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RESUMO

As doencgas inflamatorias cutdneas acometem iniUmeras pessoas no mundo e
0s tratamentos atuais, além de ndo solucionarem totalmente o problema, causam
diversos efeitos indesejaveis. Tendo em vista a necessidade do desenvolvimento de
novas terapias, as plantas podem representar um alvo em potencial para a
descoberta de novos farmacos. A Psychotria nuda € uma espécie pertencente ao
género Psychotria que ndo possui muitos estudos quanto a sua atividade bioldgica.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato bruto hidroalcodlico
50% das folhas da Psychotria nuda (EBPN) no processo inflamatério da pele em
modelos animais de inflamacéo aguda e cronica, induzidos pela aplicacao tépica de
6leo de croton em camundongos Swiss fémeas (15-35 g, N= 4-10). A aplicacdo
topica do EBPN inibiu de maneira dose-dependente o edema promovido por éleo de
créton com uma dose-efetiva 50% (DEsg) de 0,46 + 0,07 mg/orelha, apresentando
maior inibicdo com a dose de 1,0 mg/orelha (71,6 + 1,3%). O tratamento tépico com
EBPN inibiu significativamente a atividade da enzima MPO na pele; sendo que a
maior inibicdo da atividade enzimatica foi observada no grupo tratado com 1,0
mg/orelha do EBPN (73,4 + 0,7%). A avaliagéo histologica também mostrou que o
EBPN reduziu a migragdo celular em 37,0 £ 2,1%. O EBPN foi ainda capaz de
alterar os parametros inflamatorios no modelo de inflamac&o crénica induzida por
multipla aplicacdo de oleo de croéton inibindo o edema e reduzindo o aumento no
peso das orelhas (44,4 + 2,6%) e a atividade da MPO em 81,3 £ 4,0%. Na analise
histolégica foi observado que o tratamento com EBPN reduziu a migracédo celular
(79,5 £ 1,6%) e inibiu 0 aumento na espessura da epiderme (52,6 £ 3,2%). A
imunomarcacao para Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) mostrou que
o tratamento com EBPN foi capaz de reduzir o nimero de células em proliferacao
(76,1 + 1,6%). Os resultados obtidos sugerem que o EBPN possui atividade anti-
inflamatoria por via topica, visto que foi capaz de inibir o edema e a migracéo celular
em processos inflamatorios na pele, assim como inibiu a hiperproliferacdo epidermal.
Entretanto, sdo necessarios mais estudos acerca desta atividade anti-inflamatoria e
a seguranca, bem como elucidar o possivel mecanismo de acdo da Psychotria nuda.

Palavras-chave: Psychotria nuda. Inflamacao. Pele.



ABSTRACT

The inflammatory skin diseases affect many people worldwide, and current
treatments, do not solve the problem entirely, causing several undesirable effects.
Given the need to develop new therapies, the plants may represent a potential target
for drug discovery. The Psychotria nuda is a species of the genus Psychotria that
does not have studies on its biological activity. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the effect of crude extract of the leaves of Psychotria nuda (EBPN) in
animal models of skin inflammation induced by topical application of croton oil in
females mice (15-35g, N= 4-10). Topical application of EBPN inhibited in a dose-
dependent edema promoted by croton oil with 50% effective dose (DEso) of 0.46 +
0.07 mg/ear, showing greater inhibition at a dose of 1.0 mg/ear (71.6 = 1.3%).
Topical treatment with EBPN significantly inhibited MPO enzyme activity in the skin,
and the highest inhibition of the enzyme activity was observed in the group treated
with 1.0 mg/ear EBPN (73.4 £ 0.7%). Histological evaluation also showed that EBPN
reduced cell migration in 37.0 £ 2.1%. The EBPN was still able to change the
inflammatory parameters in the model of chronic inflammation induced by multiple
application of croton oil inhibiting edema and reducing the increase in weight of ears
(44.4 + 2.6%) and MPO activity in 81.3 + 4.0%. Histological analysis was observed
that treatment with EBPN reduced cell migration (79.5 £ 1.6%) and inhibited the
increase in thickness of the epidermis (52.6 + 3.2%). Immunostaining for proliferating
cell nuclear antigen (PCNA) showed that treatment with EBPN was able to reduced
the number of proliferating cells (76.1 +1.6%). These results suggest that EBPN
present topical anti-inflammatory action, since it was able to inhibit edema and cell
migration in inflammatory processes in the skin as well as reduced cellular
proliferation. However, further studies are needed on this anti-inflammatory activity
and safety, as well as elucidate the possible mechanism of action of Psychotria nuda.

Keywords: Psychotria nuda. Inflammation. Skin.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4A -

Figura 4B -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

LISTA DE FIGURAS

Representacdo esquematica do corte transversal da pele ... 13

Corte histolégico e representacdo esquematica do corte
transversal da epiderme ..o 15

Foto das partes aéreas de Psychotria nuda.............cc.ccuuue.. 28

Efeito do EBPN no edema de orelha induzido pela aplicacéo

aguda de 6le0 de CrotON.........ceveviieeeeeeeee e e 37

Dose Efetiva 50% do EBPN no modelo de edema de orelha
agudo induzido por 0leo de Croton.............ceevvieeeeeeeeeeeieeeeeee, 37

Efeito do EBPN sobre a atividade da enzima MPO no
modelo de inflamacao induzida pela aplicacédo aguda de Oleo

(o [S3 ¢ (0] (] o [T 38

Andlise histologica de cortes transversais de orelhas de
camundongos corados com hematoxilina-eosina apos
modelo de inducdo de inflamacdo aguda por Oleo de

(o1 (0] (0] o FUTUUR RPN 40

Efeito do EBPN sobre o infiltrado celular induzido pela

aplicacdo aguda de 6leo de Croton...........ccceveeeeeeiiviiiiiieeiiiinnas 41

Efeito do EBPN no edema de orelha induzido pela mditipla

aplicacao de 6leo de Croton ..........ccoeeveeeiiiiiiiieeeee 42

Efeito do EBPN sobre o peso das orelhas dos animais
submetidos ao modelo de inflamacéo induzida pela multipla

aplicacdo de 0leo de CrotoN.........ccooeeiivviiiiiiiiie e 43



Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Efeito do EBPN na atividade da enzima MPO dos animais
submetidos ao modelo de inflamacéo induzida pela multipla

aplicac@o de 0le0 de CrOtoN..........cccuvvieeeeieiiiie e

Efeito do EBPN na atividade da enzima NAG dos animais
submetidos ao modelo de inflamacéo induzida pela multipla

aplicac@o de 0le0 de CrOtON..........cccuvveeeeeieiiiiie e

Analise histologica de cortes transversais de orelhas de
camundongos corados com hematoxilina-eosina apoés
modelo de inducdo de inflamacdo cronica por 6leo de

(o1 (0] (0] o FUTUURTUUR R TRURTUPRR

Efeito do EBPN sobre o infiltrado celular induzido pela

multipla aplicacéo tépica de 6leo de créton...........ccceeeveeeeeeee.

Efeito do EBPN sobre a espessura da epiderme dos animais
submetidos ao modelo de inflamacao induzida pela maltipla

aplicacao de 0leo de CrotON........ccceevvveeieiieeeeeeeee e

Andlise imunohistoquimica de cortes transversais de orelhas
de camundongos marcados para PCNA apés modelo de

inducéo de inflamac&o crénica por 6leo de créton...................

Efeito do EBPN sobre a proliferacdo celular através da
avaliacdo imunohistoquimica da marcacao para PCNA apos
modelo de inducdo de inflamacdo crénica por o6leo de

(o1 (0] (0] o FUTUURURR OO ORETRRRRT

44

45

a7

48

49

50



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA Acido Araquidénico

ANOVA Analise de Variancia

BSA Albumina bovina sérica

CEUA Comité de Etica no Uso Animal

CL Células de Langerhans

COBEA Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal

COX Ciclooxigenase

DAB Diaminobenzidina

DAG Diacilglicerol

DEso Dose Efetiva 50, ou seja, dose de EBPN que reduziu a
resposta em 50%

EBPN Extrato bruto hidroalcodlico de folhas de Psychotria
nuda

ERK Quinase regulada por sinal extracelular

EUA Estados Unidos

GM-CSF Fator Estimulante de Colonias de Macrofagos e
Granuldcitos

H,0, Peréxido de Hidrogénio

HOCL Acido Hipocloroso

HTAB Hexadeciltrimetilamonio

KGF Fator de crescimento de queratindcitos

IFN Interferon

[o} Imunoglobulina

IL Interleucina

LT Leucotrienos

LOX Lipoxigenase

MAPK Proteina Quinase ativada por mitdgeno

MPO Mieloperoxidase

NAG N-acetil-B-D-glucosaminidase

NF-Kb Fator Nuclear — kappa B

NO Oxido Nitrico

ocC Oleo de Créton

OMS Organizacdo Mundial da Saude

PBS Tampao fosfato de sodio

PCNA Antigeno Nuclear de Proliferacao Celular

PGs Prostaglandinas

PKC Proteina Quinase C

PLA; Fosfolipase A,

EPM Erro Padrédo da Média

SNC Sistema Nervoso Central

TNF Fator de Necrose Tumoral

TGF Fator de Crescimento Transformante

TMB Tetrametilbenzidina.HCL

TPA Ester de forbol 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato

UFPR Universidade Federal do Parana

uv Ultra-Violeta



11
1.2
1.3

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4

3.5

3.6
3.7
3.8
3.9
3.10

4.2

4.3
4.4

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt 12
Pele e Processo Inflamatlrio.............evveeeiiiiiiiiiie e, 12
Uso de Plantas MediCiNaIS. ...........uuuririiiiiiiiiieiiiees et 24
(@ I T =7 1= o PSR 26
OBUIETIVOS. ... e e 29
ODJELIVO GEIAL....ciiiiiiiiieeiii e 29
ODbjetivos ESPECIfiCOS. .....ccii i 29
MATERIAL E METODOS. ..ottt ere e eeenanes 30
Material BOtANICO...........cevvieeiiiiiie e e e e e e e e 30
ANIMAIS EXPEINMENTAIS. ......oi ittt et 30
Avaliacdo do edema de orelha..........cccuiiiiiiiiiiiiii e 30

Edema de orelha agudo induzido pela aplicacéo tépica de 6leo de
(o] 0] (0] o TR PP PPPPPPPPPPPTPPR 31

Edema de orelha crénico induzido pela multipla aplicacéo topica

de OlE0 UE CrOLON.......ueiiiiiiiiiieitie ettt 31
Ensaio da atividade enzimatica da MPO.............cccccvvieeiiiiis 32
Ensaio da atividade enzimatica da NAG............cccoei i, 33
PANVZ-1[F= Vo= To TN o113 (o] Lo o [oF= USSP 34
Marcacédo imunohistoquimica para avaliar proliferacéao celular......... 34
ANALISE ESTALISTICA. .vvvvvrriiiiiiiiiie e 35
RESULTADOS. ...ttt ettt a e e e et aee e e e e s nnnneaee s 36

Edema de orelha agudo induzido pela aplicacéo tépica de 6leo de
(o3 70 (0] o TR PPPPPPPPPPPPPRPPR 36

Avaliacdo do ensaio da atividade enzimatica da MPO no modelo

Edema de orelha crénico induzido pela multipla aplicacéo topica de

OlE0O B CIrOtON. ... e 41



4.5

4.6

4.7
4.8

Avaliacdo do ensaio da atividade enzimatica da MPO no modelo
(o3 (0] oo TSR 43

Avaliacao do ensaio da atividade enzimatica da NAG no modelo

(o3 (0] oo TSP 44
Avaliacao histologica no modelo CroniCo.........ccccevvvvvvvirieriiiiiieeeeeeeenn. 46
Avaliacao da proliferagao celular..............cccooviiiiiiiiiiiiiiiie 49
DISCUSSAOD. ......coiuiiiiiieieieeieiee ettt st 52
CONCLUSAO. ...ttt 61

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... oo 62



12

1 INTRODUCAO

1.1 Pele e Processo Inflamatério

A pele é o maior e mais pesado 6rgdo do corpo humano, tendo origem
através de precursores ectodérmicos (queratindcitos, melanécitos e nervos
periféricos) e mesodérmicos (fibroblastos, leucocitos e vasos). Normalmente as
estruturas ectodérmicas compfem a epiderme e as mesodérmicas estdo mais
profundamente na derme, porém durante o desenvolvimento fetal e em algumas
ocasides da vida, alguns leucocitos atravessam a barreira epiderme-derme
permanecendo temporariamente na epiderme (BRAD, 2000).

Trata-se de um 6rgdo complexo que apresenta multiplas fungdes, entre elas:
manutencado da homeostasia endogena (regulando a temperatura corporal e a perda
de ligquidos), controle do metabolismo (sintese de vitamina D), sentido do tato (por
conter terminagcdes nervosas sensitivas) e protecdo contra ameacgas externas
(DEBENEDICTIS et al., 2001; MAKRANTONAKI E ZOUBOULIS, 2007; PROKSCH
et al., 2008). Além de promover uma barreira protetora entre os 0rgaos internos e o
ambiente externo, a pele € ainda o principal componente periférico do sistema
imune, sendo capaz de iniciar uma resposta primaria frente a um patdégeno
(PROKSCH et al., 2008).

