 25 cm x 5
um) (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA). Este procedimento
ainda originou 10,2 mg de um cristal incolor, que foi comparado a
um padrdo previamente obtido utilizando procedimentos
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cromatogréficos e, identificados por dados espectroscopicos de
Ressonancia magnética nuclear de *He *C (RMN *H e RMN C)
(Varian AS-400 - Palo Alto, CA, EUA), e infra vermelho: IV
(Perkin-Elmer FTIR PC 16, Beaconsfield, Inglaterra) (BENINCA
etal., 2011).

Ao mesmo tempo, o EBSO (250 mg) foi dissolvido em
metanol (10 mL) e aliquotas de 100 uL foram submetidos ao
HPLC usando também uma coluna semi-preparativa C8
(Beckman Ultrasphere Octyl 10 mm x 25 cm x 5 m) (Beckman
Coulter, Brea, CA, EUA). Na fase moével foram utilizadas os
seguintes solventes: metanol (A) e agua (B) com uma taxa de
fluxo de 2,0 mL/min. O perfil de eluicdo utilizado foi: 0-7,5 min
60:40 (A:B) (isocréatico), para o isolamento do acido rosmarinico
(Composto 2) (Figura 5B). Apos este procedimento, obteve-se
11,2 mg de um po6 castanho amarelo claro, que foi comparado
com o padrdo comercial (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha)
por co-inje¢cdo, em espectroscopia de UV a 200 nm.

A OH CH, B OH

H,C CH,
Carnosol (CAR) Acido rosmarinico (RA)

Figura 5 - Estruturas quimicas dos compostos isolados a partir do
extrato bruto sem 6leo (EBSO) e da fragdo AcOEt das partes aéreas
da Rosmarinus officinalis L.

(A) Composto 1 (carnosol) isolado a partir da fracdo de AcOEt e (B) Composto 2
(acido rosmarinico) isolado a partir do EBSO.

3.1.4 Eletroforese capilar (EC) do extrato bruto e fragdes da
R. officinalis L.

3.1.4.1 Preparagéo dos padrdes e solu¢des de amostra
As solugBes estoque dos compostos 1 e 2 foram

preparadas por meio da dissolugcdo de 10 mg de ambos os
compostos em 10 mL de metanol. O EBSO e as fragbes foram



diluidas em metanol a uma concentracéo final de 200 mg/mL. As
solugbes padrdo, para a curva de regressao foram produzidos
com cinco concentracdes de diluicdes das solugdes estoque
iniciais (Tabela 1).

Tabela 1 - Equacdes de regressao linear, intervalo e coeficiente
de correlacdo para compostos isolados

Analito Equagdo de Coeficiente de Intervalo
regressao correlacédo (Mg/mL)
CAR y =0,021x — 0,9970 22,8-228
0,168
RA y =0,077x — 0,9990 10-90
0,119

CAR: carnosol; RA: acido rosmarinico.

3.1.4.2 Quantificacdo dos compostos isolados

Os experimentos envolvendo a separacdo dos compostos
presentes no EBSO, HEX e AcOEt foram realizados em sistema
de eletroforese capilar (HP*°CE, Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, EUA). Em todos os experimentos, para a separagdo, foi
utilizado um capilar de silica fundida de 48,5 cm (40 cm de
comprimento efetivo) x 50 um ID x 375 um OD (Polymicro,
Phoenix, AZ, EUA). O capilar foi condicionado previamente por
lavagem com 1 M de NaOH durante 30 min, seguido por lavagem
de 30 min com agua Milli-Q e 10 min com o tampao. Para as
analises seguintes, o capilar foi lavado com 1 M de NaOH
durante 2 min, seguido por uma lavagem de 2 min com agua
Milli-Q para assegurar boa repetibilidade. O capilar foi equilibrado
com o tampao de corrida (20 mM tetraborato de sédio ajustado a
pH 9,3) com 10% de metanol durante 3 min antes de cada
injeccdo de amostra. Depois de cada andlise, o capilar foi lavado
durante 2 min com agua Milli-Q. As amostras foram injetadas de
maneira hidrodindmica com pressédo de 50 mBar durante 8 seg.
Separacdes eletroforéticas foram realizadas a 25 kV, durante 5
min, e a temperatura foi mantida a 25 °C. Além disso, para a
quantificacdo dos compostos (1 e 2), foi utilizado um padréao
interno (IS) de 4-nitrofenol 20 mg L™, e as curvas de calibragéo
foram realizadas com as areas dos picos dos padrfes/area do
padrao interno em funcdo da concentracdo. Toda a analise neste
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estudo foi realizada em 200 nm. Tanto os padrdes quanto as
amostras foram injetados em duplicata.

3.2 EXPERIMENTOS IN VIVO
3.2.1 Delineamento do estudo

Estudo experimental, prospectivo e controlado.
3.2.2 Animais

Camundongos albinos Swiss (n = 600), um més de idade,
fémeas, pesando entre 18 e 25 g, fornecidos pelo Biotério
Central da UFSC, foram utilizados nos experimentos in vivo. Os
animais mencionados receberam alimentacéo, bem como e agua
ad libitum durante todo o experimento, acomodados em gaiolas
plasticas com serragem, sob temperatura ambiente controlada
(22 £ 2 °C) e luz natural. Este estudo foi aprovado pelo Comite de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEUA — protocolo nimero PP00632/CEUA/2011), e os
experimentos foram realizados de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

3.2.3 Procedimento anestésico

Neste protocolo experimental, a anestesia foi induzida com
pentobarbital (60 mg/kg, i.p). A anestesia foi utilizada para a
administracdo da solucdo de azul de Evans (25 mg/kg)
administrado por via intravenosa (i.v.).
3.2.4 Eutanédsia dos animais

Os animais foram submetidos a morte indolor assistida
com overdose de pentobarbital (180 mg/kg).
3.3 PLEURISIA INDUZIDA PELA CARRAGENINA EM

CAMUNDONGOS

A pleurisia foi induzida de acordo com os procedimentos
descritos por SALEH, CALIXTO E MEDEIROS (1996).



No dia do experimento, os animais receberam 0,1 mL de
solucdo salina estéril (NaCl 0,95%) ou do agente flogistico
carragenina (Cg, 1%), administrados na cavidade pleural direita
através do espaco intercostal. Apdés 4 h, os animais foram
sacrificados com overdose de pentobarbital, o térax foi aberto e a
cavidade pleural foi lavada com duas aliquotas de 0,5 mL
(totalizando 1 mL) de solucdo salina tamponada [pH 7,6, NaCl
(130 mM), Na,HPO,4 (5 mM), KH,PO, (1 mM) e heparina (20
Ul/mL). As amostras do lavado da cavidade pleural foram
coletados para determinacdo de: leucdcitos, exsudacao,
atividades das enzimas mieloperoxidase (MPQO) e adenosina-
desaminase (ADA), concentracdes dos metabdlitos do Oxido
nitrico (nitrito/nitrato) e citocinas (IL-17A e IL-10). Para a andlise
da expressdo de RNAm para IL-17A e IL-10, foram analisadas
amostras de tecido pulmonar.

Para a avaliagdo indireta da exsudacdo, os animais foram
tratados com uma solugdo do corante azul de Evans (25 mg/Kg,
0,2 mL/animal), administrados por via endovenosa (i.v.) 10 min
antes da inducéo da pleurisia (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS,
1996). Na analise da atividade das enzimas mieloperoxidase
(MPO) e adenosina-deaminase (ADA), bem como da
concentracdo do nitrito/nitrato (NO,) e das citocinas: interleucina
17A (IL-17A) e interleucina 10 (IL-10), os animais ndo receberam
a injecdo com azul de Evans, uma vez que este corante pode
interferir nas dosagens colorimétricas e enzimaticas empregadas
para a quantificacdo desses parametros.

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

De acordo com o protocolo experimental, para o estudo da
curva dose-resposta, diferentes grupos de animais (n= 5, por
grupo) foram tratados com diferentes doses de extrato bruto sem
6leo (EBSO: 25-100 mg/kg), fracdo etandlica (EtOH: 10-50
mg/kg), fracdo hexano (HEX: 10-50 mg/kg) e frac@o acetato de
etila (AcOEt: 5-50 mg/kg), carnosol (CAR: 1-10 mg/kg) ou &cido
rosmarinico (RA: 2,5-10 mg/kg) obtidos de Rosmarinus officinalis
L., administrados por via intraperitoneal 0,5 h antes da indugéo
da pleurisia com Cg (1%), administrada por via intrapleural (i.pl.).
Apos 4 h, os animais foram submetidos a morte indolor assistida
e os parametros inflamatorios (leucdécitos e as concentracdes de
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exsudacdo) foram analisados. Em relagdo aos solventes
utilizados, o EBSO, fragcbes e compostos isolados foram
solubilizados em uma mistura de 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO) em solucéo salina (NaCl a 0,95%) (Figura 6).

Em um outro conjunto de experimentos, para avaliar o
perfil temporal, diferentes grupos de animais receberam uma
dose Unica de EBSO (50 mg/kg), EtOH (50 mg/kg), HEX (25
mg/kg), AcOEt (25 mg/kg), CAR (2,5 mg/kg) ou RA (5 mg/kg), ou
seja a melhor dose (menor dose capaz de inibir o influxo de
leucocitos e/ou exsudacdo) em diferentes periodos de tempo
(0,5-2 h) antes da administracdo da carragenina e 0S mesmos
parametros inflamatdérios foram avaliados 4 h apés a inducdo da
pleurisia.

