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RESUMO

O PelleC1 é um composto isolado da planta Combretum leprosum
(Combretaceae), arbusto popularmente conhecido como “mofumbo”. Esta planta é
utiizada na medicina popular para a cicatrizacdo de feridas, no tratamento de
hemorragias e como sedativo. As pesquisas realizadas com os extratos atribuem a
Combretum leprosum atividade analgésica e anti-inflamatoéria quando administrado por
via oral. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito anti-inflamatério
topico do composto PelleC1 em modelo de inflamagdo cronica na pele de
camundongos. A atividade anti-inflamatoéria do composto PelleC1 foi avaliada no modelo
de inflamagédo crénica na orelha induzida por aplicacdes repetidas de 12-O-
tetradecanoilforbol acetato. A aplicagao topica do PelleC1 inibiu de forma significativa o
edema da orelha a partir do 6° dia de experimento (38,12 + 6,89%) e este efeito foi
intensificado no decorrer do experimento até o ultimo dia (9° dia, reducdo de 62,44 +
6,34%). A reducdo do edema foi confirmada pela analise do peso das orelhas no
término da experimentagcao. As orelhas tratadas com PelleC1 (0,3 mg/orelha) ou com
dexametasona (0,05 mg/orelha) tiveram reducgéo significativa no peso das orelhas de
52,34 + 5,13% e 53,57 + 3,12%, respectivamente, quando comparados com 0 grupo
controle (24,03 + 1,65 mg). Outro evento importante na inflamagédo cuténea é a
infiltragdo de polimorfonucleares e células mononucleares, que foram avaliadas
indiretamente pela determinacao da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-
acetil-B-D-glucosaminidase (NAG). O composto estudado reduziu a atividade da MPO e
da NAG, 31,45 + 4,59% e 39,31 £ 0,64%, respectivamente, quando comparados aos
controles (0,29 £ 0,01 DO/Biépsia da MPO; 1,73 £ 0,06 DO/Bidpsia da NAG). A analise
histolégica confirmou a inibicAo da migragao celular e também mostrou redugao
importante do processo de hiperproliferagdo celular na epiderme pelo composto PelleC1
e pela dexametasona em 59,85 = 5,05% e 60,10 = 3,77%, respectivamente, quando
comparados ao grupo controle (71,13 + 4,21 um). Além disso, a imunohistoquimica
com antigeno nuclear de proliferacdo celular mostrou que o tratamento com PelleC1
reduziu a proliferagao celular, assim como a dexametasona (71,7 + 4,4% e 66,3 + 0,5,
respectivamente), quando comparados com o grupo controle (156,4 = 8,5
células/campo). Os resultados obtidos sugerem que o composto PelleC1 possui potente
atividade anti-inflamatéria por via tépica, visto que conseguiu reduzir o edema, a
migracao e a proliferagdo celular em processos inflamatérios crénicos na pele.
Palavras-chave: Combretum leprosum; PelleC1; inflamacéo; pele.

Vi



ABSTRACT

PelleC1 is an isolated compound from the Combretum leprosum (Combretaceae)
that is a shrub popularly known as "mofumbo". This plant is used in folk medicine for
wound healing, in the haemorrhages treatment or as a sedative. Researches with the
extract of the plant attribute analgesic and anti-inflammatory activity to Combretum
leprosum when orally administered. Based on these, the aim of this study was to
evaluate the topical antiinflammatory effect of the PelleC1 compound in a skin chronic
inflammatory model in mice. The anti-inflammatory activity of the PelleC1 was evaluated
in the model of mice ear chronic inflammatory model induced by repeated applications of
12-O-tetradecanoilforbol acetate. The topical application of PelleC1 (0.3 mg/ear) caused
a significantly inhibition of ear edema induced by TPA from the 6" day of the experiment
(38.12 £ 6.89%) and this effect was intensified during the experiment until the last day
(9™ day, reduction of 62.44 + 6.34%). The analysis of ears weight confirmed this resuilt.
The ears treated with PelleC1 or with dexamethasone (0.05 mg/ear) had a significant
reduction of 30.17 + 2.96% and 30.88 + 1.80%, respectively, on weight of the ears, when
compared with the control group (24.03 £ 1.65 mg). Another important event in the skin
inflammation is the infiltration of polymorphonuclear and mononuclear cells, which were
indirectly evaluated by determining the activity of enzymes myeloperoxidase (MPO) and
n-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG). The studied compound reduced the activity of
MPO and NAG, 31,45 = 4,59% e 39,31 + 0,64%, respectively, when compared to the
controls (0,29 £ 0,01 DO/Biopsy - MPO; 1,73 + 0,06 DO/Biopsy — NAG). The histological
analysis confirmed this result and showed that compound PelleC1 and dexamethasone
were able to reduce the thickness increase of the epidermis in 59,85 + 5,05% e 60,10
3,77%, respectively, when compared to the control group (71,13 + 4,21 um). The
PelleC1 and dexamethasone also showed a reduction in cell proliferation verified by
immunohistochemistry for proliferating cell nuclear antigen of 71,7 + 4,4% e 66,3 £ 0,5
respectively, when compared with the control group (156,4 + 8,5 cells/field). The
obtained results suggest that the PelleC1 has potent topical anti-inflammatory activity,
since it reduced swelling, cell migration and proliferation in chronic inflammatory
processes on the skin.