A pele é constituida de trés camadas principais: a mais superficial - a
epiderme, uma intermediaria — a derme, e a mais profunda - a hipoderme ou tecido
subcutaneo (Figura 1) (DEBENEDICTIS et al., 2001; MAKRANTONAKI E
ZOUBOULIS, 2007).
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Figura 1 - Representacao esquematica do corte transversal da pele, demonstrando
as trés camadas: epiderme, derme e hipoderme, assim como seus principais
anexos.

Fonte: VILELA, A. L. M. A Pele e o Sentido do Tato. Disponivel em:
<<http://www.afh.bio.br/sentidos/sentidos10.asp>>. Acesso em 20 de novembro,
2011.

A epiderme € a camada mais superficial da pele, sendo composta por um
epitélio estratificado queratinizado, cuja principal funcédo € proteger o corpo contra
estimulos nocivos do meio ambiente e diminuir a perda de liquidos (CANDI et al.,
2005; DENNING, 2004; MAKRANTONAKI E ZOUBOULIS, 2007). Os queratinécitos
compdem cerca de 90% de todas as células encontradas na epiderme e, além de
exercerem seu papel na sintese de queratina, possuem atividade bioquimica que
auxiliam outras células no microambiente dérmico. Entre as atividades bioquimicas
podemos citar como exemplo: a secrecdo de interleucina-7 (IL-7) e do fator
estimulante de colénias de macrofagos e granulécitos (GM-CSF), este responséavel
pela ativacdo e sustentacdo de populacdes de células de Langerhans e aquele um
fator de crescimento e sobrevivéncia que da suporte as células T epidérmicas
(BRAD, 2000). A gqueratina, por sua vez, além de ser a principal proteina estrutural

da pele, € também um obstaculo fisico com papel fundamental na protecdo contra a
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penetragdo de microrganismos em compartimentos mais internos do nosso corpo
(PROKSCH et al., 2008).

Ainda encontram-se na epiderme outros tipos de células e estruturas, como:
0s melandcitos (responsaveis pela pigmentacdo da pele), linfécitos T, terminacdes
nervosas, anexos cutaneos (pélos, unhas e glandulas), além das células de
Langerhans e Merkel, funcionando como parte do sistema imune e sensorial
respectivamente (BRAD, 2000; DEBENEDICTIS et al.,, 2001; DENNING, 2004;
MAKRANTONAKI E ZOUBOULIS, 2007; PROKSCH et al., 2008).

Tendo como base o grau de diferenciacdo dos queratindcitos, a epiderme
pode ser dividida em cinco camadas ou estratos: estrato basal, estrato espinhoso,
estrato granuloso, estrato licido e estrato corneo (Figura 2) (NORRIS, 2004). O
estrato basal (também conhecido como estrato germinativo ou camada de Malpighi)
estd ancorado fortemente por hemidesmossomos a uma membrana basal que
separa a epiderme da derme. Esta membrana basal € composta por colageno tipo
IV, laminina, glicosaminoglicanos e sulfato de heparina, todos sintetizados pelos
gueratinécitos, além da fibronectina que € produzida por fibroblastos dérmicos
(ROBERT, 1998).

Como a epiderme é totalmente avascular, os leucocitos que residem nesta
camada provém de vasos da camada dérmica, portanto, a membrana basal citada
acima também forma um obstaculo fisico para a translocacdo dos leucdcitos da
derme para a epiderme, que quando recrutados para o local de inflamacdo devem
forcar a passagem através dessa barreira resistente (BRAD, 2000). O estrato basal é
ainda constituido por uma populacdo de células epiteliais escamosas indiferenciadas
gue tem propriedade de auto-renovacdo, essas células estdo ligadas entre si
horizontalmente, por desmossomos, e se multiplicam continuamente através de
mitoses, de forma que as novas células geradas empurram as células velhas para
cima, em direcdo a camada mais superficial do corpo (GARTNER e HIATT, 1999;
SAMPAIO et al., 2000).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do corte transversal da epiderme,
demonstrando as cinco camadas: basal, espinhosa, granulosa, lucida e coérnea,
assim como as ceélulas presentes nesta camada.

Fonte: EPIDERMAL LAYER, 2011. Disponivel em:
<http://dmnemonics.blogspot.com/2011/12/epidermal-layer.html>. Acesso em 15 de
novembro, 2011.

A medida que os queratindcitos vao sendo produzidos na camada basal, eles
migram desta camada até o estrato cérneo, enquanto diferenciam-se e adquire
guantidades gradualmente crescentes de proteina fibrosa, queratina, tornando-se
cada vez mais achatados. E no estrato espinhoso que os queratindcitos produzem
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filamentos de queratina, sendo esse estrato responsavel pela queratinizacao.
Passando para o estrato granuloso, as células tornam-se mais achatadas e com
maior quantidade de queratina em seu interior, € nesse estrato que se inicia o
processo de cornificacdo, onde as células sofrem apoptose e diferenciam-se em
cornedcitos. J& na camada lucida sdo encontradas células anucleadas, achatadas e
ricas em queratina. Por fim, o estrato corneo, é formado por diversas células mortas
gue constituem uma capa de queratina que se renova continuamente
(MAKRANTONAKI E ZOUBOULIS, 2007). Esse ultimo estrato serve como a principal
barreira contra a penetracédo de agentes quimicos e microbianos, além de ser capaz
de resistir a forcas mecéanicas (BRAD, 2000; PROKSCH et al., 2008)

Esta migracdo e diferenciagdo que ocorrem no decorrer das diferentes
camadas fazem da epiderme uma estrutura bastante dindmica e a regulacdo desta
sequéncia de proliferacdo dos queratindcitos € de extrema importancia para a
homeostasia do 6rgéao, sendo que qualquer alteragdo no processo pode levar ao
desenvolvimento de problemas cutaneos como psoriase, lesdes cronicas e cancer
de pele (ROBERT, 1998).

A derme é a camada de tecido conjuntivo intimamente ligado a epiderme, que
além de sustenta-la possui uma rica rede vascular para supri-la com nutrientes. Esta
camada também coordena o trafego de leucocitos de e para a epiderme (HAAKE et
al.,, 2001). Assim como a epiderme, a derme também pode ser subdividida em
camadas, porém diferentemente da camada multiestratificada que € a epiderme, a
derme é dividida em apenas duas camadas: a camada papilar € a mais superficial,
ficando em contato com a epiderme e sendo composta por finas fibras de colageno
tipo I, tecido conjuntivo frouxo, além de fibroblastos, leucdcitos, capilares superficiais
e canais linfaticos. Ja a camada reticular, encontrada mais profundamente na derme,
€ composta por tecido conjuntivo denso ndo modelado, onde predominam fibras
colagenosas grossas entrelacadas, além de conter o curso de arteriolas e vénulas
gue alcancam a camada papilar. Nesta camada também podemos encontrar grande
namero de leucdcitos residentes, em sua maioria, macréfagos e mastoécitos. Os
macrofagos sdo células dotadas de mobilidade pertencentes ao sistema imune com
a missdo de eliminar os microrganismos, gque eventualmente possam ter chegado a
derme, além de fagocitar células mortas e demais residuos. Ja os mastocitos

regulam o ténus vascular e iniciam respostas alérgicas e inflamatorias mediadas por
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imunoglobulinas E (IgE) (DEBENEDICTIS et al., 2001; GARTNER e HIATT, 1999;
MAKRANTONAKI E ZOUBOULIS, 2007).

Ambas as camadas da derme contém, além do colageno, outros
componentes estruturais, tais como a elastina, outra proteina que confere
flexibilidade a pele. Os fibroblastos, principal tipo celular presente na derme, séo
responsaveis pela secre¢cdo de colageno, elastina, glicosaminoglicanos,
proteoglicanos, fibronectina e outras proteinas da matriz celular que ddo suporte e
elasticidade ao 6rgdo, além da producdo de citocinas e secrecao de fatores de
crescimento necessarios para a sobrevivéncia de leucécitos e queratindcitos. Sao
também responsaveis pelo reparo de tecidos danificados, caracteristica que se deve
ao fato de serem produtores de matriz celular e proteinas estruturais (SORRELL e
CAPLAN, 2004; GARTNER e HIATT,1999).

Assim como na epiderme, a derme também abriga linfocitos T (de todos os
linfocitos T da pele, 98% estdo presentes na derme) e células dendriticas (BRAD,
2000; DEBENEDICTIS et al., 2001; MAKRANTONAKI E ZOUBOULIS, 2007). Além
dos apéndices epidérmicos que incluem as glandulas sebaceas, glandulas
sudoriparas, glandulas apocrinas e foliculos pilosos (Figura 1) (MAKRANTONAKI E
ZOUBOULIS, 2007).

A hipoderme ou tecido subcutaneo é constituido por tecido adiposo e tecido
conjuntivo frouxo e faz conexdo entre a derme e a fascia muscular, sendo a
espessura da camada de tecido adiposo variavel a pessoa e a localizacdo. Essa
camada € responsavel pela reserva de energia, isolamento térmico do organismo,
modelacdo da superficie corporal, absorcdo de choques e fixacdo dos Orgaos
(SAMPAIO et al., 2000).

Portanto, uma pele saudavel, além de se renovar normalmente como outros
orgaos do corpo humano, € capaz de se auto-regenerar quando sofre algum tipo de
lesdo. E o fato da pele ser a principal interface entre o corpo e o meio externo, torna-
a o primeiro alvo de bactérias, virus e fungos, além dos irritantes fisicos e quimicos.
Como a manutencdo da integridade da pele é de extrema importancia para o
desempenho de suas funcbes em condicBes Otimas, ela propria possui um
mecanismo que, em condicbes fisioldgicas normais e através da renovacao
constante das células nas camadas mais profundas, assegura a manutencao de sua
estrutura e funcionamento normal. No entanto, existem situacdes patolégicas que

comprometem este equilibrio fisiolégico, promovendo alteracdes estruturais e
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funcionais da pele, implicando no desenvolvimento de patologias inflamatérias
cutaneas (DEBENEDICTIS et al., 2001; BRAD, 2000; MAKRANTONAKI E
ZOUBOULIS, 2007; LEE et al., 2009; PROKSCH et al., 2008).

O processo inflamatoério pode ser definido como uma cascata de eventos que
ocorrem em resposta a um estimulo nocivo, trauma ou infecgdo (CALIXTO et al.,
2004). Os queratinécitos sdo células com grande quantidade de interleucina-1a (IL-
1a) em seu interior, por isto sdo capazes de desencadear uma resposta imune
guando danificados, pois a IL-1a contida é liberada para o meio circundante
iniciando a cascata inflamatéria (BRAD, 2000). A IL-1a é, portanto, um sinal de
perigo imediato liberada pelos queratindcitos quando estes sofrem algum tipo de
injuria. (DEBENEDICTIS et al.,, 2001). Conseqiuentemente, o0s queratindcitos
circundantes respondem a IL-1a, produzindo mais IL-1a, bem como IL-1p, fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) e IL-6, amplificando o sinal inicial. Lesdes por raios
ultravioletas e infecgcdo microbiana podem estimular diretamente a liberacdo destas
citocinas. Além disso, os queratindcitos produzem quimiocinas, como por exemplo, a
IL-8, cuja expressado causa um recrutamento de granuldcitos, e, a0 mesmo tempo
secretam fatores de crescimento de colénia de macréfagos e granulocitos (M-CSF,
GM-CSF, IL-7 e IL-15), esses fatores induzem a ativacao e apoiam a sobrevivéncia
dos leucdcitos para responderem as quimiocinas (BRAD, 2000).

As citocinas secretadas se difundem através da membrana basal até
chegarem a derme, nesta camada os fibroblastos, estimulados pelas citocinas dos
gueratinécitos comecam a produzir IL-1, IL-6, TNF-a e quimiocinas proprias. Com
todo o evento de liberacdo de citocinas pelos queratinécitos e fibroblastos da pele,
devido a um estimulo nocivo, as células endoteliais microvasculares da derme séo
ativadas e fornecem um reforgco para defender o 6rgdao (LAWRENCE e GILROY,
2007; CALIXTO et al., 2004). As células endoteliais entdo expressam a P-selectina
em sua superficie, que é uma das proteinas de adeséo responsavel pela cascata de
eventos que antecedem o extravasamento dos leucdcitos para o intersticio dérmico,
sendo eles: marginalizacdo, seguida do rolamento e posterior adesdo ao endotélio
vascular, e finalmente a diapedese dos leucdcitos que sdo atraidos por quimiotaxia
até o local da lesdo. Com a chegada dos neutrofilos ao local da inflamacéo tém-se
uma reposta mais reforcada, pois esses ja iniciam fagocitose de componentes
inflamatorios iniciais e antigenos, além da liberacdo de mais quimiocinas (BRAD,
2000).
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Além da expresséo de moléculas de adeséo, o enddtelio se contrai e abre os
poros nos capilares papilares e vénulas da camada reticular e isto, somado aos
efeitos promovidos pela vasodilatagdo, ou seja, diminuicdo da pressao intraluminal
associada a uma menor forca de cisalhamento, facilita o extravasamento dos
leucdcitos para o intersticio extracelular. O endotélio também secreta metabdlitos do
acido araquidénico (AA), como leucotrienos (LT) e prostaglandinas (PGs), resultando
em vasodilatacao local, aumento do fluxo sangiineo, seguido de extravasamento de
liquido e edema (BRAD, 2000; DEBENEDICTIS et al., 2001).

