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RESUMO

Centaurea benedicta L., conhecida como “cardo-santo”, é usada na medicina tradicional
como tonico, antidepressivo, anti-inflamatoério, antibacteriana e antisséptica. A presenca de
substancias, tais como cnicina, uma lactona sesquiterpénica, pode ser responsavel por suas
propriedades terapéuticas. O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade anti-
inflamatdria topica do extrato e da cnicina obtidos das folhas de C. benedicta em modelos
experimentais. Apos coleta, folhas foram submetidas a extracdo com diclorometano e etanol
(9:1v/v) por lavagem foliar, obtendo o extrato ECB. Em seguida, ECB foi caracterizado por
cromatografia em equipamento de UPLC-MS-Q/TOF e a cnicina (CNI) isolada em Coluna
Liquida a Vacuo e identificada por cromatografia e espectrometria de massas. A atividade
anti-inflamatoria topica foi avaliada pelo método de edema de orelha induzido por agentes
flogisticos (6leo de Croton, fenol, capsaicina e histamina) nas doses de 0,1, 0,5 e 1 mg/orelha.
Mieloperoxidase (MPO), N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), oxido nitrico (ON) e anélise
histopatoldgica foram avaliadas. Os dados foram demonstrados como médiaterro padrdo e
andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Student-Newman—Keuls foi usada para
medir o grau de significancia (p < 0,05). Usando UPLC-MS-Q/TOF, com perfil
cromatografico, no tempo de retencdo de 4,85 (modo positivo) e 4,87 (modo negativo), e
espectro de fragmentacdo, a cnicina foi identificada. Apds 24 horas de tratamento, ECB
(59,76, 76,07 e 82,22% em doses crescentes) e CNI (39,59, 56,00 e 69,79% em doses
crescentes) diminuiram a espessura do edema. ECB (68,07, 76,60 e 78,60%, 0,1, 0,5 e 1
mg/orelha, respectivamente) e CNI (89,64, 94,32 e 94,72% nas respectivas doses de 0,1, 0,5 e
1mg/orelha, respectivamente) também reduziram a massa. As atividades de MPO e NAG e 0s
niveis de ON foram reduzidos. A analise histopatoldgica revelou que a espessura do edema,
os leucocitos e a vasodilatagdo foram inibidos ap6s tratamento com ECB e CNI. Nas doses de
0,1, 0,5 e 1 mg/orelha, a espessura (ECB = 48,10, 54,10 e 55,10% e CNI = 35,30, 47,60 e
47,10%, respectivamente) e a massa (ECB = 51,20, 58,70 e 62,50% e CNI = 65,80, 72,40 e
76,10%, respectivamente) foram diminuidas apds inducdo do edema por fenol. ECB inibiu a
acdo da capsaicina reduzindo a espessura (37,75, 43,11 e 58,10% nas doses de 0,1, 0,5¢e
1mg/orelha, respectivamente) e a massa das orelhas em 34,01 (0,1 mg/orelha), 44,24 (0,5
mg/orelha) e 55,80% (1 mg/orelha), enquanto CNI ndo foi efetiva. Apds 90 minutos de
inducdo do edema por histamina, ECB e CNI reduziram a espessura e a massa do edema da
orelha. Os resultados sugerem que ECB e CNI de C. benedicta apresentam atividade anti-
inflamatoria tépica, abrindo novas possibilidades para o tratamento de disturbios associados a
processos inflamatorios da pele.

Palavras-chave: Centaurea benedicta; cnicina; edema de orelha; inflamacdo; atividade anti-
inflamatoria.



ABSTRACT

Centaurea benedicta L., known as "cardo-santo”, is used in traditional medicine as tonic,
antidepressant, anti-inflammatory, antibacterial and antiseptic. The presence of substances,
such as cnicin, a sesquiterpene lactone, may be responsible for its therapeutic properties. The
present study aimed to evaluate the topical anti-inflammatory activity of the extract and cnicin
obtained from C. benedicta leaves in experimental models. After collection, leaves were
extracted with dichloromethane and ethanol (9:1 v/v) by foliar washing for acquisition of
extract ECB. Then, ECB was characterized by chromatography on UPLC-MS-Q/TOF
equipment and cnicin (CNI) isolated in Vacuum Liquid Column and identified by
chromatography and mass spectrometry. The topical anti-inflammatory activity was evaluated
by the ear edema method induced by phlogistic agents (Croton oil, phenol, capsaicin and
histamine) at the doses of 0.1, 0.5 and 1 mg/ear. Myeloperoxidase (MPO), N-acetyl-B-D-
glucosaminidase (NAG), nitric oxide (NO) and histopathological analysis were assessed. Data
were demonstrated as mean + standard error and analysis of variance (ANOVA) followed by
the Student-Newman-Keuls test was used to measure the degree of significance (p < 0.05).
Using UPLC-MS-Q/TOF, with a chromatographic profile, at the retention time of 4.85
(positive mode) and 4.87 (negative mode), and fragmentation spectrum, cnicin was identified.
After 24 hours of treatment, ECB (59.76, 76.07 and 82.22% in increasing doses) and CNI
(39.59, 56.00 and 69.79% in increasing doses) decreased the thickness of the edema. ECC
(68.07, 76.60 and 78.60%, 0.1, 0.5 and 1 mg/ear, respectively) and CNI (89.64, 94.32 and
94.72% at respective doses of 0.1, 0.5 and 1 mg/ear) also reduced the weight. MPO and NAG
activities and NO levels were reduced. Histopathological analysis revealed that edema
thickness, leukocytes and vasodilation were inhibited after ECB and CNI treatment. At doses
of 0.1, 0.5 and 1mg/ear, the thickness (ECB = 48.10, 54.10 and 55.10% and CNI = 35.30,
47.60 and 47.10%, respectively) and weight (ECB = 51.20, 58.70 and 62.50% and CNI =
65.80, 72.40 and 76.10%, respectively) were decreased after induction of phenol edema. ECB
inhibited the action of the capsaicin by reducing the thickness (37.75, 43.11 and 58.10% at the
doses of 0.1, 0.5 and 1 mg/ear, respectively) and the weight of the ears at 34.01 (0.1 mg/ear),
44.24 (0.5 mg/ear) and 55.80% (1 mg/ear), while CNI was not effective. Ninety minutes after
the induction by histamine, ECB and CNI reduced the thickness and weight of ear edema. The
results suggest that ECB and CNI from C. benedicta leaves present topical anti-inflammatory
activity, opening new possibilities for the treatment of disorders associated with inflammatory
processes in the skin.

Keywords: Centaurea benedicta; cnicin; ear edema; inflammation; anti-inflammatory
activity.



Figural -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -
Figura 7 -
Figura 8 -
Figura 9 -
Figura 10 -
Figura 11 -
Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

LISTA DE ILUSTRACOES

P.
Foto da espécie Centaurea benedicta L. .......ccocevevveiievieieicic e 4
Estrutura quimica da CNICING..........cooeiiiiiieerere s 8
Biossintese simplificada das lactonas sesquiterpénicas.............ccoceeeevrvennnne. 10
Mecanismo simplificado do processo inflamatorio............ccccceevevivereinenen, 13
Coluna cromatografica a vacuo durante o processo de separacao................ 24
Curva padréo para doseamento de proteinas totais............ccceeevverrevveseennn. 29
Cromatograma e espectro de massas do extrato de C. benedicta................. 33
Fracdes obtidas apds separacao por coluna cromatografica a vacuo............ 35
Precipitado formado no baldo apds rotaevaporacao e filtrado...................... 36
Rendimento total de cnicina ao final do processo...........cccovveveviveieereceennnnn 36
Cromatograma da fracdo isolada do extrato de C. benedicta........................ 37

Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre o edema de 38
orelha induzido por 610 de CrotON...........cccveeieieine e
Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre as atividades de 40
MPO e NAG e ON em edema de orelha induzido por 6leo de Croton.........
Cortes histoldgicos representativos de fragmentos de orelhas com edema
induzido por 6leo de Croton apds tratamento com extrato de C. benedicta 41
Lol 0 [o] ] - PP PSSP
Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicinasobre o edema de 43
orelha induzido por fenol..........c.cooveoiei i
Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicinasobre o edema de 44
orelha iNduzido POr CAPSAICING.........ervirvirieiiieieeeee et
Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre a espessura da 45
orelha apos inducdo do edema por histamina.

Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre a massa da 46

orelha apos inducéo do edema por histamina.



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

LISTA DE TABELAS

Distribuicdo da Centaurea benedicta L. n0o mundo...........ccccceveveieerrenenne.

Denominacgdes populares da Centaurea benedicta L. em diferentes
o L0 4TSS P S PPP

Classificacdo taxondmica da espécie Cnicus benedictus ou Centaurea
DENEAICTAL ... et

Gradiente utilizado durante a analise por UPLC-Q-TOF.........cccccceverinnennnn.
Gradiente de eluiGio emM CLAE ...

Esquema para construcao de curva padrdo para doseamento de proteinas
10] F- LS SR

23

25

29



AA
AEBt
AFBt
AP-1
CCD
CLAE
CLAE-DAD
CLv
CNI
COX
COX-2
CTLs
DAMPs
DSS
ECB
EFBt
ERO
FPP
GM-CSF
GSH
HEAS
HTBA
IL-1
IL-1a
IL-1B
IL-6
IL-4
IL-7
IL-10
INOS
IPP
LOOH

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido Araquidénico

Extrato aquoso das partes aéreas de Baccharis trimera
Fracdo aquosa de sedimentos

Proteina ativadora 1

Cromatografia em camada delgada

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de diodos

Coluna cromatogréfica a vacuo

Cnicina

cicloxigenases

ciclioxigenase-2

Linfocitos T citotoxicos

Padrdo molecular associado a perigos
Sulfato de dextrano

Extrato de Centaurea benedicta

Fracdo sobrenadante etanolica

Espécies Reativas de Oxigénio

Farnesil pirofosfato

Fator estimulante de colénias de granuldcitos/macrofagos
Glutationa

Extrato hidroalcodlico de inflorescéncias de Achyrocline satureioides
Brometo de hexadeciltrimetilamonio
Interleucina 1

Interleucina -1a

Interleucina 1P

Interleucina 6

Inteleucina 4

Interleucina 7

Interleucina 10

atividade da dxido nitrico sintase induzivel
Isopentenil difosfato

hidroperdxido lipidicos



LTSs
M-CSF
MEP
MG
ML
MPO -
MRSA
MVA
NAG -
NF-xB
ON
PAF
PAMPs
PKAM
PLA,
PKC
SOD
TNF-a
TPA
TLRs
UPLC
5- LOX

Lactonas Sesquiterpenicas

Fator estimulante de col6nias de macrofagos
2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato

Mikania glomerata

Mikania laevigata

Mieloperoxidase

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
Mevalonato

N-acetil-pB-D-glucosaminidase

Factor nuclear kappa B

Oxido nitrico

Fator de ativacdo plaquetaria

PadrGes moleculares associados a patdgenos
Proteina quinase ativada por mitégeno
Fosfolipase A,

Proteina quinase C

Superéxido dismutase

Fator de necrose tumoral alfa
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)
Receptores Toll-like

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

5-lipoxigenases



2.1
2.2
2.2.1
2.2.2
2.2.3
2.24
2.3
23.1
2.4
2.5
2.6
2.7

4.1
4.2

5.1
5.2
521
5.2.2
5.2.3
5.3
54
54.1
5.4.2
5.4.3
5.4.4

SUMARIO

P.
LN EI0] 5161070 IR 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA........oiiinriineiseineeesessisssss s 3
CARACTERISTICAS DAS PLANTAS DA FAMILIA ASTERACEAE.......... 3
ESPECIE Centaurea DENEAICEA. ............ccceverveveeeeerreeseeeeeseses s eses s 3
ASPectos DOtanICOS € agrONOMICOS. .........ueiuiriieieieie ettt 5
Usos medicinais e etnofarmacolOgiCo..........ccoovieririiiiiieiie e, 6
CONSEITUICAD QUIMICAL......cvevviriiereteese ettt enens 6
Atividades bioldgicas e farmacolOgiCas...........ccovevvveveriieiieiesie e 7
CINTCINA et e e et e e st e e s e e e snae e e sneeeenneeeans 8
Atividades bioldgicas e farmacolOgiCas.........cooeviirereinieniiese e 8
CARACTERISTICAS GERAIS DAS LACTONAS SESQUITERPENICAS... 9
ASPECTOS GERAIS DO PROCESSO INFLAMATORIO........ccoovevirerirerenn. 12
CARACTERISTICAS DA PELE E O PROCESSO INFLAMATORIO............ 14
PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE
PLANTAS DA FAMILIA ASTERACEAE..........coooieeeeeeeeeseessen s 16
JUSTIFICATIVA et 20
OBUIETIVOS ...ttt et e e nnae e nne e e s 21
OBJIETIVOS GERAIS..... .ottt 21
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ooveeeeeeteeeeteeeseeeeesseesss s es s 21
MATERIAIS E METODOS........cooiieieeieeiieeeeeeiees st ses st 22
MATERIAL VEGETAL ..c.oiiiiieiet ettt 22
OBTEN(;AO DO EXTRATO VEGETAL E ISOLAMENTO DA CNICINA 22
Perfil cromatografico do extrato de C. benedicta por UPLC-MS-Q-TOF........... 22
1SO1AMENTO A CNICING......oviieiiiicieee e 24
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).........ccccccoveveiievecieciece e 25
ANIMALS. ..ottt e s re bt neare s 25
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA............... 26
Edema de orelha induzido pela aplicagéo topica de 6leo de Croton.................... 26
Edema de orelha induzido pela aplicagdo tdpica de fenol...........ccccevvrvirrinnenn, 26
Edema de orelha induzido pela aplicagdo topica de capsaiCina...........ccccevervenens 27

Edema de orelha induzido pela aplicagdo topica de histamina..............cc.ceeenen. 27



5.5
5.5.1
5.5.2
5.5.3
5.54
5.5.5
5.6
5.7

6.1

6.2

6.3

6.3.1

6.3.2

6.4

6.5

6.6

ENSAIOS DOS MARCADORES INFLAMATORIOS........cccooeveveiercieieae, 28

Obtencao do SOLrenadante..........c.coveieiieiieie e 28
Dosagem de Proteinas TOalS.........c.coviieieeiiiiieieere e ee e 28
Avaliacéo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)..........c.cccovevivrininne 30
Avaliagéo da atividade da enzima N-acetil-p-d-glucosaminidase (NAG)........... 30
Determinagdo do OXIdO NITFCO.......ccceeiiiecicce e 30
ANALISE HISTOPATOLOGICA.........ooooeveeeeeeeeeeee e eeesesie s 31
ANALISE ESTATISTICA. ....ooveeeeeeeeee et esae s 31
RESULTADOS. ...ttt sttt e e e snae e nna e e nneeans 32
PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO DE C. benedicta 32
ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA CNICINA........ccooovieereeereerereeinens 35

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DO EXTRATO DE Centaurea
benedicta E CNICINA EM EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR OLEO

DE CROTON. ...ttt ettt e e e e snae e e snaeeennnaeen 37
Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre os marcadores
INTIAMALOTIOS. ... e 39
Analises histopatoldgicas do processo inflamatério cutaneo induzido por 6leo

(o[- (0] (o] TR USSP PRSP 40
EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DO EXTRATO DE Centaurea
benedicta E CNICINA EM EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR FENOL 42
EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DO EXTRATO DE Centaurea
benedicta E CNICINA EM EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR

(7 A oSy AN [ | N 1 SRS 43
EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DO EXTRATO DE Centaurea
benedicta E CNICINA SOBRE O EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR

HISTAMINA  .....ooorviiieeeeeteeeee ettt sn s st 44
DISCUSSAOQ......cooieeiieeeeeiieeteetses e ss s s st st nesnenseneesans 47
CONCLUSAD. ......oceieeeeeeeeeee ettt 55
REFERENCIAS. ......oo oottt enee st ss st ene st nan s 56



1. INTRODUCAO

Desde seus primordios, o homem vive em contato direto com a natureza, a qual é
responsavel por fornecer condicdes para a sobrevivéncia e o desenvolvimento humano.
Nessas condi¢bes, o conhecimento gradual, adquirido através de tentativa e erro,
proporcionou o refinamento de técnicas que variam desde o preparo de alimentos a base de
plantas até a criacdo de medicamentos. Por isso, ao longo dos anos, informac6es sobre plantas
medicinais vém sendo passadas de geracdo em geracao, sendo, dessa forma, usadas por quase

todas as culturas como fonte de cura e manutencao da satde (JAMSHIDI-KIA et at., 2017).