Key words: Combretum leprosum; PelleC1; inflammation; skin.
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1 INTRODUCAO
1.1 ESTRUTURA E FUNCAO DA PELE

A pele € o manto de revestimento do organismo, indispensavel a vida e que
isola 0s componentes organicos do meio exterior (SAMPAIO e RIVITTI, 2000). E um
6rgdo complexo que recobre aproximadamente 2 m? da superficie corpérea,
representando 15% do peso corporal. A pele é constituida por trés camadas com
estrutura e propriedades distintas: a epiderme, derme e hipoderme, dispostas e inter-
relacionadas de modo a adequar-se de maneira harmdnica ao desempenho de suas
fungbes (ROSS et al., 1993; SCHAEFER e REDELMEIER, 1996; SAMPAIO et al.,
2000; HAAKE et al., 2001; CHUONG et al., 2002).

A interagdo coordenada entre os diferentes tipos celulares presentes nessas
camadas permite que a pele responda prontamente e efetivamente frente a estimulos
nocivos que ocorrem na interface do organismo com o meio externo. Sao diversos os
estimulos externos que podem ser nocivos, como a agao de toxinas, organismos
patogénicos, radiacdo ultravioleta, extremos de temperatura, garantindo assim a
manutencao da homeostasia cutanea (WILLIAMS e KUPPER, 1996; BURBACH et al.,
2000; HAAKE et al., 2001).

A camada superficial da pele é a epiderme, a qual é formada por células
epiteliais estratificadas e esta disposta acima da derme. A derme é a camada do
tecido conectivo, e por sua vez, esta fixada sobre a hipoderme, que é composta por
tecido adiposo (FREINKEL e WOODLEY, 2001). A Figura 01 mostra as camadas da
pele e as células nelas presentes.
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Figura 01 llustracdo de uma secgdo transversal da pele demonstrando as trés
camadas da pele (epiderme, derme e hipoderme) e os tipos celulares presentes.
Fonte: Adaptada de FREINKEL, R.; WOODLEY, D. The biology of the skin. Taylor
& Francis, 2001.

A hipoderme, ou paniculo adiposo, é a camada mais profunda da pele. Sua
espessura € variavel e composta exclusivamente por tecido adiposo. Sua porgcao
superior esta relacionada com a derme profunda, constituindo a juncao dermo-
hipodérmica. A hipoderme atua como depdésito nutritivo de reserva, participa no
isolamento térmico, na protecdo mecéanica do organismo as pressoes e traumatismos
externos e facilita a motilidade da pele em relagédo as estruturas adjacentes (SAMPAIO
e RIVITTI, 2000).

A derme tem espessura variavel ao longo do organismo e é nela onde estéo
alojadas as estruturas anexas da pele como glandulas sudoriparas, sebaceas e
foliculos pilosos (FREINKEL e WOODLEY, 2001). Esta camada consiste em um tecido
conectivo, que confere elasticidade, forga tensil e resisténcia mecéanica a pele. Sua
espessura é superior ao da epiderme, porém com uma populagado celular inferior
(FREINKEL e WOODLEY, 2001; HAAKE et al., 2001). Sua interagdo com a epiderme
ocorre através da jungao dermoepidérmica, garantindo assim as trocas de elementos

nutritivos e metabdlicos entre essas camadas (HAAKE et al., 2001).

A derme é formada por um tecido conjuntivo rico em mucopolissacarideos e
fibras colagenas, elasticas e reticulares (FREINKEL e WOODLEY, 2001). Também na



constituicdo da derme estdo: polissacarideos (hialuronidatos e condroitinsulfatos),
substancia fundamental (glicoproteinas, proteoglicanas e glicosaminoglicanas),
material fibrilar (fiboras colagenas, fibras elasticas e fibras reticulares), receptores
sensoriais (ex., corpusculos de Meissner, corpusculos de Pacini), células dérmicas
(fibroblastos), vasos sanguineos e linfaticos (ROSS et al., 1993; HAAKE et al., 2001).