Enquanto isto, na epiderme, as células de Langerhans apresentam o antigeno
aos linfécitos T e ativa-os gerando uma resposta imune. ApGs a estimulagéo local
das células T, gera-se um ambiente muito mais complexo de citocinas na epiderme,
gue passam pela derme e culminam na ativagéo e recrutamento de leucdcitos do
compartimento vascular, com o objetivo de se restabelecer a homeostasia do 6rgao
(DENNING, 2004).

A resposta inflamatoria na pele também tem participacéo do sistema nervoso
central (SNC), pois suas fibras nervosas que terminam na epiderme modulam o
tbnus vascular nas reac¢Oes inflamatdrias através de secrecdo de uma variedade de
fatores, incluindo oxido nitrico (NO) e substancia P. Além disso, o SNC recebe
informacfes através de sinais aferentes e modula a resposta imune através de
sinais eferentes, podendo gerar uma resposta estimulante ou inibitéria dependendo
da duracdo da sinalizacdo aferente, se forem sinais agudos geram uma resposta
eferente estimulante, se forem sinais prolongados provocam uma resposta inibitéria
(BRAD, 2000).

Assim, a estimulacéo das fibras nervosas pelas citocinas locais faz com que
ocorra a liberacdo da substancia P, e essa provocara nas células endoteliais uma
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, além de induzir a
degranulacdo dos mastocitos somado ao efeito de outros neuropeptideos. A
histamina e outros mediadores liberados pelos mastocitos, por sua vez, facilitam o
efluxo de leucdcitos para o intersticio dérmico, pois amplificam a vasodilatacdo local
e derrame vascular (NATHAN, 2002). Assim, todos esses eventos em conjunto
resultam nos quatro sinais cardinais da inflamacao: calor, rubor, tumor e dor (BRAD,
2000).

Portanto, ja € bem reconhecido que a inflamacdo cutdnea é produzida e

mantida por essa complexa interacdo entre as varias ceélulas inflamatérias que
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migram para o local em resposta a liberagdo de mediadores pro-inflamatérios, como
citocinas, prostaglandinas e leucotrienos (CALIXTO et al., 2004; LEE et al., 2009a).
A regulacdo desse processo é crucial, pois qualquer anormalidade na resposta
imune ou inflamatdria esta diretamente implicada na patogénese de muitas doencas
cutaneas (LEE et al., 2009b).

A inflamacédo, portanto, é uma resposta inicialmente protetora que tem por
objetivo eliminar ou neutralizar o agente lesivo. E essa finalidade é concluida de
modo satisfatério quando os mecanismos anti-inflamatoérios enddégenos séo por fim
ativados, protegendo os tecidos de danos maiores e promovendo a restauracao de
sua estrutura e funcdo (LAWRENCE E GILROY, 2007).

A resolucdo da resposta inflamatoria, a fim de manter a homeostasia, pode
ocorre através de varios mecanismos. Primeiro, a presenca continua de fagdécitos
comecam a eliminar os invasores, por exemplo, diminuindo a apresentacdo de
antigenos e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. Segundo, a producéo local e
liberagdo de substancias supressoras, como IL-10 e o fator de crescimento
transformante-beta (TGF-B) por fibroblastos, macrofagos e linfécitos comegam a
finalizar o processo inflamatorio. O TGF-3 apresenta efeitos diversos como: inibigao
da expressdo de moléculas co-estimulatorias sobre as células apresentadoras de
antigenos, supressdo da secrecdo de citocinas inflamatérias e fatores de
sobrevivéncia das células inflamatérias. Também estimula a proliferacdo de
fibroblastos, com consequente producéo de matriz e colageno para reparar 0s danos
teciduais causados pela inflamacdo (BRAD, 2000; DEBENEDICTIS et al., 2001).
Finalmente, sdo desenvolvidas defesas alternativas se o agente inicial ndo for
eliminado dentro de alguns dias. A inflamacdo prolongada conduz a formacéo de
abcessos e cicatrizes. Sob estimulo das citocinas IL-4 e IL-10, numa inflamacao
prolongada, os macrofagos comecam a se aglutinar em células gigantes e inicia-se
uma resposta granulomatosa com o recrutamento de fibroblastos, culminando em
fibrose cicatricial do tecido danificado (DEBENEDICTIS et al, 2001.).

Geralmente, em condi¢cdes normais, a resposta inflamatoria inata tem inicio
poucos minutos depois do estimulo e se resolve em poucas horas. Em contraste, a
inflamacé&o pode se cronificar, persistindo por semanas, meses ou até mesmo anos,
fato que pode levar ao desenvolvimento de doencas inflamatérias crénicas
(LAWRENCE E GILROY, 2007). Entre as doencas inflamatdrias crénicas, que tém

como patogénese uma resposta inflamatéria alterada ou intensificada, encontram-se
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a doenca de Crohn, esclerose mudltipla, psoriase, lGpus eritematoso sistémico e
vasculite sistémica (GILROY et al., 2004)

As doencas inflamatérias cutaneas podem ser desenvolvidas por estimulos
endogenos ou exdgenos, como alteracdo génica e exposicdo a agentes irritantes,
respectivamente. Existem varios tipos de doencas da pele que sdo marcadas,
geralmente, por interrupcdo da barreira com consequente perda de funcdao,
protecdo, seguida de inflamacdo, sensibilizacdo e alteracbes no padrédo de
proliferacao e diferenciacdo dos queratinécitos (PROKSCH et al., 2008).

A mais comum dessas desordens cutaneas € a psoriase, uma doenca
inflamatéria crénica recorrente que afeta grande parte da populacdo mundial
(SCHON E RUZICKA, 2001; LI E ARMSTRONG, 2011; ALBANESI et al., 2007).
Fisicamente a doenca se manifesta pela presenca de placas eritematosas e
descamativas na pele, que podem ser isoladas ou confluentes, e geralmente
acometem a regido de cotovelos, joelhos, couro cabeludo e regido lombar
(ALBANESI, et al., 2007; GUDJONSSON E ELDER, 2007; HUEBER E MCINNES,
2007). Microscopicamente € caracterizada por uma epiderme hiperproliferativa, com
maturacao prematura dos queratinocitos e cornificacdo incompleta, com retencao de
células nucleadas no estrato corneo (paraqgueratose). Na camada basal, a taxa
mitdtica € aumentada em comparacdo com uma pele normal, resultando num
espessamento da epiderme, que forma sulcos alongados que se projetam na derme
(acantose). Aléem disso, existe uma intensa infiltracdo de leucocitos acompanhada
por acentuado aumento no fluxo sanguineo local (GUDJONSSON E ELDER, 2007,
HUEBER E MCINNES, 2007; PIETRZAK et al., 2008; PERERA et al., 2011).

E uma doenca que apresenta uma grande variedade na severidade e
distribuicdo das lesbes, aparecendo sob a forma de diferentes variantes clinicas, a
mais freqliente denomina-se psoriase vulgar, que pode manifestar-se de forma
moderada a grave (SCHON, 1999; ALBANESI et al., 2007). Normalmente ocorre o
acometimento apenas da pele e anexos cutaneos (unhas), porém em alguns casos
mais severos pode vir acompanhada de artrite, com inflamacdo e dor nas
articulagcdes (HUEBER E MCINNES, 2007).

Entretanto os aspectos fisicos ndo sdo o0s uUnicos problemas a afetar os
pacientes, pois a psoriase também esta associada a um alto grau de morbidade,
devido ao impacto psicolégico negativo que incide sobre os pacientes. Pode,

portanto, ser comparada a outras grandes patologias, como por exemplo, cancer,
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artrite, hipertensdo, diabetes, doencas cardiacas e depressdo que além do
desconforto fisico afetam negativamente a auto-estima e saude emocional, gerando
situacdes de embaracos, medo, frustracdo e depressdo. Tudo isso, gera prejuizo
nos relacionamentos interpessoais e profissionais do individuo (GUDJONSSON E
ELDER, 2007; PIETRZAK et al., 2008; LI E ARMSTRONG, 2011; PERERA et al.,
2011).

A heterogeneidade das possiveis apresentacdes clinicas da doenca indica a
variabilidade de fatores patogénicos envolvidos, e esses podem apresentar-se de
modo diferente em cada variante clinica do problema (HUEBER E MCINNES, 2007).
Portanto, evidéncias indicam que fatores genéticos, imunes e ambientais podem
estar envolvidos na patogénese da doenca. Dentre os fatores ambientais encontram-
se: infeccdes, estresse, habitos alimentares, tabagismo, obesidade ou até mesmo
uso de alguns medicamentos. De modo que o desequilibrio no funcionamento do
sistema imune também implica no desenvolvimento da psoriase. Isto porque, como
visto anteriormente, o fino ajuste do sistema imune gerando uma resposta
inflamatoria serve como protecdo para o corpo frente agressdes externas. Porém,
gualquer alteracdo nesse processo culmina numa intensificacdo e persisténcia da
resposta inflamatoria levando ao desenvolvimento de patologias inflamatoérias, como
a psoriase (HUEBER E MCINNES, 2007).

Na psoriase, as alteracdes imuno-inflamatdrias parecem estar associadas a
uma super expressao de varias citocinas pré-inflamatérias, como as interleucinas
(IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-22, IL-23), além do IFN-y e
TNF-a. Bem como a hiperproliferagcdo dos queratinécitos mediada por essas
citocinas fazem parte da composicdo celular do infiltrado inflamatério nas placas
psoridticas (PIETRZAK et al.,, 2008). Todos esses fatores que implicam no
desenvolvimento da psoriase comunicam-se através de uma cascata de eventos
gue levam a ativacao das células dendriticas, que por sua vez, vao até os linfonodos
apresentar os antigenos as células T. A proxima etapa consiste na migracdo das
células T para a pele, onde se dividem e multiplicam para desempenhar seu papel
efetor, com a producdo e liberacdo de quimiocinas, além da interacdo com o
endotélio causando a expressdao de moléculas de adesdo, facilitando o
extravasamento de leucocitos para o sitio lesado. Isto tudo mantém o meio
inflamat6rio de modo a promover o combate ao estimulo agressor, porém como

existe um desequilibrio, esta resposta intensificada e persistente, ocasiona as lesbes
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da psoriase que sdo reconhecidas como estranhas reiniciando todo o processo
descrito acima (PERERA et al., 2011).

De maneira detalhada, como descrita acima, os queratinécitos sdo fontes de
IL-1, uma citocina pré-inflamatéria que tem papel de estimular a producéo de IFN-y,
IL-2 pelas células T, além da ativar neutréfilos, mondcitos, eosinofilos e basdfilos,
assim como estimular a secre¢cdo de TNF-a, IL-6 e IL-8 pelos macréfagos, bem
como € capaz de estimular a sintese de mais IL-1 por outros queratindcitos. Ja a IL-
6 tem o papel de comandar o crescimento e diferenciacdo epidermal, sendo
responsavel pela hiperproliferacdo epidermal na psoriase. Portanto, todas as
células, assim como, citocinas envolvidas no processo agem de modo interativo
ocasionando o desenvolvimento e manutencao do processo inflamatério que causa
a psoriase (PIETRZAK et al., 2008; PERERA et al., 2011). Contudo anteriormente
achava-se que a doenca tinha origem nos queratindcitos e que a inflamacgéao era um
efeito secundario, porém estudos demonstraram que as alteracdes proliferativas sao
desencadeadas pelos fend6menos inflamatorios, mediados por linfocitos T (ARRUDA
et al., 2004).

Os tratamentos convencionais para a doenca incluem agentes topicos ou
sistémicos com efeitos anti-inflamatoérios, imunossupressores, além de radiacéo
ultravioleta (UV). Entre eles pode-se citar o metotrexato e a ciclosporina, porém
estes medicamentos classicos apresentam falhas, recidiva da doenca, assim como
efeitos indesejaveis e toxicos, como a nefrotoxicidade ocasionada pela ciclosporina
(HUEBER E MCINNES, 2007; MAN et al., 2008). Com os avanc¢os na elucidacéo dos
mecanismos etiopatogénicos da psoriase outras classes de medicamentos
comecaram a ser estudadas, como € o caso dos agentes modificadores da resposta
biolégica, ou simplesmente, biolégicos. Esses incluem preparados bioldgicos
derivados de sangue e vacinas, peptideos ou proteinas recombinantes, terapias com
anticorpos e acidos nucléicos, além de terapias genéticas e celulares (ARRUDA et
al., 2004). Essa classe de medicamentos atua ao modificar a resposta imune na
psoriase, como por exemplo, o alefacept que induz a morte de células T
patogénicas, efalizumab que bloqueia tanto a ativacdo como a migracao das células
T, o etanercept, o infliximab e o adalimumab que atuam bloqueando a a¢cdo do TNF-
a (ARRUDA et al., 2004; RYAN et al., 2012).