O estudo de plantas através da avaliagdo de suas propriedades medicinais é
considerado uma das ciéncias mais antigas em paises como China, Grécia, Egito e India.
Correlacionando o contexto historico, a demanda global de medicamento a base de plantas
ndo somente é grande, mas também crescente (HAMILTON, 2004) e o consumo dessas
plantas, muitas vezes, é justificado pelo alto custo dos medicamentos sintéticos patenteados e
a seus multiplos efeitos colaterais. Sendo assim, o tratamento de muitos disturbios usando
plantas medicinais (por exemplo, alho, ginseng, gengibre, entre outras), ao longo do tempo, se
tornou popular, o que despertou a atencdo da comunidade cientifica, proporcionando um
maior impacto académico nas publicacdes com temas relacionados a plantas medicinais
(RAFIEIAN-KOPAEI, 2012).

Segundo Takaki et al. (2007), o Brasil é um dos paises com uma das maiores
biodiversidades mundiais com aproximadamente 22% de todas as espécies vegetais do planeta
e com uma extensa diversidade cultural. Apresenta cerca de 206 diferentes grupos indigenas
inseridos neste contexto com grande potencial no processo de aprimoramento e

descobrimento de novas plantas e principios ativos com propriedades farmacoldgicas.

Centaurea benedicta L., originalmente oriunda da regido asiatica e europeia, € também
denominada popularmente em paises de lingua portuguesa como “Cardo Santo” e “Cardo
Bento”. Pertencente a familia das Asteraceae, C. benedicta é uma planta que possui
aproximadamente de 30 a 50 centimetros de altura e se caracteriza principalmente pelos seus
usos medicinais, destacando como anti-inflamatorio, cicatrizante, antitérmica, estimulador do
apetite, aumenta a secrecdo biliar, fortalece o figado, diminui a ictericia, entre outras
aplicacdes (MABONA; VUUREN, 2013; ULBRICHT et al., 2008). Essas caracteristicas



podem estar relacionadas ao sabor amargo da planta que é decorrente principalmente da
cnicina, uma lactona sesquiterpénica encontrada em abundancia nesta espécie. Entre os efeitos
farmacoldgicos da C. benedicta, as acbes antimicrobiana, citotdxica contra células
cancerigenas, cicatrizante e anti-inflamatéria tém sido alvos de estudos (AL-SNAFI, 2016;
MABONA; VUUREN, 2013). Com base nestes aspectos, a avaliacdo da atividade anti-
inflamatoria topica do extrato das folhas de C. benedicta e cnicina podem contribuir para
futuras aplicacbes terapéuticas em desordens cutineas, subsidiando estudos e

desenvolvimentos de produtos farmacéuticos e dermocosmeticos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS DAS PLANTAS DA FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae compreende cerca de 23.000 (vinte e trés mil) espécies e
pertence a divisdo das Angiospermas com capacidade de produzirem frutos e flores. Com
excecdo da Antartida, as espécies podem ser encontradas em todo o mundo e apresentam
papel proeminente no ecossistema terrestre com grande influéncia na evolucdo de muitas
espécies de animais, como abelhas, vespas e beija-flores, que dependem da inflorescéncia
para sua sobrevivéncia (FUNK, 2009; BARREDA, 2015).

Como caracteristica fitoquimica marcante desta familia, destacam-se as lactonas
sesquiterpénicas que sdo encontradas em abundancia. Sua biossintese, diversidade gquimica,
estrutural e propriedades fisiologicas sdo frequentemente relacionadas ao sucesso adaptativo e
evolutivo das Asteradceas (NGUYEN et al., 2016). Além disso, diversos géneros e subgéneros
desta familia sdo usados na medicina popular devido a presenca de acidos feno6licos e lactonas
sesquiterpénicas, entre outros constituintes (GIAMBANELLI et al., 2018).

2.2 ESPECIE Centaurea benedicta L.

Centaurea benedicta L., (Figura 1) também denominada como Cnicus benedictus e
Cardus benedictus, pertence a familia Asteraceac e popularmente conhecida como “Cardo
Santo”. E uma espécie definida como uma erva anual, nativa da regido mediterranea e
distribuida principalmente por todo o Sudeste e regido Central da Europa (Tabela 1). Na
medicina tradicional indigena de vérios paises, esta planta é utilizada como tonico,
antidepressiva, anti-inflamatoria, antibacteriana e antisséptica, para o tratamento de

queimaduras e feridas e na producéo de licores e cervejas (PENG et al., 2017).



Figura 1- Foto da espécie Centaurea benedicta L.

Tabela 1 - Distribuicdo da Centaurea benedicta L. no mundo.

Continente Paises
Africa Argélia, Libia e Egito
America do Norte Canada e EUA
America do Sul Equador, Argentina, Chile e Uruguai
Asia Afeganistéo, Ird, Iraque, Cazaquistdo, Quirguistdo, Tadjiquistéo,

Turcomenistdo, Turquia, Uzbequistdo, Jordania, Libano, Palestina,

Siria, Turquia, China e Paquistdo

Europa Albéania, Boshia e Herzegovina, Bulgaria, Grécia, Italia e

Maceddbnia

Fonte: AL-SNAFI, 2016; CAN et al., 2017.

Devido a sua popularidade e fama milagrosa, no inicio do século XVI, C. benedicta ja
era amplamente cultivada em jardins de mosteiros. Ao nivel religioso, esta espécie era
associada a purificacdo e, com isso, usada em rituais. Seu crescente sucesso fez com que
adquirisse varias denominac@es populares ao redor do mundo em diferentes idiomas como
listado na Tabela 2 (AL-SNAFI, 2016).



Tabela 2 - Denominacdes populares da Centaurea benedicta L. em diferentes idiomas.

Alemao Benediktenkraut, Bitterdistel;

Arabe Farasion, kanterionmubark, shokmubark, shokmarimi, shokbari;
Chinés Cangyehua

Espanhol Cardo santo

Inglés Blessed thistle; Benedict's thistle

Frances Chardonbénit

Portugués Cardo-bento, cardo-santo

Russo Benediktaptecnyj, knikusblagoslovenny;j

Sueco Kardbenedikt

Turco Sevketi Bostan, sevketotu

Fonte: AL-SNAFI, 2016; CAN et al., 2017.

2.2.1 Aspectos botanicos e agrondmicos

C. benedicta é uma erva de ciclo anual, que cresce em média de 30 a 50 centimetros
de altura, com caules fortes cobertos por pélos curtos, finos e macios (pubescente). Suas
folhas sdo alongadas e espinhosas e suas flores sdo amarelas e tubulares. Para melhor
detalhamento boténico da espécie, observa-se na Tabela 3 sua classificacdo taxondmica (AL-
SNAFI, 2016).

Tabela 3 - Classificacao taxondmica da espécie Cnicus benedictus ou Centaurea benedicta.

Reino: Plantae

Sub-reino: Tracheobionta

Superdivisao: espermatéfita

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Asteridae

Ordem: Asterales

Familia: Asteraceae/Compositae

Género: Cnicus

Espécie: Cnicus benedictus ou Centaurea benedicta

Fonte: AL-SNAFI, 2016.



2.2.2 Usos medicinais e etnofarmacologicos

C. benedicta, ao longo de geracOes, foi usada na medicina popular (folhas, caules e
flores) como estimulador de apetite, fortalecedor hepatico, no tratamento de ictericia e
flatuléncia, ajuda na digestdo, regula o sistema reprodutivo feminino e aumenta o fluxo de
leite em mdes que estdo na fase de amamentacdo. Historicamente, também ha relatos do uso
da C. benedicta como diurético, anticoncepcional, emenagoga (promove o fluxo menstrual),
antitérmico e antimalarico. Na homeopatia, seu uso esta relacionado ao tratamento de nauseas,
dor no estdmago do lado esquerdo, calculos biliares, febre intermitente e aumento do figado
(AL-SNAFI, 2016; ULBRICHT et al., 2008).

2.2.3 Constituicdo quimica

Dentre a ampla variedade de metabolitos secundarios encontrados na C. benedicta, as
lactonas sesquiterpénicas sdo consideradas as principais responsaveis pelos efeitos
farmacoldgicos, destacando-se a cnicina. Entre os demais constituintes, poliacetileno, absinto,
salonitenolida, artemisiifolina, triterpendides (amirrenona, acetato de a-amirina, e acetato de
multiflorenol), lignanas (trachelogenina, nortracheloside e arctigenina), flavonoides
(apigenina-7-O-glicosideo, luteolina e astragalina). A quantificacdo de constituintes revelou
8% de taninos e 0,3% de 6leos essenciais, compostos fendlicos, saponinas, alcaldides, amido,
glicosideos, e cumarinas. O 6leo de C. benedicta apresenta uma alta concentracdo de acido
linoléico, com aproximadamente 70% do total dos acidos graxos, e a-tocoferol representando
mais de 90% dos tocoferois presentes na espécie. Dentre o conteudo mineral presente nesta
planta, destacamos a presenca de K , Ca, Na, P, Mg, Fe, Zn, B, Cu, Mn, Cr, Co, Mo e Se,
importante fonte mineral para dietas (AL-SNAFI, 2016).

Constituintes fenolicos, como acido galico, acido protocatecuico, acido vanilico, acido
cafeico, &cido ferulico, rutina, &cido siringico e silibinina B, assim como saponinas,
alcaldides, amido, triterpenos e cumarinas, foram também caracterizados quimicamente (AL-
SNAFI, 2016; CAN et al., 2017).



2.2.4 Atividades biologicas e farmacologicas

Szab0 e colaboradores (2009) mostraram que 0s extratos das flores de C. benedicta
apresentaram efeito antibacteriano frente a diferentes cepas ATCC gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis) e gram-negativas
(Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Shigella sonnei). Além disso, cnicina produziu uma expressiva atividade antimicrobiana contra
cepas de Staphylococcus, incluindo Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA)
(BACH et al., 2011). Tal efeito associa-se as substancias cnicina e cinaropicrina que atuam
inibindo a enzima bacteriana MurA através da ligacdo covalente do grupamento tiol da Cys
115. Com relacdo a estrutura-atividade da cnicina e cinaropicrina, acredita-se que seus ésteres
de cadeia lateral possuam importante papel na inibicdo de MurA (AL-SNAFI, 2016;
BACHELIER et al., 2006).

De acordo com Can et al. (2017), polifendis presente nas folhas e raizes da C.
benedicta estdo relacionados as suas propriedades antioxidante e anti-inflamatdria.
Considerando estes aspectos, 0 consumo regular da espécie pode ter um importante papel na
prevencdo de patologias, como cancer e doencas relacionadas ao figado associados a
processos inflamatorios e oxidativos. Além disso, a presenca de silibina e &cido vanilico tem
aumentado o consumo desta planta e sua utilizacdo em fitoterapia, etnofarmacologia e

nutricéo.

Outros efeitos terapéuticos da C. benedicta sdo o seu poder cicatrizante, sendo muito
usada na forma de pasta para tratar Glceras (MABONA; VUUREN, 2013), e 0 emprego das
partes aéreas como ténico, para aumentar o apetite e a secrecdo gastrointestinal (GHIASY -
OSKOEEA et al., 2018).

O creme do po de raiz de Cnicus benedictus foi utilizado para o tratamento de feridas
induzidas em ratos e o efeito cicatrizante foi verificado ap6s 14 dias de tratamento com uma
cura total da ferida (DJAMILA et al., 2013).



2.3 CNICINA

Cnicina (Figura 2) é um composto abundante encontrado no género Centaurea e se
caracteriza quimicamente como uma lactona sesquiterpénica que foi extraida e isolada pela
primeira vez por Sorm e colaboradores em 1959 (MIZUNO; USUKI, 2018). Estudos
demonstram seus potenciais biolégicos e farmacologicos com atividades relacionadas a
alelopatia, citotoxicidade, propriedades antibacterianas, atividade anti-mieloma e citostatica
(BACH et al., 2011; AL-SNAFI, 2016).

Figura 2- Estrutura quimica da cnicina

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2019.

2.3.1 Atividades bioldgicas e farmacologicas

Como descrito por BACHELIER et al. (2006), a relacdo estrutura e atividade bioldgica
evidenciou que a cadeia lateral da cnicina apresenta uma potente e irreversivel inibicdo da
enzima bacteriana MurA, o que pode ser o provavel mecanismo de acdo para o efeito

antibacteriano desta substancia.

Cnicina mostrou efeito citotdxico frente a macréfagos humanos (BACH et al., 2011) e
em células epiteliais do rim de porco (LLC-PK1), melanoma maligno humano (SK-MEL) e
carcinoma ductal humano (BT-549) com valores ICs; de 23,3, 14,0 e 18,3 uM,
respectivamente (EREL et al., 2011), produzindo uma ac¢do antiproliferativa. A acdo
citotoxica da cnicina foi também avaliada em mieloma maultiplo que revelou efeitos
antiproliferativos potentes e induziu morte celular em linhagens celulares de mieloma
priméario, mesmo na presenca de citocinas de sobrevivéncia e do microambiente tumoral.
Outras linhas celulares de origem hematopoiética também sucumbiram a morte celular, ao

passo que as células estromais e as células endoteliais ndo foram afetadas. A combinagdo da



cnicina com o padréo terapéutico ou experimental atual leva ao aumento da morte celular. A
ativacdo de caspases, 0 acumulo de espécies reativas de oxigénio e a regulacdo negativa do
fator nuclear kappa-light-enhancer (NF-kB) de células B ativadas contribuem para os efeitos
citotoxicos da cnicina. A analise de microarray mostra a regulacdo negativa de Pim-2, uma
serina/treonina quinase. Pim-2 constitui uma nova cinase de sobrevivéncia para células de
mieloma in vitro e é altamente expressa em células plasmaticas malignas, mas ndo em células
in vivo normais. Portanto, a cnicina induz a morte celular do mieloma através de vérias vias e

revelou Pim-2 como um novo alvo molecular (JOHRER et al., 2012).

Considerando o efeito anti-inflamatorio da C. benedicta, os achados experimentais
mostram que pode ser devido a presenca de cnicina, uma vez que essa substancia foi capaz de
inibir o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) ¢ a atividade da 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) com valores de ICsp iguais a 1,8 e 6,5 uM, respectivamente (AL-SNAFI,
2016; EREL et al., 2011).

