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RESUMO

Priprioca (Cyperus articulatus L.) é uma planta medicinal tradicionalmente utilizada contra
inflamacGes. Estudos realizados no 6leo essencial dessa espécie levaram a identificacdo de
substancias sesquiterpénicas. Entretando, pouco se conhece sobre a utilizacdo dos residuos
solidos gerados apds a extracdo do 6leo essencial dessa espécie. Este trabalho teve como
objetivos investigar a composic¢ao quimica e avaliar a atividade anti-inflamatoria, antioxidante
e antiproliferativa in vitro, do extrato etanolico dos residuos solidos gerados da extracdo do
6leo essencial de Cyperus articulatus L., em macrdéfagos peritoneais de camundongos e
linhagens de células tumorais humanas. A seguinte metodologia empregada para alcancar
esses objetivos foram: a anélise cromatogréafica, viabilidade celular, producdo de 6xido
nitrico, prostaglandinas tipo 2, interleucina 1 beta, fator de necrose tumoral alfa e espécies
reativas de oxigénio, atividade da arginase, atividade antiproliferativa. Resultados: A analise
da composicdo quimica indicou a presenca de monoterpenos, sesquiterpenos e especialmente
cetonas sesquiterpénicas como constituintes majoritarios. Os resultados demonstraram que o
tratamento com extrato etandlico de Cyperus articulatus L. diminui a producdo de espécies
reativas de oxigénio, 6xido nitrico, prostaglandinas tipo 2, interleucina 1 beta, fator de necrose
tumoral alfa, atividade da enzima arginase e proliferacdo de células cancerigenas. O extrato
etandlico de Cyperus articulatus L. também ndo demonstrou citotoxicidade nas concentraces
de 12,5, 25 e 50 pg/mL. Os resultados indicaram que o extrato de Cyperus articulatus L.
exerce atividade antioxidante, antiproliferativa e anti-inflamatoria em modelos experimentais
in vitro.

Palavras-chave: inflamacdo. planta medicinal. espécies reativas de oxigénio. éxido nitrico.
Arginase. antiproliferativa. cancer.
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ABSTRACT

Priprioca (Cyperus articulatus L.) is a medicinal plant traditionally used against inflammation.
Studies on the essential oil of this species have led to the identification of sesquiterpene
substances. However, little is known about the use of the solid residues generated after the
extraction of the essential oil of this species. The objective of this work was to investigate the
chemical composition and to evaluate the anti-inflammatory, antioxidant and antiproliferative
activity in vitro of the ethanolic extract of solid residues generated from the extraction of the
essential oil of Cyperus articulatus L., in peritoneal macrophages of mice and cell lines tumor
cells. The following methodology was used to achieve these objectives: chromatographic
analysis, cell viability, nitric oxide production, prostaglandins type 2, interleukin 1 beta,
tumor necrosis factor alpha and reactive oxygen species, arginase activity, antiproliferative
activity. Results: The chemical composition analysis indicated the presence of monoterpenes,
sesquiterpenes and especially sesquiterpene ketones as major constituents. The results showed
that the treatment with ethanolic extract of Cyperus articulatus L. decreases the production of
reactive species of oxygen, nitric oxide, prostaglandins type 2, interleukin 1 beta, tumor
necrosis factor alpha, activity of the arginase enzyme and proliferation of cancer cells. The
ethanolic extract of Cyperus articulatus L. also showed no cytotoxicity at concentrations of
12.5, 25 and 50 pg / mL. The results indicated that the extract of Cyperus articulatus L. exerts
antioxidant, antiproliferative and anti-inflammatory activity in experimental models in vitro.

Keywords: Inflammation. medicinal plant. oxigen-reactive species. nitric oxide. arginase.
antiproliferative. cancer.
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1. INTRODUCAO
1.1.  Produtos Naturais

A medicina tradicional é uma pratica cultural, que especialmente na regido amazonica
sofre grande influéncia das culturas indigenas. Uma das caracteristicas mais expressivas desta
pratica etnomédica € a utilizacdo de plantas medicinais no processo diagnéstico-terapéutico,
que faz uso dos produtos naturais para profilaxia, tratamento e cura de enfermidades, além
disso, € um dos métodos mais antigos utilizados pela medicina tradicional e eventualmente
constituem matéria-prima para a producdo de medicamentos fitoterapicos ou
fitomedicamentos (DE LA CRUZ et al., 2014; GU et al., 2014).

Sabe-se que a utilizacdo de plantas medicinais selecionadas por meio de registros e
estudos etnofarmacoldgicos como partida para o isolamento de novos farmacos € uma das
primeiras estratégias utilizadas pela industria farmacéutica (PIMM et al., 2014). Contudo, a
partir dos avancos cientificos e tecnoldgicos, novas estratégias foram desenvolvidas para
obtencdo de novos farmacos e, atualmente, uma das mais avancadas é o rastreamento de alto
rendimento (high-throughput screening) a partir de quimiotecas (colecdo de dezenas, centenas
ou milhares de moléculas diferentes sintetizadas a partir de um ou mais substratos de partida)
alcancadas por quimica combinatoéria baseada no alvo molecular (planejamento racional) com
auxilio de recursos informaticos e computacionais de modelagem molecular (EVERETT,
2015). Nao obstante, dados atuais comprovam que os produtos naturais continuam sendo
importantes fontes de novos medicamentos (KUMAR et al., 2014; PIMM et al., 2014).

De acordo com NEWMAN; CRAGG, (2016) que realizaram um levantamento dos
novos agentes com potencial terapéuticos (farmacos, extratos vegetais, macromoléculas
bioldgicas e vacinas) aprovados no mundo num periodo de 34 anos (janeiro de 1981 a
dezembro de 2014). O total encontrado foi de 1.211, dos quais, 55% estdo diretamente
relacionados a produtos naturais (1% de extratos vegetais, 6% de farmacos naturais, 21% de
farmacos derivados de produtos naturais e 27% de farmacos sintéticos analogos a produtos
naturais). Ainda podemos citar que segundo esta pesquisa dentre os farmacos naturais,
predominam aqueles extraidos de plantas medicinais.

Na industria de produtos alopaticos, os produtos naturais com énfase nas plantas
medicinais, constituem excelentes modelos moleculares estruturais para a sintese de novas
substancias com atividade biologica, modificando e aprimorando as caracteristicas

bioquimicas e farmacoldgicas. Valendo a pena destacar que na grande maioria das vezes, 0s
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constituintes quimicos responsaveis pelo potencial farmacologico sdo desconhecidos
(ALBUQUERQUE; LUCENA; CUNHA, 2004).

As plantas medicinais podem ser encontradas em todos os habitats do nosso planeta,
no entanto, é nos paises com clima tropical que existe maior variedade delas. As preparagdes
a base destes produtos sdo bastante conhecidas popularmente em paises em desenvolvimento,
principalmente pelo aspecto cultural do uso e pela crenga no poder medicinal das plantas,
ademais ndo podemos esquecer a longa tradicdo em paises desenvolvidos, como a Franca,
Italia e Estados Unidos, onde inicialmente surgiram as propostas politicas para o registro
desses medicamentos (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2013). Nessa area, o Brasil destaca-se
por apresentar uma vasta biodiversidade de produtos naturais e a fonte para possivel
descoberta de novas drogas (PIMM et al., 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atualmente cerca de 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento utiliza da medicina tradicional, especialmente de
plantas medicinais no tratamento de doencas (ROBINSON; ZHANG, 2011). Em comparacéo
com as drogas sintéticas, esses produtos apresentam alguns problemas relevantes, como a
qualidade da matéria prima e a ocorréncia de efeitos colaterais. Como beneficio, cita-se o seu
amplo espectro de utilizag&o terapéutica e de uso crénico (YAU; GOH; KOH, 2015).

Por influéncia cultural e econdmica, os produtos naturais tém um elevado consumo no
Brasil, sendo muito utilizados nos sistemas de cuidado a satde e terapéutica (OLIVEIRA et
al., 2012). O emprego de moléculas oriundas de produtos naturais, principalmente de espécies
vegetais tem sido alvo de varios estudos que visam principalmente a descoberta de novos
compostos quimicos (KUMAR et al., 2014).

Atualmente muitos grupos de pesquisa estdo trabalhando na busca de novos farmacos
de origem vegetal, principalmente oriundos de metabdlitos secundarios. Os produtos naturais
desempenham um papel importante na terapia. Entre 1981 e 2010, 1355 novos medicamentos
foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), dos quais 4,7% eram produtos
naturais ou seus derivados e 22% farmacdforos derivados de produtos naturais (DE LA
CRUZ et al., 2014; NEWMAN; CRAGG, 2012). A procura e a obtencdo de farmacos anti-
inflamatdrios e analgésicos a partir de produtos naturais medicinais levaram a descoberta de
inmeros compostos que originaram muitos medicamentos modernos produzidos pela
industria farmacéutica (ROBINSON; ZHANG, 2011). No entanto, atualmente a maioria dos

anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) disponiveis atualmente no mercado sdo totalmente



sintéticos, constatacdo que nos leva a questdo dos problemas de efeitos indesejados e maior
toxicidade (GROSSER; SMYTH; FITZGERALD, 2011).

Vale citar ainda que inimeros estudos realizados com plantas medicinais atribuem aos
seus metabolitos secundarios potente atividade anti-inflamatoria e concomitantemente
atividade gastroprotetora. Nesse caso, 0s produtos oriundos de plantas medicinais se destacam
como uma excelente alternativa de uso, visto que, uma das principais restricdes quanto ao uso
desta classe de farmacos € justamente o aparecimento de lesdes gastroduodenais (GROSSER,;
SMYTH; FITZGERALD, 2011).

1.2 Familia Cyperaceae

A familia Cyperaceae foi descrita por Davidse et al.(1995), como compostas por ervas
anuais ou perenes, glabas ou pilosas, que possuem talos eretos e ascendentes, frequentemente
trigonos, usualmente solidos. Flores geralmente 3-seriadas; laminas lineares ou filiformes e
elipticas, as vezes reduzidas ou ausentes; vagens geralmente cerradas, ndo auriculares,
ocasionalmente com uma contraligula, larga e oposta a da lamina. Flores pequenas,
bissexuadas ou unissexuadas localizadas nas laterais ou terminais e laterais, pelo menos as
laterais geralmente com uma escama floral (conhecida como gluma) subjacente, disposta
distica ou espiraladamente, ou seja, raquila de uma inflorescéncia parcial (espiga), as vezes
com escamas florais (conhecidas como bractéolas) subjacentes e dispostas em espigas, as
vezes diversamente reduzidas. As espécies sdo mondicas ou raramente didicas.

Se trata de uma familia cosmopolita com cerca de 104 géneros e 5000 espécies, das
quais 845 ocorrem nos neotropicos, geralmente em solos umidos. Na reserva florestal
Adolpho Ducke, area de 10.000 ha perto da cidade de Manaus, muito confundida com a
familia Poaceae, as espécies de Cyperaceae podem ser conhecidas pelas folhas com bainha
fechada e ligula ausente, além do caule triangular. Este ultimo carater pode confundir as
espécies de Cyperaceae com Thurnia sphaerocephala, Unica espécie de Turniaceae presente
na reserva, cujo porte € muito maior, além de ocorrer em igarapés. Espécies de Cyperaceae
podem ser encontradas em areas de solo encharcado, porém a base da planta nunca fica
submersa (CASTELLANI et al., 2011).

Segundo Bum et al. (2003) para a identificagdo precisa de uma ciperéacea é necessario
observar certos detalhes morfoldgicos como: rizomas, caules, folhas, folhas involucrais,
inflorescéncia, espiguetas, flores, frutos e sementes. De acordo com este autor, muitas

espécies de Cyperaceae apresentam rizomas, que podem ser seriados, cespitosos ou
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estoloniferos, os quais podem terminar em tubérculos ou, mais raramente, formar rosarios de
tubérculos.

A morfologia da espécie € muito similar a das espécies da familia Poaceae, com
reducdo de pecas florais favorecendo a polinizacdo pelo vento. Hypolytrum scharoderianum
tem flores perfumadas, provavelmente polinizadas por insetos. A disperséo pode ser epi ou
endozoocorica ou, ainda, hidrocérica (CASTELLANI et al., 2011). O género Cyperus possui
aproximadamente 550 espécies cosmopolitas, distribuidas nos tropicos e subtrépicos
(DAVIDSE et al., 1995). Este mesmo autor registra ocorréncia da especie Cyperus articulatus
em escavacOes das bordas de lagos, pantanos dulceacuiculos ou ligeiramente salubres e
campos abertos e Umidos.

Segundo Davidse et al. (1995) a Cyperus articulatus L. conhecida como priprioca é
nativa do continente Americano, ocorrendo no sudeste dos Estados Unidos, na América
Central, Indias Ocidentais, Caribe e na América do Sul. No Brasil ¢ comum nas faixas
litoraneas dos estados do Norte, chegando a certas regides do Nordeste. Mas ocorre na Asia,
Africa, Australia e Oriente Médio. Encontrada em locais umidos ou alagados, em solos
arenosos a médios. Suporta condicBes de elevada salinidade, como a beira-mar. Aceita
iluminagdo difusa.

No estado do Pard foram encontradas as espécies Cyperus articulatus L., Cyperus
articulatus L. var. nodosus e Cyperus prolixus ocorrendo naturalmente em alguns municipios
como: Sdo Caetano de Odivelas, Vigia, Belém, Santarém Novo, Sdo Jodo de Pirabas,
Tracuateua, Capanema, Peixe-Boi, Santo Antdnio do Taud, Acara e Braganca, ocorrendo em
locais umidos e solos arenosos (CASTELLANI et al., 2011).

1.3 Cyperus articulatus L.

O nome Priprioca vem do tupi e tem sua origem em uma lenda indigena. Segundo a
lenda, Piripiri era um guerreiro que exalava um cheiro misterioso e irresistivel para as
mulheres. Porém, ele sempre se esvaia em fumaca quando elas tentavam se aproximar.
Aconselhadas pelo pajé, para tentar segui-lo, elas amarraram os pés do guerreiro com 0s
proprios cabelos. Mas foi inutil; de manha ele havia desaparecido de vez. No local onde ele
dormia, surgiu uma planta cujas raizes soltavam o mesmo aroma de Piripiri. Priprioca quer
dizer “Casa de Piripiri” (CASTELLANI et al., 2011).

Cyperus articulatus L. é uma espécie de capim alto, em cuja extremidade brotam

flores middas, quase insignificantes (FIGURA 1). Os talos de capim alto escondem sob a



terra raizes de fragrancia incomum na forma de pequenos tubérculos que, quando cortados,
exalam um perfume fresco, amadeirado e picante, que surpreende o olfato. Gragas a esta
qualidade, a espécie é tradicionalmente usada em banhos de cheiro e na fabricacdo de col6nias
artesanais no norte do pais, principalmente no Parad. No Brasil, sobretudo no estado do Para
sdo conhecidas como priprioca trés espécies pertencentes a familia Cyperaceae: priprioca
Cyperus articulatus. L. var. nodosus, a priprioquinha Cyperus articulatus L. var. articulatus e
o0 Pripriocéo Cyperus Prolixus H.B.K. (CASTELLANI et al., 2011; ZOGHBI et al., 2006).

FIGURA 1. Imagem de espécime de Cyperus articulatus L., apés a coleta, demonstrando suas caracteristicas
anatdbmicas, formato dos rizomas e inflorescéncias.

Fonte: https://www.embrapa.br/busca-de-imagens/-/midia/906001/priprioca.

A planta foi preservada pelas populagfes caboclas que, durante os séculos de
colonizagdo portuguesa, foram substituindo as tribos que ocupavam a bacia amazonica.
Plantada nos quintais das residéncias, ralada ou raspada com a lingua seca do pirarucu, a
Priprioca era usada como remédio e ingrediente de banhos atrativos (ZOGHBI et al., 2006).

Tradicionalmente, a priprioca é plantada em areas de queimada de mata secundaria,
onde ha cinzas, e em consércio com a mandioca. A planta possui um sistema radicular fibroso
e a sua propagacdo se da por meio de rizomas delgados, apesar de se reproduzir por sementes,
pratica esta pouco recomendada. Os tubérculos sdo brancos e suculentos quando jovens,
variando de marrom a preto além de tornarem-se fibrosos com a idade; os colmos séo eretos,

lisos continuos e triangulares na se¢do transversal, apresentando normalmente 30 a 43 cm de
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altura. Ocasionalmente alcancam 70 cm de altura e muitos sdo encontrados até com 1 m de
altura em solos férteis e umidos (BUM et al., 2003).

