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A pedra

“O distraido nela
tropecou. O bruto a usou
como projétil. ]
empreendedor,  usando-a,
construiu. O  camponés,
cansado da lida, dela fez
assento. Para meninos, foi
brinquedo. Drummond a
poetizou. Ja, David matou
Golias e  Michelangelo
extraiu-lhe a mais bela
escultura. E em todos esses
casos, a diferenca nao
esteve na pedra, mas no
homem! N&o existe "pedra"
no seu caminho que vocé
nao possa aproveita-la para
0 seu proprio crescimento.”

(Autor desconhecido)
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RESUMO

Estudo da eficAcia anti-inflamatéria da Rosmarinus officinalis L., em
camundongos, utilizando-se o modelo da pleurisia induzida pela carragenina.
Introducéo: A Rosmarinus officinalis L. (Laminaceae), conhecida como alecrim,
é uma planta nativa da regido mediterrénea, que atualmente é cultivada em varias
partes do mundo, inclusive no Brasil. Esta planta é utilizada na medicina popular
para o tratamento de doencas inflamatérias como a asma brdnquica. Além disso,
estudos ja& demonstraram que seus constituintes possuem atividade anti-
inflamatoria. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito anti-
inflamatério do extrato bruto (CE) da Rosmarinus officinalis L., bem como de
suas fracOes: hexano (HEX), acetato de etila (AcOEt) e etandlica (ET), e dos
compostos isolados: carnosol (CA), acido betulinico (BA) e acido ursolico (UA),
no modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos.
Metodologia: As partes aéreas da Rosmarinus officinalis L. foram secas a
temperatura ambiente e submetidas @ maceracdo com etanol 96% por 15 dias para
a obtencdo do CE. A seguir, o CE foi submetido a uma filtracdo em silica
utilizando-se solventes em ordem crescente de polaridade resultando nas fragGes
HEX, AcOEt e ET. A partir das fragdes AcOEt e HEX foram isolados trés
compostos: CA, BA e UA. Para a avaliagdo da atividade anti-inflamatéria foi
utilizado o modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos, e
foram avaliados os seguintes parametros inflamatérios: influxo de leucdcitos,
atividade da mieloperoxidase (MPO), além das concentracdes de nitrito/nitrato
(NO,), exsudagdo, interleucina-1 beta (IL-1PB) e fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a). Nesse protocolo experimental, foram utilizados camundongos albinos
suicos, os quais foram inicialmente distribuidos em diferentes grupos e tratados
com CE (25 — 100 mg/kg), HEX (10 — 50 mg/kg), AcOEt (5 — 50 mg/kg), ET (10
— 50 mg/kg), CA (1 — 10 mg/kg), BA (1 — 10 mg/kg) ou UA (2,5 — 25 mg/kg),
administrados por via intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da administragdo da
carragenina (1%, i.pl.). Os pardmetros inflamatérios (leucdcitos e exsudagdo)
foram avaliados 4 h ap6s. Para avaliar a exsudacdo, os animais foram tratados
previamente (10 min.) com solucéo Azul de Evans (25 mg/kg, i.v.). Para avaliar a
atividade da MPO e as concentragdes de NO,, IL-18 e TNF-a, diferentes grupos
de animais foram tratados com CE (50 mg/kg, i.p.), HEX (25 mg/kg, i.p.), AcOEt
(10 mg/kg, i.p.), ET (50 mg/kg, i.p.), CA (2,5 mg/kg, i.p.), BA (2,5 mg/kg, i.p.) ou
UA (25 mg/kg, i.p.) administrados 0,5 h antes da carragenina. A dexametasona e
indometacina foram utilizadas como farmacos anti-inflamatérios de referéncia.
Diferencas estatisticas entre os grupos foram determinadas pela analise dos testes
de varidncia (ANOVA) e/ou t de Student. Valores de P < 0,05 foram considerados
significativos. Resultados: O extrato bruto da Rosmarinus officinalis L. (50 — 100
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mg/kg), as fracfes (10 — 50 mg/kg), assim como os compostos isolados (2,5 — 25
mg/kg) inibiram: influxo de leucécitos, neutréfilos, atividade da MPO, além das
concentracBes de NOy, exsudagdo, IL-1p e TNF-a (P < 0,05). A indometacina e a
dexametasona inibiram todos os pardmetros inflamatérios estudados (P < 0,05).
Conclusdo: O extrato bruto, fragbes e compostos isolados da Rosmarinus
officinalis L. demonstraram importante atividade anti-inflamat6ria. Os compostos
isolados: carnosol, &cido betulinico e &cido ursolico podem ser 0s responsaveis por
este efeito anti-inflamatério.

Palavras-chaves: Rosmarinus officinalis L., atividade anti-inflamatoria,
pleurisia, mediadores da inflamacéo, carnosol, acido betulinico, &cido ursélico.
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ABSTRACT

Study of anti-inflammatory efficacy of Rosmarinus officinalis L., in the mouse
pleurisy model induced by carrageenan

Introduction: Rosmarinus officinalis L. (Laminaceae), known as rosemary, is a
native plant from Mediterranean area and it has been cultivated in many parts of
the world, including Brazil. This plant is used in the folk medicine to treat
inflammatory diseases such as bronchial asthma. Furthermore, studies have been
demonstrated that some constituents of this plant have anti-inflammatory activity.
Objective: The aim of this study was to evaluate the anti-inflammatory effects of
crude extract (CE) of Rosmarinus officinalis L., as well as its fractions: hexane
(HEX), ethyl acetate (AcOEt), and ethanolic (ET), and the isolated compounds:
carnosol (CA), betulinic acid (BA) and ursolic acid (UA), in the mouse pleurisy
model induced by carrageenan. Methods: The aerial parts of Rosmarinus
officinalis L. were dried at room temperature and subjected to maceration with
ethanol 96% for fifteen days to give the CE. The CE was subjected to passage on
short silica gel columm using solvents in growing order of polarity resulting in
HEX, AcOEt and ET fractions. From the AcOEt and HEX fractions were isolated
three compounds: CA, BA and UA. To evaluate the anti-inflamatory activity, it
was used the mouse model of pleurisy induced by carrageenan and the following
inflammatory parameters were evaluated: leukocyte influx, myeloperoxidase
activity (MPOQO), as well as nitrite/nitrate concentration (NO,), exudation,
interleukin-1 beta (IL-1p) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) levels. In this
experimental protocol, swiss mice were used in the in vivo experiments, which
were initially distributed in different groups and treated 0,5 h before carrageenan
(1%,i.pl.) with CE (25 — 100 mg/kg), HEX (10 — 50 mg/kg), AcOEt (5 — 50
mg/kg), ET (10 — 50 mg/kg), CA (1 — 10 mg/kg), BA (1 — 10 mg/kg) or UA (2.5 —
25 mg/kg). The inflammatory parameters (leukocytes and exudation) were
evaluated 4 h after pleurisy induction. In order to evaluate the exudation, the
animals were previously pretreated (10 min.) with Evans blue dye (25 mg/kg, i.v.).
To evaluate the MPO activity and NOy, TNF-a and IL-1p levels, different groups
of animals were treated 0,5 h before carrageenan with CE (50 mg/kg, i.p.), HEX
(25 mg/kg, i.p.), AcOEt (10 mg/kg, i.p.), ET (50 mg/kg, i.p.), CA (2.5 mg/kg, i.p.),
BA (2.5 mg/kg, i.p.) or UA (25 mg/kg, i.p.). Dexamethasone and indomethacin
were used as anti-inflammatory reference drugs. Statistical differences between
groups were determined by analysis of variance (ANOVA) and/or Student’s t test.
Values of P < 0.05 were considered significant. Results: The crude extract of
Rosmarinus officinalis L. (50 — 100 mg/kg), its fractions (10 — 50 mg/kg), as well
as its isolated compounds (2.5 — 25 mg/kg) inhibited: leukocytes influx,
neutrophils, MPO activity, as well as NO,, exudation, IL-1p and TNF-a levels (P
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< 0.05). Indomethacin and dexamethasone inhibited all the studied inflammatory
parameters (P < 0.05). Conclusion: The crude extract, fractions and isolated
compounds from Rosmarinus officinalis L., demonstrated important anti-
inflammatory activity. The isolated compounds: carnosol, betulinic acid and
ursolic acid can be responsible for these anti-inflammatory effects.

Keywords: Rosmarinus officinalis L., anti-inflammatory activity, pleurisy,
mediators of inflammation, carnosol, betulinic acid, ursolic acid.
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1. INTRODUCAO
1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde a antiguidade as plantas tém sido utilizadas ndo somente na
alimentacdo, mas também como uma fonte de substancias biologicamente ativas.
O uso das plantas com proposito medicinal foi documentado pela primeira vez em
manuscritos sumérios ha mais de 5000 anos (RASKIN; RIPOLL, 2004).
Atualmente, os produtos naturais continuam sendo fontes significantes de
medicamentos, sendo que mais de 50% dos novos farmacos registrados de 1981 a
2006 sdo direta ou indiretamente derivados de produtos naturais (NEWMAN;
CRAGG, 2007).

Os produtos naturais oferecem grande diversidade estrutural de compostos
e, desta forma, constituem importante fonte para a descoberta e o desenvolvimento
de novos produtos farmacéuticos (SAKLANI; KUTTY, 2008). O isolamento e a
identificacdo estrutural de compostos farmacologicamente ativos tém sido
facilitados pelo continuo desenvolvimento de métodos de analise cromatograficos
e espectroscopicos (PHILLIPSON, 2007; SCHMIDT et al., 2007). Assim, as
modernas técnicas de triagem, separacdo e elucidacdo estrutural tém renovado o
interesse das industrias farmacéuticas por produtos naturais. Entretanto, apesar
desse crescente interesse, poucas plantas ja foram estudadas (TALHOUK et al.,
2007; SAKLANI; KUTTY, 2008).

O Brasil apresenta potencial para a pesquisa de novos farmacos de origem
natural, uma vez que possui grande diversidade vegetal, contando com mais de 56
mil espécies descritas (MELO; AMORIM; ALBUQUERQUE, 2009). Além desta
grande biodiversidade, a colonizagdo do Brasil por diferentes grupos étnicos
contribuiu para uma maior diversidade cultural e assim para o enriquecimento do
conhecimento etnoboténico (GIORGETTI; NEGRI; RODRIGUES, 2007).

A etnobotanica e a etnofarmacologia sdo campos interdisciplinares de
investigacdo que focam especificamente no conhecimento empirico das
civilizagbes sobre substancias utilizadas como medicamentos e 0s seus potenciais
beneficios e riscos para a salde (GURIB-FAKIM, 2006). Nos dltimos anos,
muitos estudos tém investigado o potencial efeito dessas plantas com base no seu
uso na medicina popular. Esse fato é motivado por: 1) interesse em medicamentos
a base de plantas; 2) preocupacdo com o0s possiveis efeitos colaterais dos
medicamentos alopaticos; e ainda 3) valor econdmico agregado (TALHOUK et
al., 2007).
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1.2 GENERO ROSMARINUS

A Rosmarinus officinalis L. é uma espécie da familia Lamiaceae conhecida
como alecrim. Esta planta é uma erva perene, nativa da regido mediterranea, que
atualmente é cultivada em varias partes do mundo, inclusive no Brasil
(ALBUQUERQUE et al., 2007; BOUSBIA et al., 2009). E uma planta arbustiva
aromatica, de verde intenso, que mede cerca de 0,8 a 2 metros de altura. As folhas
sdo lineares e estreitas, de coloracdo verde-escura na parte superior e
esbranquicada na inferior e suas inflorescéncias sdo densas e de coloragdo violeta
(GONZALEZ-TRUJANO et al., 2007).