O principal tipo celular encontrado na derme sdo os fibroblastos os quais séo
capazes de migrar através do tecido e sdo responsaveis pela sintese e degradacéao de
proteinas de tecido conectivo fibroso e ndo fibroso. Além disso, os mesmos
fibroblastos também sdo capazes de sintetizar mais de um tipo de proteina
simultaneamente, por exemplo, colageno e elastina (FREINKEL e WOODLEY, 2001).
O colageno e outras diferentes macromoléculas sintetizadas entram na constituicao da
matriz extracelular (ROSS et al., 1993; HAAKE et al,, 2001). Durante um processo
inflamatério, ha um aumento da proliferagdo e da atividade dos fibroblastos, isso
ocorre pela agao de alguns mediadores pré-inflamatérios como a interleucina (IL)-1a e
IL-18 (FREINKEL e WOODLEY, 2001).

A epiderme é constituida por um tecido multiestratificado do tipo pavimentoso,
o qual através de um processo de diferenciagdo progressiva (queratinizagdo e
cornificacdo) é constantemente renovado. A diferenciacdo comega na camada basal
em diregdo a camada superficial (cérnea). A proliferacdo, a diferenciacdo e a morte
celular ocorrem sequencialmente e cada processo € caracterizado pela expressao de
proteinas especificas, sendo que certas doencas podem ser decorrentes de anomalias
nessas proteinas (CANDI et al., 2005).

A espessura deste epitélio pavimentoso apresenta variagoes topograficas ao
longo do organismo (SAMPAIO et al.,, 2000; CANDI et al., 2005). Na pele espessa,
podem ser distinguidas cinco camadas na epiderme: a camada co6rnea, o estrato
licido, o estrato granuloso, o estrato espinhoso e o estrato basal, esta a camada mais
profunda. Na pele delgada, o estrato licido ndo esta presente (ROSS et al., 1993). A
pele espessa € encontrada na palma das maos e na planta dos pés, sendo o restante
do corpo protegido pela pele delgada (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A Figura 02

mostra um esquema da epiderme em um corte transversal.
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Figura 02 Esquema simplificado de uma seccdo transversal da epiderme. Fonte:
Adaptado de SEGRE, J. Epidermal barrier formation and recovery in skin disorders.
Journal of Clinical Investigation, v. 116, n. 5, p. 1150-1158, 2006.
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Na epiderme estao presentes multiplos tipos celulares que possuem diferentes
origens embrionarias, como os queratindcitos, melandcitos e células de Langerhans
(FREINKEL e WOODLEY, 2001). As células mais importantes para a manutencao da
integridade estrutural da epiderme sao o0s queratinécitos, os quais sdo também
responsaveis pela formagao do epitélio estratificado pavimentoso. A camada basal da
epiderme, denominada epitélio germinativo, €& constituida por células que se
multiplicam continuamente, de maneira que as novas células geradas empurram as
mais velhas para cima, em direcéo a superficie. A medida que envelhecem, as células
epidérmicas tornam-se achatadas, e passam a sintetizar e a acumular queratina, uma
proteina resistente e impermeavel. Quando atingem a superficie, os queratinécitos
transformam-se em um invélucro morto de queratina, formando uma barreira fisica
denominada camada cornea (MONTAGNA e PARAKKAL, 1974).

Logo acima da camada basal esta o estrato espinhoso, onde os queratinécitos
sao responsaveis pela producdo dos filamentos de queratina (queratinizacdo) que
interagem com os desmossomas, sintese de agentes antioxidantes (glutationa
redutase, peroxidase, catalase), citocinas, quimiocinas, queratohialina, entre outras
funcdes (ROSS et al., 1993; NORRIS, 2004). O estrato granuloso, situado acima do



estrato espinhoso, € a camada onde se inicia o processo de cornificagao, as células
sofrem apoptose diferenciando-se em corneécitos. Logo acima do estrato granuloso
esta a camada cornea, a qual atua como uma grande barreira contra a penetracao de
organismos externos e toxinas, além de prevenir a perda de agua. (ROSS et al., 1993;
NORRIS, 2004).

Os queratinécitos tém um importante papel, na fase de proliferacdo celular da
camada basal, durante o desenvolvimento do processo inflamatério. A fungéo e a
morfologia destas células sdo modificadas notavelmente, e elas migram até a camada
superficial da regiao lesada. InUmeras proteinas e enzimas séao liberadas para facilitar
a migracao e outras funcgdes celulares, e reconstituir a epiderme lesada e a membrana
basal. Durante o processo inflamatério ocorre também a formacdo do tecido de
granulacdo e reconstituicdo da matriz dérmica, fibroplasia pelos fibroblastos e
angiogénese pelas células endoteliais (FREINKEL e WOODLEY, 2001).