O interesse pela planta Cyperus articulatus L. partiu do embasamento de estudos
etnobotanicos que apontavam o0 uso desta espécie Amazonica como anti-inflamatorio,
sedativo e anticonvulsivo (BUM et al., 2003; CASTELLANI et al., 2011; ZOGHBI et al.,
2006). Tradicionalmente é utilizada como contraceptivo, analgésico, anti-inflamatério e no
tratamento de diarréias e ainda possui efeito sedativo e anticonvulsivo (BUM et al., 2003;
FORERO-DORIA et al., 2014; RAKOTONIRINA et al., 2001).

E uma planta aromatica e medicinal que ocorre naturalmente na Amazonia e apresenta
facil propagagdo vegetativa, sendo também utilizada como contraceptivo, analgésico e no
tratamento de diarreias (BUM et al., 2003; RAKOTONIRINA et al., 2001). Considerada uma
espécie de vasta composicdo quimica, seu Oleo essencial € constituido principalmente por
sesquiterpenos pertencentes as classes do cipereno, cariofilano, eudesmano, patchoulano e
rotundano (POTIGUARA, 2008). Os terpenoides sdo compostos lipofilicos de baixo peso
molecular. (ZOGHBI et al., 2006). Varios estudos relatam as propriedades terapéuticas dos
Oleos essenciais como antimicrobiano, hepatoprotetor, anticonvulsivante, antitumoral, anti-
inflamatorio e ansiolitica (NOBREGA DE ALMEIDA et al., 2011; HUANG et al., 2012;
KREUGER et al., 2012; LAWAL et al., 2016). No entanto, ndo h& na literatura relatos de
estudos sobre extratos oriundos dos residuos sélidos da extracdo do 6leo essencial.

Tanto a citotoxicidade como as propriedades anti-inflamatorias dos sesquiterpenos sao
mediadas pelas fungdes carbonila o,B-insaturadas, tais como ciclopentanonas ¢ a por¢ao -
metileno-a-lactona (GONZALEZ-BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012). O primeiro
parece ser um pouco mais citotdxico, ao passo que o Ultimo é o que se acredita ser importante
grupo que media a atividade anti-inflamatéria de sesquiterpenos (PINHEIRO; COSTA;
ALVES; GALTER; PINHEIRO; PEREIRA; OLIVEIRA & FONTES, 2015). Plantas
medicinais ricas em sesquiterpenos tornaram-se uma fonte importante de compostos para
diversos estudos (SOUSA; DUARTE; ALCANTARA; SILVA; VIEIRA-FILHO; SILVA;
OLIVEIRA & TAKAHASHI, 2012).

Levando em conta a importancia do reconhecimento boténico e quimico da planta, a
analise da composicdo quimica da espécie em estudo é uma etapa crucial da pesquisa
cientifica. Os extratos oriundos de plantas medicinais apresentam grande complexidade
quimica. A garantia da qualidade e procedéncia do extrato se inicia pela definicdo e deteccéo

de um biomarcador na amostra vegetal, se trata de um produto quimico caracteristico da



planta e que pode ajudar a determinar a identidade, padronizacdo, estabilidade do produto e
processamento do material botanico (HEBA et al., 2014; MEENA et al., 2010; YAU; GOH,;
KOH, 2015).

Os relatos encontrados na literatura acerca da andlise da composicdo quimica da
espécie se restringem ao seu 6leo essencial, onde também sdo encontrados monoterpénicos
tais 0 como a e B-pineno, o monoterpeno aldeidico a-mirtenal, além dos sesquiterpénicos o-
copaeno, cipereno, B-selineno e (Z)-calameno, a-calacoreno, a cetona sequiterpénica o-
ciperona, limoneno, cineol, miternal, espatulenol e éxido-cariofileno (HEBA et al., 2014;
LAWAL et al., 2016; ZOGHBI et al., 2006).

1.4 Inflamacéo

A inflamacdo é uma resposta imune de grande complexidade relacionada ao dano
tecidual e/ou celular causada pelos mais variados estimulos quimicos, fisicos, imunoldgicos
ou microbianos (GOLAN et al., 2009). Este processo foi caracterizado clinicamente em 30
a.C pelo médico romano Aulus Cornélius Celsus por quatro sinais cardinais: calor, rubor,
edema e dor. Posteriormente, Claudio Galeno acrescentou a perda da funcdo do membro
afetado. A inflamacdo tem como objetivo levar a resolucdo do dano tecidual, contribuindo
assim para o processo de homeostasia. No entanto, quando esta resposta ndo é modulada,
ocorrendo exacerbacdo do processo, o quadro pode se tornar cronico, culminando com a perda
de funcéo do tecido e diminuicdo da qualidade de vida do organismo (SACRAMENTO et al.,
2017).

As primeiras barreiras imunoldgicas atuantes no organismo estdo relacionadas as
reacOes inatas, elas ocorrem localmente, no interior dos tecidos e podem se dividir em eventos
vasculares e celulares. Os fendbmenos vasculares caracterizam-se por alteragbes no calibre
vascular, ou seja, didmetro do vaso, que provocam um aumento no fluxo sanguineo (calor) e
por alteracfes na permeabilidade vascular, conduzindo ao extravasamento de exsudato para o
intersticio, com consequente formagcéo de edema (RAMIREZ-ATEHORTUA et al., 2018).

A vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular com exsudagdo sao
provocados por mediadores, produzidos a partir do plasma e das células. Tais mediadores,
agindo isoladamente, em conjunto, ou em sequéncia, amplificam a resposta inflamatéria e
influenciam sua evolugdo. Ja nos eventos celulares, as células envolvidas estdo normalmente
presentes nos tecidos, como no caso das celulas endoteliais e os macrofagos, ou tém acesso ao

local a partir da circulagdo, como por exemplo, plaquetas e leucocitos (GHOLIPOUR et al.,



2018).

A acdo inflamatoria € fundamentalmente um mecanismo de prote¢éo, tendo a fungédo
de proteger o organismo de agentes que causam lesdo de células e tecidos (ex.:
microrganismos e toxinas) e remover os que foram danificados em consequéncia de uma
injuria. No entanto, os processos de inflamag&o e reparo podem ser potencialmente danosos
ao organismo, quando sua intensidade ou duracdo ultrapassam o suficiente e necessario para
conter o agente agressor (CHEN et al., 2018). Por esta razdo muitas drogas com a capacidade
de interferir no processo inflamatdrio, atenuando sua intensidade ou reduzindo seu tempo de
duracgéo, séo objetos de interesse e pesquisa (KO et al., 2018).

O processo inflamatdrio envolve uma complexa cascata de eventos a nivel bioquimico
e celular, que inclui extravasamento de plasma, ativacdo de enzimas constitutivas e
induziveis, migracdo de células do sistema imunoldgico e outras, sensibilizacdo e ativacdo de
receptores, lise e o reparo tecidual (GHOLIPOUR et al., 2018; KO et al., 2018; RAMIREZ-
ATEHORTUA et al., 2018). Geralmente as lesbes teciduais desencadeiam uma reaco
inflamatdria local, iniciadas e reguladas por mediadores inflamatorios, como as aminas
(histamina e serotonina de mastdcitos), as proteases plasmaticas [sistema complemento,
cininas (bradicinina e calidina) e proteinas fibrinoliticas e de coagulagdo], mediadores
lipidicos [prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de plaquetas (PAF)], citocinas (de
linfocitos ativados e macrofagos — interleucinas e fator de necrose tumoral), 6xido nitrico
(NO), entre outros (HSU et al., 2017; KHOYRATTY; UDALOVA, 2018; NAKAMURA,;
SHIMIZU, 2011; SINGH et al., 2014). A inflamacdo conduz a libertacdo de uma complexa
variedade de mediadores inflamatdrios como o NO, as espécies reativas de oxigénio (EROs),
as citocinas, 0s metabdlitos do &cido araquidénico (eicosandides) e a histamina (autacoides),
dentre outros (FIGURA 2) (SACRAMENTO et al., 2017; SINGH et al., 2010).

As células que atuam primariamente durante um processo inflamatério sédo os
macrofagos e células dendriticas localizados no local da lesdo, as quais fagocitam os
microrganismos e restos celulares (GHOLIPOUR et al., 2018). Adicionalmente, trabalhos
anteriores demonstraram que os macrdfagos sdo células secretoras potentes que liberam uma
variedade de mediadores quimicos (KHOYRATTY; UDALOVA, 2018), incluindo as
substancias pro-inflamatorias, citotoxicos, fatores de crescimento, lipidios bioativos, enzimas
hidroliticas, NO e EROs (CHEN et al., 2018).



FIGURA 2. Representacdo esquematica da via de ativacdo de macrofagos induzida por LPS e
expressao de citocinas inflamatorias. [LPS: lipopolissacarideo, LBP: proteina de ligacdo a
LPS, TLR: Receptores Toll-like, CD-14: Cluster of differentenciation-14, TRIF: TIR-domain-
contendo molécula adaptadora indutora de interferon-p, relacionada ao TRAM: TRIF,
MyD88: Resposta primaria de diferenciacdo mieloide proteina 88, MAL: Adaptador MyD-88
como, IRAK: quinase associada ao receptor da interleucina-1, TNF-a: Fator de necrose
tumoral a, TRAF: Fator associado ao receptor de TNF, TAK 1: Quinase 1 ativada pelo fator
de crescimento de transformagao beta, NFxB: Fator nuclear kB, 1kB: Inibidor de kB, IKK:
IkB cinase, MAPK: proteina quinase ativada por mitdgeno, MKK: MAPK cinase, MEKK:
Mitogénio / sinal extracelular quinase quinase regulada, ERK: quinases reguladas por sinais
extracelulares, AP-1: Proteina ativadora-1.
Fonte: PARADKAR et al., 2017.

A inflamacédo aguda procura reparar tecidos lesados e eliminar elementos indesejados.
O resultado ideal da inflamacdo aguda € a resolucdo completa e oportuna, com retorno a
homeostase. Uma resposta inflamatoria aguda bem sucedida resulta na eliminagdo do agente
infeccioso seguida pela fase de resolucdo e reparo, a qual € mediada principalmente por
macrofagos residentes e recrutados. Se a inflamacdo aguda falha em eliminar o patégeno, o
processo inflamatdrio persiste e adquire novas caracteristicas. O infiltrado de neutrofilos é

substituido por macrdfagos, e no caso de infec¢do por linfocitos T. Se o efeito combinado
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dessas células ainda continua insuficiente, um estado inflamatdrio crbénico se segue,
envolvendo a formagdo de granulomas (DEWNJEE; DUA; SAHU, 2013; GROSSER;
SMYTH; FITZGERALD, 2011; TREHANPATI; VYAS, 2017).

As mudancas fisioldgicas que acompanham a inflamacao aguda local incluem algumas
caracteristicas principais e envolve uma sequéncia de eventos, como a vasodilatagdo, aumento
do fluxo sanguineo local e da permeabilidade vascular, infiltragdo de leucdcitos, prejuizo
tecidual por atividade de proteases e EROs, necrose e apoptose, além da liberacdo de
inimeros mediadores pré-inflamatorios (HSU et al., 2017). Podem ainda estimular a sintese
de NO pelo endotélio vascular e células do sistema imune como os macréfagos, causando
vasodilatacdo e extravasamento de plasma para os tecidos (edema), desgranulacdo de
mastocitos, aumento da liberacdo de enzimas lisossomicas e de prostaglandinas
(KHOYRATTY; UDALOVA, 2018; SACRAMENTO et al., 2017).

Uma das vias pré-inflamatérias muito importantes € mediada a ativacdo de proteinas
de resposta intracelular, ocorre quando o sinal extracelular promove a ativacdo das vias de
sinalizacdo intracelular ERK/MAPK-1 (proteina quinase ativada por mitdgeno 1) e
JNK/MAPK- 8 (c-Jun-N-terminal quinase). Este processo leva a sintese de mediadores pro
inflamatorios, como interleucina tipo 1 (IL-1), Fator de necrose tumoral-o. (TNF-a),
prostaglandinas tipo 2 (PGE2) e NO (ABELLA et al., 2017; SACRAMENTO et al., 2017).

Um dos eventos que ocorrem seguindo a lesdo em nervo periférico € o aumento do
Ca2+ intracelular, levando a subsequente ativacdo das vias de p38, MAPK e ERK na
microglia. A ativacdo destas vias promove a ativacdo de varios fatores de transcricdo, como o
NF-kB e secre¢do de TNF-a, IL-1, interleucina tipo 6 (IL-6) e PGE>, e o fator neurotrofico
derivado do cérebro. Uma possibilidade pela qual as citocinas pré-inflamatérias liberadas
contribuem para a dor é por atuar em seus receptores que Sa0 expressos em neurdnios em
regides responsivas a dor na medula espinhal (TEGELER et al., 2016; TRENHAPI; VYAS
2017).

As proteinas quinases (PKs) constituem uma familia de enzimas que, através da
fosforilagdo de proteinas substrato, regulam a atividade, localizacdo e a funcdo das mesmas
(GROSSER; SMYTH; FITZGERALD, 2011). A fosforilacdo dessas proteinas e responsavel
pela regulacdo celular, assim como a transdugéo de sinais na célula. Devido as suas fungdes
de extrema importancia, as PKs tém sido alvos de estudos para o desenvolvimento de novos

farmacos que modulem suas func¢Bes (TOLOZA et al., 2018).
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As proteinas quinases eucaridticas (ePKs) podem ser divididas em duas subfamilias de
acordo com os residuos que fosforilam: as serina/treonina quinases e as tirosina quinases
(ABELLA et al.,, 2017; TEGELER et al., 2016). A fosforilagdo é realizada atraves da
remocao de um grupo fosfato de uma molécula de ATP (adenosina trifosfato) e posterior
ligagdo covalente deste grupo a um dos trés aminoacidos, que possuem um grupo hidroxila
livre. Este processo, o qual pode ser revertido pela desfosforilacdo catalisada por fosfatases,
resulta em mudancas conformacionais na proteina substrato podendo ativar ou inibir sua
funcdo. Em humanos, a desregulacdo das tirosina-quinases estd relacionada ao
desenvolvimento de varias doengas incluindo céncer e diabetes, além de uma grande
variedade de doencas congénitas (DEWNJEE; DUA; SAHU, 2013; TOLOZA et al., 2018).

As MAPKSs (proteinas quinase ativadas por mitdgenos) sdo integrantes da subfamilia
serina e treonina quinases e sao ativadas por uma grande variedade de tensdes ambientais, tais
como choque osmotico, raios ultra-violeta, luz, choque térmico, desgaste mecanico,
lipopolissacarideos e citocinas inflamatdrias, incluindo o TNF-a e IL-1B. A p38a MAPK,
uma isoforma das MAPKS, tem sido relacionada com a inflamacdo e apoptose. A isoforma
p38a ¢ a melhor caracterizada e talvez a mais fisiologicamente relevante quinase envolvida
em respostas inflamatorias. Além disso, a p38a MAPK fosforila diversos fatores de
transcricdo, alguns deles responsaveis pela expressdo transcricional de genes que codificam
citocinas inflamatdrias, tais como IL-1p e TNF-a (ABELLA et al., 2017; TEGELER et al.,
2016). Estudos mostraram que os inibidores da p38a MAPK podem diminuir a produgdo de
citocinas e outras substancias relacionadas com a inflamacdo como a Ciclooxigenase-2 (COX-
2) e a 6xido nitrico sintase (iNOS) em diferentes estudos de inflamacdo realizados in vivo e in
vitro. Varios p38a MAPK inibidores tém sido mostrados para bloquear a producao de IL-1 e
TNF-a e outras citocinas (TRENHAPI; VYAS 2017; TOLOZA et al., 2018). Portanto, a
inibicdo de p38a MAPK ¢ considerada uma nova alternativa para o tratamento de doencas
inflamatorias, e estudos devem ser realizados para avaliar possiveis inibidores eficientes desta
proteina (SINGH et al., 2014; TOLOZA et al., 2018).

O conhecimento sobre mecanismos do processo inflamatdrio nos da a possibilidade de
avaliar a evolucdo do processo inflamatério, bem como, para reconhecer 0 mecanismo de
acdo dos farmacos com efeito anti-inflamatério (KHOYRATTY; UDALOVA, 2018).
Atualmente existem muitas doencas que envolvem a inflamagéo cronica, estas representam
uma grande carga de mortalidade da populacdo do Brasil (DEWNJEE; DUA; SAHU, 2013;

DUNCAN et al.,, 2012). A resposta inflamatéria € um componente fisiopatoldgico que
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contribui para a instauracdo de muitas doencas e disturbios metabdlicos como a aterosclerose,
artrite reumatoide e o cancer (HEADLAND; NORLING, 2015; TOLOZA et al., 2018).

