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Resumo

Cultivada em jardins e pracas puUblicas a Tagetes erecta Linn é uma erva robusta nativa
do México e conhecida popularmente como cravo-de-defunto. Fonte de corantes
naturais e produtos bioativos tem sido utilizada popularmente para o tratamento de
uma grande variedade de doencas, como disturbios gastrointestinais, hipertensao,
problemas renais, cicatrizacdao de feridas, e problemas inflamatdérios de pele e
reumatismo. Estudos preliminares avaliaram a presenca de carotenoides e flavonoides
que indicam um potencial efeito anti-inflamatorio e antioxidante a partir de extrato das
flores de T. erecta L. Neste contexto, no presente trabalho foram investigados os efeitos
anti-inflamatérios do extrato de flores de T. erecta, bem como 0s mecanismos
envolvidos na inibicao da migracao e secrecao de neutrdfilos e macrdfagos. A atividade
anti-inflamatdria foi primeiramente investigada utilizando modelos in vitro para avaliar a
expressao de mediadores quimicos em neutréfilos recrutados de camundongos swiss e
em cultura celular de macréfagos RAW 264.7 previamente tratados com extrato (1, 10
ou 100 upg/mL) estimulados com lipopolissacarideo (LPS). A quimiotaxia de neutrdfilos
frente ao N-formilmetionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e as propriedades de resolucao pelo
ensaio de fagocitose in vitro também foram avaliadas. A atividade anti-inflamatéria in
vivo foi investigada por meio do modelo de bolsa de ar, utilizando como agente
flogistico carragenina administrada no tecido subcutdaneo de camundongos Swiss
machos tratados com o extrato de T. erecta nas doses de 30, 100 ou 300 mg/kg, v.o..
Os dados obtidos in vitro demonstraram que o extrato de T. erecta promove reducao na
liberacao de mediadores quimicos por macréfagos e neutréfilos. O extrato promoveu a
reducao da quimiotaxia de neutrdfilos frente ao fMLP. No ensaio de fagocitose in vitro, o
extrato apresentou potencial de atuar na resolucao da inflamacao, com diminuicao da
producao de TNF e um aumento da producao de IL-10 e de fagocitose. O tratamento
oral com o extrato de T. erecta promoveu reducdao na migracao de neutréfilos, bem
como diminuicao nos niveis de mediadores quimicos e na exsudacao de proteinas. 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 inibitdria
sobre a migracao de neutréfilos e na liberacdo de mediadores quimicos, além de
promover a eferocitose, evento chave na resolucao da inflamacao.

Introducao

Farmacos obtidos de extratos de plantas vém sendo desenvolvidos para diversas
doencas, incluindo aquelas onde ocorre o envolvimento do processo inflamatério. A
Tagetes erecta L. é conhecida popularmente como cravo-de-defunto, usada como fonte
de corantes naturais e produtos bioativos (PICCAGLIA; MAROTTI; GRANDI, 1998). E
considerada uma erva robusta que tem sido utilizada para o tratamento de uma grande
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variedade de doencas, como distlirbios gastrointestinais, hipertensao, problemas renais,
cicatrizacao de feridas, problemas inflamatdrios de pele e reumatismo (MOLLIK et al.,
2010). Estudos fitoquimicos preliminares detectaram nessa espécie a presenca de
carotenoides, flavonoides e acido salicilico que indicam um potencial efeito anti-
inflamatorio ao extrato das flores de T. erecta (DEVIKA; KOILPILLAI, 2015). A luteina um
dos carotenoides presentes no extrato pode influenciar na diminuicao da inflamacao
inativando a via NF-kB (KAULMANN; BOHN, 2014; KIM; CHA; SURH, 2010), e os polifendis
exercem efeitos protetores contra os danos induzidos por radicais livres in vitro. Ambos
mecanismos envolvidos no processo inflamatério, podendo assim o extrato de flores de
T. erecta ter potencial uso terapéutico para essas condicdes. Neste contexto, no
presente trabalho foram investigados os efeitos do extrato de flores de T. erecta sobre o
processo inflamatdrio, e os mecanismos envolvidos na inibicao da migracao e secrecao
de neutrdéfilos e macréfagos.