Os melandcitos sao células que ocupam 10 a 13% da epiderme, localizados
mais especificamente na camada basal. Sdo células responsaveis pela produgcdo de
melanina, proteina responsavel pela coloragdo da pele e protegao contra a radiagao
UV (FITZPATRICK et al., 1979; HAASS e HERLYN, 2005). As células de Langerhans
sao células presentes na epiderme responsaveis pelo reconhecimento, captagao,
processamento e apresentacao de antigenos solUveis e haptenos aos linfocitos T. As
células de Merckel, por sua vez, sdao células neuroenddécrinas presentes tanto na
epiderme quanto na derme, que atuam como mecanoreceptores e também contribuem
para o desenvolvimento do plexo nervoso na porgcao superior da derme (HAAKE et al.,
2001).

1.2 INFLAMAGCAO CUTANEA

A pele é passivel de ser atingida pelos fenémenos patoldgicos basicos, como
qualquer outro érgao (SAMPAIO e RIVITTI, 2000). Ela tem um papel importante de
protecdo, termorregulacdo, resposta imunolégica, bem como na manutengcdo e
desenvolvimento de defesa. Por estar na interface com o meio externo, a pele esta
constantemente sujeita a estimulos externos, tais como patégenos, agentes
mecanicos, agentes quimicos e agentes fisicos (BECKER, 1997; FIRESTEIN, 2004).

Uma das respostas de protegdo do organismo é a inflamagao (FIRESTEIN,
2004), que ocorre por uma sequéncia de eventos complexos desencadeados por uma
variedade de estimulos externos (FIRESTEIN, 2004). A finalidade do processo
inflamatério é evitar disseminacdo dos agentes agressores a outras regides do



organismo, assim como erradica-los e assim limitar a alteracdo do local de sua
incidéncia, além de tentar restabelecer a homeostase da pele e promover o reparo
tecidual (BECKER, 1997; KUSHNER, 1998; FIRESTEIN, 2004).

O processo de reparacao tecicual é iniciado imediatamente apds ocorrer uma
lesdo, inicia-se com a liberagcdo de varios fatores de crescimento e compostos de
baixo peso molecular, provenientes do soro, de vasos sanguineos lesionados e da
ativacéo de plaquetas degranuladas (MARTIN, 1997; WERNER e GROSE, 2003).

As plaguetas sédo as primeiras a atuar no processo inflamatério, elas formam o
coagulo e também liberam fatores quimiotaticos que atraem outras plaquetas,
leucocitos e fibroblastos para area lesada (FREINKEL e WOODLEY, 2001). Entre os
fatores liberados encontram-se fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento transformante (TGF)-beta, fator ativador de plaquetas, entre
outros. Estes fatores de crescimento sdo fundamentais para estimular a quimiotaxia de
leucécitos para o local da lesdo (BRIGATI et al., 2002; COUSSENS e WERB, 2002).
Os leucdcitos, especificamente os neutréfilos e macréfagos dao continuidade a fase
inflamatéria (FREINKEL e WOODLEY, 2001).

Os neutrdfilos sao atraidos poucos minutos apos a leséo, e contribuem para a
defesa contra micro-organismos por realizar fagocitose e liberar proteinases e
espécies reativas de oxigénio (BRIGATI et al., 2002; COUSSENS e WERB, 2002).
Através do processo de fagocitose, os neutréfilos sdo capazes de debelar bactérias e
retirar os restos celulares (FREINKEL e WOODLEY, 2001). Além disso, sdo uma
importante fonte de citocinas e quimiocinas as quais sao necessarias para 0
recrutamento, ativacao e diferenciagao celular (BRIGATI et al., 2002; COUSSENS e
WERB, 2002), sendo entdo responsaveis pelo controle da resposta inflamatéria
(MUELLER, 2006).

Apb6s o recrutamento dos neutréfilos, que atingem um numero maximo e
entdo entram em declinio, os monécitos / macréfagos sao recrutados para o local de
lesdo. Essas células contribuem para a remodelacdo da matriz extracelular (MEC), e
para a angiogénese por liberarem proteases secretoras tais como metaloproteases de
matriz (MMPs) e uroquinase inibidora de plasminigénio (UPA) e componentes de
MEC, tais como trombospondina-1 (DIPIETRO, 1995; COUSSENS e WERB, 2002).

Em seguida, ocorre a atuagdo dos mastécitos, outro grupo celular que atua no
sistema imunolégico inato. Essas células contribuem para a resposta inflamatéria ap6s
a lesdo tecidual através da liberacdo de MMPs e proteases de serina, heparina e



heparanase, bem como vérios fatores de crescimento como fatores de crescimento
bFGF e vascular endotelial (VEGF) (GRUTZKAU et al., 1998).

A interacdo complexa entre células e mediadores inflamatérios produz e
mantém o processo inflamatério. Mediadores pré-inflamatérios séo liberados no foco
inflamatério, como substancia P, prostaglandinas, leucotrienos, histamina, serotonina,
interleucinas e interferons (NICKOLOFF e NESTLE, 2004).