Com base nos resultados obtidos nos estudos das curvas
dose-resposta e tempo-resposta, EBSO (50 mg/kg), EtOH (50
mg/kg), HEX (25 mg/kg), AcOEt (25 mg/kg), CAR (2,5 mg/kg) e
RA (5 mg/kg), administrados 0,5 h antes da inducdo da
carragenina foram utilizados para analisar os seus efeitos sobre
a a atividade das enzimas MPO e ADA, concentracdes de NOy,
bem como concentragdes/expressdo do RNAm para interleucina-
17A (IL-17A) e interleucina-10 (IL-10).

A dexametasona (0,5 mg/kg) e a indometacina (5 mg/kg),
administradas por via intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da inducéo
da pleurisia, foram utilizadas como farmacos de referéncia de
acdo anti-inflamatdria. Além disso, foram realizados em paralelo,
um grupo de controle positivo (animais tratados apenas com Cg
(19%), administrada por via intrapleural) e, um grupo de controle
negativo (animais tratados apenas com solugcdo salina estéril
(NacCl, 0,9%), administrada por via intrapleural).
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IL-17 e IL-10 : ELISA

3.5 TECNICAS UTILIZADAS

3.5.1 Contagem total e diferencial dos leucécitos

Ap6s a morte dos animais (4 h apds a indugcdo da
inflamacao), aliquotas de 15 pyL dos lavados das cavidades
pleural foram coletados para determinar a contagem total dos
leucdcitos, utilizando-se  contador celular automatizado
veterinario ajustado os parametros para camundongos
(MINDRAY, BC-2800 Vet, Nanshan, Shenzhen, China). Os
resultados foram expressos em numero total de leucécitos
x10°%/mL.

Para a contagem diferencial dos leucocitos, 50 pL das
aliquotas dos lavados da cawdade pleural foram centrifugados
em citocentrifuga (Cytopro® cytocentrifuge Wescor, modelo: 7620
EUA) e os mesmos foram corados pelo método de
MayGrunwald-Giemsa. A  contagem  celular diferencial
(polimorfonucleares e mononucleares) foi realizada em
microscopio 6ptico comum, com auxilio de objetiva de imersao
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(aumento de 1000 vezes), contando-se 100 células por lamina.
Os resultados foram expressos em niimero total de células x 10°
(SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996).

3.5.2 Determinacé&o da exsudacgao

A exsudacdo foi determinada pela avaliacdo indireta da
concentragcdo do corante azul de Evans, no exsudato pleural
(SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). Assim, em cada grupo
experimental, os animais foram tratados 0,5 h antes da
carragenina com uma solucdo de corante azul de Evans (25
mg/kg), administrados por via intravenosa (i.v.), a fim de
quantificar a exsudacgéo na cavidade pleural.

No dia dos experimentos, uma aliquota (200 uL) do lavado
da cavidade pleural foi coletado e mensurado por meio da
densidade  dtica em leitora  de microplacas  de
enzimaimunoensaio (ELISA) (Organon Teknica, Roseland, New
Jersey, EUA), em 620 nm, de acordo com a metodologia descrita
por SALEH, CALIXTO E MEDEIROS (1996). Para a
guantificagdo da concentracdo de azul de Evans, curvas padrdo
com concentragdes previamente conhecidas do corante (0,01-50
pg/mL) tiveram suas densidades oOticas determinadas, e
formulou-se uma equacéo da reta ([ ] = (abs — 0,07374)/0,0573),
0 que permitiu a quantificacdo dos valores desconhecidos. Os
valores das concentracdes de azul de Evans foram expressos
em pg/mL.

3.5.3 Determinacédo da atividade da mieloperoxidase

As amostras do lavado pleural foram coletadas
imediatamente apdés a eutanasia dos animais, para a
guantificagdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), de
acordo com a metodologia descrita por RAO et al, 1993.
Aliquotas de 20 uL do lavado da cavidade pleural ou do padréo
(MPO de neutrodfilos humanos (0,7-140 muU/mL)) foram
transferidos para placas de enzimaimunoensaio (ELISA) e a
reagdo enzimatica foi iniciada com a adicdo de 180 uL de
solucdo (0,167 mg/mL de orto-dianisidina, 2HCI e 0,0005% de
H,0,). Apds 15 minutos de incubacao, a temperatura ambiente, a
reacdo enzimatica foi interrompida com a adicdo de 30 pL de
azida sddica (1%) (RAO et al.,, 1993). Na etapa seguinte, as



placas contendo as amostras foram lidas em leitor de ELISA
(Organon Teknica, Roseland, New Jersey, EUA), em 450 nm.
Curvas-padrao com concentra¢des conhecidas da MPO (0,7-140
muU/mL) também tiveram suas densidades 6ticas determinadas,
permitindo a quantificagdo dos valores desconhecidos em
mU/mL, com o auxilio da equacdo da reta (MPO = (abs —
0,03014)/0,0009545).

3.5.4 Determinacédo da atividade da adenosina-deaminase

As amostras do lavado da cavidade pleural (10 pL),
contendo a enzima ADA, foram transferidas para cubetas
iniciando-se a reacdo enzimatica com a adi¢do da solucdo de
tampéo fosfato [pH 6,5, 250 pL, composigdo: NaH,PO4.H,O (35
mM), Na,HPO,4.12H,0 (15 mM) e adenosina (0,5 mM)]. Apés um
periodo de incubacdo de 1 h a 37 °C, a reacdo foi bloqueada
pela adigdo da solugao (500 pL) de fenol (1 mM), nitroprussiato
de saodio (0,17 mM) e tampéo alcalino (500 uL: NaOCI: 11 mM e
NaOH: 125 mM) (GIUSTI; GALANTI, 1984).

Além disso, foi utilizada uma solucao padréao de sulfato de
ambénio com concentracdo conhecida, e de composicao:
NaH,PO,4.H,0 (35 mM), Na,HPO,.12H,0 (15 mM) e (NH4),SO,
(15 mM). A avaliagdo da atividade da ADA no lavado pleural foi
analisada pela geracdo de amonia ocasionada pela quebra da
adenosina que foi adicionada ao meio. A aménia gerada reage
com o fenol e o hipoclorito, reacdo dependente de pH alcalino e
catalisada pelo nitroprussiato de sodio, favorecendo a formacéo
de um indofenol de coloracdo azul. A concentracdo de amoénia é
proporcional a concentragdo de indofenol produzido. As
absorbancias das amostras e dos padrdes foram mensuradas em
leitora de ELISA (Organon Teknica, Roseland, New Jersey, EUA)
em 620 nm (GIUSTI; GALANTI, 1984). Os valores da
concentracdo de adenosina-deaminase (ADA) foram expressos
em U/L.

3.5.5 Quantificacdo dos metabdlitos do 6xido nitrico

O oxido nitrico (NO) foi indiretamente quantificado, no
lavado pleural, pela formacao de seus metabdlicos nitrito (NO;) e
nitrato (NOs3), utilizando a reacdo de Griess (GREEN et al, 1982).
Para esta andlise, no dia dos experimentos, 300 uL de cada
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amostra do lavado pleural foi submetida a desproteinizacdo. Em
cada amostra, foram adicionados 30 uL de solucdo de sulfato de
zinco (20%), sob agitacdo em vortex e incubadas em banho de
gelo por 60 minutos. As amostras foram centrifugadas (2.500 rpm
por 15 minutos) obtendo-se, desta forma, um sobrenadante
limpido. Em seguida, 100 uL do sobrenadante de cada amostra
foi transferido para um poco de microplaca de ELISA e diluidos
em solugdo contendo 100 uL de solucdo saturada de cloreto de
vanadio (0,8%) (p/v) e &cido cloridrico (HCI) (3%) (p/v) e, 100 uL
de solugcdo de Griess: sulfanilamida (1%) (p/v), acido fosférico
(5%) (v/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v)). A mistura foi
incubada por 40 minutos, a 37 °C (MIRANDA; ESPEY; WINK,
2001). Nesta reacdo o cloreto de vanadio converte o NO3; em
NO, e com a adicdo do reagente de Griess se produza uma
coloracdo rosea, que foi quantificada por meio da leitura das
densidades 6ticas em leitor de ELISA (Organon-Tecknica,
Roseland, New Jersey, EUA) em 540 nm. Curvas-padrdo com
concentracdes previamente conhecidas de NO, (0-150 uM)
também tiveram suas densidades Oticas determinadas,
permitindo a quantificacdo dos valores de nitrito/nitrato no
exsudato da cavidade pleural, em uM, com auxilio da equacéo da
reta (NO,= (abs — 0,1306)/0,01142).

3.5.6 Determinacdo das concentragdes de IL-17A e IL-10

Para a andlise das concentracbes de IL-17A e IL-10,
imediatamente apdés a eutanasia dos animais, aliquotas do
lavado da cavidade pleural foram coletadas e processadas para
quantificar as citocinas. Neste protocolo, Kkits comerciais
disponiveis foram utilizados com anticorpos monoclonais
especificos para cada citocina. As concentragbes das citocinas
foram mensuradas utilizando-se a técnica de ELISA tipo
sanduiche, realizados de acordo com as instru¢des do fabricante.