Assim as terapias biolégicas utilizadas, em geral, sdo bem toleradas e em

alguns casos sdao mais eficazes do que a terapia convencional, no entanto, é
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necessaria uma avaliacdo da seguranca desses agentes bioldgicos em longo prazo,
para que se possa estabelecer a eficiéncia e seguranca de seu uso no tratamento da
psoriase (ARRUDA et al., 2004; PEREIRA et al., 2006; OTUKI et al., 2011).

Outra classe de medicamentos muito utilizados no tratamento da psoriase sao
0os corticoides, classe esta muito prescrita devido a suas propriedades anti-
inflamatoérias e antiproliferativas mediadas através da regulacdo da transcricdo de
genes que codificam mediadores inflamatorios. Esta classe promove uma diminui¢cao
da ativacdo de leucécitos assim como uma reducdo no edema dérmico e
permeabilidade vascular. Existe uma variedade de apresentacbes de corticéides
para tratamento topico, que sdo variaveis quanto a sua poténcia, permitindo uma
selecdo adequada ao tipo e severidade da doenca, assim como da preferéncia do
paciente quanto ao veiculo das formulag6es. No entanto, a utilizagdo em longo prazo
dos corticoides pode ocasionar efeitos adversos como atrofia epidérmica, erupcdes
acneiformes, dermatite de contato e taquifilaxia. Outra alternativa para tratamento
topico é o uso de analogos da vitamina D, como calcipotrine, que se liga ao receptor
dos queratindcitos provocando uma diferenciacdo terminal e inibicdo da proliferacéo
dos queratingcitos (LI E ARMSTRONG, 2011).

Apesar das patologias inflamatorias terem sua etiologia e fisiopatologia
melhor conhecidas atualmente, as terapias classicas utilizadas para trata-las
causam uma infinidade de efeitos colaterais indesejaveis, como mencionado
anteriormente (SEELIGER et al.,, 2003; MAN et al., 2008; BOLLER et al., 2010).
Portanto, é crescente o interesse na busca de novos farmacos para tratar 0s
disturbios inflamatorios cutaneos. As plantas, entdo, tornam-se uma importante fonte
de busca para novos componentes ativos no controle de exacerbacdes inflamatorias
cutaneas (SEELIGER et al., 2003; CALIXTO et al., 2004; BOLLER et al., 2010).

1.2 Uso de plantas medicinais

A relacdo entre a natureza e os seres humanos remonta séculos (GURIB-
FAKIM, 2006) e as plantas tém grande importancia, pois fazem parte da base dos
sistemas de medicina tradicional. Devido ao fato das plantas possuirem uma

diversificada gama de componentes e estruturas quimicas, ndo nos resta duvidas de
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gue 0s compostos naturais continuardo a presentear a humanidade com novos
medicamentos (CALIXTO, 2000; GURIB-FAKIM, 2006; ITOKAWA et al.,, 2008;
SAKLANI E KUTTY, 2008).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude grande parte da populacgéo,
principalmente nos paises em desenvolvimento, depende essencialmente de plantas
para os cuidados principais com a saude, no entanto, poucas espécies foram
cientificamente estudadas para a avaliacdo de sua qualidade, seguranca e eficacia
(CALIXTO, 2005; GILANI E RAHMAN, 2005).

Atualmente, entre 25 a 30% de todos os farmacos disponiveis como
terapéuticos sao produtos naturais (plantas, micro-organismos e animais) ou S&o
derivados de produtos naturais (NEWMAN et al., 2003; BOLDI, 2004; CALIXTO,
2005; KOEHN E CARTER, 2005). Existem varios medicamentos que tiveram sua
origem nas plantas, tais como quinino, digitalicos, morfina e ainda a classica
aspirina, um medicamento hoje sintetizado que teve sua estrutura derivada da
espécie vegetal a Salix alba (SAKLANI E KUTTY, 2008).

Neste contexto de importancia e diversidade de estruturas que as plantas
representam é que percebemos que nos Ultimos anos o interesse nas especies
vegetais vem aumentando na ansia de se descobrir novos tratamentos para doencas
gue nao respondem satisfatoriamente as terapias existentes (HOUGHTON, 1995).

Evidéncias recentes da industria farmacéutica mostram que, para algumas
doencas complexas, os produtos naturais representam uma fonte extremamente
valiosa para a producdo de novas entidades quimicas, uma vez que representam
estruturas privilegiadas selecionadas por mecanismos evolutivos durante um periodo
de milhdes de anos (CALIXTO, 2005; ITOKAWA et al., 2008).

Na dermatologia, ndo € diferente, varios estudos demonstram que as plantas
tém sido utilizadas ha séculos para o tratamento de doencas inflamatorias cutaneas,
incluindo a psoriase. Somado a eficacia no tratamento tem-se a vantagem de
normalmente tratar-se de uma solucéo segura e barata (MAN et al., 2008). Portanto,
0s pesquisadores continuam buscando nas plantas novas estruturas quimicas para
suprir a crescente necessidade de descoberta de novas terapias para as mais
diversas patologias, inclusive as de pele. Além de poder desvendar as propriedades
curativas ocultas nas plantas e também estabelecer uma exploracdo racional e
sustentavel das grandes biodiversidades (PLAEGER, 2003; CALIXTO, 2005;
SAKLANI E KUTTY, 2008).
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Uma das estratégias para a descoberta de novos agentes terapéuticos € a
investigacdo de metabdlitos secundarios em plantas. Os alcaldides destacam-se
dentre os metabdlitos sintetizados por vegetais, pois sdo substancias que
apresentam grande diversidade estrutural, sendo responsaveis pelas atividades
biolégicas de muitas plantas medicinais, por este e outros motivos tornam-se
bastante importantes na descoberta de novos farmacos (CORDELL et al., 2001).
Esses metabdlitos s&o encontrados em muitas familias botanicas como
Papaveraceae, Rutaceae, Apocynaceae, Loganiaceae e Rubiaceae entre outras
(KERBER et al., 2008).

1.3 O Género

Psychotria € o maior género da familia Rubiaceae, com cerca de 2000
espécies (ALMEIDA E ALVES, 2000; DAVIS et al., 2001; COELHO E BARBOSA,
2004). Normalmente € representado por arbustos, pequenas arvores e ervas, trata-
se de um género pantropical e subtropical sendo encontrado nos dois hemisférios e
gue pode ser dividido em trés subgéneros: Psychotria, Tetramerae e
Heteropsychotria, sendo esta divisdo baseada em caracteristicas morfolégicas e
distribuicdo geografica (COELHO E BARBOSA, 2004; LOPES et al., 2004). As
espécies de Psychotria apresentam pequenas flores polinizadas por abelhas,
moscas e mariposas e constituem fonte de néctar e frutos para animais, fazendo
parte dos recursos utilizados pela fauna de diversas comunidades de florestas
(ALMEIDA E ALVES, 2000)

Uma das caracteristicas das plantas da familia Rubiaceae é a presenca de
alcalbides inddlicos derivados do metabolismo do triptofano, moléculas que podem
apresentar diversas atividades bioldégicas como acdo sobre o sistema nervoso
central, atividade anti-inflamatoéria, analgésica, antioxidante e neuroprotetora
(KERBER et al., 2008). Os alcaldides também séo o principal grupo de metabdlitos
secundarios do género Psychotria (LOPES et al., 2004).

As espécies do género Psychotria, estdo sendo amplamente empregados na
medicina popular, destinando-se para um grande numero de indicacfes

terapéuticas, como afec¢gbes vaginais, auxiliar no pré- e poés-parto, doencas
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pulmonares, afec¢des cutaneas, Ulceras, disturbios do aparelho gastrico, problemas
oculares, dores de cabeca e ouvido. Este uso popular faz crescer a necessidade e
motiva a investigacdo das propriedades bioldgicas tanto dos extratos como dos
metabdlitos secundarios deste grupo de espécies vegetais (ADJIBADE et al., 1990).

Alguns estudos j& foram realizados com espécies do género Psychotria,
dentre estes estudos, pode-se citar uma pesquisa etnofarmacolégica que
demonstrou que camponeses da Amazonia usavam preparados caseiros com flores
e frutos de Psychotria colorata como analgésico. A avaliacdo farmacolégica dos
alcaldides obtidos a partir de folhas e flores desta espécie mostrou atividade
analgésica dose-dependente e reversivel pela naloxona (AMADOR et al., 1996).
Outro estudo realizado com extrato de Psychotria oleoides, demonstrou uma
importante atividade do extrato, in vivo e in vitro, sobre a secre¢cdo de hormdnios
hipofisarios, além disso, provaram ser a psicoleina 0 componente principal e o
responsavel pela atividade inibitoria sobre a secrecdo do horménio do crescimento
em cultura de células hipofisarias, inibicdo provavelmente mediada pela interacao
com os receptores de somatostatina (RASOLONJANAHARY et al., 1995).

Dentre todas as atividades descritas acima para o género Psychotria e
considerando-se a grande diversidade de estruturas entre as espécies do género e
as importantes atividades bioldgicas ja relatadas € que nos desperta o interesse pela
espécie Psychotria nuda (Figura 3), a qual ndo possui estudos relatados na literatura
sobre suas atividades terapéuticas e mostra-se uma importante possivel fonte para a
busca de novos farmacos para tratar, por exemplo, os problemas inflamatorios

cutaneos.



Figura 3 - Foto das partes aéreas da espécie Psychotria nuda.
Fonte: Verdi, 2010, em Flora- RS
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do extrato bruto hidroalcodlico 50% das folhas da Psychotria
nuda (EBPN) no processo inflamatério da pele em modelos animais de inflamagéo

aguda e crbnica induzidos pela aplicacao topica de 6leo de créton em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito anti-inflamatorio tépico do EBPN no modelo agudo de edema
de orelha induzido pelo 6leo de croéton;

- Analisar o efeito do EBPN na infiltracdo de leucdécitos nos animais
submetidos ao modelo agudo de inducéo de edema por aplicacéo de Oleo de créton,
através da atividade enzimatica da mieloperoxidade (MPO) e por analise histoldgica;

- Verificar o efeito da aplicacdo do EBPN no modelo crénico de inducdo de
edema por multipla aplicacdo de 6leo de croton, analisando o edema e peso;

- Investigar a acao do tratamento com o EBPN sobre a migracao de leucdcitos
(neutrdéfilos e mondcitos) nos animais submetidos ao modelo cronico de inducéao de
edema por multipla aplicacdo de 6leo de croton, através da atividade enzimatica da
mieloperoxidase (MPO), NAG e por analise histologica;

- Investigar a acdo do tratamento com EBPN sobre a hiperproliferacdo nos
animais submetidos ao modelo crénico de inducédo de edema por multipla aplicacéo
de 6leo de créton, através da andlise histoldgica;

- Analisar o efeito do tratamento com o EBPN sobre a proliferacdo dos
gueratindcitos nos animais submetidos ao modelo crénico de inducédo de edema por

multipla aplicacédo de 6leo de créton pela andlise imunohistoquimica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Botanico

O material botanico (folhas) foi identificado e fornecido pelo grupo de
pesquisa da Prof®. Dr® Katia Christina Zuffellato-Ribas, do Departamento de
Botanica da UFPR. O extrato bruto hidroalcodlico 50% das folhas da Psychotria
nuda (EBPN) foi produzido no laboratério da Proft Daniela de Almeida Cabrini do

Departamento de Farmacologia da UFPR.

3.2 Animais Experimentais

Camundongos da variedade Swiss fémeas (15-35 g) fornecidos pelo Biotério
do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana (UFPR), foram
mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura (22 + 2 °C) e iluminacéo (ciclo
claro/escuro de 12 h), com acesso livre a agua e racdo. Os animais foram mantidos
no laboratério por um periodo de pelo menos 1 hora antes do inicio dos
experimentos, para adaptacdo e, usados somente uma vez em cada teste. Os
experimentos foram conduzidos de acordo com 0s principios éticos estabelecidos
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pelo
Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal do Parané sob o
namero 390/2009.

3.3 Avaliacédo do edema de orelha

O edema de orelha foi expresso como o aumento da espessura (mm) da
orelha dos camundongos (A Espessura da orelha = espessura final — espessura

inicial). A espessura da orelha foi medida com o auxilio de um micrébmetro digital
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(GREAT MT - 045B), antes e 6 horas apés a indugédo do processo inflamatério no
modelo agudo e diariamente no modelo crénico. O agente flogistico, o0 EBPN e
dexametasona foram diluidos em 20 uL de acetona e aplicados na orelha direita de
cada camundongo. Para minimizar variagcfes referentes a técnica, os experimentos

foram conduzidos sempre por um Unico experimentador.

