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RESUMO

O processo inflamatério € necessario para que o corpo alcance homeostasia em caso de alguma
infec¢ao ou dano tecidual, onde células como neutrdfilos, macréfagos ou linfocitos, além de substancias
soluveis e componentes vasculares participam deste processo para combater o agente causador da
inflamacéao, além de reparar o tecido. Diversos processos bioquimicos também participam do processo
inflamatério, como por exemplo, o sistema complemento e a coagulagdo sanguinea. As principais
caracteristicas de uma inflamagéo sao dor, calor, rubor, edema e prejuizo funcional, e a mesma ¢é
classificada em inflamagéo aguda ou crénica. As doengas inflamatérias afetam diretamente a qualidade
de vida das pessoas nesta condicao, isso porque ao passar do tempo, esta pessoa vai se tornando
incapacitada e limitada. Em busca de novas formas de tratamento para doencgas, pois os medicamentos
sintéticos possuem efeitos colaterais, o vasto conhecimento e utilizacdo das plantas medicinais tém
tido cada vez mais destaque e sido enfoque de iniUmeras pesquisas. O Brasil possui uma grande
variedade de plantas com um grande potencial medicinal, dentre elas destaca-se Dysphania
ambrosioides (Amaranthaceae), que possui entre seus principais efeitos ser antitumoral,
imunomoduladora e anti-inflamatéria. Neste trabalho, para simular a inflamagao, foram usados 2
modelos diferentes, sendo eles o modelo de edema de pata, que simula uma inflamagédo aguda com
pico na 32 hora, onde os animais foram anestesiados e 50 pL de carragenina foi aplicado na regido
subplantar da pata traseira esquerda dos camundongos 1h apos o tratamento oral com 100 pL da fragéo
diclorometano nas doses 0,5, 1 ou 5 mg/kg, e medidos a cada hora durante 4h apds a inje¢do com
utilizacéo de pletismdmetro, e o modelo de indugdo de granuloma por corpo estranho, onde a indugao
aconteceu pela implantagéo no dorso do animal. Eles foram tratados via oral com 100 yL da fragdo nas
doses de 0,5, 1 ou 5 mg/kg durante 17 dias, simulando uma inflamagao crénica. No 18° dia os animais
foram eutanasiados e os 6rgaos linfoides foram retirados e pesados (peso Umido e seco) para avaliagéo
da celularidade, os camundongos da linhagem swiss foram doados pelo biotério da Universidade
Federal do Maranhdo. Os animais tratados com a fragao diclorometano nas doses de 0,5 e 5 mg/kg
apresentaram melhores resultados quanto a inibicdo do edema de pata. No entanto, o tratamento com
a fragao diclorometano nao apresentou efeito quanto a inibigdo do granuloma, sendo essa néo
responsividade evidenciada na dose de 0,5mg/kg. Nos resultados obtidos através do tratamento com
diferentes concentragdes da fragao diclorometano foi possivel perceber que o tratamento teve acao
mais acentuada na fase aguda da inflamagéo e ndo demonstrou resultados satisfatérios diante da fase



cronica, tendo portanto, apenas agao antiedematogénica. Os dados apresentados ressaltam a
necessidade da procura por tratamentos mais efetivos, principalmente com outras doses dessa fragao,
além de agregar valores a pesquisa com fitoterapicos.

Palavras chave: Inflamacéo crénica; Dysphania ambrosioides; Edema de pata; Granuloma; Citocinas;

ABSTRACT

EFFECT OF THE DICHLOROMETHANE FRACTION OF THE LEAVES OF Dys-
phania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants ON CHRONIC INFLAMMATION
Abstract

The inflammatory process is necessary for the body to reach homeostasis in case of any infection or
tissue damage, where cells such as neutrophils, macrophages or lymphocytes, also, soluble substances
and vascular components participate in this process to combat the inflammatory causative agent, be-
sides repairing the tissue. Several biochemical processes are also involved in the inflammatory process,
for example, the complement system and blood coagulation. The main characteristics of an inflammation
are pain, heat, redness, edema and functional impairment, and it is classified as acute or chronic inflam-
mation. Inflammatory diseases directly affect the quality of life of people with this condition, because
over time, this person becomes disabled and limited. In search of new forms of treatment for diseases,
since synthetic drugs have side effects, the vast knowledge and the use of medicinal plants has received
more emphasis and has been the focus of several studies. Brazil has a wide variety of plants with great
medicinal potential, among them, Dysphania ambrosioides (Amaranthaceae) stands out, which has
among its main effects the anti-tumor, immunomodulatory and anti-inflammatory effect. In this study, to
simulate the inflammation, 2 different models were used, namely the paw edema model, which simulates
an acute inflammation with a peak in the 3rd hour, where the animals were anesthetized and 50 pL of
carrageenan were applied to the subtalar region of the paw left rear view of mice 1h after oral treatment
with 100 uL of the dichloromethane fraction at doses 0.5, 1 or 5 mg/kg, and measured every hour for 4
hours after injection using a plethysmometer, and the granuloma induction model foreign body, where
the induction occurred by implantation on the animal's back. They were treated orally with 100 uL of the
fraction at doses of 0.5, 1 or 5 mg / kg for 17 days, simulating chronic inflammation. On the 18th day,
the animals were euthanized and the lymphoid organs were removed and weighed (wet and dry weight)
to assess cellularity, the Swiss lineage mice were donated by the vivarium of the Federal University of
Maranhao. The animals treated with the dichloromethane fraction at doses of 0.5 and 5 mg/kg showed
better results regarding the inhibition of paw edema. However, treatment with the dichloromethane frac-
tion had no effect on inhibition of granuloma, and this non-responsiveness was evidenced at the dose
of 0.5mg/kg. In the results obtained through the treatment with different concentrations of the dichloro-
methane fraction, it was possible to perceive that the treatment had a more accentuated action in the
acute phase of inflammation and did not demonstrate satisfactory results compared to the chronic phase,
therefore, having only antiedematogenic action. The data presented show the need to seek more effec-
tive treatments, especially with other doses of this fraction, in order to adding value to research with
herbal medicines.

Keywords: Chronic inflammation; Dysphania ambrosioides; Paw edema; Granuloma; Cytokines;
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1 INTRODUGAO

Aresposta inflamatdria consiste em um importante evento das imunidades inata
e adaptativa, nos quais células e mediadores colaboram para neutralizar e eliminar o
estimulo prejudicial, permitindo assim, a manuten¢cdo da homeostase e possibilidade
do inicio do processo de cicatrizagdo (MEDZHITOV, 2010; DHINGRA, 2015;). Ao
ocorrer um dano tecidual, injuria ou infec¢ao, o processo inflamatorio € o passo inicial
para o retorno do equilibrio (homeostase) no organismo, sendo uma resposta néo
especifica que tem por finalidade remover o estimulo que deu inicio a inflamagao,
induzindo a reparagéo local, tendo como principais sinais o rubor, calor, edema e a
dor, conhecidos também como os sinais cardinais descritos por Cornelius Celsus no
primeiro século d.C., o quinto sinal da inflamagao € o prejuizo funcional, relatado por
Rudolf Virchow no século XIX (ROCK e KONO, 2008; CRUVINEL et al., 2010; NETEA
et al., 2017; VARELA et al., 2018).

A vermelhidao (hiperemia) / calor e o inchago ocorrem devido ao aumento do
fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular, respectivamente. A dor é provocada
pela sensibilizacdo dos nervos aferentes primarios, enquanto, que a perda de fungao
€, provavelmente, consequéncia do somatério de varios fatores, especialmente do
edema e da dor (MONTENEGRO et al., 2019). A inflamagao € um processo defensor
do organismo que executa sua acao protetora neutralizando, diluindo ou destruindo
0s agentes nocivos, podendo ter repercussdes locais, como por exemplo numa
tendinite ou foliculite, ou passar completamente despercebidas como
microtraumatismos de pele ou mucosa, como também podem atingir um grau
sistémico em condigdes onde a capacidade homeostatica local € superada, ou pela
grandeza do estimulo agressor, ou até mesmo pela insuficiéncia dos mecanismos
reguladores (ASHLEY et al., 2012).