As sensibilidades identificadas nos kits foram: IL-17A= 4,0
pg/mL e IL-10= 30 pg/mL. Os coeficientes de variacdo (CV)
intraensaios para IL-17A e IL-10 foram de 7,5% + 1,7% e 4,9 +
3,7%, respectivamente. Enquanto os CV interensaios para IL-
17A e IL-10 foram de 6,2% * 09% e 88 + 6,1%,
respectivamente. Curvas-padrdo com concentracdes conhecidas
de cada citocina, IL-17A (4,0 - 500 pg/mL) e IL-10 (30 -



4000 pg/mL) também tiveram suas densidades Oticas
determinadas, permitindo-se a quantificagdo dos valores
desconhecidos com o auxilio da equacao da reta (IL-17 = (abs —
0,34915)/0,00037 e IL-10 = (abs — 0,08982)/0,00012). As leituras
de todas citocinas e suas respectivas curvas-padrao foram
estimados por meio da medida colorimétrica em 450 nm,
realizadas em leitor de ELISA (Organon-Tecknica, Roseland,
New Jersey, EUA). Os valores foram expressos em pg/mL.

3.5.7 Semi-quantificacdo da transcricdo de RNAm para IL -
17A e IL-10

A transcricdo do RNAm para a interleucina-17A (IL-17A) e
a interleucina-10 (IL-10) foi analisada no tecido pulmonar dos
camundongos.

3.5.7.1 Extracdo e quantificacdo do RNA de tecido pulmonar de
camundongos

Primeiramente, para a extracdo do RNA total, 200 mg de
tecido pulmonar foram inseridos em tubos do tipo eppendorf (2
mL) que continham 1 mL de Brazol® e, a seguir, este tecido foi
imediatamente picotado com auxilio de aparato cirargico livre de
RNAses. O material obtido foi homogenizado em voértex por cerca
de 30 seg e incubado a temperatura ambiente (25 °C) por 5 min.
Ap6s o periodo de incubagdo foi adicionado 0,2 mL de
cloroférmio, e o material foi novamente homogenizado e
incubado por mais 3 min, a temperatura ambiente (25 °C). Apés
esta fase, o material foi centrifugado a 12.000 x g (4 °C) por 15
min, e a fase superior (fase aquosa) foi transferida para um tubo
eppenforf. A este novo tubo adicionou-se 0,5 mL de isopropanol
e incubou-se o material por 10 min, a temperatura ambiente (25
°C). Ao final desta etapa, o material foi novamente centrifugado
por 10 min a 12.000 x g (4 °C), e 0o RNA total presente no
sedimento foi recuperado (DALMARCO et al.,, 2012). Deste
modo, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi lavado
com 1 mL de etanol (70%, v/v). Finalmente, realizou-se a
centrifugacdo do material a 7.500 x g (4 °C) por 5 min e
descartou-se o sobrenadante com posterior secagem do material
em estufa (40 °C) por 10 min. Em seguida, foi adicionado ao
sedimento 100 uL de agua livre de RNAses (0,01% DEPC, v/v)
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(DALMARCO et al., 2012). No final do processo de extracdo, a
determinacgéo da concentragcdo e da pureza do RNA total, foram
conferidas por leitura espectrofotométrica a 260 nm e pela razéo
da absorbéncia 260/280 nm respectivamente, com auxilio do
aparelho picodrop™ (Hinxton, Cambridgeshire, Inglaterra).

3.5.7.2 Reacdo de transcri¢do reversa (RT)

Para eliminar a contaminacdo com DNA gendmico, as
amostras de RNA total foram tratadas com DNAse |I®, segundo
instrucdes do fabricante (Fermentas®, Burlington, Ontario,
Canada). A seguir, 500 ng de cada amostra foi transferida para
microtubos (200 uL) e, adicionou-se 50 uM de oligonucleotideo
(Oligo dT 12-18)®, 10 mM de dNTPs e 6 pL de agua DEPC
(0,01%). Estas amostras foram homogenizadas e incubadas por
5 min a 65°C e, posteriormente, acondicionados em banho de
gelo por 2 min (DALMARCO et al., 2012).

Na préxima etapa, foram adicionados aos microtubos, 4 uL
de solucao tampéao (First Strand Buffer 5x), 1 uL de DTT (0,1 M),
1 WL de enzima inibidora de RNAses (Ribolock® 20 U) e 1 pL da
enzima Superscript 111® (200 U), totalizando 20 pL de volume
final. Estes microtubos foram agitados em vortex e incubados por
1 h a 60 °C. Finalizada a incubacéo, os microtubos que agora
continham o DNA complementar (cDNA), foram novamente
incubados por 15 min a 70 °C, visando inativar as enzimas
adicionadas anteriormente. Apds este periodo, 0os microtubos
foram armazenados em freezer (-20 °C) para posterior analise
das amostras, por reacoes de PCR (DALMARCO et al., 2012).

3.5.7.3 Reacdo em cadeira da polimerase (PCR)

As reagbes de PCR foram realizadas utilizando 2 L de
cDNA (obtidos da RT), 1 uM de cada oligonucleotideo: senso e
antisenso correspondentes a cada gene estudado (Tabela 1), 0,2
mM de dNTPs, 2,5 U de Taq DNA polimerase, 2,5 mM de MgCl,
e 2,5 mM de tamp&o (10x PCR Buffer livie de Mg*"), obtendo-se
um volume final de reagao de 25 uL. A reagdo de PCR ocorreu
em quatro etapas: 1) Desnaturacdo do cDNA, incubando as
amostras a 95 °C durante 5 min; 2) 35 a 40 ciclos de
amplificacdo (45 seg. a 95 °C, 45 seg. na temperatura especifica
de cada oligonucleotideos e 45 seg. a 72 °C) (Tabela 2); 3) etapa



de extensdo, pelo qual a incubacéo foi de 72 °C por 7 min; 4)
incubacdo a 4 °C por tempo indeterminado. A sequéncia dos
iniciadores especificos para cada gene foi definida com base no
programa Primer 3 (versao 0.4.0), visando amplificar uma regido
génica Unica (Tabela 2) (DALMARCO et al., 2012).

Iniciadores que amplificam o gene da [-actina de
expressao constitutiva foram utilizados como controle positivo de
amplificacdo génica. Além disso, para excluir a possibilidade de
contaminacao, controles negativos contendo somente agua como
amostra foram realizados.

Terminadas as reacgdes de PCR, 8 yL de cada amostra
correspondente aos grupos estudados foram misturados a 2 L
de tampdao de corrida (Gel loading buffer 6x) e submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,0% contendo brometo de
etidio (EtBr, 0,5 ug/ml). A leitura do gel de agarose foi realizada
com o auxilio de aparelho transiluminador de luz ultravioleta
(Vilber Lourmat®, Capt Foto-System) (Marne-la-Vallée, Paris,
Franca). A quantidade relativa do produto de RT-PCR para IL-
17A e IL-10 foram determinadas por fotografia digital e a analise
da densitometria dos géis de agarose corado com EtBr,
normalizados com o controle interno (B-actina), utilizando uma
versdo imagem foto-Capt 12,4 para Windows®.

