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RESUMO

Chenoppdium ambfrosioides L. DO USO POPULAR AOS ENSAIOS PRE-CLINICOS:
ANALISE QUIMICA, POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO E ESTUDO DA
TOXICIDADE

AUTORA: Roberta da Silva Jesus
ORIENTADORA: Prof2, Dr2, Liliane de Freitas Bauermann

Chenopodium ambrosioides L., conhecida popularmente como Erva-de-santa-maria, €
amplamente utilizada na medicina popular nas mais diversas enfermidades, anti-inflamatdria
na cura de feridas, cicatrizante, entre outros. No ano de 2009, foi inserida na RENISUS,
devido a sua ampla utilizacdo popular. O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacdo
guimica de extratos irradiados e ndo irradiados de C. ambrosioides L., bem como elucidar os
mecanismos de acdo envolvidos na possivel atividade anti-inflamatéria da espécie e
determinar sua seguranca através de ensaios in vitro e in vivo. O perfil cromatografico dos
extratos irradiados e ndo-irradiados foi obtido por CLAE-DAD, com a finalidade de comparar
sua bioatividade e verificar possiveis alteracbes no perfil quimico causado pela radiacdo
gama. Todas as amostras apresentaram o mesmo perfil cromatogréfico qualitativo, mas foram
encontradas diferencas quantitativas entre os compostos identificados nos extratos. O extrato
da planta irradiada (EPI) apresentou um aumento de derivados de canferol e derivados de
quercetina cerca de 20 vezes do que outros extratos. Todas as amostras testadas foram
eficazes na inibicdo da LOX a 0,400 - 0,488 mg/mL. Em relacdo ao radical 6xido nitrico, o
extrato ndo irradiado (ENI) apresentou o melhor potencial de eliminacgdo (valor 1Cso de 0,431
mg / mL). As amostras também foram avaliadas quanto a sua toxicidade e potencial anti-
inflamatorio nos macr6fagos RAW 264.7, apresentando uma concentracdo segura de até
0,250 mg / mL e o ENI foi o mais efetivo na reducdo do NO no ensaio celular (ICso 0,201 +
0,029 mg / mL). Os resultados obtidos nas andlises in vitro elegeram o extrato nao-irradiado
para o estudo in vivo, j& que o mesmo apresentou uma melhor bioatividade nos ensaios
realizados. A analise de massas revelou a presenca de 6-hidroxicumarina, acido p-cumarico,
acido ferulico, quercetina-3-O-rutinosideo, apigenina, quercitrina, quercitina e canferol. No
estudo de toxicidade oral aguda, o extrato de C. ambrosiodies foi classificado como seguro
(categoria 5) de acordo com as diretrizes da OECD. A administracdo do extrato em doses
repetidas (28 dias) aumentou apenas a atividade da enzima AST, observada em fémeas
tratadas com 50 mg / kg. Outros parametros toxicoldgicos ndo foram alterados pela
administracdo do extrato (50-200 mg / kg) em machos e fémeas. C. ambrosiodes e B. serrata
reduziram o edema de orelha induzido por 6leo de créton em 47,18 + 4,59% e 34,23 + 4,78%
(em 1mg / orelha), respectivamente. Os mesmos tratamentos também reduziram a infiltracéo
de células inflamatérias induzida por 6leo de croton (observada pela atividade da
mieloperoxidase) em 40,71 + 14,71 para C. ambrosioides (1 mg / orelha) e 35,93 + 9,97%
para B. serrata (1 mg / orelha). Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram o
perfil de seguranca de C. ambrosioides e seu potencial como agente anti-inflamatério topico
no tratamento de desordens inflamatorias da pele, justificando seu uso na medicina popular.

Palavras-chave: Erva-de-Santa-Maria, radiacdo ionizante, inflamagéo, toxicidade.






ABSTRACT

Chenopodium ambrosioides L. FROM POPULAR USE TO PRE-CLINICAL ASSAYS:
CHEMICAL CHARACTERIZATION, SAFETY AND DETERMINATION OF ITS
ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY

AUTHOR: Roberta da Silva Jesus
ADVISOR: Profd. Dr2, Liliane de Freitas Bauermann

Chenopodium ambrosioides L., popularly known as Erva-de-Santa-Maria, is widely used in
folk medicine against many diseases, as anti-inflammatory, healing, among others. In 2009, it
was inserted in RENISUS, due to its wide popular use. The aim of this study was to perform
the chemical characterization of the irradiated and non-irradiated extracts of C. ambrosioides
L., as to elucidate the mechanisms of action involved in the possible anti-inflammatory
activity of this species and to determine its safety through in vitro and in vivo assays. The
chromatographic profile of the irradiated and non-irradiated extracts was obtained by HPLC-
DAD, in order to compare their bioactivity and to verify possible changes in the chemical
profile caused by gamma radiation. All samples presented the same qualitative
chromatographic profile, but quantitative differences were found between the compounds
identified in the extracts. The irradiated plant extract (IPE) showed an increase of canferol
derivatives and quercetin derivatives about 20 times more than the other extract. All samples
tested were effective in inhibiting LOX at 0.400 - 0.488 mg/mL. Regarding the nitric oxide
radical, the non-irradiated plant extract (NIPE) presented the best elimination potential (ICso
value of 0.431 mg / mL). Samples were also evaluated for their toxicity and anti-
inflammatory potential in RAW 264.7 macrophages, presenting a safe concentration up to
0.250 mg / mL and NIPE was the most effective in reducing NO in the cell assay (ICso 0.201
+ 0.029 mg / mL). The results obtained in the in vitro analysis appointed the non-irradiated
extract for the in vivo study, since it presented a better bioactivity in the performed assays.
Mass analysis revealed the presence of 6-hydroxycoumarin, p-coumaric acid, ferulic acid,
quercetin-3-O-rutinoside, apigenin, quercitrin, quercitin and canferol. In the acute oral
toxicity study, C. ambrosiodies extract was classified as safe (category 5) according to OECD
guidelines. Administration of the extract at repeated doses (28 days) only increased AST
enzyme activity in females treated with 50 mg / kg. Other toxicological parameters were not
altered by extract administration (50-200 mg / kg) in males and females. C. ambrosiodes and
B. serrata reduced ear edema induced by croton oil by 47.18 + 4.59% and 34.23 + 4.78% (by
1mg / ear), respectively. The same treatments also reduced croton oil-induced inflammatory
cell infiltration (observed by myeloperoxidase activity) by 40.71 + 14.71 for C. ambrosioides
(1 mg / ear) and 35.93 + 9.97% for B. serrata (1 mg / ear). The results obtained in the present
study demonstrate the safety profile of C. ambrosioides and its potential as a topical anti-
inflammatory agent in the treatment of inflammatory skin disorders, justifying its use in folk
medicine.

Keywords: Erva-de-Santa-Maria; ionizing radiation; inflammation; toxicity.
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1 INTRODUCAO

A busca pela cura de doencas a partir do uso de plantas é possivelmente uma das
primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais pelos humanos, pois é uma préatica
exercida pelos povos desde os tempos antigos. Atualmente, estimativas da Organizacao
Mundial da Saade (OMS) afirmam que cerca de 80% da populagdo utiliza os principios da
medicina tradicional na atencdo primaria a salde, recomendando, desse modo, o
desenvolvimento de pesquisas com plantas medicinais para fins terapéuticos (BRASIL, 2009;
PETROVSKA, 2012; PIO et al., 2018).

Medicamentos obtidos exclusivamente de ativos vegetais, que possuam uma
caracterizacdo quimica e atividade farmacoldgica definida, sdo denominados fitoterapicos.
Esses podem ser tdo eficientes quanto os farmacos sintetizados quimicamente, porém a
transformacdo de uma matéria prima de origem vegetal em medicamento deve preservar a
integridade quimica e farmacolégica da planta medicinal, resultando assim na garantia da
acdo bioldgica e consequentemente no valor terapéutico (COSTA et al., 2011). Em suma,
estudos prévios relativos a aspectos agrondmicos, botanicos, fitoquimicos, farmacoldgicos e
toxicoldgicos sdo fundamentais para garantir a seguranca de utilizacdo e confiabilidade da
acao bioldgica, desses produtos (ANVISA, 2006).

As caracteristicas fitoquimicas conferem as plantas potenciais atividades
farmacoldgicas, inclusive sobre agentes etioldgicos causadores de enfermidades de grande
impacto epidemiologico e econbémico. Com a avaliacdo de extratos vegetais é possivel
detectar fracdes bioativas da planta (SILVEIRA et al., 2009). Desta forma, o uso de plantas
medicinais requer o desenvolvimento de métodos a fim de facilitar a avaliacdo cientifica e
posterior caracterizacdo de seu valor medicinal. As caracteristicas farmacolégicas das
espécies vegetais sdo provenientes de compostos quimicos formados, degradados ou
transformados a partir do metabolismo das mesmas, esses compostos sdo denominados
metabolitos (SANTOS et al., 2017; HOSSEINI et al., 2017).

Os metabolitos secundarios sdo compostos quimicos, produzidos por necessidades
ecoldgicas e possibilidades biosintéticas que variam de acordo com cada espécie vegetal.
Fatores como clima, tipo de solo e época de colheita da planta, podem interferir na produgéo
desses compostos originarios do metabolismo secundario das plantas, 0s quais possuem como
fungéo adaptar o vegetal ao meio, atrair polinizadores, proteger contra raios UV, entre outros.

Representam a principal classe de substancias vegetais de interesse farmacoldgico. Dentre 0s
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principais compostos derivados desse metabolismo estdo: polifendis, alcaldides, cumarinas,
antraquinonas, taninos, 6leos essenciais e saponinas (SIMOES et al., 2017).

Com o intuito de potencializar a concentracdo de metabodlitos secundarios
responsaveis pela acdo farmacologica presentes nas plantas medicinais, estudos recentes
mostram uma inovadora alternativa para essa finalidade: a radiagéo ionizante (VARDHRAN e
SHUKLA, 2017). A radiacdo gama é um método rapido e novo para aumentar os caracteres
qualitativos e quantitativos de muitas plantas, tem sido amplamente utilizada na medicina e na
industria alimenticia como alternativa para desacelerar o processo de degradacdo de alguns
alimentos (SANTOS, AMARAL e SILVA, 2018). Estudos vem sendo publicados tendo como
foco que baixas doses de radiagdo ionizante sdo capazes de potencializar o crescimento
celular e a atividade enzimatica nas plantas (CHAKRAVARTY et al., 2001).

No Brasil, o conhecimento tradicional sobre plantas medicinais é a base da medicina
popular. Derivado de uma mistura de culturas indigenas, europeias e africanas, a pratica nao é
realizada exclusivamente por comunidades rurais, mas também por uma variedade popular
pertencente a todo o territorio brasileiro. Os métodos de preparacdo mais comuns Sao
decoccdo, infusdo e emplastros essas preparacdes sdo administradas por via oral e topica
respectivamente. As plantas medicinais s@o, geralmente, consideradas seguras pela populagéo,
no entanto, isso pode ser um equivoco, ja que sua acdo pode causar efeitos colaterais, e por
esse motivo, a pesquisa com espécies utilizadas para esse fim se faz muito importante para
comprovacao de sua eficacia (BRONDANI et al., 2017; HOSSEINI et al., 2017; COELHO et
al., 2018).

Em 2009, o Ministério da Salde do Brasil criou a Lista Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), com o intuito de buscar
tratamento alternativo para doencas que afetam a populacdo. A lista é composta por 71
espécies de plantas nativas de diferentes biomas que sdo comumente utilizadas ou cujos
efeitos foram cientificamente comprovados. Diversas espécies estdo sendo pesquisadas desde
0 ano de criacdo do projeto, para contribuir com a assisténcia farmacéutica, atuando na
promocgdo da seguranca e eficicia de plantas medicinais e fitoterapicos, usados na atencdo
basica em satde (BRASIL, 2009).

Desse modo, segundo Valério e colaboradores (2015), por ser uma espécie muito
utilizada no meio popular para tratar diferentes doencas, e por apresentar bom potencial para
gerar produtos de interesse ao SUS, Chenopodium ambrosioides L. foi inserida na lista do
RENISUS e esta entre as plantas que merecem incentivo a pesquisa. Tradicionalmente

conhecida como Erva-de-Santa-Maria, na medicina popular € utilizada como antirreumatico,
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antipirético, antimicrobiano, fungicida, anti-Ulcera e cicatrizante (COSTA e TAVARES,
2006).

Devido a grande utilizacdo popular e as diferentes atividades bioldgicas relacionadas a
essa espécie, principalmente de ordem inflamatoria, sua insercdo no RENISUS e a
necessidade de novas fontes com potencial farmacoldgico, é de grande importancia a
identificacdo dos compostos quimicos de C. ambrosioides L. e elucidacdo da seguranca
através de ensaios de toxicidade, afim de possibilitar uma maior compreensao sobre seu uso
popular. Vale salientar também, que a avaliacdo da concentracdo de compostos apds o
tratamento da planta e extratos submetidos a radiagdo gama, € um dado interessante para
verificar se a radiacdo é capaz de causar alteracbes quimicas na amostra e se a possivel

mudanca interfere em sua bioatividade.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DESCRICAO DA PLANTA

2.1.1 Familia Amaranthaceae e espécie Chenopodium ambrosioides L.

A espécie do presente estudo faz parte da familia Amaranthaceae, a qual apresenta
cerca de 169 géneros e aproximadamente 2360 espécies. Nesse grupo se encontra a subfamilia
Chenopodiaceae, sendo seus principais géneros Atriplex L. (300 spp.), Gomphrena L. (120
spp.), Salsola L. (120 spp.), Alternanthera Forssk. (100 spp.), Chenopodium L. (100 spp.),
Ptilotus R. Br. (100 spp.), Suaeda Forssk (100 spp.), Iresine R. Browne (80 spp.), Amaranthus
L. (60 spp.), Corispermum L. (60 spp.) e Celosia L. (50 spp.). Ervas e subarbustos séo a
grande parte dos exemplares na familia, possuindo folhas alternas ou opostas, simples e sem
estipulas, ja os frutos podem ser aquénios, utriculos ou capsulas. No Brasil sdo encontradas
145 espeécies, distribuidas em 19 géneros, sendo 71 endémicas de diferentes regides e biomas
brasileiros (LORENZI e MATOS, 2002).

Chenopodium ambrosioides L. (Dysphania ambrosioides) representada na figura 1,
possui flores pequenas e de coloracdo verde clara, verde amarelada ou vermelha, as quais se
inserem nas folhas superiores e florescem anualmente entre janeiro e abril. Em relacdo aos
frutos, sdo do tipo aquénio, bastante pequenos, esféricos, pretos e comumente confundidos
com sementes (KISMAN, 1991; LORENZI e MATOS, 2002). Apresenta-se como arbusto
perene, muito ramificado e com até um metro de altura, fortemente aromatico, de folhas
simples e alternas, e com flores pequenas dispostas em espigas densas (LORENZI e MATOS,
2002).
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Figura 1 — Exemplar de Chenopodium ambrosioides L.

Fonte: Adaptado do Weed Herbarium, disponivel em:
https://extension.umass.edu/landscape/weeds/chenopodium-ambrosioides

A espécie Chenopodium ambrosioides L. é conhecida entre a populacdo como Erva-
de-Santa-Maria, mastruz ou mastruco, ambrdésia, quenopodio, entre outros, se destaca como
uma das principais plantas medicinais utilizadas popularmente, com grande variabilidade de
aplicacBes. E originaria da América Central e América do Sul, podendo existir no México, em
algumas regides da Europa e Asia. No Brasil é nativa no Sul e no Sudeste, onde é considerada
invasora de culturas, no entanto, pode ser encontrada em diversas regifes brasileiras onde o
uso é muito difundido na medicina popular conforme a figura 2 (LORENZI e MATOS, 2002;
PENIDO et al., 2016).

A referida espécie vegetal é amplamente utilizada na medicina popular para tratar as
mais diversas enfermidades, tais como Ulceras estomacais, picadas de inseto, na forma de
emplastros para a cura de feridas, anti-helmintica, laxativa, digestiva e bioinseticida
(OLIVEIRA, FERREIRA e BARROSO, 2014).
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Figura 2 — Aplicacdes de Chenopodium ambrosioides L. na medicina popular em diferentes

estados brasileiros

PA- Fraturas e vermifugo
CE- Gripe

BA- Gastrite, ulceras e gripe

MS- Cicatrizacdo de feridas e hematomas
DF- Distarbios gastrointestinais

MG- Anti-helmintica e cicatrizagdo de feridas
MT- Vermifugo

RS- Gastrite, ulcera, distirbios
gastrointestinais, bioinsecticida e inflamacao

ODREOEREDO

Fonte: A autora

Com base na ampla utilizag&o popular para as mais diversas enfermidades e devido a
auséncia de monografia para C. ambrosioides L. no ano de 2009, a espécie foi integrada a
lista da Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS (RENISUS). Na qual,
foi destacada como planta de grande interesse a pesquisa cientifica, fato que ratifica a
necessidade de mais estudos com a espécie. Tal incentivo tem a finalidade de identificar
compostos relevantes a manutengdo da saude ou a cura de doengas, além de promover a

utilizagdo segura da planta pela populagdo (BRASIL, 2009).
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2.1.2 Estudos descritos para Chenopodium ambrosioides L.

Ribeiro (2008) verificou que o sumo das folhas e galhos da espécie apresentou
atividade anti-inflamatdria em estudos de cicatrizacdo de feridas em ratos Wistar. Patricio et
al. (2008) cita que a Erva-de-santa-maria apresenta atividade leishmanicida, comprovada
através da cura de feridas ocasionadas pela leishmaniose em camundongos.

C. ambrosioides L. é amplamente utilizada na medicina popular no tratamento de
desordens gastricas, também conhecida pela populacdo por sua acdo antitlcera motivou a
realizacdo de andlises referentes ao seu potencial bactericida frente a Helicobacter pylori em
um trabalho publicado por Ye et al., 2015 a planta demonstrou atividade bactericida in vitro e
in vivo, sendo que o CIM obtido na sua acdo bactericida in vitro foi de 16mg/L e seu efeito foi
proporcional a dose testada.