Em uma resposta inflamatdria estdo envolvidas muitas substancias soluveis,
além de componentes celulares e vasculares que participam de diversos processos
bioquimicos, auxiliando com o estabelecimento, a progressao e a resolugao, como por
exemplo, o sistema complemento, a coagulagdo sanguinea e citocinas como TNF-q,
IL-1, IL-6, IL-10, TGF-B que desempenham seu papel e sao degradadas (CRUVINEL
et al., 2010; CHEN et al., 2017). A inflamagéao pode ser desencadeada por agentes
fisicos, bioldgicos ou quimicos, que provocam disturbios na membrana celular,

ocasionando a ativagao de fosfolipase A2 (uma enzima que degrada os fosfolipideos
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presentes na membrana), que produz acido araquidénico e o libera juntamente com
seus metabdlicos, PAF-acéter e enzimas lisossdmicas. O metabolismo do AA da
origem a uma gama de substancias biologicamente ativas, que s&o importantes na
fisiopatologia da inflamagdo, como prostaglandinas (PGs) e tromboxanas (TXs)
(MOORE et al., 1974; LEME e SCHAPOVAL, 1975; BRODY, 1997; CONTRAN et al.,
1997; RANG et al,, 2001). A inflamacdo também é desencadeada por fatores
endogenos, sintetizados por células, como resultado de lesado tecidual, morte celular,
necrose ou metabolismo celular deficiente (CARLBERG et al., 2016).

O processo inflamatorio ocorre em diversas etapas para que haja o maior
recrutamento de populagdes celulares diferentes, que tenham capacidade para
eliminar o agente que desencadeou o processo, € que possam auxiliar também no
processo de reparo do tecido lesionado. Por exemplo, no processo inflamatério agudo
uma gama de tipos celulares participa do processo de combate ao agente causal
sendo as primeiras a chegar no foco da inflamagdo os neutréfilos e logo apds os
macrofagos teciduais (GOMES-LEAL, 2002; ABBAS, 2012;). Conforme Dekker e
Segal (2000), no inicio da inflamagao os neutréfilos que estao circulando no sangue
estimulados por mediadores inflamatérios que foram liberados no local da lesao, se
aproximam proximo a parede vascular ocupando uma posi¢cao mais periférica. Logo
apods, se aderem ao endotélio e atravessam a parede do vaso, processo este
conhecido como diapedese, migrando em direcdo ao foco da inflamagéo por um
processo de quimiotaxia, na intengdo de restabelecer o tecido que foi lesionado e
eliminar o agente causador da inflamagao.

A migracao de leucdcitos das vénulas para o estagio inicial do tecido inflamado,
uma maior permeabilidade capilar devido a diminuigdo das células endoteliais que
envolvem os vasos (0 que permite que moléculas maiores saiam dos capilares), e o
suprimento de sangue para o local que foi lesionado, sdo os 3 fatores principais da
resposta tecidual de inflamacao (MALE et al., 2014). De acordo com Chao, (2015), é
importante frisar que uma resposta inflamatéria adequada e regulada é essencial para
uma fungdo imunolégica de carater saudavel. Segundo Kishore et al., (2019), os
mecanismos anti-inflamatoérios ndo sao isentos de falhas, inUmeras doencas sao
causadas pela desregulacdo na resposta inflamatéria. Entender os mecanismos
envolvidos através de modelos de inflamagao é o passo primordial para a busca de
tratamentos que auxiliem na resposta anti-inflamatdria, verificando os eventos
envolvidos (YATOO et al., 2018).
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Didaticamente, a resposta inflamatéria € dividida em duas fases, sendo elas, a
aguda e a cronica. A primeira fase (aguda) é caracterizada por acumulo de fluidos e
células, como, por exemplo, neutréfilos além de proteinas plasmaticas que agem de
maneira ordenada ativando vias de sinalizagdo (MORTAZ et al., 2018). A fase de
Inflamag&o aguda, segundo Cruvinel et al., (2010), possui curta duragéo, inicio rapido
e é relativamente uniforme. Em geral, a imunidade inata inicia a inflamagéao aguda em
poucos minutos, e com o estimulo removido, a resposta inflamatéria resolve a situacao
em poucas horas ou no maximo em 3 dias (FRANCESCHI e CAMPISI, 2014). Durante
a inflamagéo aguda é predominante também a presenca de macréfagos que sao
componentes da resposta imune inata. Segundo Abrahamsohn, (2008), os
macrofagos tém fungao primaria de fagocitose de particulas como por exemplo restos
celulares, micro-organismos e particulas inertes. Sdo células provenientes da
diferenciagao de um tipo de leucdcito denominado mondcito nos tecidos.

Além de fagocitar, os macréfagos produzem e secretam um grande numero de
moléculas como as espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO), gas
soluvel em lipideos e agua com fungao citostatica e citotoxica, desencadeando a
resposta imunolégica, causando a morte dos micro-organismos. Também liberam
citocinas que atraem mais leucécitos para o foco da inflamagao, aumentando a reagao
inflamatdria, além de facilitar a passagem de inumeras proteinas plasmaticas. Os
macrofagos quando ativados sdo responsaveis pela producdo de fatores de
crescimento para fibroblastos e células endoteliais que irdo em sequéncia participar
do remodelamento dos tecidos lesionados apds as infecgdes ou injurias (ABBAS,
2008; 2012). Se a inflamacao persistir, pode ocasionar efeitos negativos no tecido
afetado, progredindo para o processo inflamatério crénico, onde ocorre degeneragao
tecidual e fibrose.

A inflamacgao crénica por sua vez, possui duragao longa e inclui a participagao
de linfécitos e também o crescimento de fibroblastos para regeneracao celular. A
mesma € o resultado da persisténcia do fator etiolégico como, por exemplo, um corpo
estranho, uma reacgao de hipersensibilidade, veneno, um agente infeccioso como virus,
bactérias, vermes, protozoarios, fungos, ou parasitas, restos de microrganismos ou
produtos de metabolismo, lesao por calor, radiagao ou trauma (ROBBINS et al, 1991;
PAUL, 1993; ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012). E geralmente assintomatica, sendo
uma continuacao da resposta inflamatdria aguda, passando por alteracées qualitativas

que sado determinadas por mudancas gradativas nos componentes soluveis e
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celulares que entram no tecido (RUH et al., 2013). Ainflamacgao crénica é reconhecida
por ndo apresentar um padrao, ou seja, varia de acordo com os tipos de mediadores
celulares e humorais envolvidos (TASAKA, 2006). O grau e a duragdo da resposta
variam, e isso influencia o resultado final. Existem grandes beneficios em aumentar a
resposta inflamatéria, mas também ha consequéncias negativas, incluindo a ativagao
de uma resposta fibrética, que é definida pelo acumulo excessivo de tecidos
conjuntivos e colagenos que podem debilitar a fungado do tecido e, em alguns casos,
levar a perda de funcionalidade dos érgaos envolvidos (EMING, WYNN & MARTIN,
2011).

As doencas inflamatorias cronicas sdo causa de grande repercussao negativa
sobre a qualidade de vida dos que as possuem, isso porque elas estao diretamente
ligadas a dor e a destruicdo tecidual que ao decorrer do tempo tornam o paciente
incapacitado e limitado. De acordo com Nagayoshi et al, (2018) as doencgas
inflamatdrias por serem incapacitantes, atrapalham a vida profissional e social do
individuo, isso porque afetam consequentemente a qualidade de vida e a saude
mental. Segundo Vallerand et al, (2019), pessoas com inflamagdes crénicas possuem
maiores chances de desenvolver a Desordem Depressiva Maior (DDM) conhecida
também como depressado. Além da vida social destas pessoas desaparecer aos
poucos, problemas inflamatérios crénicos podem gerar também um impacto
econdmico e ndo somente para a saude do paciente (Laurindo et al, 2004). Logo,
farmacos utilizados no tratamento de doengas que geram processos inflamatoérios séo
largamente empregados na pratica clinica cotidiana (BATISTA et al., 2012).

Alguns dos sintomas mais frequentes de inflamagdes cronicas incluem rigidez
articular, movimentacéao restrita, dor na regido afetada, edema e em alguns casos,
crepitacao (LI et al., 2016). Idade, traumas ,género ,doengas metabdlicas, obesidade,
doencgas enddcrinas, sobrecargas articulares, além de fatores genéticos sdo os
principais fatores de risco associados as doengas inflamatérias cronicas (ROYAL
COLLEGE OF PHYSIANS, 2008; PORTAL SAUDE, 2011). De acordo com o IBGE,
(2008), no Brasil, o numero de individuos da populagao com mais de 60 anos € cerca
de 19 milhdes, estima — se que esse numero ira saltar para mais de 64 milhdes em
2050. Esses dados sao extremamente preocupantes levando em consideragcéo que
as doencas inflamatdrias cronicas afetam boa parte da populagao da terceira idade e
geram grande incapacidade nos individuos nesta condi¢gdo, onde os mesmos pela
facilidade e disponibilidade, optam pelo tratamento com medicamentos anti-
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inflamatorios que possivelmente trazem efeitos colaterais (LE LETK et al., 2012).