3.6 FARMACOS E REAGENTES

Neste estudo, foram utilizados os seguintes reagentes e
farmacos: dexametasona (Prodome Quimica e Farmacéutica
Ltda., Campinas, SP, Brasil), pentobarbital (Hypnol®, Cristalia,
Sao Paulo, SP, Brasil), carragenina-A (grau IV), hidréxido de
sédio (NaOH), mieloperoxidase de neutréfilos humanos,
indometacina, o-dianisidina 2HCI (3,3’dimetoxibenzidina), azida
sédica, cloreto de vanadio (Ill) (VCls), sulfanilamida (CgHgN,O,S)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), peréxido de
hidrogénio (H,O, 30 %) (Biotech, Sao Paulo, SP, Brasil),
adenosina (Cy1oH13N504) (Fluka, Ronkonkoma, Nova York, EUA),
heparina (Liquemine®, Roche, Séao Paulo, SP, Brasil), fosfato de
sédio (NaH,PO,4.H,0), sulfato de zinco (ZnSO,) (Vetec, Duque
de Caxias, RJ, Brasil), fenol (C¢HsOH), fosfato de hidrogénio
dissodico dodecahidratado (Na,HPO,4.12H,0) (Reagen, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), nitroprussiato (CsFeNsNa,0.2H,0) (Nuclear,
Sao Paulo, SP, Brasil), sulfato de ambnio (NH3;SO,4) (Labsynth,
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Sdo Paulo, SP, Brasil), HCI, etanol PA, acetato de etila PA,
hexano PA (Synth, Diadema, SP, Brasil), liquido de Turk, May-
Grinwald (Newprov, Pinhais, PR, Brasil), Giemsa (Laborclin,
Pinhais, PR, Brasil), Azul de Evans (C34H24N¢O14S4Na,) (Acros-
Organics, Geel, Antwerp, Bélgica); Dihidrocloreto de N-(1-naftil)-
etilenodiamina (C1,H16CIoNy)  (Merck, Frankfurter, Darmstadt,
Alemanha). Neste protocolo foram utilizados ainda, kits de
enzimaimunoensaio (ELISA) para quantificacdo de IL-17A e IL-10
para camundongos (eBioscience Inc., Sao Diego, CA, EUA).
Iniciadores para a reacdo de cadeira da polimerase (PCR)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), agarose
(Laboratorios Conda, Torrejon de Ardoz, Madri, Espanha),
Brazol®, brometo de etidio (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil),
Superscript 111°, Oligo-dT (12-18)®, dNTPs e DNAse grade 1°,
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit e Ribolock®
(Fermentas, Burlington, Canada). Outros sais e reagentes, de
grau de pureza analitica, foram obtidos de diferentes fontes
comerciais.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros inflamatérios estudados,
incluindo migracdo celular, exsudacédo, atividade das enzimas:
MPO e ADA, bem como concentracdes de nitrito e nitrato (NOy),
IL-17A e IL-10, e a expressdo do RNAm para as mesmas
citocinas, foram expressos por média = erro padrdo da média
(e.p.m.) e valores percentuais. As diferengas estatisticas dos
par@metros analisados entre 0s grupos controle e grupos
tratados com o material vegetal ou com os farmacos de
referéncia (Dexa ou Indo) foram realizadas por meio do teste
paramétrico de Analise de Variancia (ANOVA) bicaudal,
complementado, quando necessario, pelo teste post hoc de
Dunnett ou do teste t de Student (ndo-pareado). Os resultados
foram analisados utilizando o programa estatistico GraphPad
Prism® versdo 3.00 (San Diego, Califérnia, EUA). Para todas as
andlises estatisticas, valores de p menores que 0,05 foram
considerados significativos.
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Tabela 2 - Oligonucleotideos (iniciadores) e condi¢bes utilizadas nas rea¢cfes de RT-PCR.

S -
Produto de Ciclos de Temp. (°C) de Temp. (°C) Temp. Registro

Gene Iniciadores amplificacao amplificacio  desnaturacio de (°C) de no
(pb) P ¢ ¢ hibridizagdo  extensdo  Genbank
CCAACCGTGAAA
. AGATGACC BC13861
B-actina GCAGTAATCTCC 606 30 95 52 72 a1
TTCTGCATCC
TCTCTGATGCTG
TTGCTGCT BC11930
IL-17A CGTGGAACGGTT 195 35 95 56 72 91
GAGGTAGT
GGTTGCCAAGCC
TTATCGGA NC00006
IL-10 ACCTGCTCCACT 191 40 95 58 72 76

GCCTTGCT




4 RESULTADOS

4.1 ANALISE FITOQUIMICA
4.1.1 Quantificacdo dos compostos isolados

Para quantificar os compostos isolados no EBSO e nas
fragbes HEX, AcOEt e EtOH, foram preparadas duas curvas de
calibracéo interna, uma para o acido rosmarinico (Sigma-Aldrich)
e outra para o carnosol (previamente isolado) (BENINCA et al.,
2011). As equacOes de regressdo linear, o intervalo, e o
coeficiente de correlagéo linear foram mostrados na Tabela 1. Os
eletroferogramas do EBSO e das fracbes HEX e AcOEt obtidos
de Rosmarinus officinalis L. sdo mostrados na figura 6 e foram
obtidos utilizando a analise de eletroforese capilar. O carnosol
(1), foi encontrado no EBSO (Figura 7A) e nas fracdes HEX
(Figura 7B) e AcOEt (Figura 7C). Além disso, o acido rosmarinico
(2) foi encontrada no EBSO (Figura 7A).

Neste estudo, a fracdo EtOH ndo apresentou qualquer um
dos compostos isolados (acido rosmarinico e carnosol) (Tabela
3).

Tabela 3 - Quantificagdo do carnosol e do &cido rosmarinico no
extrato e fragdes (mg/g de extrato ou frag&o) obtidos da Rosmarinus
officinalis L. por eletroforese capilar (200nm).

[conc. de [conc. de
CAR em mg/g CAR *RSD% RA em mg/g *RSD% RA
(% m/m) (% m/m)
de extrato] de extrato]
EBSO 187,3 18,73 5,67 62,95 10,84 6,30
HEX 180,25 18,02 10,89 nd -
AcOEt 193,27 19,30 7,59 nd -
EtOH nd - - nd -

* RSD: Desvio padréo relativo; CAR: carnosol; RA: &cido rosmarinico; EBSO:
extrato bruto sem 6leo da Rosmarinus officinalis L.; HEX: fragdo Hexano; AcOEt:
fracao acetato; EtOH; fragdo etandlica; nd: ndo detectado.
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Figura 7 - Determinagdo do carnosol (1) e &cido rosmarinico (2) no
extrato bruto sem 6éleo (EBSO) da R. officinalis L. e nas fragdes:

hexano (HEX) e acetato de etila (AcOEt).

O carnosol (1), foi observado no extrato bruto (A), nas fracdes hexano (B) e
acetato de etila (C). O acido rosmarinico (2) foi determinado somente no extrato
bruto sem o6leo (A).

Eletroferograma de uma mistura padrédo de compostos (1 e 2) e padréo interno
(IS) de 4-nitrofenol 20 mg L™. Sistema de eletrolitico composto de 20 mM
tetraborato de sodio (ajustada para pH 9,3) com 10% de metanol. Outras
condi¢Bes: injecao hidrodindmica (50 mbar, 8 s), tensdo aplicada: 25 kV,
temperatura: 25 °C; deteccgéo direta em 200 nm.



42 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E
COMPOSTQS ISOLADQS DE Rosmarinus offi~cinalis L. SOBRE
A MIGRACAO DE LEUCOCITOS E EXSUDACAO

Na inflamacdo causada pela carragenina, o extrato bruto
sem Oleo obtido das partes aéreas da Rosmarinus officinalis
(EBSO: 50 e 100 mg/kg) diminuiu significativamente a migracao
de leucécitos, os neutrdéfilos, os mononucleares e a exsudacao
(p < 0,01) (Figura 8). Na dose de 25 mg/kg, o EBSO somente
inibiu a migracdo de células mononucleares (p < 0,05) (Figura
8C). Além disso, este extrato na dose de 10 mg/kg nao
modificou estes parametros inflamatérios estudados (p > 0,05)
(Figura 8).

Na fracdo etandlica (EtOH), somente a dose de 50 mg/kg
foi capaz de causar uma inibicao significativa sobre a migragéo
leucocitaria, os neutréfilos, os mononucleares e a exsudacao (p
< 0,01) (Figura 9). A fracdo EtOH (10 e 25 mg/kg) néo
apresentou  modificacbes nos parametros inflamatérios
analisados (p > 0,05) (Figura 9).

A fracdo hexano (HEX), nas doses de 25 e 50 mg/kg,
também demonstrou importante efeito anti-inflamatério, pois
diminuiu significativamente a migracdo dos leucécitos e dos
neutréfilos (p < 0,01) (Figuras 10A e 10B). Esta fracdo na dose
de 50 mg/kg também inibiu os mononucleares e a exsudacéo (p
< 0,05) (Figuras 10C e 10D). Esta mesma fracdo, na dose de 10
mg/kg, ndo inibiu a inflamacdo causada pela carragenina (p >
0,05) (Figura 10).

A fracdo acetato de etila (AcOEt) demonstrou efeito anti-
inflamatério similar ao da fracdo HEX. Esta fracdo, nas doses de
25 e 50 mg/kg, foi capaz de inibir a migracdo leucocitaria, 0s
neutréfilos, os mononucleares e a exsudacéo (p < 0,01) (Figura
11). A fragdo AcOEt (10 mg/kg) ndo alterou nenhum dos
parametros inflamatérios analisados (p > 0,05) (Figura 11).

Entre as fragcOes testadas, as fracdes ACOEt e HEX foram
mais efetivas em inibir os leucdcitos e a exsudacdo quando
comparadas a fragdo EtOH, isto porque doses menores destas
fracdes (25 mg/kg) inibiram os mesmos parametros inflamatorios
estudados que doses maiores (50 mg/kg) da fracdo EtOH.

Na etapa seguinte, a partir do EBSO e da fracao AcOEt,
foram isolados e purificados os compostos: carnosol e &cido



rosmarinico, que também foram estudados para avaliar suas
potenciais propriedades anti-inflamatdrias.

O carnosol (CAR) nas doses de 2,5-10 mg/kg, também
mostrou ser efetivo em reduzir a migracdo leucocitaria, os
neutréfilos, os mononucleares e a exsudacao (p < 0,01)(Figura
12). O CAR, na dose de 1 mg/kg ndo modificou os parametros
inflamatérios estudados (p > 0,05) (Figura 12).

O &cido rosmarinico (RA) também demonstrou efeito anti-
inflamatdrio, uma vez que este composto nas doses de 2,5-10
mg/kg foi capaz de inibir a migracéo leucocitaria, os neutréfilos e
0s mononucleares (p < 0,05) (Figuras 13A, 13B e 13C). Além
disso, nas doses de 5 e 10 mg/kg este composto também inibiu
a exsudacao (p < 0,05) (Figura 13D).

