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RESUMO

A espécie Rosmarinus officinalis L. pertencente a familia Lamiaceae, popularmente
conhecida como alecrim, possui uso milenar na medicina tradicional, sendo bastante
empregada no tratamento de diversas enfermidades, como cicatrizante, antimicrobiano,
antioxidante e para desobstrucdo nasal. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo realizar um levantamento bibliografico visando conhecer e organizar as contribuigdes
cientificas disponiveis sobre a composicao quimica e atividades biologicas, in vivo e in vitro,
relatadas para a espécie e compostos isolados. Foram localizadas oitenta e oito referéncias nas
bases de dados Lilacs, Pubmed, Scielo e Google académico, condizentes com os critérios de
inclusdo e exclusao definidos. As principais atividades bioldgicas relatadas para os extratos e
compostos isolados da espécie foram antineopldsica, anti-inflamatdéria e antioxidante.
Também foram encontrados alguns trabalhos avaliando a atividade antidepressiva da espécie.
Na composi¢ao quimica da espécie destacam-se diterpenos, constituintes dos 6leos essenciais,
flavonoides e triterpenos, aos quais sdao atribuidas as atividades bioldgicas. A atividade
antineoplasica se da devido a interrupg¢do do ciclo celular das células tumorais pelos acido
carnosico e rosmarinico. Os acidos caféico, carndsico, rosmarinico, ursolico, betulinico e
carnosol atuam na reducdo de citocinas pro-inflamatorias, através da inibicdo das
ciclooxigenases 1 e 2. As atividades antidepressivas foram relacionadas ao aumento da
concentragdo de serotonina. Os estudos mostram que a espécie constitui uma excelente fonte
de compostos com propriedades farmacoldgicas, sendo uma opg¢ao para o desenvolvimento de
fitoterapicos antioxidantes, anti-inflamatorios, além de se mostrar como uma promissora fonte

de compostos antineoplasicos.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis L.. Alecrim. Atividades biologicas. Composicao

quimica.



ABSTRACT
The species Rosmarinus officinalis L. belonging to the family Lamiaceae, popularly known as
rosemary, has millenary use in traditional medicine, being widely used in the treatment of
several diseases, such as healing, antimicrobial, antioxidant and nasal clearance. In this
context, the present work aimed to conduct a bibliographic survey aiming to know and
organize the available scientific contributions on chemical composition and biological
activities, in vivo and in vitro, reported for the species and isolated compounds. Eighty-eight
references were found in lilacs, pubmed, scielo and google academic databases, consistent
with the inclusion and exclusion criteria defined. The main biological activities reported for
the extracts and compounds isolated from the species were antineoplastic, anti-inflammatory
and antioxidant. Some studies evaluating the antidepressant activity of the species were also
found. In the chemical composition of the species diterpenes stand out, constituents of
essential oils, flavonoids and triterpenes, to which biological activities are attributed.
Antineoplastic activity occurs due to the interruption of the cell cycle of tumor cells by
carnogenic and rosmarinic acid. The coffeeic, carndsic, rosmarinic, ursolic, betulynic and
carnosol acids act in the reduction of pro-inflammatory cytokines by inhibiting
cyclooxygenases 1 and 2. Antidepressant activities were related to increased serotonin
concentration. Studies show that the species is an excellent source of compounds with
pharmacological properties, being an option for the development of antioxidant,
anti-inflammatory herbal medicines, besides showing itself as a promising source of

antineoplastic compounds.

Keywords: Rosmarinus officinalis L..Rosemary. Biological activities. Chemical composition.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais ¢ fundamentado no acimulo de informagdes por sucessivas
geracdes que constituiram as bases para tratamento de diversas doengas (HARAGUCHI et al,
2020). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populacdo mundial
utilizam praticas tradicionais em cuidados da saude, sendo que destes, 85% fazem uso de
plantas e preparacoes destas (BRASIL, 2006). Em comunidades carentes, a combinagdo de
fatores como falta de escolaridade, baixa renda, sistema de saude precério, influéncia de
parteiras e curandeiros locais, bem como a facilidade de acesso as plantas frescas, as drogas
vegetais e aos derivados preparados artesanalmente, explicam a adogao da fitoterapia como o
principal e muitas vezes, o unico recurso para prevencao de doengas (CARDOSO, 2019 apud
GENEVA, 1999).

No Brasil, o uso tradicional de plantas medicinais se deu principalmente com base nas
culturas indigena e africana (ALENCAR, et al, 2019). Atualmente, a fitoterapia e o uso de
plantas medicinais fazem parte da pratica da medicina popular, constituindo um conjunto de
saberes internalizados nos diversos usuarios e praticantes, especialmente pela tradi¢ao oral,
que ¢ transmitida de geracdo em geracdo. Trata-se de uma forma eficaz de atendimento
primario a saude, podendo complementar a terapia convencional usualmente empregada,
principalmente nas populacdes de baixa renda (BRUNING, 2012 apud DUNFORD, 2001).

Atualmente, esse conhecimento tradicional ¢ o ponto de partida para os estudos
Etnobotanicos que, aliados a estudos quimicos, farmacologicos e toxicoldgicos, permitem
assegurar o uso racional das espécies e propaga-lo com seguranca (ALENCAR et al, 2019).
Algumas plantas medicinais ja possuem sua eficacia comprovada, sendo empregadas em
preparacdes simples como xaropes, tinturas, pomadas e em produtos tradicionais
fitoterapicos. Neste propodsito, universidades, entidades religiosas e farmacias vivas, com o
apoio de municipios ou empesas privadas, trabalham na produg¢do e disponibiliza¢ao desses
produtos para a populacao, visando as necessidades epidemiologicas.

Segundo a RDC n°® 26, de 13 de maio de 2014, fitoterapicos sdo obtidos
empregando-se exclusivamente de matéria ativa vegetal, exceto substancias isoladas, com
finalidade profilatica, curativa ou paliativa, incluindo medicamento fitoterapico e produto
tradicional fitoterapico. Atualmente o mercado de fitoterapicos no Brasil, movimenta cerca de
USS$ 20 bilhdes por ano e, se encontra em ascensdo. Segundo o Ministério da Saude, a busca
por tratamentos a base de fitoterdpicos, de 2013 a 2015, teve um crescimento de 161%

(MAZIERO et al, 2017).
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Devido a importancia das plantas medicinais, produtos derivados e fitoterapicos para a
saude da populagdo Brasileira, o Ministério da Saude elaborou no ano de 2009, a Relagao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), a qual
apresenta 71 espécies listadas que apresentam potencial para gerar produtos de interesse ao
SUS. A finalidade da lista ¢ orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracao da
relacdo de fitoterapicos disponiveis para uso da populagdo, com seguranca e eficacia para o
tratamento de determinadas doengas (BRASIL, 2016).

As pesquisas cientificas levaram a descoberta de intimeros compostos a partir de
plantas medicinais. Estes compostos sdo agrupados e, de acordo com a origem biosintética,
classificados em grupos denominados metabolitos secundarios. Varios representantes destes
grupos ja possuem atividade comprovada cientificamente, como flavondides, alcaloides,
terpenos, taninos e esterdides que constituem o principio ativo de varios medicamentos
disponiveis no mercado farmacéutico, tais como, antitumorais (vimblastina (1) vincristina
(2)), anti-hipertensivos (reserpina (3)), adrenérgicos (efedrina (4)) e antimalaricos (quinina
(5)) (DALMARCO, 2012). O avango cientifico acerca destes metabodlitos, busca a
comprovagdo da acdo farmacoldgica, o entendimento do mecanismo de acdo, bem como o

potencial toxico, visando o desenvolvimento de novos farmacos (MALAQUIAS et al, 2014).

1 2 3
OH
z LCH,
|
= HN‘“{:H3
4 5

A pesquisa cientifica pioneira com o sal de Opio, obtido da espécie Papaver
somniferum levou ao isolamento do primeiro alcaldide, a morfina (6), isolada em 1803, ainda
utilizada nos dias atuais para dores intensas (SIMOES et al, 2017). Outra molécula de
importancia farmacoldgica, ¢ a quinina (5), isolada de espécies do género Chinchona,
considerada um marco na terapéutica por configurar o primeiro uso bem sucedido de uma

substancia quimica para tratar uma doenca infecciosa, a maldria. A molécula também serviu
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de prototipo para a sintese de outras moléculas ativas como a hidroxicloroquina (7), utilizada
para diversas patologias, entre elas o lupus e artrite reumatéide (MENEZES et al, 2020).
Segundo MENZES et al (2020), a cloroquina foi estudada para uso em pacientes
diagnosticados com COVID-19, devido a sua capagid%é"ﬂné‘ﬁNg\if' na imunomodulagio e na
reducdo da producao e distribuicao de fator de ne(afgs;u;loral IL-6, impedindo complicagdes
inflamatorias comuns em doengas virais. No entanto, até o momento sabe-se que o maior

efeito antiviral se da in vitro, sendo necessarios mais estudos visando avaliar a sua seguranga

e eficacia no tratamento da COVID-19 (IMOTO et al, 2020).

Oy
\.[. o

6 7
Outros grupos de metabdlitos secundarios também constituem principios ativos de
medicamentos. Dentre os heterosideos cardioativos, por exemplo, a digoxina (8), utilizada
para arritmias cardiacas e, a teofilina (9), metilxantina empregada no tratamento de asma em
criancas. Moléculas do grupo das saponinas, devido as suas caracteristicas anfifilicas, sdo

empregadas como adjuvantes de formulagdes farmacéuticas, aumentando a solubilidade e

absorcao de farmacos (SIMOES et al, 2017).

o
o
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Inimeros laboratérios exploram a pesquisa de produtos naturaisvisando a obtencao de
novos medicamentos, com diferentes mecanismos de acao, maior efetividade, menores efeitos
colaterais e toxicidade (MOORE et al, 2016). Por outro lado, estudos relacionando s plantas
de uso tradicional se intensificaram, correlacionando a composi¢ao quimica aos efeitos
farmacoldgicos, com o objetivo de obter medicamentos mais acessiveis e seguros (ROSA,

2013 apud TALHOUK et al, 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Conhecer as contribuigdes cientificas disponiveis sobre a composi¢do quimica e

atividades bioldgicas para a espécie Rosmarinus officinalis L.

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar os usos tradicionais relatados para a espécie Rosmarinus officinalis L.

2. Identificar os constituintes quimicos isolados da espécie Rosmarinus officinalis L.

3. Identificar as atividades farmacologicas, in vitro e in vivo, relatadas para os extratos
de Rosmarinus officinalis L.

4. Identificar atividades farmacoldgicas, in vitro e in vivo, relatadas para compostos

isolados de Rosmarinus officinalis L.
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3. METODOLOGIA

O presente estudo se caracteriza como uma revisdo sistematica. As revisdes
sistemadticas sdo estudos secundarios que possuem como fonte de dados os estudos primdrios,
os quais relatam os resultados de pesquisa em primeira mao (Galvao et al, 2014). Para a
composicao do estudo elaborou-se a pergunta pesquisa, prosseguiu-se com a busca na
literatura, selecdo de artigos, extragdo dos dados, avaliagdo da qualidade metodologica,

sintese dos dados, avaliacdo da qualidade das evidéncias e reda¢do dos resultados.

3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os artigos selecionados para a revisdo sistematica inicial foram os compreendidos
entre os anos de 2012 a 2020, sendo abordados artigos, livros € monografias nos idiomas de
portugués e inglés. Entre tais artigos foram selecionados os que apresentavam informacgdes

mais relevantes e de data mais recente.

3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os artigos excluidos foram os que apresentavam data de publicacao anterior a 2012 ou
que nao fossem de interesse para o presente trabalho por nao apresentarem informagdes sobre
o tema abordado.

A pesquisa do trabalho em questdo foi realizada no periodo de dezembro de 2019 a
janeiro de 2021 em sites académicos e bases de pesquisa como Latino-Americana e do Caribe
em Ciéncias da Saude (LILACS), Pubmed, Scielo, Google Académico através do portal de
Periodicos Capes. Para pesquisa em tais bases de dados, foram utilizados os termos
(palavras-chave e delimitadores): Rosmarinus officinalis L, alecrim, agdo farmacoldgica,
classificagdo botanica, uso de planta medicinal, uso tradicional, propriedades terapéuticas,
fitoterapia, depressdo, antioxidante, anti-inflamatério, estresse oxidativo, inflamagao,
atividade antitumoral, acido ursolico, carnosol, marcadores tumorais e ciclo celular.

A busca na literatura resultou na identificagdo de 130 referéncias bibliograficas. Apos
selecdo, 88 referéncias foram incluidas no estudo, 42 foram excluidas. Apds leitura e
categorizagao, elaborou-se um banco de dados para analise dos resultados e construgcdo do

trabalho.
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O R. offinalis L., conhecido popularmente como alecrim, alecrim de jardim,

alecrim-de-cheiro, pertence a familia Lamiaceae, que contém cerca de 6970 a 7193 espécies

distribuidas em 236 a 258 géneros (OLIVEIRA et al, 2019).