A padronizacdo do estimulo para ativacdo de macrofagos € um passo crucial da
investigacdo da atividade anti-inflamatoria in vitro. De acordo com a literatura, o estimulo
mais eficaz para ativar macrofagos peritoneais in vitro é o lipopolisacarideo de parede
bacteriana (LPS), cuja ativacdo € potencializada pela agdo sinérgica do interferon-y (IFN-y)
(ALLEY; MURPHY; RUSSELL, 1995). Os resultados obtidos por Alley; Murphy e Russel
(1995) demonstraram que IFN-y sozinho ndo apresenta capacidade de ativar macréfagos
quiescentes, visto que, a producdo de nitrito frente a estimulacdo com IFN-y nédo ¢ alterada.
Este dado esta de acordo com a literatura, a qual mostra que macréfagos quiescentes ndo
expressam receptores para IFN-y, passando a expressa-los somente ap0s sua ativacdo prévia
(GHOLIPOUR et al., 2018).

1.4.1 Mediadores inflamatorios

A inflamacéo é um processo mediado pela liberacdo de muitas substancias conhecidas
como mediadores inflamatérios, dentre os quais se destacam o NO, as citocinas, 0s
metabdlitos do &cido araquidénico (eicosanoides), a histamina (autacéides), dentre outros
(BUCKLEY; GILROY; SERHAN, 2014; HEADLAND; NORLING, 2015).

1.4.2 Citocinas

No decorrer das reacdes imunes e inflamatorias, as citocinas sdo liberadas de forma a
regular a acdo das células destes sistemas. Dentre as citocinas pré- inflamatdrias destacam-se
0 TNF-o e IL-1, liberadas por macrofagos ativados e varios outros tipos celulares
imunoldgicas. Estas citocinas favorecem a aderéncia leucocitaria ao endotélio, aumentam a
sintese de prostaciclina e desencadeiam uma cascata de citocinas secundarias, dentre outras
acOes. Ja as citocinas secundarias, como as quimiocinas, atraem e ativam as células
inflamatdrias méveis (KHOYRATTY; UDALOVA, 2018; PAN et al., 1996).

As citocinas sdo proteinas que atuam paracrinamente para regular a as atividades dos
leucocitos. Como exemplo, temos as interleucinas, 0 TNF-o, fatores de crescimento
hematopoieticos, o fator de estimulacdo de coldnias de granulécitos-monocitos (GM-CSF) e o
fator de estimulacdo de coldnias granulociticas (G-CSF). As quimiocinas constituem um
subgrupo especifico que promovem a circulacdo e o recrutamento das células inflamatorias

para os locais de inflamacdo. Suas agBes de inibicdo ou estimulacdo tém os potenciais de
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modular as respostas imunes e inflamatorias (GROSSER; SMYTH; FITZGERALD, 2011;
CHEN et al., 2018).

O TNF-a regula a funcdo imunitaria, a diferenciacdo e a proliferacao celular, a
apoptose, 0 metabolismo de energia e a producéo de outras citocinas inflamatérias como a IL-
1 e a IL-6, onde medeia e/ou amplifica seus efeitos nos 6rgaos periféricos. Durante 0 processo
inflamatdrio agudo, a superproducdo de TNF-o ¢ fundamental para a indugdo de genes
inflamatdrios e ao recrutamento e ativacdo de células do sistema imunologico do hospedeiro
(KHOYRATTY; UDALOVA, 2018; PAN et al., 1996).

1.4.3 Eicosanoides

A sintese destes inicia-se com a liberacdo de &cidos graxos da bicamada lipidica, esta
liberacdo ocorre através de uma hidrdlise catalisada pela enzima_fosfolipase, isto ocorre, por
exemplo, em resposta a inflamagdo. Os Eicosandides sdo formados a partir de fosfolipidios e
estdo envolvidos, como mediadores e moduladores importantes no processo inflamatorio, no
controle de processos fisioldgicos. Sua principal fonte é o acido araquiddnico que encontra-se
esterificado nos fosfolipidios. Seus principais membros sdo as prostaglandinas, 0s
tromboxanos e os leucotrienos (BANDEIRA-MELO et al.,, 2017). A relevancia pro-
inflamatdria do &cido araquiddnico ainda é citada por outros trabalho, que esclarecem a
biossintese de EROs que tem como substrato o &cido araquidénico, a mesma biomolécula que
origina os eicosanoides (FARINA; ASCHNER; ROCHA, 2011; HSU et al., 2017).

Quando a membrana celular é lesionada, citocinas pro-inflamatorias - como TNF- a,
IFN-y, dentre outros - ativam a enzima Fosfolipase A> que vai degradar os fosfolipidios
produzindo o acido araquidénico. Este ao ser metabolizado pela lipoxigenase formara os
leucotrienos, e pela acdo das ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) sintetizara as
prostaglandinas, prostaciclinas e os tromboxanos (ABELLA et al., 2017; DVASH et al.,
2015; NAKAMURA; SHIMIZU, 2011).

Os eicosandides ndo sdo transportados pela circulacdo, geralmente eles exercem seu
efeito no local onde séo sintetizados e possuem uma curta meia-vida, regulam processos
fisioldgicos importantes principalmente no aspecto da resposta inflamatoria como a contragédo
muscular, regulam a pressao arterial, dilatacdo dos brénquios, manifestacdo da dor e febre,
coagulagdo sanguinea dentre outras respostas imediatas ao dano tecidual local.
A via de sintese de eicosandides é bidirecional: a mesma via sintetiza: prostaglandinas,

prostaciclinas e trombaxanas; outra via é exclusiva na sintese de leucotrienos (BANDEIRA.-
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MELO etal., 2017; DVASH et al., 2015; NAKAMURA; SHIMIZU, 2011).

1.4.4  Prostaglandinas e Tromboxanos

As ciclooxigenases (COXs) sdao um grupo de enzimas muito importantes na fisiologia
do organismo humano, sendo que elas contém duas formas principais, a primeira ¢ a COX-1
bastante encontrada na maioria dos tecidos, vasos sanguineos, plaquetas, estbmago, intestino,
rins e por isso é dita constitutiva. Seus produtos estdo envolvidos na protecdo gastrica,
agregacdo plaquetaria, homeostase vascular e manutencdo do fluxo sanguineo renal
(ABELLA etal., 2017; DVASH et al., 2015; RAMANAN et al., 2017).

Ja a COX-2 esta presentes nos locais de inflamacéo, sendo por isso 0 home de enzima
indutiva, e é expressa por células inflamatdrias ativadas, como macrofagos e mondcitos.
Também pode ser encontrada em outros tecidos e 6rgdos. E induzida pelas citocinas - IL-1,
IL-2 e TNF-a e por outros mediadores como os fatores de crescimento e as endotoxinas. Ha
estudos onde descrevem a descorberta da COX-3 que pode ser um produto do mesmo gene
qgue codifica a COX-1, entretanto a prova de sua existéncia permanece intangivel
(HEADLAND; NORLING, 2015; SEVINSKY; STEWART; HARIRFOROOQOSH, 2017).

As etapas adjacentes da acdo das ciclooxigenases diferem de acordo com as células.
Nas plaquetas haverd a sintese de tromboxano A2, no endotélio vascular a glicolipideo
fenolico — 2 (PGI.), nos macrofagos a formacdo principalmente de PGE2 e nos mastocitos de
prostaglandina D2 (PGD.). (VARAS-LORNENZO et al., 2013). As prostaglandinas
desempenham papéis fisiopatolégicos como o eritema e aumento do fluxo sanguineo local,
hiperalgesia, elevacdo da temperatura corpdrea no hipotdlamo através de citocinas
(RAMANAN et al., 2017).

Existem diversas enzimas celulares que inativam as prostaglandinas logo apos estas
serem captadas por transportadores, sendo que foram inativas pela passagem no pulmao e
pelo metabolismo de primeira passagem. Os receptores para prostanodides sdo tipicos
acoplados a proteina G (GHOLIPOUR et al., 2018; GROSSER; SMYTH; FITZGERALD,
2011; RAMIREZ-ATEHORTUA et al., 2018).

O prostandide de predominancia no processo inflamatorio é a PGE;, a qual tem
importancia por sua agdo pirogénica e no aumento da sensibilidade a dor, e a PGl que é
raramente encontrada. Nas regides de inflamagéo aguda, estas prostaglandina sdo produzidas
pelos tecidos e vasos sanguineos locais enquanto que os mastécitos liberam PGD: e o

tromboxano A». J& na inflamacdo crénica os mondcitos/macréfagos liberam também a PGDz e
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0 tromboxano A,. Estes agem estimulando algumas respostas e diminuindo outras
(SEVINSKY; STEWART; HARIRFOROOSH, 2017).

A PGD», PGE; e PGIl, agem em sinergismo com a histamina e a bradicinina para
alcancar o efeito poderoso de vasodilatacdo intrinseca, contribuindo para a formacdo do
eritema e aumento do fluxo sanguineo nas &reas inflamadas. Essas prostaglandinas ndo
causam a dor, mas potencializam o efeito da histamina e da bradicinina ao sensibilizarem as
fibras C aferentes (RAMANAN et al., 2017).

As plaquetas possuem a enzima tromboxano sintase que sintetiza o seu principal
produto eicosandide, o Tromboxano. Este € um potente vasoconstritor e promotor da
aderéncia e agregacdo plaquetaria. Como o endotélio ndo tem a enzima tromboxano sintase,
ele expressa a prostaciclina sintase e produz a PGl que é o principal eicosandide do
endotélio vascular. A PGI, atua como vasodilatador, venodilatador e inibidor da agregacao
plaquetaria. Resumindo, a PGl> é um antagonista fisiolégico do tromboxano, porém este
ultimo é mais potente que o primeiro. Qualquer desequilibrio entre as duas moléculas pode
acarretar em hipertensdo, isquemia, trombose, coagulopatia, infarto do miocéardio e acidente
vascular cerebral (SEVINSKY; STEWART; HARIRFOROOSH, 2017).

A acdo dos farmacos AINEs estd baseado na inibicdo das enzimas ciclooxigenases,
com consequente diminuicdo da producdo de prostaglandinas, combatendo, assim, a
inflamacéo, a dor e a febre. Existem substancias que sdo seletivas para a COX-1 ou para a
COX-2. A acdo sobre a enzima constitutiva acarretard na inibicdo da formacdo de
tromboxanos e também no aumento do risco de sangramento e de danos no trato
gastrointestinal (GHOLIPOUR et al., 2018).

1.45 Leucotrienos, autacoides e histamina

Os mediadores lipidicos, como os eicosanoides sdo derivados de fosfolipideos,
presentes na membrana celular. Apos a ativacdo por ions Ca+ intracelular, a fosfolipase A2
(PLA2) citosolica gera éacido araquidénico (AA) e é&cido lisofosfatidico, a partir da
fosfatidilcolina. O AA é metabolizado em eicosanoides, quer por acdo das ciclo-oxigenases
(COX1 e COX2), geram as prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TX), ou por atividade das
lipoxigenases (LOX), que catalisam a producdo dos leucotrienos (LT) e lipoxinas (LX)
(NAKAMURA,; SHIMIZU, 2011; SINGH et al., 2010).

Os leucotrienos, assim como as PGs, tém ac¢do vasodilatadora e edematogénica. Em

especial os cisteinil-leucotrienos, LTC4, D4 e E4, causam intensa vasoconstricdo. S&o
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produtos derivados da acdo das lipoxigenases que catalisam a inser¢do do oxigénio no &cido
araquidoénico e localizam-se no citosol das células nos pulmdes, plaquetas, mastocitos e
leucdcitos. Quando a célula é ativada, a enzima 5-lipoxigenase vai para a membrana celular se
associar a “proteina de ativagdo da 5-lipoxigenase” (SINGH et al., 2010).

A lipoxigenase é designada de acordo com a posicdo da inser¢do da molécula de
oxigénio no &cido araquidénico, sendo as 3 principais: 5-LOX, 12-LOX e 15-LOX. O produto
da reacdo dessa enzima sdo os &cidos hidroperoxieicosatetraendicos (HPETE) que podem ser
reduzidos a acido hidroxieicosatetraenoicos (HETE). A enzima 5-LOX forma o 5-HPETE que
é o precursor direto do receptor LTA4, o qual é o precursor de todos os leucotrienos bioativos
potentes (NAKAMURA; SHIMIZU, 2011).

A sintese dos leucotrienos comeca quando forma-se LTA4, que foi convertido em
LTB4 ou LTC4. A sintese de LTB4 ocorre nos neutrofilos e nos eritrocitos e atua ao se ligar
em um dos receptores BLT1 ou BLT2. A ligacdo ao BLT1, que é expresso em tecidos de
defesa do hospedeiro, leva a quimiotaxia dos neutrofilos, agregacdo e migracdo através do
endotélio, dentre outras. O LTB4 também regula a funcdo lisossémica e a producdo de
radicais livres dos neutrofilos, aumenta a producdo de citocinas e potencializa as acdes das
células de natural Killer (NK). O receptor BLT2 ainda é desconhecido sua fisiologia
(GHOLIPOUR et al., 2018).

A sintese do receptor LTC4 ocorre nos mastocitos, eosindfilos, basofilos e
macrofagos, e representam 0s cisteinil leucotrienos. Esses, causam vasoconstricdo,
broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular ao se ligarem aos receptores CysLT1.
Também, sdo responsaveis pela atividade a estimulos e contracdo das vias aéreas e do
endotélio vascular que ocorrem nos processos alérgicos e asmaticos (GHOLIPOUR et al.,
2018; TRENHAPI; VYAS 2017).

A histamina é uma amina formada pela histidina descarboxilase, estd presente na
maioria dos tecidos e celularmente é encontrada nos mastocitos, baséfilos e nos neurdnios em
forma de grénulos intracelulares (THURMOND et al., 2017). Essa amina é liberada pelos
mastocitos por exocitose durante as reagOes inflamatdrias ou alérgicas e ira ativar os
receptores H1 nos masculos lisos e células endoteliais do sistema vascular, aumentando o
fluxo sanguineo local e a permeabilidade vascular, facilitando o acesso dos macrofagos e de
outras células inflamatdrias nos tecidos lesionados (ELY et al., 2016; SINGH et al., 2010).

Em um processo inflamatério, a dilatagcdo provocada nas vénulas pela histamina faz

com gue aumente a com concentracdo de sangue no local, consequentemente aumentando o
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acesso das células inflamatdrias que ocasionardo em reparo da area, sendo este 0 processo de
formacdo de rubor (BARATA-ANTUNES et al., 2017). Outra atividade da histamina ¢é a
contracdo provocada nas células endoteliais vasculares que ird distancia-las permitindo o
extravase de proteinas plasmaticas e liquidas, formando assim o edema (THURMOND et al.,
2017). As sensacdes de prurido e de dor sdo derivadas das a¢des da histamina sobre as fibras
nervosas aferentes, como acontece na picada de inseto (HALLIWELL et al., 2013).

1.4.6 Oxido nitrico

O oxido nitrico, produzido principalmente pelas células endoteliais do tecido
lesionado, possui potente acdo vasodilatadora, o que leva a um aumento da permeabilidade
vascular. Além disso, atua como regulador do recrutamento de leucdcitos e exerce agdo
citotdxica contra micro-organismos (BRABCOVA et al., 2014; HAMEISTER et al., 2018;
SACRAMENTO et al., 2017).

O oxido nitrico pode ser produzido fisiologicamente pela 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) e pela 6xido nitrico sintase neuronal (NNOS) onde servira como molécula
mensageira no sistema cardiovascular e nervoso, respectivamente. J& no que tange a
inflamacdo, é produzido pela 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), a partir do oxigénio
molecular e da L-arginina (KHOYRATTY; UDALOVA, 2018; SINGH et al., 2014). O NO
estd relacionado com a regulacdo da permeabilidade vascular e da morte celular durante o
processo inflamatério (SACRAMENTO et al., 2017), atua como um importante mediador da
inflamacdo (HSU et al., 2017), dado que apds a sua formacdo ocorre dilatacdo dos vasos
sanguineos e aumento do volume do exsudato (BRABCOVA et al., 2014).

A enzima iNOS esta relacionada com processos inflamatdrios. Todas as células
inflamatorias expressam essa enzima em resposta as citocinas, como IFN-y. O NO possui
fungdes pro-inflamatérias, onde induz a uma potente vasodilatagdo que aumenta a
permeabilidade vascular e a producédo de prostaglandinas e func@es citotdxicas que atacam 0s
microrganismos as células alvo. Também, pode atuar ligando-se a enzimas envolvidas na
respiracdo celular, impedindo o funcionamento adequado. Quando liberadas pelas células
endoteliais, inibe a adesdo dos neutrdfilos e das plaquetas (HSU et al., 2017
SACRAMENTO et al., 2017).