2.4 CARACTERISTICAS GERAIS DAS LACTONAS SESQUITERPENICAS

As lactonas sesquiterpénicas (LSTs) sdo substancias naturais caracterizadas como
metabdlitos secundarios da classe dos terpenoides. Originado dos terpenos ou isoprenoides
com estrutura construida a partir do isopreno que compreendem substancias com esqueleto
(CsHg). Dentre os subgrupos dos terpenoides, temos os hemiterpenos (Cs), monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cy), triterpenos (Csp) e assim por diante
(VOLLHARDT; SCHORE, 2004). A juncdo de trés moléculas de isopreno derivados do acido
mevaldnico, também conhecido como mevalonato, forma o farnesil pirofosfato (FPP).
Derivados do FPP, sesquiterpenos, através de rearranjos mediados por enzimas e processos de
ciclizacdes, formam diversos subtipos de compostos desta classe (ADEKENOV, 2017). No
entanto, para um melhor entendimento de sua biossintese, convém destacar que as lactonas
sesquiterpénicas sdo derivadas do isopentenil difosfato (IPP) que pode ser sintetizado por
duas vias diferentes: a via do mevalonato (MVA) e a via 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato
(MEP), como sé&o mostradas na Figura 3. As enzimas da via MEP estdo localizadas em
plastidios (ou plastos), organelas presentes nas plantas responsaveis pela fotossintese,
enquanto as enzimas MVA sdo encontradas no citosol (VRANOVA; COMAN; GRUISSEM,
2013).
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As substancias sesquiterpénicas sdo incolores lipofilicas com sua biossintese oriunda
de trés unidades de isopreno (CsHg) que atuam na via do farnesil pirofosfato (FPP) no reticulo
endoplasmatico da planta. Sua estrutura € composta por 15 atomos de carbono, com formas
estruturais ciclicas e aciclicas, mas, em geral, destacam-se as formas ciclicas por serem mais
funcionais. As lactonas sesquiterpénicas apresentam um anel lactamico ligado a um esqueleto
terpénico devido a oxidacdo da cadeia lateral do carbono na posicao 3 que é responsavel pela
formacdo do anel lactona em sesquiterpenos do tipo germacranolideos. O guaianolideos e 0s
eudesmolideos sdo derivados deste ultimo (CHADWICK et al., 2013).

Figura 3- Biossintese simplificada das lactonas sesquiterpénicas.
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DXS, 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato-sintase; DXR, 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato reductoisomerase;
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Fonte: Adaptado de VRANOVA; COMAN; GRUISSEM, 2013.
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Comuns em plantas das familias Asteraceae, Cactaceae, Solanaceae, Araceae e
Euphorbiaceae, sdo conhecidas mais de 5000 lactonas sesquiterpénicas (LTSs) que, em geral,
apresentam distintas atividades bioldgicas. Dentre as acfes farmacoldgicas destas substancias,
destacam-se a estabilizacdo de quadros de diarréia, queimadura, gripe (influenza) e
neurodegeneracdo. Além disso, seu potencial anti-inflamatorio, antibacteriano, antimalarico,
antifungico e anticancerigeno (sensibilizador tumoral) tem sido destacado (CHADWICK et
al., 2013). Devido a estes efeitos, as preparacbes de plantas contendo lactonas
sesquiterpénicas sdo frequentemente usadas na medicina popular (MERFORT, 2002;
CHADWICK et al., 2013).

Nas plantas, as LTSs sdo encontradas em tecidos especializados como tricomas
glandulares, laticiferos, vacuolos, dutos de resina, corpos oleosos, 6rgaos como frutas e raizes
ou na planta como um todo e atuam como compostos de defesa, aleloquimicos, afetando o
crescimento de outras plantas e atraindo polonizadores. Neste contexto, algumas lactonas
sesquiterpénicas atuam destruindo a parede celular de fungos e bactérias invasoras ou na
protecdo da planta ao estresse ambiental e, consequentemente, danos oxidativos
(CHADWICK et al., 2013; PERASSOLO et al., 2018).

Apesar de multiplos alvos serem propostos para explicar o efeito inibitério tumoral de
lactonas sesquiterpénicas, a maioria concentra sua a¢ao no fator nuclear kB (NF-kB). O NF-
kB responde a uma variedade de estimulos, por exemplo, radiagdo ultravioleta, interleucinas,
endotoxinas, fatores de necrose tumoral e antigenos bacterianos. Pensa-se também que
desempenha um papel na destruicdo das vias de sinalizacdo pelas quais as células natural
killer e linfécitos T citotoxicos (CTLs) funcionam, promovendo uma superexpressdo de NF-
kB que fornece resisténcia a resposta imunologica, bem como sendo integral na proliferagao
tumoral (RAVI; BEDI, 2004). Por conseguinte, esta envolvido na resposta inflamatéria e, por
sua vez, desempenha um papel significativo na prevencdo da carcinogénese (RAVI; BEDI,
2004). Brok et al. (1997) sugere que de 54 plantas medicinais mexicanas testadas, aquelas
contendo eudesmanolideos ou germacranolideos mostraram um efeito significativo sobre o
NF-xB; e que 0 partenolideo e a helenina eram especialmente citotoxicos. Desse modo, 0
efeito anti-inflamatorio, caracteristica classica das lactonas sesquiterpénicas, nos trabalhos
apresentado por Brok et al. (1997) e Sheehan et al. (2002), é demonstrado atraves da inibicéo

fator de transcricdo NF-«xB.
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2.5 ASPECTOS GERAIS DO PROCESSO INFLAMATORIO

O reparo tecidual € necessario para a sobrevivéncia dos seres vivos e, neste contexto, o
processo inflamatdrio estruturado de maneira correta é fundamental. A regulacéo da resposta
inflamatdria e imunologica é essencial, uma vez que seu descontrole causa grandes perigos,
podendo até levar a morte, como nos casos agudos de anafilaxia ndo tratada rapidamente ou
em quadros de asma, artrite reumatoide ou arteroscleroses (RANG et al., 2007). Dessa
maneira, a inflamacéo se caracteriza como uma resposta do organismo através da presenca de
eritema (rubor), calor (elevacdo da temperatura na regido), edema, dor e perda da fungédo
tecidual frente a acdo de antigenos e patdgenos ou estimulos irritantes de natureza quimica,
fisicos e/ou traumatica. Tal processo tem como objetivo aumentar a vascularizagao do local e
fornecer mecanismos de defesas ao agente nocivo, levando, assim, ao reparo tecidual e a
homeostasia (IWALEWA et al., 2007).

Dentre os mecanismos oriundos do processo inflamatério, temos a imunidade inataque
atua na fase inicial e aguda da inflamac&o, permanecendo por um curto periodo e em geral é
benéfica ao hospedeiro. Em um segundo estagio, a inflamacdo cronica, por sua vez, merece
maiores cuidados, podendo ativar uma reposta fibrinolitica, fazendo com que o tecido local
perca sua funcdo, predispondo assim o hospedeiro a varias complicacdes e doencas crénicas
(REUTER et al., 2010).

Apos a lesdo, restos teciduais, reacdes de coagulacdo e possiveis agentes invasores
ativam coletivamente uma resposta inflamatoria que gera a liberacdo no local de fatores de
crescimento e quimiotaticos. Inicialmente, os macréfagos, os neutréfilos e a imunidade inata
atuam com objetivo de eliminar o agente invasor e o tecido danificado. Posteriormente, a

preocupacao do organismo é com o reparo tecidual (EMING et al., 2017).

Ao se tentar separar as subfases do processo inflamatério, temos uma fase aguda
transitéria, com aumento da permeabilidade vascular, aumento do fluxo sanguineo e
vasodilatacéo localizada, orquestrada por mediadores como histamina e prostaglandinas, uma
fase subaguda com infiltracdo de células leucocitaria e fagocitérias e a fase proliferativa
crénica com degeneracdo tecidual, fibrose e atuacdo de mediadores de cascatas enzimaticas
como o sistema complemento, sistema da coagulagdo, sistema fibrinolitico e sistema das
cininas (BANGERT et al., 2011; MUELLER, 2006; RANG et al., 2007).
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Figura 4 - Mecanismo simplificado do processo inflamatorio
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Fonte: Adaptado de ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012.

A interacdo do tecido epitelial com agentes irritantes, tais como 6leo de créton, fenol e

outros, desencadeia uma série de eventos, uma resposta fisioldgica com o objetivo de destruir,
diluir e/ou isolar o agente nocivo. O reparo comeca na fase inicial da inflamacéo, mas s atinge
sua concluséo apds a neutralizacdo da influéncia prejudicial presente no tecido inflamado.
Apds o contato com o agente irritante, mecanismos celulares e vasculares sdo disparados.
Neste processo, macrdéfagos, células dendriticas e mastocitos, juntamente com mediadores

quimicos, atuam promovendo a vasodilatagdo local, permitindo assim a infiltrag&o por
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quimiotaxia de leucdécitos polimorfonucleares (principalmente neutrofilos) e demais agentes
moduladores do processo inflamatério. Desse modo, autacoides, como histamina, serotonina,
bradicinina e leucotrienos, em geral, sdo liberados antes do inicio da resposta imune,
desencadeiam efeitos como vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (O'NEILL,
2006; RANG et al., 2007).

Destacam-se também o mediador, 6xido nitrico (ON), que é produzido pelas células
endoteliais e macrofagos locais, sendo um potente vasodilatador, pois aumenta a
permeabilidade vascular e a producdo de prostaglandinas. Citocinas pro-inflamatérias, como
interleucina (IL)-1 e fator de necrose tumoral-o (TNF-a), interagem com células endoteliais
das vénulas pés capilares gerando extravasamento de liquido com formagdo do edema. Além
disso, a expressdo de fatores de adesdo como as selectinas e integrinas promovem a
aderéncia dos neutrofilos circulantes no endotélio e, posteriormente, por quimiotaxia sdo
direcionados até o local do edema que, com auxilio das opsoninas, promovem a opsonizagdo
do agente invasor e, consequentemente, sua fagocitose (KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009).

2.6 CARACTERISTICAS DA PELE E O PROCESSO INFLAMATORIO

A pele é 0 maior 6rgdo do corpo humano com aproximadamente 1,5 a 2 m? de
superficie (SPELLBERG, 2000) que atua como principal interface entre o corpo e 0 meio
ambiente, proporcionando a linha de defesa inicial do organismo contra uma ampla gama de
patdgenos e agentes (térmicos, quimicos e fisicos). Com base nesses aspectos, a vida em um
ambiente hostil proporcionou aos vertebrados o desenvolvimento de um complexo sistema
imunolégico (KUPPER, FUHLBRIGGE, 2004), uma vez que, frente a sinais de perigo, a
epiderme e as células do sistema imune residentes ou atraidas atuam, inicialmente, através da
ativagdo da imunidade inata e, posteriormente, a adaptativa, garantindo a homeostasia
corporal (YAZDI, ROCKEN, GHORESCHI, 2016). No entanto, o desequilibrio
imunologico e as falhas podem desencadear doencas inflamatdrias agudas e cronicas da
pele, como dermatite de contato alérgica e psoriase, que necessitam de medicacGes para a
reversdo do quadro patoldgico. Neste contexto, o tratamento tdpico apresenta indmeras
vantagens, atuando diretamente no local da patologia e evitando assim inumeros efeitos
adversos dos agentes sistémicos (SIGMUNDSDOTTIR, 2010).
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Considerando os aspectos anatdémicos, histoldgicos e fisiologicos, a pele reflete a
complexidade em suas fungbes, atuando na manutencdo da temperatura corporal, como
barreira protetora, na coleta de informagdes sensoriais sobre o ambiente e na atividade
imunoldgica do organismo. A epiderme, a camada mais superficial da pele, € composta
pelo estrato cArneo, que é a regido mais externa deste 6rgao e atua como barreira vital, e
pelos estratos basal, espinhoso e granuloso. Entre as células especializadas da epiderme,
destacam-se os melandcitos que sdo responsaveis pela producdo de melanina e as células
de Langerhans, células dentriticas que atuam diretamente nos processos imunologicos.
Podem ser encontradas também no estrato basal e espinhoso ceélulas T raras,
principalmente células T citotoxicas CD8". Em relagdo a camada mais profunda da pele,
a derme € composta por colageno, fibras reticulares e tecido elastico. Entre suas células
especializadas, destacam-se as células dendriticas, células T e células natural Killer T.
Além disso, estdo presentes macrofagos, mastdcitos e fibroblastos juntamente com vasos

sanguineos, linfaticos e nervos (NESTLE et al., 2009).

Os queratindcitos compreendem cerca de 90% do numero total de células
encontradas na epiderme (SPELLBERG, 2000) e se destacam como 0s principais
constituintes. Essas células reconhecem agentes estranhos e perigosos como os padrbes
moleculares associados aos patdgenos (PAMPs) de origem microbiana e padrédo
molecular associado a perigos (DAMPs), como irritantes e toxinas, atrav €s de receptores
Toll-like (TLRs) que estdo presentes na superficie celular ou na superfici e de
compartimentos endossomais. Através de mecanismos inflamatdrios, esses receptores
desempenham um papel ativo na resposta imune inata, secretando uma variedade de
citocinas e quimiocinas (DONNARUMMA, 2011; NESTLE et al., 2009).

Em relacdo aos mediadores, os queratindcitos secretam interleucina 7 (IL-7), um fator
de crescimento e sobrevivéncia que auxilia populacbes de células T presentes na epiderme,
fator estimulante de coldnias de macrofagos (M-CSF) e fator estimulante de colbnias de
granulécitos/macréfagos (GM-CSF). Esses fatores d@o suporte e ativam populacdes de células
de Langerhans. Os queratinocitos tambem apresentam em seu citoplasma grande quantidade
interleucina 1a (IL-1a) que, ap6s liberagdo, induz a ativagdo da imunidade inata. Sendo assim,
danos a queratindcitos geram extravasamento de IL-lo ¢ inicia-se a cascata inflamatoria.
Nesta situagdo, queratinocitos adjacentes recebem o estimulo da interleucina liberada e
também secretam IL-1a, interleucina 1p (IL-1B) e TNF-a, potencializando assim ainda mais o

processo pré-inflamatorio (SPELLBERG, 2000). Entdo, a pele desempenha uma intensa
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vigilancia e sua desregulacdo impulsiona a patogénese de disturbios inflamatérios (KUPPER,
FUHLBRIGGE, 2004).

2.7 PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE PLANTAS
DA FAMILIA ASTERACEAE

Muitas doencas estdo associadas com processos inflamatérios e necessitam de
tratamento farmacologico. Neste contexto, é essencial compreender os possiveis mecanismos
de acdo de novos agentes terapéuticos, incluindo produtos naturais e plantas medicinais.
Dentre os mecanismos das plantas medicinais com potencial anti-inflamatério, destaca-se a
inibicdo da 15-lipoxigenase, oxido nitrico, cicloxigenases, fosfolipase A,, citocinas pro-
inflamatorias e a modulacdo da expressdo génica pré-inflamatéria (OGUNTIBEJU, 2018). O
potencial terapéutico das plantas e a necessidade de se desenvolver novos medicamentos mais
potentes e seguros levaram pesquisadores a isolar e caracterizar substancias afim de testar seu
provavel efeito anti-inflamatorio (BHAGYASRI et at., 2015).