A espécie possui porte arbustivo, podendo atingir até dois metros de altura, possui

folhas verdes que exalam fragrancia, sendo por isso, classificada como aromatica (OLIVEIRA

et al, 2019). Suas folhas possuem formato de agulha e assim como as flores, possuem

coloragdes variadas como brancas, rosas, roxas ou azuis. A espécie ¢ razoavelmente resistente

a climas frios, podendo sobreviver a uma grave falta de dgua por periodos longos e, seu

floreio ocorre nas estagdes da primavera e verdo (SOUNDARARAIJAN et al, 2017).

A espécie R. officinalis L. pertence ao reino Plantae, classe Magnoliopsida. A tabela 1

mostra sua classificagdo botanica completa, segundo DALMARCO (2012, apud Lorenzi;

Matos, 2006).

Tabela 1: Classificag@o botanica de Rosmarinus officinalis L.

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Rosmarinus
Espécie Rosmarinus officinalis

Nomenclatura Binominal

Rosmarinus officinalis L. (Labiatae)

Sinonimia botanica

Rosmarinus latifolius Mill

Nomes populares

Alecrim de jardim, alecrim, rosmarinho,
lanibotis, alecrinzeiro, alecrim comum,

alecrim-de-cheiro, alecrim-de-horta,
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erva-coada, flor-do-olimpio,

rosa-marinha, rosmarinho

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.1 Usos tradicionais de R. officinalis L.

Em paises da América do Sul e da Europa, a espécie ¢ utilizada em infusdo para
flatuléncias epigastricas, diurética, digestiva, colerética, colagoga, desobstrucdo nasal,
eliminagdo de catarros, cicatrizante, antimicrobiana, problemas circulatérios e reumaticos
(MALAQUIAS, 2014, apud LORENZI E MATOS, 2002, AFONSO et al, 2010), dores de
cabega, enxaqueca, tontura, falta de memoria, depressdo, eczemas e, analgésico para dores de
garganta (MALAQUIAS, 2014 apud SILVA et al, 2010).

A espécie constitui também uma fonte de ferro, célcio e vitamina B-6, para esses
casos, ¢ preparada como erva inteira seca, extratos secos ou liquidos (SOUNDARAIJAN et al,
2017).

Devido ao seu sabor amargo, adstringente e aroma, a espécie ¢ comumente empregada
como tempero pelas cozinhas no mundo todolém disso, por ser atraente e resistente a falta de
agua, ¢ utilizada pela populagdo como planta ornamental e em paisagismo principalmente em
regides do mediterraneo (SOUDARAJAN et al, 2017).

O R. officinalis L. possui importancia ndo apenas em industrias de alimentos, mas
também na industria de perfumes, para o desenvolvimento de novas fragrancias e cosméticos

(DALMARCO, 2012).

4.2 Constituintes quimicos isolados de R. officinalis L.

Os oleos essenciais e extratos obtidos de R. officinalis L. apresentam composi¢des
quimicas diferentes, devido ao método empregado na obtencao destes derivados. OLIVEIRA
et al (2019), identificaram a presenca de acido caféico (10), 4cido carndsico (11), acido
rosmarinico, (12) acido ursolico (13), rosmanol (14), acido oleandlico (15), carnosol (16),

rosmadial (17), &cido monomérico, alfa-pineno (18), canfora (19), eucaliptol (20), eugenol
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(21), luteolina (22), apigenina (23), acido botulinico (24) e acido clorogénico (25) no extrato

das folhas e no dleo essencial, variando apenas as concentragdes encontradas.
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4.3 Atividades bioldgicas de R. officinalis L.

OLIVEIRA et al (2019), identificaram atividade hipoglicemiante, antiespasmodica e
anticancerigena para o extrato etandlico das folhas empregando modelos in vitro. O mesmo
estudo, identificou a atividade inibitoria da 5-lipoxigenase e consequente supressdo da
resposta pro-inflamatoria para o carnosol (16) e o acido carndsico (11), ambos isolados do
extrato metanolico das folhas da espécie. Os autores também relataram atividade
neuroprotetora in vitro apresentada associada ao acido carndsico (11). No mesmo estudo, o
extrato metandlico, o o6leo essencial e o acido rosmarinico (12), apresentaram atividade
inibitoria, in vitro, das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinestarase. A atividade
antioxidante foi identificada para o extrato metanolico, acido carndsico (11), carnosol (16) e
acido rosmarinico (12) (OLIVEIRA et al, 2019).

Os terpenos rosmadiol (17) e rosmanol (14) possuem atividades antioxidantes e
antitumoral, in vitro, respectivamente (MALAQUIAS, 2017 apud HEINRICH, 2006;
HUSSAIN, 2010). Segundo MALAQUIAS et al (2014, apud HUSSAIN et al, 2010), os
terpenos rosmadiol (17) e rosmanol (14) apresentam atividade in vitro na regulacao da
expressao de sistemas enzimaticos como apoptose, destrui¢ao de células tumorais e regulagao
de enzimas, como a catalase, superdxido dismutase e glutationa transferase, que metabolizam
xenobidticos no figado.

O é4cido carndsico (11), in vitro, protege os cloroplastos da oxidagdo, ou seja, retira
radicais livres produzidos durante momentos de estresse da planta (MALAQUIAS, 2017). O
terpeno carnosol (16) apresenta efeito antioxidante mais efetivo do que o antioxidante
sintético bulti-hidroxi-tolueno (BHT), em estudos in vivo, realizados com roedores
(MALAQUIAS, 2017).

As atividades anti-inflamatorias in vivo, foram avaliadas para os acidos ursolico (13) e

oleandlico (15), os quais interagem com os receptores opioides e 5-hidroxitriptamina, levando
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a reducdo de fatores inflamatorios (OLIVEIRA et al, 2019 apud LIU, 2015). O rosmanol (14)
possui a¢do anti-inflamatoria em estudos in vivo, por modulacdo do receptor GABA nos
neurdnios do ganglio trigémeo (OLIVEIRA ef al, 2019 apud LEE, 2015).

A espécie também apresentou efeito ansiolitico in vivo, em roedores submetidos a uma
situagdo estressante, relacionada diretamente com sua capacidade antioxidante e
anti-inflamatoria, evitando agentes causadores de inflamacdo, como fatores de necrose
tumoral-a, desnaturagdo de proteinas e reducdo dos danos nos neurdnios dopaminérgicos e
serotoninérgicos (OLIVEIRA et al, 2019 apud MOSAYEB et al, 2016). A atividade
ansiolitica de R. officinalis L. foi atribuida a presenca de flavondides como apigenina (23),
responsavel por aumentar o efeito do neurotransmissor GABA, e a luteolina (22) que se liga
aos receptores do GABA, ativando-os e consequentemente, potencializando a sua agdo
(OLIVEIRA et al, 2019).

A tabela 2 sintetiza os constituintes quimicos isolados de R. officinalis L. e suas

respectivas atividades biologicas.

Tabela 2: Atividades bioldgicas e constituintes quimicos isolados de R. officinalis L.

Produto natural Atividades biolégicas
Invivo In vitro
Acido caféico Antioxidante, Antibacteriana,
anticarcinogénica, anticarcinogénica,

(OLIVEIRA et al, 2019), (OLIVEIRA et al,

OH

NN anti-inflamatoria 2019), anti-inflamatdria
Ho (BRANCO, 2019) e (BRANCO, 2019) ¢
” redugdo da obesidade redu¢do da obesidade
(BRANCO, 2019, apud  (BRANCO, 2019, apud
FARMER, 2006) FARMER, 2006).
Acido carnésico Protecao das células Antiproliferativa,
fotorreceptoras, anticarcinogénica e
anticarcinogénica e anti-inflamatoria
reducao da obesidade (OLIVEIRA et al,

(OLIVEIRA et al, 2019). 2019).




Antioxidante e protetora

renal (danos induzidos

Protecdo contra colite e

anti-infecciosa

por chumbo) (OLIVEIRA (OLIVEIRA et al,
etal, 2019). 2019).
Acido oleandlico Antitumoral, antioxidante Antiviral,

(OLIVEIRA et al, 2019),
antibacteriana,
antiparasitaria,

antihipertensora,
antidiabética e
anti-inflamatoria

(CONCEICAO, 2016).

antiproliferativa e
antioxidante
(OLIVEIRA et al,
2019).

Acido rosmarinico

OH

Antioxidante (SILVA et
al,2011) e
anti-inflamatoria (SILVA
etal,2012);

Antiaterosclerosclerotica
(induzida por nicotina)
anticarcinogénica,
ansiolitica,

antiproliferativa e

™ antiviral (OLIVEIRA et
o al, 2019).
Acido ursélico Protetora contra Anticarcinogénica,
nefropatia diabética, antiaterosclerdtico
redutor de ganho de peso (OLIVEIRA et al,

e antiateroscleroético

(OLIVEIRA et al, 2019).

2019), hepatoprotetora,
anti-inflamatorio,

antidiabético,




CHy

antibacteriano, antiviral
e antiulceroso

(CONCEICAO, 2016).

Alfa-pineno

Antiulceroso (OLIVEIRA Antibacteriano e

H,C. CHs etal,2019). antioxidante (induzido
l% por aspirina)
HC (OLIVEIRA et al,
2019).
Canfora Imunomoduladora
Antiproliferativa,
(OLIVEIRA et al, 2019).
CHg hipoglicemiante e
HaC Wy antimicrobiana
HyC (OLIVEIRA et al,
2019).
Carnosol Antidiabética Antiproliferativa,
OH  CH, (OLIVEIRA et al, 2019). antifungica e
" CHy anti-inflamatoria
CH, (OLIVEIRA et al,
(o}
e, 2019).
o}
Eucaliptol Antiviral (OLIVEIRA et Antibacteriana,
al,2019), anti-infecciosa,
CHj . . .. .
0 anti-inflamatoria e anti-inflamatoria e
CHgs antiproliferativa antinociceptivo
HsC
¢ (GONCALVES, 2019 (OLIVEIRA et al,
apud SOBRAL et al, 2019).

2014).
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Rosmanol

Antinociceptiva,
antidepressiva e

ansiolitica (OLIVEIRA et

Antinociceptiva,
antidepressiva,

ansiolitica e

al, 2019). anticarcinogénica
(OLIVEIRA et al,
2019).
Eugenol Anti-inflamatoria e Antifungica,
Gy antioxidante (OLIVEIRA quimioterapéutica
DD/\%CHQ etal,2019). (cancer cervical) e
HO antiproliferativa
(OLIVEIRA et al,
2019).
Luteolina Antiosteoporotica e Anti-inflamatoria,
o antidepressiva antibacteriana,
- D | (OLIVEIRA et al, 2019). antiproliferativa,
| ; | - protecdao da microglia
I (toxicidade induzida por

rotenona) e
antiosteoporotica
(OLIVEIRA et al,

2019).

Fonte: produzido pelo autor (adaptado de OLIVEIRA et al, 2019), 2020.
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O presente estudo ira abordar as atividades anticancerigenas, anti-inflamatorias,
antioxidantes e antidepressivas relatadas em estudos primdrios in vitro e in vivo de R.
officinalis L.. O grafico 1 sintetiza a prevaléncia das atividades bioldgicas para R. officinalis,

de acordo com o numero total de trabalhos consultados.
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Grafico 1: Atividades biologicas de R. officinalis
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.3.1 Atividade anticarcinogénica
4.4.1.1 Carcinogénese — breve revisao:

As células saudaveis possuem mecanismos que regulam a produgdo e liberagdo de
fatores de crescimento, que irdo garantir a homeostase do organismo. Ja as células
cancerigenas possuem sinais descontrolados, ou seja, a homeostase no interior destas células ¢
interrompida, fatores de crescimento sdo liberados e, elas se proliferam de maneira
desordenada. Além disso, as proteinas de superficie destas células podem se encontrar
aumentadas, levando a uma hiper responsividade aos fatores de crescimento (MOORE et al,
2016).

Segundo SOUZA (2018), o ciclo celular de uma célula saudavel pode ser dividido em
duas etapas, a primeira onde a célula cresce e se prepara para a divisdo (interfase), e a segunda
onde ocorre de fato a divisdo do nticleo (mitose) seguido de divisdo do citoplasma. A fase G1
¢ caracterizada pelo inicio do processo de crescimento da célula, com sintese por volta de
80% de todo o RNAribossomico. Na fase G1, a célula pode continuar o processo do ciclo
celular ou entrar no estado quiescente (GO0), sendo essa decisdo baseada em fatores
extracelulares.