Fonte: www.sciencephotolibrary.com
Figura 1. Rosmarinus officinalis L. (alecrim).

As folhas desta planta sdo comumente utilizadas como condimento
aromatizante e como fonte de compostos antioxidantes empregados na
conservagdo de alimentos (SASSE; COLINDRES; BREWER, 2009). A
Rosmarinus officinalis L. é também amplamente utilizada com proposito
medicinal. Na medicina popular brasileira esta planta € utilizada como sedativa,
antiespasmadica e cardiotnica, para o tratamento de distlrbios menstruais, tosse,
gripe, colica, febre, dor, flatuléncia, problemas estomacais, intestinais e hepéticos,
e para doencas de carater inflamatério como a asma brénquica (ALBUQUERQUE
et al., 2007).

Alguns estudos utilizando modelos experimentais e/ou ensaios in vitro tém
demonstrado efeitos bioldgicos importantes da Rosmarinus officinalis L. tais como
antioxidante (BAKIREL et al., 2007), antimicrobiano (WECKESSER et al.,
2007), hipoglicemiante (BAKIREL et al., 2007), analgésico (GONZALEZ-
TRUJANO et al., 2007, TAKAKI et al., 2008), antitumoral (PENG et al., 2007) e



15

anti-inflamatorio (ALTINIER et al., 2007; PENG et al., 2007; TAKAKI et al.,
2008; JUHAS et al., 2009).

Estudos prévios relacionados aos constituintes quimicos desta planta
resultaram no isolamento de varios compostos, incluindo os terpenos: &cido
betulinico, acido carndsico, carnosol, &cido rosmarinico e acido ursdlico
(ALMELA et al.,, 2006; RAZBORSEK et al., 2008). Estudos também tém
demonstrado que estes compostos possuem importante propriedade anti-
inflamatéria (LEE et al., 2006; ALTINIER et al., 2007; LEE et al, 2008;
POECKEL et al., 2008; YOON et al., 2009; YU et al., 2009).

Uma vez que o trabalho envolve o estudo da atividade anti-inflamatdria da
Rosmarinus officinalis L., é pertinente comentar sobre o processo inflamatério.

1.3. PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacdo é um mecanismo direcionado ao reparo tecidual apés a leséo,
e consiste em uma cascata de eventos celulares e microvasculares que tem como
objetivo a remocgdo de tecidos danificados e a geracdo de outros novos. Nessa
cascata observa-se aumento da permeabilidade microvascular, seguido pela adesdo
e infiltracdo de células no local da lesdo, apoptose celular e crescimento de novos
tecidos e vasos sanguineos. O processo inflamatério é também reconhecido pelos
seus sinais clinicos classicos de dor, calor, eritema, edema, perda da funcéo, e
eventualmente, de cicatrizacio tecidual (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

Entre as células que participam do processo inflamatorio estdo os
neutroéfilos, que sdo os principais efetores da imunidade inata e representam a
primeira linha de defesa contra micro-organismos patogénicos (NAUSEEF, 2007).
Estas células reconhecem o0s micro-organismos e o0s destroem através da
fagocitose e subsequente secre¢do, no fagossoma, de espécies reativas de oxigénio
e de componentes citotdxicos que estdo presentes nos seus granulos. Os
neutréfilos contém quatro compartimentos intracelulares cujo contetdo pode ser
secretado durante a ativacdo celular: grénulos primérios (azuréfilos), granulos
secundarios (especificos), granulos terciarios e vesiculas secretoras. Nos granulos
primarios encontram-se 0s principais componentes citotdéxicos do sistema
microbicida dos neutréfilos, entre esses, destaca-se a enzima mieloperoxidase
(PLIYEV, 2008).

A mieloperoxidase (MPQ) é expressa em grande quantidade nos neutréfilos
e, em menor quantidade, nos mondcitos e macrofagos. Ela participa do mecanismo
de defesa imune inato pela formacdo de oxidantes microbicidas e de espécies
reativas de oxigénio (MALLE et al., 2007). Durante o processo de fagocitose
ocorre intenso consumo de oxigénio e ativagdo da enzima nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, que converte o oxigénio em radical anion
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superoxido (O,7). O O," produzido pela oxidase sofre dismutacdo para produzir
peroxido de hidrogénio (H,0,). Ao mesmo tempo, a MPO é liberada no
fagossoma e catalisa a formacgédo de acido hipocloroso (HOCI), a partir do H,0, e
de ions cloreto (CI). O HOCI tem propriedade microbicida e é considerado a
principal  substdncia oxidativa do neutréfilo (KLEBANOFF, 2005;
WINTERBOURN et al., 2006; VAN DER VEEN; WINTHER; HEERINGA,
2009). No entanto, em algumas situacfes nas quais se observa a ativacdo
persistente do sistema MPO-H,0,, pode ocorrer também leséo tecidual, visto que
0 HOCI é capaz de iniciar reagfes do tipo halogenacéo e nitragdo em lipideos, no
acido desoxirribonucleico (DNA) e em lipoproteinas (MALLE et al., 2007). Estes
agentes tdxicos gerados durante a ativacdo dos fagdcitos podem, ainda, ser
liberados para o exterior da célula e danificar tecidos adjacentes (KLEBANOFF,
2005).

Estudos tém demonstrado que a MPO é um importante componente do
processo inflamatério, sendo utilizada como marcador de neutrofilia em condicdes
de inflamag&o e sepse (FAITH et al., 2008). Em doencas de carater inflamatorio,
como na artrite reumatoide e na doenca inflamatéria intestinal, observa-se
aumento da infiltracdo de neutréfilos juntamente com aumento da atividade da
MPO. A MPO nparticipa da fisiopatologia das doencas inflamatérias agudas e
cronicas principalmente por meio da geracdo de oxidantes, que contribuem para a
amplificacdo da resposta inflamatéria (VAN DER VEEN; WINTHER,;
HEERINGA, 2009). ConcentracGes elevadas de MPO sdo observadas também no
lipus eritematoso sistémico (TELLES et al., 2009), esclerose mdltipla
(MINOHARA et al., 2006), asma (EKMEKCI et al., 2004), e doenca de chagas
(MACAO et al., 2007), entre outros.

Outras células envolvidas no processo inflamatdrio sdo os mondcitos que
possuem importante fungdo regulatéria e efetora, tanto na imunidade inata quanto
na adaptativa (DALE; BOXER; LILES, 2008). Na inflamacdo, apds a migracdo
inicial dos neutréfilos, observa-se subsequente migracdo de mondcitos, que ocorre
horas apds a lesdo tecidual, e pode persistir por um longo periodo de tempo
(SCHMID-SCHOBEIN, 2006; DALE; BOXER; LILES, 2008). A infiltragdo de
mondcitos é, portanto, principalmente observada em condic¢Bes inflamatdrias
cronicas, como na aterosclerose ou na retinopatia cronica (SCHMID-SCHOBEIN,
2006). Os monacitos, apds migrarem para o tecido, diferenciam-se em macréfagos
e fagocitam produtos de degradacdo, compostos toxicos e células apoptéticas,
além de possiveis micro-organismos invasores (SCHMID-SCHOBEIN, 2006;
AUFFRAY; SIEWEKE; GEISSMANN, 2009). Essas células possuem também
capacidade de secretar citocinas como, por exemplo, interleucina-1lbeta (IL-1p),
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon alfa ou
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beta (INF-a/B), além de ativar a enzima 6xido nitrico sintase, liberando o déxido
nitrico (DALE; BOXER; LILES, 2008).

O 6xido nitrico (NO) é um mediador pleiotropico de curta duracdo que
participa de diversos processos bioldgicos, tais como: regulacdo do ténus das vias
aéreas e dos vasos sanguineos, inflamacao, neurotransmisséo e apoptose (NAGY
et al., 2007). Esta molécula pode ser liberada por diversas células envolvidas na
resposta imune como: células dendriticas, natural killer (NK), mastocitos,
mondcitos, macrofagos, microglia, células de Kupffer, eosinéfilos, neutréfilos,
células endoteliais, epiteliais e do muasculo liso vascular, fibroblastos,
queratindcitos, condrocitos, hepatdcitos, células mesangiais e de Schwann
(TRIPATHI et al., 2007; PERANZONI et al., 2008).

O NO é sintetizado pela converséo da L-arginina a L-citrulina e NO. Essa
reacdo é catalisada por uma das trés isoformas da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS). Duas destas isoformas, chamadas NOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal
(nNOS), sdo dependentes de célcio, e liberam constitutivamente concentragfes
relativamente baixas de NO. A isoforma induzivel (iNOS), quando expressa, é
capaz de liberar grandes quantidades de NO. Essa isoforma pode ser ativada por
varios fatores como, por exemplo, citocinas pré-inflamatérias (INF-y, TNF-a, e
IL-1B) e lipopolissacarideos (LPS) (NAGY et al., 2007; ABRAMSON, 2008),
entre outros.

O NO esta envolvido na imunidade especifica por regular a apoptose e a
funcdo de células do sistema imunolégico e na imunidade inata por agir como um
agente toxico para alguns organismos infecciosos (TRIPATHI et al., 2007). Além
disso, o NO pode ser citostatico e citotoxico também para as células que o
produzem e para as células vizinhas. Esse efeito téxico do NO pode ocorrer pela
sua prépria acdo ou pela sua interagdo com radicais derivados do oxigénio,
gerando moléculas com maior poder de citotoxicidade (TRIPATHI et al., 2007;
PERANZONI et al., 2008).

Estudos tém também demonstrado que o NO é liberado em concentragdes
elevadas em doengas de carater inflamatorio, como a asma bronquica (PAREDI;
BARNES, 2009). O NO também parece estar envolvido em outras doencas
inflamat6rias como na artrite reumatoide, osteoartrite, colite ulcerativa, doenca
inflamatéria intestinal, esclerose mdltipla e doenca de chagas (MACAO et al.,
2007; NAGY et al., 2007; TRIPATHI et al., 2007; PERANZONI et al., 2008).

Outros mediadores importantes relacionados ao processo inflamatério sdo
as citocinas, que constituem uma familia de pequenas proteinas sinalizadoras
(SCHMID-SCHOBEIN, 2006). Entre essas, pode-se citar a IL-1f e 0 TNF-a.

A IL-1B é uma citocina pro-inflamatéria com efeitos pleiotropicos
(JOOSTEN; VAN DEN BERG, 2006; REN; TORRES, 2009). Ela pode ser
liberada a partir de varias células como queratindcitos, fibroblastos, células
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sinoviais, endotélio, células imunes como macréfagos e mastdcitos, e células gliais
como células de Schwann, microglia e astrcitos (REN; TORRES, 2009).