O estudo da curva dose-resposta demonstrou que as
melhores doses do EBSO, fracbes e compostos isolados que
inibiram os parametros inflamatorios estudados foram as
seguintes: EBSO: 50 mg/kg, EtOH: 50 mg/kg, HEX: 25 mg/kg,
AcOEt: 25 mg/kg, CA: 2,5 mg/kg e RA: 5 mg/kg. Além disso, o
estudo da curva tempo-resposta mostrou que o material vegetal
foi eficaz em inibir os parédmetros inflamatodrios (leucécitos e
exsudacdo) quando administrado 0,5 h antes da carragenina
(resultados ndo apresentados). A partir destes dois estudos,
estas doses e o tempo de tratamento prévio foram utilizados
para a analise de outros parametros inflamatérios.

Como esperado, a dexametasona (0.5 mg/kg, i.p.) e a
indometacina (5.0 mg/kg, i.p.) inibiram significativamente a
migracdo leucocitaria, os neutréfilos, os mononucleares e a
exsudacéo (p < 0,05), respectivamente, na resposta inflamatéria
induzida por carragenina (Figuras 8 a 13).
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Figura 8 - Efeito do extrato bruto sem éleo (EBSO) (10 - 100 mg/kg) obtidos da Rosmarinus officinalis L. (R. officinalis L.),
administrado por via intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da inducéo da inflamacéo pela carragenina (1%) administrada por via

intrapleural (i.pl.) no modelo da pleurisia em camundongos.

Efeito do EBSO sobre leucdcitos (A), neutrdéfilos (B), mononucleares (C), exsudagao (D). Sal = grupo controle negativo (animais tratados somente
com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina (1%), i.pl.), Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas verticais
representam a média + e.p.m. e os asteriscos, as diferencas estatisticas (Dunnett e/ou teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de inibicdo. N = 5 animais. * p < 0,05, ** p < 0,01.
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Figura 9 - Efeito da fra¢é@o etandlica (EtOH) (10 - 50 mg/kg) obtidos da R. officinalis L., administrado por via intraperitoneal
(i.p.), 0,5 h antes da inducgéo da inflamacéo pela carragenina (1%) administrada por via intrapleural (i.pl.) no modelo da
pleurisia em camundongos.

Efeito da fracdo EtOH sobre leucdcitos (A), neutréfilos (B), mononucleares (C), exsudagdo (D). Sal = grupo controle negativo (animais tratados
somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina (1%), i.pl.), Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas verticais
representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos, as diferencas estatisticas (Dunnett e/ou teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de inibicdo. N = 5 animais. ** p < 0,01.
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Figura 10 - Efeito da fragdo hexano (HEX) (10 - 50 mg/kg) obtidos da R. officinalis L., administrado por via intraperitoneal
(i.p.), 0,5 h antes da inducgéo da inflamacéo pela carragenina (1%) administrada por via intrapleural (i.pl.) no modelo da

pleurisia em camundongos.

Efeito da fragdo HEX sobre leucdcitos (A), neutréfilos (B), mononucleares (C), exsudacao (D). Sal = grupo controle negativo (animais tratados
somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina (1%), i.pl.), Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas verticais
representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos, as diferencas estatisticas (Dunnett e/ou teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de inibigdo. N = 5 animais. * p < 0,05, ** p < 0,01.
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Figura 11 - Efeito da fracdo acetato de etila (AcOEt) (10 - 50 mg/kg) obtidos da R. officinalis L., administrado por via
intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da inducao da inflamacéo pela carragenina (1%) administrada por via intrapleural (i.pl.) no
modelo da pleurisia em camundongos.

Efeito da fragdo AcOEt sobre leucécitos (A), neutréfilos (B), mononucleares (C), exsudacéo (D). Sal = grupo controle negativo (animais tratados
somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina (1%), i.pl.), Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas verticais

representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos, as diferencas estatisticas (Dunnett e/ou teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de inibigdo. N = 5 animais. ** p < 0,01.
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Figura 12 - Efeito do Carnosol (CAR) (1 - 10 mg/kg) obtidos da fracdo AcOEt da R. officinalis L., administrado por via
intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da inducao da inflamacéo pela carragenina (1%) administrada por via intrapleural (i.pl.) no
modelo da pleurisia em camundongos.

Efeito do Carnosol sobre leucécitos (A), neutréfilos (B), mononucleares (C), exsudagdo (D). Sal = grupo controle negativo (animais tratados
somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina (1%), i.pl.), Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas verticais
representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos, as diferencas estatisticas (Dunnett e/ou teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de inibi¢do. N =5 animais. ** p < 0,01.
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Figura 13 - Efeito do Acido Rosmarinico (RA) (2,5 - 10 mg/kg) obtidos do EBSO da R. officinalis L., administrado por via
intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da inducéo da inflamac&o pela carragenina (1%) administrada por via intrapleural (i.pl.) no
modelo da pleurisia em camundongos.
Efeito do Acido Rosmarinico sobre leucdcitos (A), neutréfilos (B), mononucleares (C), exsudago (D). Sal = grupo controle negativo (animais
tratados somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina (1%), i.pl.), Dexa =
animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As
colunas verticais representam a média + e.p.m. e os asteriscos, as diferencas estatisticas (Dunnett e/ou teste t de Student). Os valores entre
parénteses correspondem aos percentuais de inibicdo. N = 5 animais. * p < 0,05, ** p < 0,01.
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Com os resultados das curvas-dose resposta, obtiveram-se
as melhores doses do EBSO, fragcdes e compostos isolados da
Rosmarinus officinalis L., ou seja, menores doses efetivas em
inbir os leucdcitos e a exsudacdo, como mostrados na tabela 4
para a dosagens das enzimas e mediadores inflamatérios.

Tabela 4 — Melhores doses e tempo de tratamento prévio do
Extrato bruto sem éleo, fracdo etandlica, fragcdo hexano, fracao
acetato de etila, carnosol e &cido rosmarinico isolados da
Rosmarinus officinalis L.

Rosmarinus officinalis L. Melhor Tempo deltr_atamento
Dose prévio
Extrato bruto sem 6leo 50 mg/kg 05h
Fracdo etandlica 50 mg/kg 05h
Frag&o hexano 25 mg/kg 0,5h
Fracao acetato de etila 25 mglkg 05h
Carnosol 2,5 mg/kg 05h
Acido Rosmarinico 5 mg/kg 0,5h

43 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E
COMPOSTOS ISOLADOS DA Rosmarinus officinalis L. SOBRE
A ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

O tratamento prévio (0,5 h) dos animais com as melhores
doses do EBSO, fragbes e compostos isolados da Rosmarinus
officinalis L. causou uma reducdo significativa da atividade da
MPO (p < 0,01) (Figura 14).

A dexametasona e a indometacina também reduziram
significativamente a atividade da MPO (p < 0,01) (Figura 14).



400

(37,0 £ 4,3%)
(50,3 £5,7%) 4z7+37% *%

**

2001 (53,2 + 8,9%)
(62,3 + 1,0%) 615"66% 636+49%
(647+18%
*%*
J O D

Sal Cg Dexa Indo EBSO EtOH HEX AcOEt CAR RA
50 50 25 25 25 5

Mieloperoxidase (U/L)

R. officinalis L. (mg/Kg , i.p.)

Figura 14 - Efeito do extrato bruto sem 6leo (EBSO: 50 mg/kg),
fracdo etandlica (EtOH: 50 mg/kg), fracdo hexano (HEX: 25 mg/kg),
fracdo acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg), carnosol (CAR: 2,5
mg/kg) e acido rosmarinico (RA: 5 mg/kg) isolados da Rosmarinus
officinalis L. (R. officinalis L.), administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducdo da inflamacao pela carragenina (1%)
administrada por via intrapleural (i.pl.) sobre a atividade da
mieloperoxidase (MPO).

Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.),
Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As
colunas verticais representam a média £+ e.p.m. e 0s asteriscos as diferengas
estatisticas (Dunnett e/ou Teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de inibigdo. N = 5 animais. ** p < 0,01.

4.4 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DA Rosmarinus officinalis L. SOBRE A ATIVIDADE
DA ADENOSINA-DEAMINASE

As melhores doses do EBSO, as fracdes e os compostos
isolados da Rosmarinus officinalis L. inibiram significativamente a
atividade da ADA (p < 0,05) (Figura 15).
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Os farmacos de referéncia, dexametasona e indometacina,
também reduziram esta enzima pro-inflamatéria (p < 0,01)
(Figura 15).
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Figura 15 - Efeito do extrato bruto sem dleo (EBSO: 50 mg/kg),
fracdo etandlica (EtOH: 50 mg/kg), fracdo hexano (HEX: 25 mg/kg),
fracdo acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg), carnosol (CAR: 2,5
mg/kg) e acido rosmarinico (RA: 5 mg/kg) isolados da Rosmarinus
officinalis L. (R. officinalis L.), administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducdo da inflamacédo pela carragenina (1%)
administrada por via intrapleural (i.pl.) sobre a atividade da
adenosina-deaminase (ADA).

Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.),
Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As
colunas verticais representam a média £+ e.p.m. e 0s asteriscos as diferengas
estatisticas (Dunnett e/ou Teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de inibicgdo. N = 5 animais. * p < 0,05 e ** p <
0,01.