3.4 Edema de orelha agudo induzido pela aplicacéao topica de 6leo

de créton

O Oleo de Croton (Croton tiglium L.) € um potente agente indutor de edema,
capaz de promover uma resposta inflamatdria bastante intensa, assemelhando-se a
algumas doencgas cutaneas (GABOR, 2000). Para avaliar a atividade dos extratos
nesse modelo, o edema foi induzido pela aplicacdo topica de 0,4 mg de Oleo de
croton diluido em 20 yL de acetona na orelha direita dos camundongos. O EBPN
(0,038; 0,1; 0,3; 0,6 e 1,0 mg/orelhna) e o controle positivo dexametasona (0,05
mg/orelha), foram administrados topicamente logo apds a inducdo do processo
inflamatorio, ou seja, procedeu-se a aplicacdo do agente indutor em todos os
animais e na sequéncia foram aplicados os tratamentos. A espessura da orelha foi
avaliada 6 horas apés a aplicacdo do agente indutor. Apds 24 horas da inducédo do
processo inflamatério, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e
circulos de 6 mm de tecido da orelha foram coletados e submetidos ao ensaio da

atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) e analise histologica.

3.5 Edema de orelha crénico induzido pela maualtipla aplicacéo

topica de Oleo de créton

O processo inflamatorio crénico foi induzido na orelha direita dos animais pela
aplicacdo multipla de Oleo de créton (0,4 mg/orelha em 20 pL de acetona) em dias
alternados durante 9 dias. Esse € um modelo que permite avaliar a atividade anti-

inflamatoria do composto frente a um processo inflamatério ja estabelecido. O EBPN
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(1,0 mg/orelha) e a dexametasona (0,05 mg/orelha), comecaram a ser administrados
a partir do quinto dia de experimento 2 vezes ao dia (12 h/12h) por via tépica. O dleo
de croton, a dexametasona e o EBPN foram dissolvidos em 20 uL de acetona e
aplicados na orelha direita de cada camundongo.

No 9° dia do experimento os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e amostras de tecido das orelhas (circulos de 6 mm) foram coletadas,
pesados e submetidos ao ensaio da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO)
e N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) (n = 5), e também para posteriormente ser
realizada a avaliacdo histolégica e imunohistoquimica (Antigeno Nuclear de
Proliferacdo Celular - PCNA) (n = 5). O desenvolvimento do experimento foi

realizado conforme o esquema mostrado no esquema abaixo.

ocC ocC oC ocC OC 1x
T T T T T 2x

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Avaliacao do Edema

Legenda: OC = Inducéo do edema com Oleo de Créton; T = Dias de tratamento

3.6 Ensaio da atividade enzimatica da MPO

A atividade da enzima MPO é utilizada como indicativo da presenca de
leucdcitos polimorfonucleares no tecido. Para a avaliacdo da atividade da enzima
mieloperoxidase foi utilizada a metodologia de BRADLEY e colaboradores (1982)
modificada por DE YOUNG e colaboradores (1989). As amostras de tecido (circulos
de 6 mm de tecido) das orelhas de camundongos submetidos ao modelo de edema
de orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de créton, foram pesadas e
adicionadas a 0,75 ml de tampéao fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4), contendo 0,5%
de hexadeciltrimetilambénio (HTAB) e homogeneizadas por 45 s a 0°C. O

homogenato foi decantado em microtubos e adicionado a 0,75 ml de tampé&o fosfato



33

(anteriormente descrito). As amostras (1,5 ml) foram colocadas em microtubos e
centrifugadas a 11.200 xg a 4 °C por 20 min. Triplicatas de 30 ul do sobrenadante
foram colocadas em placas de 96 pocos, adicionando 200 pl de uma mistura
contendo 100 pl de tampéo fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4), 85 ul de PBS 0,22 M
(pH 5,4) e 15 pl de peroxido de hidrogénio 0,017% em cada pogo. A adi¢éo de 20 pl
de tetrametilbenzidina.HCI (TMB) 18,4 mM dissolvida em uma solucéo aquosa de
dimetilformamida a 8%, promoveu o inicio da reacdo. Posteriormente a placa foi
incubada a 37°C por 3 min, adicionando 30 pl de acetato de sédio 1,46 M (pH 3,0)
em cada poco para interromper a reacdo. A atividade enzimética foi determinada
colorimetricamente usando leitor de placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL 808)

cuja leitura da absorbéancia é feita a 630 nm, sendo expressa em mDO/bidpsia.

3.7 Ensaio da atividade enzimatica da NAG

A atividade da enzima NAG é utilizada como indicativo da presenca de
leucécitos mononucleares no tecido. A atividade da NAG foi avaliada utilizando a
metodologia de SANCHEZ e MORENO (1999). As amostras de tecido (circulos de 6
mm de tecido) das orelha de camundongos submetidos ao modelo de edema de
orelha induzido pela aplicacdo mdultipla de o6leo de croton foram pesadas e
adicionadas a 0,75 ml de solucao de fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4) contendo 0,5%
de HTAB e homogeneizadas por 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em
microtubos e adicionado 0,75 ml de tampédo fosfato (anteriormente descrito). As
amostras (1,5 ml) foram colocadas em microtubos e centrifugadas a 11.200 xg a 4
°C por 20 min. Triplicatas de 25 pL do sobrenadante foram colocadas em placas de
96 pocos, adicionando 100 pL de tampéo citrato 50 mM (pH 4,5). A reacédo foi
iniciada pela adicdo de 25 pL de p-nitrofenil-acetamida-B-D-glicopiranosideo (2,24
mM) dissolvido agua miliQ. Em seguida a placa foi incubada a 37°C por 1 h e a
reacao interrompida pela adicdo de 30 ul de tampao glicina 200 nM (pH 10,4) em
cada poco. A atividade enziméatica foi determinada colorimetricamente usando um
leitor de placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL 808), cuja leitura da absorbancia

é feita a 405 nm, sendo expressa em mDO/bidpsia.
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3.8 Avaliacéo histoldgica da pele

As amostras do tecido de orelhas coletadas dos camundongos foram fixadas
em solugdo ALFAC (85% de etanol 80%, 10% de formol 40% e 5% de &cido acético
glacial) desidratadas e emblocadas em parafina. Os blocos foram seccionados em
cortes de 5 ym e esticados em laminas. Os cortes foram desparafinizados em xilol,
em seguida hidratados em sequéncia decrescente de &lcool, finalizando com
coloracdo em hematoxilina e eosina. A infiltragcdo de leucdcitos foi avaliada em areas
representativas com aumento de 400x (agudo) e 200x (cronico). A quantificacdo da
infiltracdo celular (leucdcitos) foi realizada através de contagem, com o auxilio do
programa de computador ImageJ versao 1.41 (Instituto Nacional de Saude, EUA). A
espessura da epiderme no modelo cronico foi avaliada em areas representativas
com aumento de 200x. A espessura da epiderme foi avaliada em 5 regides ao longo

de cada imagem com o auxilio do programa de computador ImageTools verséo 3.0.

3.9 Marcacao imunohistoquimica para avaliar proliferacéo celular

Cortes de 5 ym obtidos dos blocos de parafina com as amostras das orelhas,
preparados como descrito anteriormente, foram acomodados em laminas
silanizadas. As laminas contendo os cortes foram desparafinizadas duas vezes em
xilol, 10 minutos cada, e reidratadas em concentracoes de alcool decrescentes
100%, 95%, 80% e 70% para o bloqueio de radicais aldeido, os cortes foram
tratados com glicina (0,1 M) por 2 minutos, enquanto que para o bloqueio de
peroxidase enddgena os cortes foram tratados com peroxido de hidrogénio em
metanol a 3% por 10 minutos. Em seguida os cortes foram tratados com tampao
fosfato (PBS) com 1% de albumina sérica bovina (BSA) por 30 minutos, para
reducdo da marcacdo ndo especifica. Para a deteccdo do Antigeno Nuclear de
Proliferacdo Celular (PCNA), as laminas foram incubadas com 1:100 do anticorpo
policlonal anti-PCNA (Santa Cruz Biotechnologu, Inc., EUA) diluido em PBS/BSA 1%
em temperatura ambiente em camara Umida por 2 horas, apds este tempo 0s cortes
foram lavados com PBS/BSA 1%. Posteriormente, as secc¢dOes foram incubadas com

anticorpo secundario IgG HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc., EUA) diluido 1:100
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em PBS/BSA 1% em temperatura ambiente em camara umida por 1 hora. Os sitios
de ligacdo para peroxidase foram detectadas por coloracdo usando cromdgeno
diaminobenzidina (Kit de substrato DAB), incubadas por 15 minutos. O excesso de
cromégeno foi retirado em &gua corrente. Entre todas as etapas, os cortes foram
lavados duas a trés vezes em PBS. Finalmente, as laminas contendo os cortes
foram desidratadas, clareadas com xilol e montadas com Balsamo do Canada
(ATHAR et al., 2004). Para avaliacdo da marcagao dos cortes foi utilizada lente
ocular graduada e a marcacao foi avaliada em areas representativas com aumento
de 200x. A quantificagdo da marcagéo da proteina PCNA foi realizada em 3-5 cortes
histologicos distintos de cada grupo, sendo escolhidos 5 diferentes fotos de forma
randémica de cada corte. A quantificacdo foi expressa em nimero de células por
foto utilizando o programa ImageJ® versao 1.41 (Instituto Nacional de Saude, EUA).

3.10 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + E.P.M. A significancia
estatistica entre os grupos foi avaliada por analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. O nivel de significancia aceito para
os testes foi de P<0,05. Todos os testes foram realizados utilizando o software
estatistico GraphPad Prism versdo 5.0, Sdo Diego, Califérnia, EUA. O célculo da

DEs foi realizado através do programa Kaleida graphic.



36

4 RESULTADOS

4.1 Edema de orelha agudo induzido pela aplicacao topica de 6leo

de créton

O edema foi induzido pela aplicacédo tépica de 6leo de créton e, em seguida
tratado topicamente com EBPN (0,03 - 1,0 mg/orelha) ou dexametasona (0,05
mg/orelha). Os resultados demonstraram que a aplicacdo topica de 6leo de créton
(0,4 mg/orelha) na orelha dos camundongos promoveu um aumento significativo de
0,127 £+ 0,01 mm na espessura da orelha 6 horas ap6s a sua administracdo. O
edema foi inibido, de maneira dose-dependente, pela aplicacdo topica do extrato
obtendo-se uma dose efetiva 50% (DEso) igual a 0,46 + 0,07 mg/orelha (Figura 4B),
apresentando maior inibicdo com a dose de 1,0 mg/orelha de 71,6 + 1,3%. O
controle positivo utilizado, dexametasona (0,05 mg/orelha) também promoveu

inibicdo da formacao do edema, correspondente a 72,7 + 3,4% (Figura 4A).
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Figura 4 - (A) Curva dose-resposta e (B) Dose Efetiva 50% do EBPN no modelo de
edema de orelha induzido por 6leo de croton. O processo inflamatério foi induzido na
orelha dos animais pela administracédo topica de 6leo de croton (0,4 mg/orelha), em
seguida, receberam os tratamentos tépico com o EBPN (0,03 — 1,0 mg/orelha) ou
dexametasona (0,05 mg/orelha). Apés 6 horas da aplicacdo do agente flogistico, a
espessura das orelhas foi medida com o auxilio de um micrémetro. A anélise
estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. *** P<0,001 foi indicativo de
significancia quando comparado ao grupo controle.
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4.2 Avaliacao do ensaio da atividade enzimatica da MPO no modelo

agudo

A avaliacdo da atividade da enzima MPO é utilizada como um marcador
indireto de infiltracdo leucocitaria no tecido inflamado. Para tal, 24 horas apds a
inducdo do edema de orelha pela aplicacdo tépica de Oleo de créton e os
respectivos tratamentos, foram coletadas amostras de tecido (6 mm) para verificar a
atuacdo do EBPN e da dexametasona sobre este parametro inflamatério. Observou-
se que o tratamento tépico com EBPN foi capaz de inibir significativamente a
atividade da enzima MPO na pele; sendo que a maior inibicdo da atividade
enzimatica foi observada no grupo tratado com 1,0 mg/orelha do EBPN, com 73,4 +
0,7%. A dexametasona, utilizada como controle positivo, promoveu inibicdo de 65,0
+ 2,2%, sendo ambos comparados ao grupo controle (0,28 + 0,04 mDO/biépsia)
(Figura 5).
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Figura 5 - Efeito dos tratamentos topicos com EBPN e dexametasona sobre a
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). O processo inflamatorio foi induzido na
orelha dos animais pela administracdo topica de 6leo de croton (0,4 mg/orelha), em
seguida receberam os tratamentos tépico com os EBPN (0,03 — 1,0 mg/orelha) ou
dexametasona (0,05 mg/orelha). Apés 24 horas da aplicacdo do agente flogistico,
amostras de tecido (6 mm) foram retiradas e utilizadas para a avaliar a atividade da
enzima MPO. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da andlise
de variancia (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. * P<0,05 e **
P<0,01 foram indicativos de significancia quando comparados ao grupo controle.
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4.3 Avaliacao histolégica no modelo agudo