Pandey e colaboradores (2012) testaram in vitro o efeito do dleo essencial proveniente
da Erva-de-santa-maria contra duas bactérias fitopatogénicas, Erwinia herbicola e
Pseudomonas putida, que causam doencas pés-colheita em frutas e verduras. Partindo do
ensaio microbioldgico, os autores constataram que o 6leo de C. ambrosioides L. pode ser
considerado um excelente agente antibacteriano para o tratamento dessas patologias. O estudo
revelou também a presenca de 125 compostos presentes no dleo desta espécie vegetal, dos
quais 14 foram reconhecidas, dentre os constituintes de maior importancia estao: o - terpineno
(37,74%), p-cimeno (16,71%) e ascaridol (38,03%), associados a capacidade antibacteriana da
espécie.

Estudos referentes a composicdo quimica de C. ambrosioides L. ainda sdo escassos.
Barros e colaboradores (2013) identificaram na espécie agUcares, &cidos organicos e
compostos fendlicos, acidos graxos insaturados e tocoferdis. Destacaram-se pela elevada
concentracdo de Quercetina-3-O-rutinosidio (204.95 £+ 6.39 mg/100 g FS), Canferol 3-O-
rutinosidio (74.82 + 2.29 mg/100 g FS), Canferol dirhamnosidio-O-pentosidio (95.89 + 1.64
mg/100 g FS), de modo geral os autores relacionam a presenca destes compostos com a
atividade antioxidante da espécie.

Em estudo descrito por Degenhardt et al., (2016) foram identificados dois compostos
principais: p-cimeno (42,32%) e ascaridol (49,77%) no 6leo essencial de C. ambrosioides L.
atraves de cromatografia gasosa (CG). Tais resultados nortearam a realizacdo de ensaios de
toxicidade com o6leo essencial da espécie. Uma atividade citotoxica significativa foi
encontrada para o 0leo essencial (ICso = 1,0 g/mL) para células Raji (Linfoma de Burkit), tal

fator estd possivelmente relacionado a grande quantidade de ascaridol no 6leo essencial, uma
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vez que 0 outro composto principal, p-cimeno, é reconhecido como um potente anti-
inflamatorio e tem uma baixa atividade citotdxica.

Calado e colaboradores (2015) publicaram resultados referentes a acdo anti-
inflamatdria do extrato hidroalcodlico de C. ambrosioides em modelo experimental de
osteoartrite in vivo, extratos da planta foram capazes de reduzir a inflamacdo sinovial e as
alteragGes comportamentais ocasionadas pela dor. No mesmo segmento, um estudo realizado
por Soares et al., (2015) apresentou que o extrato hidroalcodlico de C. ambrosioides L. tem
efeitos no metabolismo 0sseo alterando as proteinas e enzimas do sangue, evitando a perda
Ossea ocasionada pela osteoporose.

Estudos realizados por Jesus e colaboradores (2018) investigaram a atividade do
extrato bruto e fragdes cloroférmio, acetato de etila e butanol de C. ambrosioides frente a
micro-organismos patogénicos de relevancia clinica, sendo eficazes contra Staphylococcus
aureus, Candidas albicans, Mycobacterium tuberculosis. Nesse mesmo estudo, foi
identificada através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) a
presenca de trés flavonoides: rutina, quercetina e crisina. Os referidos flavonoides séo

conhecidos entre outras acdes, pelo seu potencial farmacolégico.

2.2 A QUIMICA DAS PLANTAS MEDICINAIS E SEU POTENCIAL FARMACOLOGICO

2.2.1 Metabdlitos secundarios: Definicdo e funcionalidade

Os metabolitos secundarios sdo compostos quimicos, produzidos por necessidades
ecoldgicas e possibilidades biosintéticas que variam de acordo com cada espécie vegetal.
Fatores como clima, tipo de solo e época de colheita da planta, podem interferir na producédo
desses compostos originarios do metabolismo secundario das plantas, 0s quais possuem como
funcdo adaptar o vegetal ao meio, atrair polinizadores, proteger contra raios UV, entre outros.
Representam a principal classe de substancias vegetais de interesse farmacolégico, dentre o0s
principais compostos derivados desse metabolismo estdo: polifenois, alcaldides, cumarinas,
antraquinonas, taninos, 6leos essenciais e saponinas (SIMOES et al., 2017).

Pesquisas nas diversas areas da ciéncia tem sido motivadas pela elevada diversidade
de metabdlitos vegetais identificados e caracterizados atraves de métodos entre eles os
cromatograficos, por sua importancia na area farmacéutica, devido sua fonte promissora de
moléculas bioativas (RHODES, 1994).
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E de grande importancia o conhecimento sobre os fatores que influenciam a
composicdo quimica das espécies vegetais, e em que partes da planta contém a maior
concentracdo de metabdlitos potencialmente ativos, afim de verificar os componentes
fitoquimicos de maior atividade e otimizar a qualidade das analises realizadas
(CZELUSNIAK et al., 2012).

2.2.2 Compostos fendlicos: Estudos referentes ao potencial farmacologico

Dentre os produtos do metabolismo secundario das plantas esta uma importante classe
de polifendis de vasto potencial farmacologico, os flavonoides. Tal classe de compostos sdo
sintetizados através da via dos fenilpropandides, também conhecida pela via do acido
chiquimico e pela atividade da enzima fenilalanina amonia liase, podem-se encontrar
flavonoides sob diversas formas estruturais (SIMOES et al., 2017). De modo geral, a maioria
dos representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental, o
qual constitui de duas fenilas ligadas por uma cadeia de 3 carbonos (VOGT, 2010; SIMOES
etal., 2017).

Os compostos dessa classe possuem atividade farmacoldgica relatada na literatura. Os
derivados do canferol e seus glicosideos sdo conhecidos por seu potencial anti-inflamatdrio,
antiviral, antioxidante e até mesmo na reducdo da proliferacdo de células cancerigenas
(hepaticas e do colon) em modelo in vivo (WANG et al., 2018).

A quercetina é ativa contra o virus da herpes simples do tipo 1 e contra o virds da
dengue tipo 2 em células da linhagem VERO, além de apresentar importante potencial
inibitério da lipoperoxidagdo (KUMAR e PANDEY, 2013). O efeito anti-inflamatorio e
antiedema também sdo atribuidas a quercetina e seus derivados (CHOI et al., 2012; CADEO
etal., 2013).

Dentre os compostos com atividade farmacoldgica importante e diversificada presente
em espécies vegetais estd a rutina. Essa € conhecida por sua acdo antioxidante, anti-
inflamatdria, alguns estudos relataram ainda a agdo antinoceptiva periférica e central em
modelo experimental em camundongos (SELVARAJ et al., 2014).

O é&cido cumérico é derivado do &cido cindmico, é encontrado na forma de trés
isdbmeros: acidos o-cumarico, m-cumarico e p-cumarico (p-CA), sendo este 0 mais encontrado

na natureza. Estudos atribuem a esse composto a atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
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além da atividade antidiabética melhora da funcdo das células beta do pancreas através do
aumento da expressdo dos transportadores da glicose (FERREIRA et al., 2018).

O é&cido ferulico, outro derivado do &cido cinamico, também possui aplicacdes
farmacologicas conhecidas entre elas estd o potencial antioxidante, antitrombotico, anti-
inflamatorio, sendo ativo contra células tumorais da pele, pulméo, célon e mama (KUMAR e
PRUTHI, 2014; MOLDOVAN et al., 2017; ZADUNSCA, et al., 2018).

O enriquecimento de compostos bioativos derivados de plantas, pode ser uma
alternativa para o desenvolvimento de novos produtos de interesse farmacéutico. Porém, a
baixa produtividade vegetal desses compostos é um fator limitante na sua obtengo. Assim, o
conhecimento cientifico aliado a tecnologia pode promover o estudo de novas alternativas

com o objetivo de enriquecimento e garantia de uma producdo sustentavel desses metabdlitos.

23 A TECNOLOGIA ALIADA A POTENCIALIZACAO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS: RADIACAO GAMA

2.3.1 Aplicacbes

A radiacdo gama ou radiacdo ionizante se da através de ondas eletromagnéticas, que
possuem energia suficiente para desprender elétrons de atomos e moléculas. Tal efeito,
promove uma alteracdo na conformacdo estrutural das moléculas em resposta a radiacdo
(TOPUZ e OZDEMIR, 2004).

Em nosso cotidiano, a radiacdo ionizante esta presente na medicina, utilizada no
tratamento de tumores através da radioterapia, na industria de medicamentos € uma alternativa
ao oxido de etileno, utilizado no processo de esterilizagdo de embalagens e insumos, e na
industria alimentar promove a conservacdo de alimentos através da inativacdo de enzimas
responsaveis por sua degradacdo (MOLLINS, 2001; SADECKA, 2007).

A unidade denominada Gray (Gy) se fundamenta na quantidade de energia de radiacao
absorvida por quilograma de tecido, na inddstria de alimentos para fins de esterilizacdo, a
dose méxima permitida de radiacdo capaz de garantir a seguranca é de 10kGy de acordo com
a Diretiva de 22 de fevereiro de 1999, da legislacédo europeia.

A radiacdo gama tem sido muito utilizada no processamento de alimentos, devido seus
efeitos positivos na preservacao e na reducdo de perdas naturais causadas por processos como:

brotamento, maturacdo e envelhecimento, eliminando toxinas e parasitas, preservando as
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caracteristicas sensoriais dos alimentos. E considerada como um processo seguro, ja que nao
gera produtos radioativos e reduz a necessidade de conservantes e técnicas tradicionalmente
utilizadas na industria. Estudos vem sendo realizados com a finalidade de aliar a radiacao
ionizante ao enriquecimento fitoquimico de plantas e extratos vegetais (SDECKA, 2007;
PEREIRA et al., 2017).

2.3.2 Alteracdo do conteudo fitoquimico em resposta a radiacéo

A radiagdo gama € considerada como um método rapido e novo para aumentar 0s
caracteres qualitativos e gquantitativos de muitas plantas, tem sido amplamente utilizada em
biologia e medicina, estudos tém mostrado que baixas doses de radiacdo ionizante aplicadas
em plantas fotossintéticas potencializam o crescimento celular, a proliferacéo celular, a taxa
de germinacdo, a atividade enzimatica e a resisténcia ao estresse (CHAKRAVARTY et al.,
2001).

Estudo realizado por Taheri e colaboradores (2014) mostrou que a radiacdo de
extratos de Curcuma alismatifolia na dose de 20 Gy melhorou a qualidade e quantidade de
compostos bioativos, incluindo compostos fenolicos e flavonoides que apresentaram um
amento de 51% e 78,2% respectivamente, quando comparados a extratos nao-irradiados
mostrando que a radiacdo ionizante pode ser um importante aliado para o aumento de
compostos fitoquimicos com potencial farmacoldgico.

Outros estudos confirmam a acdo benéfica da radiacdo sobre extratos vegetais,
resultados obtidos em estudo realizado por Santos et al., (2014) indicam que os extratos de
folhas de A. occidentale irradiados na dose de 10 kGy apresentam forte acdo antioxidante
frente ao radical DPPH e poder redutor o que possibilita utilizar extratos de A. occidentale
visando a reducdo de processos oxidativos. Em contrapartida, pesquisa publicada por Gumos
et al., (2011) apresenta 0 aumento de compostos fendlicos ocasionados pela radiacdo gama
nas seguintes espécies vegetais: Satureja hortensis, Thumus vulgaris, Thymbra spicata
irradiadas na dose de 5kGy. No entanto, tal aumento nos compostos ndo foi capaz de melhorar
0 potencial de captura do radical DPPH das amostras apos a irradiacéo.

Em estudo realizado por Pereira et al., (2015) extratos de Ginkgo biloba L. foram
submetidos a diferentes doses de radiacdo (0 a 10 kGy), e posteriormente as amostras foram
analisadas por CLAE-DAD. Pode-se perceber que extratos irradiados na dose de 1kGy
apresentaram uma diminuic¢do na concentracdo de alguns derivados de quercetina e canferol,

quando comparados aos extratos ndo-irradiados. No entanto, na dose de 10kGy os extratos
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apresentaram um aumento significativo na concentragcdo dos compostos fenolicos, os autores
atribuem tal resultado a mecanismos complexos ainda nao definidos.

Dentre as aplicacbes da radiacdo ionizante, esta a capacidade de conservacdo de
alimentos. Recentemente foi publicado um estudo a respeito do tempo de estocagem de ervas
aromaticas submetidas a radiagdo, nesse trabalho foram verificadas a preservacdo das
caracteristicas fitoquimicas durante um periodo de 12 e 18 meses. De acordo com 0s
resultados, a tecnologia parece ser adequada apenas para amostras armazenadas durante 12
meses (PEREIRA et al., 2018).

Em relacdo a bioatividade de amostras irradiadas Song et al., (2018) verificou o efeito
antimelanogénico do extrato de Panax ginseng Meyer, o qual foi irradiado em vérias doses
(10, 30, 50, 70 e 100 kGy). Os autores atribuem o maior efeito antioxidante e a maior inibicéo
de enzimas melanogénicas as amostras tratadas na dose de 100kGy, sugerindo a possivel
insercdo do extrato irradiado em produtos tépicos.

E interessante a realizacio de estudos pré-clinicos utilizando extratos vegetais
submetidos a radiacdo, com a finalidade de verificar se ocorre a potencializacdo dos
metabolitos secundarios nas amostras irradiadas, e se 0 possivel aumento desses compostos é
capaz de resultar em uma maior bioatividade dos extratos. Direcionando assim, para a
avaliacdo do efeito farmacoldgico em diferentes vias envolvidas nos processos inflamatdrios e
oxidativos. Direcionando para a obtencdo de uma alternativa terapéutica e eficaz que venha a

acrescentar no tratamento das doencas cotidianas.

2.4 PROCESSOS INFLAMATORIOS NO DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS E
FITOCOMPOSTOS ASSOCIADOS A ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

2.4.1 Processos inflamatdrios

A inflamacdo € um processo complexo, que constitui uma das primeiras linhas de
defesa contra uma série de estimulos que séo considerados prejudiciais, tais como bactérias,
traumas e irritacdes (LAVETI et al., 2013). Os processos inflamatérios agudos podem servir
para proteger o organismo, por outro lado, processos inflamatdrios desregulados ou crdnicos
sdo a base de um namero de condigdes patologicas que incluem asma, artrite reumatodide,

doencas cardiovasculares, entre muitos outras (PEREIRA et al., 2014).
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A cascata do &cido araquiddnico é uma rota conhecida por seu papel fundamental na
expressdo dos processos inflamatorios, ha duas isoenzimas capazes de converter o AA em
endoperoxido de prostaglandina. A COX-1 constitutiva na maioria das células e a COX-2
indutivel, sua expressdo se da de acordo com o estimulo, essas sdo responsaveis pela
producdo de prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos (KATZUNG, MASTERS e
TREVOR, 2014). A 5-,12- e 15-lipoxigenase (LOX), assim como as COX, também sdo
formadas pelo acido araquidénico, que é liberado da membrana celular através da agdo da
enzima fosfolipase Az, conforme a figura 3.

Como resultado da reacdo, ocorre a producdo dos &cidos hidroxieicosatetraenoicos
(HPETEsS), convertidos a derivados hidroxi (HPETES) e leucotrienos. A LOX atua na
formacédo de hidroperoxidos a partir de acidos graxos poliinsaturados, como o acido linoleico,
e sdo expressos em células tumorais, sistema imune e células envolvidas em processos
inflamatorios, onde estdo envolvidos na sintese de leucotrienos (Mashima e Okuyama, 2015).
Os leucotrienos produzidos pela 5-LOX s&o os de maior interesse para a pesquisa, uma vez

que € associada a doencas cardiovasculares, choque anafilatico e asma.

Figura 3. Cascata do &cido araquid6nico na sintese de eicosanoides

i DI Fosfolipase A2

Acido Araquiddnico

/S

Via da Lipoxigenase Via da Cicloxigenase

* Leucotrienos &2 cox-1 2 ©

+ Lipoxinas p’g‘A cox:2 b&
+ 5-HETE Constitutiva Indutivel

*+ Prostaglandinas
* Prostaciclinas
* Tromboxanos

Fonte: A autora

Vérios mediadores sdo conhecidos por modular o processo inflamatorio, entre esses
encontram-se o fator nuclear kappa beta (NF-«P) pertencente a uma classe de fatores de
transcricdo génica, responsavel por regular a expressdo de multiplos genes envolvidos na

resposta inflamatoria. Os genes alvo que codificam proteinas incluem citocinas pro-
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inflamatorias que sdo: interleucinas (ILs) 1, 2, 6, 7, fator de necrose tumoral (TNF) e
interferon-c (IFN-c) (Kundu e Surh 2012). As citocinas estdo diretamente ligadas a
inflamacéo, pois sdo responsaveis pela modulacéo da resposta inflamatoria. Em um distdrbio
metabolico, hd uma formacdo exacerbada de citocinas pré-inflamatorias que podem levar a
danos aos drgaos vitais (WOJDASIEWCZ, PONIATOWSKI e SZUKIEWICZ, 2014).

O Oxido nitrico ("ON) é um radical livre altamente reativo envolvido em diversos
processos fisioldgicos e em condi¢des anormais possui carater pré-inflamatorio. Desempenha
um papel importante na patogénese da inflamacdo atuando como agente vasodilatador as
citocinas pré-inflamatorias levam a expressao da ON indutivel em mondcitos / macréfagos,
granuldcitos neutréfilos e muitas outras células (AHMAD et al., 2018). A mieloperoxidase
(MPO) é outro importante biomarcador envolvido no estresse oxidativo e inflamacdo. E uma
enzima presente em macrofagos e granulos azurofilicos de neutréfilos polimorfonucleares, no
processo inflamatério é liberada no liquido extracelular provocando lesdo tecidual e a
patogénese de véarias doencas como artrite reumatoide, doengas cardiovasculares, diabetes e
cancer (Khan et al., 2018; Loria et al., 2008).

Entre os tratamentos convencionais que visam a diminuicdo dos processos
inflamatorios estdo os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), que possuem acdo
analgeésica, antitérmica, antitrombética e anti-inflamatoria. Os AINES Inibem a sintese de
prostaglandinas que sdo substdncias enddgenas intermediarias do processo inflamatdrio,
mediante a inativacdo das COX-1 e COX-2 (RIBEIRO et al., 2018). A primeira, presente em
sitios gastricos e renais, seria responsavel pela sintese de prostaglandinas responsaveis pela
protecdo tecidual, a segunda surge nos locais de inflamacéo.