Anti-inflamatorio € o agente que reduz ou previne um ou mais componentes da
reacao inflamatéria. Fundamentalmente, o controle farmacoldgico da inflamagéo pode
ser exercido atuando antagonizando a liberagdo de mediadores inflamatérios
responsaveis pelo desencadeamento ou amplificacdo da reacao inflamatéria ou
operando diretamente sobre as células inflamatdrias. As intervengdes a processos
inflamatdrios crénicos atualmente sao feitas com o uso de farmacos anti-inflamatérios
nao esteroidais (AINE’s). Segundo Schallember e Pletsch (2014), como por exemplo,
Diclofenaco, Ibuprofeno, Aspirina, dentre outros, tornaram-se drogas de consumo de
maior escala em todo o mundo, porém foi confirmado apds algum tempo de consumo
pela populagdo que as AINE’S possuem efeitos colaterais (MARNETT, 2009). Essa
classe de farmacos inibe a enzima COX, que bloqueia a biossintese de
prostaglandinas e tromboxanos, produtos do metabolismo do AA (BRUNTON et al.,
2012; TARP et al., 2012). Atualmente sédo descritas trés isoformas da enzima COX:
COX-1 e COX-2, bem descritas na literatura, e COX-3 que pouco foi explorado
(BRUNTON et al., 2006).

A isoforma COX-1, encontrada em varios tecidos, é uma enzima constitutiva,
desempenhando funcdo ao promover homeostasia vascular além de secregcao
gastrica. Por outro lado, a COX-2 é uma enzima induzida na inflamagéao por citocinas
IL -1, IL-2 e TNF além de outros mediadores inflamatérios, influenciando os eventos
vasculares. Alguns anti-inflamatérios inibem diretamente a cicloxigenase-1 (COX-1),
que se expressa durante a inflamagcdo implicando no impedimento da reacéao
inflamatoria e da sintese de prostaglandinas (FERREIRA, 2002 ; SOSTRES et al.,
2010). Quando esses medicamentos nao sao eficazes, os individuos com processos
inflamatorios cronicos que tiveram uma ma resposta terapéutica partem para outra
linha de medicamentos que sao inibidores especificos de cicloxigenase-2 (COX-2),
como Meloxican e opidides fortes como Tramadol, morfina, metadona, oxicodona e
fentalina no combate as dores intensas (COIMBRA, 2002; WILDER-SMITH,2005).

Os farmacos sintéticos possuem inumeros efeitos colaterais ja reconhecidos,
levando a comunidade cientifica a buscar em espécies vegetais ja utilizadas na pratica
popular um possivel potencial para se tornar fonte terapéutica (DA SILVA et al., 2015).
Por milénios, a natureza é uma fonte de produtos que podem auxiliar na saude
humana. Inumeros documentarios nas variadas sociedades humanas registram a

utilizagdo de plantas para o tratamento de patologias. No Brasil, a difusdo dessa
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pratica pode ser respaldada pela grande biodiversidade e riqueza de espécies
medicinais existentes na flora local (AZAB; NASSAR; AZAB, 2016;) A criagcao de novos
medicamentos a partir de plantas € uma nova vertente que tem sido adotada, pois ha
um vasto registro historico do uso de plantas medicinais para o tratamento de diversas
doencas. Indicios revelam a utilizagado dessas plantas antes de 4.000 a.C. (DUARTE,
2006). Temos como relatos mais antigos sobre plantas medicinais escrituras em
papiros pelas civilizagdes da Mesopotamia e do Egito (LEITE, 2009). Na Grécia, “o pai
da medicina” Hipdcrates, fazia seus medicamentos a partir da natureza,
estabelecendo tratamentos a base de plantas (ELDIN e DUNFORD, 2001). Na china,
o imperador ShenNung escreveu o primeiro manuscrito de uso de plantas como
remédios, o “Pen T'sdo” (A Grande Fitoterapia), onde sao citadas pelo menos 360
espécies utilizadas na medicina alopata (ALONSO, 1998). Em nosso pais, 0
conhecimento sobre as plantas medicinais iniciou-se através da cultura indigena
(MARTINS et al., 2000).

Utilizando o principio ativo das plantas e estudando as plantas medicinais e
suas respectivas aplicagdes na cura de doencgas, a fitoterapia (fito = vegetal, terapia =
tratamento) se tornou um eficaz método usado no tratamento de diversas
enfermidades (ALMEIDA et al., 2009). Os medicamentos a base de plantas podem ser
utilizados, como extrato bruto ou como compostos puros isolados para o tratamento
de varias doengas. A terapéutica convencional atualmente disponivel contém
principios ativos que visam um caminho especifico, porém as drogas a base de
plantas atuam de maneira mais abrangente. Tais drogas sao compostas por multiplos
constituintes ativos que podem agir sinergicamente, seguindo caminhos celulares
complexos (KUMAR et al., 2013).

Segundo Sousa et al., (2012), o grande potencial das plantas medicinais no
tratamento de doencgas deriva da vasta diversidade de metabdlitos secundarios, além
da complexidade da producédo dos mesmos. Os metabdlitos secundarios sao produtos
de mecanismos adaptativos de defesa das plantas contra animais e micro-organismos.
E necessario que se tenha a utilizagdo adequada do que sera usado da planta para a
obtencao de um melhor proveito dos principios ativos dos vegetais, isso porque deve-
se ter conhecimento sobre os principios ativos que uma determinada planta tem e
para qual tipo de patologia a mesma sera recomendada. Sendo consumido em
proporc¢des adequadas, com um preparo e uso de maneira correta, os efeitos adversos
do uso de fitoterapicos s&o poucos (ARNOUS et al., 2005). E de grande importancia
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certificar-se da toxicidade dos vegetais que séo utilizados na medicina popular, pois
as toxinas de espécies vegetais sdo consideradas um problema sério de saude
publica (Silva et al., 2015). Toxicidade pode ser considerado a capacidade de uma
substancia quimica ser nociva em uma determinada concentracdo e tempo de
exposi¢cao para um determinado organismo vivo (RAND e PETROCELLI, 1985).
Segundo Mariz, (2008), € importante estudar esta propriedade, pois qualquer
substancia dependendo da dose, frequéncia da exposi¢ao ou situagao fisiolégica do
organismo, pode ser toxica. Para conhecer os riscos que as substancias apresentam,
determinando condi¢cdes seguras de uso, testes toxicolégicos sdo realizados em
protocolos padronizados por agéncias reguladoras nacionais e internacionais. Embora
essas plantas medicinais fagam parte de uma cultura milenar, o indiscriminado uso
pode ser extremamente prejudicial para o organismo. Além da toxidez, outros
problemas como os efeitos adversos dos fito medicamentos, adulteragcdes e as
interagdes com outras drogas (agéo sinérgica) comumente acontecem (SILVA et al.,
2015).

Com cerca de 60.000 espécies vegetais superiores catalogadas, o Brasil possui
a maior diversidade vegetal do mundo, embora apenas 8% dessas espécies tenham
sido estudadas para pesquisas de compostos bioativos e apenas 1.100 analisadas
em suas propriedades medicinais. Logo, podemos concluir que toda essa
potencialidade se encontra longe de esgotar-se (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Na
biodiversidade brasileira existe um grande potencial para o desenvolvimento de
produtos de origem natural e inovadores. Dentre as inumeras plantas medicinais
destaca-se Dysphania ambrosioides que de acordo com Tropicos Garden (2017)
antes era denominada Chenopodium ambrosioides L. E considerada uma planta
cosmopolita embora seja originaria da América Central e do Sul, podendo ser cultivada
em varias partes do mundo ou ser encontrada na forma silvestre na Europa, Asia,
india e Chin (CHEVALLIER, 1996). A mesma é conhecida também como “ambrésia do
México”, “cha formiga”, “cha das lombrigas”, “cha das bichas”, “quenopddio”,

‘lombrigueira”, “paico, pazote” ou “epazote”, “erva de Santa Maria” ou “Mastruz”,
pertencendo a familia Amaranthaceae (SENNA, 2015), é uma erva perene, herbacea,
ereta, peluda e possui um odor caracteristico forte e pouco agradavel, podendo
alcancar até 1m de altura, possui flores pequenas de coloragao verde clara, verde
amarelada ou vermelha que se inserem nas folhas superiores. Os frutos sao verdes

acastanhados originando uma unica semente preta, a qual é utilizada para a



24

reproducao da planta. Floresce anualmente entre os meses de abril e dezembro
(LORENZI e MATOS, 2008), sendo considerada uma das principais plantas
empregadas em larga escala na medicina popular, principalmente para contusdées,
luxacdes, feridas, pneumonias, gripes e hematomas (equimoses) (LORENZI e MATOS,
2002; PRAJAPATI, 2003).