Resumos de artigos de revisdo selecionados entre 2005 e 2016 por Azab et al. (2016),
relatando os efeitos anti-inflamatorios de produtos naturais mostram que 0s principais temas
abordados séo, plantas brasileira, plantas medicinais e plantas medicinais indigenas. Entre o0s
métodos de analise realizados destacam-se a inducdo do processo inflamatério em ratos e
camundongos através de modelos diversificados in vivo (p. ex., edema de pata e de orelha) e
modelos in vitro. Entre os principais efeitos sobre o processo inflamatério induzido,
enfatizam-se os possiveis efeitos inibidores das substancias ou extratos sobre os niveis de

citocinas, enzimas pré-inflamatorias e possiveis efeitos analgésicos (AZAB et al., 2016).

Entre as plantas com propriedades anti-inflamatérias, destaca-se na literatura o
potencial da familia Asteraceae, um grupo abundante em género e espécie, com muitos
estudos direcionados a este fim. Como exemplo de espécies muito utilizadas em nosso pais,
podemos destacar a carqueja (Baccharis trimera) (RABELO; COSTA, 2018), o guaco
(Mikania laevigata) (DELLA et al., 2019), a caléndula (Calendula officinalis)
(ALEXANDRE et al., 2018; LOVECKA et al., 2017; PARENTE et al., 2012) , 0 assa-peixe
(Vernonia polyanthes) (RODRIGUES et al., 2016) a marcela (Achyrocline satureioides) (DE
SOUZA et al., 2007), entre outras. Um breve relato da atividade anti-inflamatoria dessas

plantas foi descrito abaixo.
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Extrato etandlico das folhas de Vernonia polyanthes, por exemplo, apresentou efeito
anti-inflamatorio ao reduzir edema de pata induzido por carragenina em ratos Wistar ap0s
aplicacdo das doses de 100, 200 e 400 mg/kg (TEMPONI et al., 2012). Nas doses de 200 e
400 mg/kg, este extrato inibiu 0 volume de exsudato e o numero de leucdcitos (migracao
leucocitaria) no modelo de pleurisia induzida por carragenina (TEMPONI et al., 2012). Além
disso, Rodrigues e cols. (2016) mostraram que 0s extratos hexanico e em acetato de etila das
folhas de V. polyanthes, nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, apresentaram atividade anti-
inflamatdria ao diminuir o edema de orelha induzido pelos agentes flogisticos, como 06leo de
créton, fenol, acido araquidénico, fenilpropiolato de etila e capsaicina. Esses achados foram
confirmados pela inibicdo da atividade da mieloperoxidade e N-acetil-B-D-glicosaminidase,
bem como da reducéo dos pardmetros inflamatérios demonstrados na anélise histopatologica.
Do ponto de vista de mecanismo, o efeito observado foi relacionado a inibicdo de mediadores
inflamatdrios, tais como serotonina, histamina, cininas, prostaglandinas ou ciclooxigenase,
sugerindo que componentes dos extratos possuem um papel fundamental na protecdo da
inflamacéo aguda.

Extrato aquoso das partes aéreas de Baccharis trimera (AEBLt), obtido por infuséo,
sofreu um processo de extragdo usando etanol, originando a fragdo aquosa de sedimentos
(AFBt) e a fracdo sobrenadante etandlica (EFBt). Usando esses extratos, nas doses de 3, 30 e
300 pg/kg, em modelo de edema de pata em camundongos Swiss induzido por carragenina,
foi observado que EFBt causou reducdo do edema a de 49,3 a 58,2%, apresentando um
melhor efeito quando comparado ao AEBt e AFBt. Diante dos dados obtidos, os autores
sugerem que as propriedades antidematogénicas dos extratos podem esta relacionadas com a
inibicdo do metabolismo do &cido araquidénico (NOGUEIRA et al., 2011). Este efeito
também foi descrito por De Oliveira e colaboradores (2012) que avaliou a atividade anti-
inflamatoria do extrato aquoso e enriquecido por fendlicos da B. trimera em edema de pata
induzido por carragenina e pleurisia. Doses de 400 e 800 mg/kg do extrato aquoso
promoveram a reducdo do processo inflamatorio, com redugdo do volume de exsudacdo e
migracdo leucocitéria, enquanto o extrato enriquecido, nas doses de 5 e 15 mg/kg, apresentou
maior potencial anti-inflamatorio. Pesquisa semelhante feita por Paul et al. (2009) também
exibe a atenuacdo de parametros inflamatdrios ao se utilizar o extrato aquoso da B. trimera
(400 e 800 mg/kg — intraperitoneal) frente a pleurisia em ratos induzida pela carregenina,
comprovando assim em dois estudos o potencial anti-inflamatorio do extrato aquoso da

“Carqueja”. Sugere-Se que 0 bloqueio das ciclooxigenases e, consequentemente, a diminuicéo
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da biossintese de prostaglandinas sejam 0s mecanismos responsaveis pela capacidade do
extrato de reduzir o edema, mas acredita-se que outras vias podem estar envolvidas também
neste contexto (PAUL el al., 2009).

Extrato aquoso de flores de Calendula officinalis, administrado por via oral, nas doses
de 10, 30 ou 90 mg/kg por 11 dias foi usado para tratar a perda 6ssea dos alvéolos dentarios
em ratos machos Wistar induzido por ligadura, um método eficaz para investigar a resposta
inflamatoria no periodonto (tecido conjuntivo que fixa os dentes no alvéolo). C. officinalis
preservou a regidao em estudo quando comparada com o grupo controle negativo, tratado com
solucdo salina. Tecidos gengivais foram utilizados para quantificar a atividade da
mieloperoxidase (MPO), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1). Verificou-
se que o extrato em concentracdo de 90 mg/kg reduziu a perda Gssea e 0s mediadores
inflamatorios analisados (ALEXANDRE et al., 2018). Extrato de flores de C. officinalis
também demonstrou resultados satisfatorios na inibicdo do processo inflamat6rio no edema de
pata induzido por carragenina e dextrano em estudo feito por Preethi e cols. (2009). A
administracdo oral do extrato foi mais eficiente no controle do edema gerado pela
carragenina. Em modelo de inflamag&o cronica usando formalina como agente flogistico o
potencial anti-inflamatorio também foi proporcional a dose de extrato administrada quando
comparado com o grupo controle. De maneira complementar, foram dosadas as enzimas pro-
inflamatorias interleucina-1p (IL-1p), interleucina-6 (IL-6), TNF-a e IFN-gama. A inibi¢do do
edema somado a inibicdo das enzimas pré-inflamatérias mostra o potencial da Caléndula de
inibir a ciclioxigenase-2 (COX-2) e consequentemente a sintese de prostaglandinas
(PREETHI; KUTTAN; KUTTAN, 2009).

Extratos de Mikania glomerata Spreng. (MG) e Mikania laevigata Sch. Bip ex Baker
(ML), conhecido como guaco, foram avaliados quanto a atividade anti-inflamatdria usando os
ensaios de edema de pata, pleurisia e desgranulacdo de mastocitos peritoneais. A
administracdo oral de MG e ML inibiu o edema de pata induzido por carragenina em 55%
(400 mg/kg) e 57% (400 mg/kg), respectivamente, mas ndo impediram a desgranulagéo de
mastocitos peritoneais de ratos Wistar. Embora MG ndo tenha inibido a infiltracdo celular na
pleurisia, ML foi capaz de reduzir a migracdo de leucdcitos nas doses de 200 (23%) e
400mg/kg (30%). Os resultados indicaram que a atividade anti-inflamatoria de MG e ML
pode estar associada com a presenca de cumarina quantificada nas amostras, mas outros

componentes podem envolver o efeito terapéutico dos extratos (DELLA et al., 2019).



19

Extrato hidroalcodlico de inflorescéncias de Achyrocline satureioides (HEAS) foi
avaliado em modelo de colite induzida por sulfato de dextrano (DSS) em camundongos.
HEAS, na dose de 10 mg/kg, diminuiu o encurtamento do cdlon evocado pela exposi¢do ao
DSS em 19%. Alteracdes patoldgicas no colon foram melhoradas apds tratamento com HEAS
(10 e 100 mg/kg). A aplicacdo de HEAS (10 ou 100 mg/kg) ndo alterou os niveis de
glutationa (GSH) ou hidroperoxido lipidicos (LOOH) no tecido do colon, mas restaurou
totalmente a atividade da superoxido dismutase (SOD) aos niveis basais. HEAS confirmou a
atividade antioxidante usando o ensaio do DPPH. O tratamento com HEAS (10 mg/kg)
reduziu a atividade da MPO em 30%, enquanto a dose de100 mg/kg foi capaz de restaurar 0s
niveis desse parametro. O tratamento com HEAS, nas doses de 10 e 100 mg/kg, reduziu os
niveis de TNF-a em 46 e 62%, respectivamente, enquanto os niveis de I1L-6 foram diminuidos
em 62 e 75% em camundongos coliticos nas respectivas doses. Além disso, a administracdo
diaria de HEAS (100 mg/kg) aumentou os niveis de IL-4 e IL-10 em 40 e 112%,
respectivamente, assim como 0 nivel de ON foi reduzido a 50% com 100 ug/mL de HEAS.
Esses dados sugerem que o extrato hidroalcodlico de inflorescéncias de A. satureioides
apresentou atividade anti-inflamatoria intestinal pela manutencéo da barreira mucina intestinal
e pela reducdo da migracdo de neutrofilos e a ativacdo de macrdfagos, do dano oxidativo, dos

niveis de citocinas pro e anti-inflamatorias (DA SILVA et al., 2016).

Entre as classes de substancias presentes nas Asteraceae, podemos destacar o
conhecido potencial anti-inflamatério dos terpenoides (SINGH; SHARMA, 2015).
Semelhante aos terpenoides, os flavonoides também presentes nesta familia apresentam uma
ampla gama de atividades bioldgicas, destacando-se seus potenciais efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios (KUMAR; PANDEY, 2013). Sendo assim, produtos naturais sdo uma fonte
inestimavel de inspiracdo no desenho e desenvolvimento de drogas, a busca por novos
candidatos a medicamentos com atividade anti-inflamatdria tépica e produtos naturais em
geral se tornou mais intensa ao se perceber que estruturas quimicas biologicamente relevante
ndo pode ser eficientemente explorado por compostos sintéticos. Recentes progressos tém
focado na melhoria da poténcia, seletividade e farmacocinética de produtos naturais bioativos
através de modificacdo estrutural (LACHANCE et al., 2002; GERRY, SCHREIBER, 2018).
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3. JUSTIFICATIVA

O tratamento da inflamagdo cutdnea ainda é um desafio para pesquisadores e
profissionais de salde, uma vez que varios distarbios de pele podem afetar a qualidade de
vida das pessoas, causando morbidade e mortalidade (DAINICHI et al., 2014). Esses
disturbios se apresentam de diferentes formas, desde as mais simples e ocasionais erupcdes e
vermelhid@es, até condic¢Bes crdnicas como psoriase, rosacea, dermatite e acne (DAINICHI et
al., 2014; HAHNEL et al., 2017). Em particular, aquelas lesbes provenientes da desregulacéo
da resposta imunologica da pele possuem tratamento limitado em decorréncia do uso de
imunossupressores sistémicos na terapéutica (DAINICHI et al., 2014). No entanto, esses
medicamentos podem causar efeitos adversos, tais como irritacdo gastrica, ulceracgdo,
hemorragia, insuficiéncia renal, nefrite intersticial, dor de cabeca, trombocitopenia, anemia
hemolitica, asma, exacerbacdo, erupcao cutanea, angioedema e prurido, o que restringem o
seu uso prolongado (ALJEBAB et al., 2016; ALJEBAB et al., 2017). Diante desses efeitos
nocivos, os produtos naturais e/ou plantas medicinais constituem alternativas dentro das
estratégias que visam a busca de novos agentes anti-inflamatérios (ASHIMA, 2016).

Por outro lado, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, proposta
pelo Ministério da Satde do Brasil, tem como objetivos geral “garantir a populagdo brasileira
0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o0 uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional”
(BRASIL, 2006). Além disso, a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares
no SUS (PNPIC), também proposta pelo Ministério da Saude do Brasil, contempla sistemas
médicos complexos e recursos terapéuticos, que buscam estimular os mecanismos naturais de
prevencdo de agravos e recuperacdo da saude por meio de tecnologias eficazes e seguras, com
énfase na escuta acolhedora, no desenvolvimento do vinculo terapéutico e na integracdo do
ser humano com o meio ambiente e a sociedade (BRASIL, 2015). Entre esses sistemas
médicos, destacam-se a medicina tradicional chinesa/acupuntura, homeopatia, fitoterapia e da
medicina antroposofica, além das praticas complementares de salde. Com isto, a pesquisa e 0
uso de plantas medicinais e fitoterapicos encontram-se de acordo com importantes politicas
apoiadas pelo governo brasileiro.

Portanto, o presente trabalho tem como estratégia a busca de novos agentes para o
tratamento de condicBes inflamatorias cutdneas a partir de produtos naturais e encontra-se

respaldada por politicas governamentais.
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4. OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-inflamatoria tépica do extrato de Centaurea benedicta e sua
substancia isolada cnicina com intuito de buscar novas opcdes terapéuticas para o tratamento
de processos inflamatdrios cutaneos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v Auvaliar a atividade anti-inflamatéria tépica do extrato de Centaurea benedicta e
cnicina em modelos de edema de orelha.
v Analisar o efeito do extrato de C. benedicta e cnicina sobre marcadores inflamatérios
indicativos da migracgéo leucocitaria;
v Realizar uma analise histopatol6gica dos tecidos submetidos ao tratamento com
extrato de C. benedicta e cnicina.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas de Centaurea benedicta foram coletadas no Horto Medicinal da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil,
16 de agosto de 2017. Uma exsicata (n°® CESJ 71393), identificada pela Dra. Fatima Regina

Gongalves Salimena, foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger da UFJF.

As etapas de extracdo e identificacdo das substancias obtidas do extrato foram
realizadas no Nucleo de Identificacdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais — NIPPAN,
localizado na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora pelo mestrando
Lucas Sales Queiroz. As amostras (extrato e cnicina) foram cedidas gentilmente pelo
Professor Dr. Ademar Alves da Silva Filho para avaliar o potencial anti-inflamatorio tépico.

Os procedimentos foram descritos nos itens abaixo.

5.2 OBTENCAO DO EXTRATO VEGETAL E ISOLAMENTO DA CNICINA

Apos coleta, 1000 g de folhas integras da espécie C. benedicta foram submetidas ao
processo de lavagem foliar com diclorometano: etanol (9:1 v/v). Durante 30 segundos, por
duas vezes com o mesmo material, partes aéreas de C. benedicta foram mergulhadas em um
béquer contendo a mistura destes solventes (SANTANA, 2015). Em seguida, o extrato foi
filtrado e os solventes foram recuperados por rotaevaporacdo até a obtencdo de 15 g de

extrato.

5.2.1 Perfil cromatogréafico do extrato de C. benedicta por UPLC-MS-Q-TOF

O lavado foliar foi preparado para analise cromatografica para analise geral dos
componentes do extrato, com foco na busca pela cnicina.