Para verificar se a atividade anti-inflamatéria apresentada pelos extratos
estaria relacionada a uma redugcédo da migracéo celular para o tecido lesionado,
foram realizadas analises histoldgicas das amostras das orelhas dos camundongos
submetidos ao modelo agudo de edema de orelha. Observou-se que a aplicacéo
topica de 6leo de créton promoveu aumento na infiltracdo celular, culminando na
formacdo do edema. A partir dos cortes histoldgicos foi possivel a visualizacédo e a
guantificacdo da acdo do extrato EBPN (1,0 mg/orelha) sobre a migracao
leucocitaria induzida pela aplicacéo topica de 6leo de créton. O extrato foi capaz de
reduzir a migragéo celular em 37,0 £ 2,1%. Enquanto a dexametasona promoveu
inibicdo de 52,7 + 0,3%, quando comparados ao grupo controle (116,5 + 4,3
células/campo) (Figura 7). A Figura 6 mostra fotos representativas dos cortes

histologicos das orelhas dos animais, com aumento de 400x.
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Figura 6 - Imagens representativas da histologia de cortes transversais de orelhas
camundongos coradas com hematoxilina-eosina (aumento de 400x, escala de 200
Mm) coletadas 24 horas apds a aplicagao de 6leo de créton (0,4 mg/orelha). Sendo
representados, o grupo veiculo (A), que recebeu apenas 20 ul de acetona/orelha, o
grupo controle (B), o grupo tratado com EBPN (C) (1,0 mg/orelha) e dexametasona

(D).
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Figura 7 - Efeito do extrato e da dexametasona sobre a migracéao celular induzida
pela aplicagéo topica de 6leo de croton. A quantificacdo foi realizada através da
contagem dos leucécitos totais com aumento de 400x em cinco campos distintos de
cinco cortes histologicos de cada animal por grupo. As barras verticais representam
a média + E.P.M. (n=4). Os simbolos representam o nivel de significancia quando
comparado ao grupo controle. Os simbolos representam o indice de significancia,
### P<0,001 quando comparado o grupo controle com o grupo veiculo e *** P<0,001
quando comparados 0s grupos tratamento com o grupo controle.

4.4 Edema de orelha cronico induzido pela madaltipla aplicagao

topica de oleo de créton

As multiplas aplicac6es do 6leo de croton (0,4 mg/orelha, tdpico) induziram a
formacdo do edema na orelha dos camundongos 6 horas ap0s a primeira aplicacéo,
aumentando nos dias seguintes e atingindo o efeito maximo no quinto dia, quando
comparado ao grupo veiculo (acetona). Os tratamentos (duas vezes por dia, 12 h/12
h, tépico) foram realizados do 5° ao 9° dia do experimento. A aplicacdo do corticoide
dexametasona (0,05 mg/orelha), utilizado como controle positivo, foi capaz de
impedir a formacdo do edema desde o 1° dia de tratamento até o final do

experimento, quando comparado ao grupo controle. O grupo tratado com o EBPN
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(1,0 mg/orelha) também mostrou uma reducéo na formacdo do edema durante todo

o tratamento, quando comparado ao grupo controle (Figura 8).
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Figura 8 - Efeito do EBPN (1 mg/orelha), dexametasona (0,05 mg/orelha) e veiculo
(acetona) no edema de orelha induzido pela mdltipla aplicacdo de 6leo de créton
(0,4 mg/orelha). Os tratamentos foram iniciados no quinto dia de experimento. O
edema foi medido pela diferenca entre a espessura basal da orelha direita e sua
espessura durante os 9 dias apos a inducdo do edema. Os pontos representam a
média e barras verticais o E.P.M. de 10 animais. A andlise estatistica entre os
grupos foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc
de Newman-Keuls. **P<0,001 foi indicativo de significancia quando comparado ao
grupo controle.

Ao final do experimento (9° dia de experimento) as repetidas aplicacdes de
O0leo de créton promoveram um aumento significativo no peso da orelha dos
camundongos do grupo controle (19,2 £+ 0,7 mg) quando comparado aos grupos
naive (8,3 = 0,2 mg) e veiculo (10,6 = 0,4 mg). Os tratamentos com o EBPN e
dexametasona causaram reducdo no aumento de peso das orelhas em 44,4 + 2,6%

e 70,1 + 1,6%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito do EBPN (1,0 mg/orelha), dexametasona (0,05 mg/orelha) e
veiculo (acetona) no peso das orelhas no 9° dia apds multiplas aplicacdes de 6leo de
croton (0,4 mg/orelha). Todos os dados apresentados representam a media £ E.P.M.
de 10 animais. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise
de variancia (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. ### P<0,001
foi indicativo de significancia, quando comparado com o grupo veiculo. *** P<0,001
foi indicativo de significancia quando comparado ao grupo controle.

4.5 Avaliacao do ensaio da atividade enzimatica da MPO no modelo

crdnico

A MPO é um marcador de leucdcitos polimorfonucleares e a determinacéo da
sua atividade indica de forma indireta a infiltracdo leucocitaria no tecido lesionado.
Como esperado, o tratamento repetido com 6leo de créton na orelha promoveu um
aumento significativo na atividade da MPO no grupo controle (613,0 + 131,7
mDO/Bio6psia), quando comparado aos grupos naive (17,2 + 3,4 mDO/Biépsia) e

veiculo (18,4 = 0,6 mDO/Bio6psia). Nas orelhas tratadas com o EBPN (1,0 mg/orelha)
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e dexametasona (0,05 mg/orelha) a atividade da MPO foi reduzida em 81,3 + 4,0% e

100,0 £ 0,1%, respectivamente, em comparacao ao grupo controle (Figura 10).
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Figura 10 - Efeito do EBPN (1,0 mg/orelha), dexametasona (0,05 mg/orelha) e
veiculo (acetona) sobre a atividade enzimatica da mieloperoxidase em sobrenadante
de orelhas tratadas com 0leo de créton. As atividades enzimaticas nas orelhas foram
mensuradas no 9° dia apos tratamento com mudltipla aplicacdo de 6leo de créton.
Todos os dados apresentados sdo média £ E.P.M. de 5 animais. A analise
estatistica entre os grupos foi verificada através da andlise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. ### P<0,001 foi indicativo de
significancia quando comparado ao grupo veiculo. *** P<0,001 foi indicativo de
significancia quando comparado ao grupo controle.

4.6 Avaliacdo do ensaio da atividade enzimética da NAG no modelo

cronico

A atividade enzimatica da NAG é usada como indicativo indireto da presenca
de leucécitos mononucleares no tecido lesionado. A inflamacao da pele induzida por
multiplos tratamentos com 6leo de créton promoveu um aumento da atividade da

NAG no tecido do grupo controle (125,5 + 7,6 mDO/Biépsia) quando comparada aos
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grupos naive (60,6 £ 8,2 mDO/Bidpsia) e veiculo (83,0 £ 4,7 mDO/Bidpsia). Nas
orelhas tratadas com dexametasona (0,05 mg/orelha) a atividade da NAG foi
reduzida em 57,7 + 3,5%, em comparagao ao grupo controle. O grupo tratado com
EBPN (1,0 mg/orelha) ndo mostrou nenhuma alteracdo na atividade enzimética da

NAG quando comparado ao grupo controle (Figura 11).
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Figura 11 - Efeito do EBPN (1,0 mg/orelha), dexametasona (0,05 mg/orelha) e
veiculo (acetona) sobre a atividade enzimatica da N-acetil-B-D-glucosaminidase
(NAG) em sobrenadante de orelhas tratadas com 6leo de créton. As atividades
enzimaticas nas orelhas foram mensuradas no 9° dia apds tratamento com multiplas
aplicacdes de 6leo de croton. Todos os dados apresentados sdo média + E.P.M. de
5 animais. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. ### P<0,001 foi
indicativo de significancia quando comparado ao grupo veiculo. **P<0,01 foram
indicativos de significancia quando comparado ao grupo controle.
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4.7 Avaliacao histolégica no modelo crénico

A andlise histolégica do tecido das orelhas apos o tratamento repetido com
6leo de créton (Figura 12) permitiu a avaliacdo da infiltracdo leucocitaria, assim
como hiperproliferacdo dos queratinécitos da epiderme (aumento na espessura da
epiderme). Observou-se que a multipla aplicacao topica de 6leo de créton promoveu
aumento na espessura da orelha e na infiltracdo celular. A partir dos cortes
histologicos foi possivel a visualizacdo e a quantificacdo da acao do extrato EBPN
(1,0 mg/orelha) sobre a migracao leucocitaria induzida pela aplicacéo tépica de 6leo
de croton. O extrato foi capaz de reduzir a migracdo celular em 79,5 + 1,6%.
Enquanto a dexametasona promoveu inibicdo de 71,8 + 1,8%, quando comparados
ao grupo controle (331,4 + 23,8 células/campo) (Figura 13). A mdultipla aplicacao
topica de 6leo de créton também gerou um aumento na espessura da epiderme dos
animais do grupo controle (46,6 = 4,1 um) em relacdo aos grupos naive (8,6 + 0,3
pm) e veiculo (9,1 + 0,1 pm). Tanto o EBPN (1,0 mg/orelha), assim como a
dexametasona (0,05 mg/orelha) inibiram o aumento da espessura da epiderme em
52,6 £ 3,2% e 66,3 £ 3,5%, respectivamente (Figura 14). A Figura 12 mostra fotos
representativas dos cortes histologicos das orelhas dos animais, com aumento de
200x.
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Veiculo

Figura 12 - Imagens representativas da histologia de cortes transversais das orelhas
de camundongos coradas com hematoxilina-eosina (aumento de 200x, escala de
200 pm) coletadas no 9° dia apds a multipla aplicagdo de Oleo de créton (0,4
mg/orelha). Grupos: naive (sem tratamento), veiculo (acetona), controle, EBPN (1,0
mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha). Os tratamentos foram iniciados no
quinto dia do experimento.
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Figura 13 - Efeito do EBPN (1,0 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha) e
veiculo (acetona) sobre a migracéo leucocitaria no 9° dia apds inducdo com mdltipla
aplicacéo de Oleo de créton. Todos os dados apresentados sdo média + E.P.M. de 3
animais (3 cortes por animal, 5 campos por corte) e 0s cortes corados com
Hematoxilina-eosina. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da
analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls.
##P<0,001 foi indicativo de significancia, quando comparado com o grupo veiculo.
***P<(0,001 foi indicativo de significancia quando comparado com o controle.
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Figura 14 - Efeito do EBPN (1,0 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha) e
veiculo (acetona) sobre a espessura da epiderme no 9° dia apdés inducdo com
multipla aplicacdo de Oleo de créton. Todos os dados apresentados sio média +
E.P.M. de 3 animais (3 cortes por animal, 5 campos por corte). A andlise estatistica
entre os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls. "#P<0,001 foi indicativo de significancia, quando
comparado com o grupo veiculo. **P<0,001 foi indicativo de significancia quando
comparado com o controle.

4.8 Avaliacéao da proliferacao celular

A técnica de imunomarcacédo para PCNA foi utilizada para avaliar o nimero
de células em proliferacdo na pele das orelhas tratadas com multiplas aplicacfes de
Oleo de croton. A Figura 15 mostra fotos representativas da imunohistoquimica para
PCNA a qual permitiu avaliar as mudancas no padrdo de proliferacdo celular no
tecido da orelha direita dos camundongos apés a mdultipla aplicacdo do 6leo de
croton e os respectivos tratamentos pela via tépica. A multipla aplicacdo do 6leo de
créton promoveu aumento significativo do nimero de células em proliferacéo na pele

da orelha do grupo controle (51,5 + 1,9 células/campo) quando comparados com 0s
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grupos veiculo (17,2 £ 0,9 células/campo) e naive (12,7 + 0,8 células/campo) (Figura
16). Os animais tratados topicamente com o EBPN (1,0 mg/orelha) e com a
dexametasona (0,05 mg/orelha) apresentaram uma redug¢do no numero de células
em proliferacdo em 76,1 + 1,6% e 83,1 £ 1,0%, respectivamente.
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Figura 15 - |Imagens representativas da marcacdo para PCNA por

imunohistoquimica em cortes transversais das orelhas de camundongos (aumento
de 200x, escala de 200 pym) coletadas no 9° dia apds a multipla aplicacdo de Oleo
de créton (0,4 mg/orelha). Grupos: naive (sem tratamento), veiculo (acetona),
controle, EBPN (1,0 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha). Os tratamentos
foram iniciados no quinto dia do experimento.