O mastruz (D. ambrosioides) é considerado uma das 71 plantas de interesse
ao SUS-RENISUS segundo a Relagcéo Nacional de Plantas Medicinais (BRASIL,2009).
Por conta da facil obtencéao e por fazer parte de um contexto cultural de tradicbes que
sdo passadas adiante em uma comunidade, o uso popular de plantas medicinais
representa uma opg¢ao para os primeiros cuidados de saude por pessoas carentes
(VEIGA JUNIOR et al., 2005). Dados epidemiolégicos e experimentais tém mostrado
que Dysphania ambrosioides apresenta potencial frente a diversas enfermidades,
principalmente frente a inflamacdes cronicas e persistentes, que sdo doencas de
grande impacto na saude publica, alguns estudos demonstram que o sumo das folhas
do mastruz misturado ao leite e bebido diariamente de manhéa ajuda no tratamento de
problemas pulmonares em que se inclui até mesmo a tuberculose por exemplo
(DUARTE FR, 1998; BRITO et al., 2007).

Essa espécie vegetal pode também sobretudo influenciar direta ou
indiretamente sobre células participantes das respostas imunoldgicas, agindo sobre
mecanismos que sado capazes de ativar ou inibir eventos envolvidos com a inflamacéo.
Apresenta diversas propriedades farmacoldgicas, dentre elas, destaca-se na area da
saude, a capacidade de aceleragao na reparagao 6ssea e o seu efeito anti-inflamatério
(MORAES, 1996; RIBEIRO et al., 2004; SERVIO et al., 2011; TRIVELLATO et al.,
2013), e cicatrizante (PINHEIRO NETO et al., 2005). Tanto as folhas, quanto raizes e
inflorescéncias da planta séo utilizadas para tratamento na forma de infusées, ou de
maneira topica, macerando as folhas para serem usadas como analgésico, anti-
protozoario e antitumoral (NASCIMENTO et al., 2006; SILVAe NEPOMUCENO, 2007;
DA SILVA et al., 2015). E sabido que esta espécie tem grande potencial
imunomodulador (CRUZ et al., 2007), e atua também na diminui¢gdo da nocicepg¢ao
(GRASSI, 2011). Além disso possui atividades bioldgicas destacaveis como efeito
leishmanicida (BEZERRA et al., 2006; PATRICIO et al., 2008; MONZOTE, 2014)
larvicida (MORSY et al., 1998), bactericida (LALL e MEYER, 1999; BORBA 2004),
antidiabético (SONG et al., 2011), antioxidante (SANTIAGO et al., 2016) nematicida
(INSUNZA et al., 2001) fungicida (VIEIRA, 1992; DELESPAUL et al., 2000; KUMAR et
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al., 2007; CHU et al., 2011; JARDIM et al., 2008), moluscicida (HMAMOUCHI et al.,
2000), anti-helmintico (MACDONALD et al., 2004; LORENZI e MATOS, 2008), sobre
o desenvolvimento de osteoartrite (CALADO et al., 2015) , anti-artrite (PEREIRA et al.,
2018), expectorante (AGRA et al., 2008) no tratamento de hemorroidas (MASUCCI,
1992; SHINWARI e KHAN, 2000), sobre disturbios intestinais e afecgdes pulmonares
(CHEVALLIER, 1996), tratamentos de gripe (SA, 2013) no tratamento de ulceras
leishmanioticas (FRANCA et al., 1996; MOREIRA et al., 2002) contusdes e equimoses
(LORENZI e MATOS, 2002), inseticida elou repelente (PIO CORREA, 1984;
TAPONDJOU et al., 2002; TAVARES e VENDRAMIM, 2005; MONZOTE et al., 2007;
WOHLENBERG e SILVA, 2009; BARBOSA et al., 2011; CAETANO et al., 2011), no
combate de verminoses (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; CARVALHO et al., 2005;
LIMA et al., 2014), tdnico (MENDES e CARLINI, 2007), estomatica, antirreumatica
(LORENZI e MATOS, 2008), além de possuir agao alelopatica (OSORNIO et al., 1996).

Na composi¢ao quimica desse vegetal podemos perceber uma média de 60%
de (Z)-ascaridol, 18% de (E)-ascaridol e 3% de carvacrol. Em concentragbes menores
se fazem presentes no 6leo essencial da planta p-cimeno, a-terpineol, alcool benzilico,
p-mentha-1,3,8-trieno, piperitone, p-cimen-8-ol, a-terpineno, acetato de (Z)-carvil,
acetato de (E) piperitrol e p-cresol (OLIVEIRA et al.,, 2015). O extrato bruto
hidroalcodlico (EBH) de D. ambrosioides de acordo com Neiva (2011), possui
inumeros constituintes quimicos dentre os quais podemos citar por exemplo:
alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos condensados, esteroides, triterpenoides,
acidos organicos e compostos fendlicos. Podemos dar um enfoque maior para os
flavonoides que sdo encontrados em grande escala nas frutas, folhas, chas e vinhos,
sendo um grupo de metabdlitos secundarios mais abundante encontrado nas plantas
(SILVA, 2015).E necessario ressaltar que mesmo com todos os beneficios ja
comprovados da D. ambrosioides, essa planta apresenta também certa toxicidade
quando € usada em doses que ultrapassam de 10 a 100 vezes a dose determinada
como terapéutica, trazendo modificagbes para o organismo como a alteragdo de
células. Quando administrado via oral em doses inferiores a 50mg/kg do peso do
animal, o EBH de D. ambrosioides apresenta efeito anti-inflamatério frente a
processos agudos e crdénicos nao apresentando nesta dose toxicidade nas células dos
rins e do figado (PEREIRA et al., 2010)

Pereira et al., (2018) demonstrou que o kaempferol e quercentina sao
flavonoides que se apresentam em maior quantidade no EBH do mastruz. A
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quercentina em modelo experimental de inflamagéo crénica reduziu a gravidade da
inflamacéo, protegeu a cartilagem sinovial e os danos ésseos. Essa regresséo
inflamatdria esta possivelmente associada a diminuicdo na producdo de citocinas,
incluindo a TNF-q, INF-y e IL-6 (HALEAGRAHARA et al., 2017; GARDI, 2015). Ja o
kaempferol é descrito como amenizador da severidade de inflamagédo crbnica e
antiosteoclastogénico (LEE, 2009).

Embora a literatura mostre muitos dados no que diz respeito aos extratos das folhas
de mastruz, ainda sao poucos os estudos com fragdes. Pelo fato da D. ambrosioides
ser uma importante espécie vegetal utilizada na medicina popular, derivada da grande
diversidade que ha no Brasil, e por esta possuir diversas atividades biolégicas
comprovadas como, por exemplo, o efeito anti-inflamatério, torna-se de grande
importancia o estudo voltado a pesquisas com as fracdes derivadas do EBH das folhas
de D. ambrosioides, ja que os resultados até entdo obtidos sdo baseados em éleos
essenciais ou extratos brutos ou estudos realizados com a fragdo diclorometano em
outras espécies vegetais (DAMTE et al., 2011; GONZALEZ-CHAVEZ et al., 2017;
IWAMOTO et al., 2015; MARZOCCO et al., 2017). O uso de fragbes do EBH ainda

permanece sob investigagdo, em particular a fragao diclorometano.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Investigar o efeito anti-inflamatério da fracdo diclorometano do extrato bruto

hidroalcodlico das folhas de Dysphania ambrosioides.