A fase S do ciclo celular ¢ marcada pelo inicio da sintese do DNA, a qual ¢ regulada
por enzimas e a partir do momento em que as células iniciam a fase S, ndo ha possibilidade de

interromper o ciclo celular. A fase G2 ¢ o preparo da célula para inicio da mitose, ndo se sabe
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ao certo todo o processo que ocorre nesta fase, mas sabe-se que ¢ necessario que o DNA
esteja replicado e que os possiveis danos ao mesmo tenham sido reparados. A ultima fase do
ciclo celular ¢ a mitose, onde o contetido celular ja esta replicado e ocorre entdo a reparticao

da célula-mae originando duas células filhas (Figura 1) (SOUZA, 2018).

Figura 1: Ciclos da divisao celular
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Fonte: LIMA, 2016.

Compostos com atividade antineoplasica podem agir nas diferentes fases do ciclo
celular, os inibidores de CDK 4/6 (abemaciclibe) atuam nas fases G1 a S, o metotrexato (26),
e o topotecano (27) sdo especificos e agem na fase S. Os alcaldides vimblastina (1),
vincristina (2) e o placlitaxel (28) atuam na fase M e ainda hé farmacos que sdo inespecificos
como a carboplatina (29), um exemplo de agente alquilante. A figura 2 ilustra o sitio de a¢ao

para diferentes classes de farmacos no ciclo de divisao celular (BRUNTON, 2019).
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Figura 2: Sitio de a¢do de diferentes classes de anticancerigenos no ciclo de divisdo celular
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Fonte: BRUNTON (2019).

As células cancerigenas podem alterar as vias de sinalizacdo para as células vizinhas,
acarretando em estimulacdo dos fatores de crescimento (TFG). Estes receptores possuem
atividade intrinseca da tirosina quinase (TK), a qual quando ativada, ocasiona autofosforilagao
do receptor. Seus residuos fosforilados atuam como locais de acoplamento para proteinas
intracelulares, contendo dominios Src-homologia 2 (SH2), que consequentemente, estimulam
a cascata de sinalizagdo intracelular. Essa sinalizacdo ativa a fosfatidilinosiltol 3-cinase
(PI3K-Akt) resultando na proliferagao e inibi¢ao da apoptose (MOORE et al, 20016).

O desenvolvimento do cancer ¢ dividido em trés etapas que sdo denominadas como:
iniciacdo, promogao e progressdo. A iniciacdo ¢ a mudanca da composi¢do genética da célula,
a promog¢ao ¢ a permissdao dos fatores de crescimento para que a célula cancerigena se
multiplique e, a progressao consiste no desenvolvimento da doencga, ou seja, na sinalizagao de
células saudaveis pela célula cancerigena (MOORE et al, 20016). As células cancerigenas

possuem uma vascularizagdo especifica, caracterizada por ser um ambiente de alta pressao de
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fluido intersticial, baixa tensdo de oxigénio e baixo pH extracelular, resultando em um
comprometimento da estrutura e func¢do dos tecidos no qual se encontram (OLIVEIRA et al,
20019, apud VAUPEL, 2004).

O tratamento do cancer possui diversas barreiras, como os efeitos colaterais
produzidos pela maior parte dos farmacos disponiveis que, atingem nao apenas células
cancerigenas, mas células saudaveis também. Além disso, a alta pressdo de fluido intersticial
dificulta o transporte do agente antitumoral para as células cancerigenas, e a deficiéncia na
oxigenac¢do pode inibir o efeito da quimioterapia, prejudicando a eficidcia de medicamentos
que necessitam da presenca de oxigénio. O baixo pH extracelular também pode afetar a
absor¢do de diversos medicamentos, dificultando sua passagem pela membrana celular.
Estudos acerca de novos compostos com atividade antineoplésica sdo de extrema importancia
visando a eficdcia do tratamento e melhor qualidade de vida para os pacientes (OLIVEIRA et
al, 2019).

O diagndstico de cancer provém de multiplos fatores como sinais clinicos, exames
laboratoriais e achados laboratoriais de marcadores tumorais (moléculas presentes no tumor,
no sangue e em outros liquidos bioldgicos; seu surgimento estd relacionado com o
aparecimento e crescimento de células neoplasicas) (ARAUJO, 2013 apud SILVEIRA, 2005).
Os marcadores podem ser classificados como antigeno oncofetais, enzimas e insoenzimas,
horménios e seus receptores, glicoproteinas e mucinas e marcadores genéticos (ARAUJO,
2013).

Os marcadores enzimaticos mais utilizados na clinica sdo o lactato desidrogenase
(LDH), enolase Neuro-Especifica (NSE), fosfates 4cida prostatica (PAP), fosfatase alcalina
(ALP), fosfatase alcalina placentaria (PLAP), antigeno prostatico especifico (PSA), timidilato
sintetase (TS), creatinina fosfoquinase BB (CPK-BB), gama glutaril transferase (GGT),
tripsina e amilase (ARAUJO, 2013). Os marcadores bioquimicos, classificados como
hormoénios, sdo denominados de calcitonina, tireoglobulina, catecolaminas, hormoénio
adrenocorticotropico (ACTH), proteina relacionada ao paratormonio (PTHrP) e seretonina.
Entre os marcadores genéticos, utilizam-se na clinica o gene HER-2-neu e o p53. Ainda ha
marcadores, envolvidos com o mecanismo de regulagdo do ciclo celular como o NPM22 e os
envolvidos no cancer de mama como BRCA 1 e BRCA 2 (ARAUIJO, 2013).

4.4.1.2 Atividade anticarcinogénica in vitro para extratos de R. officinalis

OLIVEIRA et al (2019), avaliaram a atividade antineopldsica in vitro do extrato

glicolico das folhas de R. officinalis L. em diferentes linhagens celulares. Células de
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adenocarcinoma de mama (MCF-7) e adenocarcinoma cervical (HeLa), foram cultivadas em
microplacas por 24h e expostas a diferentes concentracdes (25, 50 e 100 mg/mL) do extrato
por 5 minutos. Observou-se que a concentracdo de 100 mg/mL do extrato interrompeu o
desenvolvimento das células tumorais, com danos ao DNA, sugerindo uma baixa viabilidade
celular. Para a concentragdo de 50 mg/mL, observou-se uma redugdo da viabilidade celular,
porém, ainda houve crescimento de células cancerigenas, ja na concentracdo de 25 mg/mL
nao houve inibicao do crescimento das células cancerigenas.

Células epiteliais de adenocarcinoma colorretal (CaCo-2) e linfoma histiocitico
(U-937) foram expostas ao extrato das folhas de R. officinalis L. nas concentracdes de 5, 10,
15, 20 e 25 pg/mL, por 72 horas. Apos este periodo, observou-se que 62% das células
expostas as concentracdes de 20 e 25 ug/mL, se encontravam na fase S do crescimento
mitotico, portanto, tiveram o ciclo de divisdo interrompido na presenga do extrato
(OLIVEIRA et al, 2019). Segundo MOORE et al (2016), células da linhagem CaCo-2 tiveram
suas coldnias diminuidas em 90% apds incubagdo com o extrato etandlico das folhas de R.
officinalis L. na concentragdo de 30 pg/mL por um periodo de 24 horas.

Células de cancer de colon (HGUE-C) quando tratadas com 20 e 40 pg/mL do extrato
das folhas, por 72 horas, apresentaram reducdo dose dependente do crescimento celular de
76,9% e 92,3%, respectivamente. A mesma linhagem de células, quando tratada com o extrato
das folhas em concentragdes de 30 e 40 ug/mL tiveram inibicdo da migracdo celular em
28,8% e 66,1%, respectivamente (PEREZ-SANCHEZ et al, 2019).

PEREZ-SANCHEZ et al (2019), avaliaram o crescimento de células das linhagens
SW480, HT-29 e HGUE-C-1 de cancer de célon, na presenca do extrato das folhas de R.
officinalis L. Apos 24 horas de incubagdo nas concentragdes de 30 e 40 pg/mL, os autores
observaram uma redu¢ao de 40% das células nas fases GO/G1 e acimulo de 85% das células
nas fases G2/M, para as linhagens SW480 e HT-29, enquanto para a linhagem HGUE-C-1
observou-se um aumento de 10% das células na fase subG1, sugerindo o potencial do extrato
na inibi¢ao da replicagdo de células cancerigenas.

Linhagens celulares de carcinoma espinocelular de esdfago (KYSE30) e
adenocarcinoma gastrico (AGS) foram expostas ao extrato aquoso das folhas de R. officinalis

L. por 24, 48 e 72h. Observou-se maior atividade para as células AGS, com valores de IC 50

75% menores que a linhagem KYSE30, no entanto, as células das duas linhagens
apresentaram, fragmentacdo e condensag¢do do nucleo e cromatina, aumentando as células

apoptoticas (OLIVEIRA et al, 2019).
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OLIVEIRA et al (2019), observaram a estagnacdo do numero de células tumorais,
inibicao da fosforilacdo de AKT e consequentemente, redugdo da proliferagao e sobrevivéncia
das células A549 (carcinoma de pulmao). A linhagem de células A549, teve sua proliferacao
reduzida em 60,7 % quando exposta a 2,5 pg/mL do extrato das folhas de R. officinalis L e
98,8% quando exposta a 10 pg/mL do extrato por 72 horas.

O extrato bruto das folhas nas concentragdes de 2 a 250 mg/mL apresentou um efeito
citotoxico para linhagens celulares de AGS apos incubagdo por 24, 48 e 72 horas, com valores
de meia vida de 4,1; 1,8 e 1,3 mg/mL respectivamente. Para a linhagem celular KYSE30
observaram-se valores de meia vida de 600, 180 e 150 mg/mL ap6s incubagdo por 24, 48 ¢ 72
horas respectivamente, apontando uma redu¢do da meia-vida dessas linhagens (KARIMI et al,
2017).

A incubagdo das células AGS e KYSE-30 com o extrato das folhas nas concentragdes
de 2 a 250 mg/mL, por 24 horas, ocasionou a fragmentacdo e condensa¢do do nucleo e da
cromatina com formagao de corpos apoptoticos, além disso, foi possivel observar também que
o efeito ¢ dose dependente, com um aumento do nimero de células na fase G2/M e
diminui¢do na fase G1 (KARIMI et a/, 2017). A figura 3 mostra a indu¢do da apoptose em
células das linhagens AGS e KYSE-30.

Figura 3: Indugdo da apoptose em células de AGS e KYSE-30 quando expostas ao extrato das
folhas de R. officinalis
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Fonte: KARIMI et al (2017).

MOORE et al (2016), observaram que o extrato das folhas de R. officinalis L., nas
concentragdes de 6,25 a 50 ug/mL, por 48 horas, inibem a viabilidade de células MCF-7
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(adenocarcinoma de mama), reduzindo a meia vida em 20,42 pg/mL. Segundo o mesmo
estudo, os resultados de meia vida podem ser diferentes de acordo com o método de extragao
empregado, o que justifica a meia vida da mesma linhagem ser de 9,95 pg/mL quando
exposta a concentragao de 62,5 ng/mL, por 48 horas (MOORE et al, 2016).

Segundo GONZALEZ et al (2015), as linhagens celulares ER+, HER2+ ¢ TN
apresentam sensibilidade ao extrato das folhas de R. officinalis, obtido por extragdo com
fluido supercritico. Apos incubagdo com o extrato nas concentragdes de 1-120 pg/mL, por 48
horas, observou-se uma diminui¢do da viabilidade celular. No mesmo estudo, foi possivel
observar o aumento da eficacia do anticorpo monoclonal e de medicamentos como paclitaxel
e tamoxifeno.

Células de cancer de pulmao (A549) tiveram sua proliferacdo diminuida apos a
incubacdo com o extrato das folhas de nas concentracdes de 2,5 a 200 pg/mL por 72 horas.
Observou-se uma inibigdo da proliferacdo de 71% na concentracdo de 2,5 pg/mL, para as
concentragdes acima de 50 pg/mL ndo houve inibi¢cdo adicional. O mesmo estudo também
observou a inibicdo da fosforilacdo das células Akt e, consequentemente, diminuicdo da
sintese e proliferacao de proteinas apds incubagao com o extrato nas concentragdes de 25 ¢ 50
ng/mL (MOORE et al, 2016).

O extrato das folhas de R. officinalis L. nas concentracdes de 20, 40 e 60 ug/mL
mostrou-se capaz de modular sistemas antioxidantes intracelulares, com ativacao de fatores de
transcrigdao nuclear como NRF2 e aumento da concentragdo de glutationa, sendo este acimulo
maior na forma reduzida (GSH) quando comparada a sua forma oxidada (GSSG), no entanto,
os autores ndo conseguiram estabelecer uma relagdo entre essa atividade e o efeito antitumoral
(GONZALEZ-VALLINAS et al, 2014).