Durante o processo inflamatério normal, como por exemplo durante a
cicatrizagdo de uma ferida, a resposta inflamatéria ocorre de forma rapida, porém é
auto-limitada. A desregulacao de qualquer um dos fatores que atuam na resposta
inflamatéria pode levar a anormalidades e, em alguns casos, levar a patologias. O
perfil e nivel de citocinas/quimiocinas que persiste em locais de inflamagéo é
importante no desenvolvimento de algumas patologias (MUELLER, 2006).

Um exemplo desta desregulacdo ocorre em condi¢gdes de inflamacao e
cicatrizagado hipertréfica, onde ha um aumento da proliferacdo e da atividade dos
fibroblastos devido a acdo de alguns mediadores pré-inflamatérios incluindo IL -1a e
IL-18 (FREINKEL e WOODLEY, 2001). Outro exemplo é uma desregulacdo no
processo de proliferagdo dos queratinécitos, pois possiveis disturbios no crescimento
dessas células podem ser responsaveis pela patogénese de diversas doengas de
pele, como por exemplo, psoriase, lesdes crbénicas e cancer de pele (GNIADECKI,
1998).

A psoriase € uma das doencas de pele de maior incidéncia (SEELIGER et al.,
2003; VAN DE KERKHOF et al., 2008), que afeta aproximadamente 2% da populacéo
(SCHON e BOEHNCKE, 2005). Ela promove um impacto na qualidade de vida do
paciente, pois além de causar as lesées na pele, pode gerar também situacbes de
embaraco, medo, depressao, problemas de auto-estima devido ao aspecto que as
lesbes assumem. Esses sentimentos afetam diretamente todos os aspectos da vida,
como o relacionamento pessoal, pratica de esportes, sexualidade, cuidados pessoais
e atividades no trabalho e na escola (SEELIGER et al., 2003; VAN DE KERKHOF et
al., 2008).

A psoriase normalmente se manifesta através de placas avermelhadas e
descamativas com as bordas bem delimitadas que aparecem principalmente nos
cotovelos, joelhos, couro cabeludo e regido lombar. A psoriase vulgaris € a forma mais
comum, a qual pode se manifestar de forma moderada a severa variando de acordo

com a area da superficie corporal envolvida e também com o impacto na qualidade de



vida do paciente. Aproximadamente 20% dos pacientes com psoriase desenvolvem
artrite psoriatica que € uma manifestacdo extracutanea da doenca bastante debilitante
(SCHON e BOEHNCKE, 2005), pois além de ser uma forma muito dolorosa, também
pode causar deformacdes (GUDJONSSON e ELDER, 2007).

Embora o evento inicial da lesdo psoridtica ainda seja desconhecido, muitos
fatores ambientais tém sido mostrados desempenhar um papel na patogénese da
psoriase. Estimulos externos tais como trauma fisico, infeccbes, estresse, drogas,
alcool e fumo podem desencadear um episédio inicial de psoriase em individuos que
possuem uma predisposigao genética (BOWCOCK e KRUEGER, 2005).

Dado o inicio da lesdo, as principais caracteristicas da doenca séao
hiperproliferagdo dos queratindcitos com diferenciacao anormal levando a um defeito
na formagédo e na fungdo de barreira, alteragdes vasculares e infiltracdo de células
inflamatérias (CALS-GRIERSON e ORMEROD, 2004). As placas psoriaticas
apresentam escamas na superficie, que sao ocasionadas pela diferenciagcao terminal
alterada dos queratindcitos. Na epiderme, a camada granular é o local onde comega a
diferenciagdo terminal, porém, quando ha lesbes psoriaticas, ela & severamente
reduzida ou até mesmo esta ausente. Consequentemente, o estrato corneo na pele
psoriatica € formado de queratinécitos que nao estdo completamente diferenciados e
que erroneamente apresentam células nucleadas, formando as paraqueratose. Outra
caracteristica histoldgica da psoriase inclui a presenca de neutréfilos em pequenos
focos dentro do estrato cérneo e significativa infiltragdo de mononucleares na
epiderme (LOWES et al., 2007).

Por suas caracteristicas proliferativas, achava-se que a origem da doenga
estava nos queratinécitos, e que a inflamacao era apenas uma consequéncia. Porém,
tem-se demonstrado que as alteragdes proliferativas nos queratindcitos sao
consequéncias dos fendmenos inflamatérios (GORDON e MCCORMICK, 2003;
ARRUDA et al., 2004; GOTTLIEB, 2005).

Os fenémenos inflamatérios desencadeiam alteragdes proliferativas nos
gueratinécitos, mediadas por linfécitos T. A ativacdo dos linfécitos T ocorrem apds
uma série de estimulos que comegam nos tecidos periféricos, em resposta a uma
lesdo, e uma vez ativadas, se multiplicam e se dividem, passando a realizar o papel de
células T efetoras de memoéria (GORDON e MCCORMICK, 2003; ARRUDA et al.,
2004; GOTTLIEB, 2005).