A IL-1P possui importante fungdo homeostatica no organismo, como a
regulacdo da alimentacdo, sono e temperatura (REN; TORRES, 2009). Essa
citocina também estd envolvida em vérios eventos inflamatdrios, entre eles,
destacam-se: febre, hiperalgesia, liberagdo hepatica de proteinas de fase aguda,
ativacdo de linfécitos, degeneracdo das articulacBes, aumento na producdo e
liberacdo de células pela medula éssea e quimiotaxia de neutrdfilos (OLIVEIRA et
al., 2008). A liberacdo excessiva de IL-1B esta envolvida em diferentes doencas,
como na artrite reumatoide, dor neuropdtica, doenca inflamatdria intestinal,
osteoartrite, doenca vascular, esclerose maltipla e na doenca de Alzheimer (REN;
TORRES, 2009).

O TNF-o é também um importante mediador da apoptose, bem como da
imunidade inata e inflamacdo (IHNATKO; KUBES, 2007). Ele é produzido
principalmente por macr6fagos em resposta a LPS e carboidratos da superficie de
células bacterianas (BERRY et al., 2007). Embora os mondcitos/macréfagos sejam
a principal fonte de TNF-o na inflamagdo, varias células podem liberar essa
citocina, incluindo os mastécitos, linfdcitos T e B, natural killer (NK), neutrofilos,
células endoteliais, células musculares cardiacas e lisas, fibroblastos e osteoclastos
(BRADLEY, 2008).

O TNF-a interage com dois diferentes tipos de receptores, denominados
TNF RI e TNF RII, os quais iniciam cascatas de sinalizacdo que levam a
diferentes respostas bioldgicas como: apoptose, sobrevivéncia, diferenciacéo,
proliferacdo e/ou migracdo celular. Embora os receptores de TNF-o sejam
expressos em varias células e tecidos, muitos dos efeitos pré-inflamatérios dessa
citocina podem ser explicados com base nos seus efeitos no endotélio vascular e
nas interacdes endotélio-leucdcitos, como, por exemplo, aumento da adesdo
leucocitaria, da migracdo transendotelial e da permeabilidade vascular
(BRADLEY, 2008)

Uma das principais funcbes bioldgicas do TNF-o € a defesa contra
infeccBes bacterianas, virais e parasitarias. No entanto, a liberacdo de TNF-a em
grande quantidade pode ser prejudicial ao organismo e esta envolvida em varias
doencas como, por exemplo: céancer, osteoporose, sepse, diabetes, esclerose
multipla, artrite reumatoide e doenca inflamatéria intestinal (IHNATKO; KUBES,
2007; BRADLEY, 2008).

1.4. MODELOS DE INFLAMACAO

Para a avaliagdo do efeito anti-inflamatério de diferentes farmacos e/ou
plantas j& foram descritos varios modelos, como a pleurisia, a bolsa de ar, 0 edema
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de pata, a artrite e o implante de esponjas embebidas em agentes irritantes
(SEDGWICK; LEES, 1986).

O modelo da pleurisia foi originalmente desenvolvido em ratos (SPECTOR,
1956) e mais tarde reproduzido em cobaias (SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1989)
e camundongos (HENRIQUES et al.,1990). Esse modelo possibilita a avaliagdo da
exsudacdo, da migracdo celular, bem como a participacdo de diversos mediadores
como citocinas e enzimas. Esse modelo de inflamacdo é caracterizado pelo
aumento de leucécitos do tipo neutréfilos e da exsudacdo, 4 h apoés a
administracdo da carragenina na cavidade pleural. No fluido da cavidade pleural
de animais inflamados por carragenina ocorre a liberagdo de diferentes mediadores
pré-inflamatorios como citocinas, espécies reativas de oxigénio, bradicinina,
substancia P, e histamina, entre outros (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996,
1997, 1999; FRODE-SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1999; DA CUNHA et al.,
2001; FRODE; MEDEIROS, 2001; FRODE; SOUZA; CALIXTO, 2001).

Neste trabalho, optou-se pelo modelo experimental de pleurisia, uma vez
que essa técnica foi padronizada em nosso laboratdrio, é de fécil execugdo e é
considerada um bom modelo para avaliar 0 mecanismo de acdo de plantas que
possuem propriedades anti-inflamatorias.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito anti-inflamatorio do extrato bruto, fracdes e compostos
isolados das partes aéreas da Rosmarinus officinalis L., em camundongos, no
modelo da pleurisia induzida pela carragenina.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato bruto, fracBes e
compostos isolados sobre a migracdo dos leucécitos (polimorfonucleares e
mononucleares) e a exsudagao.

Il. Investigar o efeito do material vegetal sobre a atividade da
mieloperoxidase (MPO), bem como sobre as concentragBes de nitrito/nitrato
(NO,), interleucina-1 beta (IL-1p) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
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Abstract

The aim of this study was to investigate the anti-inflammatory
effects of the crude extract (CE) of Rosmarinus officinalis L., as well as its
derived fractions: hexane (HEX), ethyl acetate (AcOEt), and ethanolic
(ET), and the isolated compounds: carnosol, betulinic acid and ursolic acid,
in the mouse pleurisy model induced by carrageenan. Swiss mice were used
in the in vivo experiments. The CE and its derived fractions and isolated
compounds inhibited leukocytes, exudation, interleukin-1 beta (IL-1p) and
tumor necrosis factor-alpha (TNF-o) levels, myeloperoxidase activity
(MPO) and nitrite/nitrate production (NO,) (p <0.05). Rosmarinus
officinalis L. showed important anti-inflammatory activity by inhibition not
only of leukocytes and exudation, but also of a pro-inflammatory enzyme
and mediators (MPO, NO,, IL-1pB, and TNF-a). The present study showed
that carnosol, betulinic acid and ursolic acid compounds could be
responsible for this anti-inflammatory effect.

Keywords: Rosmarinus officinalis L., Anti-inflammatory Activity, Pleurisy,
Cytokines, Myeloperoxidase, Nitric oxide.
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1. Introduction

Plants are a good source of useful anti-inflammatory agents, and the
continuing search for novel anti-inflammatory compounds, especially from
plants with historically documented pharmacological effects, holds exciting
pharmaceutical promise.

Rosmarinus officinalis L. is a species of the Lamiaceae family
known as rosemary. It is a perennial herb native to the Mediterranean area
and it has been cultivated in many parts of the world, including Brazil
(Albuquerque et al., 2007; Bousbia, Vian, Ferhat, Petitcolas, Meklati &
Chemat, 2009). The leaves of this plant are commonly used as a condiment
for flavoring food and as a source of antioxidant compounds employed in
food conservation (Nissen, Mansson, Bertelsen, Huynh-Ba & Skibsted,
2000).

Rosmarinus officinalis L. is also widely used for medicinal
purposes. In traditional Brazilian folk medicine, this plant is used as a
sedative, antispasmodic and cardiotonic, for treating menstrual
disturbances, cough, influenza, colic, fever, pain, flatulence, stomachic,
intestinal, hepatic and renal problems, and inflammatory diseases such as
bronchial asthma (Albuquerque et al., 2007).

Some studies using experimental models and/or in vitro assays have
also demonstrated important biological effects of Rosmarinus officinalis L.,
such as antioxidant (Bakirel, Bakirel, Keles, Ulgen & Yardibi, 2007),
antimicrobial (Weckesser, Engel, Simon-Haarhaus, Wittmer, Pelz &
Schempp, 2007), diuretic (Haloui, Louedec, Michel & Lyoussi, 2000),
antidiabetic  (Bakirel, Bakirel, Keles, Ulgen & Yardibi, 2007),
antiulcerogenic  (Dias, Foglio, Possenti & Carvalho, 2000) and
antinociceptive (Takaki et al., 2008) properties. However, there are few
studies concerning the anti-inflammatory effect of this species (Altinier,
Sosa, Aquino, Mencherini, Loggia & Tubaro, 2007; Takaki et al., 2008;
Juhas, Bukovska, Cikos, Czikkova, Fabian & Koppel, 2009).

Up to now several compounds have been identified from this herb
including terpenes: carnosic acid, carnosol, ursolic acid and betulinic acid
(Almela, Sanchez-Mufioz, Fernandez-Lépez, Roca & Rabe, 2006;
Razborsek, Voncina, Dolecek & Voncina, 2008). Studies have also
demonstrated that these compounds have important anti-inflammatory
properties (Lo, Liang, Lin-Shiau, Ho & Lin, 2002; Takada & Aggarwal,
2003; Altinier, Sosa, Aquino, Mencherini, Loggia & Tubaro, 2007; Poeckel
et al., 2008).
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Motivated by the traditional use of Rosmarinus officinalis L. as an
anti-inflammatory agent in respiratory disease such as bronchial asthma and
based on the studies cited above, this work is part of our efforts to evaluate
the anti-inflammatory activity of the crude extract and derived fractions of
Rosmarinus Officinalis L. upon leukocytes and exudation levels,
myeloperoxidase activity (MPO) and nitrite/nitrate concentrations (NO,), as
well as interleukin-1 beta (IL-1B) and tumor necrosis factor-alpha levels
(TNF-a), in the inflammation induced by carrageenan in the mouse pleurisy
model. We also isolated and identified the components from Rosmarinus
officinalis L. responsible for the anti-inflammatory activity.

2. Material and Methods
2.1 Plant material and obtained crude extract

Rosmarinus officinalis L. was collected in Santo Amaro da
Imperatriz, Santa Catarina, Brazil, and identified by Dr. Daniel de Barcelos
Falkenberg from the Department of Botany, Federal University of Santa
Catarina. A voucher specimen (Exsiccate number 34918) was deposited in
the Botany Department Herbarium, Federal University of Santa Catarina,
Santa Catarina, Brazil. The crude extract of aerial parts from Rosmarinus
officinalis L. was obtained according to the methodologies described by
Machado et al. (2009).

2.2 Isolation of compounds

The crude extract (61 g) was subjected to passage on a short silica
gel column with hexane, ethyl acetate and ethanol to give the hexane (HEX:
13.3 g), ethyl acetate (AcOEt: 27.9 g) and ethanolic (ET: 13 g) fractions.
The HEX fraction (9.37 g) was submitted to a chromatographic procedure
on a silica gel column using hexane-ethyl acetate solutions with increasing
polarity as eluents to afford 13 fractions. Fractions 8-9, which were eluted
with hexane-ethyl acetate (75:25, v/v), were purified by crystallization in
acetone to give carnosol (Compound 1) (76 mg) in the form of colorless
crystals, m.p. 215-219 °C (Fig. 1A).