Método

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, RJ, Brasil). Os
neutrofilos murinos foram obtidos a partir de camundongos swiss utilizando a
metodologia de glicogénio de ostra. O experimento foi aprovado pela Comiss&o 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-1B no sobrenadante
das culturas celular de neutrdfilos e de macréfagos previamente tratados com extrato
nas concentragdes de 1, 10 ou 100 pg/mL estimulados ou nao com lipopolissacarideo (5
ug/mL). O oxido nitrico foi quantificado de forma indireta por meio da reacao de Griess
(GREEN et al., 1982). Os niveis de TNF, IL-6 e IL-1B foram mensurados pelo método de
ELISA (R & 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 (1975). 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 (SEDGWICK;
LEES, 1986; JAIN; PARMAR, 2011). Do lavado do infiltrado inflamatoério foi realizada a
quantificacao de leucdcitos totais, a mensuracao de proteinas totais pelo kit Pierce BCA
Protein Assay (Thermoscientific®). E os niveis de TNF, IL-6 e IL-1B pelo método de ELISA
de acordo com as instrucdes do Fabricante (R&D Systems - DuoSet®).

Resultados e discussodes

Na avaliacao do efeito citotoxico do extrato de flores de T. erecta sobre neutréfilos
murinos os resultados obtidos demonstraram que o tratamento in vitro nas
concentracdes de 1, 10 ou 100 ug/mL, nao apresentam efeitos citotéxicos. A dosagem
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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 concentracdes de 10 ou 100
ug/mL apresentaram uma reducao significativa da dosagem de nitrito em ambas as
células testadas. Os dados obtidos demonstram que o extrato de reduziu a producao de
IL-6, IL-1B e TNF no tratamento na concentracao de 10 pg/mL em macréfagos e
neutréfilo estimulados por LPS. Um dos mecanismos que pode estar associado a
reducao na secrecao das citocinas pelo extrato é a inibicdo da translocacdao do NF-kB
(KUMAR, ABRAHAM, 2017), que ja foi atribuida a luteina (KIM et al., 2010). Considerando
que a luteina, é o principal carotenoide presente no extrato das flores de T. erecta e é
descrito na literatura de ser capaz de reduzir os niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS) por meio da ativacao de Nrf2 e a expressao de genes antioxidantes Nrf2-alvo.
Com isto ocorre a inibicao da ativacao das vias do NF-kB e da STAT3 mediadas por ROS
e consequentemente inibindo a expressao de mediadores pré-inflamatérios como a
IL-1B, IL-6, MCP-1, TNF, COX-2 e iNOS (AHN; KIM, 2021). No teste de quimiotaxia
observou-se uma reducao na cinética neutrofilica nas concentracdes de 10 ou 100
ug/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 eferocitode. 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 ug/mL durante a juncao dos dois diferentes tipos
celulares. Os dados obtidos demonstraram que quando comparado com o grupo basal
houve a reducao da concentracao de TNF e aumento de IL-10. No processo de
eferocitose ocorre a ativacao dos macréfagos do fendtipo M1 para o fenétipo M2, o que
pode reduzir os niveis de citocinas pré-inflamatérias como o TNF, CXCL-8, LBT4 e IL-6, e
0 aumento da liberacao de mediadores anti-inflamatérios como a IL-10, fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) e moléculas pro-resolucao (GE; HUANG; YAO,
2022). Os resultados obtidos in vitro foram reforcados por testes in vivo no presente
estudo, onde a avaliacao do processo de migracao de leucécitos in vivo foi realizada
utilizando o modelo de inflamacao denominado bolsa de ar. Onde os efeitos do extrato
sobre a migracao de neutrdéfilos in vivo demonstra que quando comparado com o
controle (carragenina 1%) os tratamentos nas doses de 30, 100 ou 300 mg/kg
diminuiram a migracao de leucdcitos totais para o foco inflamatério, reduziram a
concentracao de proteinas totais nos lavado do infiltrado inflamatério de todas as
concentracdes testadas e reducao da concentracao de TNF e de IL-1B nos lavado do
infiltrado inflamatério dos grupos tratados na dose de 30 mg/kg. A infiltracdo de
neutrofilos em excesso, exacerba a liberacao de varios mediadores pré-inflamatérios
como o TNF, sendo assim a diminuicdo da migracdo de PMN provocada através do
tratamento com o extrato, estd diretamente relacionada a diminuicao da secrecao
dessa citocina. A IL-1B é produzida pelos macréfagos teciduais, células dendriticas e
outros tipos celulares em resposta a outras citocinas como o TNF. Assim a diminuicao
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dos niveis de IL-1B no exsudato pode ser devido a diminuicao da producao de TNF o
qual estad relacionado a diminuicdo da infiltracdo de neutrdéfilos (MANTOVANI; et al.,
2019).

Consideracoes finais

Em conjunto, os dados obtidos demonstram que o extrato hidroalcodlico seco de flores
de T. erecta apresenta importante efeito anti-inflamatério, devido a sua atividade
inibitéria sobre a migracao de neutrdéfilos e na liberacao de mediadores quimicos, além

de promover a eferocitose, evento chave na resolucao da inflamacao.
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