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Atividade antiinflamatdria do extrato etandlico de Conocliniopsis
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RESUMO: Conocliniopsis prasiifolia (DC) R.M. King & H. Robinson ¢ uma espécie utilizada
na medicina popular como antiinflamatéria e analgésica, pertencente a familia Asteraceae
e conhecida como “mentrasto-roxo”. Estudos prévios com o extrato etanolico das folhas de C.
prasiifolia (EECp) demonstraram uma baixa toxicidade por via oral e intraperitoneal, bem como
efeito analgésico e antiinflamatorio em modelos animais. O presente estudo objetivou avaliar o
efeito de EECp frente a degranulagdo de neutrdfilos, e dessa forma melhor caracterizar o efeito
antiinflamatorio dessa espécie vegetal. Para tanto, foram utilizados neutrdfilos peritoneais de ratos
e técnicas espectrofotométricas. Os resultados demonstraram que EECp, nas concentragdes de
25 e 50 pg/mL, foi capaz de inibir de forma significativa (p<0,05) a degranulagdo de neutréfilos
induzida por fMLP. Portanto, o EECp impede a liberacdo de granulos dos neutrdfilos contendo
enzimas degradativas, demonstrando atividade antiinflamatéria.

Unitermos: Conocliniopsis prasiifolia, Asteraceae, atividade antiinflamatoria, degranulagdo de
neutroéfilos, flavonoide.

ABSTRACT: “Anti-inflammatory activity of the ethanol extract of Conocliniopsis prasiifolia
R.M. King & H. Robinson in the neutrophils cellular response”. Conocliniopsis prasiifolia
(DC) R.M. King & H. Robinson is a species used in popular medicine with anti-inflammatory and
analgesic activities, it belongs to the Asteraceae family and is known as “mentrasto-roxo”. Studies of
the ethanol extract from its leaves (EECp) showed a low toxicity throughout oral and intraperitoneal
routes, and anti-inflammatory and analgesic effects in animal models. The aim of this study was to
evaluate the effect of EECp in the neutrophils degranulation for better characterization of its anti-
inflammatory effect. Peritoneal neutrophils from rats and spectrophotometric techniques were used.
The results showed that the EECp (25 and 50 pg/mL) was able to inhibit significantly (p<0.05) the
neutrophils degranulation induced from fMLP. We can conclude that the EECp prevents the release
of granules of the neutrophils that contains degrading enzymes, demonstrating anti-inflammatory
activity.

Keywords: Conocliniopsis prasiifolia, Asteraceae, anti-inflammatory activity, neutrophils
degranulation, flavonoid.

INTRODUCAO

A etnofarmacologia associada a descoberta de
novas drogas, usando produtos naturais, ¢ um assunto
de grande importancia no cenario mundial na atualidade
(Patwardhan et al., 2004; Albuquerque & Hanazaki,
2006). Entretanto, apesar do avango tecnologico atual,
o processo de descoberta de novas drogas que possam
ser utilizadas na terapéutica ¢ considerado o principal
problema que afeta a inddstria farmacéutica (Patwardhan,
2005).

Em varios registros famosos da antiguidade, tais
como os de Hipocrates, Avicena e Paracelso, as plantas
medicinais ocupavam lugar de destaque em praticas
terapéuticas (Botsaris & Machado, 1999). Ao longo
dos séculos produtos de origem vegetal constituiram as
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bases de tratamento de diferentes doengas. A partir de
plantas descritas e utilizadas na medicina popular foram
descobertos diversos medicamentos usados até hoje na
terapéutica tradicional (Almeida et al., 2001; Silva et al.,
2003; Rocha et al., 2005; Amaral et al., 2006; Barbosa-
Filho et al., 2007; Oliveira et al., 2007; Saude-Guimaraes
& Faria, 2007; Barbosa-Filho et al., 2008; ).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, cerca
de 80% da populagdo nos paises em desenvolvimento
faz uso de plantas medicinais no tratamento de doencas
primarias (Carvalho et al., 2006; Carvalho et al., 2008).
Neste sentido, intimeros grupos de pesquisa em todo
mundo t€m voltado sua atengdo para a validagdo do uso
de plantas medicinais e o isolamento de seus metabdlitos
secunddrios, jad que representam um importante recurso
terapéutico desde os primoérdios da humanidade até dias
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atuais.