Further, the AcOEt fraction (8.83 g) was submitted to a silica gel
column using hexane-ethyl acetate solution in increasing order of polarity
as eluent, a procedure that afforded 33 fractions. The fractions (7-9) that
were eluted with hexane-ethyl acetate (75:25, v/v) were purified by
crystallization in ethanol yielding betulinic acid (Compound 2) (43 mg) as a
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white powder, m.p. 296-298 °C (Fig 1B). Fractions 20-33 were further
subjected to flash chromatographic columns and eluted with hexane-
acetone solution (8:2 v/v), to give ursolic acid (Compound 3) (87 mg) as a
white powder, m.p. 283-285 °C) and carnosol (Compound 1) (52.5 mg)
(Fig 1A and 1B). The structures of the known compounds were identified
by measurement of their spectroscopic data (*H NMR, **C NMR (Varian
AS-400 — Palo-Alto, CA, USA), and IR — Perkin Elmer FTIR 16 PC,
Beaconsfield, England), and comparison with the spectral data obtained
from the literature (Mahato & Kundu, 1994; Pukalskas, Van Beek &
Waard, 2005), as well as co-TLC with authentic samples.

2.3 Animals

Swiss mice, weighing 18-25 g, were housed under standardized
conditions (at constant room temperature (22 + 2 °C) with alternating 12 h
periods of light and darkness, humidity 50-60 %), and they were fed on a
standard mouse diet with water ad libitum before use. This study was
approved by the Committee for Ethics in Animal Research of the Federal
University of Santa Catarina (License number — 23080.013659/2008-44),
and the experiments were performed in accordance with the norms of the
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA). The number of
animals used was the minimum necessary to demonstrate the consistent
effects of treatment.

2.4 Experimental protocol

Initially, for analysis of the dose-response curve, different animal
groups were treated with different doses of crude extract (CE: 25 - 100
mg/kg) of Rosmarinus officinalis L. or its derived fractions: hexane fraction
(HEX: 10 - 50 mg/kg), ethyl acetate fraction (AcOEt: 5 - 50 mg/kg),
ethanolic fraction (ET: 10 - 50 mg/kg); or isolated compounds: carnosol
(CAR: 1 - 10 mg/kg), betulinic acid (BA: 1 - 10 mg/kg), ursolic acid (UA:
2.5 - 25 mg/kg) administered by intraperitoneal route (i.p.) 0.5 h before
pleurisy induction with carrageenan (Cg 1%), which was administered by
intrapleural route (i.pl.). In parallel, some animals received an injection of
either sterile saline (NaCl, 0.9%) (negative-control group) or carrageenan
(positive-control group) administered by intrapleural (i.pl.) route. After 4 h
the animals were killed with an overdose of pentobarbital, the thorax was
opened, and the pleural cavity was washed with 1.0 mL of sterile phosphate
buffered saline (PBS) (pH 7.6), composition: NaCl (130 mmol), Na,HPO,
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(5 mmol), KH,PO, (1 mmol) and distilled water (1000 ml) containing
heparin (20 1U/mL). The leukocyte migration and exudation levels were
then determined 4 h after pleurisy induction.

In another set of experiments employed to establish the time course
profile, different animal groups were pre-treated with a single dose of CE
(50 mg/kg), HEX (25 mg/kg), AcOEt (10 mg/kg), ET (50 mg/kg), CAR
(2.5 mg/kg), BA (2.5 mg/kg) or UA (25 mg/kg) administered at different
time points (0.5 - 4 h) and the same inflammatory parameters were
examined 4 h after carrageenan administration.

The best pre-treatment dose and time of administration, which
inhibited the leukocyte migration and exudation levels, was chosen for the
crude extract of Rosmarinus officinalis L. and its derived fractions, as well
as its isolated compounds. Different animal groups were then treated with
CE (50 mg/kg), HEX (25 mg/kg), AcOEt (10 mg/kg), ET (50 mg/kg), CAR
(2.5 mg/kg), BA (2.5 mg/kg) or UA (25 mg/kg) administered 0.5 h prior to
pleurisy induction in order to analyze their effects upon the following:
myeloperoxidase activity (MPO), nitrite/nitrate concentrations (NO,), and
interleukin-1 beta (IL-1B) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) levels.

Dexamethasone (0.5 mg/kg) and indomethacin (5 mg/kg)
administered by intraperitoneal route (i.p.) 0.5 h before pleurisy induction
were used as reference anti-inflammatory drugs.

2.5 Quantification of leukocyte migration and exudation levels

After Killing the animals, the fluid leakage samples from the mice
pleural cavities were collected to determine the total and differential
leukocyte contents and exudation levels. Total leukocyte counts were
performed in a Neubauer chamber, and cytospin preparations of the fluid
leakage were stained with May-Griinwald-Giemsa for the differential count
(Saleh, Calixto & Medeiros, 1996). The degree of exudation was
determined by measuring the amount of Evans blue dye extravasation.
Thus, in each experimental group animals received a solution of Evans blue
dye (25 mg/kg) administered by intravenous route (i.v.) 0.5 h before the
induction of inflammation. On the day of the analysis a batch of stored
samples was thawed at room temperature and the amount of dye was
estimated by colorimetry using an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) plate reader (Organon Teknika, Roseland, NJ, USA) at 620 nm, by
interpolation from a standard curve of Evans blue dye in the range of 0.01
to 50 pg/mL.
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2.6 Quantification of MPO activity and NO, concentrations

In-house assays of both MPO activity and NOy concentrations were
employed according to methods described in the literature (Green, Wagner,
Glowski, Skipper, Wishnok & Tannenbaum, 1982; Rao, Curie, Shaffer &
Isakson, 1993).

The MPO activity, as well as the NO, concentrations were estimated
by means of colorimetric measurements (absorbance at 520 nm and 450
nm, respectively) on an ELISA plate reader (Organon Tecknica, Roseland,
NJ, USA) by interpolation from a standard curve. Results were expressed as
mU/mL for MPO activity and uM for NO, concentrations.

2.7 Quantification of IL-18 and TNF-o. levels

For cytokine analysis, the fluid leakage samples were collected and
immediately prepared to quantify cytokine levels. In this protocol,
commercially available ELISA kits were used in accordance with the
manufacturer’s instructions. The ranges of values detected by these assays
were: IL-1p =11.72 - 750 pg/mL, and TNF-a. = 5 - 2000 pg/mL The intra-
and inter-assay coefficients of variation (CV) for IL-1f3 and TNF-a were as
follows: intra CV: IL-1p = 3.6 £ 0.5%, and TNF-o. = 7.8 + 0.9%, and inter
CV: IL-1p = 9.0 £ 1.7%, and TNF-a = 9.6 £ 2.1% with sensitivity values
for IL-1p = 1.67 pg/mL, and TNF-a = 5.0 pg/mL. All cytokine levels were
estimated by means of colorimetric measurements at 450 nm on an ELISA
plate reader (Organon Teknika, Roseland, NJ, USA) by interpolation from a
standard curve.

2.8 Drugs

The following drugs and reagents were used: carrageenan (degree
1V); human neutrophil myeloperoxidase, indomethacin, ortho-dianisidine
dihydrochloride (3,3’dimethoxybenzidine), sodium azide (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA); dexamethasone (Ache Pharmaceutical
Laboratories S.A., Sdo Paulo, SP, Brazil); sodium hydrogen phosphate, zinc
sulfate, hydrogen peroxide (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brazil); sodium
hydroxide (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brazil); Turk, May-Grinwald dye
(Newprov, Pinhais, PR, Brazil); Giemsa dye (Laborclin, Pinhais, PR,
Brazil); Evans blue dye (Acros-Organics, New Jersey, USA); n-(1-
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naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride (Merck, Darmstadt, Germany);
vanadium, sulfanilamide (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) and ELISA
kits for the quantitative determination of mouse IL-1f (IBL Immuno
Biological Laboratories Co. Ltd, Fujioka-city, Gunma, Japan, Cat n°
27193), and TNF-a (BD-Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA,
Cat n° 559732). The solvents such as hydrochloric acid, acetone,
chloroform, n-hexane, ethyl acetate, n-butanol, methanol, and ethanol, all of
analytical grade, were purchased from Synth (Diadema, SP, Brazil). Other
reagents used were also of analytical grade and obtained from different
commercial sources.

2.9 Statistical analysis

The data are reported as the mean + SEM of five animals. The
GraphPad Prism software version 3.0 was used to determine the differences
between groups by using two-way analysis of variance (ANOVA) followed
by post-hoc analysis using Student’s and Newman-Keuls tests. P-values of
less than 0.05 were considered to be significant.

3. Results
3.1 Phytochemical analysis

In this study, the phytochemical analysis of HEX and AcOEt
fractions using chromatographic procedures resulted in the isolation of
three compounds. The diterpene carnosol was isolated from both HEX and
AcOEt fractions. Carnosol (Compound 1) represented 0.81% of the HEX
and 0.59% of the AcOEt fractions (Fig 1A). In addition, both betulinic acid
(Compound 2) and ursolic acid (Compound 3) were isolated from the
AcOEt fraction. Betulinic acid and ursolic acid represented 0.98% and
0.48%, respectively, of the latter fraction (Fig 1B and C).

3.2 Effects of Rosmarinus officinalis L. upon leukocytes and exudate levels

The CE at doses of 50 and 100 mg/kg significantly decreased
leukocyte numbers by 36.31 + 5.34 and 35.68 + 3.87 % (p < 0.01), those of
neutrophils by 40.45 £ 7.23 and 42.56 £ 6.84 % (p < 0.01) and exudation by
14.98 £ 4.47 and 15.57 £ 5.38 % (p < 0.05). CE at all studied doses did not
inhibit mononuclears (p > 0.05) (Table 1).
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The hexane fraction (HEX: 10 - 50 mg/kg) also significantly
suppressed leukocytes from 34.37 £ 4.77 to 46.53 £ 5.56 % (p < 0.01),
neutrophils from 36.24 + 4.13 to 52.72 + 4.83 % (p < 0.01) and exudation
from 19.63 £ 4.90 to 19.73 £ 7.23 % (p < 0.05), but only at the dose of 25
mg/kg did this fraction inhibit mononuclears by 39.46 + 14.69 % (p < 0.05).
The HEX (10 mg/kg) treatment did not alter the levels of exudation (p >
0.05) (Table 1).

The ethyl acetate fraction (AcOEt: 10 to 50 mg/kg) produced a
significant inhibition of leukocytes from 35.21 + 4.96 to 58.86 £ 5.29 % (p
< 0.01), neutrophils from 40.88 + 4.34 to 64.64 + 8.03 % (p < 0.01) and
exudation from 25.84 + 7.17 to 29.55 + 8.94 % (p < 0.01). The AcOEt
fraction (25 and 50 mg/kg) also inhibited mononuclears by 24.55 + 7.74
and 29.05 = 12.55 % (p < 0.05), although at the lower dose of 10 mg/kg this
fraction did not modify the studied inflammatory parameters (p > 0.05)
(Table 1).

The ethanolic fraction (ET: 50 mg/kg) significantly decreased
leukocyte numbers by 61.04 + 5.52 % (p < 0.01), those of neutrophils by
64.34 £ 5.18 % (p < 0.01), mononuclears by 44.86 + 8.34 % (p < 0.01) and
exudation by 34.78 + 3.69 % (p < 0.01). At the dose of 25 mg/kg the ET
fraction only inhibited exudation by 21.03 £ 1.52 % (p < 0.01). Also, this
fraction at the dose of 10 mg/kg did not modify these parameters (p > 0.05)
(Table 1).