Segundo Hameister et al. (2018) a geracdo do NO é um dos principais processos de
ativacdo de macrofagos sendo de extrema importancia para o controle de diversos processos

fisiopatologicos incluindo a destruicdo de microrganismos infecciosos. IFN-y ¢



18

Lipopolissacarideos (LPS) bacterianos sdo alguns dos principais ativadores de macrofagos e
indutores de NO (ALLEY; MURPHY; RUSSELL, 1995). Mediadores inflamatdrios e
citocinas produzidas por macrofagos ativados iniciam uma sinalizacdo bioquimica levando a
ativacdo do fator de transcricdo nuclear (NF-kp) ¢ ao aumento da expressao de 6xido nitrico
sintase isoforma 2 (NOS2) e arginase (ALLEY; MURPHY; RUSSELL, 1995; SINGH et al.,
2014).
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FIGURA 3. Vias de sinalizacdo envolvidas na producdo de NO pela ativacdo de macréfagos
induzida por LPS e expressdo de citocinas inflamatdrias. [LPS: lipopolissacarideo, TLRA4:
Receptores Toll-like — 4, NO: Oxido nitrico, MyD88: Resposta primaria de diferenciacio
mieloide proteina 88, MyD-88 como, IRAK: quinase associada ao receptor da interleucina-1,
TNF-a: Fator de necrose tumoral o, p50, p65, p70, p38: subunidade proteina P, P13K, TRAF:
Fator associado ao receptor de TNF, TAK 1: Quinase 1 ativada pelo fator de crescimento de
transformac¢ao beta, NF«xB: Fator nuclear kB, IkB: Inibidor de kB, IKK: IkB cinase, MAPK:
proteina quinase ativada por mitégeno, MKK: MAPK cinase, MEKK: Mitogénio / sinal
extracelular quinase quinase regulada, ERK: quinases reguladas por sinais extracelulares].
Fonte: FANG et al., 2017

1.5  Arginase

Arginase € uma enzima muito importante na fisiologia de muitos organismos,

incluindo os humanos, sendo que sua atuagdo ocorre expressivamente no ciclo da ureia, no
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entanto, sua maior atividade também estd relacionada com alguns processos patologicos,
como no caso dos distarbios cardioldgicos, tais como a aterosclerose (PERNOW; JUNG,
2013). Outros trabalhos também relacionam a maior atividade desta enzima com o
desencadeamento de processos oxidativos no organismo, sendo um mecanismo relacionado a
biossintese de EROs (HSU et al., 2017).

De acordo com Buga, et al., (1998) a NOS2, converte a L-arginina e citrulina em NO.
A arginase também metaboliza a L-arginina e a ornitina, no entanto, seu produto final é a
ureia (SINGH et al., 2014). A arginase é a ultima enzima no ciclo da uréia, responsavel pela
hidrdlise da arginina em uréia e ornitina. Podem ser encontradas duas formas de arginase no
organismo, a arginase | e Il, a forma | est4d diretamente relacionada ao processo de
ureagenesis, enquanto que a forma Il esta envolvida em todas as outras funcdes gque esta
enzima possa ter, como por exemplo, a biossintese de poliaminas, glutamato, prolina e a
modulacdo da sintese do NO, particularmente pela NOS2 em vérios 6rgdos (HSU et al.,
2017).
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FIGURA 4. Esquema do metabolismo da arginina: as principais enzimas catabolizadoras de
arginina envolvidas nas respostas imunes inflamatorias, NOS2: 6xido nitrico sintase 2; ASS1:
argininosuccinato sintase 1; ASL: argininosuccinato liase; ODC: ornitina descarboxilase;
OAT: ornitina aminotransferase, NO: Oxido nitrico, TNF-a: Fator de necrose tumoral a, IL-
1B, IL-4, IL-10, IL13: Interleucinas.
Fonte: RODRIGUEZ et al., 2017.

As investigacOes de Buga et al., (1998) sugerem que a forma Il da arginase tem
importante papel em fungdes citoplasmaticas como modulacdo da sintese de NO, atuando na

regulacdo da atividade da NOS2 pela competicdo direta por L-arginina. Arginase Il é ativada
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em macrofagos estimulos por LPS, esta ativagdo se d4 concomitantemente a fosforilagdo de
NOS2, este dado sugere que a arginase funciona na regulagédo da NOS, modulando a produgéo
de NO citotoxico (HSU et al., 2017; SINGH et al., 2014).). Vale citar que investigacdes de
Buga, et al., (1998) mostraram que a expressdo de arginase reduz efetivamente a producéo de
NO.

A arginase esta associada aos mecanismos de biossintese de poliaminas, glutamato e
prolina, sendo uma enzima presente em muitos érgdo do organismo humano, nesse sentido ela
esta relacionada aos mecanismos de proliferacdo celular, podendo estar sendo associada aos
mecanismos de desenvolvimento do cancer (BUCKLEY; GILROY; PERNOW; JUNG, 2013;
SERHAN, 2014; ZHANG; ZHU; LI, 2017).

1.6 Espécies reativas de oxigénio

A resposta inflamatoria pode ser induzida pelo zymosan, um polissacarideo
constituinte da parede celular do fungo Saccharomyces cerevisae, quando administrado
intradérmica, intraperitoneal ou intra-articularmente (WENZEL et al., 2017). De acordo com
Alajmi e Alam (2014), o zymosan € um potente indutor da biossintese de EROs em
macrofagos.

O estresse oxidativo é um disturbio que ocorre no equilibrio entre a producdo de EROs
também denominados radicais livres e as defesas antioxidantes. Os radicais livres sdo espécies
quimicas altamente reativas que podem causar danos no DNA e nas células (FARINA,;
ASCHNER; ROCHA, 2011; HSU et al., 2017). As EROs constituem o principal tipo de
radicais livres relacionados a mecanismos patogénicos. Ainda de acordo com Farina; Aschner
e Rocha (2011) os radicais livres podem causar mutacGes no DNA e induzir alteracbes
conformacionais nas proteinas envolvidas no processo de producdo e manutencdo do DNA,
tais como as enzimas de reparo e DNA polimerase.

As EROs sdo produzidas no metabolismo intermediario de varias células, incluindo as
de defesa, devido ao metabolismo energético dependente do uso de oxigénio, elas atuam
auxiliando na resposta a microrganismos invasores, agindo na propagacdo da resposta
inflamatdria, no acionamento de células de defesa, na ativacdo da apoptose e fagocitose
(FORMISANO et al., 2015). As EROs sdo formadas pela redugdo incompleta do oxigénio,
gerando radicais como o superdxido e o peroxido de hidrogénio, que sdo comuns na ativagao

méxima de ceélulas de defesa como macrofagos, altamente reativas para com outras
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biomoléculas, como lipidios e proteinas das membranas celulares e, at¢ mesmo, o DNA
(ELMASTAS; ABOUL-ENEINA, 2015; WENZEL et al., 2017).

De acordo com trabalhos de (FORMISANO et al., 2015), a geracdo de EROs pode
causar danos teciduais e promover doencas inflamatorias caracterizadas pelo aumento de sua
producgéo e diminuicdo do sistema antioxidante, resultando em estresse oxidativo. Existem
mecanismos fisiologicos de controle das EROs produzidas, estes se baseiam em enzimas
constitucionais e outros compostos enddgenos, também existem algumas substancias
exogenas capazes de intervir na atividade das EROs, dentre os quais destaca-se a potente
atividade antioxidante dos fendis (flavonoides) de algumas espécies de plantas (ELMASTAS;
ABOUL-ENEINA, 2015; GUPTA et al., 2013; WENZEL et al., 2017).

Estudos anteriores demonstraram que diferentes doencas inflamatorias sdo
dependentes diretas do aumento do metabolismo oxidativo. Podemos citar o exemplo da
doenga de Parkinson, onde ocorre um demasiado aumento da producdo de EROs,
principalmente pela ativacdo da enzima NADPH oxidase presente nas celulas da micrdglia
(PETERSON; FLOOD 2012). Também podemos citar o caso da doenca inflamatdria
intestinal, onde sdo encontrados niveis elevados de EROs como o H20: e de citocinas proé-
inflamatorias, que por sua vez também estdo associadas a outros disturbios metabdlicos como
o0 diabetes tipo 2 (BELTRAN et al., 2009).
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FIGURA 5. Mecanismo inflamatério associado a EROs em macrofagos ativados por LPS.
[LPS: lipopolissacarideo, TLR4: Receptores Toll-like — 4, ROS: Espécies Reativas de
Oxigénio, NO: Oxido nitrico, MyD88: Resposta primaria de diferenciacio mieloide proteina
88, MyD-88 como, IRAK: quinase associada ao receptor da interleucina-1, TNF-a: Fator de
necrose tumoral a, pl3, p50, p65, p70, p38: subunidade proteina P, P13K, TRAF: Fator
associado ao receptor de TNF, TAK 1. Quinase 1 ativada pelo fator de crescimento de
transformagdo beta, NFkB: Fator nuclear kB, IkB: Inibidor de kB, IKK: IkB cinase, MAPK:
proteina quinase ativada por mitdgeno].

Fonte: HUA et al., 2013.

1.7 O cancer

A multiplicacdo celular para renovacao de tecidos e homeostase da funcéo bioldgica
requer um refinado processo de controle e manutengéo para a realizagdo da coordenacdo do
comportamento das células envolvidas, no entanto, é claro que quando se trata de um
organismo complexo ndo ha um dano significativo se apenas uma célula apresentar
comportamento anormal. Ademais quando ocorre de uma Unica célula sofrer alteracGes
genéticas que Ihe propiciem a maior capacidade de sobrevivéncia e proliferacdo isso se torna
uma complicacdo com potencial devastador, pois ela ird gerar novas células e estas por sua
vez também foram andémalas (ANDRADE; BRAGA; CESAR; TRENTO; ESPOSITO;
SILVA & MARCUSSI, 2018).

A estrutura do tecido e consequentemente dos 6rgdos, pode entdo, tornar-se alterada
pela expansdo de um clone de células anormais. Essa série de eventos fisiologicos e
bioquimicos ocorre no cancer, essa patologia é considerada um problema de saude grave, a
segunda causa mais comum de mortalidade em humanos na maioria dos paises desenvolvidos
(ALLAVENA et al., 2011; HANAHAN; WEINBERG, 2011; SINN; KREIPE, 2013).

O céncer é considerado uma das maiores causas de morte no mundo, é uma doenca
genbmica, surgindo como consequéncia de alteracfes cumulativas no material genético de
celulas normais, as quais sofrem transformacgdes até se tornarem malignas (ANDRADE;
BRAGA; CESAR; TRENTO; ESPOSITO; SILVA & MARCUSSI, 2018). E uma doenca
genética que pode vir a ocorrer em todos os tipos de tecidos do organismo. E resultante de
mudancas patoldgicas que surgem nas informacdes contidas no DNA, ou seja, tem sua origem
em mutacOes, que alteram a expressdo de genes codificadores de proteinas envolvidas no

controle da proliferagdo e diferenciacdo celular, ou nos mecanismos de reparo do DNA
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(ALLAVENA et al., 2011; SINN; KREIPE, 2013). Ainda que visto como uma Unica doenca o
cancer na verdade se trata de um complexo grupo de doencas com envolvimento de distarbios
metabolitos (ALLAVENA et al., 2011).

O cancer tem por definicdo o crescimento desordenado de células, que entram nos
tecidos e Orgdos, podendo se alastrar para outras regides do corpo, 0 que constitui
metastase. Especificamente, o cancer de mama é um tumor maligno que se desenvolve no
tecido mamario, sendo o mais incidente na populacao feminina mundial e brasileira, tornando
um grave problema de saude publica e gerando elevados indices de mortalidade (INCA 2018).

Esse tipo de cancer é o mais frequente nas mulheres, sem considerar os tumores de
pele ndo melanoma, com estimativas para o biénio de 2018 - 2019, de 59.700 novos casos de
cancer de mama no Brasil, com 17,90 casos para cada 100 mil mulheres. Sendo o primeiro
mais incidente nas Regides Sul (73,07/100 mil), Sudeste (69,50/100 mil), Centro-Oeste
(51,96/100 mil) e Nordeste (40,36/100 mil). Na Regido Norte, € o segundo tumor mais
incidente (19,21/100 mil casos) (INCA, 2018).

O cancer é uma doenca com elevado indice de mortalidade, que atinge anualmente
milhGes de pessoas ao redor do mundo, ultrapassando 9 milhdes de casos em 2018 (OMS).
Embora tenha havido muito progresso na quimioterapia do cancer, muitos tumores ainda séo
de dificil remissdo, tornando necessdria a procura de novos agentes antitumorais
(ALLAVENA et al., 2011). Neste cenario, as plantas superiores constituem uma rica fonte de
produtos naturais que podem ser Uteis contra neoplasias (PAN et al., 1996).

A estimativa mundial mostra que, em 2012, ocorreram 14,1 milhGes de casos novos de
cancer e 8,2 milhdes de 6bitos. Houve um discreto predominio do sexo masculino tanto na
incidéncia (53%) quanto na mortalidade (57%). De modo geral, as maiores taxas de
incidéncia foram observadas nos paises desenvolvidos (América do Norte, Europa Ocidental,
Japdo, Coreia do Sul, Australia e Nova Zelandia) (KRANZ et al., 2016). Taxas intermediarias
sdo vistas na América do Sul e Central, no Leste Europeu e em grande parte do Sudeste
Asiético (incluindo a China). As menores taxas sd0 vistas em grande parte da Africa e no Sul
e Oeste da Asia (incluindo a india). Enquanto, nos paises desenvolvidos, predominam os tipos
de céncer associados & urbanizacdo e ao desenvolvimento (pulmé&o, prostata, mama feminina,
colon e reto), nos paises de baixo e médio desenvolvimento, ainda é alta a ocorréncia de tipos
de cancer associados a infeccdes (colo do Utero, estbmago, esbfago, figado). Além disso,
apesar da baixa incidéncia, a mortalidade representa quase 80% dos Obitos de cancer no
mundo (TORRE; SIEGEL; JEMAL, 2016).
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Os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram pulméo (1,8 milhdo), mama (1,7
milh&o), intestino (1,4 milhdo) e prostata (1,1 milhdo). Nos homens, os mais frequentes foram
pulméo (16,7%), prostata (15,0%), intestino (10,0%), estdmago (8,5%) e figado (7,5%). Em
mulheres, as maiores frequéncias foram encontradas na mama (25,2%), intestino (9,2%),
pulmao (8,7%), colo do utero (7,9%) e estdbmago (4,8%) (TORRE; SIEGEL; JEMAL, 2016).

A relacdo da atividade anti-inflamatéria e antiproliferativa sdo evidentes quando
observamos a ligacdo pro-inflamatoria de citocinas como 0 TNF-a ¢ interleucinas com seus
receptores ou a ativacdo de qualquer um dos receptores do tipo Toll. Esse mecanismo ocorre
pelo reconhecimento de antigenos componentes de microrganismos invasores, que provoca a
atividade do fator nuclear kB (NF-kB)/IkB quinase (IKK) e ativa proteinas quinases ativada
por mitégeno (MAPKS). Isto conduz a ativacdo da proteina ativadora 1 (AP-1), outro fator de
transcricdo que é critico para a inducéo de genes de citocina. Assim, a ativacdo de NF-kB e de
proteina quinase ativada por mitégeno 3 (MAPKs-3) conduz a um resposta inflamatéria
(ALLAVENA et al., 2011; GHOLIPOUR et al., 2018; GROSSER; SMYTH; FITZGERALD,
2011; TAKEUCHI; AKIRA, 2010; TORRE; SIEGEL; JEMAL, 2016).

Atualmente esta bem estabelecido que a inflamacéao induzida por agentes patogénicos é
um fator potencial de risco elevado para o desenvolvimento do cancer. Para melhor esclarecer
essa relagcdo podemos citar a infeccéo persistente por Helicobacter pylori que de acordo com
muitas investigacdes esta altamente associada com o adenocarcinoma gastrico e o linfoma
(ALLAVENA et al., 2011; ZENG et al.,2015), a infec¢cdo pelo virus do papiloma humano
aumenta o risco de cancer cervical (ZHANG; ZHU; LI, 2017), as infeccdes pelo virus da
hepatite B e C aumentam a incidéncia de carcinoma hepatocelular (GRIVENNIKOV;
GRETEN; KARIN, 2010), a infeccdo pelo virus Epstein-Barr também esta intimamente
relacionada ao carcinoma nasofaringeo (CHUA et al., 2016). Estes agentes causais levam a
infeccdes persistentes associadas a baixos niveis de inflamacao crénica. Além disso, algumas
doencas auto-imunes também se correlacionam com o desenvolvimento do cancer (ZHANG;
ZHU; LI, 2017).