A inibicdo de COX-1 por AINES convencionais acarretam alguns dos efeitos
adversos caracteristicos dessa classe medicamentosa (gastropatia e nefropatia), ja farmacos
conhecidos inibidores seletivos da COX-2 (Coxibes) apresentam eficacia frente a processos
inflamatorios e uma significativa reducdo de efeitos gastrointestinais, porém muitos farmacos
dessa classe foram retirados do mercado por apresentarem cardiopatias em pacientes
(WANNAMACHER e BREDEMEIER, 2004). Diante da necessidade de novos agentes anti-
inflamatorios que promovam a diminui¢do de efeitos adversos, pesquisas com o potencial

anti-inflamatorio de extratos de plantas medicinais vem ganhando destaque.
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2.4.2 Potencial anti-inflamatério dos compostos fendélicos

A atividade anti-inflamatéria dos compostos fenolicos tem sido investigada, sao
numerosos os estudos que demonstram que os flavonoides podem prevenir e atenuar a
resposta inflamatoéria. Quanto aos mecanismos de acdo esses podem ser explicados por varios
meios, através da inibicdo das isoformas da Oxido nitrico sintase reduzida, cicloxigenases,
lipoxigenase, reducdo da permeabilidade vascular, atividade antioxidante, inibicdo do éxido
nitrico, entre outros (KUMAR e PANDEY, 2013).

Os flavonoides com potencial anti-inflamatdrio como a rutina e o canferol apresentam
algumas vantagens sobre os AINES, principalmente relacionadas aos efeitos adversos e a
seguranca desses compostos. Estudos demonstram que esses fitocompostos sdo capazes de
proteger a mucosa gastrica, sem apresentar o efeito ulcerogénico dos AINES usuais (DI
CARLO et al., 1999; RIBEIRO, 2018).

A quercetina € um metabolito secundario, membro da classe dos flavonoides,
amplamente distribuido entre uma variedade de plantas, apresenta-se livre ou como
glicosideo, como a quercetina-3-glicosideo e o rutinosideo. Estes compostos sdo conhecidos
pelo seu potencial anti-inflamatério e outras propriedades terapéuticas (RIBEIRO et al.,
2018). A atividade anti-inflamatdria dos flavondides ocorre geralmente devido a inibi¢do do
metabolismo do &cido araquiddnico, que interfere na sintese de enzimas como COX e LOX
(TUNGMUNNITHUM, THONGBOONYOU e PHOLBOON, 2018). Ribeiro e colaboradores
(2014) mostraram que a quercetina e seus glicosideos sdo eficazes na supressdo do processo
inflamatorio, inibindo a LOX e inibindo a formacdo do leucotrieno B4 (LTB4), importante
mediador envolvido na inflamag&o, atenuando o processo inflamatdrio.

Varios estudos relataram que o canferol e seus derivados possuem propriedades anti-
inflamatdrias (DEVI et al., 2015), com potentes efeitos inibitdrios na expressdo de enzimas
como COX-1, COX-2 e LOX em ensaios sem células e células, também € relatado que eles
podem prevenir a producdo de 6xido nitrico induzida por LPS em células RAW 264.7,
suprimindo assim uma resposta inflamatéria (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011; WANG et
al., 2018).

O acido protocatequico (PCA) e acido p-cumarico sé@o acidos fendlicos, sua estrutura é
semelhante a dos acidos galico, cafeico e siringico, conhecidos por seu importante potencial
antioxidante (LENDE et al., 2011). Segundo Hsu, Lu e Jao (2009) o PCA apresenta acdo
inibitéria contra a COX-2, éxido sintase (in vitro), na expressdao de mieloperoxidase e nos

niveis de nitrito e nitrato sob dano hepatico induzido, o que demonstra que este composto
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apresenta inibicéo potencial de mediadores pro-inflamatorios e enzimas como a LOX (LIU et
al., 2002). Estudos relatam que o acido p-cumarico é um potencial inibidor de COX-2 e LOX
e inibe a producédo de citocinas inflamatorias induzidas pelo LPS pelo bloqueio das vias de
sinalizacdo, como o fator nuclear kappa B (NF-kB) (OOH et al., 2015; ZHAO et al., 2016).

Em estudo realizado com 20 plantas do género Citrus a atividade inibitoria da
producdo oOxido nitrico foi avaliada, os flavonoides naringina, hesperidina, rutina e
naringenina foram identificados em todas as amostras analisadas. Os resultados obtidos nesse
ensaio apontaram uma inibicdo dose dependente de 6xido nitrico induzido por LPS em células
RAW 264,7 (CHOI et al.,, 2007). A administracdo oral de luteolina é capaz de inibir a
producdo de TNF-a em vérios modelos inflamatdrios e alérgicos (UEDA et al., 2002).
Flavonoides como miricetina e apigenina apresentaram atividade inibitéria de TNF-alfa
induzido por LPS em ensaios in vitro e in vivo (UEDA et al., 2004).

E fundamental a realizacdo de estudos que elucidem os mecanismos anti-inflamatérios
e a seguranca no uso das plantas medicinais, j& que compostos obtidos de espécies vegetais
sdo uma fonte vidvel na identificacdo de uma alternativa terapéutica frente a distarbios

inflamatorios.

2.5 A TOXICIDADE PROVENIENTE DAS ESPECIES OXIDANTES E DO ESTRESSE
OXIDATIVO

2.5.1 Espécies oxidantes e estresse oxidativo

A utilizacdo do oxigénio por parte dos organismos representa um paradoxo bioldgico,
organismos aerdbios necessitam do oxigénio para sobreviver, porém o oxigénio utilizado
pode ser muito toxico. A vida € um processo dinamico, sendo a sobrevivéncia dos organismos
consequéncia de um conjunto de processos e fungbes interagindo harmoniosamente. Um
desequilibrio durante esse conjunto de fungdes, pode resultar em uma auto regulagéo ou ficar
indelevelmente marcado, tal disfuncdo pode gerar moléculas que danificam o organismo,
essas denominadas de espécies reativas de oxigénio ou agentes oxidantes (MARRONI et
al.,2012).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e as espécies reativas de nitrogénio (ERNS),
sdo compostos quimicos resultantes da ativacdo ou reducdo do oxigénio molecular, inclui as

espécies radicalares e as ndo radicalares que mesmo nédo possuindo elétrons desemparelhados,



46

sdo reativas devido a sua instabilidade (HALLIWELL, 2006). Os radicais livres (RL) sé&o
definidos como qualquer espécie quimica, que possua um ou mais elétrons desemparelhados
em qualquer orbital, geralmente o mais externo. O elétron desemparelhado eleva a reatividade
dos RLs, das EROs e das ERNs, a fim de estabilizar-se o radical captura elétrons de outras
estruturas formando complexos que podem causar danos ao organismo (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997).

Segundo Marroni et al., (2012) quando ocorre uma maior producdo de radicais livres,
ou uma diminuicdo nas defesas antioxidantes pode ocorrer uma situacdo de desiquilibrio,
desencadeando um processo denominado de estresse oxidativo (EO). O EO caracteriza-se
como um estado da célula na qual se encontra alterada a homeostasia da oxirreducdo
intracelular, levando a um aumento de EROs e ERNSs, por uma deficiéncia nos sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos ou por ambos. O desequilibrio redox celular
pode causar danos a todos os tipos de biomoléculas, estrutura de proteinas, processos
enzimaticos das membranas lipidicas e provocar leses no DNA. O processo esta relacionado
a doencas degenerativas, cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema
imune e disfuncgdes cerebrais (MENSOR, 2001; BIRBEN, 2012).

Os efeitos toxicos das EROS e as alteragBes na fisiologia hepatica podem ser
verificadas através do doseamento de enzimas que podem auxiliar na avaliacdo da funcgéo
hepatica, como asparato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), y- glutamil
transpeptidase (GGT), fosfatase alcalina (FA). Outros parametros importantes a serem
analisados sdo: o conteudo sérico de albumina, bilirrubina, proteinas totais e colesterol
(WILNER; REUBEN, 2005). As enzimas hepaticas aparecem no soro quando ocorre dano a
membrana plasmatica causado pela peroxidacdo lipidica. A elevacdo da AST e da ALT
séricas indica lesdo e necrose hepatocelular (ADAMS; ANGULO, 2005). Niveis
acentuadamente elevados dessas enzimas (>1.000 U/L) ocorrem tipicamente nas lesdes
hepatocelulares agudas e cronicas, doencas infiltrativas e obstrucdo biliar. A FA é uma
enzima encontrada em varios tecidos (0ssos, intestino, rim, leucdcitos, figado e placenta). O
nivel sérico de FA esta frequentemente elevado na obstrucdo, nas lesdes expansivas, cirrose

biliar priméria e colestase farmaco-induzida (GINES et al., 2004).

2.5.2 Lipoperoxidacao

As EROs podem prejudicar a funcéo celular, devido a oxidagdo de acidos graxos

presentes na membrana plasmatica a qual é basicamente formada por uma dupla camada
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lipidica (ESTERBAUER, 1993). A lipoperoxidacdo (LPO) inicia quando um radical livre
abstrai um elétron da molécula que estiver mais proxima, normalmente de um &cido graxo da
bicamada lipidica e forma um radical, um lipidio hidroperdxido, este se torna um radical livre,
instavel e reativo, que para se estabilizar vai capturar outro elétron e assim desencadeando
uma reacdo em cadeia. Como consequéncia deste processo, ha alteragdes na estrutura e na
permeabilidade das membranas celulares. Assim, ha liberacdo do conteldo de organelas,
perda da seletividade da troca ibnica, e formacdo de produtos citotoxicos como o
malondialdeido (MDA); Estes eventos podem resultar em morte celular.

Dentre os produtos gerados pela peroxidagdo lipidica encontra-se o malonaldeido
(MDA), composto que pode atacar residuos de aminoacidos (induzindo perda de funcdo por
parte de proteinas) ou bases nitrogenadas (tendo assim propriedades mutagénicas), que pode

ser utilizado no monitoramento dos niveis de lipoperoxidacéo.

2.6 PLANTAS MEDICINAIS E SEU POTENCIAL TOXICO

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovacao de suas propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas, propagadas por
usuarios ou comerciantes. Comparada a propriedade dos medicamentos usados nos
tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer
desprezivel. Isto, entretanto, ndo é verdade (SIMOES et al., 2010).

Os efeitos adversos dos fitomedicamentos, as possiveis adulteracdes e toxicidade, bem
como a agdo sinérgica (interagdo com outros medicamentos) ocorrem comumente, 0 que torna
a toxicidade de plantas medicinais um problema sério de salde publica. As pesquisas
realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda
sdo incipientes, assim como o controle da comercializacdo em feiras livres pelos 6rgaos
oficiais, mercados publicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA et al., 2005).

O Ginkgo biloba é um dos fitoterapicos mais prescritos por clinicos na Europa. E
estava presente em 5,4 milhdes de prescricbes médicas realizadas apenas na Alemanha
(BLUMENTAHL,1998). Administrado em doses elevadas ou em tratamentos cronicos, o0
ginkgo apresenta efeitos colaterais como nausea e vomito. Outros efeitos colaterais reportados
foram salivacdo aumentada, perda de apetite, enxaqueca, alergias cutaneas e insénia. Ja foram
notificados casos de hemorragia cerebral e subaracndidea em pacientes que associavam
varfarina e aspirina ao tratamento com gingko. Estes eventos possivelmente ocorrem porque a

planta inibe o fator de agregacéo plaquetario (DUNNE, 2009).
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Em um levantamento bibliogréfico realizado por Daniyal e Akram (2015) foi
evidenciado que a utilizacdo de algumas plantas como Polygonum hydropiper conhecida
popularmente como Erva-de-bicho utilizada para tratar problemas gastrointestinais, causa a
infertilidade por possuir um efeito anti-ovulatorio. Plumbago zeylanica conhecida como Erva-
de-chumbo do Ceildo utilizada como antidiabético natural, além de ser conhecido por suas
propriedades antioxidantes tem a capacidade de diminuir a produgdo de espermatozoides
devido a alguns dos compostos presentes na sua constituicdo fitoquimica como: &cido
vanilico, beta-sitosterol e 4-hidroxibenzaldeido.

Polygonatum multiflorum é uma das espécies de plantas mais populares na medicina
tradicional chinesa e tem sido amplamente utilizado na China por muitos séculos para tratar
varias doencas comumente associadas ao envelhecimento, pesquisas modernas demonstraram
que P. multiflorum poderia ter um papel importante no tratamento do Alzheimer, doenca de
Parkinson, hiperlipidemia, inflamagdo e cancer (LIN et al., 2015). No entanto, estudos
recentes afirmam que o uso continuo da referida planta medicinal pode gerar hepato e
nefrotoxicidade e que seu uso associado a varfarina pode gerar uma possivel supressdo da
medula dssea (MIN et al., 2008; LIN et al., 2015).

No ano de 2006 foi criada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
publicada através do Decreto n° 5.813, apresenta em suas diretrizes o incentivo ao
desenvolvimento e a pesquisa no que se refere ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos
que possam ser disponibilizados com eficécia, seguranca e qualidade a populacdo, dando
prioridade a biodiversidade do pais (BRASIL, 2006; CARVALHO et al., 2007). Devido a
essa implementacgdo e ao uso indiscriminado de tinturas, infusdes e extratos vegetais pela
populacdo tornam-se necessarios estudos toxicoldgicos pré-clinicos para oferecer maiores
esclarecimentos a respeito das plantas medicinais utilizadas amplamente em meio popular
(CASTRO, 2006).

2.5.1 Modelos experimentais toxicoldgicos em animais: Um panorama

Os estudos toxicolégicos possuem como funcdo identificar possiveis efeitos adversos
provenientes da exposicdo humana a determinada substancia quimica, desse modo
experimentos que investiguem a acdo toxica de tais substancias vém sendo requeridos nos
processos investigativos, entre os modelos amplamente utilizados para esse fim estdo os
modelos animais (MEYER, 2003; PARASURAMAN, 2011). O uso de animais na pesquisa
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ao longo dos anos vém sendo foco de diversas discussdes, principalmente no que tange o
carater ético. Em 1929 foi implementada a DLso (dose letal mediana), um pardmetro que se
fundamenta na dose necessaria de uma dada substancia ou tipo de radiacdo para matar 50% de
uma populacdo em teste, as cobaias eram expostas a doses crescentes de determinada
substancia por um determinado periodo de tempo até se determinar a dose que mataria 50%
da populacéo testada (CAZARIN et al., 2004).

Nesse contexto, no ano de 1954 foi criado um programa internacionalmente
reconhecido denominado de 3Rs (Reduction, Refinement, Replacement), que tem como
objetivo reduzir o nimero de animais utilizados na pesquisa, minimizar a dor e o desconforto
e buscar alternativas para a substituicdo dos testes in vivo (SCHECHTMAN, 2002; RUSSEL
e BURCH, 1992; BALLS, 1994; FLECKNELL,1994). A partir do programa 3Rs a
preocupacdo com o bem estar animal se manteve constante no meio experimental, no ano de
1981, em reconhecimento das vantagens dos métodos de teste acordados internacionalmente,
0s paises membros e parceiros da OCDE (Organization for Economic Co-operation and
Development) desenvolveram as Diretrizes da OCDE para o Teste de Produtos Quimicos, a
fim de, entre outros objetivos, minimizar o nimero de animais utilizados em experimentos.

No ano de 1983 o FDA (The Food and Drug Administration) dos Estados Unidos
anunciou formalmente que néo iria mais requerer o teste classico de toxicidade aguda (DLsp),
mas somente em 2002, a OECD anuncia oficialmente os planos de extinguir o teste de DLso
de seus protocolos, em favor de métodos alternativos in vitro existentes como testes de
genotoxicidade, microndcleos (OECD 487), além de testes in vivo como toxicidade aguda
(OECD 423) e sub-aguda (OECD 407) que tem como estratégia para reduzir o uso de
animais. No que tange a toxicidade aguda os resultados sdo interpretados conforme a
capacidade de determinada substancia de causar a mortalidade dos animais envolvidos no
experimento, se 0s mesmos sobreviverem durante 0 ensaio a substancia testada deve ser
incluida na categoria-5, com DLsp entre 2000-5000 mg/Kg. Com o passar dos anos 0s ensaios
de toxicidade foram marcados pela preocupacdo com o bem-estar animal, tais experimentos
sdo de grande valia na pesquisa associada ao uso de plantas medicinais, para promover o
consumo consciente e seguro dessas espécies vegetais.

Como a maior parte da flora é ainda desconhecida do ponto de vista quimico, bem
como o saber tradicional associado a flora util, predominantemente em paises em
desenvolvimento, a perda da biodiversidade e o acelerado processo de mudanca cultural
acrescentam um senso de urgéncia em garantir o registro desse saber, inclusive para uso

cientifico. Atualmente, a fitoterapia € um desafio para os cientistas e para as industrias
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farmacéuticas na descoberta de novos medicamentos fitoterdpicos que possuam eficacia,
seguranca e controle de qualidade essencial, bem como conhecer os efeitos colaterais,
toxicidade e acdo farmacologica especificas de cada planta medicinal para garantir a satde da
populacdo. Abracando este desafio, busca-se neste trabalho pesquisar e comprovar
cientificamente os efeitos bioldgicos do extrato bruto de C. ambrosioides L., bem avaliar uma
possivel toxicidade da espécie a fim de promover uma maior compreensdo de seus efeitos e

seguranca em seu uso pela populagéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho se fundamenta em realizar a caracterizacdo quimica de

extratos irradiados e ndo irradiados de C. ambrosioides L., bem como elucidar os mecanismos

de acdo envolvidos na possivel atividade anti-inflamatéria da espécie, determinar sua

seguranca e bioatividade através de ensaios in vitro e in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extratos de C. ambrosioides irradiados e ndo irradiados:

Identificar, quantificar e comparar o perfil cromatografico;

Avaliar o potencial inibitério frente a LOX;

Determinar a atividade de captura do éxido nitrico;

Determinar concentracfes seguras das amostras, que nao afetem a viabilidade de
celulas RAW 264,7;

Determinar o potencial de reducdo do éxido nitrico celular, induzido pelo LPS;
Comparar se a possivel alteracdo na composicao de extratos submetidos a radiacao é

capaz de gerar um efeito na bioatividade da planta;

Extrato liofilizado de C. ambrosioides:

Avaliar a toxicidade oral aguda e de doses repetidas L. em ratos Wistar;

Analisar possiveis alteracdes nos parametros bioquimicos e hematol6gicos
ocasionadas pela administracdo do extrato da planta;

Determinar a lipoperoxidagcdo em 6rgdos como figado e rim em ratos Wistar;
Determinar a capacidade de reducdo do edema de orelha ocasionado pelo éleo de
créton em camundongos Swiss.