Since the CE and its derived fractions demonstrated important anti-
inflammatory effects, and also the HEX and AcOEt fractions presented
more pronounced inhibitory effects on studied inflammatory parameters
than the ET fraction, we speculated on which compounds isolated from
these later fractions could be responsible for these inhibitory properties.

The results showed that carnosol (CAR: 2.5 - 10 mg/kg) isolated
from hexane and ethyl acetate fractions significantly inhibited leukocytes
from 19.49 + 3.56 to 58.08 + 4.38 % (p < 0.01), neutrophils from 15.54 +
3.91 to 59.82 + 4.94 % (p < 0.05), mononuclears from 45.75 £ 7.70 to
59.46 + 3.86 % (p < 0.01) and exudation from 28.54 + 3.78 to 34.03 + 6.88
% (p < 0.01). The dose of 1 mg/kg of this compound did not inhibit the
inflammatory process caused by carrageenan (p > 0.05) (Table 2).

The betulinic acid (BA: 2.5 - 10 mg/kg) isolated from the ethyl
acetate fraction also significantly suppressed leukocytes from 18.49 + 6.89
t0 32.64 + 7.74 % (p < 0.05), neutrophils from 16.55 + 6.59 to 28.66 + 8.61
% (p < 0.05), mononuclears from 33.62 + 11.15 to 58.33 £ 3.73 % (p <
0.05) and exudation from 43.89 + 3.04 to 46.47 + 7.65% (p < 0.01). The
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lower dose of BA (1 mg/kg) only decreased exudation levels by 27.57 +
3.48 % (p < 0.01) (Table 2).

The ursolic acid (UA: 25 mg/kg) isolated from the ethyl acetate
fraction also significantly decreased leukocytes by 72.71 + 2.58 % (p <
0.01), neutrophils by 78.49 + 1.98 % (p < 0.01), mononuclears by 42.16 +
6.50 % (p < 0.01) and exudation by 50.29 * 4.25 % (p < 0.01). The doses of
2.5 and 5 mg/kg of UA only inhibited mononuclears by 33.79 + 14.77 and
34.33 £ 9.79 % (p < 0.05). On the other hand, the dose of 10 mg/kg
decreased the numbers of mononuclear cells by 47.30 £ 7.68 % (p < 0.01)
and exudation by 17.94 + 5.43 % (p < 0.05) (Table 2).

The time course profiles for the crude extract of Rosmarinus
officinalis L. and its derived fractions, as well as its isolated compounds,
showed that they were effective in inhibiting the studied inflammatory
parameters when they were administered only at 0.5 h before carrageenan,
except for the CE (50 mg/kg), which demonstrated a long-lasting anti-
inflammatory effect since it was able to reduce the inflammation caused by
carrageenan at up to 2 h of pre-treatment (results not shown).

As expected, dexamethasone and indomethacin also inhibited all
these inflammatory parameters (p < 0.05) (Tables 1 and 2).

3.3 Rosmarinus officinalis L. effects upon MPO activity and NO,
concentrations.

The pre-treatment (0.5 h) of animals with CE, its derived fractions
and isolated compounds caused a significant decrease in MPO activity
compared to control (% of inhibition: CE (50 mg/kg): 52.09 + 12.49 %,
HEX (25 mg/kg): 36.24 + 5.47 %, AcOEt (10 mg/kg): 38.70 + 8.30 %, ET
(50 mg/kg): 29.77 + 9.65 %, CAR (2.5 mg/kg): 43.86 + 12.15 %, BA (2.5
mg/kg): 50.45 + 3.91% and UA (25 mg/kg): 52.07 + 5.80 %) (p < 0.05).
NOy concentrations were also significantly decreased (% of inhibition: CE
(50 mg/kg): 53.84 = 7.4 %, HEX (25 mg/kg): 30.33 + 10.85 %, AcOEt (10
mg/kg): 57.81 + 6.19 %, ET (50 mg/kg): 67.15 £ 4.57 %, CAR (2.5 mg/kg):
46.50 £ 5.77 %, BA (2.5 mg/kg): 29.69 £ 8.60 % and UA (25 mg/kg):
31.13 +£6.49 %) (p < 0.05) (Table 3).

Dexamethasone and indomethacin were effective in inhibiting the
MPO activity and NO, concentrations (p < 0.01) (Table 3).
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3.4 Rosmarinus officinalis L. effects upon IL-18 and TNF-a levels

The CE, its derived fractions and isolated compounds also caused a
significant decrease in levels of IL-1p compared to control (% of inhibition:
CE (50 mg/kg): 59.66 + 4.99 %, HEX (25 mg/kg): 46.49 + 7.38 %, AcOEt
(10 mg/kg): 51.12 + 5.87 %, ET (50 mg/kg): 36.61 + 5.61 %, CAR (2.5
mg/kg): 38.82 + 4.99 %, BA (2.5 mg/kg): 57.88 + 7.49 % and UA (25
mg/kg): 45.83 + 4.99 %) (p < 0.05). Likewise, treatments resulted in
decreased levels of TNF-o compared to control (% of inhibition: CE (50
mg/kg): 80.40 £ 2.14 %, HEX (25 mg/kg): 72.42 + 3.77 %, AcOEt (10
mg/kg): 72.84 +2.99 %, ET (50 mg/kg): 36.90 £ 7.38 %, CAR (2.5 mg/kg):
67.63 £ 7.12 %, BA (2.5 mg/kg): 77.27 + 1.60 % and UA (25 mg/kg):
64.97 + 0.82 %) (p < 0.05) (Table 4).

Dexamethasone and indomethacin were also effective in inhibiting
these pro-inflammatory cytokines (p < 0.05) (Table 4).

4, Discussion

Excessive synthesis and release of nitric oxide and pro-inflammatory
cytokines is a common feature of chronic inflammatory diseases (Bradley,
2008; Ren & Torres, 2009). Despite the vast array of commercially
available drugs, continued efforts are in progress with the aim of
developing a ‘perfect’ anti-inflammatory drug. Both natural and synthetic
compounds with a broad spectrum of structures have been tested in vitro
and in vivo in order to develop new and more selective drugs.

Data from our study indicate that the crude extract of Rosmarinus
officinalis L. and its derived fractions had a marked anti-inflammatory
effect in a murine pleurisy model by significantly inhibiting the release of
pro-inflammatory mediators, including NOy, IL-1p and TNF-a, as well as
decreasing leukocyte activation at the site of inflammation in response to
carrageenan.

The inhibitory effect upon leukocytes found here was also associated
with a significant decrease in the activity of myeloperoxidase, which is a
key enzyme for oxygen-dependent microbicidal activity and is released by
activated neutrophils during the respiratory burst (Van Der Veen et al.,
2009). Our results have revealed that Rosmarinus Officinalis L. inhibits not
only leukocyte influx to the inflammatory site, but also leukocyte activation
(Frode & Medeiros, 2001). For this studied parameter of inflammation the
crude extract of this herb exhibited a similar anti-inflammatory pattern to
that of the reference drugs.
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Nitric oxide is another important pro-inflammatory mediator
involved in exudation and leukocyte influx in the inflammatory process
(Cuzzocrea et al.,, 2000). Our results also showed that Rosmarinus
officinalis L. and its derived fractions significantly decreased the
nitrite/nitrate concentrations. Moreover, CE presented the same pattern of
inhibitory effect on NOy as reference drugs.

The pro-inflammatory properties of IL-1p and TNF-a. in the acute, as
well as chronic inflammatory diseases are well known (Bradley, 2008; Ren
& Torres, 2009); consequently, our study also focused on these pro-
inflammatory mediators. The crude extract of Rosmarinus officinalis L. was
found not only to inhibit IL-1p and TNF-a, but it was also more effective
than the reference drugs in decreasing levels of these pro-inflammatory
cytokines, since CE (50 mg/kg) was 1.6-fold and 2.7-fold more effective in
inhibiting IL-1B and TNF-a levels than indomethacin, and 2.3-fold more
competent in decreasing TNF-a levels than dexamethasone (p < 0.05).

Although the studied fractions isolated from Rosmarinus officinalis
L. demonstrated important anti-inflammatory effects, the pattern of these
effects was different. Such distinct biological effects may be linked to the
differences in chemical composition of each fraction. Consequently, we
performed a phytochemical analysis of the HEX and AcOEt fractions since
they exhibited the most pronounced anti-inflammatory actions, with lower
doses (HEX: 25 mg/kg and AcET: 10 mg/kg) of these fractions inhibiting
inflammatory parameters to the same extent as the ethanolic fraction at a
dose of 50 mg/kg.

In an attempt to evaluate the anti-inflammatory potential of the
isolated compounds from these former fractions, we isolated betulinic acid
and ursolic acid from the AcOEt fraction and carnosol from the HEX and
AcOEt fractions. Then, we tested the effects of these compounds upon the
same studied inflammatory parameters. Our results revealed that all
compounds inhibited leukocytes, neutrophils, exudation, and MPO activity,
as well as decreasing NOy concentrations and IL-1f and TNF-a levels.
Although all the isolated compounds demonstrated important anti-
inflammatory effects upon leukocytes, exudation and pro-inflammatory
mediators that are involved in the inflammatory response, carnosol and
betulinic acid showed more pronounced anti-inflammatory effects than
ursolic acid since these compounds were effective in inhibiting the
inflammation caused by carrageenan at lower doses (2.5 mg/kg) compared
to ursolic acid (25 mg/kg). Also, the isolated compounds demonstrated even
better anti-inflammatory actions than the reference drugs. For example,
betulinic acid (2.5 mg/kg) was 1.2-fold, 1.6-fold and 2.3-fold more potent
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than indomethacin in decreasing exudation, IL-1 B and TNF-a levels,
respectively, and twice as potent as dexamethasone in inhibiting TNF-a
release (p < 0.05). Further, ursolic acid (25 mg/kg) was 1.4-fold, 1.5-fold,
1.7-fold, and 2.0-fold more potent than indomethacin in inhibiting
exudation, TNF-a, leukocytes, and neutrophil levels, respectively (p <
0.05).

Similar results have been observed by Lo, Liang, Lin-Shiau, Ho and
Lin (2002), who reported that carnosol suppressed nitric oxide production
and iINOS gene expression by inhibiting the nuclear factor kappa-B (NF-
kB) activation in LPS-activated mouse macrophages, and also by Paur,
Austenaa and Blomhoff (2008), who showed that the same compound also
decreased LPS-induced NF-kB activity in a human monocytic cell line.
Furthermore, carnosol inhibited the formation of proinflammatory
leukotrienes in human polymorphonuclear leukocytes, as well as
attenuating the formation of reactive oxygen species and the human
leukocyte elastase secretion (Poeckel et al., 2008).

In relation to betulinic acid, a study has shown that this compound
suppressed NF-kB activation induced by TNF, phorbol myristate acetate
(PMA), cigarette smoke, okadaic acid, IL-1, and hydrogen peroxide in
different cell lines (Takada & Aggarwal, 2003). Another study
demonstrated that betulinic acid was effective in decreasing skin
inflammation induced by glucose oxidase (GOD), paw edema induced by
bradykinin and ear edema induced by mezerein, DPT (12-deoxyphorbol-13-
tetradecanoate), DPP (12-deoxyphorbol-13-phenylacetate) or bryostatin
(Huguet, Recio, Mafiez, Giner & Rios, 2000). Studies in vitro showed that
betulinic acid also inhibited phospholipase A2 (PLA2) (Bernard, Scior,
Didier, Hibert & Berthon, 2001).