Conocliniopsis prasiifolia (DC) R.M. King
& H. Robinson, é uma espécie pertencente a familia
Asteraceae, distribuida pela América do Sul, e utilizada na
medicinal tradicional como antiinflamatéria, analgésica
e antipirética, sendo conhecida popularmente como
“mentrasto-roxo”, “aleluia” e “cabeca-de-lagartixa”
(Matos, 1997; Agra et al., 2007 & 2008). Caracteriza-se
por ser uma planta com porte de subarbusto a arbusto,
ereto e ramificado, com caule e ramos laxo-pilosos,
folhas opostas de lamina deltoide a lanceolada, margem
irregularmente denteada a crenada. Inflorescéncias
compostas em corimbos a paniculas de capitulos, flores
isomorfas, tubulosas, andréginas de coloragdo azul a lilas
(Silva, 2001).

Estudo quimico com as raizes de C. prasiifolia
resultou no isolamento de noves lactonas sesquiterpénicas
e uma cumarina (Bohlmann et al., 1980). Investigacdo
quimica com as partes aéreas, levou a obtengao de lactonas
sesquiterpénicas: conoprasiolido,seuacetato 5’-O-acetato,
dois outros derivados, o tiglato e conoprasiolido-9-0,
5’-O-diacetato. Mais recentemente foram obtidas duas
novas lactonas sesquiterpénicas bejaranolidos, 9f-hidroxi-
4E-bejaranolido e 3a, 9B-dihidroxi-4E-bejaranolido; dois
furoheliangolidos, conoprasiolido-9-O, 5’-O-diacetato
e 5’-desoxiconoprasiolido e um cromeno (Bohlmann
et al.,, 1984). Macha sistematica para isolamento
dos constituintes das partes aéreas de C. prasiifolia,
resultou na obtengdo de quatro flavonoides: o 5-hidroxi-
4” 7-dimetoxiflavona; 4’,5,6,7-tetrametoxiflavona;
4,5, 7-trimetoxiflvona e 4’°,5-diidroxi-7-metoxiflavona,
todos esses descritos como inéditos para a espécie
(Almeida et al., 2006). Estudos prévios recentes com o
extrato etanolico das folhas C. prasiifolia demonstrou
a baixa toxicidade por via oral e intraperitoneal
em camundongos, além do efeito antinociceptivo e
antiinflamatorio dessa espécie em modelos animais (Silva
et al., 2005).

Com base nesses dados e para complementar
o estudo farmacologico de C. prasiifolia, o presente
trabalho objetivou investigar o efeito de C. prasiifolia na
degranulacdo de neutrofilos peritoneais de ratos, e dessa
forma, melhor caracterizar a atividade antiinflamatoria de
C. prasiifolia em roedores.

MATERIAL E METODOS
Material botanico

As folhas de C. prasiifolia (DC) R.M. King &
H. Robinson foram coletadas na regido do municipio
de Santa Rita / Paraiba / Brasil em outubro de 2001. O
material botanico dessa espécie foi identificado pela Dr*
Maria de Fatima Agra da Universidade Federal da Paraiba,
sendo uma exsicata depositada no Herbario Lauro Pires
Xavier do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica sob o
codigo - (M F Agra 2052 JPB, LTF).
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Obtencdo do extrato

As folhas previamente selecionadas foram secas
em estufa a 40 °C e submetidas a maceragdo com etanol a
95%, por 72 horas. Apds este periodo foi feita a filtragdo e
a concentracao do extrato em evaporador rotatério, sendo
em seguida liofilizado obtendo-se o extrato etandlico
das folhas de Conocliniopsis prasiifolia (EECp). Para
realizag@o do ensaio bioldgico, o EECp foi dissolvido em
dimetilsulfoxido (DMSO), concentracdo ndo superior a
0,05%.

