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Introducao: A Tagetes erecta L. é conhecida popularmente como cravo-de-defunto,
usada como fonte de corantes naturais e produtos bioativos (1). Essa espécie é
cultivada em jardins e pracas publicas. E uma erva robusta que tem sido utilizada para o
tratamento de uma grande variedade de doencas, como distlrbios gastrointestinais,
hipertensao, problemas renais, cicatrizacdao de feridas, problemas inflamatérios de pele
e reumatismo (2). Estudos fitoquimicos preliminares demonstraram nessa espécie a
presenca de carotenoides, flavonoides e acido salicilico que indicam um possivel
potencial efeito anti-inflamatério para o extrato das flores de T. erecta (3). O processo
inflamatorio resulta em alteracdes fisiolégicas com o objetivo de restaurar o tecido
lesionado e manter a homeostase geral do organismo. Todo esse processo € mediado
por citocinas e mediadores, como o éxido nitrico, a histamina, fatores de ativacao
plaquetaria e metabdlitos do acido araquidénico como as postagrandinas (4). Para que
ocorra o retorno da hemostasia tecidual, é necessario que se efetive a apoptose de
neutrofilos e a eferocitose destes por macréfagos. Os macréfagos ativados realizam a
fagocitose de células apoptoticas residentes do tecido, e provocam a liberacao de
fatores de crescimento, que sao essenciais para o reparo tecidual e para a finalizacao
do processo inflamatério (5). A luteina, um dos carotenoides presentes no extrato, pode
influenciar na diminuicao da inflamacao inativando a via NF-;B (6), e os polifendis
exercem efeitos protetores contra os danos induzidos por radicais livres in vitro. Esses
mecanismos estao envolvidos no processo inflamatério podendo, assim, o extrato de
flores de T. erecta ter potencial uso terapéutico para essa condicao.

Objetivos: Investigar o efeito anti-inflamatoério do extrato seco de flores de T. erecta
sobre a inflamacao, e 0s mecanismos envolvidos na inibicao da migracao e secrecao de
mediadores inflamatorios de neutrofilos e macréfagos.

Metodologia: O extrato seco de flores de T. erecta foi obtido comercialmente pela
Hanzhong TRG Biotech® sob o Lote n. CH5210227. A linhagem de macréfagos murinos
RAW 264.7 foi obtida no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, R,
Brasil). Os neutrdéfilos murinos foram obtidos a partir de camundongos swiss utilizando a
metodologia de glicogénio de ostra. O experimento foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Universidade do Vale do Itajai sob o parecer 031/21. A atividade
anti-inflamatdria foi primeiramente investigada utilizando modelos in vitro para avaliar a
expressao de mediadores inflamatdrios éxido nitrico, TNF, IL-6 e IL-18 no sobrenadante
das culturas celular de neutrdfilos e de macréfagos previamente tratados com extrato
nas concentracdes de 1, 10 ou 100 pug/mL estimulados, ou nao, com lipopolissacarideo
(5 pg/mL). O o6xido nitrico foi quantificado de forma indireta por meio da reacdo de
Griess (7). Os niveis de TNF, IL-6 e IL-18 foram mensurados pelo método de ELISA (R &
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D Systems - DuoSet ®). A quimiotaxia de neutrdéfilos frente ao fMLP foi realizada
empregando o teste de quimiotaxia em agar gel pela técnica adaptada de Nelson, Quie
e Simmons (8). As propriedades de resolucao do processo inflamatorio foram avaliadas
empregando o método de eferocitose. A atividade anti-inflamatéria in vivo foi
investigada por meio do modelo de bolsa de ar, utilizando como agente flogistico
carragenina, administrada no tecido subcutaneo de camundongos swiss machos
tratados via oral com o extrato nas doses de 30, 100 ou 300 mg/kg (9). Do lavado do
infiltrado inflamatoério foi realizada a quantificacdo de leucdcitos totais, a mensuracdo de
proteinas totais pelo kit Pierce BCA Protein Assay (Thermoscientific®). E os niveis de
TNF e IL-18 pelo método de ELISA, de acordo com as instrucdes do Fabricante (R&D
Systems - DuoSet®).

Resultados: Na avaliacdo do efeito citotéxico do extrato de flores de T. erecta sobre
neutrofilos murinos, os resultados obtidos demonstraram que o tratamento in vitro, nas
concentracdes de 1, 10 ou 100 pg/mL, ndao apresentam efeitos citotéxicos para as
células testadas. A dosagem de nitrito do sobrenadante do cultivo celular demonstrou
que o tratamento com o extrato na concentracao de 1 ug/mL nao é capaz de reduzir os
seus niveis quando comparado com o controle LPS. No entanto, as demais
concentracdées de 10 ou 100 pg/mL apresentaram uma reducao significativa da
dosagem de nitrito em ambas as células testadas. Os dados obtidos demonstram que o
extrato reduziu a producao de IL-6, IL-18 e TNF no tratamento na concentracao de 10
ug/mL em macrofagos e neutréfilos estimulados por LPS. No teste de quimiotaxia,
observou-se uma reducao na cinética neutrofilica nas concentracdes de 10 ou 100
Mg/mL, sugerindo que o extrato possui a capacidade de alterar o processo de migracao
de neutréfilos em direcdo ao agente quimioatraente fMLP nessas concentracdes. No
modelo de eferocitose in vitro, o resultado obtido demonstrou que os grupos tratados
com o extrato nas concentracdes de 1, 10 ou 100 pg/mL foram capazes de aumentar o
processo de eferocitose. No sobrenadante do ensaio de eferocitose foram determinadas
as concentracdes de TNF e IL-10, ambas foram dosadas no sobrenadante da cultura das
células tratadas na concentracao de 10 pg/mL, durante a juncao dos dois diferentes
tipos celulares. Os dados obtidos demonstraram que, quando comparado com 0 grupo
basal, houve a reducao da concentracao de TNF e aumento de IL-10. Os efeitos do
extrato sobre a migracao de neutrofilos in vivo demonstra que, ao se comparar com o
controle (carragenina 1%), os tratamentos nas doses de 30, 100 ou 300 mg/kg
diminuiram a migracao de leucdécitos totais para o foco inflamatério, reduziram a
concentracao de proteinas totais nos lavados do infiltrado inflamatdrio de todas as
concentracoes testadas e reducao da concentracao de TNF e de IL-1B nos lavados do
infiltrado inflamatério dos grupos tratados na dose de 30 mg/kg.

Consideracoes finais: Em conjunto, os dados obtidos demonstram que o extrato
hidroalcodlico seco de flores de T. erecta apresenta importante efeito anti-inflamatoério,
devido a sua atividade inibitéria sobre a migracdo de neutréfilos e na liberacdo de
mediadores quimicos, além de promover a eferocitose, evento-chave na resolucao da
inflamacao.
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