45 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E
COMPOSTOS ISOLADOS DA Rosmarinus officinalis L. SOBRE
A CONCENTRACAO DOS METABOLITOS DO OXIDO NITRICO
(NITRITO/NITRATO)



O extrato bruto sem dleo, fragdes e compostos isolados da
Rosmarinus officinalis L. em suas melhores doses, diminuiram
significativamente a concentragdo dos metabdlitos do O6xido
nitrico (NO,) (p < 0,05) (Figura 16).

Os farmacos de referéncia anti-inflamatéria também
suprimiram as concentracfes de nitrito/nitrato (p < 0,01) (Figura
16).
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Figura 16 - Efeito do extrato bruto sem 6leo (EBSO: 50 mg/kg),
fracdo etandlica (EtOH: 50 mg/kg), fracdo hexano (HEX: 25 mg/kg),
fracdo acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg), carnosol (CAR: 2,5
mg/kg) e acido rosmarinico (RA: 5 mg/kg) isolados da Rosmarinus
officinalis L (R. officinalis L.), administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducdo da inflamacao pela carragenina (1%)
administrada por via intrapleural (i.pl.) sobre a concentracdo de
nitrito/nitrato (NO,).

Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.),
Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As
colunas verticais representam a média £+ e.p.m. e 0s asteriscos as diferengas
estatisticas (Dunnett e/ou Teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de inibicdo. N = 5 animais. * p < 0,05 e ** p <
0,01.
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46 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E
COMPOSTOS ISQLADOS DA Rosmarinus officinalis L. SOBRE
A CONCENTRACAO DE IL-17TA E IL-10

Neste estudo experimental foi observado que o EBSO,
fracbes e compostos isolados da Rosmarinus officinalis L.
reduziram as concentracdes de IL-17A (p < 0,05) (Figura 17). Em
contrapartida, nas mesmas condicbes experimentais, foi
observado um aumento significativo nas concentracdes de IL-10
(citocina anti-inflamatdria) em comparag¢do com o grupo tratado
com carragenina (p < 0,05) (Figura 18). As fracdes EtOH e HEX
ndo aumentaram significativamente a concentracdo desta
citocina anti-inflamatoria (p > 0,05) (Figura 18).

Dexametasona e indometacina também modificaram as
concentracdes das citocinas analisadas (p < 0,01) (Figuras 17 e
18).
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Figura 17 - Efeito do extrato bruto sem 6leo (EBSO: 50 mg/kg),
fracdo etandlica (EtOH: 50 mg/kg), fracdo hexano (HEX: 25 mg/kg),
fracdo acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg), carnosol (CAR: 2,5
mg/kg) e acido rosmarinico (RA: 5 mg/kg) isolados da Rosmarinus
officinalis L. (R. officinalis L.), administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducéo da inflamacéo pela carragenina (1%)
administrada por via intrapleural (i.pl.) sobre as concentra¢bes de
interleucina-17A (IL-17A).

Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.),
Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As
colunas verticais representam a média £+ e.p.m. e 0s asteriscos as diferengas
estatisticas (Dunnett e/ou Teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de inibicgdo. N = 5 animais. * p < 0,05 e ** p <
0,01.
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Figura 18 - Efeito do extrato bruto sem d4leo (EBSO: 50 mg/kg),
fracdo etandlica (EtOH: 50 mg/kg), fracdo hexano (HEX: 25 mg/kg),
fracdo acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg), carnosol (CAR: 2,5
mg/kg) e acido rosmarinico (RA: 5 mg/kg) isolados da Rosmarinus
officinalis L. (R. officinalis L.), administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducdo da inflamacédo pela carragenina (1%)
administrada por via intrapleural (i.pl.) sobre as concentra¢bes de
interleucina-10 (IL-10).

Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.),
Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As
colunas verticais representam a média + e.p.m. e os asteriscos as diferengas
estatisticas (Dunnett e/ou Teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de aumento. N = 5 animais. * p < 0,05 e ** p <
0,01.



47 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E
COMPOSTOS I~SOLADOS DA Rosmarinus officinalis L. SOBRE
A TRANSCRICAO DO RNAmM DAS CITOCINAS IL-17A E IL-10.

Para verificar se o material vegetal poderia ter alterado n&do
somente a biosintese das citocinas, mas também a transcricao
do RNAm para as mesmas citocinas, a analise do RNAm foi
realizada.

Os resultados mostraram que, no processo inflamatério
induzido pela carragenina, o EBSO, fragbes e compostos
isolados da Rosmarinus officinalis L. reduziram de forma
significativa a transcricdo do RNAm da IL-17 (p < 0,01) (Figura
19). Nas mesmas condi¢bes experimentais, verificou-se que o
EBSO, a fragdo AcOEt e compostos isolados da R. officinalis L.
aumentaram significativamente a transcricdo do RNAm da IL- 10
(p < 0,05)(Figura 20). A fracdo EtOH e HEX, nas doses de 50 e
25 mg/kg, ndo modificaram o parametro estudado (p > 0,05)
(Figura 20).

A dexametasona e a indometacina, farmacos de referéncia
anti-inflamatério, reduziram a transcricdo do RNAm da citocina
IL-17, e aumentaram a a transcricdo do mRNA da citocina IL-10
(p <0,01) (Figuras 19 e 20).
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Figura 19 - Efeito do extrato bruto sem 6leo (EBSO: 50 mg/kg),
fracdo etandlica (EtOH: 50 mg/kg), fracdo hexano (HEX: 25 mg/kg),
fracdo acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg), carnosol (CAR: 2,5
mg/kg) e acido rosmarinico (RA: 5 mg/kg) isolados da Rosmarinus
officinalis L. (R. officinalis L.), administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducéo da inflamacédo pela carragenina (1%)
administrada por via intrapleural (i.pl.) sobre a transcricdo do RNAm
para a citocina interleucina-17A (IL-17A).

Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.),
Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As
colunas verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos as diferencas
estatisticas (Dunnett e/ou Teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de inibigdo. N = 5 animais. ** p < 0,01. Inset,
representa a visualiza¢do dos produtos de amplificacdo para o RNAm para a IL-
17A (RT-PCR) em gel de agarose corados com brometo de etidio.
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Figura 20 - Efeito do extrato bruto sem 6leo (EBSO: 50 mg/kg),
fracdo etandlica (EtOH: 50 mg/kg), fracdo hexano (HEX: 25 mg/kg),
fracdo acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg), carnosol (CAR: 2,5
mg/kg) e acido rosmarinico (RA: 5 mg/kg) isolados da Rosmarinus
officinalis L., administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes
da inducdo da inflamacdo pela carragenina (1%) administrada por
via intrapleural (1%, i.pl.) sobre a transcricho do RNAm para a
citocina interleucina-10 (IL-10).

Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.),
Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As
colunas verticais representam a média £+ e.p.m. e 0s asteriscos as diferengas
estatisticas (Dunnett e/ou Teste t de Student). Os valores entre parénteses
correspondem aos percentuais de aumento. N = 5 animais. * p < 0,05 e ** p <
0,01. Inset, representa a visualizacdo dos produtos de amplificagdo para o
RNAmM para a IL-10 (RT-PCR) em gel de agarose corados com brometo de
etidio.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se o efeito do extrato bruto
sem Oleo (EBSO), obtido das partes aéreas da Rosmarinus
officinalis L., suas fracdes: etandlica (EtOH), hexano (HEX) e
acetato de etila (AcOEt), e os compostos isolados: carnosol
(CAR) e acido rosmarinico (RA) administrados por via
intraperitoneal (i.p.), no modelo da pleurisia induzida pela
carragenina, em camundongos.

Os resultados demonstraram que a administracao
sistémica do extrato bruto sem 6leo da R. officinalis L. e suas
fracbOes, apresentaram importante atividade anti-inflamatéria.
Este efeito foi relacionado com a inibicdo do influxo de leucécitos
principalmente de neutrofilos, além da inibicdo da exsudacgéo. A
modulacdo desta resposta foi associada a diminuicdo da
atividade das enzimas MPO e ADA, mediadores pro-
inflamatérios como NO e IL-17A, bem como o aumento da
citocina anti-inflamatéria: IL-10. Resultados semelhantes foram
observados com o tratamento dos animais com dexametasona
e/ou indometacina.

O extrato bruto sem 6leo da Rosmarinus officinalis L, e
suas fracdes foram efetivos em inibir a migracéo leucocitaria na
cavidade pleural e, estes efeitos foram principalmente devido a
inibicdo de neutrofilos. Estas células estdo envolvidas na
resposta inflamatéria aguda (NAUSEEF, 2007), sendo
consideradas potentes células inflamatorias que, podem causar
dano tecidual (NATHAN, 2006).