2.2 Objetivos Especificos
Avaliar o efeito do tratamento oral com a fragdo diclorometano sobre modelos
de inflamagdo em camundongos, determinando sua agao sobre:

e Desenvolvimento de edema de pata induzida por carragenina (inflamagao
aguda);

e Desenvolvimento de granuloma induzido por corpo estranho (inflamacéao
cronica);

e Parametros imunolégicos (numero de células totais do bacgo, linfonodos e
medula 6ssea);

e Balanco de citocinas presentes no soro sanguineo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Tipo de Estudo e Aspectos Eticos

Este estudo experimental foi realizado in vivo no laboratério de Imunonofisiologia
(LIF), localizado no campus do Bacanga da Universidade Federal do Maranh&o. Para
isso, foi submetido a andlise e aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
Universidade Federal do Maranh&o, sob o protocolo de numero 23115.005293/2015-
14.

3.2. Animais

Foram utilizados camundongos adultos da linhagem Swiss com idade entre 3 e
6 meses, com peso corporal entre 20 e 25g, doados pelo biotério da Universidade
Federal do Maranh&o. Os animais foram mantidos ha uma temperatura média de 27°C,
acondicionados em laboratério com ciclos normais de 12h claro/escuro, com livre

acesso a agua e ragao.

3.3 Fracionamento do extrato

As folhas de D. ambrosioides L. (Amaranthaceae) foram coletadas no Herbario
Paz e Harmonia e identificadas no Herbario Atico Seabra da Universidade Federal do
Maranhdo com exsicata de numero 0998. O material colhido foi seco a temperatura
ambiente de 37°C por tempo necessario e depois as folhas foram pulverizadas. A
extracao foi feita por maceragao utilizando-se o p6 em 1L de etanol 70% e agitado de
8 em 8 horas. Apds 24h, o macerado foi filtrado e novamente sera acrescido 1L de
etanol 70%, o procedimento de maceragao sera repetido quatro vezes. O ultimo
filtrado sera levado a um rotaevaporador sob pressao reduzida para a concentragao
do extrato. Finalmente, o extrato sera seco. Para a utilizagdo em animais o extrato
bruto hidroalcodlico (EBH) foi sempre diluida em PBS 1x. O EBH seco foi fracionado
em funil de separagcdo com adi¢ao de 400 mL de metanol e hexano até a fase hexanica
apresentar-se incolor, resultando na fracdo hexanica. A fase hidroalcodlica resultante
do processo anterior foi, entdo, particionada com diclorometano de separacgao até que
a fase diclorometano se apresentasse incolor, dando origem a fragcao diclorometano.
Em seguida, procedeu-se a particdo da fase hidroalcodlica remanescente com acetato

de etila em funil de separacéo, até que a fase acetato de etila se apresentasse incolor,
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resultando na fragdo acetato de etila. Por fim, a fase hidroalcodlica remanescente foi
utilizada para a obtencdo da fracdao butandlica usando como solvente o butanol.
Posteriormente, as fragdes foram concentradas em evaporador rotativo. As fragdes
secas foram pesadas e foi feito o calculo do rendimento final. As fragbes foram
armazenadas em recipientes de vidro estéreis a 4°C até o momento de uso (Andrade
et al., 2005). Neste estudo foi usado apenas a fragdo diclorometano que foi
armazenada em recipiente de vidro estéril a 4°C até o momento de uso. As demais

fragdes foram armazenadas para outros fins (Andrade et al., 2005).

3.4. Tratamento dos animais

O tratamento dos animais foi realizado via oral diariamente com volume de 100
WL da fragdo, de acordo com grupo pertencente (controle negativo, controle positivo,
DCM5,DCM 1, DCM 0,5). No grupo controle negativo foi administrado Agua destilada;
0 grupo controle positivo foi tratado com indometacina ou dexametasona; os grupos
DCM 5, DCM 1, DCM 0,5 foram tratados com fragao diclorometano nas respectivas

doses de 5 mg/kg, 1 mg/kg e 0,5 mg/kg.

3.5. Edema de pata

Os animais foram previamente anestesiados para indugcdo do edema de pata
segundo Winter et al. (1962). Foi induzido 50 pL de carragenina na regido subplantar
da pata traseira esquerda dos camundongos 1h apds o tratamento oral com 100 uL
da fracao (0,5, 1 ou 5 mg/kg) ou de indometacina (10 mg/kg). O grupo controle recebeu
somente 100 uL de agua destilada. Durante um periodo de 4h da inje¢cao da
carragenina ocorreu a medicdo do edema de hora em hora com utilizagdo de
pletismometro. Os dados foram expressos em percentagens depois de calcular o

indice de edema.

3.6. Granuloma

O método de granuloma de corpo estranho segundo Swingle e Shideman (197 2)
com algumas modificagdes foi utilizado para indugcdo da inflamagao crénica. Os
animais foram anestesiados com uma solugcéo de (2: 1 v / v) de 2% de xilazina
(Rompum®, 20 mg / kg) e 5% de cloridrato de cetamina (Vetanarcol®, 25 mg / kg) por
via intramuscular (im) e entdo uma pequena incisao foi feita na regido dorsal para

introdugcdo de um pellet de algodao esterilizado previamente pesado. Os animais
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foram tratados oralmente com 100 pyL da fragdo diclorometano, dexametasona (2
mg/kg) ou agua destilada durante 17 dias consecutivos. No 18° dia apds o implante,
os algoddes foram cirurgicamente removidos e pesados para obten¢édo do peso umido.
Posteriormente, os algoddes foram secados a uma temperatura de 37°C por 48h e
novamente pesados, dessa vez para obtencdo do peso seco. O peso granuloma foi
calculado utilizando a seguinte formula: peso granuloma (umido ou seco) = PF - P,

onde PF é o peso final e Pl é o peso inicial do pellet de algodao.

3.7. Orgaos linfoides e numero de células

Ap0s os tratamentos os animais foram eutanasiados e os 6rgaos linfoides (bago,
linfonodo inguinal e medula 6ssea) foram cirurgicamente retirados para pesagem e
avaliacao da celularidade. As células foram contadas utilizando microscopio optico e

hemocitdmetro.

3.8 Dosagem de citocinas

No momento da eutanasia, os animais foram anestesiados e o soro sanguineo
foi removido para a dosagem de citocinas. Atécnica usada foi “Cytometric beads array”
CBA (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) seguindo as orientagdes do fabricante.
Em uma placa de cultura de 96 pogos, 25 uL da amostra padrdao fornecida pelo
fabricante ou do soro dos animais foram colocados em respectivos pogos e, em
seguida, 25 pL do mix de esferas recobertas com anticorpos especificos e 25 uL de
anticorpo conjugado a ficoeritrina (PE). A placa foi incubada a temperatura ambiente
por 3 horas protegida da luz. Apés o periodo de incubacdo, as amostras foram
ressupensas com 100 uL do tampéo de lavagem e centrifugada a 200 g por 5 minutos.
O sobrenadante foi entdo descartado e os conjugados foram ressuspensas em 120 ul
de solugao tampao para leitura no citdbmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson,

San Jose, CA, USA).

3.9. Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (S.E.M). A
analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste Dunnet ou teste t de Student,
sendo o nivel de significancia <0,05.



30

3 RESULTADOS
4.1. Efeito da fragcao diclorometano sobre o edema de pata

O tratamento com 100 uL por via oral da fracdo diclorometano nas doses de
5 mg/kg e 0,5 mg/kg apresentaram melhores resultados quanto a inibicdo do
desenvolvimento do edema de pata as 3 horas, apos indugdo, em comparagdo com o
grupo controle. O grupo DCM 1 também mostrou redugéo do edema somente as 3

horas, porém, menor que os grupo DCM 5 e DCM 0.5 (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Efeito do tratamento com a fragao diclorometano no edema de pata
induzido por carragenina. Animais foram tratados com 100 uL por via oral nas
doses de 5 mg/kg (DCM 5), 1 mg/kg (DCM 1) e 0,5 (DCM 0.5) mg/kg 1 hora antes da
inducao do edema. As patas foram medidas com pletismémetro nos tempos 0, 1, 2,
3 e 4 horas apos a indugao. Os dados representam a média + erro padrao da média

de 5 animais/grupo. *p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001 em relagao ao controle.
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Figura 2. indice de edema de pata na 32 hora dos grupos de tratamento com a
fragao diclorometano. Animais foram tratados com 100 uL por via oral nas doses de
5 mg/kg (DCM 5), 1 mg/kg (DCM 1) e 0,5 (DCM 0.5) mg/kg 1 hora antes da indugao
do edema. O indice foi avaliado com base na 3% hora apés inducao, as patas foram
medidas com pletismdmetro. Os dados representam a média * erro padrao da média

*k%

de 5 animais/grupo. ***p < 0.001 em relagéo ao controle.
4.2. Efeito da fragao diclorometano sobre o granuloma

O tratamento com 100 uL por via oral da fragdo diclorometano na dose de 0,5
mg/kg (DCM 0.5) apresentou aumento apenas no peso umido do granuloma quando
comparado ao grupo controle, diferentemente ao observado no grupo Dexa que

conseguiu diminuir tanto o peso umido quanto o peso seco (Figura 3A e B).
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Figura 3. Efeito do tratamento da fragcao diclorometano sobre a formagao de
granuloma. Animais foram tratados com 100uL por via oral na dose de 0,5 mg/kg.
Apods 17 dias de tratamento foram sacrificados e as pelotas de algodao foram retiradas
e pesadas para obtengdo do peso umido (A) e do peso seco (B). Os dados
representam a média + erro padrao da média de cinco animais/grupo. *p < 0.05, **p <

0.01 e *™*p < 0.001 em relacao ao controle.