1.7.1 Drogas antineoplésicas

Existem trés enfoques principais para o tratamento do cancer ja estabelecido, sdo a
excisdo cirdrgica, irradiagdo e a quimioterapia, o papel de cada um desses tratamentos vai
depender de alguns fatores como o tipo de tumor, a localizacdo e o estigio de

desenvolvimento. A quimioterapia pode ser empregada como terapia de fato ou ainda como
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adjuvante de outras formas de tratamento (MELERO et al., 2014; TORRE; SIEGEL; JEMAL,
2016).).

Os agentes farmacologicos empregados na terapéutica contra o cancer incluem uma
grande variedade de compostos que atuam de varias formas diferentes, alguns interferem nos
mecanismos celulares de sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo (DE OLIVEIRA et al.,
2012). Ainda no que tange a esses farmacos, observa-se que mesmo com todos o0s estudos e
pesquisas da industria para torna-los capazes de agir seletivamente contra as células
cancerosas nos tecidos neoplasicos, esses permanecem apresentando um grau de
citotoxicidade elevado, levando o paciente a ter complicagdes em seguir o tratamento devido
aos efeitos colaterais (SINN; KREIPE, 2013).

Os mecanismos de acdo dos agentes antiproliferativos estd diretamente associado a
duplicacdo do DNA e subsequente multiplicacdo celular. Em geral os agentes farmacoldgicos
impedem a duplicacdo celular por impedimento da duplicacdo do DNA, levando a morte
celular. O grande problema em relacdo ao tratamento esta no fato dos agentes farmacolégicos
ndo serem seletivos, podendo levar as células saudaveis a morte, em contrapartida, 0s
compostos de origem natural sdo uma fonte muito ampla de pesquisa no gque tange a atividade
antiproliferativa do cancer, podendo vir a ser uma alternativa viavel na redugdo dos efeitos
indesejados e com uma terapéutica eficaz (CRAGG; NEWMAN, 2009).

Os produtos naturais sdo conhecidos como as maiores e mais importantes fontes de
moléculas usadas na quimioterapia. Além disso, aproximadamente 60% das drogas usadas
para tratar e prevenir o cancer sdo derivados de produtos naturais como o Taxol isolado de
Taxus brevifolia. A vincristina e vinblastina também foram isoladas de Catharantus roseus
assim como a camptotecina isolada de Camptotheca acuminate ambas com acdo anti-cancer
(NEWMAN; CRAGG 2012).

Ainda falando a respeito dos alcaldides da vinca, vimblastina e vincristina, vale
ressaltar que foram os primeiros compostos derivados de plantas que avangcaram em uso
clinico como drogas anticancer (CRAGG; NEWMAN, 2009). A vincristina foi aprovada
pelos Estados Unidos Food and Drug Administration em julho 1963 sob o nome comercial
Oncovin. Nos ultimos anos, as propriedades anti-cancer dos sesquiterpenos tém sido alvo de
muitos estudos. Extensas pesquisas tém sido realizadas para caracterizar 0s mecanismos
moleculares bem como o0 seu potencial na utilizagdo como agentes quimioterapéuticos e

quimiopreventivos, no entanto, muitas dessas pesquisas, deixam de lado o potencial do efeito
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sinérgico sobre as vias metabdlicas (KREUGER et al., 2012; NORTHCOTT et al., 2018;
ZHANG; ZHU; LI, 2017).

As substancias naturais com atividade bioldgica sdo frequentemente utilizadas na
sintese ou isolamento de novas estruturas que possuem propriedades farmacoldgicas (KO et
al., 2018) Também nesse sentido, espécies usadas na medicina tradicional tém motivado a
pesquisa e desenvolvimento de medicamentos quimiopreventivos contra cancer (CRAGG,;
NEWMAN, 2009). Mais de 80.000 dos 250.000 especies da maioria das plantas conhecidas
sdo utilizados para fins de salde, e mais de 60% das recentes drogas anticancer sao
originarios de fonte natural. A grande variedade de compostos naturais biologicamente ativos
e sua ampla diversidade estrutural tem relevancia na instalacdo e separacdo de compostos
bioativos que poderiam ser Uteis como quimiopreventivos do cancer e/ou agentes
quimioterapéuticos (CRAGG; NEWMAN, 2009). A busca de inibidores tumorais efetiva em
plantas superiores para uso humano exige um sistema eficaz, econbmico e rapido para a
avaliacdo inicial de plantas com potencial para atividade antitumoral (DE OLIVEIRA et al.,
2012).

Na Amazonia existem muitas espécies usadas na medicina tradicional com finalidade
terapéutica. As plantas medicinais compdem uma importante fonte de recursos terapéuticos,
inclusive no tratamento do cancer, conforme demonstram diversos medicamentos oriundos de
substancias de origem vegetal ou inspirados neles (CRAGG; NEWMAN, 2009). Entretanto,
comumente, extratos de plantas medicinais exibem atividades bioldgicas mais pronunciadas
gue seus constituintes isolados. Devido, frequentemente, as interacGes sinérgicas entre tais
componentes, envolvendo, no geral, a atuacdao sobre maltiplos alvos (CASANOVA; COSTA
2017).

A combinacdo de diferentes substancias biologicamente ativas demonstra-se
particularmente promissora no tratamento de doencas com elevado grau de complexidade,
pois permite a atuacdo simultanea sobre diversos alvos diferentes, garantindo maior eficacia e
menor chance de resisténcia aos farmacos utilizados. Nesse contexto as plantas medicinais e
seus metabdlitos tém sido objeto de crescente interesse (CASANOVA; COSTA 2017; KO et
al., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

A Amazonia tem grande biodiversidade, sendo que muitas espécies vegetais que nela
habitam n&o sdo encontradas em nenhum outro lugar do planeta, no entanto, pouco se sabe
sobre as possiveis propriedades bioldgicas dessas espécies, desta forma, existe a necessidade
de estudos farmacoldgicos dos diferentes produtos naturais de nossa regido, contribuindo
entdo para o desenvolvimento de novos compostos ativos que possam ser utilizados na
terapéutica. Os laboratérios farmacéuticos precisam de modelos naturais de componentes
biologicos extraidos especialmente de plantas medicinais para desenvolver novos
medicamentos, logo pesquisas neste setor sdo de grande importancia e uma area de estudo
muito promissora.

Na regido amazoénica a influéncia cultural, principalmente da cultura indigena tem
grande impacto sobre a saude da populacdo, os povos indigenas foram os primeiros habitantes
amazonicos. De acordo com pesquisas antropdlogas, esses nativos utilizavam as plantas como
remeédios, ou seja, servia para fins profilaticos e terapéuticos. Muitas plantas apresentavam o
efeito previsto. Essa cultura, com o passar dos anos, foi sendo transmitida para as proximas
geragdes, hoje sendo uma grande referéncia para a descoberta de novas drogas. Devido a esta
caracteristica recebeu o nome de planta medicinal.

Os resultados terapéuticos obtidos variam de acordo com a espécie de escolha e a
finalidade de seu uso, geralmente as plantas medicinais s&o empregadas com as mais variadas
finalidades como anti-inflamatdrios, antibidticos, anticonvulsivantes dentre outros. A
industria farmacéutica reconhece o valor do conhecimento tradicional, fato que corrobora com
essa afirmacdo é que laboratérios de primeiro mundo se basearem em pesquisas
etnofarmacoldgicas na busca de novas drogas patenteaveis.

A extracdo industrial do Oleo essencial da Cyperus articulatus L. para finalidades
cosméticas gera residuos sélidos sem finalidade comercial, podendo 0 mesmo vir a ser até
uma fonte de poluicdo. Esse material solido resultante de constituicdo quimica desconhecida,
aparentemente desprovido de qualquer serventia é o foco deste trabalho. Qual seriam 0s
componentes presentes? Mantém as mesmas moléculas encontradas no 6leo? Teria alguma
atividade bioldgica?

Tendo em vista 0 potencial dessa espécie e a escassez de estudos relacionados as suas
atividades bioldgicas, avistamos a possibilidade de realizacdo de uma pesquisa que vise
avaliar a atividade farmacologica apresentada pela espécie Cypeus articulatus L. Reitero que

até o presente momento ndo existe na literatura nenhum trabalho que tenha realizado a
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pesquisa quanto a atividade anti-inflamatoria e antiproliferativa do extrato etandlico do
material s6lido resultante da extracdo do dleo essencial dessa espécie.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria, antiproliferativa e producdo de espécies
reativas de oxigénio do extrato etanolico da Cyperus articulatus L. em modelo experimental

in vitro em macréfagos peritoneais.

3.2 ESPECIFICOS

e Caracterizacdo quimica do extrato etanolico da Cyperus articulatus L. por
Cromatografo acoplado a detector de massas;

e Avaliar o efeito do extrato etandlico da Cyperus articulatus L., in vitro, sobre
viabilidade celular de macréfagos peritoneais;

e Auvaliar o efeito do extrato etandlico da Cyperus articulatus L., in vitro, sobre a
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio, em culturas de macrdéfagos peritoneais,
estimuladas por zymosan;

e Auvaliar o efeito do extrato etandlico da Cyperus articulatus L., in vitro, sobre a
producdo de Oxido nitrico, interleucina 1-B, fator de necrose tumoral-o e
prostaglandinas tipo-> em cultura de macréfagos peritoneais, estimuladas por
LPS+INF-y;

e Auvaliar o efeito do extrato etandlico da Cyperus articulatus L., in vitro, sobre a
atividade da enzima arginase, em culturas de macrdfagos peritoneais estimulados por
LPS+INF-y.

e Avaliar o efeito do extrato etandlico da Cyperus articulatus L., in vitro, sobre a

atividade proliferativa de células tumorais humanas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material botanico

Foram utilizados rizomas da espécie Cypeus articulatus L., que foram coletados no
cultivo experimental vinculado a projetos da Universidade Federal do Oeste do Pard, na
comunidade de Tabocal/Santarém-PA (-54°43°00,10”W e -02°37°41,10”S), Km 23. A espécie
foi identificada pelo botanico Msc. Antonio Elielson Sousa da Rocha, do Museu Paraense
Emilio Goeldi (MPEG). Uma exsicata foi depositada no herbario do MPEG e registrada sob o
namero de exsicata MG: 207174 em Belém-PA.

4.2 Preparacado do extrato etanolico da Cypeus articulatus L.

Foram coletados 3 Kg de rizomas da Cypeus articulatus L., apos a coleta os rizomas
foram submetidos a limpeza, secos em ambiente aberto por 3 dias consecutivos em seguida
moidos. Ap6s o periodo de secagem o material triturado foi submetido a hidrodestilacdo por
arraste a vapor, em uma dorna de 150 L, com uma duracdo de 02 horas e 30 minutos para a
obtencdo de 0Oleo essencial. Apos a extracdo do 6leo essencial por arraste a vapor, resulta um
residuo solido vegetaldenomidado de borra, aliquotas de 40 g foram retiradas e submetidas a
extragdo a quente via Soxhlet usando etanol desodorizado a 96 %. O solvente da solugdo
resultante da extracdo a quente, foi evaporado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida,

obtendo-se um concentrado do extrato etanolico dos rizomas da Cypeus articulatus L.

4.3  Analise cromatografica da Cyperus articulatus L.

A analise da composicdo quimica do extrato etandlico foi realizada no Centro
Pluridisciplinar de Pesquisa Quimicas, Biologicas e Agricolas; Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), o equipamento utilizado foi um cromatografo a gas Agilent, modelo
HP-6890 equipado com um detector seletivo de massas Agilent, modelo HP-5975 utilizando
uma coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) nas seguintes condi¢Ges: temperatura
do injetor = 250°C, coluna = 80°C, taxa de aguecimento de 5°C/min até 280°C (20 min) e
detector = 300°C. foi utilizado hélio como gas de arraste numa vazdo de 1mL/min e detector
seletivo de massas operando a 70 eV, m/z =30 a 500 u.m.a. O extrato da Cyperus articulatus
L. foi solubilizado em acetato de etila na concentracdo de 20 mg/mL e a identificagéo dos
compostos majoritarios do extrato foi realizada através da comparacdo com a biblioteca

eletronica do equipamento (NIST-11).



31
4.4 Animais

Foram utilizados 8 camundongos, machos, adultos da linhagem C57BL/6. Estes animais
foram obtidos do Biotério da Universidade Federal de Minas Gerais, campus de Belo
Horizonte. Os animais foram mantidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, em temperatura
ambiente controlada (23 = 2° C). Todos 0s animais tiveram acesso a agua e comida a vontade.
Os experimentos realizados foram submetidos e aprovados pelo comité de ética animal
(CEUA/UFOPA), com o namero de protocolo (07004/2013).

4.5 Cultura de macréfagos peritoneais de camundongos

Foram utilizados 6 camundongos C57BL/6 que foram estimulado por via
intraperitoneal com 2 mL de tioglicolato (3 %) 4 dias antes do experimento. As células foram
coletadas por lavagem peritoneal com PBS gelado. A cultura de macrofagos peritoneais
comegou com lavagem peritoneal, a qual foi realizada com uma injecéo, através da agulha e
uma seringa estéril, de 10 mL de PBS estéril gelada no periténio. Depois de uma massagem
suave, o contetdo injetado no peritdnio foi aspirado através do mesmo sistema de aplicacdo, o
que resulta em uma suspensdao com diferentes tipos de células, em que predominam os
macrofagos. Em seguida, a suspensdo celular foi centrifugada a 1500 rpm durante 5 minutos
e, apos ressuspensdo dos macrofagos obtidos em meio rpmi sem fenol e suplementado com 10
% de soro fetal bovino, penicilina e estreptomicina, as células foram contadas na camara de
Neubauer, as quais foram ajustadas para 5x10° macréfagos por cavidade da placa de cultura.
Em seguida, distribuido o volume correspondente a cada poco da placa, que foi em seguida
incubada durante 2 horas a 37° C em 5% de atmosfera de CO», para permitir a aderéncia de
macrofagos. Em seguida, trés lavagens foram realizadas com PBS estéril para remover as
células que ndo aderiram, seguido de nova incubacao durante 24 h nas mesmas condicdes. As
células foram cultivadas durante um periodo de 24 h e 48 h para a avaliacdo da viabilidade
celular, EROs, a producédo de NO e determinacgdo da atividade enzimatica da arginase.

4.6 Drogas e solugdes

As drogas e solugbes utilizadas neste estudo foram: Extrato etandlico de Cypeus
articulatus L., Zimosan (Sigma), Tioglicolato (3 %), Triton X-100 (Sigma-Aldrich), L-
arginina (Sigma-Aldrich), reagente de Griess e nitrito sodico (Sigma), a-isonitrosopropilfenol
(Sigma-aldrich), dextran, Escherichia coli lipopolysaccharide (sero-types 055: B 5 e 055: B8),
ethylenediaminetetraacetic acid (sodium-EDTA), ureia (Sigma-aldrich), interferon-y from
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Preprotec, dimetilsulfoxido (DMSO, Fisher Chemical, EUA), Luminol (Sigma-Aldrich),
Solucéo de Turk e etanol 96 GL da empresa (Sigma-Aldrich).

4.7 Analise da viabilidade celular

Para analise da viabilidade celular foi utilizado o método MTT modificado
(MOSMANN, 1983). As culturas de macréfagos mantidas durante 24 h, submetidas a
estimulo por LPS+IFN-y (1 pg/mL), zymosan (1x107 particulas/30 pL) e tratamento com
Cyperus articulatus L., 1 h antes, nas concentragdes de 12,5, 25 ¢ 50 pg/mL em seguida
foram lavadas com tampdo PBS (pH: 7,4). Ap6s a lavagem, foi adicionado MTT diluido em
PBS e os macrofagos foram incubados durante 3 h a 37 °C em atmosfera contendo 5 % de
COo. Apds o tempo de incubacdo o MTT foi retirado para adigdo de isopropanol diluido com
PBS, e em seguida as células foram coletadas e transferidas para microtubos. A coloracdo
obtida foi avaliada por leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 590 nm.