Mensurar a possivel reducédo da atividade da MPO pelo extrato da planta;

Comparar o efeito anti-inflamatério de C. ambrosioides L. com o extrato de B.

serrata.






CAPITULO 1: Analise quimica comparativa e potencial anti-inflamatorio in vitro de extratos
de C. ambrosioides L. submetidos a radiagéo ionizante
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CAPITULO 1: Analise quimica comparativa e potencial anti-inflamatério in vitro de
extratos de C. ambrosioides L. submetidos a radiacéo ionizante

1.1 APRESENTACAO

A utilizacdo popular e a falta de monografias que tenham como objeto de estudo a
espécie C. ambrosioides L. e sua insercdo no RENISUS, evidenciam a necessidade da
realizacdo de ensaios pré-clinicos com a planta. Alguns autores realizaram a caracterizacdo
quimica de extratos e do 0Oleo essencial da referida espécie vegetal, onde foram encontrados
importantes compostos fenolicos, tais como: derivados do canferol, quercetina e seus
glicosideos, rutina, entre outros, os quais sao conhecidos por sua atividade farmacoldgica.

Diante da ideia do enriquecimento fitoquimico, vem a as seguintes questfes: Extratos
de C. ambrosioides submetidos a radiacdo gama, apresentariam uma maior concentracdo ou
transformacdo em seus fitocompostos? uma possivel alteracdo na composicdo quimica nos
extratos da espécie seria capaz de interferir na sua bioatividade?

Com base no exposto, 0 objetivo deste capitulo é apresentar a comparacao fitoquimica
de extratos de C. ambrosioides irradiados e ndo irradiados, e verificar se possiveis alteracdes
na sua composicdo quimica sdo capazes de promover uma diferenca em seu potencial anti-
inflamatdrio, tendo em vista que os processos inflamatdrios sdo a causa de muitas doencas.
Para isso, foram realizados ensaios através de modelos in vitro. Os resultados encontram-se na

forma de um manuscrito desenvolvido para submisséo na revista Food Chemistry.






MANUSCRITO 1: Influence of gamma radiation on the chemical composition of

Chenopodium ambrosioides L. and its anti-inflammatory potential
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Abstract

Gamma radiation has been the focus of studies due to its varied use, especially in
medicine and the food industry. However, little is known regarding the bioactivity of
irradiated plant extracts. Chenopodium ambrosioides L. is used in folk medicine for the
treatment of digestive issues and diseases associated with inflammatory processes, being
consumed as an infusion. The present research explores the chromatographic profile by
HPLC-DAD and the anti-inflammatory activity of irradiated and non-irradiated extracts of
this species, in order to compare their bioactivity and to verify possible changes in the
chemical profile caused by gamma radiation. All samples showed the same qualitative
chromatographic profile, but quantitative differences between compounds identified in the
extracts were found. For example, the irradiated plant extract presented an increase of
kaempferol derivatives and quercetin derivatives about 20 times than other extracts. All the
samples tested were effective at inhibiting lipoxygenase at 0.400 — 0.488 mg/mL. Regarding
nitric oxide radical, the non-irradiated extract (NIPE) presented the best scavenging potential
(ICso value of 0.431 mg/mL). Samples were also evaluated for their toxicity and anti-
inflammatory potential in RAW 264.7 macrophages, presenting a safe concentration range up
to 0.250 mg/mL and NIPE was the most effective one in the reduction of NO in cellular assay
(ICs0 0.201 + 0.029 mg/mL). According to the results, it can be stated that gamma radiation
was able to alter the phytochemical composition of C. ambrosioides. However, the biological

activity was not changed significantly.

Keywords: Gamma radiation; Chenopodium ambrosioides; Erva-de-Santa-Maria;

Lipoxygenase; Nitric Oxide; RAW 264.7 macrophages.

Highligths:

e Gamma radiation promotes alteration in the chemical composition of C. ambrosioides.

e Non-irradiated extract of C. ambrosioides reduced the inflammation caused by LPS in
cell assay.

e Extracts of C. ambrosioides are able to inhibit LOX.
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1. Introduction

Inflammation is a complex process, generally characterized by the increase of free
radicals and the decrease of antioxidant defenses. It is one of the first lines of defense against
a series of stimuli that are considered harmful, such as bacteria, traumas and irritations (Joshi
et al., 2016; Zipp e Aktas, 2006). Acute inflammatory processes can serve to protect the body;
however, when deregulated or chronic, they are the basis of a number of pathological
conditions, including asthma, rheumatoid arthritis, and cardiovascular diseases (Pereira et al.,
2014). Among the many inflammatory mediators known, nitric oxide ("NO) is a signaling
molecule that plays a fundamental role in the pathogenesis of inflammation acting as
vasodilator. Pro-inflammatory cytokines lead to expression of the inducible NO synthase in
monocyte/ macrophages, neutrophil granulocytes and many other cells. Inflammatory
processes are mainly characterized by the high production of pro-inflammatory eicosanoids
derived from arachidonic acid (AA) through the enzymatic activity of lipoxygenases (LOX)
and cyclooxygenases (COX) (Joshi et al., 2016; Sharma et al., 2007).

With the goal of treating several distinct diseases, many of which of inflammatory-
basis, medicinal plants have been largely employed worldwide, mainly due to the easy access,
but also as a result of the empirical knowledge passed through generations. In addition, the
World Health Organization (WHO) advocates, at the global level, the development of
research on medicinal plants for therapeutic purposes (WHO, 1999). Besides being promising
for the identification of new pharmacological substances that serve as raw material for
pharmaceutical industries, medicinal plants can also be interesting to be included in
nutraceuticals, as food additives and even as ingredients in the preparation of functional foods
(Barros et al., 2013).

The leaves and branches of Chenopodium ambrosioides L. (Amaranthaceae), known
in Brazil as "Erva-de-Santa-Maria", are usually consumed by the population in the form of
infusion, due to the attributed antirheumatic, antipyretic, antimicrobial, anti-inflammatory,
vermifuge, and antiulcer properties, as well as for the healing of various diseases (Barros et
al., 2013; Costa e Tavares, 2006). Studies have demonstrated its effective anti-inflammatory
and analgesic capacity in osteoarthritis in vivo, reducing synovial inflammation (Calado et al.,
2015). C. ambrosioides has also shown the capacity to inhibit important inflammatory
mediators, such as tumor necrosis factor alpha, prostaglandin E> and nitric oxide in vivo
(Grassi et al., 2013).
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Phytochemicals, such as polyphenols, are able to neutralize free radicals, and reactive
oxygen/nitrogen species (ROS/RNS) generated by cellular metabolism, which, at high
concentrations, damage cells and tissues (Li et al., 2015). The antioxidant activity is linked to
the ability to protect a biological system against potentially harmful reactions that cause
excessive oxidation, which is related to cardiovascular diseases, hypertension, cancer, and
aging (Adegbola et al., 2017) . Factors such as climate, soil type and harvesting time may
interfere with the production of these bioactive compounds that arise from the secondary
metabolism of plants, whose functions are adaptation to the environment, attraction of
pollinators, protection against UV radiation, among others (Santos et al., 2018). In order to
potentiate the concentration of bioactive metabolites responsible for the pharmacological
action of medicinal plants, recent studies show an innovative alternative for this purpose:
ionizing radiation (Vardhan e Shukla, 2017). Gamma radiation is considered a rapid and novel
method to increase the qualitative and quantitative traits of many plants that has been widely
used in biology and medicine. Studies have shown that relatively low doses of ionizing
radiation on microorganisms and photosynthetic plants potentiate cell growth, cell
proliferation, germination rate, enzyme activity and resistance to stress (Chakravarty & Sen,
2001; Taghipour, 2004).

The present study aims to evaluate the anti-inflammatory potential of irradiated and
non-irradiated extracts of C. ambrosioides, in order to demonstrate if the radiation influences

the chemical composition and whether the possible changes are associated to their bioactivity.

2. Materials and Methods

2.1 Standards and reagents

Linoleic acid (> 99.0%), (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT), trypan blue, soybean lipoxygenase (LOX) from Glycine max (L.) Merr. (Type V-S;
EC 1.13.11.12). Lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli and dimethyl sulfoxide
(DMSO) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Water was treated in a
Milli-Q (Millipore; Bedford, MA, USA) water purification system. Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM)-GlutaMAXTM-I, Hanks' balanced salt solution (HBSS), heat
inactivated fetal bovine serum (FBS), and Pen Strep solution (Penicillin 5000 units/mL and
Streptomycin 5000ug/mL) were obtained from Gibco® (Life Technologies, InvitrogenTM,;
Grand Island, NY, USA). The murine macrophage-like cell line RAW 264.7 was purchased
from the American Type Culture Collection (LGC Standards S.L.U., Spain). Reference
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compounds, namely protocatechuic acid, quercetin-3-O-rutinoside, quercetin-3-O-glucoside
and kaempferol-3-O-rutinoside, were from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

2.2 Plant collection

C. ambrosioides L. branches were collected in the city of Uruguaiana, state of Rio
Grande do Sul, Brazil (altitude 57 m, 29 ° latitude, 45720, 12” S, longitude 57 ° 4°0.28), in
March of 2017. The exsiccate was archived as specimen in the herbarium of the Department
of Biology at the Federal University of Santa Maria (Brazil), under the register number of
SMDB 137015, for future reference.

2.3 Extraction and irradiation

Part of the collected fresh branches of C. ambrosioides was irradiated in the
radiotherapy sector of the University Hospital of Santa Maria (HUSM) of the Federal
University of Santa Maria, using the radiator Theratron 780C, which radiates 60Co gamma
rays at a dose of 1kGy. After irradiation the vegetal material was dried in an oven, at 40 °C,
and then milled. The dried vegetable powder (100 g) was placed in contact with 1000 mL of
70% EtOH and subjected to daily agitation for seven days (Mello et al., 2017).

The obtained macerate was concentrated in a rotary evaporator. The aqueous fraction
was subsequently lyophilized, thus obtaining the irradiated plant extract (IPE). The same
extraction process was performed with the non-irradiated material, to obtain the non-
irradiated plant extract (NIPE). Part of this later extract was irradiated afterwards (irradiated
extract, 1E) to detect possible alterations in the extract composition.

This study was approved by the University Hospital of Santa Maria-Brazil and is
registered under the protocol number: 057/2017.

2.4 Qualitative and quantitative analysis of phenolic compounds by HPLC-DAD

For the identification and quantification of the phenolic compounds the analytical
conditions were adapted from Barros et al. (2013). IPE, IE, NIPE and standard solutions (20
pL) were injected on a HPLC-DAD unit (Gilson Medical Electronics, Villiers le Bel, France)
after filtration (0.45 um) and eluted on a Luna Cig (5 uM, 250 x 4.6 mm, Phenomenex,
Macclesfield, UK) column, at 25 °C. Detection was achieved with an Agilent 1100 series
DAD (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany), and chromatograms were recorded at
280 and 350 nm (Clarity Software version 5.04.158, DataApex Ltd, Prague, Czech Republic).
The mobile phase was composed by 0.1% formic acid in water (A) and acetonitrile (B). The

elution gradient established was isocratic 85% B for 10 min, 80% B over 5 min, 80-75% B
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over 10 min, 75-70% B over 7 min, isocratic 70% B for 3 min, 70-65% for 5 min, and 65-
50% B for 10 min, followed by re-equilibration of the column, and was developed at a flow
rate of 0.5 mL/min. The phenolic compounds present in IPE, IE, NIPE were identified
according to their UV spectra and retention time, as well as by comparison with the profile
obtained by Barros et al., (2013). Compounds were quantified by interpolation with external
standard curves (Table 1) as follows: protocatechuic acid as itself, at 280 nm, quercetin
derivatives (2, 6 and 8) were quantified as quercetin-3-O-glucoside, kaempferol derivatives
(3-5, 7, 11-13) as kaempferol-3-O-rutinoside, at 350 nm, and p-coumaroyl acid derivatives (9

and 10) as p-coumaric acid, at 320 nm.

2.5. Method validation

Regression equation, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) data
for the quantification of the identified compounds are presented in Table 1.

Repeatability (intraday assay) was assessed by triplicate analysis of three different
concentrations of standard solutions in the same day and expressed as relative standard
deviation (RSD). The intermediate precision (interday assay) was evaluated by analyzing the
middle concentration of the curve three times a day, on three different days; RSD of the peak
area was calculated as measure of inter-day precision. Recoveries were determined by adding

to the sample low, medium, and high amounts of compounds found in NIPE.

Table 1. Regression equation, LOD and LOQ data for the quantification of the identified phenolic compounds.
PCA: Protocatechuic acid; Q-3-O-gluc.: Quercetin-3-O-glucoside; K-3-O-rut.: Kaempferol-3 O-rutinoside.

Intraday Interday
) ) LOD LOQ o o
Compounds Linear equation  r? precision precision
(mg/mL) (mg/mL)
(CV%) (CV%)
PCA y = 41297x ~1074.5 0.99 6.48 x 10 1.96 x 1073 4.11 2.54
Q-3-O-gluc. y=41765x-1281.6  0.99  3.41x10* 1.34 x 1078 2.93 4.34
K-3-O-rut. y = 64517x — 491.54 0.99 4.88 x 10 1.47 x 10* 7.69 3.18

2.6 Cell assays

2.6.1 Cell viability
RAW 264.7 cells were plated in 96-well plates (25,000 cells/well). After 24 h,
different concentrations of IE, IPE and NIPE (0.0625-1 mg/mL) were added and the plates
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were incubated for other 24 h at 37 °C, in a humidified atmosphere of 5% CO». Thereafter,
MTT was added at a final concentration of 0.5 mg/mL and incubated for 2 h (Pereira et al.,
2017). The formazan crystals formed were extracted with DMSO: isopropanol (1:3) mixture
and spectrophotometrically read in a multi-plate reader (Multiskan ASCENT, Massachussets,
USA). Results are expressed as percentage of the respective control and correspond to the
mean + standard error of the mean (SEM) of, at least, five independent experiments

performed in triplicate.

2.6.2 Determination of NO Levels

RAW 264.7 cells were cultured in 96-well plates (35,000 cells/well) for 24 h and then
pre-treated with different concentrations of IE, IPE, and NIPE during 2 h, according to a
methodology described by Silva et al. (2017). Afterwards, LPS was added (final
concentration 1 pg/mL) and the plates were incubated for 22 h at 37 °C, in a humidified
atmosphere of 5% CO». The nitrite resulting from the conversion of NO in the culture
medium was quantified by mixing 75 pL of culture media with an equal volume of Griess
reagent (1% sulfanilamide and 0.1% naphthylethylenediamine dihydrochloride in 2% H3PQOs)
and incubated for 10 min in the dark, after which absorbance was read at 540 nm in a
microplate reader (Multiskan ASCENT, Haverhill, MA, USA). The results correspond to the
mean = SEM of five independent experiments performed in triplicate and are expressed as

percentage of NO in cells exposed to LPS (positive control for NO production).

2.7 Cell free assays

2.7.1 "NO scavenging activity

The "NO scavenging potential of extracts of C. ambrosioides was determined using
Griess reagent, following a methodology described by Lopes et al. (2012). The scavenging
potential (%) was calculated according the following equation:

[ (abs.of sample — abs.of blank)

=100x1—
(%) * abs.of control — abs.of blank ]

The percentage of ‘NO scavenging activity was plotted against the sample
concentration to obtain the 1Cso value. Five independent experiments were performed in

triplicate.
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2.7.2 Lipoxygenase inhibition

The inhibition of lipoxygenase was evaluated according to the procedure previously
described by Barbosa et al. (2017). The samples were diluted in phosphate buffer (pH 9), 20
uL were added to the 96 well plates along with 200 uL of 0.1 M phosphate buffer and 20 pL
of soybean lipoxygenase (100U/20uL). After 5 min of incubation at room temperature, 20 pL
of linoleic acid (4.18 mM in ethanol) was added and kinetics were followed for 3 min, at 234
nm, in a microplate reader (Multiskan ASCENT, Massachusetts, USA). Three independent

experiments were performed in triplicate.

2.8 Statistical analysis

Data obtained from, at least, five independent experiments, were analyzed using
GraphPad Prism 7 Software, Inc. (San Diego, CA, EUA). The t-Student test was used to
compare treated and untreated cells. In all cases, values of p < 0,05 were considered

statistically significant.

3. Results and Discussion

3.1 Phenolic profile

The chromatographic profile of the analyzed extracts revealed the presence of
protocatechuic acid (1), two p-coumaric acid derivatives (9 and 10) and several quercetin (2, 6
and 8) and kaempferol glycosides (3-5, 7, and 11-13) (Fig. 1). Besides those also confirmed
by the analysis of authentic substance (compounds 1, 5, 6, 7, 8, 11, 12 and 13), the phenolic
compounds present in C. ambrosioides extracts were tentatively identified according to that
already described by Barros et al., (2013). In fact, the chromatographic profile of the material
analyzed herein was similar to that published by those authors.

When comparing the three extracts, there are no differences in the qualitative
composition; however, the quantitative analysis allowed noticing differences in the content of
several compounds (Table 2). For instance, higher concentrations of kaempferol and quercetin
derivatives (5-7) were observed in the IPE (Table 2), when compared to NIPE. This may be
associated with the stimuli of enzymatic activity in the plant submitted to gamma radiation
(Hussain et al., 2010). On the other hand, the amount of compound 3 was higher in NIPE
than in IE and IPE, which points to a possible degradation of the compound caused by
irradiation. The degradation of some compounds during irradiation occurs by complex

mechanisms, although it can be considered that the breaking of some bonds results in smaller



69

molecules (Stewart, 2001). Our results are in agreement with a study published by Pereira et
al. (2015), where Ginkgo biloba samples irradiated at the dose of 1KGy presented a
quantitative variation when compared to non-irradiated samples.

We also studied the effect of radiation exposure on the phenolic profile of the
lyophilized extract (IE). The concentration of compounds 9+10 and 11 decreased from 1.30 £
0.06 and 1.00 + 0.01 to 0.27 + 0.11 and 0.04 + 0.01 pg/mg lyophilized extract, respectively
(Table 2). This reduction is based on the concept that gamma radiation can be able to degrade
compounds in C. ambrosioides extract, observing that an extract subjected to radiation is not
able to respond to external stimuli because there is no enzymatic activity, which may occur
the change in chemical composition through the transformation and degradation of

compounds (Gumus et al., 2011).