Inicialmente ocorre a ativacdo das células do sistema imune inato, como as
células dendriticas e os queratindcitos. Essa ativacdo € desencadeada por varios
fatores ambientais ja citados. Como exemplo temos o trauma mecanico, que pode
ativar os queratinécitos, os quais passam a liberar citocinas (IL-1 e fator de necrose
tumoral (TNF)-a) e algumas proteinas. As citocinas e proteinas liberadas ativam as
células dendriticas na epiderme e na derme. A ligacdo de antigenos de agentes
infecciosos aos receptores toll like nas células dendriticas e os queratinécitos, também
pode levar a ativacdo dessas células. As células dendriticas e os queratinécitos
ativados produzem inumeras quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento
(GUTTMAN YASSKY e KRUEGER, 2007; LOWES et al., 2007).

Uma vez ativada, a célula dendritica processa um antigeno (ambiental ou
enddgeno, ainda nao definido), e migra para o linfonodo, onde apresenta o antigeno
formado aos linfécitos T (NICKOLOFF e NESTLE, 2004). Um desses antigenos pode
ser um auto-peptideo de reacdo cruzada para estreptococos, porque infecgdes
estreptocécicas precedem a psoriase em mais de 90% dos pacientes com psoriase
tipo | (VALDIMARSSON et al., 1995; WEISENSEEL et al., 2002). Para que a ativacao
do linfécito T ocorra, é necesséaria a ligagdo do antigeno, que esta acoplado a
molécula do complexo de histocompatibilidade principal na membrana da célula
dendritica, ao receptor de membrana do linfécito T. E necessaria também para esta
ativacao, a ligacao de proteinas da membrana plasmatica da célula dendritica (ICAM-
1; LFA-3; CD80/CD86) com as proteinas da membrana do linfécito T (respectivamente
LFA-1; CD2; CD28) (NICKOLOFF e NESTLE, 2004). Portanto, a ativagdo dos
linfécitios T € suscetivel de ser controlada por uma ampla variedade de células
dendriticas apresentadoras de antigenos que também aumentam na pele (LOWES et
al., 2007).

Os linfocitos T ativados, migram para a pele onde induzem, juntamente com as
células dendriticas e outras células, a formagdo de uma placa principal psoriatica.
Durante esta etapa, alguns linfocitos T e células dendriticas comegam a migrar para a
epiderme e liberam citocinas pré-inflamatérias, que por sua vez, estimulam os
queratinécitos e as mudancas tipicas da epiderme (BOWCOCK e KRUEGER, 2005).
Além da ativagdo de células apresentadoras de antigenos, ocorre a ativagéo e
aumento de células T auxiliares (Th)-1 e Th-17 (DAVIDOVICI et al., 2010). Muitas das
moléculas inflamatérias produzidas na psoriase sao fortemente reguladas pelas
células Th-1 e Th-17, como o interferon (IFN) y, IL-17 e IL-22, as quais induzem um
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conjunto caracteristico de produtos inflamatérios nos queratindcitos e outros tipos de
células presentes em lesdes cutaneas da psoriase (NOGRALES et al., 2008).

Placas de psoriase sao infiltradas por um elevado namero de células imunes,
incluindo linfécitos T, neutréfilos, mastédcitos, macréfagos e células dendriticas. Na
psoriase, a epiderme e a derme mostram um elevado numero de células dendriticas,
tais como células de Langerhans e células dendriticas dérmicas, uma subpopulagcéao
de células dendriticas intradérmica (GOTTLIEB et al., 1986; WOLLENBERG et al.,
2002).

Na psoriase, algumas células dendriticas produtoras de TNF-a e da enzima
oxido nitrico sintase (iINOS), produzem também altas concentracdes de IL-20, e outras
moléculas inflamatérias (LOWES et al., 2007). Estas células poderiam ser peca
essencial para a inflamagao “inata”, induzindo uma gama muito maior de moléculas
inflamatérias nos queratindcitos ou em outras células pela agdo do TNF e IL-20. O
excesso de produgado IL-1, IL-6, IL-8, fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), e numerosas quimiocinas podem ser provenientes desta via (NOGRALES et
al., 2008). Celulas dendriticas dérmicas isoladas da pele psoriatica parecem possuir
um poder auto-estimulatério, pois induzem a produgéo de IL- 2 e IFN-y por células T
autélogas (NESTLE et al., 1994).