4.8 Analise da capacidade antioxidante.

4.8.1 Analise da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs)

Para avaliar o efeito da Cyperus articulatus L. na producdo de EROs por macréfagos
peritoneais estimulados por zymosan (1x10’ particulas/30pL), tratados ou ndo com Cyperus
articulatus L. foi utilizado o método modificado de dosagem de EROs de (RHEE, et al.,
2010), que consiste na ativacdo de macrofagos mediante a estimulo (zimosan) e marcacgédo da
producio de ROS por Luminol (5x10*M) (Sigma-Aldrich), seguida de uma posterior leitura
em aparelho luminémetro (contador de foétons) projetado que possui um tubo
fotomultiplicador (que incorpora uma superficie de galio), resfriado a -20 °C e possui uma
eficiéncia quantica acima de 10 % (aproveitamento do sinal luminoso incidente), alta
sensibilidade e detecta luz de comprimentos de onda variando entre 200 e 900 nm. O sinal
emitido pelo tubo fotomultiplicador é detectado diretamente por uma unidade contadora que
transforma uma variacdo de corrente elétrica em uma contagem digital. Os dados sdo foram
coletados como média de contagens/segundo correspondendo aos fétons/segundo emitidos na
reacdo de luminescéncia. As células foram pré tratadas ou ndo com Cyperus articulatus L. 1h

antes, nas concentragoes de 12,5, 25 e 50 pg/ml.
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4.9 Andlise anti-inflamatoria.

49.1 Determinacéo da producio de Oxido nitrico (NO)

A quantidade de 6xido nitrico produzida foi estimada através da dosagem de nitrito nos
sobrenadantes de culturas de macrofagos estimulados por IFN-y e LPS (1 ug/mL), tratados ou
ndo com Cyperus articulatus L., 1 h antes, nas concentracfes de 12,5, 25 e 50 pg/mL. O
método empregado foi 0 metodo de Griess (GREEN et al., 1982). Este método consiste em
uma reacao colorimétrica no qual o sobrenadante da cultura é incubado com igual volume dos
reagentes de Griess. Este reagente é preparado pela mistura de volume de solucdo de naftil-
etileno a 0,1 % com a solucdo de sulfanilamida a 1 % em &cido fosforico a 5 %. Um volume
de 500 pL de amostra é misturada com o mesmo volume de reagente de Griess. O resultado
da reacdo é a coloracdo rosa parpura do meio. Este foi posteriormente medido em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 540 nm, contra a um branco constituido por
um meio de cultura (RPMI suplementado) e reagentes de Griess em volumes iguais. Os
resultados foram expressos em UM de NO. As concentracBes de nitrito foram determinadas
pela comparagdo com os resultados obtidos pela curva padréo de dilui¢Bes seriadas de nitrito
de sddio (NaNOy) dissolvidos em meio de cultura. Para as dosagens em sobrenadantes, as
amostras foram colocadas em uma placa de 96 pocos (TPP), 50 pL de amostra/pogo. O
padrdo de nitrito de sddio (250 mM) foi adicionado em duplicata e diluido 1:2 nos pogos
posteriores em meio RPMI. Logo apdés adicionaram-se 100 pL de solucdo de Griess sobre as
amostras, a placa foi mantida em escuro por 10 minutos e a densidade 6tica foi determinada
por leitura em espectrofotdmetro (Microplate Spectrophotometer System, model

SPECTRAmax 340, Molecular devices, Sunnyvale, California).

4.9.2 Determinacdo dos niveis de Interleucina 1p (IL-1B), Fator de necrose tumoral o,
(TNF-a) e Prostaglandinas tipo 2 (PGE>).

Os niveis de IL-1B, TNF-0 e PGE> foram quantificados por este método baseia-se em
reacOes antigeno-anticorpo detectaveis através de reacGes enzimaticas. A enzima mais
comumente utilizada é a peroxidase, que catalisa a reacdo de desdobramento da &gua
oxigenada (H202) em HO e O,. Para a realizagdo destes testes, foram utilizados Kits
adquiridos comercialmente. A quantificacdo desses mediadores foi determinada no
sobrenadante obtido da cultura de macrdfagos peritoneais.

Apbs a coleta do sobrenadante da cultura, o mesmo foi centrifugado a 3000 rpm
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(rotagcbes por minuto) a 4°C durante 5 minutos. Coletamos o sobrenadante resultante e
estocamos a -20 °C ate a realizacdo da dosagem.

Para a dosagem do IL-1B, TNF-a e PGE: foi utilizado kit de imunoensaio seguindo o
protocolo de acordo com as instrucbes do fabricante (Sigma). As placas foram inicialmente
sensibilizadas com o anticorpo de captura espécie-especifico (1:250) durante 18 horas a 4°C.
Apos esse periodo, a placa foi lavada com uma solugéo de PBS 0,05% Tween-20 e incubada
com a solucao de bloqueio (PBS, SFB 5%) por mais uma hora. Em seguida, ap6s uma nova
série de lavagens, as amostras foram adicionadas aos pocos por um periodo de duas horas em
temperatura ambiente. Paralelamente, para diluicdo da curva-padréo, sdo utilizadas diferentes
diluicdes dos padrdes de IL-1B, TNF-a ¢ PGEx.

Apbs a incubacao das amostras, uma solucdo do anticorpo de deteccdo foi adicionada
por mais uma hora, seguida da solucdo de avidina ligada a peroxidase (HRP). Apoés a adicéo
do substrato TMB, a reacdo foi interrompida com uma solucdo de &cido sulfdrico (2N). A
quantidade de IL-1B, TNF-a ¢ PGE2 no sobrenadante da amostra de cada grupo foi
determinada com auxilio do leitor de microplaca em um comprimento de onda de 540 nm,
sendo que a concentracdo referente a cada amostra € calculada a partir da curva padrao

correspondente em pg/ml e expressa em percentagem em relagcéo ao controle.
4.10 Analise antiproliferativa.

4.10.1 Dosagem da atividade da enzima arginase

Para avaliar o efeito inibitério da Cyperus articulatus L. na atividade da enzima
arginase em macrofagos peritoneais estimulados por IFN-y e LPS (1 ug/mL), a metodologia
empregada foi de CORRALIZA et al. (1994). As células foram pré tratadas ou ndo com
Cyperus articulatus L., 1 h antes, nas concentragdes de 12,5, 25 ¢ 50 pg/mL. A atividade de
arginase foi medido nos lisados celulares como descrito por Corraliza et al. (1994).
Resumidamente, as células foram lisadas com 50 ul de 0,1 % de Triton X-100 (Sigma
Chemicals Co.). Ap6s 30 min, num agitador, 50 pl de 10 mmol de MnCI2 (Merck), e 50 uL
de Tris-HCI (Merck) foram adicionados, e a enzima foi ativada por aquecimento durante 10
min a 55 °C. Arginina hidrolise foi realizada por incubagao de 25 ul de lisado ativado com 25
mL de L-arginina 0,5 mol / L (Merck; pH 9,7) a 37 °C durante 60 min. A reacgdo foi parada
com 400 uL. de H2SO4 (96 %) / H3PO4 (85 %) / H20 (1/3/7, vivi/v). Como um grau de
atividade de arginase, a concentracao de ureia foi medida a 540 nm depois da adi¢do de 25 puL
de um-isonitrosopropiophenono (Sigma Chemical Co.) dissolvido em etanol a 100%, durante
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45 min a 95° C. Uma unidade de atividade de arginase estara definida como a quantidade de
enzima que catalisa a formagao de 1 umol de ureia por minuto. A curva padrdo foi preparada

com quantidades crescentes de ureia entre 1,625 e 100 LG.

4.10.2 Ensaio de atividade antiproliferativa

O ensaio de actividade antiproliferativa in vitro foi realizado como descrito por Monks
et al. (1991). Utilizaram-se linhas celulares de tumor humano U251 (glioblastoma, SNC),
MCEF-7 (adenocarcinoma da mama), NCI-H460 (carcinoma do pulmao) para efectuar rastreio
in vitro. Essas linhas celulares, fornecidas pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados
Unidos (NCI/EUA). As amostras também foram avaliadas contra um queratinécito humano
transformado espontaneamente de pele histologicamente normal (linhagem HaCaT)
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Ricardo Della Coletta (Universidade de Campinas,
UNICAMP).

As culturas em estoque foram cultivadas em 5 mL de RPMI-1640 suplementado com
5 % de soro bovino fetal (RPMI/FBS 5 %) em atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C e ambiente
umido. Uma mistura de penicilina e estreptomicina (Ipg/mL: 1 Ul/mL) foi adicionada as
culturas experimentais. As células (100 pL de suspensdo celular por compartimento,
densidade de inoculacdo entre 3 x 104 e 6,5 x 104 células/mL) foram expostas a diferentes
concentragdes de EECA (0,25, 2,5, 25 e 250 pg/mL, amostras dissolvidas em
DMSO/RPMI/FCS 5 %) e doxorubicina (controle positivo) nas mesmas concentracdes e
incubadas a 37 °C, 5% de CO2 em ambiente imido por 48 h. A concentracéo final de DMSO
(0,25 %) ndo afetou a viabilidade celular. Todas as amostras foram testadas em triplicado.

As células foram fixadas com &cido tricloroacético a 50 % e a proliferacao celular foi
determinada por espectrofotometria (540 nm) do contetido de proteina celular utilizando 0
teste sulforrodamina B. Trés medidas foram obtidas no inicio da incubagédo (tempo zero, T0O) e
48 horas apds a incubacdo para células sem composto (C) e testadas (T). A proliferacao
celular foi determinada de acordo com a equacgdo 100 x [(T - TO) / C - T0], para TO <T <C, e
100 x [(T-T0)/T0], para T < TO e uma concentragdo- curva de resposta para cada linha celular
foi plotada. A concentracdo efectiva TGI (concentracdo que produz 100 % de inibicdo do
crescimento celular ou efeito citostatico) foi calculada a partir da curva concentragdo-resposta

por regressao ndo linear usando o software ORIGIN 7.5 (OriginLab Corporation).
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4.11 Andélise estatistica

A anélise estatistica foi realizada usando o programa GraphPad Prism 5.0 (Prism
software, Irvine, CA, USA). Os resultados foram expressos como a média +/- desvio padrdo
(SD) a partir de pelo menos trés experiéncias diferentes. Analise de variancia (ANOVA two-
way) seguida pelo teste tukey (T), teste de Dunnett foram aplicado para avaliar a significancia
estatistica das diferencas entre os grupos de estudo. Um valor de p <0,01 foi escolhido como o

critério para a significancia estatistica.
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise da composi¢do quimica da Cyperus articulatus L.

O rendimento do extrato etanolico da Cyperus articulatus L. foi de 7 % g/g a partir de
40 g do residuo solido (Massa Umida). A analise da composicdo quimica da Cyperus
articulatus L. revelou a presenca de oito compostos majoritarios, que pertencem ao grupo
quimico dos terpendides, correspondendo a 56.5 % de constituintes totais da Cyperus
articulatus L., dos quais trés apresentaram percentuais de concentracdo maiores que 10 %:
isocorimbolona,  7-Isopropenil-1,4a-dimetil-4,4a,5,6,7,8-hexahidro-2(3H)-naftalenona, e
mustacona (QUADRO 1 e TABELA 1).

QUADRO 1. Constituintes majoritarios identificados e respectivas concentracdes encontradas

na Cyperus articulatus L.

O
O
undecan (1
. e ( ) cyperotundone (2) mandassidione (3)
% (Tr: 6,29 min) 3,10% (Tr: 20,30 min) 3.26% (Tr:22.51 min)

7-isopropenyl-1.4a-dimethyl
) -4,4a,5,6,7,8-hexahydro-2
2 790 _ ) corimbolone (5) ‘ (3H)-naphtalenone (6)

- 78% (Tr: 20,52 min) 6,15% (Tr: 23,56 min) 10,42% (Tr: 21,43 min)

aristolone (4)

mustacone (7) isocorimbolone (8)

13,5% (Tr: 19,88 min) 14,34% (Tr: 24,22 min)
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TABELA 1 - Composicao quimica do extrato etanolico da Cypeus articulatus L.

tr (Min) Identificacéo %
24.22 Isocorimbolone 14.34
19,88 Mustacone 13.50
2143 7-isopropenil-1,4a-dimetil-4,4a,5,6,7,8-hexahidro- 10,42

2(3H)-naftalenona

2356 Corimbolone 6.15
2053 Aristolone 378
22 51 Mandassidione 3.26
20.30 Cyperontundone 310
6.29 Undecan 200

Total de constituintes identificados 56,5%

Fonte: Silva, et al., 2019. tr = Tempo de reten¢éo; % = Porcentagem relativa.

5.2 Viabilidade celular

No modelo experimental de viabilidade celular realizado pelo método MTT (9), os
resultados demonstram que a Cyperus articulatus L. nas concentracbes de 12,5, 25 e 50
hug/mL ndo afetou de maneira significativa a viabilidade dos macréfagos peritoneais
estimulado por LPS + IFN-y (1 pg/mL) e zymosan (1x10" particulas/30puL), uma vez que a
porcentagem de viabilidade celular dos grupos tratados com Cyperus articulatus L.
ultrapassou 100 % (FIGURA 6).

Os resultados obtidos demonstram que as concentracBes da Cyperus articulatus L.
testadas aqui ndo afetaram negativamente a viabilidade dos macréfagos (F (5, 12) = 60,93, P
<0,0001). Além disso, hd um aumento na atividade metabolica dessas células, medida pelo
aumento da formacédo de cristais de formazan no MTT, quando expostos as concentracdes do
extrato (Cyperus articulatus L. 25 e 50 (ug/mL) + LPS + IFN -y (1 pg/mL)) e (Cyperus
articulatus L. 50 (ug / mL)), com excecdo de 12,5 pg/mL (F (6, 14) = 100,5, P <0,0001, one-
way ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Tukey).

No teste de viabilidade celular observamos que houve eficiéncia no método aplicado,
0 grupo estimulo (LPS + IFN-y (1 ug/mL)) apresentou efeito negativo (-27,8 %) sobre o

percentual de células vidveis. O grupo que recebeu 0 Zymosan também apresentou reducgéo (-
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5 %) no percentual de viabilidade. Os grupos que foram tratados com a Cyperus articulatus L.
n&o apresentaram reducdo significativa no percentual de células vidveis, mesmo no grupo com

maior concentracdo da Cyperus articulatus L. o percentual ficou em 192 % (FIGURA 6).
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FIGURA 6. O efeito da Cyperus articulatus L. sobre a viabilidade celular de macréfagos
peritoneais estimulados por IFN-y + LPS (1 pg/mL) e zymosan (1x10" particulas/30pL). Os
dados foram obtidos a partir de pelo menos trés experiéncias independentes e estdo resumidos
como média £ DP. *** P < (0,001 indica uma diferenca significativa entre o grupo estimulado
por LPS + IFN-y e tratada com Cyperus articulatus L. * P < 0,1 representa uma diferenca
significativa entre o grupo controle e o grupo estimulado por LPS + IFN- y.

5.3  Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por macréfagos

peritoneais estimulados por zymosan.

No modelo experimental de avaliacdo da producdo de EROs, os resultados obtidos
demonstraram que a Cyperus articulatus L. nas concentra¢@es de 12,5, 25 e 50 pg/mL reduz
de maneira significativo a producdo de EROs em macrofagos peritoneais estimulados por
zymosan, de modo que, o indice de producdo de EROs nos grupos somente estimulados com
zymosan foi maior 500 % em relacdo ass grupos estimulados e tratados com a Cyperus
articulatus L. (FIGURA 7).

Os resultados demonstram que 0 zymosan teve um potente efeito indutor de producgéo
de EROs, visto que, na presenca desta substancia houve um aumento de 250 % em relacdo ao
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grupo veiculo, onde os niveis permaneceram em basais. Também podemos destacar que o
extrato da Cyperus articulatus L. sozinho ndo promoveu atividade oxidante sobre a linhagem
celular testada. O efeito antioxidante da Cyperus articulatus L. foi dependente da
concentracdo. Na concentracdo de 12,5 pg/mL o extrato inibiu a producdo de EROs 500 %
RLU em relagdo ao grupo estimulado por zymosan, na concentracdo de 25 pg/mL, a
inibicdofoi de 750 % e na concentracdo de 50 pg/mL reduziu 1200 %, conforme demonstrado

na FIGURA 7.
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FIGURA 7. Cyperus articulatus L. inibe a producdo de EROs em macrdfagos peritoneais
estimulados por zimosan. Os grupos teste foram pré tratados 1h antes do estimulo zymosan
(1x107 particulas/30pL) com as concentragdes de 12,5, 25 e 50 pg/mL de Cyperus articulatus
L. Os dados foram obtidos a partir de pelo menos trés experiéncias independentes e estdo
expressos como média + DP. *** P < 0,001 indica uma diferenca significativa entre o grupo
estimulado por zymosan e o grupo tratado com Cyperus articulatus L. ### P < 0,001 indica
uma diferenca significativa entre o grupo de controlo (meio + 2% de DMSO) e 0 grupo
estimulado por zymosan. RLU: unidades relativas de luz por segundo.