Foram pesados em torno de 100 mg do extrato e foram adicionados 1 mL de metanol
LC-MS (BAKER ANALYZED) para solubilizagdo e posterior analise. Para facilitar o
processo de solubilizacdo dos compostos mais polares na amostra, o microtubo do tipo
eppendorf contendo a solugdo com extrato foi levado até o aparelho de ultrassom e aquecidos

a 35 °C por 15 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas em microcentrifuga por 5
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min a 10.000 rpm e apos a centrifugacdo o sobrenadante foi retirado e transferido para outro
tubo onde 10% de agua ultrapura foram adicionados para facilitar uma possivel precipitacdo
de impurezas nesta etapa. Em novos tubo foi feita uma nova centrifugagdo das amostras 5 min
a 15.000 rpm. O sobrenadante foi coletado novamente e filtrado em unidade filtrante de poro
0,22 um. A amostra e o branco (MeOH + agua) foram levadas para analise em UPLC-MS-
g/TOF.

Para separar os componentes da amostra foi usado o sistema de cromatografia liquida
de ultra eficiéncia (UPLC) com uma coluna Waters Acquity UPLC BEH C-18 2.1 mm x 100
mm, 1.7um. A eluicdo foi feita por gradiente com fluxo linear de 400 u/min o solvente A foi
agua purificada (filtracdo Milli-Q) com 0,1% de acido férmico e a fase mével B de
acetonitrila (grau cromatogréafico), o volume de injecéao foi de 0,15 p Os valores do gradiente

estdo descritos na Tabela 4 abaixo:

Tabela 4 — Gradiente utilizado durante a analise por UPLC-Q-TOF.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) %A %B
Inicial ‘ 0,4 95 5
2 0,4 95 5
14 ‘ 0,4 2 98
16 0,4 2 08
20 ‘ 0,4 95 5

Fonte: Dados fornecidos pelo Nucleo de Identificacdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais.

Foi usado espectrdmetro de massas da marca XEVO G2- S QTOF hibrido contendo
um quadrupolo e um analisador por tempo de v6o (TOF) de alta resolucdo. As condicgdes de
ESI- MS foram realizadas em modo negativo com as seguintes especificacfes: voltagem no
cone de 40 V, Capilar de 3 kV, a temperatura de dessolvatacao foi de 450 °C, fluxo do gés de
50 L/hr, energia inicial de colisdo foi de 6V para geracdo do ion precursor e taxa de fluxo de
infusdo 400 p/min. Para as analises MS/MS foi estabelecido a taxa de variacdo de m/z entre
100 — 1000, a energia de colisdo em MS/MS foi feito em modo rampa variando de 15-30 eV.
Para garantir a precisdo da massa e reprodutibilidade, leucina encefalina (m/z 554,2615 em

modo negativo) foi utilizado como o lock mass de referéncia.
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5.2.2 Isolamento da cnicina

Com o objetivo de separacdo dos constituintes presentes no extrato e, principalmente
com foco no isolamento da cnicina, 15 g do extrato obtido foram submetidos a fracionamento
cromatografico em coluna liquida a vacuo (CLV) (Figura 5). A fase mdvel de escolha foi
baseada no perfil de separacdo obtido por cromatografia em camada delgada (CCD), sendo
utilizado mistura de cloroférmio: metanol com aumento crescente de polaridade. A mistura de
silicas adsorventes para composicdo da coluna foi de 300 g de silica 40- 63 mm mais 100 g de
silica 70-230 mm. A amostra foi aplicada juntamente com Celite atingindo altura de 0,8 cm na

coluna de vidro.

Figura 5- Coluna cromatografica a vacuo durante o processo de separacao

Fonte: Figuras fornecidas pelo Nucleo de Identificacdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais.



25

5.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O precipitado branco obtido ao final da CLV foi submetido a analise por CLAE em
coluna de fase reversa Cig (4,6 mm x 250 mm, 5 mm), fluxo de 1mL/min, volume de injecdo
foi 30 uL e a temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. A analise de dados foi feita a partir
do Software Empower 3, no qual a partir da varredura (190 — 400 nm) foi selecionada o
comprimento de onda de 245 nm para leitura. sendo que o gradiente de eluicdo consistiu de
fase binaria composta de H,O (acidificada com acido acético glacial) e metanol seguindo a

tabela abaixo:

Tabela 5 - Gradiente de eluicdo em CLAE

Tempo (min) Fluxo %H,0 %MeOH
inicial ‘ 1.00 60.0 40.0
40.00 1.00 0.0 100
45.00 ‘ 1.00 0.0 100
46.00 1.00 60.0 40.0
60.00 ‘ 1.00 60.0 40.0

Fonte: Dados fornecidos pelo Ndcleo de Identificagdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais.

A amostra foi preparada para injecdo no sistema CLAE através de solubilizacdo em
MeOH, com auxilio de banho ultrassdnico aquecido a 35° C por 15 minutos. Em seguida, foi
diluida com agua até obter a proporcao de 9:1 v/v (MeOH:agua). A amostra foi centrifugada
em microcentrifuga por 5 minutos a 10.000 rotagdes por minuto (rpm) e filtrada em unidade

filtrante de poro 0,45 pm.

5.3 ANIMAIS

Camundongos Swiss (30-35 dias e pesando 25-30 g), machos, foram fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Os experimentos foram
realizados no Laboratorio de Farmacologia de Produtos Naturais da Faculdade de Farméacia da

UFJF e os animais foram mantidos em gaiolas de plastico (47 x 34 x 18 cm) com temperatura
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de 23-25 °C, ciclo de luz 12/12 h, com racdo e agua ad libitum. Os mesmos foram
ambientados na sala de experimento durante 24 horas antes da realizagdo dos ensaios. Os
protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), sob o nimero 022/2018.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA

A atividade anti-inflamatdria tépica foi avaliada pelo modelo de edema de orelha em
camundongos Swiss frente a diferentes agentes flogisticos. A¢do desses agentes sobre a pele
tem por finalidade mimetizar doencas inflamatdrias cutaneas semelhantes aquelas observadas

em humanos.

5.4.1 Edema de orelha induzido pela aplicacdo topica de 6leo de Croton

O edema de orelha induzido por 6leo de Croton foi executado como descrito por
Schiantarelli et al. (1982) com pequenas modifica¢es. Os camundongos foram separados em
grupos de 8 (n = 8) e a inflamacdo foi induzida com 20 pL de 6leo de Croton 2,5% (v/v,
diluido em acetona) aplicado na superficie interna da orelha direita, enquanto a orelha
esquerda foi tratada com 20 pL de acetona. Ap6s 15 minutos, a orelha direita foi tratada com
extrato (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha), cnicina (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha), dexametasona (0,1
mg/orelha) e o grupo controle negativo recebeu 20 pL de salina. Um grupo basal foi
adicionado ao estudo. A espessura das orelhas (mm) foi medida ap6s 6 e 24 horas para avaliar
a evolucdo do edema, ao passo que a massa foi quantificada 24 horas apés o tratamento. Para
a eutanasia, uma sobredosagem anestésica com cetamina (300 mg/kg e Xilazina 30 mg/kg) foi
utilizada. Os fragmentos das orelhas (direita e esquerda) foram removidos utilizando um
punch metélico (Richter, 0,6 mm) e pesados em balanca analitica (AY220, Shimadzu). A
diferenca da espessura e massa (mg) entre as orelhas direita e esquerda (n&o inflamada) foi a

medida do edema.
5.4.2 Edema de orelha induzido pela aplicagéo topica de fenol
Como descrito por Lim; Park; Kim (2004), com modificacOes, a atividade anti-

inflamatdria topica foi também avaliada pelo método do edema de orelha induzido por fenol.

Assim como citado no item anterior, os camundongos foram separados em grupos de 8 (n = 8)
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e a inflamacéo foi induzida com 20 pL de fenol 10% (v/v, diluido em acetona) aplicado na
superficie interna da orelha direita, enquanto a orelha esquerda recebeu 20 pL de acetona.
Apos 15 minutos, a orelha direita foi tratada com extrato (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha), cnicina
(0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha) e 20 uL de salina (grupo controle
negativo). Um grupo basal foi adicionado ao estudo. O edema de orelha foi avaliado apos 2
horas de tratamento através da medida da espessura e massa das orelhas, como descrito no

método anterior.

5.4.3 Edema de orelha induzido pela aplicacéo topica de capsaicina

O processo inflamatorio foi induzido em camundongos como descrito por Silva et al.
(2018) com pequenas modificacdes. Os camundongos foram separados em grupos de 8 (n =
8) e tratados com extrato (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha), cnicina (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha),
dexametasona (0,1 mg/orelha) e 20 pL de salina (grupo controle negativo), enquanto 0s
animais do grupo basal ndo foram tratados. Ap6s 1 hora de tratamento, a inflamacdo foi
induzida com 20 pL de capsaicina 0,01mg/uL (v/v, diluido em acetona) aplicada na superficie
interna da orelha direita e a orelha esquerda recebeu 20 pL de acetona. Os animais, entao,
foram eutanasiados com sobredosagem anestésica (cetamina 300 mg/kg e xilazina 30 mg/kg)
apos 30 minutos da aplicacdo do agente flogistico. A diferenca da espessura (usando um
micrémetro digital) e massa das orelhas (mg) direita e esquerda, usando fragmentos (0,6 mm)
obtidos com punch metalico (Richter) e pesados em balanca analitica (AY 220, Shimadzu), foi
a medida do edema.

5.4.4 Edema de orelha induzido pela aplicacdo topica de histamina

A atividade anti-inflamatdria topica foi avaliada pelo método descrito por Brand et al. (2002), com
pequenas modificagbes. Camundongos Swiss foram divididos em grupos de 8 animais (n = 8).
Inicialmente, os animais foram tratados com extrato (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha), cnicina (0,1, 0,5 e
1,0 mg/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha), dexclorfeniramina (0,1 mg/orelha) e 20 pL de
salina (grupo controle negativo), enquanto o grupo basal ndo sofreu nenhum procedimento.
Trinta minutos ap6s o tratamento, os animais foram anestesiados (cetamina 100 mg/kg e
xilazina 10 mg/kg) e 10 pL de uma solugéo de histamina (100 mg/mL) em solugdo salina foram
aplicados intradermicamente com auxilio de uma agulha hipodérmica 30G. Na orelha esquerda, foi
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administrado 0 mesmo volume de solucdo salina. O edema foi avaliado pela diferenca da medida de
espessura das orelhas direita e esquerda dos animais dos a cada 15 minutos por 90 minutos e através da
medida da massa dos fragmentos de orelhas obtidos apds a eutanésia dos animais.

5.5 ENSAIOS DOS MARCADORES INFLAMATORIOS

5.5.1 Obtencdo do sobrenadante

Como descrito na metodologia de De Young et al. (1989), com pequenas
modificagdes, trés fragmentos (6 mm) de orelhas de camundongos, obtidos do ensaio com
6leo de Croton, foram colocados em um gral de porcelana sob banho de gelo e adicionado
ImL de tampdo fosfato de sédio 80 mM pH 5,4 contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTBA) e posteriormente triturados com auxilio de um pistilo. Em
seguida, foi adicionado 1 mL de tampéo fosfato de sédio 80 mM ph 5,4. As amostras foram
transferidas para um tubo de ensaio e sonifcadas no ultrassom Ultra Cleaner 1600* (Unique®)
por 10 min. Finalizando o processo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos e usados nas analises de proteinas totais,

mieloperoxidase (MPO), N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) e 6xido nitrico (ON).

5.5.2 Dosagem de Proteinas Totais

O ensaio de doseamento de proteinas foi feito com base nas metodologias descritas
por Lowry (1951) e modificada por Sargent (1987). As proteinas presentes na amostra reagem
com o sulfato de cobre alcalino da mistura reativa, liberando cobre monovalente que reduz o
heteropoliacidos do Reagente de Folin (p. ex: fosfomolibdato e fosfotungstato), formando o
complexo molibdénio com coloracdo azul. Em tubos de ensaio, 0s experimentos foram feitos,
em triplicatas, com 40 puL do sobrenadante, 360 pL de agua destilada e 2 mL de mistura
reativa (1,960 mL de solucdo alcalina,1 g de NaOH mais 5 g de Na,CO3; em 250 mL de &gua,
20 pL de tartarato de cobre e 20 pL sulfato de cobre). Apds 10 minutos, adicionou-se 200 pL
de solucgéo Folin (1:5) em cada tubo de ensaio que foi mantido em repouso por 30 minutos. As
absorbancias foram medidas em espectrofotometro UV-VIS 1800 (Shimadzu®) a 660 nm,
zerando o branco com agua destilada. Da mesma forma, uma curva padrdo de albumina 1
mg/mL (80, 120, 160, 200, 240, 280, 320, 360 e 400 pug/mL) foi elaborada (Tabela 6).
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Usando andlise de regressdo linear, foi adquirida uma curva padrdo com equacéo de
reta y = 0,0026x+0,0721 e coeficiente de determinacdo R? = 0,9801 (Figura 6). A partir dessa
equacdo, as absorvancias das amostras foram adicionadas a variadvel x para determinar as

concentragdes de proteinas totais nos fragmentos de orelha.

Tabela 6 - Esquema para constru¢éo de curva padréo para doseamento de proteinas totais

Tubo H20 (uL) Albumina Mistura Reativa | Folin (uL) Albumina
Img/mL (uL) (mL) (ng/mL)
Branco 400 | - 2 200
1 320 80 2 200 30,80
2 280 120 2 200 46,15
3 240 160 2 200 61,54
4 200 200 2 200 76,92
5 160 240 2 200 92,31
6 120 280 2 200 107,70
7 80 320 2 200 123,08
8 40 360 2 200 138,50
9 0 400 2 200 153,80

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2019.

Figura 6 - Curva padrdo para doseamento de proteinas totais
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5.5.3 Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

MPO, uma hemeproteina localizada nos granulos azuréfilos dos neutrofilos, e nos
demais leucdcitos polimorfonucleares (eosinofilos e basofilos) é usada como marcador de
processo inflamatorio (SANCHEZ; MORENO, 1999). Com base na metodologia de Bradley
et al. (1982), modificada por De Young et al. (1989). Em triplicatas, 70 uL do sobrenadante
do homogenato obtido no item 5.5.1 foram adicionados juntamente com 35 pL de 3,3°,5,5’-
tetrametilbenzidina 1,6 mM em dimetilsulfoxido (DMSO) e 105 pL de perdxido de
hidrogénio 0,003% v/v diluido em tamp&o fosfato de sédio 80mM (pH 5,4) para promover 0
inicio da reacdo. Posteriormente, a microplaca foi incubada a 37 °C por 5 minutos e 140 pL de
acido sulfarico 4 M a 4 °C foram adicionados em cada po¢o para parar a reacdo. As
absorbancias foram avaliadas a 450 nm em leitor de microplaca (THERMOPLATE®, TP-
READER), zerando o branco com agua destilada e os resultados expressos em densidade
Optica/mg de proteinas (dO/mg de proteinas).