4.3. Efeito da fragao diclorometano sobre os érgaos linfoides

A analise dos 6rgaos linfoides (Tabela 1) mostrou que os animais tratados com
a fracao diclorometano na dose de 0,5 mg/kg apresentaram aumento no peso do bago.
No entanto, o peso do linfonodo inguinal ndo sofreu aumento em relagéao ao controle.
Ja a analise da celularidade dos animais tratados com a fragdo DCM 0.5 revelou um
numero de células do bago e do linfonodo inguinal menor que o grupo controle. O
numero de células da medula aumento de forma significativa em relagdo ao grupo
controle.

Tabela 1. Efeito do tratamento da fragao diclorometano sobre a celularidade e o

peso dos orgaos linfoides.

Grupos
Parametros analisados
CONTROLE DEXA DCM 0.5
Peso
Varia¢ao Ponderal (%) 12,48 £ 2,08 - 7,14 £2,43%%* 12,99 + 2,47
Baco (g) 0,1357 £ 0,009 0,0676 £0,001*  0,1472 £0,013***

Linfonodo Inguinal (g) 0,0061 + 0,0005 0,0027 + 0,0048 + 0,0004
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0,003%**
Numero de Células Totais
Baco (x107) 20,37 £ 0,63 5,38 £ 1,20%** 16,55 £ 1,12*
Linfonodo Inguinal (x10°) 17,40 + 3,45 26,67 +2,70 13,85 +2,26
Medula Ossea (x10%) 4,49+ 0,17 5,27 £0,26* 6,20 £ 0,24 %**

Animais foram tratados com 100uL por via oral na dose de 0,5 mg/kg. Apds os
tratamentos os animais foram eutanasiados e os 6rgaos linfoides foram retirados para
pesagem e avaliagao da celularidade. *p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001 em relagéo

ao controle.

4.4. Efeito da fragao diclorometano sobre a produgéao de citocinas

O tratamento com a fragéo diclorometano na dose de 0,5 mg/kg ndo mostrou
diferenga quanto a producéao de IL-2. IL-4 apresentou um leve aumento de producao,
enquanto IL-6 e TNF-a pareceram estarem inibidas, porém ainda nada significativo.
Houve um acentuado aumento na produgéo de IFN-y no grupo tratado com a fragcéo
diclorometano, assim como que IL-10 e IL-17, porém de forma significativa no grupo
DCM 0.5 (Tabela 2).
Tabela 2. Efeitos do tratamento oral com a fragao diclorometano sobre a

producgao e liberagao de citocinas.

Grupos
Citocinas (pg/mL)
CONTROLE DEXA DCM 0.5

IL-2 0,01 + 0,006 0,40 + 0,266 0,04 + 0,031
IL-4 0,03 +£0,019 0,45+ 0,244 0,11 £0,073
IL-10 0,00 = 0,00 3,093 £2,025 10,84 £4,17*
IL-6 22,12 + 6,35 25,79 + 6,65 17,28 +2,87
IL-17 0,347 £ 0,227 0,52 +0,189 1,98 £0,401%*
INF-y 0,617 £0,237 0,542 £ 0,161 1,198 £ 0,614
TNF-a 12,31 £4,82 7,70 £ 2,93 5,57 £2,33

Animais foram tratados, via oral, com 5mg/kg por 17 dias. No 18° dia foi obtido soro
dos animais para a determinacéo da liberagdo de citocinas IL-4, IL-6, IL-17, TNF-q,
IFN-y, IL-2 e IL-10. Os dados representam a média * erro padrdao da média de 5
animais/grupo em relacéo ao grupo controle. *p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001 em

relagcado ao controle.
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5. DISCUSSAO

A fragdo diclorometano das folhas de D. ambrosioides foi utilizada no
tratamento da inflamacgé&o por via oral em trés doses diferentes, sendo elas 5mg/kg,
1mg/kg ou 0,5 mg/kg e os mecanismos que estdo envolvidos nesse processo foram
desenvolvidos em modelo que simula uma inflamagdo, primariamente aguda, o
modelo de edema de pata induzido por carragenina (WINTER et al., 1962), para
determinacao de dose bioativa. Segundo Coelho (2004), sobre inflamagao, o liquido
que se acumula no espaco intersticial € denominado edema e para que 0 mesmo
ocorra, 0s mecanismos que controlam o volume do liquido neste espaco devem ser
quebrados. Este modelo reproduz a fase inicial do processo inflamatério (fase aguda),
revelando o desenvolvimento do edema, uma exacerbacdo da sensibilidade a dor
(Hiperalgesia), além de vermelhiddo da pele devido a vasodilatacdo dos capilares
cutaneos (Eritema) (MCCARSON, 2015). Esse procedimento apresenta duas fases
principais. Sendo a primeira caracterizada pela liberagao de histamina, leucotrieno,
cinina e ciclooxigenase, apds administragdo pela carragenina, e a segunda fase e
mais tardia, relacionada a produgdo de prostaglandinas, bradicinina e infiltragao
principalmente de neutrdéfilos (VINEGAR et al., 1987). Apés a indugao, de acordo com
Sartori (2003), mediado por prostaglandinas, o processo inflamatério no modelo de
edema de pata desencadeado por carragenina apresenta o pico maximo de
inflamacéao entre a segunda ou quarta hora apés a aplicagao.

Podemos perceber nesta investigagdo que as doses de 5 e 0,5 mg/kg
apresentaram efeito anti-edematogénico mais significativo, embora todas as doses
tenham mostrado redugdo do edema. Este dado sugere que a fragdo diclorometano
inibiu a sintese ou a acdo de um ou mais mediadores responsaveis pela formacao do
edema. Esse efeito pode estar relacionado aos metabdlitos secundarios, que sao
constituintes quimicos que fazem parte da composi¢gao da planta e que podem
interferir diretamente na via COX que é responsavel pela producao de eicosanoides.
Os Eicosanoides sdo mediadores inflamatérios como por exemplo, as prostaglandinas
e tromboxanos. Os mesmos sao resultado da transformagao de acido araquidénico
pelas enzimas da via ciclo-oxigenase influenciada por certos estimulos inflamatérios,
ocorrendo por meio de uma cascata bioquimica. Logo, é notorio perceber que a via
COX é um importante alvo clinico do processo inflamatério. A redu¢cao do edema é

um passo necessario para o entendimento da reversao da inflamacgao pelo produto
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testado, ja que o tumor € um dos sinais cardinais em comum entre todas as
inflamagdes (CLARIA, 2003; KHANAPURE et al., 2007). Ao inibir as isoenzimas e os
eicosanodides, a regulacdo normal dos 6érgdos € afetada, induzindo alteragbes
funcionais. Devido a alta prevaléncia do uso de AINE, sdo evidenciadas disfuncdes
cérebrovasculares, renais, hepaticas, cardiovasculares e trombdticas, gastrintestinais,
gestacionais e fetais. Os agentes pro-inflamatorios como as histaminas, além das
prostaglandinas ja citadas, sao responsaveis pelos sinais clinicos no sitio da injegao.
Essa ferramenta revela-se como um método excelente para o entendimento do
funcionamento da inflamacéao, percebendo os mediadores responsaveis e auxiliando
na busca de agentes anti-inflamatérios (MORRIS, 2003; VAZQUEZ et al., 2015).