5+6+7

AU (mAU)

0 10 20 30
Time (minutes)

Figure 1. HPLC-DAD (350 nm) phenolic profile of C. ambrosioides L. non irradiated plant extract (NIPE).
Peaks: 1. Protocatechuic acid; 2. Quercetin derivative; 3. Kaempferol derivative; 4. Kaempferol derivative; 5.
Kaempferol dirhamnoside-O-hexoside; 6. Quercetin-3-O-rutinoside; 7. Kaempferol-O-pentosyl-rhamnosyl-
hexoside; 8. Quercetin-3-O-glucoside; 9. p-Coumaroyl acid derivative; 10. p-Coumaroyl acid derivative; 11.
Kaempferol-3-O-rutinoside; 12. Kaempferol dirhamnoside-O-pentoside; 13. Kaempferol-O-rhamnosyl-

pentoside.
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Table 2. Phenolic compounds content in non-irradiated plant extract (NIPE), irradiated extract (IE) and

irradiated plant extract (IPE) of C. ambrosioides *.

ug/mg dry extract

Compound?
NIPE IE IPE
1 1.80+0.02 1.10+0.02 1.90+0.04
2 1.50+0.01 1.10+£0.01 1.00£0.01
3 1.00+0.01 0.10+0.01 0.03+0.01
4 0.05+0.01 0.04 £ 0.01 1.00£0.01
5+6+7 0.30+0.03 0.20 +0.02 4.60+0.40
8 1.50+0.06 1.10+0.04 0.70 + 0.49
9+10 1.30 £ 0.06 0.27+0.11 1.30+0.61
11 1.00+0.01 0.04 +0.01 1.10+0.56
12+13 0.05+0.01 0.03+0.01 0.90+0.44
z 8.5 3.98 12.53

! Results are expressed as mean + SD of three independent experiments, performed in triplicate.
2 |dentity of compounds as in Fig. 1.

The concentration of the metabolites of C. ambrosioides in irradiated and non-
irradiated extracts is different. IPE presented higher concentration of kaempferol and
quercetin derivatives, increasing over 20 fold when compared to NIPE and IE respectively,
which suggests the production of secondary metabolites in the plant in response to gamma
irradiation as an external aggressor (Vardhan e Shukla, 2017). The irradiated extract presented
a lower concentration of phenolic compounds, suggesting that the gamma radiation after
preparation of the extract, was able to cause a degradation of compounds (Pereira et al.,
2015).

3.2 Anti-inflammatory activity

Plants extracts have been the focus of studies due to their pharmacological potential.
Many medicinal plants are considered natural anti-inflammatory agents (Yang et al., 2016).
As so, assays addressing the anti-inflammatory activity of extracts of C. ambrosioides were
performed. In order to elucidate possible anti-inflammatory mechanisms, cell-free and cell-

based systems were considered.
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3.2.1 C. ambrosioides inhibits lipoxygenase

The classic route of the inflammatory cascade process begins with the synthesis of
arachidonic acid, substrate of important pro-inflammatory enzymes, such as COX and LOX.
LOX act in the formation of hydroperoxides from polyunsaturated fatty acids, such as linoleic
acid, and are expressed in tumor cells, immune system cells and cells involved in the
inflammatory processes, in which they lead to the synthesis of leukotrienes (Mashima e
Okuyama, 2015).

Although studies have reported the LOX inhibitory capacity of members of the
Amaranthaceae family, including essential oils of the species under study, the inhibitory
potential of extracts of C. ambrosioides has not yet been documented (Alitonou et al., 2012;
Vidal et al., 2014). Despite their different quantitative composition, the three extracts
inhibited LOX in a dose-dependent manner (Figure 2-A), showing ICsg values between 0.400
at 0.488 mg/mL (Table 3).

A previous work demonstrated the inhibitory potential of the essential oil of C.
ambrosioides on LOX, inhibition values ranging between 13 and 23% (Alitonou et al., 2012).
Other authors reported the inhibitory potential of LOX by the Amaranthaceae family, showing
an inhibition of 80% of the enzyme at 1 mg/mL of the dichloromethane fraction of Pandiaka
angustifolia (Thiombiano et al., 2014). Our results show a greater inhibition of LOX when
compared to those found in the literature, which demonstrates a greater effectiveness of the

lyophilized extract when compared to the essential oil of the species.

3.2.2 °NO scavenging

*NO has been the subject of research as to its synthesis and its mechanism of action,
acting in pathological and physiological processes in different stages of diseases, such as
cardiovascular, renal, and rheumatological diseases (Ahmad et al., 2018). It plays important
roles in human physiology, being both a vasodilator and neurotransmitter. However, abnormal
physiological conditions capable of generating an overproduction of *NO results in a pro-
inflammatory behavior of the molecule (Sharma et al., 2007).

Firstly, the *NO scavenging was evaluated in cell-free system. In this assay, NIPE
presented higher activity when compared with IPE and IE (Figure 2-B and Table 3). The
potential of the genus Chenopodium to scavenge *NO was checked before by other authors in

a cell-free model: the ethanol extract of Chenopodium album also displayed a dose-dependent
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activity, the most effective concentration (100 pg/mL) scavenging approximately 36% of *NO
(Baldi e Choudhary, 2013).
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Figure 2. Lipoxygenase (LOX) inhibition (A) and nitric oxide radical ("NO) scavenging activity (B) of extracts
of C. ambrosioides in cell-free assays. Results represent the mean + SEM of three independent experiments

performed in triplicate.

3.2.3 Effect in LPS-stimulated macrophages

3.2.3.1 Effect on cell viability
To identify a range of non-cytotoxic concentrations of C. ambrosioides extracts their
effect on the mitochondrial activity of the macrophage cell line RAW 264.7 was assessed by

the MTT reduction assay.
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Figure 3. Viability of RAW 264.7 macrophages treated with irradiated and non-irradiated extracts of of C.
ambrosioides (NIPE, IPE, IE) * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

The extracts were not cytotoxic at concentrations up to 0.250 mg/mL and showed
cellular viability greater than 90% (Figure 3). As so, this was the concentration chosen for the

subsequent assay. The concentration that induces loss of 50% of cell viability (ICso) was
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calculated. No noticeable differences were found between NIPE and IPE, which presented
ICso values of 0.791 and 0.787 mg/mL, respectively. IE showed I1C2s of 0.795 mg/mL. The
results obtained in this assay direct the extract concentration to be used in the NO reduction

assay without affecting the cellular viability.

3.2.3.2 C. ambrosioides extracts decreases NO in LPS-stimulated macrophages

RAW 264.7 cells were pre-incubated with extracts of C. ambrosioides, at
concentrations that did not compromise cell viability for 2 h and exposed to LPS for 22h.
NIPE was the most effective sample in reducing NO levels in a dose-dependent manner (ICsg

= 0.201 mg/mL). IPE and IE presented similar reductive capacity (ICso > 0.250 mg/mL).
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Figure 4. Effect in NO levels of RAW 264.7 cells pre-treated for 2 h with C. ambrosioides extracts (NIPE, IE,
IPE), followed by 22 h co-treatment with 1 pg/mL of LPS.

Despite the higher amount of phenolic compounds presented by IPE, the results
obtained with this extract were not as good as those from the non-irradiated one. This leads us
to believe that even if the phenolic compounds identified in the tested extracts are known for
their anti-inflammatory action, other compounds, probably less polar, found in ENI are also
responsible for this activity (Anand e Kaithwas, 2014; Mahir Kapl et al., 2017; Reitera Elke;
Jiangb Qing and Christena Stephan, 2009). In fact, previous studies describe the presence of
fatty acids in extracts of C. ambrosioides, that class is known for its volatility and greater
sensitivity (Barros et al., 2013). As the best results were obtained with ENI, we believe that
gamma radiation was able to degrade this class of compounds in the irradiated samples,

preventing their expression in the assays.
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Table 3. Effects of irradiated and non-irradiated extracts of C. ambrosioides (mg/mL) on inflammatory

mediators.
C. ambrosioides L. Cell-free assay Cell assay
extract LOX inhibition *NO scavenging NO reduction
(ICs0) (ICs0) (ICs0)
NIPE 0.416 £ 0.0302 0.431 +0.040 0.201 £ 0.029
IE 0.400+ 0.0782 0.773+ 0.091 >0.250
IPE 0.488 £ 0.004 2 > 1000 >0.250

3.3 Relation between gamma radiation exposure, chemical composition and anti-
inflammatory potential of C. ambrosioides extracts

The abundance and diversity of phenolic compounds present in C. ambrosioides
suggests potential pharmaceutical applications, being interesting to be included in RENISUS,
an important list of medicinal plants published by the Brazilian government with the purpose
of scientific research (Ministério da Satde do Brasil, 2009). lonizing radiation has been used
as a food preservative and even plant extracts; nevertheless, studies have described that
gamma radiation has the ability to alter the chemical composition of natural products
(Vardhan e Shukla, 2017). In this study the anti-inflammatory potential of irradiated and non-
irradiated extracts of C. ambrosioides was evaluated for the first time, and the chemical
composition was related to anti-inflammatory activity, as discussed below.

The production of secondary metabolites is directly related to exogenous stimuli, such
as ultraviolet radiation, high luminosity, water stress, among others. A living plant undergoing
radiation is able to respond to this stimulus by increasing certain metabolites, studies showing
that ionizing radiation is able to act directly on the phenylalanine ammonia lyase (PAL), a
key-enzyme in the pathway of the phenylpropanoids that originates from shikimic acid
precursor in the biosynthesis of flavonoids. According to Hussain et al., (2010), peaches
subjected to radiation at a dose of 1.8 to 2 KGy presented an increase in phenolic content
when compared to control; the authors attributed this result to the increase in PAL, also
determined in the study.

Other authors studied the effect of gamma radiation on total phenolic compounds of
mushrooms. Doses of 2.5 KGy were able to increase PAL by 4 times when compared to non-
irradiated samples (Benoit et al., 2000). Similar results were found in a study carried out on
Citrus clementina submitted to radiation at the dose of 0.3 KGy: there was a significant
increase in the activity of PAL and consequently in the production of flavonoids in the
irradiated samples (Oufedjikh et al., 2000).
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The significant increase of kaempferol derivatives and quercetin- 3-O-rutinoside in
IPE when compared to NIPE and IE was the main difference found herein, and it can be
stated that the radiation had a direct influence on the concentration of IPE compounds,
influencing the enzymatic activity of the plant.

In the assays related to the anti-inflammatory activity of C. ambrosioides, irradiated
and non-irradiated extracts we found a similar potential in the inhibition of LOX, all extracts
being able to inhibit this enzyme. When comparing the effect on *NO scavenging and NO
levels, the most active extract was NIPE, demonstrating that, even with the increase of
phenolic compounds occurred in IPE, these were not able to increase the anti-inflammatory
potential of the species. Thus, the anti-inflammatory potential of C. ambrosioides may also be
partially attributed to compounds present in the plant that were not identified in our study.

Some studies indicate the ionizing radiation as a stimulus to the antioxidant activity of
plant species. Song et al. (2018) exposed a ginseng extract to a dose of gamma radiation
(100KGy) higher than the one used in our study. The irradiated extract was able to express
antimelanogenic activity and greater antioxidant potential when compared to the non-
irradiated extract, the reducing sugars content also increasing. Ito et al. (2016) presented the
effects of gamma radiation on apple pomace flour irradiated at doses until to 2 KGy, having
reported higher antioxidant activity and higher concentration of phenolic compounds in
irradiated samples at the intermediate dose of 1KGy, which shows that the increase of
compounds is also related with the dose of radiation applied. However, when comparing the
results described in the literature with those found in our work we can infer that radiation,
besides affecting the concentration of phenolic compounds, is not necessarily related to the
bioactivity under test. For example, Pereira et al., (2018) observed that irradiated aromatic
herbs were not able to improve the antioxidant activity when compared to the non-irradiated
samples: radiation was able to cause an increase in the phenolic compounds of the species, but
this increase did not result in a better activity.

Thus, we believe that the increase in the concentration of certain compounds caused
by gamma radiation may have been crucial in preventing the synergism of the primary
chemical composition of the plant. Most of the compounds identified in the studied species
have a known anti-inflammatory activity. However, variation in their concentration due to
radiation may have caused a difference in the efficacy of the extracts for the scavenging and
reduction of NO.

Conclusion
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This is the first report on the effects of gamma radiation on extracts of C.
ambrosioides and its anti-inflammatory potential. Different phenolic contents were found
between the samples, IPE being the sample with the highest concentration of phenolic
compounds, demonstrating that gamma radiation was responsible for this increase. Regarding
inhibition of LOX, all samples tested showed the ability to inhibit the enzyme. The
phytochemical alteration caused by the radiation was not able to improve the bioactivity of
the sample when compared to the non-irradiated extract, in relation to the elimination NO.
Although there is still a long way to verify the benefits of gamma radiation in extracts of C.
ambrosioides, the results obtained in the present study show that the non-irradiated extract
presented a better potential to act on inflammatory mediators.
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CAPITULO 2: Seguranca e potencial anti-inflamatério do extrato liofilizado de C.

ambrosioides L. através de modelos in vivo

2.1 APRESENTACAO

Com o passar dos anos tendo como objetivo a redugéo do uso de animais na pesquisa,
0s ensaios in vitro elegem os compostos e doses capazes de promover um efeito
farmacoldgico. Os ensaios in vivo vém para complementar resultados, assim ocorre 0
desenvolvimento cientifico. Tendo em vista a utilizagdo segura de espécies vegetais pela
populagéo, estudos de toxicidade in vitro e posteriormente in vivo vém sendo realizados.
Ensaios com roedores (Wistar e Swiss) sdo de grande importancia devido a similaridade
fisiolégica com o organismo humano, e o bem-estar dos animais tem sido foco de questdes
éticas, sendo os protocolos experimentais melhorados com o tempo.

As plantas medicinais sdo, geralmente, consideradas seguras pela populacdo, no
entanto, isso pode ser um equivoco, ja que sua acdo pode causar efeitos colaterais, e por esse
motivo, a pesquisa com espécies utilizadas para esse fim se faz muito importante para
comprovacao de sua eficAcia. Comparada a propriedade dos medicamentos usados nos
tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer
desprezivel. Isto, entretanto, ndo é verdade. Considerando o potencial de extratos vegetais
utilizados como medicamentos em pacientes, destaca-se a necessidade de estudos continuados
para garantir tanto a seguranca do consumidor quanto manter a eficacia terapéutica. Assim,
ensaios de toxicidade e potencial farmacoldgico in vivo sdo uma Gtima saida para elucidar a
seguranca e a terapéutica da espécie Chenopodium ambrosioides L.

Desse modo, o presente capitulo apresenta o estudo de toxicidade e potencial anti-
inflamatdrio in vivo de C. ambrosioides L. levando em consideracdo a larga utilizacdo da
espécie e suas diversas propriedades bioldgicas potencialmente positivas para a satde publica,
além de sua inser¢do no RENISUS. Os resultados encontram-se sob forma de manuscrito

cientifico o qual sera submetido ao Journal of Ethnopharmacology.
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: Chenopodium ambrosioides L., popularly known as Erva-
de-Santa-Maria, is a native species from South America. The branchs of species are used in
folk medicine for several purposes, including to treat inflammatory process, insect and snake
bites and wounds. Due to its wide use, this specie was inserted in the RENISUS (National List
of Medicinal Plants of SUS Interest) by the Brazilian Ministry of Health, which encourage
researchers to validate the pharmacological activities of several plants used in folk medicine.
Aim of the study: To identify the phytochemical composition and to evaluate the safety and
anti-inflammatory efficacy of C. ambrosioides lyophilized extract in murine animals.
Material and methods: The lyophilized extract of Chenopodium ambrosioides (LEC) was
evaluated for its chemical composition by mass spectrometry. The toxicological analyses
(hematological, biochemical, physical, behavioral and oxidative damage parameters) of LEC
were observed in male and female Wistar rats from acute oral toxicity (single administration;
2000 mg/kg) and repeated oral toxicity study (50, 100 and 200 mg/kg doses for 28 days). The
anti-inflammatory efficacy of LEC was evaluated from a skin inflammation model induced by
topical application of croton oil (1 mg/ear) in Swiss mice. The LEC (0.01-1 mg/ear) and B.
serrata extract (positive control; 1 mg/ear) solutions’ (diluted in acetone; 20 uL/ear) were
topically applied immediately after croton oil application and inflammatory parameters (ear
edema and inflammatory cells infiltration) were evaluated. Results: Mass analysis revealed
the presence of 6-hydroxycoumarin, p-coumaric acid, ferulic acid, quercetin-3-O-rutinoside,
apigenin, quercitrin, quercitin and kaempferol. In the acute oral toxicity study, the LEC was
classified as safe (category 5) according to the OECD guidelines. The repeated oral
administration of LEC increased only the AST enzyme activity, observed in females treated
with 50 mg/kg. Other toxicological parameters were not altered by the oral treatment with
LEC (50-200 mg/kg) in both males and females. LEC and B. serrata reduced the croton oil-
induced ear edema by 47.18+4.59% and 34.23+4.78% (at 1mg/ear), respectively. The same
treatments also reduced the croton oil-induced inflammatory cells infiltration (seen by
myeloperoxidase activity) by 40.71+14.71 to LEC (1 mg/ear) and 35.93+9.97% to B. serrata
(1 mg/ear). Conclusion: Our results demonstrate the safety profile of C. ambrosioides and its
potential as a topical anti-inflammatory agent to treat skin inflammatory disorders, justifying

its use in folk medicine.
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Introduction

In Brazil, traditional knowledge about vegetable species is the basis of popular
medicine and have been accepted as one of the main sources of drug development However, it
is also important to investigate about their toxic aspects since the phytochemical compounds
present in plants, vegetables and herbs, as well as, their actions may cause adverse effects that
limit their long-term use (Calil Brondani et al., 2017; Coelho et al., 2019; Sadat-Hosseini et
al., 2017). In this sense, the search about the safety profile of vegetable species becomes
necessary and the focus of toxicological assays in medicinal plants has gained prominence
since may predict possible damage to humans and avoid an exacerbation of pre-existing
pathological conditions by medicinal plants treatment (Meyer, 2003; S., 2011).