Em geral, varias substancias inflamatérias sdo produzidas nas lesdes de pele
causadas pela psoriase e muitas delas parecem ser liberadas para a circulacdo
sisttmica em fungdo da gravidade e extensdo das lesdes (LIU et al, 2007). As
citocinas inflamatérias estdo em concentragdes aumentadas tanto no sangue quanto
na pele (DAVIDOVICI et al, 2010), elas apresentam um importante papel na
patogénese das doencas de pele, como exemplo o TNF (LEE et al., 2009). Além disso,
o tratamento eficaz da psoriase reduz os niveis de citocinas circulantes, como o TNF e
IL-1 (ZABA et al., 2007).

Os agentes imunossupressores sao utilizados no tratamento destas afec¢des
cutdneas e exercem seus efeitos via inibicdo da producdo ou acdo da IL-2 (ex.:
tacrolimus, pimecrolimus,ciclosporina), inibicdo da expressao de genes de citocinas
(ex.: glicocorticoides) e inibicao da sintese de purinas ou pirimidinas (ex.: micofenolato
de mofetila) (RANG et al., 2007). Os imunomoduladores macrolactamicos, como o
pimecrolimus e o tacrolimus inibem seletivamente a ativagdo das células T e a sintese

de citocinas pro-inflamatérias (IL-3, IL-4, IL-5 e IFN-y). A terapia topica com esses
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agentes imunomoduladores ja se mostrou efetiva em diversas condigbes
dermatoldgica (SKINNER, 2005).

Os farmacos anticitocinas representam um dos maiores avang¢os no tratamento
de doengas inflamatérias crénicas graves nos ultimos anos (RANG et al., 2007). O
alvo desses farmacos sao as moléculas de superficie das células T (ex.: Efalizumab e
Alefacept) ou eles bloqueiam a agado de citocinas, como por exemplo agentes anti-
TNFa (Etanercept), sendo efetivos no tratamento da psoriase e da dermatite de
contato, com o uso ja aprovado pelo FDA. No entanto, esses farmacos sao anticorpos
frutos da engenharia recombinante, assim o seu custo € elevado, o que limita seu uso
(SIMMONS, 2006; WERTH, 2006; TAN et al., 2007).

O sistema imune como alvo no tratamento de algumas condi¢oes
dermatolégicas e a compreensdo do mecanismo de acdo destes agentes permite a
transicao da terapia classica com os glicorticdides topicos para a terapia com agentes
imunomoduladores (NICKOLOFF e NESTLE, 2004). No entanto, os glicocorticoides
ainda sao os agentes anti-inflamatérios mais empregados no tratamento de doengas
inflamatérias cutaneas, devido aos seus efeitos sobre a resposta imune e sua agéao
anti-inflamatéria (CALOU et al., 2008; LAM et al., 2008).

Os glicocorticéides tém como principal efeito, inibir a expressao de uma série
de genes inflamatérios incluindo genes de citocinas, enzimas, receptores € moléculas
de adeséao. Eles se ligam em receptores préprios e essa acao inibitéria envolve além
dos receptores, fatores de transcricio como o fator nuclear-kappa B (NF-kB) e a
proteina ativadora-1 (AP-1), sendo que estes regulam a expressao génica de diversos
componentes inflamatérios (FRY et al, 2007). Os glicocorticbides restringem a
proliferagéo clonal das células Th através da reducdo da transcricao génica para IL-2,
porém também interferem na transcricao de outras citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-1, etc)
(FOX, 2006).

Por este motivo, os glicocorticdides sao extensamente utilizados para suprimir
o processo inflamatério nas doengas cronicas que estdo associadas com o aumento
da expressao de genes inflamatérios (BARNES, 1998; CHI et al., 2003). Porém, o uso
continuo dos glicocorticoides é freqlentemente acompanhado de efeitos adversos
severos e muitas vezes irreversiveis, incluindo a atrofia cuténea, telangiectasias,
hipertricose, alteragbes no processo de cicatrizagdo, Sindrome de Cushing, entre
outros (SCHACKE et al., 2002; SCHOEPE et al., 2006). Os anti-inflamatérios nao
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esteroidais nao sao usados no tratamento da psoriase, € em alguns casos podem até
agravar a psoriase (FRY et al., 2007).

Grande parte das doencgas inflamatérias cuténeas ainda nao possui sua
etiologia e fisiopatologia bem definidas, como é o caso da psoriase, 0 que prejudica
principalmente o tratamento dessas doencas. Os tratamentos terapéuticos disponiveis
atualmente ndo sao totalmente eficazes, sendo que aqueles que promovem melhoras
no quadro do paciente promovem também uma gama de efeitos indesejaveis. Por
esse motivo, a busca por novas estratégias que se mostrem seguras e eficazes em
prevenir a formacdo de edema, o extravasamento plasmatico e o recrutamento de
mediadores inflamat6érios € um caminho promissor para se encontrar terapias
adequadas no combate de reagdes inflamatorias excessivas (SEELIGER et al., 20083;
MAN et al., 2008). Uma alternativa interessante nessa busca por novas terapias seria
a utilizacdo de plantas medicinais.