5.5.4 Avaliacéo da atividade da enzima N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG)

Indicativo de leuctcitos mononucleares nos tecidos, N-acetil-p-D-glucosaminidase foi
quantificada para avaliar o processo inflamatorio induzido por 6leo de Croton. Para isso, foi
usado a metodologia de Sanchez e Moreno (1999). Andlises, em triplica, foram feitas com
200 pL do sobrenadante do homogenato obtido no item 5.5.1 adicionados em placas de 96
pogos juntamente com 50 pL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosamina 2,24 mM em tampé&o
citrato/fosfato de sédio 100 mM pH 4,5, para promover o inicio da reacdo. Posteriormente, as
placas foram incubadas a 37 °C por 10 minutos e a reacdo interrompida pela adi¢cdo de 100 puL
de tampéo glicina 200 mM pH 10,6 em cada poco. As medidas das absorbancias foram feitas
em leitor de microplaca (THERMOPLATE®, TP-READER) em comprimento de onda de 405

nm e resultados expressos em densidade 6ptica/mg (mDO/mg) de proteina.

5.5.5 Determinacgéo do Oxido nitrico

A concentracdo de ¢xido nitrico (ON) foi analisada indiretamente por meio da
mensuracdo das concentracdes de nitrito (NO2) pelo método de colorimétrico de Griess

(GREEN et al, 1982). O reagente de Griess consiste de uma mistura 1:1 da solugdo de
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sulfanilamida a 1% (m/v) com a solugdo de a-naftil-etilenodiamina a 0,1% (m/v) ambas em
acido fosforico a 5%. O homogenato foi preparado com os fragmentos de orelhas obtidos no
modelo de edema induzido por 6leo de Croton pela adigdo de 3000 pL de salina tamponada
(PBS — pH 7,2) e triturados por cerca de 60 s. O homogenato foi coletado, armazenado em
microtubos a -80° C.

A concentracdo de nitrito foi realizada em triplicata em microplaca de 96 pocos. Em
cada pogo, foram adicionados 100 pL do homogenato e 100 pL do reagente de Griess. A
microplaca foi incubada durante 20 minutos em temperatura ambiente. As medidas das
absorbancias foram feitas em leitor de microplaca (THERMOPLATE®, TP-READER) em
comprimento de onda de 540 nm. As concentracOes de nitrito foram calculadas a partir de
uma curva padréo realizada com uma solucao de nitrito de sédio (NaNO;) nas concentraces
3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 uM. As absorbancias das diferentes amostras foram

comparadas com a curva padrdo, e os resultados obtidos expressos pM.

5.6 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Amostras de tecido, submetidas a inflamacdo com 6éleo de Croton, foram conservadas
em formol 10% para andlise histopatoldgica. SecBes verticais dos fragmentos (6 mm) de
tecido com intervalo de 6 micrometro entre os cortes e a utilizacdo de microscopia ética com
aumento de 100x, 200x e 400x foram necessarios para avaliar a infiltracdo de leucdcitos e a

vasodilatacdo em areas representativas do tecido.

5.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram demonstrados através da média + erro padrdo médio (E.P.M.).
Andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Student-Newman—Keuls foi utilizado
para medir o grau de significancia para p < 0,05. O programa Graph Pad Prism® 7.0. sera

empregado nessas analises.
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6. RESULTADOS

6.1 PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO DE C. benedicta

Ap0s processo de lavagem das partes aéreas foram obtidos 15 g de extrato que foram
submetidos a analise em UPLC-MS-Q/TOF. Ap6s anélise foi possivel observar a presenca de
uma substancia com mesmo perfil de fragmentacdo da cnicina no extrato. No entanto seu
perfil de fragmentacdo foi caracterizado pela formacdo de adutos, tanto para modo positivo
guanto no modo negativo. Na Figura 7, é possivel observar o cromatograma do extrato em
modo positivo (Figura 7a) e no modo negativo (Figura 7b). Pode-se observar, no tempo de
retencédo de 4,85 (modo positivo) e 4,87 (modo negativo), a presenca de uma substancia que
apos analise do perfil de fragmentacéo foi identificada como sendo a cnicina. Para analise do
perfil de fragmentacdo dessa substancia o espectro de massas foi gerado (Figura 7c e 7d),
devido a massa exata da cnicina de 378,168 g/mol, era esperado o aparecimento do sinal com
massa carga (m/z) +H e -H para os modos positivos (+) e negativos (-), respectivamente. De
fato, tais sinais foram observados sendo eles 377,2526 m/z (-) e 379,168 m/z (+), no entanto
0s sinais de maior abundancia foram de 423,268 m/z (-) o que indica uma possivel ligacdo do
fragmento ao ion formiato (44,9982), logo 378,1679 + 44,9982 = 423,1661. Outro sinal com
grande abundancia foi o de 413,2359 nesse caso ocorre possivel formagdo de aduto com ion
cloreto, ja que massa do Cl= 34,9694, logo 378,1679 + 34,9694= 413,1373. Para 0 modo
positivo, o sinal 401,1530 indica possivel formacdo de aduto com ion sédio, sendo a massa do
sodio 22,9892, logo 378,1679 + 22,9892 = 401,1571.



Figura 7 - Cromatograma e espectro de massas do extrato de C. benedicta
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6.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA CNICINA

A partir de 15 g do extrato de C. benedicta foi entdo realizado uma CLV com intuito
de isolar ou obter uma fracdo mais pura contendo cnicina. A fase movel inicial foi de
cloroférmio 100% com adicdo de metanol em gradiente crescente de polaridade. Foram
obtidas num total de 10 fragGes (Figura 8) ao término da coluna com 100% metanol.

Figura 8- FracGes obtidas apds separacao por coluna cromatografica a vacuo

Fonte: Dados fornecidos pelo Nucleo de Identificagdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais.

Durante a passagem de solvente na proporcdo metanol 5% pela coluna cromatogréafica
(fracdo 8.1) um precipitado comecou a se formar no fundo do baldo que ao ser rotaevaporado
formou um precipitado branco quase cristalizado por toda extenséo do fundo do bal&o. Esse
resultado se estendeu até a fracdo 8.7, essas fragcdes foram recuperadas com cloroférmio, o
qual ndo solubilizou completamente a amostra, mas auxiliou na retirada do precipitado do
baldo. Esse produto foi entdo filtrado a vacuo e todo sélido recuperado e armazenado para
secagem e posterior identificacdo. Foram obtidos, ao final do processo 3,198 g de cnicina
(Figuras 9 e 10) o que destaca a grande eficiéncia desse processo de extracao, principalmente
para técnica de lavagem das folhas que tornou o extrato final muito mais limpo e seletivo para

0 isolamento de substancias presentes nos anexos foliares.
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Figura 9- Precipitado formado no baldo apds rotaevaporacao e filtrado

Fonte: Figuras fornecidas pelo Nucleo de Identificacdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais.

Figura 10- Rendimento total de cnicina ao final do processo.

Fonte: Figura fornecida pelo Nucleo de Identificagdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais.

Foi realizado CCD das fracGes em fase movel cloroférmio: metanol 98:02 v/v, para
andlise da eficiéncia de separacdo da coluna no inicio da formacéo do precipitado (fracdo 8.2)
até a ultima fragdo (8.7). O precipitado branco também foi submetido a analise em CLAE-
DAD no comprimento de 254 nm (Figura 11). O espectro de UV também foi analisado
indicando maximo de absorcdo em 216 nm. Dado este que corrobora com resultados
encontrados na literatura onde cnicina demonstra o efeito Cotton negativo que é atribuido a
uma transi¢ao da y-lactona o,B-insaturada em 218 nm em MeOH de acordo com Uchida e
Kuriyama (1974) e esse sinal do efeito Cotton é determinado devido a quiralidade do grupo

C=C-C=0. No cromatograma & evidente a identificacdo de somente um pico em 13,212
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minutos, o0 que revela uma grande pureza do precipitado branco isolado que baseado nas
técnicas de identificacdo por cromatografia e fragmentacdo por espectrometria de massas leva

a lactona sesquiterpenica, cnicina.

Figura 11- Cromatograma da fracéo isolada do extrato de C. benedicta.
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Fonte: Figuras fornecidas pelo Ndcleo de Identificacdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais.

6.3 EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DO EXTRATO DE Centaurea benedicta E
CNICINA EM EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR OLEO DE CROTON

A inducdo do processo inflamatério com oOleo Croton produziu um aumento
expressivo da espessura e massa do edema no grupo controle ap6s 6 e 24 horas (Figura 12).
ECB reduziu a espessura do edema em 60,67, 60,73 e 60,40% nas doses de 0,1, 0,5 e 1
mg/orelha apds 6 horas de tratamento, respectivamente, enquanto CNI inibiu 51,29, 69,71 e
72,90% nas doses em ordem crescente. ApOs 24 horas de tratamento, o extrato diminuiu a
espessura em 59,76 (0,1 mg/orelha), 76,07 (0,5 mg/orelha) e 82,22% (1 mg/orelha), enquanto
a CNI reduziu em 39,59, 56,00 e 69,79% nas doses de 0,1, 0,5 e 1 mglorelha,
respectivamente. Considerando ainda o tratamento de 24 horas, 0 extrato também reduziu a
massa das orelhas em 68,07 (0,1 mg/orelha), 76,60 (0,5 mg/orelha) e 78,60% (1 mg/orelha),
enquanto CNI diminuiu em 89,64, 94,32 e 94,72% nas respectivas doses (0,1, 0,5 e 1
mg/orelha). Dexametasona, controle positivo, foi ativa ao inibir ambas as espessura e massa

do edema.
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Considerando a Figura 12A, verifica-se que, apos 6 horas de tratamento, as doses de
0,5 e 1 mg/orelha de CNI foram significativamente iguais a dexametasona (p < 0,05) (Figura
12A). ApGs 24 horas, as doses de 0,5 e 1 mg/orelha de ECB produziram espessuras similares
ao grupo controle positivo (Figura 12B), enquanto este efeito foi observado somente na dose
de cnicina 1 mg/orelha. A comparacdo das medidas de massa dos fragmentos das orelhas com
a dexametasona mostrou que ECB (0,1, 05 e 1 mglorelhas) apresenta efeito
significativamente igual. J& os grupos tratados com CNI (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) foram mais
efetivos em reduzir a inflamacg&do em relacéo a dexametasona (Figura 12C).

Figura 12 - Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre o0 edema de orelha

induzido por dleo de Croton
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Cada barra representa a médiaterro padréo (n = 8). ***p < 0,001 em relagdo ao grupo controle. CN =
Controle; VE = Veiculo; Dexa = Dexametasona; ECB = Extrato de C. benedicta; CNI = Cnicina; =
Ndo houve diferenca significativa em relacdo a dexametasona apés ANOVA seguida do teste de
Student-Newman-Keuls; **p < 0,01; ¥4%p < 0,001 em relagéo & dexametasona.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2019.
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6.3.1 Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre os marcadores inflamatorios

Na Figura 13A é mostrado que o efeito do éleo de Croton sobre o edema de orelha
também foi observado pela determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) que foi
aumentada em 189% no grupo controle quando comparado ao grupo basal. O tratamento com
ECB reduziu a MPO em 19, 28 e 59% nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, respectivamente,
em relacdo ao grupo controle. CNI também inibiu a MPO em 62, 72 e 65% nas respectivas
doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha. Dexametasona produziu 54% de inibicdo da atividade da
MPO.

Apbs inducdo da inflamacao por 6leo de Croton, a atividade da enzima N-acetil-p-D-
glicosaminidase (NAG) aumentou significativamente no grupo controle negativo quando
comparado aos grupos basal e veiculo (Figura 13B). O tratamento com ECB promoveu uma
inibicdo de 26, 20 e 11% da atividade da NAG nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha,
respectivamente, quando comparado com grupo controle negativo. Quando tratado com CNI,
a atividade da NAG foi reduzida em 47, 28 e 50 % nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha,
respectivamente. Dexametasona foi efetiva em inibir a atividade da NAG em 26%.

O aumento da concentracdo de 6xido nitrico (ON) nos animais tratados com Gleo de
Croton foi bastante expressivo no grupo controle negativo em rela¢do ao grupo basal (Figura
13C). Nos grupos submetidos ao tratamento com ECB, doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha,
houve a reducdo das concentracdes de ON em 48, 74 e 62%, respectivamente (p < 0,001) em
relacdo ao grupo controle. CNI, nas concentracdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, também
reduziram a presenca tecidual de ON em 78, 97 e 80 %, respectivamente. Dexametasona
reduziu em 23% a concentracgdo de ON no tecido avaliado.
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Figura 13 - Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre as atividades de MPO e
NAG e ON em edema de orelha induzido por 6leo de Croton
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As barras representam a média = S.E.M. (n = 3). ***p < 0,001 diferente quando comparado ao grupo

controle negativo. ANOVA seguida do teste de Student-Newman-Keuls como post-hoc. VE =
Veiculo; CN = Controle; Dexa = Dexametasona; ECB = Extrato de C. benedicta; CNI= Cnicina. =
N&o houve diferenca significativa em relacdo a dexametasona apdés ANOVA seguida do teste de
Student-Newman-Keuls; p < 0,05; %*p < 0,01; **%p < 0,001 em relacfo a dexametasona.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2019.

6.3.2 Analises histopatoldgicas do processo inflamatério cutaneo induzido por 6leo de croton.

Fragmentos de orelha obtidos a partir do modelo do éleo de Croton foram analisados
histopatologicamente para corroborar com os resultados de espessura e massa do edema,
assim como atividades de mieloperoxidase, N-acetil-pB-D-glucosaminidase e 6xido nitrico
descritas anteriormente. Cortes representativos sao mostrados na Figura 14 apos tratamento
com ECB e CNI nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha. Os grupos basal e veiculo, ambos sem
inducdo do edema, mostram auséncia de edema e de processo inflamatorio (Figuras 141 e
14J), respectivamente, enquanto que o grupo controle negativo, com inducgédo do edema e sem

tratamento, apresentou um aumento acentuado da espessura da orelha, caracterizando edema
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tipico de processo inflamatorio, presenca expressiva de leucocitos e vasodilatacdo (Figura
14A). O tratamento com ECB (0,1 0,5 e 1,0 mg/orelha, Figuras 14C, 14D e 14E,
respectivamente) e CNI (0,1 0,5 e 1,0 mg/orelha, Figuras 14F, 14G e 14H, respectivamente)
reduziram a espessura do edema, os leucdcitos e a vasodilatacdo induzidos pelo 6leo de
Croton. O controle positivo, dexametasona 0,1 mg/orelha, foi efetivo em reduzir os
parametros analisados como mostra a Figura 14B.

Figura 14 - Cortes histoldgicos representativos de fragmentos de orelhas com edema induzido

por dleo de Croton ap6s tratamento com extrato de C. benedicta e cnicina
(A)
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Cortes histoldgicos de orelha de camundongos coradas com hematoxilina-eosina (20x, escala de
10000 pum). (A) Controle negativo; (B) Controle positivo (Dexametasona); (C) ECB 0,1 mg/orelha;
(D) ECB 0,5 mg/orelha; (E) ECB 1,0 mg/orelha; (F) CNI 0,1 mg; (G) CNI 0,5 mg/orelha; (H) CNI 1.0
mg/orelha; (H) Basal (sem inflamacéo); (J) Veiculo (Acetona); Seta para baixo = Leucocitos; Seta
para cima = Vasodilatacdo; Trago vermelho = Espessura do edema.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2019.