MOORE et al (2016, apud OKUMURA et al, 2016) demonstraram que 50 ug/mL do
extrato das folhas de R. officinalis L. ocasionou uma parada da divisdo das células
cancerigenas, impedindo a proliferagdo. Observaram também, o aumento de 30% do gene 2
relacionado ao retinoblastoma (Rb2), responsavel por regular o inicio da divisao celular,
retardando assim o crescimento celular.

As linhagens celulares de cancer de colon, pancreas, mama e pulmdo expostas a 60
ng/mL do extrato das folhas de R. officinalis L. apresentaram aumento da clivagem da
polimerase poli ADP ribose (PARP), aumentando em 40% a apoptose das células (MOORE et
al, 2016). Esse aumento na apoptose pode ser explicado devido ao acumulo de nitrato e
producdo de TNFa nas células cancerigenas, levando a morte celular. A indugdo da apoptose

de células por estresse reticular endoplasmatico, sugere o envolvimento da translocacdo do
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fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2(Nrf2) no nucleo e inducdo da atividade MAPK
e PERK da p38 (MOORE et al, 2016).

Estudos realizados em células de insulinona de ratos (RINmS5F), demonstraram
reducdo de 91% da proliferacdo e viabilidade das células e aumento de 120% da apoptose
quando expostas ao extrato das folhas de R. officinalis L., por 24 horas, nas concentragdes de
25 pg/mL e 50 pg/mL, respectivamente, devido ao acumulo de nitrato e producdo de TNFa

(MOORE et al, 2016 apud KONTOGIANNI ef al, 2012).

4.4.1.3 Atividade anticarcinogénica in vivo para extratos de R. officinalis

Segundo MOORE et al (2016, apud GONZALEZ et al, 2013) a administragdo do
extrato das folhas na concentragdo de 1 mg/mL por 35 dias, em camundongos enxertados com
células de cancer de colon da linhagem SW620, resultou em diminuigdo de 50% no tamanho
do tumor devido a regulacao negativa do modulador epigenético miR-15b.

Camundongos tratados com o extrato de folhas de R. officinalis L. (obtido por extragao
com azeite de oliva), na concentragdo de 100 mg/kg/dia apresentaram redugdo de 80% do
tamanho do tumor do cancer de colon (HCT116) quando comparados com o controle. Os
pesquisadores sugerem que esta reducdo ocorreu pelo aumento da atividade de Nrf2
(p<0,003) (YAN et al, 2015). MOORE et al (2016 apud Petiwala et al/, 2014), empregando o
mesmo extrato oleoso em camundongos xenoenxertados com células cancerigenas de prostata
(22RV1), na concentragao de 100 mg/kg/dia também observaram reducao de 46% do volume
do tumor.

Camundongos com cancer de colon induzido por dietilnitrosanima (DEN)
apresentaram alteracdes nas proteinas moduladoras de morte celular como citocromo C,
proteinas de morte celular programada 4 (PCDP4), antigeno carcinoembrionario (CEA) e
antigeno especifico do cancer de célon apods serem alimentados com 166mg/Kg por 4 meses
do extrato das folhas secas de R. officinalis L.. Os autores sugerem que tais alteragcdes indicam
atividade antiproliferativa da espécie, levando a dificuldade de crescimento da célula.
(MOORE et al, 2019 apud AHMAD, et al, 2013).

A administracdo oral do extrato etandlico na concentracdo de 100mg/kg, em
camundongos, nao alterou o potencial proliferativo do tumor sélido de Ehrlich, bem como o
padrao histologico do tumor. A concentragdo utilizada pelo estudo nao foi capaz de induzir a
supressdo do crescimento tumoral (GUILARDUCCI et al, 2016). Estudos realizados em ratos

com 7,12- Dimetilbenzeno (DMBA), potente carcindgeno, demonstraram que ratos expostos a
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1% do extrato das folhas de R. officinalis L. apresentaram reducao de 47% dos tumores
mamarios, além disso, o extrato inibiu em meédia 42% das ligacdes do DMBA ao DNA das

células epiteliais (SANTOS, 2019, apud SEREITI, AMER e SEM, 1999).

4.4.1.4 Atividade anticarcinogénica in vitro para os constituintes isolados de R.

officinalis

O 4acido carndsico (11) nas concentragdes de 1 e 10 uM , in vitro, em células da
linhagem HT-29, inibiu a viabilidade das células em aproximadamente 40% e 60%,
respectivamente apos redugdo de 50% da fosforilacdo dos reguladores de sobrevivéncia AKT
e Bel-xL, além de promover a parada do ciclo celular pela inibicdo da ciclina D1 e CDK4
(MOORE et al, 2016 apud KIM et al, 2014).

O acido rosmarinico (12) a 10 uM, isolado de R. officinalis L., induziu a apoptose das
células do cancer de colon HCT15 e CO115 reduzindo os niveis da proteina responsavel pela
proliferacdo celular, a ERK fosforilada, em 50% aproximadamente. Observou-se também a
redugdo em 88% da atividade da metiltransferase, com consequente inibicado da
hipermetilacdo do DNA e parada de mutagdes, no tratamento das células de cancer de mama

MCF-7 (MOORE et al, 2016 apud XAVIER et al, 2009).

11 12

KASHYAP et al (2016), utilizando células humanas de cancer de colon (Caco-2),
demonstraram que 50 pM de carnosol (16), suspendeu o ciclo celular na fase G2M, outros
estudos também obtiveram os mesmos resultados, como VASACII et al (2006) e JOHNSON
et al (2011). Os autores sugerem que o carnosol (16) atua nas células desregulando a
proliferacdo celular, ciclinas e cinases, além de regular positivamente os inibidores da CDK
do ciclo celular e na sobrevivéncia celular, aumentando a apoptose.

No estudo in vitro realizado com a linhagem celular de leucemia para avaliacdo do

carnosol (16) nas concentragdes de 3,6 ¢ 9 mg/mL, observou-se o aumento da porcentagem de
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morte celular em 40 e 75%, respectivamente. O carnosol (16) também afetou proteinas
pro-proliferativas e pro-sobrevivéncia como a AMPK, levando a alteragdes pro-apoptoticas
com reducdo de 34% da proteina BCI2, perda de DNA nuclear, externalizacdo de células
fosfatidilserina de membrana e despolarizagdo das membranas mitocondriais. (KASHYAP et

al, 2016, apud DORRIE et a/, 2001).

16

4.4.1.5 Atividade anticarcinogénica in vivo para os constituintes isolados de R.
officinalis

Em células de glioblastoma, o carnosol (16) na concentracdo de 20ul dissociou a
proteina P53 do seu inibidor MDM2, aumentando a concentracdo de p53 livre, levando ao
bloqueio do ciclo celular e indu¢ao da apoptose das células cancerigenas (KASHYAP et al,
2016, apud GIACOMELLI et al, 2016). Os autores sugerem que o carnosol (16) atua em
diferentes proteinas responsaveis pelo ciclo celular, alterando a sua concentragdo (Figura 4).

Figura 4: A¢do do carnosol na modulagdo do ciclo de multiplicagdo celular

GIM Checkpoint

Fonte: KAHYAP et al (2016).
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Segundo KASHYAP et al (2016 apud LOPEZ-JIMENEZ et al, 2011), o carnosol (16)
na concentracdo de 5 mg/mL foi capaz de inibir in vivo a migracao de linhagens de células
tumorais endoteliais da aorta bovina (BAECs) e da veia umbilical humana (HUVECs), em
35% retardando o processo de angiogénese. O diterpeno também inibiu a invasdo do
melanoma em camundongos por feedback negativo da expressdao de MMP-9 e MMP-2, com a
supressao da fosforilagdo de quinases. Na linhagem de células MDA-MB-231, o carnosol (16)
ainda na concentracdo de 5 mg/mL, inibiu a hipoacetilagdo de proteinas histonas H3 e H4,
levando ao efeito antineoplasico do extrato das folhas de R. officinalis L. (KASHYAP et al,
2016).

Amostras de soro colhidas de camundongos tratados com 1 e¢ 10 uM de acido
carndsico (11) mostraram niveis reduzidos nos tecidos, de insulina (p < 0,001), leptina (p <
0,001), IGF-1 (p< 0,0001) e adiponectina (p<0,009) observou-se também a reducdo dos
receptores associados de insulina e leptina, e a expressdo das ciclinas D1 e Bcl-cL que
regulam a sobrevivéncia celular em aproximadamente 17%. Estes dados demonstram a
atividade antineopldsica do triterpeno, visto que a reducdo destes fatores leva a menor
sobrevida das células neoplasicas (MOORE et al, 2016 apud KIM, et al, 2014).

A administragdo de 0,5; 1,0 e 1,35 mg/Kg do acido rosmarinico (12), em
camundongos, diminuiu cerca de 33% da atividade da mieloperoxidase e induziu a COX-2,
apresentando redugdo de espécies reativas de oxigénio nos animais. Essas espécies reativas de
oxigénio podem induzir a formacao de canceres (MOORE et al, 2016 apud OSAKABE et al,
2004). MOORE et al (2016, apud XU et al, 2010) observaram que o uso de 1 a 4 mg/Kg de
acido rosmarinico (12), durante 20 dias em camundongos com carcinoma de pulmao levou a
redu¢do de 70% da viabilidade dessas células, inibindo a formacdo de metastases nos

camundongos.
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4.4.2 Atividade anti-inflamatoria

4.4.2.1 Inflamacgao - breve revisao:

A inflamag¢do € um evento natural do organismo, que se inicia apds o reconhecimento
do agente ou estimulo lesivo e, desencadeia uma cascata de eventos celulares e
microvasculares. O processo inflamatorio tem a finalidade de eliminar a causa inicial da lesdo,
sendo caracterizado pelos sinais cardinais da inflamacdo: rubor, edema, calor, dor e
diminui¢do ou perda de funcdo (AMARAL, 2016 apud BISWAS, 2016; AMARAL, 2016
apud COUTINHO et al, 2009).

A resposta inflamatoria ¢ classificada em aguda ou cronica. Na resposta inflamatoria
aguda, apos a lesdo tecidual, ¢ ativada uma cascata enzimatica do sistema de coagulagdo com
producdo de filamentos de fibrina, que se acumulam formando coédgulos. A cascata
enzimatica leva a liberagdo de bradicinina (peptideo responsavel por vasodilatagdao e aumento
da permeabilidade vascular), histamina, prostaglandinas e leucotrienos. Algumas horas apds a
lesdo inicial, os neutréfilos se ligam aos receptores endoteliais e extravasam no tecido,
recrutando macrofagos através de mediadores inflamatorios, como proteina inflamatoria do
macrofago (MIP) 1a e 18 (BRUNTON, 2019).

Os macrofagos atingem o tecido lesionado cerca de 5 a 6 horas ap6s inicio da resposta
inflamatoria, secretando trés citocinas pro-inflamatodrias: interleucina-1 (IL-1), interleucina 6
(IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). As citocinas pré-inflamatorias induzem a
coagulagdo, aumentam a permeabilidade vascular e promovem a resposta da fase aguda. A
inflamagdo aguda se caracteriza por inicio apos a lesdo e resolucdo relativamente rapida
(BRUNTON, 2019).

A resposta inflamatdria cronica resulta da exposi¢do continua ao elemento agressor,
podendo ser por persisténcia de patogenos, doengas autoimunes ou canceres. A principal
caracteristica da inflamacdo crdénica ¢ o acumulo e ativa¢do de macrofagos e linfocitos. Além
de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, a inflamacdo cronica possui espécies
reativas de oxigé€nio (ROS). A lesdo cronica leva a formagao de fibrose, por fibroblastos, que
devido a cronicidade, serd em excesso e interferira na funcionalidade daquele tecido
(BRUNTON, 2019).

A acdo das enzimas ciclo-oxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2), ¢ sintetizar

prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos (FUCHS, 2017). A ativagao da fosfolipase A2,
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permite que os fosfolipidios de membrana liberem o 4acido araquidonico para ser
metabolizado pela COX ou pela lipo-oxigenase. Através da COX, ocorre a sintese de

prostaglandinas (PGE 2) com efeito vasodilator. As lipo-oxigenases sintetizam leucotrienos

que possuem atividade quimiotatica para leucdcitos ocasionando producao de superdxidos e
dano tecidual (AMARAL, 2016 apud COUTINHO et al, 2009).

As citocinas sdo moléculas hidrossoliveis de composicdo glicoproteica ou
polipeptidica, extracelulares. S@o responsaveis pela comunicagdo entre as células,
relacionadas as func¢des de crescimento, diferenciagdo e ativagdo celular. As citocinas IL-7,
IL-9 e IL-17a estdo relacionadas com a atividade dos linfocitos T e B. A interleucina-7 (IL-7),

¢ responsavel por estimular a proliferagao de células precursoras de linfocitos B e maturacao

de megacaridcitos. Ja a interleucina- 9 (IL-9), estimula a proliferacdo de células TC D4+, que
por sua vez, leva a produ¢do de I[L-17a (OLIVEIRA et al, 2019).