With respect to ursolic acid, studies have demonstrated important
anti-inflammatory activity by significantly inhibiting the edematous
response in the croton oil-induced ear edema model in mice (Altinier, Sosa,
Aquino, Mencherini, Loggia & Tubaro, 2007). This compound also
significantly attenuated the release of IL-6 and TNF-a induced in a rat
adrenal gland pheochromocytoma cell line by hydrogen peroxide (H,0,) or
the 1-methyl-4-phenylpyridinium ion (MPP+) (Tsai & Yin, 2008).

In conclusion, Rosmarinus officinalis L. showed important anti-
inflammatory properties, and its constituents carnosol, betulinic acid and
ursolic acid may well account for this. These compounds have potential as
new leads for the development of future therapeutic interventions in the
treatment of patients with inflammatory disorders.
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Fig. 1 — The chemical structure of compounds isolated from derived fractions of
Rosmarinus officinalis L. aerial parts (A) Compound 1 (carnosol) isolated from
hexane and ethyl acetate fractions. (B) Compound 2 (betulinic acid) isolated from
the ethyl acetate fraction. (C) Compound 3 (ursolic acid) isolated from the ethyl
acetate fraction.
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Table 1 — The effects of Rosmarinus officinalis L. crude extract and its
derived fractions upon leukocytes and exudate levels in the inflammation

induced by carrageenan in the murine pleurisy model.

Groups/Doses Leukocytes Neutrophils Mononuclear  Exudation
(mg/kg) (x10%) (x10%) cells (x10%) (ug/mL)

c? 4.80+0.17 4.06 £0.15 0.74 £ 0.06 11.61 +0.53
CE 25" 447 +0.25 3.65+0.23 0.82+0.11 12.38 + 0.54
CE 50" 3.06 +£0.26** 2.44 +0.30** 0.61 +0.06 9.86 + 0.52*
CE 100° 3.09+0.23** 236 +0.28** 0.73+0.15 9.79 £ 0.62*
HEX 10° 3.15+0.23** 261+0.17** 0.54+0.10 11.64 +0.69
HEX 25° 2.82+0.40** 237 +0.31** 0.45+0.11* 9.31 +0.84*
HEX 50° 257 +£0.27** 194 +0.20** 0.63+0.09 9.32+0.57*
AcOEt 5° 4.90 £0.16 4.24+0.10 0.66 +0.09 11.73 +1.05
AcOEt 10° 3.11+£0.24** 242 +0.18** 0.69 +0.08 8.17 + 1.04**
AcOEt 25° 2.83+0.16** 228 +0.18** 055+0.06 * 8.60 +0.83**
AcOEt 50° 1.97 £0.40** 1.45+0.33** 052+0.09*  8.33+0.66**
ET 10° 5.00 + 0.62 4.31 £ 0.56 0.69 +0.07 11.76 £ 0.59
ET25° 3.86 +0.64 3.10+0.54 0.76 +£0.14 9.16 +0.18**
ET50° 1.87 £0.26** 1.46 +0.21** 0.41+0.06 ** 7.56 + 0.43**
Dex 0.5° 1.75+0.29** 1.33+0.21** 042+0.12*  6.51+0.49 **
Indo 5° 226 +£0.32** 1.78 £ 0.25** 048 +0.12*  7.93+0.56 **

Crude extract (CE: 25 - 100 mg/kg) of Rosmarinus officinalis L. and its derived
fractions: hexane fraction (HEX: 10 - 50 mg/kg), ethyl acetate fraction (AcOEt: 5 -
50 mg/kg) and ethanolic fraction (ET: 10 - 50 mg/kg) administered 0.5 h before
pleurisy induction by carrageenan (1%). C = positive control group = response in
animals treated only with carrageenan. Dex = response in animals pre-treated with
dexamethasone (0.5 mg/kg). Indo = response in animals pre-treated with
indomethacin (5.0 mg/kg). * p < 0.05 and ** p < 0.01. The data are reported as the
mean + sem. a = administered by intrapleural route, b = administered by
intraperitoneal route. N = 5 animals.
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Table 2 — The effects of Rosmarinus officinalis L. isolated compounds upon
leukocytes and exudate levels in the inflammation induced by carrageenan
in the murine pleurisy model.

Groups/Doses Leukocytes Neutrophils Mononuclear ~ Exudation
(mg/kg) (x10%) (x10°) cells (x10%) (ug/mL)

ce 4.80+0.17 4.06 £0.15 0.74 £ 0.06 11.61 +0.53
Carnosol 1° 4.82+0.35 4.15+0.31 0.67 +0.08 10.25+0.79
Carnosol 2.5° 3.86+0.17** 346+0.16* 0.40+0.06 **  8.29 £ 0.44 **
Carnosol 5° 201+021** 165+020* 0.36+0.06** 7.72+0.66 **
Carnosol 10° 240+049** 210+047* 0.30x0.03** 7.65+0.80 **
Betulinic acid 1° 4.73+£0.54 412 £0.47 0.61 +0.08 8.40 + 0.40 **
Betulinic acid 2.5°  3.91 +0.33 * 342+0.27* 0.49 +0.08 * 6.51 +0.35 **
Betulinic acid 5° 3.88+0.17 * 341+0.13* 0.47 +£0.06 * 6.21 +0.89 **
Betulinicacid 10°  3.23+0.37** 292+0.35** 0.31+0.03** 6.29+0.54 **
Ursolic acid 2.5° 457 +£0.51 4.08+0.54 049+0.11* 10.66 +1.12
Ursolic acid 5° 452 +0.32 4.03+£0.29 0.49+0.07 * 9.96 + 0.86
Ursolic acid 10° 4.21+£0.36 3.82+0.37 0.39+0.06 ** 9.52+0.63*
Ursolic acid 25° 131+0.12** 0.88+0.08** 043+£0.05** 577+0.49**
Dex 0.5° 1.75+0.29* 133+x021* 042+0.12* 6.51 +0.49 **
Indo 5° 2.26 +0.32 ** 1.78+0.25** 048+0.12* 7.93 +0.56 **

Carnosol (CAR: 1 - 10 mg/kg), Betulinic acid (BA: 1 - 10 mg/kg) and Ursolic acid
(UA: 2.5 - 25 mg/kg) isolated from Rosmarinus officinalis L. administered 0.5 h
before pleurisy induction by carrageenan (1%). C = positive control group =
response in animals treated only with carrageenan. Dex = response in animals pre-
treated with dexamethasone (0.5 mg/kg). Indo = response in animals pre-treated
with indomethacin (5.0 mg/kg). * p < 0.05 and ** p < 0.01. The data are reported as
the mean + sem. a = administered by intrapleural route, b = administered by

intraperitoneal route. N = 5 animals.
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Table 3 — The effects of Rosmarinus officinalis L. crude extract, its derived
fractions and isolated compounds upon MPO activity and NOy
concentration in the inflammation induced by carrageenan in the murine
pleurisy model.

Groups/Doses (mg/kg) MPO (mU/mL) NO, (uM)

ce 408.10 + 50.96 14.88 +1.15
CE 50" 195.50 + 50.97 * 6.87 +1.10 **
HEX 25° 260.20 +22.33 * 10.37 +1.61*
AcOEt 10° 250.20 + 33.89 * 6.28 +0.92 **
ET50° 286.60 + 39.40 * 4.88 +0.68 **
Carnosol 2.5° 229.10 + 49.60 * 7.96 +0.86 **
Betulinic acid 2.5° 202.20 + 15.97 ** 10.46 +1.28 *
Ursolic acid 25° 195.60 + 23.69 ** 10.25 +0.96 *
Dex 0.5° 135.80 + 5.65 ** 5.80 + 1.20 **
Indo 5° 120.10 + 13.70 ** 7.40 +0.90 **

Crude extract (CE: 50 mg/kg) of Rosmarinus officinalis L. and its derived fractions:
hexane fraction (HEX: 25 mg/kg), ethyl acetate fraction (AcOEt: 10 mg/kg) or
ethanolic fraction (ET: 50 mg/kg), and isolated compounds: Carnosol (CAR: 2.5
mg/kg), Betulinic acid (BA: 2.5 mg/kg) or Ursolic acid (UA: 25 mg/kg)
administered 0.5 h before inflammation induction by carrageenan (1%). C =
positive control group = response in animals treated only with carrageenan. Dex =
response in animals pre-treated with dexamethasone (0.5 mg/kg). Indo = response
in animals pre-treated with indomethacin (5.0 mg/kg). * p < 0.05 and ** p < 0.01.
The data are reported as the mean £ SEM. a = administered by intrapleural route, b
= administered by intraperitoneal route. N = 5 animals.
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Table 4 — The effects of Rosmarinus officinalis L. crude extract, its derived
fractions and isolated compounds upon IL-13 and TNF-o levels in the

inflammation induced by carrageenan in the murine pleurisy model.

Groups/Doses (mg/kg) IL-1B (pg/mL) TNF-a (pg/mL)
cs 1156.00 + 118.90 2944.88 +378.71
CES50° 466.40 + 57.74 ** 577.20 + 62.92 **
HEX 25° 618.50 +85.39 * 812.30 +110.90 **
AcOEt 10° 565.00 + 67.87 ** 800.00 + 88.19 **
ET50° 732.80 £ 64.83 * 1858.00 + 217.50 *
Carnosol 2.5° 707.30 £57.74 * 953.40 + 209.80 **
Betulinic acid 2.5° 487.00 + 86.60 ** 669.50 + 47.19 **
Ursolic acid 25° 626.20 £ 57.74 * 1032.00 £ 24.23 **
Dex 0,5° 516.00 + 33.42 ** 1375.66 + 270.28 *
Indo 5° 763.50 £ 72.17 * 1553.13 + 140.30 *

Crude extract (CE: 50 mg/kg) of Rosmarinus officinalis L. and its derived fractions:
hexane fraction (HEX: 25 mg/kg), ethyl acetate fraction (AcOEt: 10 mg/kg) or
ethanolic fraction (ET: 50 mg/kg), and isolated compounds: Carnosol (CAR: 2.5
mg/kg), Betulinic acid (BA: 2.5 mg/kg) or Ursolic acid (UA: 25 mg/kg)
administered 0.5 h before inflammation induction by carrageenan (1%). C =
positive control group = response in animals treated only with carrageenan. Dex =
response in animals pre-treated with dexamethasone (0.5 mg/kg). Indo = response
in animals pre-treated with indomethacin (5.0 mg/kg). * p < 0.05 and ** p < 0.01.
The data are reported as the mean £ SEM. a = administered by intrapleural route, b
= administered by intraperitoneal route. N = 5 animals.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos o efeito do extrato bruto hidroalcodlico (CE), obtido
das partes aéreas de Rosmarinus officinalis L., bem como de suas fra¢fes: hexano
(HEX), acetato de etila (AcOEt) e etandlica (ET), e compostos isolados: carnosol
(CAR), 4cido betulinico (BA) e acido ursolico (UA), administrados por via
intraperitoneal (i.p.), no modelo da pleurisia induzida pela carregenina, em
camundongos.