6.4 EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DO EXTRATO DE Centaurea benedicta E
CNICINA EM EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR FENOL

O fenol produziu um processo inflamatério auricular (Edema) que gerou um aumento
significativo na espessura e massa das orelhas direitas, como mostrado no grupo controle
negativo (Figura 15A). Apés 2 horas de tratamento, ECB reduziu a espessura do edema em
48,10, 54,10 e 55,10% nas doses de 0,1, 0,5 e Img/orelha, respectivamente, enquanto a massa
das orelhas foi diminuida em 51,20 (0,1 mg/orelha), 58,70 (0,5 mg/orelha) e 62,50% (1
mg/orelha). Dexametasona, controle positivo, foi efetiva ao inibir a espessura e a massa do
fragmento de orelha em 71,80 e 56,40%, respectivamente. Neste ensaio, CNI foi capaz de
reduzir a espessura do edema em 35,30, 47,60 e 47,10% nas doses de 0,1, 0,5 e 1mg/orelha,
respectivamente, enquanto a massa das orelhas foi inibida em 65,80 (0,1 mg/orelha), 72,40
(0,5 mg/orelha) e 76,10% (1 mg/orelha) (Figura 15B).
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Figura 15 - Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre o0 edema de orelha

induzido por fenol.
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Cada barra representa a médiazerro padrao (n = 8). ***p < 0,001 em relacdo ao grupo controle. ECB =
Extrato de C. benedicta; CNI= Cnicina. VE = Veiculo; CN = Controle; Dexa = Dexametasona. =: N&o
houve diferenca significativa em relacdo a dexametasona ap6s ANOVA seguida do teste de Newman-
Keuls.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2019.

6.5 EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DO EXTRATO DE Centaurea benedicta E
CNICINA EM EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR CAPSAICINA

A inducdo do processo inflamatério com capsaicina produziu um aumento expressivo
da espessura e massa do edema no grupo controle negativo apds 30 minutos (Figura 16).
Tratamento prévio com o extrato de C. benedicta inibiu a acdo do agente flogistico, reduzindo
a espessura tecidual em 37,75, 43,11 e 58,10% nas doses de 0,1, 0,5 e 1mg/orelha apds 1 hora
de tratamento, respectivamente. Neste periodo, ECB inibiu 0 aumento da massa das orelhas
em 34,01 (0,1 mg/orelha), 44,24 (0,5 mg/orelha) e 55,80% (1 mg/orelha). Usando a
capsaicina, os dados da espessura e massa mostraram que a cnicina nao foi efetiva em reduzir
0 processo inflamatério. Ao contrario, a dose de 1,0 mg/orelha de cnicina potencializou o
efeito da capsaicina em relacdo a massa. Dexametasona, controle positivo, foi ativa ao inibir o

aumento da espessura e massa do edema.
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Figura 16 - Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre o0 edema de orelha
induzido por capsaicina.
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Cada barra representa a médiaterro padrdo (n = 8). ***p < 0,001 e +++p < 0,001em relagdo ao grupo
controle. ECB = Extrato de C. benedicta; CNI= Cnicina. VE = Veiculo; CN = Controle; Dexa =
Dexametasona. =: N&o houve diferenca significativa em relagdo a dexametasona apdés ANOVA
seguida do teste de Newman-Keuls. 4¥%p < 0,001 em relac4o adexametasona.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2019.

6.6 EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DO EXTRATO DE Centaurea benedicta E
CNICINA SOBRE O EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR HISTAMINA

A partir de 15 minutos de tratamento, o extrato de C. benedicta (0,1, 05 e 1
mg/orelha) proporcionou uma reducdo significativa da espessura auricular apds 2 horas da
aplicacdo intradérmica de histamina quando comparado ao grupo controle negativo (Figura
17). No entanto, nos tempos de 75 e 90 minutos, a dose de 0,1 mg/orelha de ECB produziu
uma diminui¢do menos significativa (p < 0,05) do efeito sobre o processo inflamatdrio. Neste
experimento, cnicina (1 mg/orelha) inibiu o edema induzida pela histamina ap6s 30 minutos
de tratamento. Mesmo com menor intensidade, este efeito pode ser observado ap6s 90
minutos de tratamento com CNI (0,1 e 0,5 mg/orelha) (p < 0,05). Além disso, a dose de 0,1
mg/orelha de CNI potencializou o efeito da histamina nos tempos de 60 e 75 minutos de
tratamento, produzindo uma acdo contraria. Embora a dexclorfeniramina tenha sido mais
potente do que a dexametasona na redugéo do edema, ambas foram bastante ativas em todos

os tempos avaliados (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre a espessura da orelha

apos inducdo do edema por histamina.
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Cada barra representa a médiaterro padrdo (n = 8). Medida de espessura a cada 15 minutos ap6s
aplicagdo de histamina (10 pL/orelha direita). VE = Veiculo; CN = Controle; Dexa = Dexametasona
(0,1 mg/orelha); Clor = Dexclorfeniramina (0,1 mg/orelha); ECB = Extrato de C. benedicta; CNI =
Cnicina. *p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 diferente do grupo controle ap6s ANOVA seguida do
teste de Newman-Keuls. *p < 0,001, média foi significativamente maior que o grupo controle apds
ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2019.

Considerando ainda as medidas da massa, ECB (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha) reduziu a
massa do edema da orelha em relacdo ao grupo controle negativo (p < 0,001) (Figura 18),
confirmando os achados demonstrados para espessura da Figura 17. E observado também que
a cnicina foi ativa em inibir a massa do edema de orelha nas doses de 0,5 (p < 0,05) e 1
mg/orelha (p < 0,001). Ambos os controles positivos, dexametasona e dexclorfeniramina,

foram eficientes em diminuir a massa edematosa induzida por histamina (Figura 18).
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Figura 18 - Efeito do extrato de Centaurea benedicta e cnicina sobre a massa da orelha apds

inducdo do edema por histamina.
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Cada barra representa a médiaterro padrdo (n = 8). Medida da massa dos discos das orelhas 90
minutos apds aplicacdo de histamina (10 pL/orelha direita). VE = Veiculo; CN = Controle; Dexa =
Dexametasona (0,1 mg/orelha); Clor = Dexclorfeniramina (0,1 mg/orelha); ECB = Extrato de C.
benedicta; CNI = Cnicina. *p < 0,05 e ***p < 0,001 diferente do grupo controle apds ANOVA
seguida do teste de Newman-Keuls. = Média igual da dexclorfeniramina.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2019



47

7. DISCUSSAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo e desempenha varias fungdes vitais, como protecgéo,
termorregulacéo, absorcéo percutanea, bem como atividades secretoras e sensoriais (SLOTTA
et al., 2015). No entanto, a sua integridade pode ser comprometida por diferentes condicGes
inflamatdrias ou ndo inflamatdrias, que resultam em erupcdes cutaneas leves, dermatite
(eczema), psoriase, eritema agudo, vitiligo a queimaduras e feridas profundas. Além disso, as
infeccBes de pele por uma variedade de patdgenos (viral, parasitéria, bacteriana ou fungica)
podem estar associadas com o0s processos inflamatdrios instalados, o que podem ocasionar
danos mais severos ao tecido (BOUWSTRA; PONEC, 2006; SLOTTA et al., 2015). Entéo,
com intuito de buscar alternativas para tratar distintas condi¢cGes dermatoldgicas, a sociedade
tradicional tem usado as plantas medicinais e produtos naturais como estratégias para inibir 0s
mecanismos inflamatdrios, impedir o sangramento, acelerar a cicatrizacdo de feridas e reduzir
o crescimento de microrganismos (DAWID-PAC, 2013; GUPTA et al., 2017).

Considerando que o processo inflamatorio se caracteriza como uma resposta do
organismo a um agente agressor, visando diluir, destruir e bloquear este agente (ROBBINS et
al., 2005), a busca por novos produtos terapéuticos com propriedades anti-inflamatdrias
eficazes e com menos efeitos adversos tem sido uma das vertentes dos pesquisadores da area
de produtos naturais. Neste contexto, o foco do presente trabalho foi avaliar o potencial anti-
inflamatorio do extrato de C. benedicta (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) e cnicina (0,1, 0,5 e 1
mg/orelha) usando modelos de edema de orelha induzidos por diversos agentes flogisticos
(6leo de créton, fenol, capsaicina e histamina) em camundongos. O uso desses agentes tem
grandes vantagens, uma vez que eles estdo associados a diferentes mecanismos inflamatérios
e mimetizar condi¢cfes patoldgicas semelhantes aos seres humanos. Além disso, 0 uso de
camundongos Swiss para testes in vivo da atividade anti-inflamatdria constitui um ensaio
pratico, com baixo custo, reprodutivel e confiavel quando comparado a um grupo controle
negativo.

A aplicacdo topica de dleo de Croton, em dose Unica, fornece dados comparativos com
as substancias testadas, e avalia a atividade antiedema de um processo inflamatorio agudo. O
6leo de Croton, extraido das sementes de Croton tiglium, apresenta como seu componente
majoritario o 13-acetato de 12-o-tetracanoiforbol (TPA) que tem como caracteristica induzir a
inflamacdo cutanea e a hiperproliferacdo celular (em caso de multiplas aplicacfes do 6leo de
créton), mimetizando assim patologias cutaneas, como a psoriase. O processo inflamatério

agudo induzido pela administracéo topica de 6leo de croton gera um aumento da
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permeabilidade vascular, vasodilatacdo pela liberacdo de histamina e estimula a migracéo de
leucdcitos polimorfonucleares (neutréfilos) e macrofagos (TUBARO et al., 1985; DE
YOUNG et al., 1989).

O TPA encontrado no 6leo de Croton estimula a via da fosfolipase A, (PLA;), enzima
responsavel pela liberacdo do acido araquidonico a partir de fosfolipideos de membranas. Esta
via também ativa uma maior expressao génica da cicloxigenase e lipoxigenase (COX-2/LOX)
e proteina quinase C (PKC) que estimula a cascada das proteinas quinases ativadoras de
mitégenos (MAP quinase), promovendo assim a ativacdo de fatores de transcricdo nuclear
(NF-xB ¢ a AP-1) que atuam regulando diversas enzimas pré-inflamatorias (COX-2 e iNOS),
proteinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-0) e moléculas de adesdo
(PUNGERO et al., 1998; CHI et al., 2003; MURAKAWA et al., 2006; BADILLA et al.,
2007; FERREIRA et al., 2010). Substancias que se assemelham a corticoides, inibidores das
cicloxigenases, fosfolipase A, (PLA;), 5-lipoxigenase e antagonistas de LTB4 apresentam
excelente eficacia frente ao processo inflamatorio causado pelo TPA (FURSTENBERGER et
al., 1994). Isto demonstra que o TPA é capaz de ativar diferentes vias do processo
inflamatorio através de mecanismos distintos. Nossos resultados mostraram que o extrato de
C. benedicta (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) e cnicina (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) reduziram
significativamente a espessura e 0 peso das orelhas dos camundongos, sugerindo assim um
expressivo potencial contra os mecanismos inflamatorios associados com a agdo do 6leo de
Croton (Figura 12). Dessa forma, esses agentes podem ser Uteis no tratamento de inflamacéo
relacionada a psoriase e patologias afins (CHIBLI et al., 2014).

Baseado nos resultados da espessura do edema, é observado que, apds 6 horas de
tratamento, a cnicina, nas doses de 0,5 e 1 mg/orelha, produziu um efeito igual a da
dexametasona, 0 que pode sugerir um mecanismo semelhante a este farmaco usado na
terapéutica como anti-inflamatorio esteroide. No entanto, ap6s 24 horas de tratamento,
somente a dose de 1 mg/orelha de cnicina foi tdo efetiva quanto o farmaco padrédo, enquanto o
efeito do extrato ECB (0,5 e 1 mg/orelha) foi potencializado tornando-se significativamente
igual a dexametasona. Com base no efeito da massa dos fragmentos da orelha, embora
corrobore os resultados da espessura, o efeito das doses (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) de ECB
foram semelhantes a dexametasona, enquanto as doses (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) de cnicina
foram mais potentes do que este farmaco de referéncia. E possivel que esses agentes
apresentem mecanismos de acdo parecidos com os glicocorticoides que comegam com sua
ligacdo a receptores nucleares especificos no citoplasma das celulas-alvo. O complexo

receptor-esteroide entdo migra para o nucleo, onde se liga ao DNA e altera a sintese de
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proteinas (BECKER, 2013; RAMAMOORTHY; CIDLOWSKI, 2016). Qualquer nimero de
funcbes celulares é assim modificado, incluindo a producdo de enzimas que regulam os
processos metabolicos e aquelas que regulam a sintese de autacoides inflamatérios e citocinas
relacionadas com a imunidade. Esse mecanismo consome tempo e é responsavel pelo inicio
tardio do efeito (6 a 8 horas) quando os glicocorticoides sdo administrados clinicamente
(BECKER, 2013). Por isso, um tratamento mais prolongado pode ser atil para um melhor
entendimento das a¢des dos produtos que estdo sendo avaliados.

Devido a migracéo leucocitaria induzida pela aplicacéo tépica do 6leo de Croton, uma
elevacdo dos teores da enzima mieloperoxidase (MPO) é indicativa da presenca de
polimorfonucleares no tecido inflamado (BRADLEY et al, 1982). A reducdo da atividade de
MPO apds tratamento do processo inflamatério pode estar associada como a inibicdo da
vasodilatacdo e, consequentemente, da diminuicdo da migracdo de neutréfilos no tecido
inflamado (ARNHOLD, 2004). Desse modo, o acumulo de neutréfilos no tecido auricular que
teve contato com o 6leo de Croton foi medido por meio do ensaio da atividade da MPO
(MENDES et al., 2009). Os resultados mostraram uma redugdo dos valores de MPO nos
tecidos tratados com o extrato de C. benedicta (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) e cnicina (0,1,0,5e 1
mg/orelha), indicando assim a reducdo de infiltrados de leucdcitos polimorfonucleados
(neutrdéfilos) e inibicdo do processo inflamatdrio. Nossos dados também revelaram que a dose
de 0,5 mg/orelha de ECB produziu uma reducdo significativamente igual a dexametasona,
enquanto as doses de cnicina (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) foram mais potentes que este farmaco de
referéncia (p < 0,001) (Figura 13A). Esses achados confirmam os resultados da espessura e
massa mostrados na Figura 12.

O acumulo de leucdcitos mononucleares em tecidos inflamados é uma caracteristica
do modelo de edema de orelha induzido por 6leo de Croton, uma vez que esta relacionado a
geracdo de &cido araquiddnico pela expressdo da cicloxigenase (COX-2) e vasodilatacdo com
liberacdo de N-acetil-p-D-glicosaminidase (NAG) (SANCHES; MORENO, 1999; GABOR,
2003). A NAG ¢é uma enzima lisossomal produzida por mondcitos ativados, especialmente
macrofagos. A ativacdo dos macrofagos provoca desgranulacdo com liberagdo mediadores
inflamatdrios tais como aminas bioativas (histamina e serotonina), citocinas, quimiocinas e
eicosanoides (LAWRENCE; GILRQOY, 2007). No presente estudo, a infiltracdo de células
mononucleares foi indiretamente quantificada pela avaliacdo da atividade de NAG que esta
presente em macrofagos ativados (MENDES et al., 2009). Ap6s 24 horas de tratamento, ECB
(0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) e CNI (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) reduziram a atividade da NAG (Figura

13B), indicando que houve uma diminuicdo dos leucécitos mononucleares e da vasodilatacéo.
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A acdo da cnicina (0,1 e 1 mg/orelha) foi mais potente que a dexametasona (Figura 13B).
Mais uma vez, os dados de espessura e massa (Figura 4) sdo confirmados mediante 0s
resultados relacionados a NAG.