Animais

Foram utilizados ratos albinos machos da
espécie Ratus norvegicus, linhagem Wistar, pesando
200 - 300 g, com aproximadamente trés meses de vida,
sendo fornecidos pelo Biotério Prof. Dr. Thomas George
da Universidade Federal da Paraiba. Os animais foram
mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (21
+ 1 °C) e ciclo de claro/escuro de 12 horas, tendo a fase
clara iniciando-se as 6 h e terminando as 18 h, com livre
acesso a agua e submetidos a um jejum de 12 horas antes
dos experimentos.

Obtencao de neutrofilos peritoneais de rato

Para a obtengdo de neutréfilos da cavidade
peritoneal de ratos, foi administrado 10 mL de solucdo
glicogenada a 0,2% em salina na cavidade peritoneal de
ratos Wistar. Decorrido 4 horas, foi realizada a coleta
das células por lavagem da cavidade peritoneal com
solucdo tampao de neutrdfilos (HBSS-HEPES) contendo
heparina (1000 U). Em seguida, o material coletado foi
centrifugado (250 g/ 6 min a 5 °C). Possiveis eritrdcitos
contaminantes foram eliminados através de choque
hipotdénico utilizando-se 5 mL de solu¢do de NaCl a
0,2% e ap6s 20 segundos, adicionou-se 5 mL de solugdo
de NaCl a 1,6%. Logo ap0s, as células foram lavadas e
mantidas até o uso, em solu¢des tampdes para neutrofilos
(Kanaho et al., 1993; Nakashima et al., 1995; Takemura
etal., 1997).

A checagem da pureza, viabilidade e o
ajustamento do nimero de células por ensaio, foram feitos
por contagem em reticulo de Neubauer ao microscépio
utilizando solugdo corante de Trypan blue a 0,4%.

Ensaios de degranulacdo em neutrdfilos

Os neutrdfilos obtidos pela lavagem peritoneal
foram utilizados nos experimentos de degranulacdo. As
células (1 x 10° células / tubo) foram pré-incubadas com
diferentes concentracdes do EECp por 5 minutos.

Em seguida foram tratadas com citocalasina B
(5 pg/mL) e estimuladas com peptideo fMLP (N-formil-
metionil-leucil-fenilalanina). Ap6s 5 minutos, a reacdo
foi finalizada com a adi¢do de Buffer PBS frio ao tubo
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experimental e posterior centrifugagdo (250 g/ 6 min a
5 °C). O sobrenadante (SOB-1) de cada tubo foi coletado
em microtubos e as células resuspendidas com uma
solugdo de PBS e detergente Triton x - 100 (0,01%).
Ap6s rapida microcentrifuga¢do (15000 RPM / 10 seg)
o sobrenadante (SOB-2) foi coletado e acondicionado em
freezer a -25 °C até a determinagdo colorimétrica.

Foi avaliada a atividade celular a partir da
quantidade de enzimas liberadas em condigoes de
presenca e auséncia de estimulo. A atividade inibitoria
do extrato vegetal foi verificada comparando-se células
tratadas e ndo tratadas (controle).

A quantificagdo por  métodos
espectrofotométricos (415 nm) foi feita com a reagdo de
aliquotas do SOB-1 e SOB-2 com o substrato enzimatico
especifico  (p-nitrofenil-N-acetil B-D-glucosaminida),
inicialmente em solugdo tampao citrato (pH 4,5) e em
seguida com solugdo tampao glicina (pH 10,5) (Kanaho
et al., 1993; Nakashima et al., 1995; Takemura et al.,
1997). Como substancia padrdo foi utilizada a quercetina
na concentragdo de 50 uM.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média +
erro padrdo da média (EPM). A analise estatistica dos
resultados foi realizada utilizando o teste “t” de Student,
sendo os resultados considerados significativos quando p
<0,05.