One example is Chenopodium ambrosioides L. (syn: Dysphanya ambrosioides L.)
traditionally known in Brazil as “Erva-de-Santa-Maria”. Its origin comes from Central and
South America, and in Brazil it is native to the South and Southeast. C. ambrosioides is a
perennial shrub, very branched and up to one meter high, strongly aromatic, with simple and
alternating leaves, and with small flowers arranged in dense spikes (LORENZI e MATOS,
2002). In folk medicine, this specie is used in the form of teas, infusions and poultices for
several purposes, including to treat inflammatory and painful process, snake and insect bites
and wounds (Costa e Tavares, 2006; KUMAR et al., 2007; Song et al., 2015; Trivellatograssi
et al., 2013). Besides medicinal use, this specie is also empirically described by native people
as toxic. Some cases of intoxication with essential oil (used in large amounts) have shown in
human and rats, including toxic effects in kidney, liver and gut (Pereira et al., 2016).
Moreover, the native people report that the toxicological problems may be abolished by
mixing the leaves with milk before the ingestion, being this the most traditional form of
popular use in Brazil (da Silva et al., 2014; Pereira et al., 2016). In this sense, growing studies
have demonstrated that different extracts of C. ambrosioides leaves, after an oral
administration, did not induce significant acute and subchronic toxic alterations, suggesting
that its use present no risk in adequate therapeutic doses(da Silva et al., 2014; Pereira et al.,
2016).

Due to the wide popular use of medicinal plants, in 2009, the Brazilian Ministry of
Health created the RENISUS, a National List of Medicinal Plants of Interest to the Unified
Health System, with the purpose of encouraging the scientific investigation of plants widely
used with emphasis on Brazilian folk medicine (BRASIL, 2009). In this perspective, several

pharmacological studies have been carried out with C. ambrosioides, many of which justify
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its popular use, including anti-inflammatory action in different inflammatory models (Calado
et al., 2015; Ibironke, G.F.; Ajiboye, 2007; Reyes-Becerril et al., 2019).

Skin inflammation comprehends a complex process, which involves the interaction
between different skin cells (residents or not), resulting in the development of erythema,
vascular permeability alterations (vasodilatation and edema) and inflammatory cells
infiltration (Boller et al., 2010; Camponogara et al., 2019a). To control skin inflammation,
anti-inflammatory drugs, such as glucocorticoids are widely used. Despite the effectiveness
proved, these current therapeutic treatments may frequently exhibit adverse effects (local and
systemic), limiting its long-term use (Roth, 2012; Simpson et al., 2015; Xiao et al., 2015).

As alternative, extracts and isolated compounds from herbal medicine have been
studied to discover new effective and safe topical anti-inflammatory drugs (Camponogara et
al., 2019c, 2019b). Trivellatograssi et al., 2013 demonstrated the topical anti-inflammatory
effect of ethanolic extract (incorporated into a semisolid formulation) of C. ambrosioides in a
croton oil-induced skin inflammation model. In this context, we evaluated the safety profile
and topical anti-inflammatory effect of lyophilized extract (dissolved in acetone) of C.

ambrosioides L. leaves by in vivo toxicological and inflammatory models.
2. Material and methods

2.1 Standards and reagents

All chemicals were of analytical grade. The standards 6-hydroxycoumarin, p-coumaric
acid, rutin, quercitrin, quercetin, apigenin and kaempferol were obtained from Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA). Ferulic acid was obtained from Fluka Analytical (Buchs, Switzerland). All
the standards were of analytical grade with a minimum of 95% purity and were used as
received.

Ultrapure water was obtained from a Milli-Q Synergy UV (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany) system. Methanol and acetonitrile (LC-MS grade) were obtained from
Panreac (Castellar del Valles, Spain). Croton oil, hexadecyltrimethyl ammoniumbromide
(HTAB), tetramethylbenzidine (TMB), sodium acetate, acetic acid, formic acid, ammonium
acetate, ammonium formate and ammonium hydroxide were obtained from Sigma-Aldrich

(St. Louis, USA). Isoflurane was obtained Baxter (Sdo Paulo, Brazil). Standard stock

solutions (1000 mg-L'l) were prepared by dissolving appropriate amounts of substances in

LC-MS grade methanol, high purity nitrogen (99.999%) obtained from Linde (Munich,
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Germany). All the solutions were stored in amber glass recipients at —30 °C until their use.
Work solutions of the studied phenolic compounds were prepared by dilution of the stock

solutions in the respective solvents according to the optimization experiment performed.

2.2 Plant material

C. ambrosioides L. was collected in Uruguaiana, Rio Grande do Sul, Brazil (latitude
57 m, 29 ° latitude, 4520, 12 " S, longitude 57 © 4 '0.28' 'W), in January 2017. The specie was
identified, and a sample was archived in herbarium of Biology Department of Federal of

Santa Maria under the registration number SMDB 137015.

2.3 Obtention of the extract

The vegetal material was dried in air circulation oven (40°C) and it was powdered. C.
ambrosioides L. was macerated with ethanol 70% (v/v) and the mixture was shaken daily for
one week. The vegetal extract was filtered, and the ethanol was renewed. After filtration, the
hydroalcoholic extract was evaporated under reduced pressure in rotatory evaporator to
remove ethanol, the aqueous extract was obtained, and then lyophilizated resulting in the

lyophilizate extract of C. ambrosioides (LEC).
2.4 UHPLC-ESI-MS/MS

2.4.1 Sample treatment and method conditions

The cartridges were conditioned with 6 mL of MeOH:0.2% CH3COOH (1:1, v/v) and
equilibrated with 6 mL of 0.1% CH3COOH. A fixed volume of 2 mL of the obtained extract
with a final MeOH:H>0:CH3COOH composition of 20:80:0.1 (v/v) was percolated with a 2

mL min'1 flow rate, followed by washing with 2 mL of 0.1% CH3COOH. Lastly, the retained

analytes were eluted with 2 mL of MeOH.

The elution gradient was composed of 0.1% acetic acid (A) and acetonitrile (B) as the
mobile phase at a constant flow rate (800 uL-min'l) according to the following elution

program: 8.0% B (0.00-0.10 min); 8.0-25.8% B (0.10-3.45 min); 25.8-54.0% B (3.45-6.90
min); 54.0-100.0% B (6.90-7.00 min); and 100.0% B (7.00-9.00 min).

The chromatographic effluent generated until 7.0 min into the run was ionized in an
electrospray ionization source (ESI), which was optimized to give the best response for the

analytes, especially for intensity to give signal stability. The optimized parameters for ESI
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were a gas flow of 11 L min_l, a nebulizer of 30 psi, a capillary voltage of + 2.4 kV and a gas

temperature of 250 °C, with nitrogen used as the drying gas. The compounds were
subsequently analyzed in an Agilent 6430 Triple Quadrupole mass spectrometer operating in
the multiple reaction monitoring (MRM) mode with a resolution of 0.7 m/z (FWHM). High
purity nitrogen (99.999%) was used as the gas for inducing collision according methodology

describe by Faccin et al., 2017.

2.5 Experimental animals

Adult male and female Wistar rats (160-200 g) and Swiss male mice (25-30g), were
maintained under experimentation appropriate conditions (controlled temperature of 22 +
2°C, 12h light-dark cycle) and fed with laboratory standard chow and free access to water.
The animals were segregated according to gender and were allowed to adjust to the new
environment for 5 days before the study started and acclimatized to the experimental rooms at
least 1h before performing the tests. All experiments were conducted following animal care
and use in accordance to the national legislation (Guidelines of Brazilian Council of Animal
Experimentation — CONCEA) and guidelines of in vivo experimentation reported by Mcgrath
and Lilley (2015). The experiments were approved by the Institutional Committee for Animal
Care and Use of the Federal University of Santa Maria - CEUA/UFSM (process number
057/2014 and 3377260718/2018). The number of animals and the amount of irritant agent
employed were the minimum necessary to show consistent effects of the topical treatments.

2.6 Toxicity study

2.6.1 Acute oral toxicity study

The acute oral toxicity study was performed as per the Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD) 423 guidelines (OECD, 2001). Rats of each sexual
category (n=6) were divided into two groups: control and test groups. Control group received
water as vehicle while the test group received an oral dose of 2000 mg/kg of LEC. The dose
used in the experiment of acute toxicity was selected from one of four fixed levels, 5, 50, 300,
or 2000 mg/kg, as described in the OECD guide. All the experimental animals were observed
for their mortality and clinical signs of toxicity (general behavior, respiratory patterns,
cardiovascular signs, motor activities, reflexes and changes in skin and fur texture) at 30 min,

2, 6 and 12 h and thereafter once a day for 14 days following the treatment. Body weights and
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food consumption were recorded daily throughout the study period. On the 15th day, the rats
were anesthetized with pentobarbital sodium (50 mg/kg, i.p.), received tramadol analgesia (8
mg/kg i.p.) and were euthanized by cardiac puncture and subjected to gross pathological
examination of all the major internal organs such as brain, heart, lungs, liver, kidney, spleen,

adrenals and gonads.

2.6.2 Repeated doses oral toxicity study

LEC was administered by gavage, daily in the morning, for 28 days. The animals were
divided in 4 groups with 5 females and 5 males each, totalizing 40 animals used in the
experiment, according to experimental protocol OECD n° 407 (OECD, 2008). These groups
were divided according to the administered dose: 50 mg/Kg, 100 mg/Kg and 200 mg/Kg; to
the control group was administered distilled water. The doses were chosen according to
previous results of our research group.

Physiological data, such as weight and food intake, and abnormal behavioral changes
were analyzed throughout the study. After anesthesia with pentobarbital, the animals were
euthanized and the macroscopic evaluation of the organs, liver, spleen and kidney was
performed to determine the relative weights. Blood samples were also collected for laboratory

evaluation, including hematological and biochemical parameters.

2.6.3 Biochemical and hematological parameters

To evaluate the levels of glucose (GLU), total cholesterol (TCHOL), blood urea
nitrogen (BUN) and creatinine (CRE), alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST), coagulated blood serum was used before centrifugation (4000 rpm
for 10 min). Using a commercial kit (Diagnostic Kits Laboratory Bioclin / Quibasa, Minas
Gerais, Brazil) and semi-automatic biochemical analyzer (Genz, Bioplus: Bio-2000). Total
blood was analyzed for hematological parameters: red blood cells (RBC), hemoglobin (HGB),
hematocrit (HCT), mean corpuscular volume (MCV), mean cell corpuscular hemoglobin
concentration (CHCM), platelets (PLT) and leukocyte total count were determined by using

an automatic veterinary counter Mindray BC 2800.

2.6.4 Lipid peroxidation by TBARS method
Before the determination of TBARS, the concentration of tissue protein was
determined according Randall and Lewis (1951).Lipid peroxidation was determined through

the TBARS assay, which measures malondialdehyde (MDA), a product formed after the
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reaction between lipid peroxides and thiobarbituric acid (TBA). The technique consists in
heating the biological material to be analyzed in the presence of TBA under acidic conditions
and by spectrophotometry to measure the formation of a color-pink product. This reaction is
described by Buege and Aust (1987) in which the compound absorbs maximally at 532 nm.

The results were expressed by nmoles TBARS/mg protein.

2.7 Anti-inflammatory effect of Chenopodium ambrosioides

2.7.1 Ear edema measurement

The mice ear thickness was measured employing a digital micrometer (Digimess, Sao
Paulo, Brazil), which was positioned near to the ear tip and distal to the cartilaginous grooves.
For this, animals were previously anesthetized with isoflurane (2%) and the ear thickness was
measured before (basal measure) and 6h after the croton oil or croton oil plus treatments
administration. Results were expressed as the change in ear thickness (um) and the increase in
the mice ear thickness at 6h compared to the basal measure was characterized as edema

(Camponogara et al., 2019a).

2.7.2 Topical treatments

C. ambrosioides (0,01-1 mg/ear) and B. serrata crude extracts (1 mg/ear; used as
positive control) (Siddiqui, 2011), as well as the irritant agent croton oil (1 mg/ear), were
solubilized in acetone (20 pL/ear) and topically applied to the entire surface of the mice right

ear.

2.7.3 Croton oil-induced ear edema model

Acute skin inflammation was induced by a single croton oil topical administration (1
mg/ear). Topical treatments were applied immediately after croton oil administration and the
ear thickness was measured before and at 6h after the treatment with the irritant agent,
according to the methodology described by Camponogara et al. (2019b).

2.7.4 Myeloperoxidase (MPO) activity measurement

The neutrophil infiltration to damaged tissue was assessed employing MPO activity
measurement, once its activity is directly related to the amount of these cells infiltrated in the
tissue. Six hours after receiving croton oil and treatments, the MPO activity was evaluated in

mice ear samples according to the methodology previously described (Oliveira et al., 2014;
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Pegoraro et al., 2017; Camponogara et al., 2019a). Results were expressed as optical density

(OD) per mL of sample.

2.8 Statistical analysis

The in vivo results were expressed as mean + standard error of the mean (SEM) and
mean =+ standard deviation (SD) to anti-inflammatory and toxicological evaluation,
respectively. We calculated the maximum inhibitory effect based on ecach treatment’s
capability to reduce the evaluated inflammatory parameters with regard to the control group’s
(croton oil) response, which we considered as 100% of the inflammatory effect. The
parametric data were statistically analyzed employing one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Bonferroni or Tukey post hoc or Student’s t-test. The non-parametric
data were analyzed by Kruskal-Wallis and Dunn's tests. (GraphPad 6.0 Software; San Diego,
CA, USA). All results were considered statistically significant when p <0.05.

3. Results and discussion

3.1 UHPLC-ESI-MS/MS

Chemical analysis by UHPLC-ESI-MS/MS showed the presence of 6-
hydroxycoumarin (1), p-coumaric acid (2), ferulic acid (3), quercetin-3-O-rutinoside (4),
apigenin (5), quercitrin (6), quercitin (7) and kaempferol (8) (Fig.1). The higher concentration
presented was from quercetin-3-O-rutinoside, with 2580 pug/mL, followed by kaempferol, 924
pg/mL. Our results are similar to the ones published by Barros et al. (2013), where the authors
identified a gamma of phenolic compounds in the hydroethanolic extract of C. ambrosioides
and the higher concentration ones were the same as found in our study.

The results obtained are in agreement with a research realized by Jesus et al., (2018),
which showed the presence of quercetin-3-O-rutinoside as the majority compound, with 12.5
mg/g in crude extract and fractions of C. ambrosioides. The same happened with the chemical
characterization obtained through a mass spectrophotometer, which revealed the presence of
sixteen compounds having as major components quercetin and kaempferol derivatives (SA,
2018).
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Fig. 1. Phytochemical composition of C. ambrosioides lyophilized extract by UHPLC-ESI-MS/MS. 6-
hydroxycoumarin (1), p-coumaric acid (2), ferulic acid (3), quercetin-3-O-rutinoside (4), apigenin (5), quercitrin
(6), quercitin (7) and kaempferol (8).

To contribute to the research and to add scientific knowledge about the C.
ambrosioides safe use, based on its popular use for the treatment of a range of diseases, the
evaluation of the possible toxic effects and physiological changes caused by the
administration of this species are necessary.

Thus, the results obtained in this study provide us information that guides possible
safe doses of LEC, through tests related to acute administration at the dose of 2000 mg/kg
and the repeated doses test of 50, 100 and 200 mg/kg doses based on protocols recommended
by OECD 407 and OECD 423, respectively. In view of the physiological parameters, which
are an important standard for the homeostasis evaluation and changes induced by pathological

processes, hematological and biochemical alterations are used as damage biomarkers (Calado

et al., 2015; LIMA, 2014).

3.2 Acute oral toxicity study

Oral administration of C. ambrosioides crude extract at a dose of 2000 mg/kg was not
able to cause signs of morbidity and mortality in the population tested during the treatment.
On the other hand, they cause an increase in AST and ALT levels in both males and females
(p <0.01) without alter the creatinine levels. The results corroborate with a study carried out
by da Silva et al. (2014), where values for AST and ALT were also elevated in 2000 mg/kg

group when compared to the control group.
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Regarding the hematological analyzes, when compared to the control, the treatment
resulted in statistically significant changes in hematocrit, hemoglobin, CHCM, leukocytes,
lymphocytes and platelets. These values are shown in Table 1. Although these markers have
revealed statistical relevance, they are all within the normal physiological limits, which
suggest an individual physiological variation of the tested individuals (Calil Brondani et al.,
2017; LIMA, 2014).

Table 1. Hematological and biochemical parameters altered after the oral acute administration of C.

ambrosioides L. 2000 mg/Kg in rats.

Groups
Parameters Control LEC 2000 mg/Kg
Male Female Male Female
AST (U/L) 95.87 £ 6.41 107.77 £ 4.86 110.37 £ 3.482 131.40 £13.472
ALT (U/L) 37.33+2.33 56.33 + 1.45 44,33 £ 2.408 45.00 £+ 3.05
TCHOL 67.66 + 5.84 72.25+1.31 79.66 + 6.832 91.00 + 4,942
(mg/dL)
HCT (%) 40.70 £ 0.49 4550 + 1.67 45.86 + 0.262 4503+ 1.12
HBG (g/dL) 14.20 £ 0.36 1453+ 0.18 14,56 £ 0.12 13.93 £ 0.43¢?
MCHC (g/dL) 31.73 +0.47 31.93+0.78 31.70 £ 0.20 30.90 +£0.172
PLT (x10%uL) 1144 +79.80 963.3 +40.17 996.3 + 90.882 1214 +173.82
Leucocytes (%) 84.66 + 6.88 79.50 + 6.60 80.00 + 3.21 94.00 + 1.152
Lymggc)’c'tes 68.25 + 3.53 59.53 + 8.06 63.98 + 2.87 73.32 + 0.90°

Results are expressed as mean + SD of three independent experiments, performed in triplicate and t-test was
applied. The values were considered to be significantly different when p < 0.05. ® Different from the control.

The results obtained in the acute toxicity experiments of C. ambrosioides classified the
extract as safe (category-5) according to the OECD 423, since all animals survived until the
day of the euthanasia. Moreover, the extract is within category 5 with a LDso estimated in
2000 mg/kg.