Este modelo de inflamacgao ja foi utilizado em outros trabalhos da literatura de
modo semelhante, mas com extratos brutos de outras espécies vegetais como o
trabalho de Melo (2009) com as sementes de Cratylia mollis ou o trabalho de Sartori
et al (2003) com Calendula officinalis L. e Matricaria recutita L. Temos também
trabalhos com Vernonia scorpioides (lam) Persons realizado por Dreux et al., (2018),
Eclipta alba por Santos et al., (2017) que possuem constituintes quimicos semelhantes
aos da D. ambrosioides como alcaloides, saponinas, flavonoides e triterpenoides e
obtiveram um efeito anti-edematogénico. Ha descrito estudos com 6leos essenciais,
como por exemplo o 6leo da casca de Duguetia lanceolata e também com folhas Piper
glabratum com os mesmos resultados (SOUSA et al., 2004; BRANQUINHO; 2016;
IWAMOTO et al., 2015). E relatado a presenca no 6leo essencial terpenos, de acordo
com Jardim et al. (2008), o que lhe confere efeito anti-inflamatério e analgésico
(IBIRONKE e AJIBOYE, 2007). Em alguns estudos com a fragcao diclorometano no
modelo experimental de edema de pata em outras espécies vegetais como Trifolium
pratense L e Punica granatum, é notoério perceber que a fragao diclorometano afeta
diretamente na inibicdo da via ciclo-oxigenase revelando um efeito antitumoral
(MORAES, et al., 2009; SANTOS et al.,, 2014). Os dados mostrados aqui nesta
investigacdo também estdo de acordo com outros estudos com D. ambrosioides no
quesito efeito anti-edematogénico. (IBIRONKE; AJIBOYE, 2007; PEREIRA, 2009;
2014; TRIVELLATOGRASSI et al., 2013). E diante do exposto, a dose de 0,5 mg/kg
por apresentar mesmo efeito observado com a dose de 5 mg/kg foi escolhida como
dose alvo de investigagdo nos demais testes de investigacéo.

Desta forma, neste estudo foi utilizado o modelo inflamatdrio de caracteristica
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cronica, modelo de granuloma por corpo estranho, que € um classico modelo que
simula uma inflamacéo, tendo por duragao sete dias ou mais (SWINGLE; SHIDEMAN,
1972). O granuloma se caracteriza pelo conjunto de células inflamatérias,
principalmente macréfagos e linfocitos em resposta a mediadores quimicos, que por
conta da resposta persistente da inflamag¢ao formam um tecido que cercam o corpo
estranho, estas células acabam por formar uma camada fibrosa isolante (SHAH;
PRITT; ALEXANDER, 2017; CHENSUE et al., 1995; KUNKEL et al., 1996). Segundo
Batista et al, (2012), o modelo de indugao de granuloma por corpo estranho possibilita
a analise de fatores importantes nas varias fases da inflamag&o como, por exemplo,
o aumento da vasodilatacao e permeabilidade vascular, e a participagao celular.
Ocorrendo nas 3 primeiras horas apés a inducédo da inflamagao por corpo
estranho, Swingle, Shidman (1972) descreveram que neste modelo ha uma marca
inicial da inflamagdo, denominado fase transudativa, caracterizada pelo
extravasamento do liquido dos vasos do entorno do implante de algodao, sendo uma
fase passiva. Partindo deste ponto até o terceiro dia, o exsudado inflamatério que é
rico em proteinas e poucas células (principalmente neutréfilos) comegam a ser
produzidos, e no quarto ao sexto dia em diante acontece a implantagao na superficie
do implante do tecido granulomatoso que € rico em células inflamatdrias, esta é
denominada a fase proliferativa. Com a persisténcia do corpo estranho acontece a
consolidagdo do granuloma que ao final do experimento o tecido pode ser avaliado
através do peso das pelotas de algodao (HICKS, 1969; HISAMUDDIN et al., 2019).
O peso seco tem por finalidade mensurar o peso de células que migraram para
o foco da inflamagao, enquanto que o peso umido dos implantes revela o peso do
infiltrado celular com os fluidos que durante o processo inflamatério foram transferidos
ao algodao. O delta entre os dois pesos (Umido + seco) € uma medida de analise
muito importante para a avaliagdo do edema e também da permeabilidade vascular
(SWINGLE; SHIDEMAN, 1972). Podemos observar no que diz respeito ao peso das
células presentes no granuloma em comparacao ao grupo controle que depois do 17°
dia de tratamento oral na dose de 0,5 mg/kg da fragdo diclorometano, ndao houveram
mudancas no peso das células em relagao ao grupo controle. Esse efeito difere dos
resultados Ibironke e Ajiboye (2007) e Grassi et al., (2003) que usaram o modelo de
granuloma por corpo estranho com Chenopodium ambrosioides e obtiveram um efeito
anti-inflamatério crénico, porém em doses bem maiores e de extratos brutos. Assim

como a uma analise semelhante feita com a dose de 5 mg/kg do EBH de D.
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ambrosioides realizado por Pereira (2009), que demonstrou efeito inibitério na
formacéo do granuloma. Esses resultados podem estar relacionados com a presenca
de flavonoides e terpenos no extrato, mas que na dose de 0,5 mg/kg a concentragéo
desses constituintes ndo foram suficientes para inibir tdo quanto ao observado na
literatura para extratos brutos. Logo, podemos afirmar que a dose utilizada nao
conseguiu inibir o desenvolvimento do granuloma nos animais testados, mas é
necessario pautar que a escolha da dose de 0,5 mg/kg para o tratamento dos animais
deve—se ao fato de que as praticas recomendadas para estudos de plantas medicinais,
alinhada com as diretrizes da Organizagdo Mundial da Saude sobre pesquisas com
produtos naturais, devem ser feitas com doses moderadas por medidas de seguranca.

Os estudos pré-clinicos de toxicidade de produtos candidatos a fitoterapicos
sédo regulamentados pela Organisation for Economic Cooperation and Development
(OECD) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Essas
organizagdes estabelecem diretrizes para estudos toxicolégicos (OECDa, 2008;
OECDDb, 2008; ANVISA, 2013), além disso se tem uma densidade maior na fragao de
determinados constituintes quimicos com efeito anti-inflamatério. Também foi
investigado nesse estudo o efeito da fragdo diclorometano sobre os érgaos linfoides
retirando — os e analisando parametros como viabilidade de células, peso e dosagem
de citocinas por meio da obtengdo do soro. Diversos trabalhos na literatura
demonstram que a inflamagéo, por ser um mecanismo patofisioldgico, tem relagcéo
direta com o aumento do peso do bagco (MCKENZIE et al., 2018). Neste trabalho
embora o peso do linfonodo inguinal tenha permanecido inalterado, na dose de 0,5
mg/kg os animais tratados com a fragao diclorometano apresentaram aumento no
peso do baco, que pode ser justificado pelo aumento de atividades imunoldgicas em
decorréncia do processo granulomatoso. Essa constatagdo corrobora com os dados
ja apresentados e fortalece a ideia de que a dose de 0,5 mg/kg com a fragao
diclorometano no tratamento dos animais nao teve efeito inibitério do granuloma.

No que diz respeito ao numero de células é importante frisar que em um
processo inflamatoério ha a estimulacdo do aumento da atividade hematopoiética, que
nada mais € do que novos componentes celulares da linhagem mieldide e linfoide
sendo produzidos (MIRANTES; PASSEGUE; PIETRAS, 2014; TAKIZAWA; MANZ,
2017). Quando verificado o numero de células neste presente trabalho é notdrio
perceber uma grande quantidade de células da medula 6ssea, um indicativo que

houve aumento no processo de hematopoese. Era esperado um aumento significativo
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no numero de células do baco e do linfonodo, porém quando analisados em contraste
com o aumento da atividade hematopoiética, percebe-se uma baixa quantidade de
células nos 6rgaos analisados. No trabalho de Cruz et al., (2007) com EBH de D.
ambrosioides via intraperitoneal em ratos demonstra que houve aumento do niumero
de células nas cavidades peritoneal, baco e linfonodos. A estimulacdo que a fragao
tem sobre 0 aumento na producao de células da medula 6ssea € um indicativo de que
de fato ocorreu uma inflamagao pois a mesma € um processo que estimula o aumento
da atividade hematopoiética, o baixo numero de células no baco e linfonodo
representa um ponto divergente, que poderia ser explicado por exemplo pelo n&o
aumento da atividade dos macrofagos, o que elevaria a capacidade fagocitaria e
producéo de 6xido nitrico, além do nao recrutamento celular para os érgaos linfoides
secundarios, o que poderia gerar atividade antitumoral como no trabalho de Cruz et
al.; (2007). Logo, acredita-se que a fragao diclorometano ndo possui efeito sistémico.