RESULTADOS

De acordo com a Figura 1, nos ensaios biologicos
in vitro realizados para determinagdo da atividade de
EECp na resposta celular em neutrofilos, foi observada
atividade antiinflamatéria nas concentra¢des de 25 e 50
pg/mL, por inibir de forma significativa a degranulagdo
em neutrofilos induzida por fMLP, demonstrando
resultados semelhantes a quercetina 50 uM utilizada
como controle positivo.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Testes de bioatividade in vitro sdo ensaios que, na
maioria das vezes, proporcionam rapidez e simplicidade
na execucdo, aliados a outras vantagens como
requerimento de quantidades minimas das substancias
que se quer determinar a atividade. Estes experimentos
tendem a fornecer informagdes valiosas sobre o efeito
dos extratos vegetais nas células, como no caso das que
estdo envolvidas em processos inflamatdrios agudos.

Foram realizados experimentos in vitro para
determinagéo da atividade do EECp na resposta celular.
Uma resposta efetiva do hospedeiro ao agente agressor
requer um acumulo local de leucdcitos (Pettit & Fredric,
1998). O tipo de leucdcito que migra varia com a fase da
lesdo inflamatodria e com o tipo de estimulo. Na maioria
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Figura 1. Percentagem de inibigéo de diferentes concentragdes
do extrato etandlico das folhas de Conocliniopsis prasiifolia e
quercetina na degranula¢do de neutroéfilos peritoneais de ratos
estimulados com N-formil-metionil-leucil-fenilalanina. Os
resultados expressam média + erro padrdo da média, sendo
p<0,05 comparado com o grupo controle tratado com fMLP
(Teste “t” de Student / N=4 experimento-teste).

das vezes neutréfilos predominam nas primeiras 6 a 24
horas da fase aguda da reacdo inflamatoria. Estas células
fagocitam agentes lesivos, matam bactérias, degradam
tecidos necroéticos e antigenos estranhos (Bevilacqua et
al., 1994).

Os ensaios bioldgicos realizados permitiram
observar a resposta dos neutrdfilos estimulados a liberar
granulos contendo enzimas degradativas de acordo com a
técnica de Takemura et al. (1997).

Em todos os ensaios foi utilizado como controle
positivo a quercetina (50 pM), um flavondide que inibe
a degranulagdo de neutréfilos em torno de 30 a 50 %
(Takemura et al., 1997). O agonista utilizado fMLP,
simula infecgdo bacteriana e estimula a resposta celular
em neutréfilos. Em concentragdoes de EECp acima de 50
pg/mL, a propria cor do extrato interfere nos valores de
absorbancia e por isso ndo foram testados.

Foi constatada atividade antiinflamatoria
significativa do EECp nas concentracdes de 25 e 50 pg/
mlL, ja que este foi capaz de inibir a liberagdo enzimatica
de B-glucosaminidase, que foi a enzima lisossomica
marcadora do processo de degranulacdo dos neutrofilos,
utilizada nos ensaios.

E provavel que a atividade antiinflamatoria
atribuida pela populacdo a C. prasiifolia ora analisada,
esteja relacionada com a presenca de flavondides, como
por exemplo os descritos por Almeida et al. (2006). Esses
compostos caracterizam-se do ponto de vista quimico
por apresentarem o nucleo fenilbenzopirano. Aos
flavondides sao atribuidas propriedades farmacoldgicas,
particularmente atividades antiinflamatoria e analgésica
(Emin et al., 1994). Essa atividade antiinflamatoria esta
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relacionada a capacidade desses de inibir o metabolismo
do acido araquidonico (Ferrandiz & Alcaraz, 1991).

Portanto, a atividade antiinflamatéria
demonstrada nos ensaios bioldgicos in vitro foi corrobora
com os resultados dos testes in vivo como demonstrados
por Silva et al. (2005), uma vez que o extrato de C.
prasiifolia inibiu de forma significativa a degranulagio
dos neutrofilos.
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