Estes resultados demonstraram que o extrato bruto hidroalcodlico da
Rosmarinus officinalis L. e suas fracBes apresentaram importante atividade anti-
inflamatéria, caracterizada pela diminuicdo da exsudacdo e da quimiotaxia de
leucécitos, bem como, pela reducdo da atividade da enzima MPO e das
concentracBes dos mediadores pro-inflamatérios: NO, TNF-a e IL-1p. Resultados
semelhantes foram observados com o tratamento dos animais com dexametasona
ou indometacina.

O extrato bruto hidroalcodlico da Rosmarinus officinalis L. e suas fracfes
foram efetivos em inibir a migragdo leucocitéria, principalmente as custas de
neutrofilos, células envolvidas na resposta inflamatéria aguda (NAUSEEF, 2007).
Esse efeito sobre o influxo de leucdcitos foi associado com a diminuicdo da
atividade da MPO. A MPO ¢ uma enzima liberada por neutréfilos ativados e é
utilizada como marcador do recrutamento e ativacdo de leucdcitos, uma vez que
consiste na sua principal fonte enzimatica de oxidantes (VAN DER VEEN;
WINTHER; HEERINGA, 2009). Assim, a redu¢do da atividade da enzima MPO
revela que a Rosmarinus officinalis L. ndo somente inibiu o influxo de leucdcitos
no local da resposta inflamatéria, mas também a ativacdo dessas células.

Estudos j& demonstraram a participacdo da MPO no processo inflamatorio,
inclusive no modelo de pleurisia induzida pela carragenina, bem como no modelo
de inflamacdo duodenal induzida por turpentina, em camundongos (FAITH et al.,
2008; KOELZER et al., 2009).

Além disso, estudos clinicos demonstraram atividade ou concentragdes de
MPO significantemente elevadas no plasma de pacientes com lupus eritematoso
sistémico (TELLES et al., 2009), esclerose multipla (MINOHARA et al., 2006),
artrite reumatoide (BASKOL et al., 2006) e asma (EKMEKCI et al., 2004), no
fluido sinovial de pacientes com osteoartrite (STEINBECK et al., 2007), e na
mucosa retal de pacientes com colite ulcerativa (KRISTJANSSON et al., 2004).

O extrato bruto hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis L. e suas fracfes
reduziram também as concentrac6es de nitrito/nitrato (NO,).

A inibicdo da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) tem mostrado
ser efetiva em reduzir o dano tecidual em varios modelos de inflamagéo. Dentre
eles, destaca-se 0 modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em ratos, no qual
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o0 inibidor seletivo da iINOS GW274150 inibiu a exsudacdo e a migracdo de
neutréfilos, bem como, as concentracdes de NOy, TNF-a ¢ IL-1B no exsudato
pleural (DUGO et al., 2004). J& no modelo da pleurisia induzida por
lipopolissacarideo (LPS), em ratos, Mccluskie et al. (2004) demonstraram inibi¢&o
importante de neutréfilos no lavado broncoalveolar e da concentragdo de NO
exalado, utilizando inibidores de iNOS seletivos e ndo seletivos. Em outro estudo,
a administracdo do inibidor da NOS aminoguanidina reduziu as concentracdes
séricas de NO e TNF-a no modelo de lesdo pulmonar induzida por &cido oleico,
em ratos (YEH et al., 2008).

Outros estudos tém demonstrado também que o NO estd envolvido na
exsudacdo, entre esses, Sakaguchi et al. (2006) demonstraram que a administracao
do inibidor da NOS, L-NAME, reduziu as concentragdes de NO, e exsudagdo no
modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em ratos. Jang et al. (2004)
demonstraram ainda que a inflamagdo e o edema pulmonar induzidos por
bleomicina, em ratos, estdo associados com o aumento da expressao de iNOS no
pulmdo. Em nosso estudo, a inibicdo da concentracdo de NO, também foi
acompanhada de reducdo da exsudagdo. Nas vias aéreas, a exsudacdo possui papel
fundamental na resposta inflamatdria, uma vez que auxilia no extravasamento de
substancias pré-inflamatérias. Além disso, a exsudacdo reflete também a
gravidade da lesdo da mucosa das vias aéreas (GREIFF et al., 2003).

Estudos clinicos tém também demonstrado concentrac@es elevadas de NO
no ar exalado de pacientes com asma (BERRY et al., 2006), bem como, no plasma
e no fluido sinovial de pacientes com artrite reumatoide ou osteoartrite (SHAO et
al., 2009). Ja Ortiz et al. (2009) observaram concentracdes séricas elevadas de
NO, em pacientes com esclerose maltipla recorrente. Além disso, Cirillo et al.
(2009) demonstraram ainda aumento da expressdo de iINOS na mucosa retal de
pacientes com colite ulcerativa.

Nosso trabalho demonstrou ainda que o extrato bruto hidroalcodlico de
Rosmarinus officinalis L. e suas fracfes inibiram as concentragbes de IL-1p e
TNF-o. Além disso, o extrato bruto hidroalco6lico (50 mg/kg) foi 1,6 e 2,7 vezes
mais efetivo em inibir as concentragdes de IL-1 e TNF-a, quando comparado a
indometacina e 2,3 vezes mais efetivo em inibir a concentracdo de TNF-a, quando
comparado a dexametasona (p < 0,05). Ja as fragdes AcoEt e HEX inibiram 1,9
vezes mais a concentracdo de TNF-o quando comparadas a indometacina (p <
0,01).

Vérios estudos tém demonstrado a participacao das citocinas IL-1B ¢ TNF-
a no processo inflamatorio. Dentre esses, Baluk et al. (2009) observaram
diminuicdo significativa no remodelamento vascular de camundongos infectados
por Mycoplasma pulmonis, quando tratados com anticorpo anti-TNF-a, ou
utilizando animais knockout para o receptor TNF RI dessa citocina. J& Zhang,
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Adner e Cardell (2007) demonstraram que a IL-1p induziu, in vitro, a expressao de
receptores de bradicinina B1 e B2 no mdsculo liso da traqueia de camundongos
apos estimulacdo elétrica. Ainda, o uso de anticorpo anti-TNF-o. (Remicade)
suprimiu a expressao desses receptores neste experimento. Esses resultados
indicam que a IL-1p ¢ o TNF-a participam da hiperresponsividade brénquica no
processo inflamatorio das vias aéreas.

Bressan, Cunha e Tonussi (2006) demonstraram também que a injecdo
intra-articular de anticorpo anti-IL-1B ou anti-TNF-a reduziu o edema ¢ a
infiltracdo celular na articulagdo do joelho, no modelo experimental de artrite
induzida por LPS, em ratos. Ja, Nakae et al. (2007) demonstraram em animais
deficientes de TNF-a, diminuicdo da infiltracdo de neutrofilos, da atividade da
MPO e das concentracfes das citocinas pro-inflamatérias interleucina-4 (1L-4),
interleucina-5 (IL-5) e interleucina-17 (IL-17) no lavado broncoalveolar, no
modelo de alergia induzida por ovalbumina, em camundongos. De forma
semelhante, Mazon et al. (2008) observaram em animais knockout para o receptor
TNF RI do TNF-a, reducdo significativa da exsudacdo, da infiltracdo de
leucécitos, das concentrages de NOy, TNF-a e IL-1p, e da expressdo pulmonar de
iINOS e das moléculas de adesdo P-selectina e molécula de ades&o intercelular
(ICAM-1), no modelo da pleurisia induzida por carragenina, em camundongos.

Em outro estudo, Saperstein et al. (2009) observaram, em camundongos
knockout para IL-1p, redugdo da infiltragdo de neutrdfilos e da concentracdo da
quemocina denominada proteina inflamatéria de macréfago-2 (MIP-2) no fluido
do lavado broncoalveolar apds instilagcdo oral de TNF-a. Esse resultado sugere que
a IL-1B contribui, a0 menos em parte, com a liberagdo de quemocinas ¢ com o
recrutamento de neutréfilos mediado por TNF-q.

As citocinas IL-1p ¢ TNF-a sdo também potentes mediadores que
desempenham importante papel nas doencas inflamatdrias agudas e cronicas,
como, por exemplo, na doenca inflamatéria intestinal, na artrite reumatdide, na
osteoartrite e na esclerose multipla (BRADLEY, 2008; REN; TORRES, 2009).
Neste contexto, Goleva et al. (2008) demonstraram concentracfes elevadas de
RNAmM para IL-1B e TNF-a no fluido do lavado broncoalveolar de pacientes com
asma brénquica resistente a corticosterides. Além disso, o tratamento de
pacientes asmaticos com etanercep, antagonista de TNF-a, foi associado com a
reducdo da hiperresponsividade brénquica e melhora na funcdo pulmonar
(HOWARTH et al., 2005). O TNF-a tem sido detectado também nas articulagbes
sacroiliacas de pacientes com espindilite anquilosante, principalmente na fase
inicial da doenca (FRANCOIS et al., 2006). Petrovic-Rackov e Pejnovic (2006)
demonstraram ainda concentracdes elevadas de TNF-a no soro e no fluido sinovial
de pacientes com artrite reumatoide. Além disso, foi observado melhora clinica em
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pacientes com artrite idiopatica juvenil por meio do tratamento com 0 antagonista
do receptor da IL-1B Anakinra (PASCUAL et al., 2005).

Os nossos resultados também estdo de acordo com aqueles relatados por
Altinier et al. (2007), que observaram importante atividade anti-inflamatéria do
extrato cloroférmico de Rosmarinus officinalis reduzindo a resposta
edematogénica, no modelo de edema de orelha induzido por éleo de créton, em
camundongos. Além disso, a fragcdo enriquecida com triterpenos demonstrou efeito
similar, revelando que a atividade da Rosmarinus officinalis pode estar relacionada
com a presenca de triterpenos.

Outros estudos obtiveram resultados semelhantes, como o desenvolvido por
Juhds et al. (2009) que demonstraram que o Oleo essencial de Rosmarinus
officinalis inibiu a resposta edematogénica no modelo de edema de pata induzido
por carragenina, em camundongos. Ainda, esse mesmo trabalho demonstrou que
amostras do cdlon de animais tratados com Oleo essencial de Rosmarinus
officinalis apresentaram reducdo da atividade da MPO e das concentracdes da
citocina pré-inflamatéria interleucina-6 (IL-6), no modelo de colite induzida por
trinitrobenzeno sulfénico, em camundongos (JUHAS et al., 2009). Além disso,
outro estudo utilizando 6leo essencial de Rosmarinus officinalis também
demonstrou atividade anti-inflamatoria por inibir; 1) o influxo de leucécitos e a
exsudagdo, no modelo da pleurisia induzida por carragenina, em ratos e 2) a
resposta edematogénica, no modelo do edema de pata induzido por carragenina,
em ratos (TAKAKI et al., 2008).