Na tentativa de conter ou eliminar o corpo estranho, células como neutroéfilos e
macrofagos sao recrutados para o sitio da inflamagdo através de mediadores
quimicos como por exemplo as citocinas (MCINNES, 2017; TURNER et al., 2014).
Citocinas sao proteinas soluveis, de baixo peso molecular, secretadas pelos
leucdcitos e outras células do organismo, principalmente em resposta a estimulos
antigénicos, que atuam como mensageiros do sistema imune. As mesmas sao
responsaveis por controlar diversos aspectos da resposta imunoldgica, isso porque
possuem agao pleiotropica, participando desde o desenvolvimento celular até a
producao de outras citocinas. As citocinas podem receber denominagdes especificas
que se referem ao tipo celular que predominantemente as sintetizam e aos seus
mecanismos de agdo como por exemplo as citocinas com fungéo de controlar o trafego
basal e inflamatério de leucdcitos por meio de quimiotaxia sdo chamadas de
quimiocinas, ou seja, citocinas quimiotaxicas. Existem inumeras citocinas que estao
envolvidas no processo inflamatério, como por exemplo IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17,
TNF-a e IFN-y (O'SHEA; GADINA; SIEGEL, 2019).

Quando analisadas as citocinas deste experimento foi possivel perceber que
houve um aumento de IFN-y, IL-10 e IL-17 no grupo tratado com a fragao
diclorometano. Por outro lado, no que diz respeito a um outro grupo de citocinas que
possui diversas fungdes dentro da resposta imune, como por exemplo IL-2, IL-4, IL-6
e TNF-a nao houveram alteracbes. Essas proteinas sao majoritariamente

expressadas por células T e macréfagos e tem entre as fungdes exercidas o auxilio
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na ativacao, diferenciacéo e proliferacdo de outras células do sistema imune como as
células B, fagocitos e células T auxiliares, (MCINNES, 2017; TURNER et al., 2014).
Esses resultados nos levam a acreditar que possivelmente os constituintes quimicos
da planta atuem em alvos especificos da via inflamatéria. Resultados semelhantes
foram encontrados em outros estudos como no de Trivellato-grassi et al. (2013), onde
percebe-se a inibicdo de TNF-a pelo extrato de D. ambrosioides. Segundo Pereira
(2009; 2014) o EBH do mastruz inibe a producédo de citocinas com perfil pro-
inflamatorio, como TNF-q, IL-2, IL-4, IL-6, as mesmas citocinas inalteradas em nossa
pesquisa. Citocinas que agem em outros leucécitos sdo denominadas interleucinas
(IL). As IL estdo envolvidas na resposta e na apresentagcdo de antigenos,
principalmente pelos linfécitos T auxiliares. Citocinas IL-2 participam da estimulagao
do crescimento e a proliferagao de linfécitos-T e células-B, além de induzir a produgao
de outras citocinas, como, por exemplo, IFNy que participam na ativagao de mondcitos,
neutrofilos e células matadoras naturais contribuindo para a geragao e a propagagao
de respostas imunoldgicas especificas do antigeno. Citocinas IL-4 atuam sobre
macrofagos ativados, reduzindo os efeitos das citocinas IL-1, FNTaq, IL-6 e IL-8, e
inibindo a producédo de radicais livres de oxigénio, ja as citocinas IL-6 sao pré-
inflamatdrias e promovem maturacdo e ativacdo de neutrdfilos, maturacdo de
macrofagos e diferenciagdo/manutencdo de linfécitos-T citotdxicos e células
matadoras naturais além de também exercer propriedades anti-inflamatérias durante
alesao (CURFS et al., 1997; LIN et al., 2000; RAEBURN et al., 2002; SOMMER et al.,
2010).

Em contrapartida, embora parte dos mediadores proé-inflamatérios tenha sido
inibido no tratamento com a fragao diclorometano, importantes citocinas como IL-17 e
IFN-y tiveram seus niveis elevados, o que nos coloca em um paradoxo, uma vez que
outros trabalhos ja descritos na literatura comprovaram que D. ambrosioides tem agao
inibitéria das duas citocinas (BRUIN; VOERMANS; NOLTE, 2014; KUWABARA et al.,
2017; MIOSSEC; KORN; KUCHROO, 2009; TEIXEIRA et al., 2005; PEREIRA, 2009;
2014) O IFN-y é uma citocina secretada por células T ativadas e células NK que
estimulam genes, empregando moléculas de sinalizagado e atuam em quase todos os
tipos de células e por meio de suas agdes celulares podem ser eficazes na inibicao e
progressao de tumores e na inducao de sua regressao. Suas fungdes podem explicar
o aumento da citocina IFN-y diante do granuloma por corpo estranho neste

experimento, uma vez que outros trabalhos usavam uma dose maior, logo, é possivel
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que a dose 0,5 mg/kg ndo tenha efeito inibitorio sobre essa citocina em especifico.
Além das fungbes citadas, a mesma regula positivamente uma variedade de
parametros pro-inflamatorios tais como interleucina (IL) -12, IL-15 e TNFa.
(WIDOWATI et al., 2016)

Analisando especificamente a citocina IL-10, um importante mediador do perfil
anti-inflamatoério, que age em sinergia com outras citocinas de células T auxiliares
evitando uma expressao exagerada de citocinas pro-inflamatérias, pode-se perceber
que os valores estdo de acordo em comparacdo com dados de pesquisas prévias.
(COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008). Embora exista a possibilidade da fragdo
diclorometano induzir uma elevagdo no numero de citocinas IL-10, tendo em vista a
gama de eventos em que essa citocina é participante, torna incerto o efeito da fragao
sobre essa citocina em especifico (PEREIRA, 2009). Ja a IL-17 é uma glicoproteina
pro-inflamatéria, que leva a formacgao de IL-6, que tem por finalidade maturacéo,
ativagao, diferenciagdo/manutencdo de uma gama de células. Além disso, citocinas
IL-17 levam a formagao da molécula de adesao intercelular em fibroblastos humanos
(ZHANG et al., 2007).

Como ja descrito, D. ambrosioides possui inumeros constituintes quimicos que
podem atuar como indutores da resposta inflamatéria como saponinas (KOKANOVA-
NEDIALKOVA et al., 2009), flavonoides (SA et al., 2015), e monoterpenos como
ascaridol, a-terpineno e p-cimeno. (MONZOTE et al., 2011; PAVELA et al., 2017; SA
et al., 2015). O ascaridol possui propriedade antiparasitaria, antimalarica, antifungica,
hipotensora, relaxante muscular, estimulante respiratério, depressora cardiaca,
antibacteriana, analgésica e anti-tumoral, o que pode reforcar o efeito
antiedematogénico no modelo de inflamacédo aguda, que pode ser confirmado por
Effort et al., (2002) que em analises in vitro conseguiu evidenciar que o ascaridol
apresenta atividade anti-tumoral. Extratos metandlicos das folhas de C. ambrosioides
L. administrados via oral em ratos evidenciaram diminuicdo do edema de pata
mostrando que o ascaridol presente na planta possui a capacidade de reduzir estados
inflamatodrios (IBIRONKE e AJIBOYE, 2007).

Diante dos dados encontrados acreditamos que a acao anti-inflamatéria dessa

planta é resultado da funcionalidade dos constituintes quimicos da mesma.
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6. CONCLUSAO

Podemos concluir através dos resultados aqui apresentados que a fragcao
diclorometano em relagdo a inflamagdo aguda e cronica tem uma agdo mais
acentuada na fase aguda, ja que diante da fase crénica os resultados néo foram
satisfatérios em relagdo a menor dose apresentada, sendo assim antiedematogenica.
Entdo, na busca de tratamentos mais efetivos julgamos de extrema importancia a
realizacdo de novas pesquisas que tenham por finalidade testar outras doses da
fragdo. Este trabalho agregou valores ao campo de estudos dos produtos naturais e

auxiliou na validacao do uso popular dessa espécie.
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