Os farmacos presentes no mercado sdo classificados de duas maneiras,
anti-inflamatdérios nao esteroidais (AINES) e anti-inflamatorios esteroidais (AIES). Os
anti-inflamatodrios ndo esteroidais inibem a COX-1 e a COX-2. A inibicdo da COX-1 pode
levar a danos géstricos ou disfun¢do renal em pacientes sob risco, pois ¢ uma enzima
constitutiva na maioria de células e tecidos, com fungdes citoprotetoras nos rins ¢ mucosa do
estomago (FUCHS, 2017). A COX-2, apresenta a mesma estrutura proteica primaria da
COX-1, porém, ¢ induzida apenas nos processos inflamatdrios, sendo encontrada em
macrofagos, mondcitos, sinovidcitos e também em alguns Orgdos como rins, ovario e
endotélio vascular. A inibi¢do da COX-2 reduz apenas os mediadores inflamatorios, sendo
mais efetiva e mais segura quando comparadas aos anti-inflamatérios nao seletivos
(BECHAAALANI et al, 2017).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais, atuam principalmente como inibidores das
enzimas ciclo-oxigenases que catalisam o primeiro estdgio da biossintese de prostanoides. A
inibicdo das ciclo-oxigenases, leva a reducdo de prostaglandinas, ocasionando efeitos
desejaveis como, antipirético e reducdo de edema e efeitos indesejaveis como o desconforto
gastrico. Os farmacos mais conhecidos da classe dos AINES sdo o 4cido acetilsalicilico (30),
celecoxibe (31), metotrexato (26), hidroxicloroquina (7) e paracetamol (32). O celecoxibe ¢
um inibidor seletivo da COX-2 e, por este motivo, possui menos efeitos adversos (WHALEN,

2016).

Oy M 0 H N
2y HaN I

N_ _N
S o
CHy

3 " M " N N//A““x/N | = o on
- H
N —CFs NH, - N,
o - == H OH
o
9 <
0




40

30 31 26

Hy

HN

Foch U ST

J

HaC

=T

7 8

Anti-inflamatorios esteroidais, também conhecidos como corticoides, sdo hormonios
que possuem um nucleo esteroide constituido de quatro anéis, com 17 dtomos de carbono que
remetem ao seu precursor, o colesterol. Os glicocorticoides mais utilizados na clinica sdo a
hidrocortisona, a prednisolona, a metilprednisolona e a dexametasona. O uso oral de tais
medicamentos induz diversos efeitos adversos sistémicos severos, associados as agdes
catabolicas dos glicocorticoides em tecidos mesenquimais, como atrofia da pele, fraqueza
muscular e osteoporose (BRAGHIROLLI, 2017 apud DE BOSSCHER et al, 2010).

A espécie R. officinalis L. possui atividade anti-inflamatoria comprovada por inumeros
estudos, em modelos in vitro e in vivo. A capacidade da espécie de controlar a producao de
alguns elementos relacionados a inflamag¢do como citocinas, fatores de crescimento, 6xido
nitrico e prostaglandinas, além de sua acdo direta sobre a migracao de células de defesa foi
atribuida a sua composi¢do quimica (OLIVEIRA, 2016). A presen¢a de compostos fendlicos,
carnosol (16), acido betulinico (24) e acido ursélico (13) tem mostrado relagdo com a
atividade anti-inflamatoéria da espécie relacionada a inibicdo de leucdcitos, enzimas

pré-inflamatorias e seus mediadores (FLOREZ, 2019 apud BENINCA et al, 2011).
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4.4.2.2 Atividade anti-inflamatoria in vitro para extratos de R. officinalis
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Silva (2015), avaliou o extrato das folhas de R. officinalis nas concentragdes de 1, 10 e
100 pg/mL em ensaio de quimiotaxia de neutrofilos. As concentracdes empregadas nao
alteraram a viabilidade celular de neutréfilos, no entanto, observou-se uma reducao dose
dependente da migracdo dos neutrofilos, sugerindo a a¢do do extrato nas moléculas de adesdo,

como integrina L-selectina e 2.

BOWER e colaboradores (2016 apud CHIUNG-HUEI et al, 2014), observaram uma
reducdo de 20% na producdo de TNF-a e 90% de oxigénio reativo, apos 24 horas de
incubagao com o extrato das folhas, na concentragdo de 1 pg/mL, seguido de estimulagdo com
lipopolissacarideos. Nao houve interferéncia no NF-KB sugerindo que o efeito

anti-inflamatdrio da espécie nao esta relacionada com a regulagdo positiva de NF-Kp.

Segundo OLIVEIRA e colaboradores (2016), as concentragdes de 25, 50 e 100 mg/mL
do extrato de R. officinalis, em macrofagos RAW264.7, na presenga de lug/mL de
lipopolissacarideos, proporcionaram a inibi¢ao da producao de IL-1B e TNF-a, apos 24 horas.

(Figura 5).

Figura 5: Efeito do extrato de R. officinalis na produgado das citocinas pro-inflamatoérias IL-13

e TNF- a, na presenga ou auséncia de lipopolissacarideos
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Fonte: OLIVEIRA et al (2016).

Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), foram cultivadas in vitro e
ativadas para resposta inflamatéria com 5 pg/mL de mitogénio, concanavalina A (Con A) por
30 minutos. Em seguida, foram incubadas com o extrato de R. officinalis nas concentragdes
de 10, 50 e 100 pg/mL, visando monitorar a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Na

concentracdo de 50 pg/mL do extrato, ocorreu uma reducdo de 80% nos niveis de IL-6 e na
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concentragdo de 10 pg/mL houve uma reducgio de 40%. O mesmo estudo demonstrou reducao
de 50% na concentracdo de IL-10 nas células, apos tratamento com 100 pg/mL do extrato

(ASSAF et al, 2016).

Mastocitos extraidos da medula 6ssea do fémur e tibia de camundongos, foram
incubados com 25 pg/mL do extrato das folhas de R. officinalis por 15, 30, 60, 120 ¢ 300
minutos, apds estimulagcdo da inflamag¢ao com receptores de IgE. As concentragdes de IL6,
IL-13 e TNF-a foram reduzidas apds exposi¢cdo ao extrato por 120 minutos, quando
comparadas ao grupo controle (Figura 6). Estes resultados demonstram a reducdo de tais
citocinas pro-inflamatorias, indicando o possivel mecanismo de agdo do extrato (YOUSEF et

al, 2020).

Figura 6: Expressao génica pro-inflamatoria em mastocitos, apos tratamento com extrato de

R. officinalis na concentrac¢do de 25 pg/mL
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Fonte: YOUSELF et al (2020).

4.4.2.3 Atividade anti-inflamatoria in vivo para extratos de R. officinalis
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HAMIDPOUR et al (2017 apud BENINCA et al, 2011), avaliaram a agdo do extrato
das folhas sobre o influxo de leucdcitos na resposta inflamatoria induzida por carragenina, na
cavidade pleural de camundongos. Os resultados mostraram uma reducdo do nuimero de
leucocitos em 36,3 + 5,34 % e 35,7 + 3,87% (p<0,01) apds tratamento dos camundongos com
o extrato de R. officinalis, nas concentracdes de 50 e 100 mg/kg respectivamente, quando
comparados ao grupo controle.

HAMIDPOUR et al (2017 apud BENINCA et al, 2011) avaliaram as concentra¢des de
mieloperoxidase e o 0xido nitrico, substancias que participam da resposta inflamatéria, em
camundongos, ap6s um pré-tratamento com o extrato das folhas de R. officinalis, na
concentragdo de 50 mg/Kg, 30 minutos antes da administragdo de carregina. Os autores
observaram uma reduc¢do de 52% da concentragdo dos marcadores inflamatorios.

Em outro trabalho do mesmo grupo de pesquisadores, camundongos foram expostos
ao formaldeido, que foi injetado na orelha visando o desenvolvimento de uma inflamagao

local. Apos duas horas, injetou-se o extrato das folhas de R. officinalis nas concentragdes de

10, 20, 100, 250, 500 e 1000 ug/cm2 nos camundongos do grupo teste e 4gua no grupo
controle. Nos camundongos tratados com o extrato, observou-se uma redugao progressiva do
edema em comparacdo aos do grupo controle, relacionada a redu¢do do niimero de leucécitos
(Tabela 3). A redug¢do do ntimero de leucdcitos indica a redug¢do da inflamacdo ocasionada
pelo formaldeido, sugerindo o efeito anti-inflamatério do extrato da espécie (HAMIDPOUR

et al, 2017 apud MENGONI ef al, 2011).

Tabela 3: Relagdo da concentracdo do extrato das folhas de R. officinalis e edema induzido

por formaldeido

Dose (ug/ sz) Reducdo do edema (%)
10 39
20 7.8
100 38.2
250 78.9
500 84.3
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1000 98.6

Fonte: HAMIDPOUR et al (2017 apud MENGONI ef al, 2011).

A atividade anti-inflamatoria das fragdes metanodlicas e n-hexanica obtidas do extrato
das folhas de R. officinalis, na concentracdo de 5 pg/mL, foi avaliada sobre macrofagos de
camundongos (RAW 264.7), ap6s estimula¢do da inflamacao por lipopolissacarideos (LPS).
Apo6s 24 horas de administragdo, a fragdo metanodlica inibiu a concentragdo da enzima 6xido
nitrico sintetase em 88,31%, porém, ndo houve interferéncia na concentracdo de
ciclooxigenase 2 (COX-2). A fragdo hexénica, reduziu em 12% a concentragdo da
ciclooxigenase 2 (COX-2), com consequente reducdo das prostaglandinas sintetizadas e do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) sugerindo a resolucdo da inflam¢ao (OLIVEIRA, 2016
apud YU et al, 2013).

SILVA (2015), avaliou a atividade do extrato das folhas em camundongos tratados
com 400 mg/Kg, apds 4 horas de exposi¢do a carragenina. Observou-se uma diminui¢cdo da
concentragdo de prostaglandinas (67 % para IL-6 e 70% para TNF-a), resultados semelhantes
aos encontrados no tratamento com indometacina na dose de 30 mg/Kg. RAHBARDAR e
colaboradores (2017), encontraram resultados semelhantes, apos 7 dias de administragdo do
extrato das folhas, na concentracdo de 40 mg/Kg, via intraperitoneal, observaram reducao
(p<0,001) na concentragdo de COX-2, IL-1 B e prostaglandina.

GONCALVES et al (2018), empregaram modelo de inducao de resposta inflamatéria
com complemento Freund em camundongos. Os animais do grupo teste foram tratados com
150 mg/Kg do extrato das folhas de R. officinalis, enquanto o grupo controle recebeu 35
mg/Kg de ibuprofeno. O volume das patas foi avaliado nos dias 1, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 16 ¢ 18.
No 18° dia, o volume da pata do camundongo em que foi injetada a dose de 150 mg/Kg do
extrato, foi de 151,2%, enquanto o volume da pata do animal que ndo recebeu o extrato
aumentou 249,3%, sugerindo um atraso na resposta inflamatoria do animal que recebeu o
tratamento o extrato. O volume das patas dos animais que receberam o tratamento com o
extrato de R. officinalis foi semelhante ao encontrado para os animais do grupo controle
(grupo que recebeu Ibuprofeno). O mesmo estudo mostrou que os camundongos tratados com
o extrato de R. officinalis e com o anti-inflamatério ibuprofeno, apresentaram retardo no
aparecimento das lesdes secunddrias, com redugdo do numero de leucocitos
polimorfonucleares recrutados.

GRISSA et al (2017, apud AMARAL et al, 2013) trataram camundongos com

SmL/Kg do extrato de R. officinalis, ap6s uma hora do tratamento, os camundongos foram
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expostos ao oxido de titdnio para inducdo da resposta inflamatoria. Apos 60 dias, observou-se
uma reducao de 10% da concentracdo de IL-6 quando comparado ao grupo controle (que ndo
recebeu tratamento).

Mastocitos da medula dssea de camundongos foram tratados com o extrato das folhas,
na concentragdo de 25 pg/mL, durante a estimulagdo da inflamacdo com receptores de IgE,
por 1, 3, 6, 12 e 24 horas. Observou-se uma reducdo da concentragdo de IL-6, IL-13 e TNF-a
em 5%, -sendo o declinio do TNF-a exponencial- apds 3 horas de tratamento (fator

exponencial de 5%) (YOUSEF et a/, 2020).