MARZOCCO et al. (2004) demonstraram que a
metilguanidina (um inibidor da NOS) é capaz de diminuir da
migracdo de neutréfilos, bem como inibicdo da enzima MPO
usando o modelo da pleurisia e o0 modelo do edema de pata,
ambos induzidos pela carragenina, em ratos e,
consequentemente uma supressao da resposta inflamatoria
aguda. ZHANG et al. (2010) e XIE et al. (2012) demonstraram
que o acido clorogénico (polifenol obtido da dieta) e os
polissacarideos de plantas (obtidos da Bupleurum chinense)
foram capazes de reduzir a migragdo neutrofilica, bem como a
atividade da enzima mieloperoxodase, respectivamente,no
modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo



(LPS) em camundongos, gerando uma resposta protetora para
este tipo de lesdo. Além disso, outros estudos demonstraram que
extratos vegetais de Rosmarinus officinalis L. e Esenbeckia
leiocarpa Engl inibiram a migracdo leucocitaria, & custa de
neutréfilos, no modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos e, esta diminuicao foi associado com a inibicdo da
atividade das enzimas mieloperoxidase e adenosina-deaminase
(BENINCA et al., 2011; POZZATTI et al., 2011), resultados estes
gue corroboram com os encontrados no presente estudo.

Com relacdo a MPO, esta € uma enzima envolvida na
regulacdo da homeostasia celular e tem papel fundamental nas
doencas inflamatérias agudas (LAU; BALDUS, 2006).
Concentragdes aumentadas de MPO ja foram encontradas em
diversas doencas de carater inflamatério, como por exemplo:
aterosclerose, fibrose cistica, doencas renais, artrites e
vasculites, entre outros (PROKOPOWICZ et al., 2012). Além
disso, sabe-se que a MPO é uma enzima armazenada nos
granulos azurdfilos, liberadas por neutréfilos ativados, sendo,
portanto, utilizada como marcador de recrutamento e ativacéo de
leucécitos, isto porque ela consiste em uma das principais fontes
enzimaticas promotoras na formacao de espécies reativas de
oxigénio (VAN DER VEEN; WINTHER; HEERINGA, 2009). Desta
forma, a inibicdo da atividade da MPO demonstra que a
Rosmarinus officinalis L. inibiu tanto o influxo de leucécitos no
local da inflamacéo, quanto a ativacao destas células (FRODE;
MEDEIROS, 2001).

A atividade anti-inflamatéria da Rosmarinus officinalis L.
também foi associada a diminuicdo da adenosina deaminase
(ADA). A ADA é uma enzima que participa no metabolismo das
purinas catalizando irreversivelmente a desaminagcdo da
adenosina e da desoxiadenosina em inosina e desoxiinosina,
respectivamente (KUNO et al., 2006). A inibicdo da ADA
promove um aumento na concentracdo de adenosina circulante
e, esta por sua vez, é um mediador que pode apresentar
atividade pro- ou anti-inflamatéria dependendo do tipo de
receptor ativado de adenosina. Os receptores de adenosina sao
classificados em quatro diferentes subtipos: A;, Az, Az € Az,
sendo a atividade anti-inflamatéria da adenosina € mediada
principalmente pela ativacdo do receptor A,n (CARUSO;
HOLGATE; POLOSA, 2006; SPICUZZA; DI MARIA; POLOSA
2006).
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KUNO et al. (2006) demonstraram que o inibidor
especifico da adenosina deaminase (FR 2349380) seria um
possivel agente anti-inflamatério, uma vez que ele promove
aumento da concentracdo de adenosina extracelular in vitro e
diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias e aumento da IL-10 em
camundongos BALB/c, induzidos por LPS. NADEEM et al.
(2008), em estudos utilizando camundongos deficientes de
receptor A,a, demonstraram que a ativagao deste receptor é um
mecanismo de sinalizag¢do anti-inflamatério endégeno, que reduz
a reatividade das vias aéreas e a infiltracdo de células
inflamatérias. Ainda, um estudo usando o canabidiol
(canabindide derivado de planta) demonstrou que este composto
possui efeitos anti-inflamatérios em um modelo de leséo
pulmonar aguda induzida por LPS em camundongos, e esta
modulacdo estaria associada a um aumento de adenosina
extracelular e a sua interacdo com o receptor Az (RIBEIRO et
al., 2012). Além disso, esta enzima é considerada um marcador
de células mononucleares ativadas (FRODE; MEDEIROS,
2001). Desta forma, apesar de nado ter sido estudado a
adenosina, bem como os seus receptores, podemos hipotetizar
que a inibicdo da ADA pela Rosmarinus officinalis L, poderia
resultar em um aumento do mediador adenosina, que atuaria no
receptor A,a, promovendo efeitos anti-inflamatorios. Além isso, o
presente estudo também revelou que a inibicdo desta enzima
pela Rosmarinus officinalis L. seria devido a supressdo de
células mononucleares ativadas, reduzindo assim a resposta
inflamatéria induzida pela carragenina.

Relacionando o EBSO com as fracbes estudadas,
verificou-se que a fragdo HEX e a fracdo AcOEt demonstraram
melhores resultados de efeito-antiinflamatério em relagdo a
inibicdo da atividade da MPO e ADA, isto porque estas fracGes
foram capazes de inibir a atividade destas enzimas em doses
inferiores (25 mg/Kg para as fracdbes HEX e AcOEt) quando
comparadas ao EBSO e a fracdo EtOH (50 mg/Kg para o EBSO
e a fracdo EtOH).

O extrato bruto sem dOleo e as fracbes obtidas da
Rosmarinus officinalis L. foram capazes de suprimir a
concentracdo de exsudato na cavidade pleural inflamada pela
carragenina, e este efeito foi diretamente relacionado com a
liberacdo de Oxido nitrico. O Oxido nitrico € um importante
mediador que possui efeitos pro-inflamatérios, tais como o



aumento da permeabilidade vascular e infiltracdo de células
inflamatdrias (REDINGTON, 2006; TRIPATHI et al., 2007). Em
doencas inflamatérias das vias respiratorias, tais como asma,
estes efeitos podem contribuir para a progressdo da doenca
(REDINGTON, 2006).

Em um estudo utilizando o modelo da pleurisia induzida
por carragenina, em ratos, demonstraram que a administracédo do
inibidor de NOS, L-NAME, diminuiu a concentracdo de NOy e a
exsudacdo (SAKAGUCHI et al., 2006). TALERO et al. (2012)
demonstraram que a adrenomedulina, um peptido — 52
aminoécidos, foi capaz de inibir o recrutamento de leucécitos no
tecido pulmonar, a producdo de citocinas pré-inflamatérias, bem
como a oxido nitrico sintase induzida (INOS/NOS2) e a producéo
de &xido nitrico (NO), no modelo da pleurisia induzida pela
carragenina, em camundongos. CHEN et al. (2013)
demonstraram que, em um modelo de edema pulmonar induzido
por fosgeno (gas) em ratos, o piruvato de etila foi efetivo em
reduzir o edema pulmonar e, este efeito foi relacionado ha uma
diminuicdo do NO e da PGE, bem como a reducéo da expressao
da ciclooxigenase-2 (COX-2) e INOS (NOS2) e ativagdo de
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs).

Assim, os resultados do presente estudo corroboram com
os estudos apresentados acima, uma vez que o EBSO e as
fragbes da Rosmarinus officinalis L. foram capazes de diminuir a
migracdo leucocitaria, bem como a exsudacgdo e a concentracao
de o6xido nitrico, reduzindo, desta forma, parte da resposta
inflamatdria. Além disso, pode-se dizer que a fracdo HEX e a
fracdo AcOEt foram mais efetivas em inibir NO,, pois doses
menores (25 mg/kg para as duas fragbes) destas fracdes inibiram
este mediador pro-inflamatdério quando comparadas ao EBSO e a
fragcdo EtOH, onde ambos somente suprimiram este mediador na
dose de 50 mg/kg.

Na resposta inflamatéria, diferentes mediadores séo
liberados, dentre os quais se destacam a interleucina-17A (IL-
17A), que é uma citocina pro-inflamatéria envolvida na resposta
imune e na inflamacdo, pela inducado e liberacdo de outras
citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e fatores de
crescimento (PARK; LEE, 2010). A IL17 promove ainda a
guimiotaxia e acumulo de polimorfonucleares, principalmente
neutréfilos, durante a resposta imune inata e adaptativa (XU;
CAO, 2010). ZHANG et al. (2009) demonstraram que a IL-17
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estd relacionada com a uveite induzida por ovalbumina (OVA)
em camundongos, pois 0 aumento de IL-17 promove a
gquimiotaxia de neutrdfilos, amplificando a resposta inflamatoria.
Ainda, em modelos experimentais de inflamacgéo pulmonar, tais
como a asma, verificou-se que ha um aumento na secrecéo de
IL-17, secretado predominantemente por células Tyl7,
ocasionando inflamacdo nos pulmdes pela estimulacdo da
imunidade inata e expressao de mediadores inflamatérios, além
da ativacdo e do recrutamento neutréfilos (WANG, LIU, 2008;
PARK, LEE, 2010). Além disso, o tratamento de camundongos
BALB/c com dexametasona reduziu significativamente a
transcricio do RNAm para a citocina IL-17, no modelo de
inflamacdo alérgica das vias aéreas, induzido por OVA
(HERBERT et al., 2008). BULLENS et al. (2006) demonstraram
em um estudo clinico, que o escarro de pacientes com asma
grave e moderada, mesmo que estes pacientes estavam sendo
tratados com  corticoesterbides, tinham  concentracdes
aumentadas da expressdo de RNAm para IL-17A e IL-8 e isto foi
correlacionado com o aumento de neutréfilos neste escarro,
mostrando assim, que a expressao destas citocinas estédo
envolvidas na asma neutrofilica.