3.3 Repeated dose oral toxicity study

Oral administration of the species crude extract at 50, 100 and 200 mg/kg doses for 28
days showed no adverse effects and mortality in treated animals. Considering that the
hematological parameters show us the response presented by the organism to toxic
compounds, once the blood is the main carrier of substances in the body, it is an important

source for a toxicological evaluation (Calil Brondani et al., 2017). In relation to those
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parameters (Table 2 and Table 3), it can be verified that even when presenting significant

statistical differences when comparing the treated groups to the control group, it is possible to

consider the samples safe in the tested doses, since they are within the normal homeostasis

limit (LIMA, 2014).

Table 2. Erythrocyte parameters of rats after 28 days treatment with C. ambrosioides at doses of 50, 100 and 200

mg/kg.
Sex Erythrocyte Groups
parameters Control 50 mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg
HCT (%) 50.86 £ 2.41 48.34 + 2.00 53.45+2.15 50.80 £ 0.62
RBC (x10%/uL) 8.65+0.51 8.23+0.34 9.32 +0.37 8.72+0.12
HBG (g/dL) 15.64 + 0.66 14.88 £ 0.74 16.20 £ 0.70 15,72 +0.14
MVC (fL) 58.84 + 0.94 58.76 £ 1.28 57.40 £ 0.00 58.34 + 1.07
Male MCHC (g/dL) 30.72 £ 0.40 30.74 +£0.44 30.25+£0.05 30.92 +£0.24
3 1066.4 + 1063.8 + 1051.2 +
PLT (x10°/uL) 119.95 138.76 1068.5 +61.5 18.85
RDW (%) 10.34 £ 0.20 10.36 £ 0.63 10.70 £ 0.20 10.80 £ 0.49
HCT (%) 51.64 +0.60 50.8 +4.10 4756 +1.892 50.55 + 3.49
RBC (x10%/uL) 8.82+0.11 8.91+0.57 7.85+0.862 8.48 + 0.46
HBG (g/dL) 1478 + 0.16 14.40 £ 1.05 1242 +£1.91% 1450 £ 1.01
Female MVC (fL) 58.6 +1.01 56.34 +1.222 57.9+1.79 59.65+ 1.29
MCHC (g/dL) 28.58 £ 0.20 28.64+0.71 27.18+1.48 28.62 +£0.43
3 1185.2 + 1272.2 +
PLT (x10°/uL) 108.32 945.4 + 315.75 442 11 1073 + 123.56
RDW (%) 9.94 +0.46 10.56 + 0.38 10.60 £ 0.70 9.85+0.51

Results are expressed as mean + SD. T-test was applied and the values were considered statistically significant
when p < 0.05. @ Difference compared to control.
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Table 3. Leukocyte parameters of rats after 28 days treatment with C. ambrosioides at doses of 50, 100 and 200
mg/kg.

Sex Leukocyte Groups
parametrs Control 50 mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg
L&ggg’fggs 4.10+0.92 7.4+ 152 9.40+0.80° 808+ 1,047
Neutrophils (%) 12.05 + 2.49 12.27 + 5.45 22.72+380° 1858+ 6.36
Lymphocytes(%o) 27.08 £7.99 56.67 +9.412 69.05+5.418  59.07 £9.09?
Male Monocytes (%) 1434121 1.83+1.70 0.86 + 0.86 2.24+1.47
Eosinophils (%) 0.44 +0.30 1.62+1.10 0.94 +0.08 0.77 + 0.64
Basophils (%) 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.14+0.28
Leukocytes 6.66 + 1.52 5.42 +1.86 534+117  3.60+1.12°
(x10%uL) 0L L. Aot L ot E L o0 E L
Neutrophils (%) 12.16+3.05 12,19+ 2.68 1238+421  8.12+289
Female  Lymphocytes(%) 51.66 + 12.67 38.09 + 15.75 38.24+9.69  26.07+8.12¢
Monocytes (%) 1.88 + 1.64 222 +2.15 2.02+0.93 1.34+1.10
Eosinophils (%) 0.91 + 0.67 1.41+0.74 0.65 + 0.26 0.48 + 0.40
Basophils (%) 0.00 + 0.00 0.29 +0.36 0.11+0.22 0.00 + 0.00

Results are expressed as mean + SD. T-test was applied and the values were considered statistically significant
when p < 0.05. @ Difference compared to control.

The biochemical parameters are also important to identify possible toxic effects in
renal and hepatic tissues caused by the extract administration. The liver is the main organ
responsible for drug metabolism, while AST and ALT are seric enzymes considered markers
of hepatotoxicity and its increased activity indicates damage in this organ. Likewise, elevated
levels of creatinine, urea and uric acid in the bloodstream indicates renal toxicity (Ramaiah,
2011).

Considering those evaluated parameters, it was observed that the females treated
with 50 mg/kg showed an increase in AST enzyme activity. The values found for ALT and
creatinine remained without significant differences, such as the biochemical analysis in males,
which showed no variation (Figure 2).

When comparing the results obtained between the sexes, for example, the increase of
AST in females treated with 50 mg/kg, it can be affirmed that the differences found are
justified by the effects of estradiol in different metabolic pathways. Studies have shown that
sex hormones can alter lipid and carbohydrate metabolism, and these alterations promote
different biochemical responses (Calil Brondani et al., 2017; Pereira et al., 2016; Stanimirovic

et al., 2016).
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Fig. 2. Biochemical parameters after repeated doses treatment with C. ambrosioides (28 days). Results are
expressed as mean = SD. One-way ANOVA was applied, followed by Tukey e Dunns when appropriate. The

differences between groups were considered statistically significant when p <0.05 (*).

Lipid peroxidation is an indicator of oxidative damage to the cells in response to stress
situations, once it destroys cell membranes. One of the biomarkers used to quantify oxidative
stress is the malondialdehyde (MDA), which is a product of lipoperoxidation induced by free
radicals (Sadaf et al., 2017).

Based on the previously described concept that the TBARS assay evaluates the
concentration of malondialdehyde in the tested tissue, the results obtained in this study
indicated an MDA increase in females treated with the dose of 50 mg/kg of C. ambrosioides
extract (Figure 3). However, the hepatic tissue of the males and the renal tissue of both sexes

did not present significant differences when compared to control.
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Fig.
3. Effects of repeated doses administration of C. ambrosioides (28 days) on the production of MDA. Results are
expressed as mean + SD. One-way ANOVA was applied followed by Tukey and Dunns when appropriate. The
differences between groups were considered statistically significant when p <0.05 (*), p <0.01 (**)

We supposed that this result does not suggest toxicity, considering that in the higher doses
(100 and 200 mg/kg) there was no significant difference from the control group. In addition,
such outcome may be related to the increase in AST at the same dose and in the same sex and
may be justified by the hormonal variations related to the sex of the individuals (Stanimirovic
et al., 2016).

3.4 Anti-inflammatory effect of C. ambrosioides

3.4.1 C. ambrosioides reduces croton oil-induced acute ear edema and MPO activity

The ear edema induced by the topical application of croton oil has been employed as a
model to verify potential anti-inflammatory effects of plants crude extracts (into solutions or
incorporated into semisolid dosage forms) (Camponogara et al., 2019c; Milani et al., 2019).
Croton oil topical application increased the mice ear thickness (Emax = 111 pm), evaluated at
6h after its administration (time of the higher edematogenic effect of the irritant agent), when
compared to the naive group (did not receive croton oil application neither topicahl
treatments) and vehicle (acetone topical administration). The LEC (0.01-1mg/ear) and B.
serrata (1 mg/ear; positive control) were statistically effective in reducing croton oil-induced
ear edema with an inhibitory dose 50% (IDsp) of 0.13 (0.062 — 0.29) mg/ear. Moreover, it is
noteworthy that LEC at 1 mg/ear presented similar antiedematogenic efficacy to that showed

by the evaluated positive control (Imax = 47.18 + 4.59% e 34.23 + 4.78%, respectively (Figure
1).
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Acute inflammatory responses comprehend some aspects which include alterations in
local hemodynamics, vascular permeability (edema formation) and inflammatory cells
infiltration (Adami et al., 2012). The ear edema is a very common inflammatory parameter
evaluated in skin inflammation models induced by different irritant agents since promote
conditions that resemble some types of dermatitis observed in humans (Calado et al.,
2015)(Silva et al., 2015). Besides, it is a useful experimental tool for the screening of
compounds with potential topical and systemic anti-inflammatory activity, including plant
extracts (de Brum et al., 2016; Piana et al., 2017).

Croton oil contains 12-O-tetradecanoilphorbol-13-acetate (TPA) and other phorbol
esters as main irritant agents, and its topical application on mice skin results in inflammatory
responses involving the production/release of inflammatory mediators, edema formation and
intense inflammatory cells infiltration (Camponogara et al., 2019a). This irritant agent exerts
its effect through activation of protein kinase C (PKC) and inflammatory pathways and
expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and lipoxygenase (LOX) enzymes, culminating
with inflammatory mediators release responsible for triggering and maintaining inflammation
(Otuki et al., 2011).

To complete the investigation about the topical anti-inflammatory effect of LEC, we
further investigate the influence of topical treatment with LEC on inflammatory cells
infiltration in the skin, another important feature of croton oil inflammatory model. In general,
neutrophils are the first cells recruited from peripheral blood to inflammatory sites and
contribute in the initiation and amplification of various inflammatory diseases, including in
the cutaneous inflammatory process (Campanini et al., 2013; Park et al., 2016; Riol-Blanco et
al., 2014). Infiltrated neutrophils produce and release myeloperoxidase (MPO), an enzymatic
biomarker of inflammation, which reflects the degree of cutaneous inflammation (Khan et al.,
2012). Moreover, the MPO activity inhibition by plant extracts is an indicative of anti-
inflammatory action (Camponogara et al., 2019b; Silva et al., 2015; de Brum et al., 2016;
Piana et al., 2013).

In this perspective, we observed that croton oil topical application increased the MPO
activity to the mice ear damaged tissue, when compared to naive and vehicle groups. The
LEC at 1.0 mg/ear effectively reduced the MPO activity when compared with croton oil
group with Imax Oof 40.71 + 14.71%. Similarly, the positive control B. serrata at 1.0 mg/ear
also reduced the MPO activity by 35.93 + 9.97% (Figure 2).
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LEC (dissolved in acetone) demonstrated effective topical anti-inflammatory activity
against the irritant agent application, confirming its folk medicine use and indicating a
possible application as an herbal medicine to treat skin inflammatory disorders in humans.
However, further studies about the mechanisms by which LEC exerts its anti-inflammatory
effect should be investigated since several inflammatory pathways are involved the croton oil-
induced skin inflammation.

Naive

Vehicle (acetone; 20 pL/ear)

Croton oil (1 mgl/ear)

Croton oil + C.ambrosioides (0.01 mg/ear)
Croton oil + C.ambrosioides (0.1 mg/ear)

Croton oil + C.ambrosioides (1 mg/ear)

ERIO0ONE

Croton oil + B.serrata (1 mg/ear)
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Fig. 4. Antiedematogenic effect of C. ambrosioides (0.01-1 mg/ear) and B. serrata (1 mg/ear) in a skin
inflammation model induced by the topical administration of croton oil. Ear edema was measured 6h after croton

oil administration. Each bar represents the mean + SEM (n=8); ###p < 0.001 shows significant difference when

*kk

compared to the naive or vehicle groups. "P<0.05 e *P<0.001 show significant difference when compared to the

croton oil group. One-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc.
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Fig. 5. Anti-inflammatory effect of C. ambrosioides (0.01-1 mg/ear) and B. serrata (1 mg/ear) topically applied

on MPO activity of mice ear samples after croton oil-induced acute skin inflammation. MPO activity was

measured 6 h after croton oil and treatments administration. Each bar represents the mean + SEM (n=8); #Hp <
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0.001 shows significant difference when compared to the naive or vehicle groups. “~P<0.001 shows significant

difference when compared to the croton oil group. One-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc.

The chemical constitution of C. ambrosioides justified its pharmacological
applications for inflammatory disorders. For example, quercetin is a secondary metabolite,
member of the flavonoid class, widely distributed among a variety of plants, it presents itself
free or as a glycoside, such as quercetin-3-glucoside and rutinoside. These compounds are
known for their anti-inflammatory potential, antioxidant agents and other therapeutic
properties (Pereira et al., 2016; Ribeiro et al., 2018) .

Several studies reported that kaempferol and its derivatives (compounds we identified
in C. ambrosioides) have anti-inflammatory properties (Devi et al., 2015), with potent
inhibitory effects on the expression of enzymes such as COX-1, COX-2 and LOX in cell and
cell-free assays. It is also reported that they can prevent NO production induced by LPS in
RAW 264.7 cells, suppressing, that way, an inflammatory response (Ricciotti e FitzGerald,
2011).

P-coumaric acid compound identified in LEC is a phenolic acid present in vegetable
species. Its structure is similar to gallic, caffeic and syringic acids, known for their important
antioxidant potential (Lende et al., 2011). Ferulic acid acid was studied for its
photochemopreventive effects against chronic ultraviolet-B induced oxidative stress,

inflammation and angiogenesis in the skin of Swiss albino mice. These results indicate that
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ferulic acid has potential against UVB-induced carcinogenesis in the Swiss albino mice
(Ambothi et al., 2015).

4 Conclusion

Safety in acute and repeated doses in oral administration of Chenopodium
ambrosioides L. lyophilized extract was tested in Wistar rats and showed a safety profile at
maximum tested dose (category 5 according to OECD) since no signs of morbidity or
mortality were recorded in the present experimental model. This result provides the
understanding about safe doses of this species, which is widely used by people and allow
pharmacological tests be carried out to justify its folk medicine use. In this sense, we
demonstrated that C. ambrosioides lyophilized extract reduced all inflammatory parameters
observed from croton oil-induced skin inflammation model in mice, indicating C.

ambrosioides as a safe and effective potential alternative to treat skin inflammatory disorders.
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4 DISCUSSAO GERAL

A utilizacdo de plantas na medicina popular é uma pratica muito antiga, proveniente
do conhecimento empirico da populacdo, onde informacdes a respeito dos beneficios das
plantas medicinais sdo passados de geracdo a geracdo. Tal pratica ocorre devido a
biodiversidade, a infinidade de espécies vegetais com potencial farmacoldgico fundamenta
seu uso no tratamento de uma gama de enfermidades (WHO, 2014).

O Brasil é um dos paises com a maior flora, com mais de 45.000 espécies vegetais
representa 20-22% da biodiversidade mundial. No entanto, quando se compara 0 nimero de
espécies vegetais de potencial farmacolégico conhecido com produtos acabados derivados
dessas especies, percebe-se a necessidade do incentivo a pesquisa cientifica com a flora
brasileira (DUTRA et al., 2016). Desse modo, em 2009 o Ministério da Saude do Brasil criou
a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS (RENISUS), o qual se trata de
uma listagem de 71 espécies vegetais amplamente utilizadas pela populacédo brasileira, e que
por isso merecem incentivo a pesquisa cientifica quanto a sua eficécia e seguranca (BRASIL,
2009).

Ao iniciar o estudo com plantas medicinais, é fundamental identificar a espécie a qual
se pretende estudar e realizar sua caracterizacao fitoquimica. Com isso, é possivel identificar
0s metabdlitos secundarios e consequentemente 0s compostos bioativos presentes na amostra
(SIMOES et al., 2017). No presente trabalho a caracterizacio fitoquimica de C. ambrosioides
foi realizada num primeiro momento com as seguintes amostras liofilizadas: extrato nao
irradiado, extrato irradiado e extrato da planta irradiada. As amostras foram submetidas a
radiacdo na dose de 1kGy, dose de referéncia para conservacdo de amostras frescas e para fins
de padronizacdo (MOLLINS, 2001). Assim, a comparacdo fitoquimica apontou a perspectiva
de identificar possiveis alteragdes ocasionadas pela radiacdo gama na espécie. Também foi
avaliado se uma ocasional diferenga na concentracdo de metabolitos presentes nas amostras,
poderia interferir no potencial farmacoldgico das mesmas.

Utilizando o sistema de CLAE-DAD, foram identificados importantes fitocompostos
com potencial farmacoldgico conhecido, todas as amostras apresentaram a mesma
constituicdo quimica, de modo qualitativo. No entanto, diferencas nas concentracdes dos
compostos foram identificadas. De modo geral, o teor de polifendis variou de 12,53 a 3,98

pHg/mg no extrato seco, sendo o extrato da planta irradiada o com maior concentragéo e o
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extrato irradiado o de menor concentragcdo de compostos fenolicos, o extrato ndo irradiado por
sua vez apresentou uma concentracdo intermediéria referente a 8,5 pg/mg.

Ao analisar um extrato vegetal submetido a radiacdo, é importante levar em conta que
a possivel modificacdo na composicdo quimica da amostra pode acontecer por mecanismos
complexos, que podem resultar em aumento, redugdo e até mesmo inativacdo de metabdlitos
secundarios (VARDHRAN et al., 2017). Como ndo ha atividade enzimatica em um extrato
seco, tais alteracbes podem ser resultado da degradacdo ou biotransformacdo de compostos
presentes no extrato. Altas doses de radiacdo nem sempre ocasionam um aumento na
concentracdo fitoquimica, € importante otimizar as doses e realizar a comparagdo entre
extratos irradiados e ndo irradiados para definir os melhores resultados (PEREIRA et al.,
2017).

Nas amostras analisadas foram identificados compostos fendlicos, tais como acido
protocatéquico, derivados de quercetina, derivados de canferol, canferol diramindsido-O-
hexosido, quercetina-3-O-rutindsido, canferol-O-pentosyl-rhamnosyl-hexosido, quercetina-3-
O-glucosido e derivados do acido p-cumarico. A analise quimica do extrato nao-irradiado
também foi realizada por espectrometria de massas, esse sistema evidenciou alguns
compostos diferentes dos encontrados por CLAE-DAD, tais como: 6-hidroxicumarin, acido
ferdlico e quercitrin.

O extrato da planta viva irradiada se destacou pelo aumento consideravel de alguns de
seus constituintes, apresentou uma concentracdo 40 vezes maior de derivados de canferol e
quercetina-3-O-rutindsido, quando comparado aos demais extratos. O extrato irradiado por
sua vez, apontou uma diminuicdo significativa, cerca de 25 vezes, na concentracdo do
canferol-3-O-rutindsido ao comparar com o ENI e o EPI. As diferengas encontradas na
analise de CLAE-DAD ja eram esperadas no extrato da planta submetida a radiacdo prévia,
estudos demonstram a influéncia da radiacdo gama na concentracdo fitoquimica de amostras
vegetais irradiadas, principalmente nos compostos fenolicos. As publicacbes atribuem o
aumento na concentracdo desses compostos pela acdo da radiagdo na sintese da enzima
fenilalanina aménia-liase a qual é precursora dos fenilpropanoides (PEREIRA et al., 2015).