4.4.2.4 Atividade anti-inflamatoria in vitro para compostos isolados de R. officinalis

Células endoteliais HUVECs da veia umbilical humana apresentaram redu¢do dose
dependente da expressdo de RNAm induzida por lipopolissacarideos de IL-1p, IL-6 e TNF-a
em 25,6%, 24,4% e 30, 4%, respectivamente quando expostas a 30 uM de acido rosmarinico
(12), obtido de R. officinalis (WANG et al, 2017). O acido rosmarinico (12) na concentragao
de 34 uM foi capaz de alterar a ativagdo do sistema de complemento, inibindo a ligacao de
C3b e, consequentemente interrompendo a cascata da inflamacao (GHASEMIAN et al, 2016).

O é4cido carndsico (11) na concentracdo de 20 pM reduziu a inflamagdo mediada por
TNF-o em adipdcitos 3T3-L1 através da inibicdo da expressio do RNAm nos genes
inflamatérios. Enquanto isso, o acido ursélico (13) foi avaliado em células T, B e macrdéfagos
nas concentragdes de 0,25 e 5 uM por 4 horas. Observou-se uma inibicdo de 10% de tais
células que sdo responsaveis por regular o NF-kB, reduzindo assim a secrecdo de IL-1p,

TNF-a e IL-6 (HASSANI et al, 2016 apud CHECKER et al, 2012).

OH CH,

11 12 13

YOUSELF et al (2020) determinaram as concentragdes in vitro de IL-6, IL-13 e
TNF-a das células dos mastocitos derivados da medula 6ssea apds exposi¢ao a 9,29 uM de
acido rosmarinico (12) 1,59 uM de acido carndsico (11) e 5 uM de carnosol (16). O estudo

detectou a presenca dos trés marcadores inflamatdrios apds 1, 3, 6, 12 e 24 horas de
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incubacdo, sugerindo que esses compostos ndo sdo o0s responsaveis pelo efeito

anti-inflamatodrio do extrato de R. officinalis (Figura 7) (YOUSEEF et al, 2020).

Figura 7: Concentragao de IL-6, IL-13 e TNF-a, ap6s incubagdo com os acidos carndsico,

rosmarinico e carnosol, obtidos de R. officinalis
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Fonte: YOUSEF et al (2020).

4.4.2.5 Atividade anti-inflamatoria in vivo para compostos isolados de R. officinalis

HAMIDPOUR e colaboradores (2017 apud BENINCA et al, 2011), avaliaram a
atividade anti-inflamatoéria in vivo para o carnosol (16) e para o acido betulinico (24).
Administraram-se 10 mg/Kg de ambos os compostos, via intraperitoneal, 30 minutos antes da
indugdo por carragenina. Ambos os compostos promoveram uma redug¢do dos parametros
inflamatorios, ap6s 4 horas da indu¢do da inflamagdo. Para o carnosol (16), observou-se uma
reducdo da concentragao de leucocito de 58% (p<0,01) e para os neutrédfilos 4,94% (p<0,05).
Para o acido betulinico (24), observou-se uma redugdo da concentracao dos leucécitos 7,74%
(p<0,05) e 28,7 % (p<0,05) de neutrofilos, sugerindo que ambos possuem agdo
anti-inflamatéria (HAMIDPOUR et al, 2017 apud BENINCA et al, 2011).

CH»
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O mesmo grupo, em outro trabalho, sugere que o acido carnodsico (11) e o carnosol
(16) sdo os principais componentes responsaveis pela atividade anti-inflamatéria da espécie R.

officinalis. Os compostos foram administrados nas orelhas de camundongos, nas doses de 2,

10 e 20 pg/cmz. Os valores de IC 50 encontrados para o acido carnosico (11) e o carnosol (16)

foram 10,2 ug/cm2 e 10,7 ug/cmz, respectivamente e, a reducdo do edema de 64,1% e
59,8%, respectivamente, na concentracdo de 20 ug/cmZ. A indometacina, utilizada como

.. ~ 2 ~
controle positivo, na concentra¢do de 500 pg/cm  apresentou redu¢do do edema de 92,9%,
levando a conclusdo, que a atividade anti-inflamatéria dos compostos acido carndsico (11) e
carnosol (16) foi nove vezes maior que aos resultados encontrados no controle positivo

(HAMIDPOUR et al, 2017 apud MENGONI et al, 2011).

Células pleurais de camundongos expostos a carragenina e tratados com acido caféico
(10), nas concentragoes de 5 mg/Kg e 10 mg/Kg, mostraram uma redugdo da migracao
leucocitaria em 66% e 92,9% respectivamente, quando comparados ao grupo controle, que
ndo recebeu tratamento. Os leucocitos sdo responsaveis pela protecdo do organismo contra

patogenos e sua redugdo indica a solucao da inflamagdo (COLICA et al, 2018).

OH

NN
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O tratamento de ratas fémeas com 1, 5, 10 e 20 uM de &cido carndsico (11),
durante 24 horas, resultou em um aumento de 5% na concentragdo de adiponectina, uma
proteina plasmatica responsavel por suprimir TNF- a, reduzindo os efeitos anti-inflamatoérios.
O estudo sugere que o 4acido carndsico (11) ¢ capaz de diminuir as citocinas inflamatorias
TNF-a, IL-6, IL-12, IL-17 e ativar moléculas de sinalizagio como AMPK que inibirdo
NF-KB. (HASSANI et al, 2016 apud TSAI et al, 2014).

Macrofagos (RAW 264.7) tratadas com 10 "°M do 4cido rosmarinico (12)
apresentaram concentragdes reduzidas de TNF-a (37,6%) e IL-6 (48,6%), sugerindo que o
triterpeno reduz a produgdo de mediadores pré-inflamatorios. A concentragdo observada apds

tratamento com acido rosmarinico (12) foi menor do que a concentragdo observada no grupo

controle (COLICA et al, 2018 apud JIANG et al, 2009).

4.4.3 Atividade antioxidante
4.4.3.1 Oxidacido — breve revisao:

A geragdo de radicais livres ¢ um processo bioldgico que esta relacionado diretamente
com a produgdo de ATP, mecanismos de defesa e sinalizagdo intracelular (BRANCO, 2019
apud BARBOSA et al, 2010). Os radicais livres, sdo moléculas organicas e inorganicas
instaveis e muito reativas quimicamente pela presen¢a de um elétron nao- pareado na sua
orbita mais externa (BRANCO, 2019).

A producdo excessiva de espécies reativas pode ocasionar danos a tecidos e
membranas, a partir da sua ligacdo a diferentes tipos de biomoléculas, resultando em
patologias ou agravo das patologias ja existentes (COLOMBO, 2018). As espécies reativas
mais comuns no organismo sdo as espécies reativas de oxigénio (EROs), com o radical

hidroxila (OH) e superodxido (02) (AMARAL, 2016). A membrana celular ¢ um dos

componentes mais atingidos pelas espécies reativas de oxigénio, ocorrendo alteracdes na sua
estrutura, permeabilidade e metabolismo celular. As alteragcdes na membrana ocorrem devido
a peroxidacdo lipidica, caracterizada pela reagdo em cadeia entre espécies reativas e os acidos
graxos poli-insaturados presentes na membrana (BRANCO, 2019 apud BARREIROS;
DAVID, 2006).
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Segundo COLOMBO (2018), existem alguns métodos para avaliagdo da atividade
antioxidante dos compostos, como método do acido tiobarbiturico, método por reducao
férrica, método de absorbancia pelo radical oxigénio e os métodos utilizando os radicais
1,1-difenil-2-prcrilhidrazila (DPPH-) e o 2,2- azinobis- (3-ethylbenzothiazoline)-6 sulfonic
acid (ABTS-+), estes dois ultimos sdo os mais utilizados nos estudos por se tratarem de
métodos simples e de baixo custo.

Os métodos que utilizam os radicais DPPH e ABTS sdo métodos colorimétricos, ou
seja, apresentam alteragdo de coloragdo na reducdo dos radicais e podem ser lidos na regido
do ultravioleta e visivel (comprimento de onda entre 400 a 800 nm) (COLOMBO, 2018).

A defesa antioxidante do organismo pode ser dividida de duas maneiras, enzimaticas e
ndo enzimadticas. O sistema enzimatico envolve enzimas da glutationa: glutationa redutase
(GR), glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa s-transferase (GST) (LEITE, 2019 apud
BARREIROS et al, 2006). Além das enzimas da glutationa, hd também a superdxido
dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (BRANCO, 2019).

A defesa antioxidante ndo enzimatica € constituida por moléculas enddgenas e
exdgenas naturais ou sintéticas que possuem trés propriedades: supressdo da formagdo de
radicais livres, eliminag¢do de radicais livres ou desativagdo das formas reativas por formacao
de um produto estavel. O equilibrio entre a protecdo antioxidante e as espécies reativas ¢ de
extrema importancia e ¢ denominada como “redox” (AMARAL, 2016).

Os antioxidantes sintéticos possuem o objetivo de inibir a oxidacdo sendo o butil
hidroxianisol (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), galato de propila (PG) e
terc-butil-hidroquinona (TBHQ), os mais utilizados na clinica (MORES, 2018 apud
SHAHIDI, 2015). Os antioxidantes sintéticos ndo sao a primeira escolha terap€utica pois ha
relatos na literatura de carcinogenicidade com o emprego de BHA ¢ BHT em animais
(MORES, 2018).

A primeira escolha para terapia dos pacientes devido a seguranga questiondvel dos
antioxidantes sintéticos, sdo os naturais. Os antioxidantes naturais sdo isolados de diferentes
partes da planta, como sementes, frutas, folhas e raizes. Os principais metabolitos com
atividade antioxidante sdo os flavondides, acidos fenolicos, terpenos e fosfolipideos (LEITE,
2019). Estes compostos sdo de facil acesso a populagdo e possuem maior seguranga para os
pacientes, quando comparados aos sintéticos, no entanto, alguns sdo instaveis e sao
necessarias altas concentragdes para a atividade desejada (MORES, 2018).

Os extratos de R. officinalis L. caracterizam-se por serem ricos em compostos

fenolicos, moléculas com anéis aromaticos e substituintes hidroxila (MORES, 2018 apud
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BRAVO, 1998). OLIVEIRA ¢ colaborares (2018), relacionaram a ac¢do antioxidante de R.
officinalis a presenca de isoprendides, quinonas e diterpenos fendlicos, como, o &cido

carnosico (11) (OLIVEIRA et al, 2018).

11

4.4.3.2 Atividade antioxidante in vitro para extratos de R. officinalis

MORES (2018), avaliou a atividade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico das
folhas de R. officinalis empregando os métodos inibicdo do radical DPPH (concentragdes de
3,75, 7,5, 15, 30 e 60 pg/mL) e método de inibicdo do radical ABTS (concentragdes entre
0,1875 mg/mL até 3 mg/mL). A molécula de DPPH caracteriza-se por ser um radical livre e
coloragdo violeta (devido ao deslocamento de elétrons). No método de inibigdo do radical
DPPH, a molécula ¢ misturada a solucdo do extrato e caso este apresente atividade
antioxidante, o DPPH assume sua forma reduzida com coloragdo amarela. O método de
inibi¢do do radical ABTS consiste na reducao do radical ABTS- a ABTS ¢ essa reducao
resulta em descolora¢do do meio reacional, de verde-escuro para verde-claro (MORES, 2018).

Os resultados obtidos pelo método de DPPH foram apresentados em termos de EC 50

pois estes expressam a concentragdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50% a

concentracdo inicial do DPPH. Os valores de EC 50 sd0 inversamente proporcionais a

capacidade antioxidante do composto. Os resultados observados no estudo se encontram na
tabela 4 (MORES, 2018).

Tabela 4: Atividade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico de R. officinalis pelos

métodos de DPPH e ABTS
Solvente EC 50(pdg/mL) ABTS (uM TEAC/g)
Extrato aquoso 16,0+ 0,7 756,9 £ 25,8

Extrato etanodlico 12,9+ 1,1 740,2 +7,8
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BHT

59,7+ 1,4

5238 £236

Fonte: MORES (2018).

Segundo o autor, a diferenca de atividade entre o extrato aquoso e o extrato etandlico

de R. officinalis se d& principalmente pela diferenga na concentragdo dos compostos presentes

em cada extrato. O extrato etandlico possui uma maior concentracdo de compostos fenolicos,

o que reflete sua maior atividade antioxidante (MORES, 2018).

O extrato etanolico das folhas de R. officinalis e as fragdes acetato de etila,

diclorometanica e n-butanodlica foram testados, nas concentracdes de 1 a 300 pg/mL,

empregando-se o método de inibi¢do do radical DPPH, o 4cido ascorbico, na concentragdo de

30 pg/mL, foi empregado como controle. (AMARAL, 2016).

Os resultados mostraram uma maior atividade antioxidante para o extrato etandlico

comparado as fracdes de acetato de etila e n-butanolica (Figura 8). Este resultado

provavelmente esta relacionado a maior concentracdo de 4cido rosmarinico (12) e carnosol

(16) no extrato etanolico da espécie, logo, os autores sugerem que o efeito antioxidante de R.

officinalis esteja correlacionado a presenca e concentragdo destes compostos (AMARAL,

2016).