51

60-
HHH

(]
S
®©
e)
c &
-% @ 404
0L

%)
g
o=
c
=IO
E « 201

p —
%)
c«O | o .
E o
‘O
@)

0 T T
Naive Veiculo Controle EBPN Dexametasona

(1,0 mg/orelha) (0,05 mg/orelha)

Oleo de Créton (0,4 mglorelha)

Figura 16 - Avaliacdo imunohistoquimica do efeito do EBPN (1,0 mg/orelha) e
dexametasona (0,05 mg/orelha) e veiculo (acetona) sobre a proliferacao celular no
9° dia apos inducdo com multipla aplicacdo de Oleo de créton. Todos os dados
apresentados sdo média + E.P.M. de 3 animais (3 cortes por animal, 5 campos por
corte), em cortes marcados com o anticorpo anti-PCNA. A analise estatistica entre
os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
post-hoc de Newman-Keuls. *P<0,001 foi indicativo de significancia, quando
comparado com o grupo veiculo. **P<0,001 foi indicativo de significancia quando
comparado com o controle.
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5 DISCUSSAO

O mecanismo de hiperproliferacdo dos queratindcitos é de extrema
importancia para a manutencdo da homeostasia da pele quando esta sofre algum
tipo de injuria, mas qualquer alteragcdo neste processo de proliferacdo e
diferenciacdo leva a uma formacgéo defeituosa da barreira cutanea, liberacdo de
grande quantidade de fatores de crescimento, caracterizando a patogénese de
vérias doencas inflamatorias cuténeas, tais como a psoriase, feridas cutaneas
cronicas e até mesmo cancer de pele (ROBERT, 1998; LEE et al., 2009b).

As terapias existentes atualmente para tratar tais doencas além de nao
promoverem a resolucdo total do problema, apresentam diversos efeitos
indesejaveis. Por este motivo € que as plantas e seus compostos derivados
representam uma importante fonte de moléculas para o desenvolvimento de novos
farmacos. Inclusive ja existem muitos estudos que comprovam o efeito anti-
inflamatorio de diversas plantas, reafirmando entdo, a importancia delas na busca de
novas entidades terapéuticas (CALIXTO et al., 2004; LEE et al., 2009a; CABRINI et
al., 2011). Assim o presente estudo procurou avaliar o efeito anti-inflamatorio do
extrato bruto hidroalcoodlico 50% das folhas de Psychotria nuda, uma espécie que
nao possui dados relatados na literatura, mas cujo género mostrou, em alguns
estudos, ser detentor de tal atividade.

Para avaliar o potencial deste efeito usamos modelos de inflamac&o agudo e
cronico in vivo utilizando a técnica da aplicacédo topica do 6leo de créton na orelha
de camundongos. O 6leo de créton € uma mistura de lipideos extraidos da espécie
Créton tiglium L. (Euphorbiacea), conhecida por sua atividade flogistica (WANG,
2002; DE YOUNG, 1989). O componente ativo presente no 6leo de créton € o éster
de forbol 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato (TPA), cuja aplicacdo topica na
epiderme de camundongos causa uma série de alteracdes das atividades biologicas
e bioquimicas, resultando numa estimulacdo do metabolismo do &cido araquiddnico,
acumulo de neutréfilos e resposta inflamatéria acentuada (JANG E PEZZUTO,
1998). Portanto, o TPA é um agente promotor de tumor, e o edema de orelha
induzido por ele € um modelo animal muito utilizado para testar a atividade anti-
inflamatoria de diversos compostos (OTUKI et al.,, 2005; CHUN et al., 2006;
MURAKAWA et al., 2006). A resposta inflamatéria aguda causada pelo uso tépico do
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TPA apresenta eritema, vasodilatacdo e edema, além da infiltracdo de neutroéfilos
para o tecido (STANLEY et al., 1991; OTUKI et al., 2005). J& a multipla aplicacdo do
oleo de créton na pele induz uma reacao inflamatoria persistente caracterizada por
aumento do peso da orelha, infiltragdo leucocitaria e hiperplasia epidermal
(STANLEY et al., 1991; ALFORD et al., 1992).

Varios estudos tentaram elucidar o mecanismo de agéo do TPA aplicado via
topica, e a acdo se deve a varias alteracbes em processos celulares, como
crescimento, diferenciacdo e morte celular além da resposta inflamatéria (GARG et
al., 2008). Todos estes efeitos parecem estar diretamente associados a ativacao
direta da proteina quinase C (PKC), uma familia de enzimas responsaveis por ativar
uma cascata de transducdo de sinais celulares. Esta enzima PKC, por sua vez, é
estimulada por um mensageiro produzido a partir da ativacdo de receptores
acoplados a proteina G, o diacilglicerol (DAG) (ANDUJAR et al., 2010). O TPA,
entdo, ativa a PKC ligando-se a seu sitio regulatério imitando o DAG, seu ativador
endoégeno, promovendo assim uma ativacdo duradoura da enzima implicando na
diferenciacdo dos queratindcitos, promovendo tumor epidérmico e inflamacgéo
cutanea. Assim, o tratamento com TPA promove aumento da atividade da PKC e
esta ativacdo leva a um aumento consequente na acdo da enzima fosfolipase A;
(PLA,), aumentando a liberacdo de acido araquidonico (AA) e seus metabdlitos
leucotrienos (LT) e prostaglandinas (PGs) (GARG et al., 2008). Estes metabdlitos
agem como mediadores nas vias inflamatérias desencadeadas pelas enzimas
ciclooxigenase (COX) e 5-lipoxigenase (LOX) (IKUTA et al., 2008). Além de
promover aumento dos eicosanoides, prostaglandina E, (PGE) e leucotrieno By
(LTB4), o TPA também induz a expressao de citocinas pro-inflamatorias, interleucina
18 (IL-1B) e fator de necrose tumoral (TNF-a), que também desempenham um papel
importante na inflamacéo cutanea. A IL-13 € responsavel por ativar uma via que ira
resultar na transcricdo de genes que expressardo diversas moléculas importantes
para o processo inflamatorio, como quimiocinas, moléculas de adeséao, citocinas
secundarias, enzimas COX e o6xido nitrico sintase (OTUKI et al., 2005). J4 o TNF-a
também induz a expressdo de genes que sustentam a resposta inflamatéria, além de
ativar a via de sinalizacdo que ira promover a ativacdo do NF-kB, que tem acéo pro-
inflamatoria, o qual através de uma série de eventos de transducédo e sinalizacéo
intracelular promovido por quinases, como p38 MAPK e ERK, promove o aumento
da expresséo da enzima COX e a transcri¢do de IL-18 e TNF-a (CHUN et al., 2006).
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Portanto, ndo somente a inibicho das enzimas LOX e COX mas também o
antagonismo dos eicosandides inibem o edema induzido por TPA e podem ser
supostamente 0 mecanismo de acdo pelo qual a substancia teste esta agindo
(MURAKAWA et al., 2006).

Assim, a inflamacéo é caracterizada pelos quatro sinais classicos calor, rubor,
tumor e dor. O edema (tumor) € um bom parametro para avaliar a inflamacdo da
pele induzida por agentes flogisticos, portanto torna-se util na quantificacdo do efeito
anti-inflamatério de compostos quando testados frente ao modelo de aplicacdo
topica de 6leo de croton (CABRINI et al.,, 2011). Normalmente o aumento da
espessura da pele € um dos primeiros sinais que indicam irritacdo e inflamacao local
sendo, portanto, um parametro para avaliacdo de diversos processos que ocorrem
durante a inflamacdo da pele como: aumento da permeabilidade vascular, edema e
inchaco dentro da derme e proliferacdo dos queratinécitos da epiderme (AL-REZA
et al., 2010).

Em nosso estudo, percebe-se que a exposi¢cdo ao Oleo de créton ocasionou
um aumento substancial na espessura da orelha dos camundongos do grupo
controle submetidos ao modelo agudo de inflamacéo induzida pela aplicacdo topica
de oleo de créton. O EBPN, por sua vez, inibiu o edema de maneira dose-
dependente no modelo de inflamacdo aguda, sendo que esta inibicdo pode ser
chamada de dose-dependente porque os resultados entre as diferentes doses
testadas do extrato, quando comparados entre si, foram estatisticamente diferentes.
Este parametro da avaliacdo da espessura da orelha é utilizado por muitos autores
para avaliar o efeito anti-inflamatorio de plantas e seus compostos isolados. Alguns
autores que utilizaram o modelo de inflamag¢do aguda induzida por 6leo de créton
conseguiram demonstrar que seus extratos apresentaram efeito anti-inflamatorio,
como por exemplo, AL-REZA et al, 2010, testaram a acao do tratamento topico com
0 Oleo essencial de Zizyphus jujuba e BOLLER et al, 2010, avaliaram o efeito anti-
inflamatorio tépico do extrato bruto de Baccharis illinita, ambos demonstraram
inibicdo da formacdo do edema de orelha; CABRINI et al., 2011, testaram a acao
topica do extrato etandlico de Averrhoa carambola que apresentou inibicdo do
aumento da espessura da orelha; LEE et al, 2009 também demonstraram a inibicédo
do edema de orelha ocasionada pelo extrato etandlico de Chrysanthemum indicum,
evidenciando o efeito anti-inflamatério do mesmo (LEE et al., 2009a). Todos estes

estudos corroboram com o fato de que a avaliagdo da espessura da orelha no
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modelo de edema de orelha induzido por éleo de créton é um parametro importante
para avaliar efeito anti-inflamatorio, visto que a inibicdo da formacdo do edema pode
estar relacionada aos diversos fatores ja citados acima, como por exemplo, a
diminuicdo da permeabilidade vascular, edema dérmico e proliferacdo dos
gueratinécitos.

Outro modelo que permite avaliar o efeito anti-inflamatério de extratos e seus
compostos, através da andlise do edema causado por agentes flogisticos, é pela
multipla aplicacdo de Oleo de croton. Este modelo ocasiona uma resposta
inflamatéria prolongada, caracterizada por aumento de peso das orelhas, infiltracdo
de células inflamatérias e hiperplasia epidermal. Permite, assim, a avaliagdo do
efeito anti-inflamatério dos compostos num processo ja estabelecido e cronico, tal
fato assemelha-se com a clinica das desordens inflamatérias cutaneas, visto que o
tratamento € inserido normalmente apos a instalacdo do processo inflamatorio
(STANLEY et al., 1991; ALFORD et al., 1992).

Como os resultados obtidos no modelo agudo de edema de orelha
demonstraram que o EBPN apresentou efeito anti-inflamatorio, partiu-se entdo para
a avaliacdo do efeito no modelo cronico. Para isto utilizou-se a dose de 1,0
mg/orelha do extrato, e obteve-se como resultado uma inibicdo na formacdo do
edema visualizado através da reducdo da espessura e peso das orelhas dos
camundongos. Foi possivel observar que apds o estabelecimento do processo
inflamatorio, tanto o EBPN quanto a dexametasona reverteram a formacdo do
edema desde o primeiro dia do tratamento (5° dia do experimento) até o ultimo dia
do experimento. Os resultados demonstraram que houve aumento de peso das
orelhas do grupo controle em relacdo ao grupo naive, confirmando a instalacdo do
processo inflamatério. Ao passo que o tratamento com a dose de 1,0 mg/orelha com
o EBPN, assim como com a dexametasona (0,05 mg/orelha) reduziram o aumento
de peso das orelhas, evidenciando em mais um parametro o efeito anti-inflamatorio
do extrato estudado.

Na literatura podem ser encontrados estudos que comprovam o efeito anti-
inflamatorio de plantas e seus compostos isolados através do modelo crénico de
edema de orelha em camundongos. Um estudo com um biflavonéide extraido das
folnas da espécie Ginkgo biloba demonstrou que o composto exerce acdo anti-
inflamatoria pela inibicdo do edema de orelha e da producédo de prostaglandina E»,

assim como a avaliagdo histolégica do tecido indicou a reducdo da hiperplasia
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epidermal no grupo tratado com o composto (LIM et al., 2006). LEE et al, 2006,
relataram que o extrato etandlico de Chrysanthemus indicum e Asparagus
cochinchinensis, ambos testados no modelo cronico de edema de orelha, causam
uma reducéo substancial na espessura e peso das orelhas indicando efeito anti-
inflamatorio dos extratos (LEE et al., 2009a; LEE et al., 2009b).