Em estudo realizado por Pereira e colaboradores (2015) utilizando extratos de Ginkgo
biloba, os autores demonstraram que a radiacdo na dose de 10kGy foi suficiente para garantir
a inativacdo microbiana e 0 aumento na extracdo de compostos fendlicos dos extratos quando
comparados as amostras ndo irradiadas. A resposta dos produtos naturais a radiacdo é muito
variavel, estudos apresentam que a bioatividade de amostras irradiadas aumenta em resposta a

esse estimulo externo. Péssegos irradiados na faixa de dose 1,6 - 2,0 kGy, tiveram seu
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potencial antioxidante potencializado, os autores atribuem o aumento na bioatividade a
potencializagdo de polifendis ocasionada pela radiacdo. Irradiagdo gama de tdmaras a 2,5 kGy
aumentou a atividade antioxidante e o contetdo fendlico total. Em resumo, a irradiacdo gama
(2,5 kGy) aumentou o conteudo fendlico total, assim como aumentou a atividade de
eliminacdo de radicais livres. (GHADI, 2015)

Como a enzima PAL esta relacionada a biossintese de flavonoides, alguns estudos
comparam a atividade enzimatica dos produtos submetidos a radiacdo. De acordo com Benoit
e colaboradores (2000) cogumelos submetidos a radiacdo na dose de 2,5kGy apresentaram
aumento de 4 vezes, quando comparados a amostras nao-irradiadas.

Em contrapartida, algumas publica¢cbes documentam que o aumento na composicao de
compostos fendlicos de um produto natural submetido a radiacdo, nem sempre promove uma
melhora na bioatividade. Especiarias conhecidas por seu potencial antioxidante (Thymus
vulgaris e Thymbra spicata) irradiadas na dose de 1- 5kGy apresentaram diminuicdo na
capacidade de eliminacdo do radical DPPH ap0s a irradiacdo (GUMUS et al., 2011). Esse
contexto sugere que as espécies vegetais possuem comportamento diferente quando
submetidos a radiacdo ionizante. A amostra deve ser selecionada, as doses de radiacdo devem
ser padronizadas e otimizadas com a finalidade de avaliar se ha 0 aumento nos compostos
fendlicos, e se promove uma melhor bioatividade.

Devido a utilizacdo popular de C. ambrosioides e sua insercdo no RENISUS, é
fundamental a realizacdo de estudos pré-clinicos com a referida espécie, com a finalidade de
justificar e promover a seguranca em seu uso. Desse modo a bioatividade foi avaliada
primeiramente na elucidacdo de seus possiveis mecanismos anti-inflamatérios, ja que grande
parte das doencas tais como: asma, artrite reumatoide, aterosclerose e até mesmo o cancer sdo
causadas por distdrbios inflamatérios (BENAVENTE-GARCIA e CASTILLO, 2008;
YUNES e CECHINEL, 2016).

Tendo em vista a cascata do &cido araquiddnico nos processos inflamatorios, vé-se
duas vias distintas relacionadas a inflamagé&o: a via das cicloxigenases COX-1 e COX-2 sendo
a primeira constitutiva e a segunda indutivel e a via da lipoxigenase 5-LOX. Os AINES atuais
podem ser ndo seletivos inibindo a COX-1 e COX-2, 0s quais se caracterizam por causar
efeitos adversos gastrointestinais e seletivos denominados COXIBES inibindo apenas a COX-
2. No ano de 2004 grande parte dos COXIBES o qual se destacava pela auséncia de efeitos
adversos gastrointestinais foram retirados do mercado, pois seu uso prolongado apresentou

cardiopatias nos pacientes tratados com esses farmacos.
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O metabolismo do AA pela 5-LOX resulta na producdo dos acidos
hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETES), que por sua vez sdo convertidos a derivados hidroxi
(HETES) e leucotrienos. Os leucotrienos produzidos pela LOX presentes em células
envolvidas nos processos inflamatorios, tem despertado grande interesse cientifico ja que esta
associada a doencas cardiovasculares, choque anafilatico e asma (KATZUNG; MASTERS E
TREVOR, 2014). Produtos naturais derivados de plantas medicinais com acdo anti-
inflamatdria sdo considerados uma importante fonte para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos (RIBEIRO et al., 2018)

Com a finalidade de identificar mecanismos de acéo envolvidos no possivel potencial
anti-inflamatorio de C. ambrosioides a inibicdo da LOX foi avaliada, todas as amostras
testadas apresentaram valor semelhante para esse ensaio apresentando um ICso que variou de
0,400 a 0,488mg/mL. Tal resultado ndo apresentou diferenca significativa quando comparado
extratos submetidos ou ndo a radiagdo gama, mesmo 0 aumento considerado de compostos
fendlicos no EPI ndo foi capaz de potencializar a atividade inibitéria da LOX.

O oxido nitrico é derivado da Oxido nitrico sintase reduzida (iNOS), a qual esta
presente em vérias patologias causando dano tecidual e promovendo 0S processos
inflamatorios e as doengas autoimunes (SINGH et al., 2015). Desse modo, um potencial a¢do
anti-inflamatorio esté ligado a supressdo dessa enzima (AHMAD et al., 2018). No estudo do
potencial de captura do ‘ON dos extratos de C. ambrosioides foi avaliado. O ENI foi o que
apresentou melhor potencial ICso de 0,431mg/mL, seguido pelo EI com ICs de 0,773mg/mL,
ja o EPI apresentou a menor atividade apresentando um ICsq >1000 mg/mL.

Para verificar o potencial anti-inflamatoério in vitro de extratos de C. ambroisoides
também foram utilizadas técnicas de cultura celular, com células da linhagem RAW 264,7.
Assim, foi verificada a viabilidade dessas células submetidas a diferentes concentracGes de
extratos da planta, através do método de MTT como ensaio preliminar. Tal teste possui o
intuito de verificar uma concentragdo segura da amostra a ser utilizada nos ensaios com
cultura celular, ou seja, que ndo comprometam a viabilidade das células (SILVA et al., 2017).

As amostras testadas ndo apresentaram citotoxicidade até a concentracdo de
0,250mg/mL, porém todos os extratos apresentaram diferencas significativas nas
concentragdes de 1,0 e 0,5 mg/mL. O ICx foi calculado para avaliar a concentragdo capaz de
afetar a viabilidade celular em 50%, o EPI e ENI evidenciaram um ICso semelhante, valores
de 0,791 e 0,787 mg/mL respectivamente. Para o EI foi calculado o 1C2s pois néo foi capaz de
afetar 50% da viabilidade celular, onde o valor encontrado de ICys foi de 0,795 mg/mL. Os
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resultados obtidos nesse ensaio direcionaram concentragdes consideradas seguras dos extratos
de C. ambrosioides para a anélise do potencial de reducdo dos niveis de éxido nitrico em
macrofagos (RAW 264,7) estimulados por lipopolissacarideo (LPS).

O oxido nitrico € uma molécula sinalizadora que possui um importante papel na
patogénese da inflamacdo, em condigdes normais é um agente vasodilatador e
neurotransmissor. Em condi¢des anormais pode agir como pro-inflamatorio e pode estar
envolvido na producédo de lesGes oxidativas em proteinas (AHMAD et al., 2018). Os extratos
foram capazes de promover uma reducdo do ON em meio celular. Porém o extrato mais
efetivo foi o ENI apresentando 1Csp 0,201 mg/mL quando comparado as demais amostras El e
EPI com ICso >0,250mg/mL.

O interesse pela identificacdo do potencial farmacoldgico de extratos vegetais, tem
causado 0 aumento no numero de pesquisas principalmente com as espécies vegetais
amplamente utilizadas na medicina popular. Além da comprovacdo da bioatividade, que parte
de estudos in vitro para in vivo, ensaios referentes a seguranca das plantas medicinais
merecem destaque. A grande maioria das espécies vegetais ainda sdo utilizadas de modo
indiscriminado pela populacdo, o que norteia a realizacdo de estudos translacionais que
partam de resultados obtidos na analise in vitro. Tendo em vista os resultados apresentados no
primeiro capitulo do presente trabalho, o ENI de C. ambrosioides foi a amostra com melhores
resultados ao comparar sua bioatividade com amostras submetidas a radiacdo gama. Tal fato,
direciona que o aumento dos compostos fendlicos por si s6, ndo foi capaz de melhorar a
atividade anti-inflamatéria da planta para as analises realizadas.

Tal aumento néo foi capaz de gerar um maior efeito quando comparado ao extrato nao
irradiado, o que leva a crer que o processo de radiagdo pode ter degradado compostos
responsaveis pela acdo farmacoldgica. Por exemplo, compostos mais apolares como terpenos
e acidos graxos sdo mais sensiveis a radiacdo, de qualquer forma o extrato ndo-irradiado
apresentou melhores resultados o que direcionou a continuacéo de estudos com essa amostra.

No que tange a toxicidade aguda apos a administracdo de 2000mg/Kg do extrato bruto
de C. ambrosioides L. em ratos Wistar machos e fémeas, de acordo com a OCDE 423, uma
vez que todos 0s animais sobreviveram até sua eutanasia, o extrato ndo apresentou toxicidade
e foi incluido na categoria 5, com LDsg estimado entre 2000-5000 mg / kg. as alteracbes
fisiologicas no comportamento, olhos, pele e atividade somatomotor ndo foram observadas e
todos os animais sobreviveram durante o periodo de tratamento, nenhuma morte foi

registrada.
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Pode-se afirmar também que a planta ndo alterou significativamente os parametros
hematoldgicos nos grupos testados quando comparado aos grupos controle de ambos o0s
sexos, porém foram identificadas diferencas significativas na ALT diminuiu no grupo teste
(2000 mg/kg) em relacdo ao grupo controle. Por se tratar de tratamento a curto prazo com a
referida espécie vegetal, pode-se sugerir que tais alteracdes somente nas fémeas possuem
relagcdo com a diferenca hormonal entre fémeas e machos. Por fim, a inexisténcia de sinais de
morbidade e mortalidade sugere seguranca relativa da planta, quando administrada a curto
prazo (BAFOR e IGBINUWEN, 2009).

A administracdo oral por doses repetidas (50, 100 e 200 mg/Kg) durante 28 dias ndo
foi capaz de promover a mortalidade dos animais nem de gerar efeitos adversos, oS
parametros hematologicos se apresentaram dentro do limite de homeostase (LIMA et al.,
2014). A seguranca de C. ambrosioides L. ja havia sido documentada Pereira et al., (2010), o
extrato hidroalcodlico das folhas da espécie nas concentracdes de 5-500mg/Kg administrada
em ratos Swiss ndo promoveu letalidade nem toxicidade. A infusdo da espécie também nédo
foi toxica nas doses administradas de 32, 64 e 134mg/mL em ratos Swiss, ndo houve alteracao
nos parametros bioquimicos e hematoldgicos nos animais testados (MENDONZA et al.,
2013).

A enzima AST apresentou um aumento nos tratamentos de 50 e 100mg/Kg. No
entanto, os valores para ALT e creatinina permaneceram inalterados. Do mesmo modo esses
parametros ndo apresentaram alteracdo nos machos, o que leva a crer que as diferencas
encontradas podem ser justificadas pelos efeitos do estradiol em diferentes vais metabdlicas.
Estudos demonstram que horménios sexuais podem alterar o metabolismo lipidico e de
carboidratos, e essas alteracbes promovem diferentes respostas  bioquimicas
(STANIMIROVIC et al., 2016; AFONSO-PEREIRA et al., 2016; BRONDANI et al., 2017).

A lipoperoxidacdo desempenha papel importante nos processos patologicos, partindo
do conceito ja descrito de que o ensaio TBARS avalia a concentra¢do de malondialdeido no
tecido testado, o qual, por sua vez, é produto da lipoperoxidagéo, os resultados obtidos neste
estudo indicaram aumento de MDA no figado das fémeas, tratadas com a dose de 50 mg/Kg
do extrato. No entanto, o tecido hepatico dos machos e o renal de ambos 0s sexos nao
apresentaram diferenca significativas quando comparados ao controle. Acreditamos que tal
resultado ndo sugere uma toxicidade, ja que nas doses mais elevadas (100 e 200 mg/Kg) néo
houve significancia. Além disso, tal resultado pode ser relacionado ao aumento da AST na
mesma dose e no mesmo sexo, podendo ser justificado tendo em vista as variagdes hormonais

relacionadas ao sexo dos individuos.
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Tendo em vista os resultados obtidos no primeiro capitulo do presente trabalho, onde
os extratos de C. ambrosioides foram efetivos frente a LOX, os ensaios da atividade anti-
inflamatdria in vivo tiveram como controle positivo 0 extrato seco de Boswelia serrata
conhecido por ser um anti-inflamatorio natural, atua através da inibicdo da LOX.

O edema de orelha induzido pela administracdo topica de 6éleo de créton tem sido
utilizado como um modelo para verificar potencial efeito anti-inflamatdrio topico de extratos
brutos de plantas (em solugdes ou incorporados a formulacdes semissélidas) (MILANI ET
AL., 2019; CAMPONOGARA et al., 2019b). A aplicacdo tdépica de 6leo de créton aumentou
a espessura da orelha dos animais (Emax = 102 pm), avaliada em 6h ap0s sua aplicagdo (tempo
de maior efeito edematogénico do agente irritante), quando comparada ao grupo naive (néo
recebeu a aplicacdo de 6leo de croton nem dos tratamentos) e veiculo (aplicacdo topica de
acetona). Os extratos de C. ambrosioides (0,01-1mg/orelha) e B. serrata (1 mg/orelha;
controle positivo) foram estatisticamente eficazes em reduzir o edema de orelha induzido pelo
agente irritante. Além disso, vale ressaltar que o extrato de C. ambrosioides na dose de 1
mg/orelha apresentou eficacia antiedematogénica similar a do controle positivo testado (Imax =
42,67 +4,98% e 28,61 £ 5,19%, respectivamente).

A mieloperoxidaze MPO ¢é uma enzima que tem sua liberacdo no liquido extracelular
apos estresse oxidativo. Qualquer desequilibrio pode gerar dano tecidual e potencializar a
inflamagcdo. O aumento do nivel de atividade da MPO é considerada uma importante
ferramenta de diagnostico de biomarcadores de estresse inflamatorio e oxidativo entre essas
doencas comuns (KHAN, MOHAMED e RAHMANI, 2018).

Nesse contexto, o tratamento com o agente irritante 6leo de créton promoveu um
aumento na infiltracdo neutrofilica para o tecido danificado da orelha dos camundongos
guando comparado aos grupos naive e veiculo. O extrato bruto de C. ambrosioides na dose de
1,0 mg/orelha reduziu efetivamente a atividade da MPO quando comparado ao grupo 6leo de
créton, com Imax de 31,93 + 16,89%. Similarmente, o controle positivo avaliado, B. serrata,
na dose de 1,0 mg/orelha reduziu a atividade da MPO com Imax de 26,44 + 11,45% .

Os resultados encontrados nesse estudo sugerem que C. ambrosioides L. apresenta
seguranga e possui uma atividade anti-inflamatéria potencial, a sua utilizacdo na medicina
popular como anti-inflamatorio natural é justificada e a espécie mostra-se promissora no

desenvolvimento de produtos farmacéuticos.






5 CONCLUSAO

e O perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD e analise por massas indicaram a
presenca de compostos com potencial farmacoldgico conhecido tais como: &cido p-
cumarico, acido protocatéquico, derivados de canferol, quercetina-3-O-rutinosido,
quercetina-3-glucdésido, 6-hidroxicumarina e acido ferdlico.

e O EPI foi a amostra que apresentou a maior concentragdo de compostos fendlicos
(aumento cerca de 20 vezes), seguido pelo ENI e EI respectivamente, 0 que sugere que
a radiacdo gama influencia na potencializacdo de compostos fendlicos quando ha
atividade enzimatica de C. ambrosioides submetida a essa condicao.

e Todas as amostras testadas foram capazes de inibir a LOX de modo concentracéo-
dependente (ICso 0,400 — 0,488 mg/mL).

e O ENI apresentou o melhor potencial de captura de 6xido nitrico 1Csg 0,431mg/mL
guando comparado aos demais extratos.

e A viabilidade celular de RAW 264,7 ndo foi afetada em concentracBes até
0,250mg/mL para todas as amostras testadas.

e O ENI apresentou o melhor potencial de reducdo do 6xido nitrico em meio celular
1Cs00,201mg/mL.

e Os resultados obtidos atraves das anélises in vitro evidenciam a agdo anti-inflamatoria
do ENI quando comparado aos submetidos a radiagdo, sendo a amostra mais bioativa

para 0s ensaios realizados.

e Os animais tratados com o extrato de C. ambrosioides na dose unica de 2000 mg/Kg,
ou nas doses repetidas de 50, 100 e 200 mg/Kg, nao apresentaram sinais de morbidade
ou mortalidade para ambos 0s sexos testados.

e Tendo em vista o protocolo da OECD, o extrato pode ser classificado na categoria 5,
onde a toxicidade aguda letal ¢ maior que 2000 mg/Kg.

e Avaliando os parametros bioguimicos e hematologicos, pode-se afirmar que todos
permaneceram dentro dos valores fisiologicos normais, apos a administragdo do
extrato da planta.

e Ao avaliar o efeito oxidativo apés a administragao prolongada do extrato, pode-se
observar um aumento do MDA na dose de 50 mg/Kg, no entanto, quando comparado
as concentracdes mais altas (100 e 200 mg/Kg) esse efeito nao ocorre, 0 que sugere a

seguranca nas respectivas doses testadas.
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Os extratos de C. ambrosioides (0,01-1mg/orelha) e B. serrata (1 mg/orelha; controle
positivo) foram estatisticamente eficazes em reduzir o edema de orelha induzido pelo
agente irritante. Além disso, vale ressaltar que o extrato de C. ambrosioides na dose de
1 mglorelha apresentou eficicia antiedematogénica similar a do controle positivo

testado.

° O extrato liofilizado de C. ambrosioides na dose de 1,0 mg/orelha reduziu

efetivamente a atividade da MPO quando comparado ao grupo éleo de créton.
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