Figura 8: Capacidade de eliminagdo do radical DPPH para extrato de R. officinalis (A) e

fragdes diclorometania (B) aceto de etila (C) e n-butanodlica (D)
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Fonte: AMARAL (2016).

AMAR e colaboradores (2015), avaliaram a atividade antioxidante do extrato
metanolico de R. officinalis e da fracdo de acetato de etila pelos métodos de eliminacdo do
radical DPPH e pelo poder antioxidante (FRAP). Pelo método de eliminagdo do radical
DPPH, foram ensaiadas as concentragdes de 0,25; 0,5; 1 e 2 mg/mL do extrato, enquanto pelo
método do poder antioxidante foram ensaiadas as concentragdes 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1 e 2
mg/mL do extrato.

Pelo método de eliminagdo do radical DPPH, o extrato metandlico apresentou EC 50 de
0,510 mg/mL, e a fracdo de acetato de etila EC 50 de 0,719 mg/mL. O poder antioxidante do

extrato metanolico foi de 1,714 + 0,068 e da fracao 1,240 + 0,052. O perfil obtido por HPLC
para o extrato e fragdes ensaiadas mostrou uma maior concentragao de acido rosmarinico (12)
no extrato metanodlico. Os autores sugerem que a maior atividade antioxidante do extrato em
relacdo a fracdo, se deu, devido a concentragdo deste metabodlito (AMAR et al, 2015).
PEREIRA e colaboradores (2017) avaliaram a atividade do extrato de R. officinalis
(0,5 mg/mL), pelo método de eliminagao do radical DPPH, empregando hidroxianisol
butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT) nas concentragdes de 0,1 mg/mL, como
controle. O extrato liofilizado foi submetido a avaliacdo pelo potencial antioxidante (FRAP),

empregando-se 100uL do extrato para 3 mL do reagente FRAP.
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Pelo método DPPH, o extrato apresentou menor atividade antioxidante do que os
antioxidantes comerciais, empregados como controle. Os valores de meia- vida encontrados
para o extrato foram de 127,33 + 0,12 e comparados a 72,25 £+ 0,07 para o BHA ¢ 114,66 +
0,07 para o BHT. Na avaliacdo do potencial antioxidante pelo método FRAP, observou-se
uma maior atividade para os antioxidantes comerciais comparados ao extrato, o que, segundo
PEREIRA e colaboradores (2017), ocorre devido a alta complexidade do extrato em

comparagao a pureza dos aditivos comerciais (PEREIRA et al, 2017).
4.4.3.3 Atividade antioxidante in vivo para extratos de R. officinalis

RASOUL e colaboradores (2016), avaliaram a atividade antioxidante do extrato das
folhas de R. officinalis em ratos adultos machos, apos estimulagdo com o 6-OHDA, para
desenvolvimento de espécies reativas de oxigénio. Os animais foram divididos em quatro
grupos: grupo em que foi administrado 4dgua (grupo controle) e os outros trés grupos que
foram tratados com extrato por 14 dias, nas concentragdes de 25 mg/Kg, 50 mg/Kg e 100
mg/Kg.

A concentragdo de espécies reativas de oxigé€nio aumentou nos ratos que receberam
dgua em comparagdo ao grupo tratado com o extrato de R. officinalis. A concentragdo de 50
mg/Kg do extrato foi a mais ativa quando comparada ao grupo controle, reduzindo
aproximadamente 60% das espécies reativas de oxigénio (RASOUL ef al, 2016). Os autores
também observaram uma estimulagdo nas atividades das enzimas superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase.

No grupo que recebeu 50 mg/Kg do extrato, observou-se um aumento de 50% na
atividade da enzima SOD, comparada ao grupo controle. Para a enzima glutationa peroxidase,
observou-se um aumento de 60% na atividade, em comparacdo ao grupo controle. Este
aumento nas enzimas indica aumento da defesa antioxidante e, segundo os autores, sugere-se
que a acao antioxidante da espécie se da por estimulacdo de tais enzimas (RASOUL et al,
2016).

ZAMBERLAN e colaboradores (2016), avaliaram a atividade antioxidante do extrato
de R. officinalis, empregando cepas de Caenorhabditis elegans (nematddeo que vive em
ambientes temperados) tratadas com 10, 25 ¢ 50 pg/mL do extrato. Os autores observaram
uma redugdo de aproximadamente 50% da produgdo basal de espécies reativas de oxigénio

em comparagao com grupo controle apos exposicao a 25 mM de H 202.
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LEITE (2019) avaliou a atividade do extrato da espécie em camardes (Macrobrachium
rosenbergii) que foram divididos em grupo controle (recebeu racao sem adicdo do extrato) e
trés grupos teste (receberam racdo acrescida de 2%, 5% e 15% do extrato, durante 90 dias).

Nos grupos teste observou-se uma redugdo dose-dependente da concentragdo de
glutationa (Figura 9) e aumento dose-dependente da atividade da glutationa redutase (Figura
10). Os resultados obtidos sugerem que o extrato de R. officinalis acelera a biotransformagao
hepatica, promovendo um aumento do consumo da glutationa reduzida indicando um

potencial pro-oxidante (LEITE, 2019).

Figura 9: Concentragdo da glutationa reduzida (GSH) de camardes alimentados com 2% do

extrato de R. officinalis (T1), 5% (T2) E 15% (T3)
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Fonte: LEITE (2019).
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Figura 10: Atividade da enzima glutationa redutase (GR) em camardes alimentados com 2%

do extrato de R. officinalis (T1), 5% (T2) E 15% (T3)
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Fonte: LEITE (2019).

Em outro estudo, os autores utilizaram ratos adultos que foram divididos em quatro
grupos. Grupo controle (tratado com 10 mL/Kg de agua destilada), grupo 2 (tratado com 100
mg/Kg de dioxido de titanio), grupo 3 (tratados com 5 mL/Kg do extrato) e grupo 4 (tratado
com 5 mL/Kg do extrato e 10 mL/Kg de dioxido de titanio) (GRISSA et al, 2017).

No grupo 4, observou-se um efeito significativo (p<0,01) sobre o status redox no
sangue dos ratos, atribuido a reduc¢do da concentracao da superdxido dismutase (SOD), status

antioxidante (TAS) e catalase (CAT), quando comparado ao grupo controle (Figura 11). No
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grupo 3 (ratos tratados com o extrato de R. officinalis) observou-se melhora no status redox,

com reducdo da concentracao da superoxido dismutase e catalase (GRISSA et al, 2017).

Figura 11: Efeito do extrato aquoso de R. officinalis no dano induzido por dioxido de titanio
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Fonte: GRISSA et al (2017).

GONCALVES e colaboradores (2018) também investigaram a atividade antioxidante
do extrato de R. officinalis em ratos. Os animais foram classificados em quatro grupos: ratos
saudaveis e sem exposi¢do ao extrato, saudaveis tratados com 150 mg/Kg do extrato por 5
dias, animais com artrite induzida por 0,1 mL do complemento de Freund e animais artriticos
tratados com 150 mg/Kg do extrato por 5 dias.

No grupo de animais artriticos tratados com o extrato de R. officinalis houve uma
reducdo de 14% nos niveis de espécie reativas de oxigénio em comparagao aos animais sem
tratamento. Observou-se um aumento de 252% na atividade da enzima mieloperoxidase,
responsavel por catalisar a formagdo de espécies reativas de oxigénio. Para as enzimas
antioxidantes do figado, observou-se uma reducdo da atividade (catalase redugdo de 35,6%,
glutationa redutase reducgdo de 13,6%, superoxido dismutase redugdo de 14,1% e a glutationa
peroxidase reducao de 22,1%). Segundo os autores, esses achados sugerem um aumento da

capacidade antioxidante apds estresse inerente a artrite (GONCALVES et al, 2018).

4.4.3.4 Atividade antioxidante in vitro para compostos isolados de R. officinalis
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A atividade antioxidante do acido ursolico (13), obtido de R. officinalis foi avaliada
empregando-se os métodos de inibicdo do radical DPPH e do radical ABTS-+. Os métodos
avaliam o potencial do extrato em reduzir os seus radicais livres e o resultado ¢ observado
pelos pesquisadores, pela mudanga de coloragdo do meio reacional. Para o método de DPPH,
foram utilizados 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 pg/mL do acido ursélico
(13). No método de inibicdo do radical ABTS, foram utilizadas as concentragdes: 22,47,
39,75, 57,03, 74,31, 91,59, 108,87, 126,16, 143,44, 160,72 ¢ 178 pg/mL do acido ursolico
(13) (COLOMBO, 2018).

Os resultados obtidos pelo método de inibi¢do do radical DPPH mostraram uma

inibicao dose dependente do radical, sendo EC 50 do acido ursoélico (13) de 235, 61 ug/mL e

do acido ascorbico (padrao de referéncia) 6,01 pg/mL. No método de inibicdo do radical

ABTS, o &cido ursoélico apresentou uma EC 50 107,17 pg/mL enquanto o padrao referéncia
apresentou EC 0= 2,33 pg/mL. Estes resultados demonstraram que € necessaria uma

concentragdo maior do acido ursolico (13) em comparagao ao padrao de referéncia para inibir
50% dos radicais DPPH e ABTS. Estes resultados demonstram que o acido ursolico (13)
possui atividade antioxidante, no entanto, ¢ cerca de 40 vezes menor do que a atividade
antioxidante observada para o acido ascorbico, logo, seria necessario concentracdes muito

altas do acido ursoélico (13) para uma poténcia maior (COLOMBO, 2018).

CH,
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LOUSSOURAN e colaboradores (2017), visando avaliar a peroxidacao lipidica
empregaram o método de oxidacdo do lipidio monogalactosildiacilglicerol (MGDG). Neste
método, o MGDG ¢ oxidado e torna-se fluorescente, devido a emissdo de fotons por
peroxidos lipidicos. A intensidade da fluorescéncia ¢ diretamente relacionada com a
peroxidagdo lipidica. Na presenga de 60 uM de acido carnodsico (11), a intensidade da
fluorescéncia foi reduzida, o mesmo ocorreu na presenga de 60 uM de carnosol (16). Os
autores sugerem que os compostos sdo protetores lipidicos contra radicais livres e,

consequentemente promissores antioxidantes.



57

OH CH,

HO
CH,

CH5

CH4

11 16

4.4.3.5 Atividade antioxidante in vivo para compostos isolados de R. officinalis

COELHO e colaboradores (2015) avaliaram a atividade antioxidante do &cido
rosmarinico (12) e do acido caféico (10) em camundongos. Apos o estimulo da oxidagao com
pentilenotetrazol (PTZ) na concentragdo de 0,1 mL/10g de peso, os ensaios foram realizados
com duas administragdes repetidas de 1, 2 e 4 mg/Kg de acido rosmarinico (12) ¢ 1,4 ¢ 8
mg/Kg de acido caféico (10), a cada trés dias, por 16 dias consecutivos.

A estimulagdo dos camundongos com pentilenotetrazol aumentou a concentragao de
radicais livres e reduziu a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD). Os acidos
rosmarinico (12) na dose de 1 mg/Kg e caféico (10) na dose de 4 e 8 mg/Kg, foram capazes
de reduzir os radicais livres (p<0,05) mas ndo alteraram a atividade da superoxido dismutase
(SOD) demonstrando um efeito neuroprotetor contra danos oxidativos (COELHO et al,

2015).
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LIN e colaboradores (2019), também avaliaram a atividade antioxidante do composto
carnosol (16) empregando Caenorhabditis elegans, nematddeos que vivem em ambientes
temperados, tratados com 60, 120, 180, 240 ¢ 300 uM de carnosol (16) e expostos ao
superoxido. Apos 4 dias, foi possivel observar uma redugdo na concentracdo das espécies
reativas de oxigénio nos grupos tratados com o carnosol (16) em comparagdo ao grupo

controle.
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Os animais tratados apresentaram reducdo de 20%, 30% e 76% das espécies reativas
de oxigénio, quando tratadas com 60,120 e 180 uM, respectivamente, em comparacao ao
grupo controle. Nas dosagens de 240 e 300 uM, observou-se uma redu¢do de 70% e 60%,
respectivamente. Ao fim do tratamento, observou-se em média o aumento de 42%, 18% e
87% na atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa, respectivamente,
além disso, a peroxidacao lipidica foi reduzida em 21% no grupo tratado em comparagao ao

grupo controle (LIN ef al, 2019).
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4.4.4 Atividade antidepressiva

4.4.4.1 Depressao — breve revisao:

A depressao ¢ um transtorno mental caracterizado por tristeza persistente, perda de
interesse em atividades que normalmente sdo prazerosas e, incapacidade para realizagao de
atividades didrias. Dentre os sintomas caracteristicos destacam-se perda de energia, indecisao,
mudangas no apetite, ansiedade, aumento ou perda de sono e pensamentos suicidas (OPAS,
2017).