O oxido nitrico (ON) constitui uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas. Este constituinte € um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, que possuli
sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron desemparelhado (DUSSE et
al., 2003). A sintese do ON resulta da oxidagdo de um dos dois nitrogénios guanidino da L-
arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reacdo é catalisada pela enzima ON-sintase
(NOS) a partir de uma variedade de isoformas encontrada em diferentes tecidos de mamiferos
(SOBREVIA et al., 2016). Essas isoformas da NOS sdo agrupadas em duas categorias, a NOS
constitutiva (c-NOS), dependente de fons calcio (Ca**) e de calmodulina, que esta envolvida
na sinalizacdo celular, e a NOS induzivel (i-NOS), produzida por macréfagos e outras células
ativadas por citocinas (DUSSE et al., 2003; SOBREVIA et al., 2016; STEINHORN et al.,
2015). O ON produzido pelas células endoteliais tem um papel essencial no processo de
relaxamento do vaso sanguineo. Em condicdes fisioldgicas, o relaxamento vascular ocorre
quando receptores da membrana das células endoteliais sdo ativados por estimulos sollveis
(incluindo-se acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato, substancia P, serotonina e outros)
ou quando ha um aumento do atrito exercido pelas células circulantes sobre a camada
endotelial, levando a ativacdo da e-NOS presente nestas células e a consequente producdo de
ON. O ON produzido na célula endotelial difunde-se rapidamente para a célula muscular e
para o lumen vascular, o que promove a vasodilatacio (MUTCHLER; STRAUB, 2015).
Dessa forma, ON é uma molécula de sinalizacdo de processos fisiologicos e fisiopatoldgicos
foi avaliada (FLORENTINO et al., 2017). A producéo e liberacdo de citocinas, quimiocinas e
6xido nitrico (ON) durante o processo inflamatério resulta na modulacdo negativa do
recrutamento de leucdcitos para o sitio inflamatorio (BRITO et al., 2013; SECCO et al.,
2003). Sendo assim, verificamos a influéncia do extrato ECB (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) e
cnicina (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) sobre o0 ON e sua relagdo com a migracdo de leucocitos
induzida pelo o0leo de Croton. Nossos resultados mostram que o tratamento do tecido
inflamado com extrato ECB (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) e cnicina (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha)
proporcionaram a diminuicdo das concentracbes de ON, corroborando assim com o0s
resultados de MPO e NAG que indicam o potencial anti-inflamatério das substancias em
analise (Figura 13C). Foi verificado também que tanto o extrato ECB quanto a cnicina foram
mais potentes que a dexametasona em inibir a formacdo de ON (Figura 13C). Portanto, os

resultados corroboram os achados de espessura, massa, mieloperoxidase e N-acetil-p-D-
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glicosaminidase, mostrando um potencial anti-inflamatorio do extrato ECB e da cnicina no
tratamento de processos inflamatorios cutaneos.

Como ja mencionado, a inflamagdo é uma resposta de adaptagdo provocada por
estimulos ou condicBes desfavoraveis, tais como infecgdes e lesdo tecidual (STAMATAS et
al. 2013). O papel principal da inflamacéo é a resolucdo de infeccBes e o reparo de danos,
para gque as células voltem a condicdo de homeostasia. A inflamagao aguda é reconhecida por
uma resposta de curto prazo, que resulta em infiltracdo de leucdcitos, perda do estimulo e
reparo tecidual (STAMATAS et al., 2013). Com rela¢do ao estudo histopatolégico, nossos
resultados mostraram o grupo controle negativo (inducéo da inflamacdo com 6leo de Croton
sem tratamento) mostrou que houve uma maior extensdo da area do tecido inflamado, o que
demonstra a presenca do edema, assim como a presenca de vasodilatagdo mais acentuada e
maior nimero de leucdcitos na area da inflamacdo (COLORADO et al., 1991). Contudo, a
dexametasona, uma droga de referéncia para o tratamento de processo inflamatério, protegeu
0 tecido inflamado com reducdo dos parametros inflamatdrios. Vale considerar que este
farmaco é largamente utilizado comercialmente como adrenocorticoide, antiasmatico,
antialérgico e anti-inflamatorio e sua administracdo pode ser feita por diferentes vias,
incluindo a dermatoldgica (PEREIRA et al., 2007; MEHTA et al., 2016). Considerando esses
aspectos, o extrato ECB (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) e a cnicina (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) foram
capazes de reduzir os parametros inflamat6rios de espessura do edema, vasodilatacdo e
migracdo leucocitaria (Figura 14), confirmando os resultados das medidas de espessura e
massa, mieloperoxidase, N-acetil-B-D-glicosaminidase e Oxido nitrico, sendo eficazes no
tratamento de inflamacdo aguda. Esses resultados sdo promissores e podem ser usados como
base para preparacdo de formulagdes topicas para o tratamento de inflamacdo cutanea e,
provavelmente, para processos inflamatérios de cicatrizacdo de feridas.

O uso do fenol como agente flogistico que causa alteracBes no tecido da pele e
mimetiza a dermatite de contato nos seres humanos (LIM et al.,, 2004). Sua acdo €
independente da proteina quinase C (PKC), envolve o rompimento da membrana plasmatica
dos queratindcitos, células mais presentes na epiderme, liberacdo de IL-1a pré-formada, 1L-8,
TNF-0, mediadores inflamatorios como o acido araquidonico e radicais livres (WILMER et
al., 1994; MURRAY et al., 2007). Nossos resultados mostraram que o extrato de C. benedicta
(0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) e cnicina (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) tiveram efeito inibidor do processo
inflamatdrio induzido por fenol, o que pode ser potencialmente eficaz frente as dermatites de
contato. Além disso, assim como para 0 6leo de Croton, a inflamacdo induzida pelo fenol

ativa diferentes vias, entre elas a formagéo de metabdlitos do acido araquidénico e espécies
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reativas de oxigénios (EROS) na resposta inflamatoria instalada (MURRAY et al., 2007).
Assim, os resultados sugerem que o extrato ECB e a cnicina podem exercer suas acfes anti-
inflamatoria por inibir a geracdo desses mediadores, corroborando os achados demonstrados
no modelo do dleo de Croton. Neste ensaio, ambos os efeitos sobre a espessura e massa foram
confirmados quando comparados ao grupo controle negativo. No entanto, assim como no
modelo do o6leo de Croton, o efeito sobre a massa parece ser mais expressivo e foram
semelhante aquele demonstrado pela dexametasona, controle positivo.

O uso de capsaicina como indutor de inflamacdo em edema de orelha em
camundongos leva a uma inflamacdo neurogénica da pele (GABOR; RAZGA, 1992). O
contato da capsaicina com a pele (epiderme), ativa receptores de potencial transitorio
vanildide do Tipo 1 (TRPV1) que é um canal permeéavel ao célcio que pode ser ativado pelo
endocanabindide anandamida; além de seu agonista exdgeno; a capsaicina. gerando a
liberacdo de neuropepitideos (substancia P, peptideos relacionados ao gene calcitonina e
taquicininas) e monoaminas (serotonina e histamina) (INOUE, NAGATA, KOSHIHARA,
1993; INOUE, NAGATA, KOSHIHARA, 1995). Como consequéncia apresenta sinais de
inflamacdo aguda como vasodilatagdo com aumento do fluxo sanguineo e elevacdo da
temperatura local (SZOLCSANYI, 1988; MATRAN et al., 1989; LEMBECK, HOLZER,
1979). A aplicacdo tdpica do o extrato de C. benedicta (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) mostrou uma
reducdo significativa da inflamacdo induzida pela capsaicina (Figuras 16A e 16B). Ao
contrario, cnicina (0,1, 0,5 e 1 mg/orelha) ndo foi efetiva contra o processo inflamatorio,
especialmente a dose de 1 mg/orelha que potencializou o efeito deste agente flogistico, o qual
foi bem evidenciado ap6s medida da massa (Figura 16B). Isto significa que cnicina nédo
blogueou a substancia (capsaicina) nem nas vias inflamatorias ativadas pelo agente flogistico.

A histamina é uma amina vasoativa liberada por mastdcitios ativados pelas proteinas
do complemento C3a e Cbha e por leucdcitos ativados por IgE, sendo responsavel pelo
aumento da permeabilidade vascular e tem acdo vasodilatadora (RANG et al., 2007). Por sua
acdo rapida, a histamina também esta envolvida nas reacdes de hipersensibilidade do tipo
imediata (BRAND et al., 2002) e é sintetizada e liberada por diferentes células humanas,
especialmente basofilos, mastdcitos, plaquetas, neurénios histaminérgicos, linfocitos e células
enterocromafinicas, sendo estocada em vesiculas ou granulos liberados sob estimulacdo
(CRIADO et al., 2010). Sua sintese ocorre a partir do aminoacido histidina, sob agdo L-
histidina descarboxilase (HDC), sendo um potente mediador de numerosas reacoes

fisiologicas. Os efeitos da histamina sdo mediados pela sua ligacdo com quatro subtipos de
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receptores: receptor de histamina (HR);, HR2, HR3 e HR4 (CRIADO et al., 2010; HUANG et
al., 2018; THANGAM et al., 2018).

O receptor H1 (HR;) é codificado no cromossomo humano 3, sendo o responsavel por
muitos sintomas das doencas alérgicas, tais como o prurido, a rinorreia, 0 broncoespasmo e a
contracdo da musculatura lisa intestinal. A ativacdo do HR; estimula as vias sinalizadoras do
fosfolipide inositol, culminando na formacdo do inositol-1,4,5-trifosfato (InsP3) e do
diacilglicerol (DAG), levando ao aumento do célcio intracelular. Além disso, 0 HR;, quando
estimulado, pode ativar outras vias de sinalizacdo intracelular, tais como a via da fosfolipase
D e a da fosfolipase A. Além disso, o estimulo do HR; pode levar a ativacdo do fator de
transcri¢do nuclear NFkB, estando ambos envolvidos nas doencas alérgicas (HUANG et al.,
2018).

A histamina desempenha um papel central na patogénese de varias doengas alérgicas,
como a dermatite atdpica, a rinite alérgica e a asma alérgica, através da regulacdo diferencial
dos linfocitos T auxiliares. O aumento da secrecdo de citocinas Th2 [como interleucina (IL) -
5, IL-4, IL-10 e IL-13] e a inibicdo da producéo de citocinas Th1l [interferon-y (IFN-y), IL-12
de monocinas e IL-2] sdo mediadas pela histamina. Assim, a histamina regula o equilibrio
efetivo entre as células Thl e Th2, auxiliando a mudanca para Th2. A ativacdo de mastocitos
mediada por histamina desempenha um papel critico em varias doencas alérgicas. A histamina
pode induzir a liberacdo de leucotrienos, citocinas e quimiocinas via RH; em mastdcitos
humanos derivados de sangue de corddo CD34" (JEMIMA et al., 2014). Além disso, 0s
mastocitos interagem diretamente com as bactérias e parecem desempenhar um papel vital
na defesa do hospedeiro contra patdgenos. Drogas, como os glicocorticoides, a ciclosporina e
o cromoglicato, mostraram ter efeitos inibitérios na desgranulagdo dos mastdcitos e
na liberagdo do mediador (AMIN, 2012). Considerando a formacdo do edema, anti-
histaminicos e corticosteroides (dexametasona, por exemplo) apresentam reducdo do edema
em modelos induzido por histamina.

Com base nos resultados apresentados, € possivel destacar que o extrato ECB (0,1, 0,5
e 1 mg/orelha) foi efetivo em reduzir a espessura do edema induzido pela histamina nos
intervalos de tempos avaliados (15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos). Ja a cnicina ndo inibiu o
edema nos primeiros 15 minutos, sendo observado uma resposta a partir de 30 min na dose de
1 mg/orelha, o que culminou em uma resposta positiva apds 90 min de tratamento (0,1, 0,5 e
1 mg/orelha) (Figura 17). Curiosamente, nos tempos de 60 e 70 min, a cnicina potencializou a
acdo da histamina (Figuras 17D e 17E). Sob este aspecto, é sabido que existe um equilibrio

dos receptores de histamina frente a exposicdo a agonistas neutros, agonistas parciais,
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completos e inversos. Com base no modelo em dois estados, os ligantes dos receptores de
histamina podem ser classificados em agonistas, tanto completos como parciais, 0s quais
estabilizam o receptor em estado ativo (R*) e aumentam a sinalizagéo efetora do receptor. Os
agonistas inversos, tanto completos como parciais, estabilizam os receptores de histamina no
estado inativo (R) e diminuem a sinalizacdo efetora basal dos receptores de histamina. Os
antagonistas neutros tém afinidade tanto pelo receptor ativo como pelo inativo; assim nédo
afetam o equilibrio entre eles, porém reduzem a capacidade tanto do agonista como do
agonista inverso em se ligar aos receptores (CRIADO et al., 2010).

Quando a massa dos fragmentos foi avaliada, observou-se uma resposta semelhante ao
da espessura ap6s 90 minutos de tratamento. O extrato ECB (1 mg/orelha) produziu um efeito
igual ao da dexclorfeniramina. E provavel que outros constituintes do extrato estejam
exercendo agédo de antagonista o receptor de histamina H; ou agindo como agonista inverso.

Os efeitos discutidos acima podem estar relacionados com a acdo de Cnicus
benedictus L. que mostrou um alto nivel de atividade cicatrizante em ratos com produto
isolado a partir de p6 de raiz em cicatrizagdo de feridas ap6s 14 dias, a qual foi associada com
a presenca de polifenois (DJAMILA et al., 2013). O uso de C. benedicta para curar doenca
da pele tem sido extensivamente aplicado pela populacdo, uma vez que dados da literatura
mencionam o grande potencial de uso de Cnicus para tratamento terapéutico da pele
(DJAMILA et al., 2013). Constituintes fitoquimicos como taninos, flavonoides, alcaloides,
glicosideos cianogenéticos, acUcar redutor e varios outros compostos aromaticos
demonstraram ser responsaveis pelo efeito anti-inflamatorio de feridas que podem ser
encontrados em diferentes partes da planta como folhas e cabecas de flores (KATARIA,
1995). Muitos outros efeitos importantes na pele foram determinados como atividade
antimicrobiana atribuida aos constituintes de cnicina e poliacetileno (DJAMILA et al., 2013).
O principal produto responsavel pela reacdo cicatrizante é a cnicina, por exemplo, que possui
atividade antibacteriana e antifingica. Da mesma forma, a cnicina foi o sesquiterpeno mais
ativo contra uma variedade de fungos em outro estudo (PANAGOULEAS et al., 2003).
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8. CONCLUSAO

Com base nos resultados, este estudo comprovou a propriedade anti-inflamatéria das
folhas de C. benedicta atraves do modelo de edema de orelha induzido por diferentes agentes
flogisticos e, a cnicina, uma lactona sesquiterpénica, € uma das substancias responsaveis por
este efeito.

Considerando as substancias irritantes usadas no modelo de edema, o0 mecanismo de
acdo esta relacionado a inibicdo de uma ou mais vias da resposta inflamatoria.

O extrato e a cnicina podem ser promissores agentes anti-inflamatérios para o
tratamento de patologias da pele, como psoriase, dermatite de contato e dermatite atdpica,
abrindo novas possibilidades para o desenvolvimento novos produtos farmacéuticos e

dermocosmeéticos.
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