Outra caracteristica marcante da resposta inflamatéria induzida por TPA é a
infiltracdo leucocitaria. Os leucécitos sdo células de defesa e sua principal acdo é
proteger o corpo durante um processo inflamatério. Dentre eles, os neutréfilos
constituem a primeira linha de defesa contra microrganismos invasores, como
bactérias, virus e fungos (ARATANI et al., 1999). O acumulo de leucécitos na pele é
uma caracteristica de processos inflamatorios dérmicos, sendo importante para a
manutencdo da reacdo inflamatoria, assim como para aumentar a quantidade de
mediadores inflamatodrios, como as enzimas COX e espécies reativas de oxigénio. O
extravasamento de leucocitos para a area inflamada envolve uma interacao
complexa entre os leucoécitos e o endotélio através da expressdo de moléculas de
adesédo na superficie, como a P-selectina, uma proteina adesiva responsavel pela
ligacdo dos neutrofilos com o endotélio, levando a uma diminuicdo na velocidade
destas células no leito vascular permitindo que as integrinas estabelecam fortes
ligacbes dos neutrofilos com o endotélio e ocorra consequentemente a diapedese
dos neutréfilos em direcdo ao tecido lesado (SANCHEZ E MORENO, 1999). Os
neutrofilos possuem em seus granulos azuroéfilos a enzima mieloperoxidase (MPO) e
esta quando liberada dos granulos, na presenca de ions cloro, transforma o peroxido
de hidrogénio (H,0,) em acido hipocloroso (HOCI), um potente oxidante citotdxico
gue esta relacionado a atividade antimicrobiana e dano tecidual causado pelos
neutrofilos na inflamacdo (ARATANI et al., 1999). Logo, MPO €& um importante
marcador indireto da presenca de leucdcitos polimorfonucleares no tecido lesado e a
avaliacdo de sua atividade esta relacionada a quantidade de células que migraram
para o tecido inflamado (BRADLEY et al., 1982; CABRINI et al., 2011).

Nossos resultados demonstram um aumento na atividade enzimatica da MPO
nos grupos controles, tanto no modelo agudo como no modelo crénico, indicando o
aumento da migracao leucocitaria para o tecido inflamado apés a inducédo do agente
flogistico. A dexametasona, utilizada como controle positivo, inibiu a atividade
enzimatica da MPO em ambos os modelos. Enquanto que, as diferentes doses (0,3;

0,6 e 1,0 mg/orelha) do EBPN testadas no modelo agudo também causaram inibi¢éo
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da atividade da MPO, sendo observada maior inibicdo no grupo tratado com 1,0
mg/orelna do EBPN. No modelo crénico, o EBPN também inibiu de modo
significativo a atividade da MPO.

Outra avaliacdo importante da inflamacdo é a atividade enzimética de NAG
qgue é um indicador indireto da presenca de leucocitos mononucleares no local da
inflamacdo (SANCHEZ E MORENO, 1999). Os leucdcitos mononucleares s&o
células observadas no infiltrado quando o processo inflamatério torna-se crénico, e a
NAG € uma enzima lisossomal produzida por mondcitos ativados, principalmente
macréfagos. Os macrofagos e mondcitos, principais células mononucleares
presentes no foco inflamatério, quando ativados sofrem degranulagdo promovendo a
liberacdo de uma série de mediadores inflamatorios, incluindo aminas bioativas
(histamina e bradicinina), citocinas, quimiocinas assim como mediadores lipidicos.
As acdes descritas acima levam a sustentacdo do processo inflamatorio, ja que
estes mediadores promoverdo o recrutamento e ativagdo de outras células
inflamatorias (BAILEY, 1988; LAWRENCE E GILROY, 2007).

A atividade na NAG foi testada apenas no modelo crbnico, ja que avalia
indiretamente células mononucleares que s&do predominantes num processo
inflamatorio crénico. A aplicacdo multipla de dleo de créton promoveu um aumento
na atividade enzimatica da NAG no grupo controle, o tratamento com a
dexametasona, por sua vez, inibiu a atividade da enzima em questdo. O grupo
tratado com EBPN ndo demonstrou nenhuma alteracdo na atividade da NAG quando
comparado ao grupo controle. Este dado nos permite saber que o extrato estudado
ja difere em algum ponto do mecanismo de acdo da dexametasona, pois a mesma
alterou a quantidade da enzima NAG no modelo cronico. Porém estudos mais
aprofundados séo necessarios para que se defina qual € o mecanismo de acédo do
extrato de P. nuda.

Portanto ao inibir a migracdo de leucdcitos polimorfonucleares e/ou
mononucleares o extrato pode contribuir com a diminuicdo dos sintomas causados
por estas células e mediadores, contribuindo assim para a resolucdo do processo
inflamatorio em varias doencas inflamatdrias crénicas. Nossos resultados indicam
gue o EBPN esteja inibindo o influxo de polimorfonucleares, uma vez que este foi
efetivo apenas inibindo a atividade da MPO em ambos os modelos, sem nenhuma

atividade significativa sobre a NAG no modelo cronico.
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Um estudo com o extrato etandlico de Vernonia scorpioides mostrou que o
extrato inibiu a atividade da MPO frente ao modelo de inducdo por aplicacdo topica
de 6leo de croton (RAUH et al., 2011). Outros trabalhos que demonstraram inibi¢cao
da atividade enzimatica da MPO foram com os extratos de Glehnia littoralis (YOON
et al, 2010); Egletes viscosa (CALOU et al., 2008) e Vitis rotundifolia (BRALLEY et
al.,2008), todos indicando o efeito anti-inflamatorio dos extratos testados, sendo uma
das acBes a provavel inibicdo da infiltracdo de células polimorfonucleares no tecido
lesado.

A partir dos cortes histologicos pode-se visualizar e quantificar a acdo do
EBPN sobre a migracéo leucocitaria, assim como avaliar a hiperproliferacdo celular.
As analises dos cortes histolégicos no modelo agudo demonstraram o aumento da
espessura da orelha e do infiltrado celular no grupo controle, indicando a instalagéao
de um processo inflamatorio induzido pelo 6éleo de créton. Percebe-se que 0s grupos
tratados com a dexametasona e com EBPN reduziram a migracéo leucocitaria e
também a espessura da orelha. Esta reducdo no infiltrado celular confirma o
resultado obtido com a inibicdo da MPO, pois significa que a agdo anti-inflamatoria
do EBPN pode estar relacionada a uma reducdo na migracao de polimorfonucleares
para o tecido lesado. A andlise histolégica do modelo crénico também demonstrou
aumento do infiltrado celular, além do aumento da espessura da epiderme no grupo
controle. Os resultados indicam que os tratamentos com a dexametasona e com o
EBPN reduziram ndo somente o infiltrado celular, mas também inibiram o aumento
da espessura da epiderme.

A hiperproliferacdo epidérmica € outra caracteristica marcante do modelo de
edema de orelha induzido por multipla aplicacdo do oleo de croton e que esta
intimamente relacionada com doencas de pele como a psoriase. O bom
funcionamento e manutencéo da estrutura da epiderme dependem do balanco bem
controlado entre a proliferacdo e diferenciacdo dos queratinécitos. Em doencas
dermatolégicas hiperproliferativas observa-se que ocorre uma interrup¢cdo neste
balanco e ocorre um intenso crescimento epidermal, cujo processo € mediado por
diversos fatores de crescimento, incluindo fator de crescimento dos queratindcitos
(KGF) que estimula proliferacédo celular basal (ALBANESI et al, 2007). Na psoriase o
inicio e manutencdo do processo de hiperproliferacdo parecem estar associados
primeiramente a infiltracdo de células T, com posterior liberacdo de citocinas por

estas e outras células (células dendriticas, macrofagos e neutrdéfilos) que levam a
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hiperproliferagdo. Algumas citocinas inflamatérias como IL-1, IL-6 e IFN-y séo
conhecidas como indutores diretos de hiperplasia epidermal. Além disso, as células
T parecem estar envolvidas na interrupcédo da membrana basal da epiderme. Assim,
tanto a presenca de citocinas como as falhas na membrana basal podem levar a
uma interpretacdo errada dos queratindcitos e induzir um processo de reparacéo,
liberando citocinas mitogénicas que levardo ao crescimento epidermal. Portanto, as
células inflamatérias, principalmente os linfécitos T desencadeiam e mantém a
hiperplasia cronica ao liberar citocinas pré-inflamtérias e ao quebrar a integridade
epidermal (TONEL e CONRAD, 2008).

Varios estudos analisando diferentes marcadores de diferenciacdo e do ciclo
celular demonstraram um aumento no namero de integrinas, queratina e PCNA nos
gueratindcitos de tecidos psoriaticos (ALBANESI et al, 2007).

A partir do resultado obtido na analise histolégica do modelo crénico cujo
tratamento com EBPN apresentou inibicdo do aumento da espessura da epiderme, e
a fim de verificar se o extrato estaria influenciando diretamente a proliferacéo celular
da epiderme induzida pela aplicacdo repetida de Oleo de croton, foi realizada a
técnica de imunohistoquimica com marcacdo do PCNA, o qual € um marcador das
células que estdo em processo de proliferacdo. Conforme observado nas fotos deste
teste, em todos os grupos foram detectados células positivas para PCNA como
indicativo de que estas estavam proliferando. Entretanto no grupo veiculo o nimero
de células é pequeno indicando uma proliferacdo basal baixa, o que é normal. O
tratamento crénico com Oleo de créton propiciou 0 aumento no namero de células
em proliferacdo no grupo controle. Foi possivel verificar através da analise
imunohistoquimica que o EBPN foi capaz de reduzir o nUmero de células positivas
para PCNA no modelo cronico de edema de orelha, indicando uma diminui¢cdo na
hiperproliferacdo epidermal induzida pela aplicagcdo multipla de 6leo de créton. Este
resultado reafirma a analise histolégica mostrando que a diminuicdo da espessura
da epiderme observada seja proveniente da diminuicdo da proliferacdo celular.
Avaliando o efeito do extrato etandlico da Vernonia scorpioides, RAUH et al, 2011,
trabalham com o mesmo modelo de inflamacdo e observam que o extrato em
guestdo reduziu a hiperproliferacdo epidermal, assim como outros parametros
inflamatorios avaliados.

A inflamacdo cutanea € uma das principais caracteristicas da psoriase,

caracterizando-se por migracdo e acumulo de neutrofilos e células mononucleares
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na epiderme e pela secregdo de citocinas por células inflamatoérias, além de ocorrer
um marcado espessamento epidérmico, devido ao aumento na proliferacdo dos
queratindcitos. A epiderme torna-se, entdo, alongada promovendo invaginacdes na
derme, ocorrendo também uma infiltracdo de leucocitos mononucleares na derme
(MAN et al., 2008; JACOBI et al., 2006; LOWES et al., 2007).

No modelo de orelha por aplicacdo cronica de éleo de créton o EBPN mostrou
ser efetivo, pois foi capaz de reduzir a maioria dos parametros inflamatorios
avaliados, edema, migracdo celular e hiperproliferacdo epidérmica. Embora o
modelo utilizado ndo seja um anélogo exato da psoriase, ele apresenta algumas
caracteristicas como hiperplasia epidermal que permite 0 acesso a potenciais
tratamentos para a psoriase, uma vez que as substancias testadas sejam capazes
de reduzir ou eliminar o aparecimento destes parametros inflamatorios.

O fato € que ja temos evidéncias primarias importantes de que o extrato
hidroalcodlico de Psychotria nuda apresenta uma interessante atividade anti-
inflamatoria topica, reduzindo o edema de orelha e migracéo leucocitaria em ambos
os modelos, agudo e crbnico, de inflamacao induzido por 6leo de croton. O extrato
apresentou também uma importante atividade sobre a inibicdo da proliferacao
celular avaliado pela marcacdo do PCNA, que indica um potencial efeito para tratar a
psoriase, uma das principais doencas dermatolégicas hiperproliferativas.

Contudo, outros parametros ainda precisam ser avaliados para elucidar o
possivel mecanismo de acdo do EBPN, assim como analise fitoquimica do extrato
de Psychotria nuda e analises do potencial toxico da planta. No entanto, estas
evidéncias abrem um leque de possiveis estudos futuros sobre a atividade anti-
inflamatoria de Psychotria nuda, visto que o EBPN demonstrou ser uma ferramenta

em potencial para o tratamento de doencas inflamatoérias cutaneas.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que:

O EBPN foi capaz de inibir a formacdo do edema durante o processo

inflamatdrio agudo na orelha de camundongos.

O tratamento com o EBPN promoveu a inibicdo na migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares no modelo agudo de inflamacéo cutanea, observado pela andlise

histolégica e da atividade da enzima MPO.

No modelo de inflamacgédo crénica induzida pelo 6leo de croton, o EBPN foi

capaz de reverter a formacdo do edema apos o inicio do tratamento.

O EBPN inibiu de maneira significativa o0 aumento na atividade da enzima
MPO na pele causada pela multipla inducdo Oleo de créton. No entanto, nao foi

capaz de inibir a atividade enzimatica da NAG.

O tratamento com o EBPN promoveu inibicdo na migracdo leucocitaria no

modelo crénico de inflamacéo cutanea, observado pela analise histoldgica.

O EBPN inibiu 0 aumento de peso das orelhas e também inibiu 0 aumento da
espessura da epiderme nas orelhas dos camundongos que foram submetidos ao

modelo de inflamacéo crénica induzida por multipla aplicacao de 6leo de croton.

O tratamento com o EBPN reduziu o niumero de células positivas para PCNA
indicando a inibicdo da hiperproliferagcdo dos queratinécitos na camada basal da

epiderme.
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