5.4 Avaliacdo da producdo de oxido nitrico (NO) por macréfagos peritoneais

estimulados por LPS+IFN-y.

IFN-y e LPS promoveu um aumento significativo na producdo de NO, tanto em 24 h
(630 %) como em 48 h (980%) comparado com o grupo controle.

O tratamento com Cyperus articulatus L. (12,5, 25 ou 50 pg/mL) reduziu de forma
significativa a concentracdo de nitrito para 48,3+4,7 uM, 31,8+4,7 uM e 12,8+3,5 uM, em 24

h respectivamente. Ja no tempo de 48 h o tratamento com Cyperus articulatus L. (12,5, 25 ou
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50 pg/mL) reduziu significativamente a producdo de nitrito para 60,7£5,1 uM, 38,9+4,2 uM e
15,8+4,3 UM em relagdo ao grupo estimulado respectivamente.

Os resultados obtidos demonstraram que a Cyperus articulatus L. nas concentracfes
de 12,5, 25 e 50 pug/mL reduz a producdo de NO em macrdfagos peritoneais estimulados por
IFN-y e LPS, de modo que, em 24 horas o indice de produgdo de NO nos grupos estimulados
ultrapassou os 80 pM, enquanto que nos grupos estimulados e tratados com a Cyperus
articulatus L. os indices de producdo de NO se mantiveram basais, ndo atingindo os 15 puM.
Ja nos experimentos realizados em 48 horas o indice de producdo de NO nos grupos
estimulados ultrapassou os 130 uM, enquanto que nos grupos estimulados e tratados com a
Cyperus articulatus L. os indices de producdo de NO se mantiveram basais, ndo atingindo os
20 uM (FIGURA 8).
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FIGURA 8. O efeito de Cyperus articulatus L. sobre a producdo de nitrito em macréfagos
peritoneais estimulados por IFN-y ¢ LPS (1 pg/mL) nos tempos de 24 ¢ 48 horas. Os grupos
teste foram pré tratados 1h antes do estimulo IFN-y e LPS com as concentragdes de 12,5, 25
50 pg/mL de Cyperus articulatus L. Os dados foram obtidos a partir de pelo menos trés
experiéncias independentes e estdo expressos como média = DP. *** P <0,001 indica uma
diferenca significativa entre o grupo estimulado por LPS + IFN-y e o grupo tratado com
Cyperus articulatus L. ### P < 0,001 indica uma diferenca significativa entre o grupo de
controle (meio + 2% de DMSO) e o grupo estimulado por LPS + IFN-y.

Os niveis de producdo de nitrito sdo maiores no tempo de 24 h, provavelmente pelo

maior tempo em contato com o estimulo e pela redugéo do efeito da droga teste na amostra.
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5.5 Avaliacdo da producio de fator de necrose tumoral a (TNF-a) por macroéfagos

peritoneais estimulados por LPS+IFN-y.

Cyperus articulatus L. promoveu nas concentragdes de 12,5, 25 ¢ 50 pug/mL uma
diminuig&o significativa na producdo de TNF-o em macrofagos, representando uma redugio
de 37,7, 45,4 e 59,6 %, respectivamente, das concentracdes testadas quando comparadas com
0 grupo tratado somente com o estimulo. Observamos também que a producdo de TNF-a

aumentou significativamente comparado com o controle (FIGURA 9).
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FIGURA 9. Efeito da Cyperus articulatus L. sobre a producdo de TNF-a em macréfagos
peritoneais estimulados por IFN-y (50 UI/mL) e LPS (100 ug/mL). Dados representados
por média + DP (n=3). ***p<0,001 indica uma diferenca significativa entre o grupo
estimulado por LPS + IFN-y e o grupo tratado com Cyperus articulatus L. ### P < 0,001
indica uma diferenca significativa entre o grupo de controle negativo e o grupo estimulado
por LPS + IFN-y; ANOVA One-way, Teste de Mdltipla Comparacdo de Newman-Keuls.

5.6 Avaliacdo da producdo de Interleucina 1B (IL-1B) por macrofagos peritoneais

estimulados com LPS+IFN-y.

O tratamento com Cyperus articulatus L. promoveu nas concentragfes de 12,5, 25 e

50 pg/mL uma diminuigdo significativa na produgdo de IL-1B em cultura de macréfagos,
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representando uma reducéo de 13,3, 42,7 e 61 %, respectivamente, das concentragdes testadas
quando comparadas com o grupo tratado somente com o estimulo. A producéo de IL-1B
também foi elevada significativamente pelo estimulo, comparado com o grupo controle
(FIGURA 10).
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FIGURA 10. Efeito da Cyperus articulatus L. sobre a produgdo de IL-1p em macrofagos
RAW 264.7 estimulados por IFN-y (50 UI/mL) e LPS (100 ug/mL). Dados representados
por média + DP (n=3). ***p<0,001 indica uma diferenca significativa entre o0 grupo
estimulado por LPS + IFN-y e o grupo tratado com Cyperus articulatus L. ### P < 0,001
indica uma diferenca significativa entre o grupo de controle negativo e o grupo estimulado
por LPS + IFN-y; ANOVA One-way, Teste de Multipla Comparacdo de Newman-Keuls.

5.7 Avaliacdo da producdo de prostaglandina tipo 2 (PGE2) por macrofagos murinos
estimulados com LPS+IFN-y.

As diferentes concentragdes (12,5, 25 e 50 pg/mL) da Cyperus articulatus L.
reduziram de maneira significativa a produgdo de PGE> em cultura de macrdfagos, quando
comparados com o controle positivo (apenas o grupo estimulado), representando uma reducéo
de 21,1, 35,6 e 56,6%, respectivamente (FIGURA 11). A producdo de PGE2 também foi
elevada significativamente pelo estimulo, comparado com o grupo controle.
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FIGURA 11. Efeito da Cyperus articulatus L. sobre a producdo de PGE, em macréfagos
estimulados por IFN- y (50 UI/mL) e LPS (100 ug/mL). Dados representados por média + DP
(n=3). ***p<0,001 indica uma diferenca significativa entre o grupo estimulado por LPS +
IFN-y e o grupo tratado com Cyperus articulatus L. ## P < 0,001 indica uma diferenga
significativa entre o grupo de controle negativo e o grupo estimulado por LPS + IFN-
v; ANOVA One-way, Teste de Multipla Comparacdo de Newman-Keuls.

5.8 Determinacédo da atividade da arginase

Os resultados obtidos neste modelo experimental in vitro demonstram que o
tratamento com Cyperus articulatus L. nas concentragOes de 12,5, 25 e 50 pg/mL reduz de
modo significativo a atividade da arginase em macréfagos peritoneais estimulados por IFN-y
e LPS (1 pg/mL), de modo que, o indice de atividade da arginase nos grupos estimulados
ultrapassou os 1.100 enquanto que nos grupos estimulados e tratados com a Cyperus
articulatus L. os indices de atividade da arginase se mantiveram basais (FIGURA 12).

Observamos também que a Cyperus articulatus L. apresentou efeito dependente da
concentragéo sobre a atividade da enzima arginase, nas concentragdes maiores 25 e 50 pg/mL
o Cyperus articulatus L. manteve os niveis de atividade da arginase em aproximadamente 250

e 100 respectivamente. Além disso, testamos a Cyperus articulatus L. sozinho nessas células
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sem estimulo, a fim de determinar se o extrato poderia agir como indutor da atividade desta
enzima, o resultado obtido demonstrou que sozinho a Cyperus articulatus L. ndo induz a
atividade da enzima, os niveis de atividade da enzima neste grupo ficou em torno de 100,
proximo aos niveis basais de atividade desta enzima, ndo demonstrando diferenca

significativa em relacdo ao grupo veiculo (FIGURA 12).

1500 =
#it#
) |
k] [
‘= 1000
>
23
[ ]
(%]
©
£
=
(3]
©
2 *%
< 500 —
3]
©
>
< gk _
*k*x *%k%k
0 T T T T -_-—
Veiculo LPSHFN- 12,5 25 50 EECA
(50pg/mL)

EECA (pg/mL) + (LPS+FN~)

FIGURA 12. O efeito da Cyperus articulatus L. sobre a atividade da enzima arginase em
macrdfagos peritoneais estimulados por IFN-y e LPS (1 pg/mL). Atividade de enzima
arginase foi avaliada tal como descrito em materiais e métodos. Os grupos teste foram pré
tratados 1h antes do estimulo IFN-y e LPS com as concentracfes de 12,5, 25 e 50 pg/mL da
Cyperus articulatus L. Os dados foram obtidos a partir de pelo menos trés experiéncias
independentes e estdo expressos como média + DP. *** P < 0,001 indica uma diferenca
significativa entre o grupo estimulado por LPS + IFN-y ¢ o grupo tratado com Cyperus
articulatus L.

5.9 Determinagéo da atividade antiproliferativa

Nos resultados da avaliacdo da atividade antiproliferativa, foi observada uma diferenca
significativa do tipo celular utilizado e das concentracdes da Cyperus articulatus L. testadas
na proliferagéo celular (F (12, 80) = 1911, P <0,0001 ANOVA de dois fatores (Concentragdes

Cyperus articulatus L. vs linhagens celulares) com teste de multiplas comparacdes de Tukey).

O extrato da Cyperus articulatus L. nas concentragdes utilizadas mostrou um efeito de

reducdo significativo na proliferacdo das diferentes linhagens celulares testadas (F (4, 80) =
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25995, P <0,0001). Na menor concentragdo, que corresponde a 0,001 pg/mL da Cyperus
articulatus L., ndo houve diferenca significativa em relacéo a inibigdo da proliferacdo celular
das diferentes cepas. Por sua vez, houve uma reducao significativa na proliferacdo celular nas
concentragdes 0,250 e 2,5 pg/mL da Cyperus articulatus L., apenas na linhagem NCI-H460
em relagdo a linhagem celular saudavel HaCat quando expostos @ mesma concentracdo do
extrato (P <0,0001).

Nas concentracdes mais altas testadas, correspondendo a 25 e 250 pug/mL da Cyperus
articulatus L., houve uma reducéo significativa na proliferacdo celular em todas as linhagens
testadas (NCI-H460, U251 e MCF7) em relagdo a linha celular HaCat quando expostas as
mesmas concentragdes do extrato (<0,0001) (FIGURA 13).

O extrato da Cyperus articulatus L. em concentra¢des acima de 102 pg/mL inibiram o
crescimento celular das células tumorais do glioma U251, mama MCF7 e pulmao NCI-H460
respectivamente. Além disso, o valor da Inibicdo Total do Crescimento (TGI) na atividade
antiproliferativa para o extrato foi de 62,7 pg/mL atuando em células tumorais do glioma
U251, para as demais células tumorais como as da mama MCF7 e pulmdo NCI-H460, o TGI
do extrato etandlico foi de 100 e 135,7 ug/mL (FIGURA 13).

Os resultados obtidos revelam que a Cyperus articulatus L. demonstrou um efeito
concentracdo dependéncia sobre a proliferacdo das células tumorais, em comparacdo com a
doxorrubicina, utilizada como controle positivo, observamos que a Cyperus articulatus L.
demonstrou um efeito inferior nas menores dilui¢Ges, sendo que os efeitos mais significativos
encontrados foram a partir de 25 pg/mL. Na concentra¢do de 250 pg/mL observamos que a
Cyperus articulatus L. apresentou um potente efeito sobre a proliferacdo celular das trés
linhagens celulares tumorais testadas. No teste de citotoxicidade, realizado em concomitancia,
a Cyperus articulatus L. ndo apresentou efeito toxico sobre linhagem de células normais.
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FIGURA 13. (A) Curva de proliferagdo celular em funcdo da concentracdo Cyperus
articulatus L. dissolvidos em DMSO/meio RPMI/FCS a 5%. As concentracdes utilizadas
foram 0,25, 2,5, 25 e 250 pg/mL. (B) Curva de proliferacdo celular em funcdo da
concentracdo de Doxorrubicina. As concentragdes utilizadas foram 0,25, 2,5, 25 e 250 pg/mL.
A concentracdo eficaz resultando em TGI (inibicdo total de crescimento, concentragdo
necessaria para uma inibicdo total da proliferacdo celular) foi calculada por regressao nao-
linear, tipo sigmoidal, utilizando o software ORIGIN 8.0 (OriginLab Corporation).

6. DISCUSSAO

O foco do estudo foi o residuo sélido gerado apds o processo de obtencdo do 6leo
essencial dos rizomas da Cyperus articulatus L. ndo foram encontrados na literatura estudos
sobre a composicdo quimica de extratos obtidos a partir de residuos sélidos derivados da
extracdo do Oleo essencial da Cyperus articulatus L., objeto deste estudo. Adicionalmente,
realizou-se analise da atividade bioldgica do extrato do residuo da Cyperus articulatus L. em
relacdo a sua capacidade potencial de intervir na proliferacdo celular de algumas linhas
celulares de cancer, assim como, sua atividade anti-inflamatoria e inibicdo da producdo das
especies reativas de oxigénio.

A andlise cromatografica, permitiu a caracterizacdo quimica do extrato da Cyperus
articulatus L. da Amazonia brasileira, os resultados deste estudo levaram a identificacdo das
substancias listadas na TABELA 1. A composicdo encontrada neste estudo demonstrou a
presenca de algumas substancias sesquiterpénicas semelhantes as encontradas em outras
espécies estudadas, inclusive em outros paises (VICTOR; TCHIYAMBA; OTOUNGOU,
2014). Os resultados demonstraram que a substancia isocorimbolona € 0 composto majoritario

presente na amostra, seguido pela mustacona e pela substancia 7-isopropenil-1,4a-dimetil-
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44a, 5,6,7,8-hexa - hidro-2(3H)-naftalenona, estas substancias tém percentagens de
composigao superiores a 10% do total das substancias identificadas (TABELA 1). Estudos da
composicdo do extrato hexanico da Cyperus articulatus L. e de outras espécies de Cyperus,
coletados na Republica de Camardes e no Congo, mostraram a presenca de corimboneina, o.-
corimbolol, mandassidiona, mustacona, a-ciperona e isopatchoulenona (NYASSE et al.,
1988; VICTOR; TCHIYAMBA; OTOUNGOU, 2014). Os resultados obtidos corroboram
com esses estudos anteriores referentes a composicao quimica da Cyperus articulatus L.

Os Sesquiterpenos constituem uma classe de substancias encontradas em plantas
medicinais e aromaticas, tendo potencial farmacolédgico devido a sua lipofilicidade e baixo
peso molecular (GONZALEZ-BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012). Essas foram uma
das primeiras substancias derivadas de plantas que foram desenvolvidas para uso clinico
como drogas anticancer, como os alcaldides de vinca vinblastina e vincristina (CRAGG;
NEWMAN, 2009). Nos altimos anos, a propriedade anticancer dos sesquiterpenos tem sido
objeto de vérios estudos. Diversos trabalhos tém sido conduzidos para caracterizar seus
mecanismos moleculares, bem como seu potencial como agentes quimioterapicos e
quimiopreventivos (KREUGER et al., 2012).

Identificamos que a corimbolona e a mustacona, dois compostos quimicos do grupo
dos sesquiterpenos, foram as principais substancias encontradas. Tem sido demonstrado na
literatura que a composicdo quimica da Cyperus articulatus L. contém substancias
sesquiterpénicas como mustacona e corimbolona, sendo que esta Gltima é a principal
substancia do extrato da planta (ZOGHBI et al., 2006). A ciperotundona, que foi identificada
no extrato da Cyperus articulatus L. (ZOGHBI et al., 2006) também foi encontrada na
Cyperus articulatus L. em proporgdes relativamente baixas (Tabela 1). Outros estudos
descrevem a identificacdo de ciperotundona no 6leo essencial de outras espécies de Cyperus,
como Cyperus papyrus L. (MEKEM SONWA, 2000) e Cyperus rotundus L. (MEENA et al.,
2010; SONWA; KONING, 2001).

Conforme os resultados demonstram a composicdo quimica do residuo da Cyperus
articulatus L. é constituida basicamente de sesquiterpenos, semelhante ao 6leo essencial, no
entanto, os percentuais variam. Na literatura, ndo existem estudos da composi¢do quimica do
residuo resultante da extracdo do 0Oleo essencial para nos basearmos. Os sesquiterpenos séo
substancias quimicas dotadas de potencial bioldgico e baixa atividade toxica (GONZALEZ-
BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012).
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Os resultados mostraram que Cyperus articulatus L. ndo apresentou citotoxicidade em
concentracfes menores ou iguais a 50 pg/mL, e estd de acordo com a literatura onde
concentracdes em torno de 50 pg/mL de extratos herbarios aromaticos ndo mostram acao
citotoxica (BUM et al., 2003). O efeito da Cyperus articulatus L. na concentracdo de até 50
pmg/mL, além de ndo apresentar citotoxicidade aos macrdfagos peritoneais,
supreendentemente, também apresenta caracteristicas citoprotetoras, aumentando a
porcentagem de viabilidade das células cultivadas, evidenciada pelo aumento da producédo de
cristais de formazam em macréfagos (FIGURA 13). Inferimos que resultado que expressa
citoprotegdo pode estar relacionado a atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, que
tem relagdo com o metabolismo do reagente de Mosman (MOSMANN, 1983).