Deste modo, mais uma vez, os resultados do presente
estudo mostraram que o EBSO e as fracBes obtidas da
Rosmarinus officinalis L. ndo sé reduziram as concentracfes de
IL-17A, mas também interferiram na transcricdo do RNAm para
esta citocina proé-inflamatoria. Além disso, pode-se dizer que as
fracbes AcOEt e HEX foram mais efetivas em inibir este
parametro inflamatério quando comparados ao EBSO e fracéo
EtOH, isto porque as fragbes AcCOET e HEX reduziram esta
citocina em doses inferiores (25 mg/kg para as duas fragdes) que
0 EBSO e a fragdo EtOH (50 mg/kg para o EBSO e fracao
EtOH).

A inflamagcdo €é um processo complexo, pelo qual
mediadores pré- e anti-inflamatérios séo liberados, e neste
contexto a IL-10 é uma citocina com propriedades anti-
inflamatdrias, liberada por neutréfilos, eosinéfilos, células T
auxiliares (CD4+) e citotoxicas (CD8+) e células B, entre outras e
tem a funcdo de inibir a resposta imune inata e/ou adaptativa
(SARAIVA; O'GARRA, 2010;. OUYANG et al, 2011).

SHI et al. (2010) e LUO et al. (2011) demonstraram o efeito
anti-inflamatério de produtos naturais, glicirrizinato de



monoaménio (derivado do Alcacuz) e do Biciclol (derivado de
uma erva chinesa Fructus Scisandrae), no modelo leséo
pulmonar aguda induzido por LPS em camundongos e, que esta
modulacéo foi devido a inibicdo de neutrdéfilos, MPO e TNF-a no
local da inflamagé&o, bem como o aumento de IL-10. NABE, et al.
(2012) revelaram que a neutrofilia nas vias aéreas foi regulada
pelo aumento na producdo de IL-10 e reducdo de citocinas pro-
inflamatérias, no modelo de asma induzido por OVA, em
camundongos. Ainda, um estudo desenvolvido por LIU;
TONKONOGY; SARTOR (2011) revelaram que camundongos
deficientes em IL-10 desenvolveram colite, e esta patologia foi
mediada por células Tyl e T4l7 e, a IL-10 produzida por células
Tregs ou APCs que sdo capazes de suprimir esta colite,
mostrando desta forma, que a IL-10 é necessaria para a
homeostasia da mucosa.

No presente estudo, foi demonstrado que o EBSO e a
fragdo AcOEt da Rosmarinus officinalis L. aumentaram as
concentracdes de IL-10, bem como a transcricdo do RNAm para
esta citocina. Este efeito foi relacionado a inibicdo da IL-17A e da
migracdo leucocitaria, reduzindo assim a resposta inflamatéria
induzida pela carragenina. As fracgbes HEX e EtOH néo
alteraram as concentracfes, bem como a expressdo de RNAm
da citocina IL-10.

Visto no presente estudo que o extrato bruto sem 6leo e as
fragbes da Rosmarinus officinalis L. apresentaram atividade anti-
inflamatéria, verificou-se a participagdo dos compostos isolados:
carnosol e acido rosmarinico, obtidos da fracdo AcOEt e EBSO
respectivamente. Os compostos isolados do material vegetal
também mostraram uma atividade anti-inflamatéria importante,
uma vez que inibiram todos os parametros inflamatérios
estudados.

O carnosol, obtido da fracdo AcOEt da Rosmarinus
officinalis L., j& apresenta atividades bioldgicas conhecidas, tais
como antioxidantes, anti-tumoral e anti-inflamatério (JOHNSON,
2011). Um estudo desenvolvido por POECKEL et al. (2008)
mostrou que o acido carndésico e o carnosol inibiram a producao
de leucotrienos proé-inflamatérios (5-lipoxigenase) em neutroéfilos
ativados, e reduziram a formacdo de espécies reativas de
oxigénio e a secrecdo da elastase de neutrofilos humanos
estimulados com o n-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP).
Ainda, LO et al. (2002) demonstraram que o carnosol diminuiu o
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Oxido nitrico, bem como a expressao da Oxido nitrico sintase
induzida (iNOS), isto devido a inibicdo do fator nuclear-kB (NF-
kB), em células de macréfagos de camundongos induzidos por
LPS. SUBBARAMAIAH et al. (2002) demonstraram em células
epiteliais de humanos, que o carnosol inibiu a ativagdo
transcripcional da COX-2 mediada pela proteina ativadora-1 AP-
1. Além disso, o tratamento prévio dos animais com o carnosol
reduziu a expressao de IL-1B e TNF-a, bem como inibiu a COX-2
mas ndo a ciclooxigenase-1 (COX-1), na inflamag&o de orelha
induzida por formol 12-miristato 13-acetato (PMA), em
camundongos (MENGONI et al., 2011).

Em relacdo ao acido rosmarinico, isolado do EBSO da
Rosmarinus officinalis L., SCHENCKEL et al. (2008)
demonstraram os possiveis efeitos do acido rosmarinico sobre a
expressdo de COX-2 in vitro e revelaram que este composto
exerceu efeitos anti-inflamatérios e anti-carcinogénico por inibir a
expressao génica da COX-2, dependente da AP-1. SANBONGI
et al. (2003) demonstraram que o &acido rosmarinico possui
atividade anti-inflamatdria, isto porque ele foi capaz de inibir a
expressdo de IL-1B, proteina inflamatéria de macréfagos-1a
(MIP-1qa) e proteina quimiotatica de macréfagos-1 (MCP-1), além
de diminuir a expressdo do RNAm para iNOS, utizando o modelo
de lesdo pulmonar aguda induzido por particulas de diesel
(DEP), em camundongos. Além disso, o &cido rosmarinico
diminuiu o numero total das células inflamatérias, bem como
eosindfilos e as concentragbes de IL-4 no lavado broncoalveolar
e no pulmédo de camundongos, no modelo alérgico das vias
aéreas induzida pelo acaro B. Tropicalis (COSTA et al., 2012).
Ainda TSUMBU et al. (2012), revelaram que o acido rosmarinico
obtido de extratos aquosos das plantas Manihot esculenta
Crantz, Abelmoschus esculentus, Hibiscus acetosella e Pteridium
aquilinum, foi efetivo em inibir a atividade da MPO, em neutréfilos
ativos por formol 12-miristato 13-acetato (PMA).
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6 CONCLUSOES

A Rosmarinus officinalis L. demonstrou importante efeito
anti-inflamatério no modelo da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos, isto devido principalmente a
inibicdo do influxo de leucdcitos e da exsudacdo. Este efeito
parece ser em parte mediado pela inibicdo das enzimas (MPO e
ADA), bem como os mediadores pré-inflamatérios (NOy e IL-
17A), além do aumento de citocinas anti-inflamatérias (IL-10),
incluindo a modulagéo da expressdo do RNAm. O carnosol e o
acido rosmarinido, parecem ser, em parte, responsaveis pelo
efeito anti-inflamatorio apresentado pela Rosmarinus officinalis L.

(i.pl.) Exsudato
pleural

| EFEITO ANTI-INFLAMATORIO I « ;ﬂ'?j!

Extrato bruto, fragoes e
compostos isolados de
Rosmarinus officinalis L.

. N I
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| ! l !
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Figura 21 - Resumo do efeito anti-inflamatério da Rosmarinus
officinalis L. no modelo da pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos.

ADA = adenosina-deaminase, Cg = carragenina, IL-10 = interleucina-10, IL-17 =
interleucina-17, MPO = mieloperoxidase, NOx = metabdlitos do o6xido nitrico,
RNAm = &cido ribonucléico mensageiro.
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ANEXO A - Protocolo de aprovacdo no Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA/UFSC) (PP00632)

Resultado de Solicitagc&o de Protocolo
Protocolo
PP00632
Titulo
ESTUDO FARMACOLOGICOESTUDO FARMACOLOGICO DA Rosmarinus officinalis L.
NO MODELO DA PLEURISIA INDUZIDA PELA CARRAGENINA, EM CAMUNDONGOS
Data de Entrada
18/04/2011

Resultado:
Aprovado

Data/Prazo
20/09/2011

Consideracdes

Oficio n°® 116/CEUA/PRPE/2011

Do: Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais-CEUA
Ao(d): Prof(a) Dr(a) Tania Silvia Frode/Analises Clinicas/CCS

Prezado(a) Professor(a),
Em relag&o ao protocolo a sob sua esponsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO, por um ano, para a utilizagdo de 1097 camundongos (Mus musculus);

- APROVADO com recomendacéo de substituicdo da injegéo retroorbital por técnica menos
agressiva (consultar pagina da CEUA, métodos alternativos.)

- Procedéncia do animal: Bioterio Central UFSC.

Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO
detalhado relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos,
conforme formulario ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatorio Final previsto para (90 dias ap6s término da vigéncia do protocolo ou no
momento da apresentag@o de um novo protocolo)

Data 20/12/2013

Data 21/09/2011

Parecer(es):

/

o

Prof. Assoc. Carlos hogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ~ PRPE — UESC
PRESIDENTE

( { 4
\ L
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