Outro estudo demonstrou que o tratamento dos animais com extrato de
Rosmarinus officinalis inibiu a infiltracdo de leucdcitos, as custas de neutrdfilos e
de eosindfilos, no fluido do lavado brocoalveolar e reduziu a expressdo pulmonar
das citocinas quimiotaticas: proteina inflamatéria de macréfagos-1o. (MIP-1a),
proteina quimiotatica de macrofagos-1 (MCP-1) e quimiocina derivada de
queratindcitos (KC), no modelo de inflamacao pulmonar induzida por exposi¢édo a
particulas de diesel, em camundongos (INOUE et al., 2006). Além disso, Peng et
al. (2007) observaram que o extrato de Rosmarinus officinalis promoveu redugéo
significativa na producdo de NO em cultura de macréfagos de camundongos
(RAW 264.7) estimulados com LPS. Tsai et al. (2007) observaram ainda que esta
reducdo da concentracdo de NO foi associada a inibi¢do da expresséo de iNOS. Ja
Cheung e Tai (2007) demonstraram que o0 extrato de Rosmarinus officinalis
também reduziu a expressdo de RNAm para 1L-1pB e ciclooxigenase-2 (COX-2)
em cultura de macréfagos de camundongos (RAW 264.7) estimulados com LPS.

E importante salientar que, em nosso estudo, as fracdes HEX e AcOEt
demonstraram melhor efeito anti-inflamat6rio comparadas a fracdo ET, tendo em
vista que doses inferiores (HEX: 25 mg/kg and AcOET: 10 mg/kg) foram efetivas
em inibir todos os parametros inflamatdrios estudados quando comparadas a
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fracdo ET, a qual também inibiu estes parametros, mas em dose superior (50
mg/kg). Estes distintos padrdes de efeito anti-inflamatério podem ser relacionados
as diferencas entre a composicdo quimica de cada fracdo. Desta forma, nos
realizamos analise fitoquimica das fragdes HEX e AcOEt, uma vez que estas
fracGes apresentaram melhor resposta anti-inflamatéria.

Neste contexto, n6s isolamos o &cido betulinico e o cido ursélico da fragéo
AcOEt e o carnosol das fracdes HEX e AcOEt. Da mesma forma, nds testamos 0s
efeitos destes compostos sobre os mesmos parametros inflamatérios estudados.

Nossos resultados demonstraram que todos estes compostos inibiram a
migracdo leucocitaria, exsudacdo, atividade da enzima MPO, bem como, as
concentragBes de NOy IL-1p e TNF-a. Nas mesmas condi¢es experimentais, 0s
compostos isolados foram, algumas vezes, mais potentes em inibir esses
parametros avaliados quando comparados a dexametasona e a indometacina. Neste
contexto, o &cido betulinico (2,5 mg/kg) foi 1,2; 1,6 e 2,3 vezes mais potente que a
indometacina em reduzir as concentragdes de exsudato, IL-1 B e TNF-a,
respectivamente, e 2,0 vezes mais potente em inibir a concentracdo de TNF-a que
a dexametasona (p < 0,05). Da mesma forma, o &cido ursolico (25 mg/kg) inibiu
1,4; 1,5; 1,7; e 2,0 vezes mais as concentracbes de exsudato e TNF-o, e a
infiltracdo de leucdcitos e neutrofilos, respectivamente, quando comparado a
indometacina (p < 0,05).

Resultados similares foram observados em outros estudos que
demonstraram que o carnosol reduziu: 1) as concentracBes séricas de IL-6, a
atividade da MPO, e a expressdo de ICAM-1 e do fator de transcricdo nuclear-
kappa B (NF-kB) em tecido hepatico, no modelo de isquemia/reperfusao
intestinal, em ratos (YAO et al., 2009); 2) a ativacdo do NF-xB em cultura de
células mononucleares humanas (U937) estimuladas com LPS (PAUR,;
AUSTENAA; BLOMHOFF, 2008); 3) a concentracdo de NO e a expressdo de
iNOS por meio da inibicdo da ativacdo do NF-kB em cultura de macréfagos de
camundongos (RAW 264,7) estimulados com LPS (LO et al., 2002); e 4) a
formacdo de espécies reativas de oxigénio e a secrecdo de elastase leucocitéria
humana em neutréfilos estimulados com n-formil-metionil-leucil-fenilalanina
(fMLP), bem como a formacdo de leucotrienos em neutr6filos humanos
estimulados com célcio ionéforo A23187 na presenca de &cido araquidbnico
(POECKEL et al., 2008).

Com relacdo ao 4cido betulinico, estudos demonstraram que este composto:
1) inibiu a producdo de interferon gama (IFN-y) e aumentou a producdo da
citocina anti-inflamatéria interleucina-10 (IL-10), em leucdcitos humanos
estimulados com fitohemaglutinina (PHA) e LPS (ZDZISINSKA et al., 2003); 2)
inibiu a expressdo das moléculas de adesdo ICAM-1, E-selectina e molécula de
adesdo vascular-1 (VCAM-1), em cultura de células endoteliais humanas de veia
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de corddo umbilical (HUVEC) estimuladas com TNF-a (YOON et al., 2009), bem
como de ICAM-1 em cultura de células humanas de carcinoma de pulméo (A-549)
estimuladas com IL-1p (FU et al, 2005); 3) inibiu a ativacdo do NF-xB induzida
por peroxido de hidrogénio (H,O,), forbol-12-meristato-13-acetato (PMA),
fumaca de cigarro, acido ocadaico, IL-1B e/fou TNF-o. em cultura de diferentes
tipos de células humanas tais como: células endoteliais de veia de corddo
umbilical (HUVEC); de carcinoma de colon (HCT 116, Caco 2), de pulméo
(H1299), e de prostata (PC-3) (TAKADA; AGGARWAL, 2003; RABI;
SHUKLA; GUPTA, 2008; YOON et al., 2009).

Para o acido ursdlico, estudos demonstraram importante atividade anti-
inflamatdria desse composto por inibir: 1) a liberacdo de IL-6 € TNF-a induzida
por H,O, ou ion 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+), em cultura de células de
feocromocitoma de gléndula adrenal de rato (PC12) (TSAI; YIN, 2008); 2) a
formagéo de NO em macréfagos de camundongos (RAW 264,7) estimulados com
LPS (LO et al., 2002; KWON et al., 2009); 3) a resposta edematogénica no
modelo de edema de orelha induzido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA) ou 6leo de croton, em camundongos (BANNO et al., 2004; ALTINIER et
al., 2007), e no modelo de edema de pata induzido por dextran ou carragenina, em
ratos (CHATTOPADHYAY et al., 2002; MICELI et al., 2005); 4) a atividade da
MPO, no modelo de edema de orelha induzido por TPA, em camundongos (FAN,
et al. 2004); 5) as concentracdes € a expressdo de TNF-o, IL-1p e IL-6 em células
de melanoma de camundongos (B16/F10) (MANU; KUTTAN, 2008); 6) a
expressao de COX-2 e iNOS, bem como producdo de interleucina-8 (IL-8)
induzida por LPS em cultura de células epiteliais de pulmdo humanas (A-549)
(LEE et al., 2008); e 7) a ativacdo do NF-xB induzido por TNF, PMA, &cido
ocadaico, H,O, e fumaca de cigarro ou LPS em cultura de células leucémicas de
linfécitos T humanas (Jurkat) e células epiteliais de pulmdo humanas (A-549)
(SHISHODIA et al., 2003; LEE et al., 2008).

Com os resultados obtidos, pode-se sugerir que o tratamento prévio de
camundongos inflamados com carragenina com Rosmarinus officinalis L.
demonstrou importante atividade anti-inflamatdria, e seus constituintes, carnosol,
acido betulinico e &cido ursélico, podem ser os responsaveis por essa atividade.
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5. CONCLUSOES

I. O mecanismo de acdo anti-inflamatério da Rosmarinus officinalis L.
parece estar relacionado a inibicdo da infiltracdo de leucdcitos, bem como a
diminuigcdo da MPO, NO, IL-1p € TNF-o;

Il. Tanto o extrato bruto hidroalcodlico como as fracdes derivadas e
compostos isolados da Rosmarinus officinalis L., inibiram os parametros avaliados
de forma semelhante a dexametasona e a indometacina;

I1l. Os compostos carnosol, acido betulinico e acido ursolico parecem ser
os responsaveis pelo efeito anti-inflamat6rio apresentado pela Rosmarinus
officinalis L.;

IV. Os compostos, carnosol, acido betulinico e acido ursélico, podem ser
importantes candidatos ao desenvolvimento de farmacos com potencial atividade
anti-inflamatoria.
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Extrato bruto, fragoes e
compostos isolados de
Rosmarinus officinalis L.

| B IL-1B W TNF-a
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Figura 2: Efeito anti-inflamatorio proposto para a Rosmarinus officinalis L. MPO:
Mieloperoxidase, IL-1p: Interleucina-1 beta, TNF-a: fator de necrose tumoral alfa, NO:
oxido nitrico, ( - ): efeito de inibicdo.
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6. PERSPECTIVAS
I. Verificar se o efeito anti-inflamatério da Rosmarinus officinalis L. esta
relacionado a inibicdo de outros mediadores inflamat6rios como a bradicinina,
substancia P e histaming;
Il. Avaliar se o efeito anti-inflamatério da Rosmarinus officinalis L. esta
associado a inibicdo da expressdo de RNAm para os mediadores e as citocinas
pré-inflamatorias estudadas

I1l. Realizar modificacdes estruturais no carnosol, acido betulinico e &acido
ursélico para verificar se ocorre aumento da atividade anti-inflamatéria.

IV. Avaliar a toxicidade do extrato bruto da Rosmarinus officinalis L. in vivo;
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APENDICE A
Protocolo de extracgéo do extrato bruto, fragdes e compostos isolados da
Rosmarinus officinalis L.
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Material Vegetal seco e moido

Maceragdo em etanol 96%

(15 dias) |

Extrato bruto
hidroalcodlico

> Bioensaios

Filtra¢do em silica

| }

Fragdo Fracdo Frat;ralo Bioensaios
Hexano Acetato de Etila Etandlica
Compostos . .
Bioensaios
Isolados

Métodos espectroscdpicos:
IV,RMN
Ponto de fusao

Elucidacgdo
Estrutural

Apéndice A: Fracionamento da espécie Rosmarinus officinalis L. IV: Infravermelho,
RMN: Ressonancia Magnética Nuclear.
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APENDICE B
Protocolo do estudo da atividade anti-inflamatdria do extrato bruto,
fragdes e compostos isolados da Rosmarinus officinalis L., no modelo da
pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos
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Extrato Bruto Fracoes Compostos Isolados

\
Triagem Inicial:
Curva Dose-Resposta
Curva Tempo-Resposta
(melhor dose e periodo de pré-tratamento)

A 4 A 4

Enzimada Mediadores da
Inflamagao Inflamagao
MPO Citocinas NOx
TNF-0 IL-1B

Apéndice B - Protocolo do estudo do extrato bruto, fragbes e compostos isolados da
Rosmarinus officinalis L., no modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos. MPO: Mieloperoxidase, IL-1p: Interleucina-1 beta, TNF-a: fator de necrose
tumoral alfa, NO,: concentrac@es de nitrato/nitrito
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ANEXO A
Protocolo e cadastro da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
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