Outra enzima muito importante fisiologicamente € a arginase, uma enzima diretamente
relacionada a proliferacdo celular, ndo encontramos na literatua estudos que relatem a
influéncia de qualquer produto da Cyperus articulatus L. sobre a atividade desta enzima.
Avaliamos o efeito da Cyperus articulatus L. na atividade da arginase, sabe-se que essa
enzima, além de suas acOes fisiologicas, também estd relacionada a processos patoldgicos
como o cancer e a inflamacdo (BUGA et al., 1998). A proliferacdo celular € um processo
mediado pela acdo da arginase tipo 2, uma enzima induzivel que, quando ativada, catalisa a
biossintese de poliaminas, glutamato, prolina (CORREA; GUTIERREZ; LOPERA, 2013). A
atividade da enzima arginase sofre uma reducdo na presenca da Cyperus articulatus L. nas
concentracdes testadas, esse resultado corrobora com o teste de proliferacdo celular de
linhagens tumorais, também realizados no presente estudo (FIGURA 12). Em nossa pesquisa,
usamos linhagens celulares conhecidas que permitiram uma avaliacdo adequada da acdo do
extrato da Cyperus articulatus L. nessas células. Utilizamos trés diferentes linhagens de
células tumorais: de glioblastoma (U251), mama (MCF7) e pulmdo (NCI-H460)
(HOGENESCH; NIKITIN et al., 2012; SCHMIEDER et al. 2012).

Segundo Correa; Gutiérrez; Lopera (2013) a presenca de arginina, um metabdlito
produzido pela acdo da arginase, esta relacionada a alteragdes no metabolismo do cancer, por
pelo menos dois mecanismos que mostram a acgdo da arginase no processo tumoral. O
primeiro mecanismo é a regulacdo negativa da resposta imune contra o tumor (CORREA;
GUTIERREZ; LOPERA, 2013; BRONTE et al., 2003), regulando a atividade e diminuindo a
proliferacdo de linfocitos. O segundo mecanismo provavel, seria promover o crescimento do
tumor, a proliferacdo celular descontrolada, através da biotransformacdo da arginina em
precursores da poliamina (PERANZONI et al., 2008; BRONTE et al., 2003). Outros estudos
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relatam encontrar dois a trés vezes maiores niveis de poliamina em tecidos de cancer de mama
em comparacdo com tecidos saudaveis (SCHMIEDER et al. 2012; ZEA et al., 2005;).

Os farmacos utilizados na quimioterapia sdo capazes de induzir a citotoxicidade nas
células tumorais por diversos mecanismos, atuando principalmente na sinalizacdo celular
(HOSHINO et al., 1989). Atualmente, existe uma grande necessidade de procurar novas
drogas antineoplésicas com a capacidade de realizar citotoxicidade seletiva em células
cancerigenas com baixa toxicidade em ceélulas saudaveis (HOGENESCH; NIKITIN et al.,
2012; CHAUDHARY et al., 2014).

Dando continuidade a avaliacdo da atividade antiproliferativa o extrato do residuo da
Cyperus articulatus L. foi testado contra linhagens tumorais humanas. Em concentragoes
superiores a 102 pg/mL o extrato inibiu o crescimento celular de células tumorais de
glioblastoma (U251), adenocarcinoma de mama (MCF7) e carcinoma de pulméo, carcinoma
do pulméo (NCI-H460), sem apresentar toxicidade as células saudaveis (HaCat). Entretanto,
nas células tumorais do glioblastoma (U251), a atividade antiproliferativa foi maior com o
valor de TGI de 62,7 pg/mL.

Ressaltamos que em pesquisas na literatura, ndo foram encontradas outras estudos
que realizassem a avaliacdo da atividade antiproliferativa de células tumorais humanas com
qualquer produto derivado da Cyperus articulatus L., no entanto, outros autores realizaram
experimentos semelhantes com espécies do mesmo género, em sua pesquisa Mazzio e
Soliman (2009), demonstraram que o extrato etandlico de rizomas da Cyperus rotundus
apresentou atividade anticancerigena moderada em células Neuro-2a (LC50 = 2.528 a 4.939
mg/mL calculada a partir de morte celular dependente da concentragdo) (MEENA et al.,
2010).

Riva et al. (2012) testaram o extrato etandlico de tubérculos de S. allagophylla contra
oito linhagens celulares tumorais, encontrando resultados de atividade antiproliferativa
reduzida, exceto pela linhagem de células K-562 (leucemia), cujo crescimento foi
completamente inibido com a concentragdo de TGI 5,13 pg/mL. Em resumo, 0S principais
compostos identificados no extrato da Cyperus articulatus L. pertencem ao grupo
sesquiterpenos (por exemplo, isocorimbolona e Mustacona) e demonstraram atividade
antiproliferativa significativa contra as linhagens de células tumorais testadas (FIGURA 13).

Conforme demonstrado na FIGURA 13, o extrato nas concentracOes testadas
demonstrou influéncia significativa sobre a proliferacdo das células tumorais humanas,

exercendo toxicidade diretamente sobre essas células, no entanto, nas mesmas condicdes e
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concentragOes testadas ndo foi observada essa citotoxicidade sobre as células HaCat, sendo
assim, este resultado esta de acordo com os dados obtidos no ensaio de citotoxicidade.

Outro dado relevante relacionado ao extrato foi a determinacdo da atividade
antioxidante, por meio da mensuracdo dos niveis de producdo de espécies reativas de
oxigénio, houve aumento da producéo de ROS pela ativagdo com zimosan, as concentracfes
testadas do extrato conseguiram reverter o aumento dos ROS, evidenciando que o tratamento
com Cyperus articulatus L. inibiu a producdo de ROS por macréfagos (FIGURA 7).
Portanto, diante dos resultados obtidos neste trabalho podemos inferir que a Cyperus
articulatus L. possui potencial atividade antioxidante, intervindo na cascata bioquimica do
metabolismo intermediario, o que leva a producdo de ROS, impedindo os efeitos
inflamatorios e oxidativos exercidos por esses mediadores, com diversos efeitos importantes

sobre o organismo, tanto patoldgicos quanto fisioldgicos.

Os radicais livres sdo substancias que possuem elétrons desemparelhados, por isso,
sd0 muito instaveis e quimicamente reativos, podendo reagir com algumas biomoléculas.
Como exemplos de radicais livres podemos citar: (1) os derivados do oxigénio molecular
(02), as espécies reativas de oxigénio; (2) o radical hidroxila e o (3) 6xido nitrico (NO)
(HALLIWELL, 2007). Os antioxidantes sdo substancias capazes de inibir ou retardar as
reacOes de oxidacdo e estdo relacionados a propagacéo da resposta inflamatoria (JARDINI,
2010). N&o foram encontrados na literatura trabalhos que demonstrassem a atividade
antioxidante da Cyperus articulatus L. No entanto, outras pesquisas avaliaram o efeito
antioxidante de outras espécies do género Cyperus articulatus L., em seu trabalho Livi,
(2015) avaliou a atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas e tubérculos da Cyperus
rotundus e demosnstrou que apresenta baixa atividade antioxidante. Outras 3 espécies da
Cyperus: Cyperus luzulae, Cyperus diffusus e Cyperus odoratus também foram testadas, os
resultados apontaram efeito antioxidante para todas as espécies (VELASQUEZ; GARCIA,
2012).

Sabe-se que macrofagos ativados produzem e secretam NO, PGE-; e citocinas pro-
inflamatdrias, como o0 TNF-a ¢ interleucinas, como a IL-1p. Mediadores pré-inflamatorios,
como NO e PGE., sdo produtos dos metabolismos das enzimas INOS e COX-2,
respectivamente. iNOS é uma enzima que catalisa a produgdo de NO a partir de L-arginina. A
producdo exacerbada destes mediadores pode resultar em consequéncias deletérias na
patogénese de muitas doencas inflamatorias, como choque seéptico e artrite reumatoide
(Zamora et al., 2000).
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Demonstramos que o extrato da Cyperus articulatus L. inibiu a produgéo de nitrito,
que é um metabdlito do NO (FIGURA 8). Assim, pode-se inferir que um dos mecanismos de
acao dos compostos presentes no extrato da Cyperus articulatus L. seria bloquear a producéo
de um importante mediador do processo oxidativo e inflamatorio, o 6xido nitrico. Mais
estudos sdo necessarios para examinar se o efeito sobre o sistema nitrérgico esta associado a

atividade da enzima iNOS ou a inibicdo da expresséo da proteina iNOS.

O NO é um mediador inflamatorio que também é reconhecido por seu potencial
oxidante. O NO é citotoxico, vasodilatador e modula reac6es inflamatorias (CERQUEIRA,;
YOSHIDA, 2002). O NO também pode ser responsavel pela vasodilatacdo presente na
angiogénese fisiologica ou patoldgica, como no caso de tumores (CERQUEIRA; YOSHIDA,
2002). Em seu trabalho Ferreira (2018) testou in vitro a atividade do 6leo essencial da
Cyperus articulatus L. sobre a producdo de NO, seus resultados apontam potente atividade
inibitéria da producdo de NO por macrdfagos estimulados. Jung et al. (2013) testaram in
vitro, a atividade de a-Cyperone, isolado dos rizomas da Cyperus rotundus, que impediu a
maior producdo de NO, mesmo quando os macréfagos foram expostos a estimulacao por LPS.

Outra importante classe de mediadores inflamatérios sdo as prostaglandinas, na
inflamacéo, ocorre a ampliacdo da producdo deste mediador inflamatdrio, processo crucial
para a hiperalgesia. A ciclo-oxigenase (COX), também denominada de prostaglandina H2
sintetase € a enzima que catalisa os dois primeiros passos na biossintese de prostaglandinas. A
COX-1 é encontrada em muitos tecidos incluindo o estdtmago e figado. A COX-2 é
responsavel pelo aumento da producdo de prostaglandinas no sitio de acdo (JUNG et al.,
2013; MURI, 2009). Demonstramos que o extrado da Cyperus articulatus L. reduziu
significativamente a producdo da PGE, em macrofagos estimulados (FIGURA 11). No
entanto, seu mecanismo de ndo foi possivel determinar, mas, podemos inferir que seu efeito
pode estar relacionado ao bloqueio da atividade da enzima COX-2 ou bloqueando em algum
ponto a via de sinalizacdo celular que leva a expressdo da proteina COX-2, impedindo dessa

forma a producao e libragdo de PGE-.

Algumas substancias presentes em plantas medicinais tem comprovado efeito
inibitdrio sobre a producédo das prostaglandinas, atuando na via metabolica de sua biossintese,
podemos citar o flavonoide rutina, encontrado na Alpinia zerumbet, que age na bioquimica da
via do &cido araquiddnico, impedindo a sintese de prostaglandinas por inibicdo da
prostaglandina sintetase e da ciclooxigenase (GUARDIA, 2001). Trabalhos anteriores

revelam que sesquiterpernos semelhantes aos encontrados no extrato da Cyperus articulatus
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L. sdo capazes de impedir o aumento da producdo das prostaglandinas, atuando diretamente
no controle da inflamagdo. Como o a-Cyperone, isolado dos rizomas da Cyperus rotundus,
que inibiu a producdo de PGE> (JUNG et al., 2013; PUGH; SAMBO, 1988).

O TNF-a é uma das principais citocinas pré-inflamatérias (BEUTLER; CERAMI,
1989). Produzida principalmente por macrofagos ativados, tem numerosas funcdes biologicas,
incluindo necrose hemorrégica de tumores transplantados, citotoxicidade, papel importante no
choque endotoxico e em respostas inflamatorias, imunorreguladoras e proliferativas
(TARTAGLIA; GOEDDEL, 1992). Ndo ha na literatura pesquisas publicadas que revelem a
atividade do extrato de Cyperus articulatus L. sobre a producdo de TNF-a em estudos in vivo
ou in vitro. Jung et al. (2013) testaram substancias isoladas dos rizomas da Cyperus rotundus,
resultando na reducdo da producdo de TNF-a. SHIN et al. (2015) também testaram
componentes quimicos da Cyperus rotundus e caracterizou os efeitos anti-inflamatérios da

especie.

Avaliamos in vitro a atividade do extrato da Cyperus articulatus L. sobre a producéo
do TNF-a por macrofagos estimulados, conforme demonstra a FIGURA 9, houve uma
reducdo concentracdo dependente da produgdo desta citocina na presenca do extrato,
provavelmente em decorréncia da acao de algum dos sesquiterpernos que compdem 0 mesmo.
Resultado similar foi encontrado por SEO et al. (2016) que em sua pesquisa demonstraram
que o sesquiterpernos isocyperol, isolado dos rizomas da Cyperus rotundus, é capaz de inibir
a producdo de TNF-a. e IL-1p.

A IL-1p é uma citocina pro-inflamatéria que quando liberada no tecido leva a
estimulacdo da sintese de prostaglandinas induzindo a hiperalgesia inflamatdria, sendo
classificada como importante marcador da ativacdo das vias inflamatorias (ARALDI, 2012).
Neste trabalho, avaliamos também in vitro a atividade do extrato da Cyperus articulatus L.
sobre a producgéo do IL-1B por macrofagos estimulados, conforme demonstra a FIGURA 10 e
observamos que houve também uma reducdo concentracdo dependente da producdo desta
citocina na presenca do extrato. Em sua pesquisa, Ferreira (2018) obteve resultados que
comprovam a atividade inibitdria do 6leo essencial da Cyperus articulatus L. na producédo da
IL-1B por macrofagos RAW 264.7.

Os resultados demonstraram uma acgéo inibitdria na atividade dos macrdfagos e,
consequentemente, na reducdo da produgdo e liberagdo dos mediadores inflamatorios

avaliados. Assim, esses dados corroboram com a hipotese de que a Cyperus articulatus L. tem
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uma acdo especifica sobre a via pré-inflamatoria e, portanto, pode modular o processo
inflamatorio. Os dados obtidos também evidenciam que 0s compostos quimicos presentes no
residuo resultante da extracdo do 6leo essencial da Cyperus articulatus L. sdo capazes de
inibir a proliferacdo de células neoplasicas humanas. Estudos adicionais sdo necessarios para
esclarecer qual componente quimico presente no Cyperus articulatus L. é responséavel por
essas atividades biologicas, e qual € o mecanismo molecular de acdo exercido por esses
principios ativos, ou se esta atividade potente é observada devido a acdo sinérgica dos

metabolitos secundarios presentes na Cyperus articulatus L.

7. CONCLUSAO

A caracterizacdo quimica evidenciou majoritariamente a presenca de compostos

sesquiterpénicos.

Cyperus articulatus L. ndo apresentou citotoxicidade celular sobre linhagens de

macrofagos e em células normais humanas.

Em modelos de inflamacéo in vitro, o extrato inibiu a producdo de nitrito, metabolito
do dxido nitrico. Bem como, também constatamos reducéo da producdo de outros importantes
mediadores inflamatdrios, como: de Interleucina 1-B, fator de necrose tumoral-o ¢

prostaglandinas tipo 2.

Na avaliacdo antioxidante, Cyperus articulatus L. reduziu significativamente os niveis

de espécies reativas de oxigénio.

No que tange a atividade a atividade antiproliferativa, o extrato nas concentracdes aqui
testadas alem de inibir a maior atividade da enzima arginase também conseguiu conter a

proliferacdo de células tumorais humanas.

Diante dos resultados aqui elencados, este trabalho evidencia o efeito farmacol6gico
do extrato resultante do residuo sélido produzido durante a extracdo do Oleo essencial da
planta Cyperus articulatus L. e ainda contribui para a fundamentacéo de seu uso na medicina

popular.

Considerando a producdo industrial crescente dos produtos cosméticos com base no
oleo essencial da planta Cyperus articulatus L. como incremento de sua produgdo em larga

escala e maior geracdo de residuos sélidos decorrentes do processo de extracdo deste Gleo
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essencial, o aproveitamento do residuo se faz necessario, se apresentando como uma
alternativa na busca de produtos naturais com potencial farmacoldgico, embora sejam
necessarios estudos mais aprofundados para caracterizar o mecanismo de acdo farmacologico

do extrato.
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