A depressao, também denominada melancolia, ¢ conhecida pelos profissionais da
saude como uma sindrome clinica ha mais de 2 mil anos, no entanto, ainda ha muito
preconceito acerca dessa patologia (BECK et al, 2016). Este preconceito se d4 por diversos
fatores, e entre estes fatores se encontra a ndo explicacdo completa da etiologia da doenca,
como quais sao as causas concretas do aparecimento da doenga e qual seu tratamento (BECK
et al, 2016). A depressdo ¢ caracterizada por ser um transtorno multifatorial com potentes
fatores de risco, como experiéncias negativas na infincia, eventos estressantes, parentes de
primeiro grau diagnosticados e transtornos subjacentes (LEAO et al, 2018).

Segundo LUCENA (2019 apud SOARES e CAPONI, 2011), a depressdo ¢
diagnosticada principalmente na aten¢do primaria, no entanto, devido a falta de especialistas e

vagas, o tratamento ndo ocorre da melhor maneira, aumentando as chances de suicidio. O
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paciente depressivo possui sintomas emocionais, motivacionais, cognitivos e fisicos, levando
ao abatimento, afastamento social, falta de entusiasmo, emagrecimento, falta de apetite e
dificuldade no sono, podendo evoluir para o suicidio (RUFINO et al/, 2018). Segundo o
Ministério da Saude, o suicidio ¢ a terceira principal causa de mortes no Brasil, sendo 12,5
mil casos em 2017, representando 1,5% de todas as mortes no planeta (OPAS, 2020).

As causas da depressdo nao estdo bem elucidadas, mas sabe-se que muitos
componentes contribuem para o seu aparecimento (LUCENA, 2019 apud MELGOSA, 2009).
A vulnerabilidade genética, situacdes estressantes, acometimento por doengas fisicas como
AVC, hepatite e doengas terminais, além da administragdo de medicamentos como cortisona,
quimioterapia, anfetaminas e drogas como alcool, maconha contribuem para o aparecimento
da depressao (LUCENA, 2019 apud MELGOSA, 2009).

A farmacoterapia utilizada para o tratamento da depressao ocorre principalmente
com associacdo de antipsicoticos e antidepressivos. Os antidepressivos possuem varios
mecanismos de acdo como inibigdo da recaptacdo de serotonina, dopamina e inibi¢do da
monoamina oxidase, no entanto, um tratamento ideal envolve ndo s6 a farmacoterapia, mas
acompanhamento do paciente, visando o bem-estar geral (LUCENA, 2019).

O tratamento da depressdo com medicamentos ¢ o mais comum, no entanto,
algumas espécies também possuem efeito ansiolitico, como o R. officinalis. O extrato
hidroalcoolico das folhas de R. officinalis possui efeito ansiolitico atribuido a presenca dos
flavonoides, além de compostos como o dacido carndsico (11) e a luteolina (22)
(SCHMOLLER, 2018).
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4.4.4.2 Atividade antidepressiva in vivo para extratos de R. officinalis

SCHMOLLER (2018), realizou um teste denominado como labirinto em Cruz
Elevado, onde utilizou-se um aparato de madeira em forma de cruz para avaliar o nivel de
ansiedade de camundongos machos. O animal foi posicionado no centro do labirinto por 5
minutos e observou-se por quantos minutos o mesmo permaneceu em cada etapa deste

labirinto.
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Os camundongos utilizados no teste foram divididos em grupo controle positivo,
grupo teste e grupo controle negativo. Os animais do grupo teste, receberam extrato
hidroalcoolico das folhas de R. officinalis nas concentragdes de 200 e 400 mg/Kg, no grupo
controle positivo foram administrados 1 mg/Kg de Diazepam. Os resultados encontrados
sugerem um efeito ansiolitico para o extrato de R. officinalis, pois os camundongos que
receberam o extrato permaneceram, aproximadamente, dois minutos a menos no labirinto
quando comparado ao grupo controle positivo (SCHMOLLER, 2018).

A atividade antidepressiva in vivo pode ser avaliada também por um teste denominado
como nado for¢ado, que ¢ baseado no estresse ambiental. O animal ¢ colocado por 5 minutos
em um recipiente contendo 4gua, em temperatura ambiente e avalia-se entdo o
comportamento de fuga deste animal (SCHMOLLER, 2018 apud PORSOLT et al, 1978).

No estudo de SHMOLLER (2018), os camundongos que receberam as doses de 200 e
400 mg/Kg ndo apresentaram resultados que pudessem ser relacionados ao efeito

antidepressivo, quando comparados ao grupo controle (30 mg/kg de imipramina) (Figura 12).

Figura 12: Efeito do extrato de R. officinalis no teste nado for¢ado
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Fonte: SCHMOLLER (2018).

OLIVEIRA et al (2019), avaliaram o efeito do extrato das folhas de R. officinalis no
teste de labirinto em cruz, empregando as concentragdes de 100, 200 e 400 mg/Kg,
administrados 45 minutos antes do teste ser realizado. O grupo controle recebeu 1 mg/Kg de
Diazepam. Apos 5 minutos de teste, observou-se que os animais que receberam o extrato
apresentaram comportamentos semelhantes aos animais do grupo controle, sendo esse

comportamento mais correspondente para aqueles animais que receberam a dose de 400

mg/Kg (OLIVEIRA et al, 2019).
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Camundongos machos tratados com 100 mg/mL do extrato das folhas de R. officinalis
(grupo teste) e camundongos tratados com Tween a 10 mL/Kg (grupo controle), foram
expostos ao estresse de contengdo durante 21 dias, em uma posi¢ao horizontal de repouso

dentro de um tubo ventilado por 4 horas por dia (GUO et al, 2018).

Apo6s 21 dias da administragdo do extrato das folhas de R. officinalis, os animais foram
submetidos a trés testes comportamentais. No primeiro teste (OFT), os animais foram
colocados em um campo aberto para observagdo da sua movimenta¢do por 6 minutos, o
segundo teste, teste de suspensao pela causa (TSC), os animais ficavam suspensos pela cauda,
também durante 6 minutos, no terceiro teste, os animais foram colocados em um cilindro
vertical transparente contendo agua e analisou-se o tempo de imobilidade destes animais

durante 6 minutos (GUO et a/,2018).

No teste de campo aberto (OFT), os animais tratados com o extrato de R. officinalis
percorreram uma maior distancia, quando comparados ao grupo controle (p<0,05), no teste de
suspensdo pela cauda, os animais tratados com 100 mg/mL do extrato tiveram um tempo 50%
menor em relagdo aos animais do grupo controle, que receberam CRS para induzir a
depressao. No teste do cilindro, os animais apresentam um tempo imobilidade 60% menor em

comparagao ao grupo que recebeu CRS (GUO et al, 2018)

Os resultados observados, evidenciam a agdo dos extratos da espécie na melhora do
comportamento tipo depressivo in vivo associada a inativagao de reacdes inflamatorias no

hipocampo de camundongos (GUO et a/, 2018).

4.4.4.3 Atividade antidepressiva in vivo para compostos isolados de R. officinalis

LAURINDO (2017), avaliou da atividade do acido rosmarinico (12) em camundongos
machos, que foram submetidos a dois testes comportamentais ap6s indugdo de depressao por
lipopolissacarideos (LPS). Os animais foram divididos em dois protocolos de tratamento: no
primeiro, os camundongos receberam acido rosmarinico (12) na dose de 50 mg/Kg, uma hora
antes aplicagdo do LPS, no segundo protocolo os animais foram tratados durante 7 dias com
50 mg/Kg do 4cido rosmarinico (12) uma vez ao dia, uma hora antes da aplicagdo do LPS. O
grupo controle positivo, recebeu 20 mg/Kg de imipramina uma hora antes da indugdo por

LPS.
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Os animais foram avaliados através dos testes de suspensdo pela cauda (TSC), que
consiste na suspensao dos animais pela cauda e avaliacao do tempo de imobilidade e teste de
splash, que se baseia no interesse do habito de higiene dos animais quando o pélo encontra-se
sujo (LAURINDO, 2017).

LAURINDO (2017), observou que a administragdo do acido rosmarinico (12) na
concentracdo de 50 mg/Kg, alterou o comportamento dos animais, sugerindo o efeito
antidepressivo do composto. No teste de suspensao pela cauda, os animais tratados com 50
mg/Kg de 4cido rosmarinico (12) apresentaram tempo de imobilidade 37% menor do que
aqueles que ndo receberam e tempo semelhante aos que receberam imapramina (controle
positivo). No teste de Splash, os dois grupos tratados com acido rosmarinico (12)
apresentaram bloqueio do comportamento depressivo pois levaram menor tempo (50%) para
realizar o movimento de limpeza comparado aos animais que recebera apenas o LPS.

A atividade antidepressiva do acido ursdlico (13) foi avaliada em camundongos
machos, por HRYB e colaborares (2017). Neste estudo, foram ensaiados o acido ursolico (13)
na dose de 0,1 mg/Kg, inibidores de cinases como queleritrina, H-89, PD98059, U0126,
KN-62, woetmanina, LY294002 e dimetilsulféxido nas concentracdes de 10mg/Kg. Os
camundongos foram tratados com &cido ursélico (13) 60 minutos antes do teste de suspensao
pela cauda e 45 minutos antes da administragcdo dos inibidores de cinases (HRYB, 2017).

Para avaliar a atividade antidepressiva dos compostos, os autores analisaram os
camundongos no teste de suspensao pela cauda. Apos a realizag@o dos testes, observou-se que
os animais tratados com o dacido ursolico (13) permaneceram 2 minutos a menos em
imobilidade, no teste de suspensdo de cauda, em comparagao com os camundongos do grupo
controle (10 minutos). Os autores observaram que os inibidores de cinases utilizados,
reduziram o efeito antidepressivo provocado pelo 4cido ursolico (13), aumentando o tempo de
imobilidade dos camundongos no teste de suspensao pela cauda em 1 minuto, o que, segundo
os autores, demonstra que o mecanismo de acdo do acido ursolico (13) ¢ dependente da

ativacao de tais proteinas cinases (HRYB, 2017).

CHy
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5. CONCLUSAO

A espécie R. officinalis possui varias atividades bioldgicas, destacando as
antineoplasicas, anti-inflamatorias, antioxidantes e antidepressivas, atribuidas aos metabolitos
secundarios presentes. A concentragdo destes metabolitos na planta, extratos e derivados ¢
dependente do método de extracdo empregado, assim como de fatores ambientais, idade e
armazenamento.

A atividade antineoplésica do extrato das folhas ocorre através da interrupgao do ciclo
celular das células tumorais, atribuida aos acidos carndsico e rosmarinico. Estes compostos
agem por diferentes mecanismos como dissociagdo da proteina p53, levando ao aumento da
sua concentragdo livre e resultando em bloqueio do ciclo celular com posterior apoptose das
células tumorais, tanto em testes in vitro como in vivo.

A atividade anti-inflamatoria da espécie atribuida aos acidos caféico, carnosico,
rosmarinico, ursdlico, betulinico e carnosol, se d4 pela reducdo de citocinas pré-inflamatorias,
principalmente pelo bloqueio das enzimas ciclooxigenases 1 e 2, com consequente bloqueio
da cascata inflamatoria. Em modelos in vivo, foi possivel observar a reducdo do edema,
relacionada ao menor recrutamento de leucécitos e neutrdfilos para o local de inflamagao.

A atividade antioxidante do extrato da espécie e de suas fragcdes ocorre pela reducao
das espécies reativas de oxigénio. Modelos in vitro e in vivo, identificaram redugdo da
atividade das enzimas da familia da glutationa, catalase e superdxido dismutase. Essa
atividade antioxidante foi associada a presenca dos acidos ursolico, rosmarinico, caféico e
carnosol.

As atividades antioxidantes, antidepressivas e anti-inflamatoria observadas para a
espécie foram relacionadas a inibicdo de radicais livreis e reducdo das citocinas
pro-inflamatérias, com consequente aumento da concentracdo livre de hormdnios e
serotonina. A atividade antidepressiva também foi relacionada a ativagdo de proteinas cinases,
realizada pelo acido ursdlico.

As atividades bioldgicas para os extratos e compostos isolados, apontam alternativas

promissoras para o desenvolvimento de fitoterapicos a partir da espécie. Entretanto, ainda sao
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escassos os estudos de toxicidade, visando garantir a seguranca do uso. Dessa forma,
pesquisas acerca de terapias alternativas, uso de plantas medicinais, posologia, interacdes e

efeitos colaterais se fazem necessarias visando o uso racional da espécie pela populagdo.
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