1.3 PLANTAS MEDICINAIS

Ha muito tempo, o homem ja utilizava plantas como alimento e como
medicamento (ALMEIDA, 1993). Com o decorrer do tempo o uso de plantas foi
modificado nas diversas culturas e associado a outras praticas por influéncias
ocorridas em cada momento histérico. Em muitos dos casos, os vegetais que eram
utilizados preferencialmente como alimento em alguns paises, transformaram-se em

aliados no arsenal terapéutico em outras regides (MARTINS et al., 2000).

Um grande conhecimento popular foi formado como resultado da utilizacao de
plantas de forma primitiva através da experimentagao, tentativa e principalmente da
observacao, durante a realizacdo do tratamento. Originou-se a fitoterapia, que é a
forma de tratamento e prevencdo de doencas que utiliza plantas. Estas plantas
sintetizam, através de seu metabolismo primario, diversos nutrientes e metabdlitos
ativos e, através do metabolismo secundario, substancias com acao farmacolédgica

denominadas de principios ativos (MARTINS et al., 2000).

O vasto conhecimento popular em relagdo ao uso de plantas e produtos de
origem animal em diversas enfermidades tem sido uma estratégia Uutil no
desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais. Este tipo de informacéao
permite guiar a pesquisa fitoquimica de produtos naturais na busca de novos agentes
terapéuticos. Muitos dos medicamentos atualmente disponiveis no mercado que sao
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derivados de produtos naturais provém desta informagao, definida como informagéao
etnobotanica ou etnofarmacoldgica (CLARK, 2002).

Fontes de substancias naturais, incluindo os compostos derivados de plantas,
tém sido utilizadas como estratégia para obtencdo de novos compostos
biologicamente ativos. Assim, € incontestavel a importancia histérica das substancias
ativas obtidas de plantas como protétipo para o desenvolvimento de farmacos. A
descoberta da atividade biolégica destas substancias ndo representou apenas o
surgimento de grupos novos de medicamentos, mas possibilitou a identificacao de
novas intervencdes terapéuticas. Antes do isolamento e estudo da atividade da
cocaina, da tubocurarina e da atropina, ndo se conheciam anestésicos locais,
bloqueadores musculares e anticolinérgicos, respectivamente, entre outras categorias
terapéuticas (BRUNETON, 1993; CALIXTO et al., 2001).

Como exemplo de uma classe de farmacos com fins terapéuticos,
desenvolvidos a partir de produtos naturais, destaca-se a dos anti-inflamatorios.
Muitos metabdlitos secundarios derivados de plantas sdo conhecidos por atuarem
direta ou indiretamente em moléculas ou interferirem no mecanismo de acao de:
mediadores inflamatérios (metabdlitos do acido araquiddnico, peptideos, citocinas,
aminoacidos excitatorios), produgéo e agao de segundos mensageiros (cGMP,cAMP,
proteinas quinases, calcio), expressao dos fatores de transcricdo (AP-1, NF-kB, proto-
oncogenese — c-jun, c-fos e c-myc), expressao de moléculas pré-inflamatérias (iNOS,
cicloxigenase (COX)-2, IL-1B, TNF-a, neuropeptideos e proteases) (CALIXTO et al.,
2003).

As plantas na medicina popular, por suas propriedades terapéuticas,
adquiriram fundamental importancia (MARTINS et al., 2000). No Brasil, onde existem
cerca de 120.000 espécies de plantas superiores, os indigenas usaram e ainda
utilizam varios vegetais para o tratamento de seus males ou como veneno em suas
guerras e cacadas (SARTI e CARVALHO, 2004). Principalmente pela extensa e
diversificada flora, riquissima em exemplares, o uso de plantas medicinais sempre foi

significativo, fazendo parte da cultura popular brasileira (DANTAS et al., 2000) .

Nesse contexto, o interesse pelas plantas medicinais permanece forte, pois
permite o desenvolvimento de novos farmacos para tratamento de diversas doencas,
incluindo aquelas que acometem a pele. Considerando também que os medicamentos
atualmente disponiveis para o tratamento de varias dermatoses (psoriase, dermatite

atdpica, eczemas, etc), como os anti-inflamatérios nao-esteroidais, anti-histaminicos,
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glicocorticéides e imunossupressores, muitas vezes nao apresentam a eficacia
desejada, além de promoverem efeitos adversos que limitam seu uso (CLARK, 2002;
FIRESTEIN, 2004).

Cerca de 300 preparagdes de plantas medicinais destinadas ao tratamento de
doengas inflamatérias cutaneas, tiveram sua eficacia comprovada e seu uso
tradicional validado pela Comissao E (Corpo Cientifico Responsavel pela Validacao de
Plantas Medicinais na Alemanha), sendo que 40 sdo destinadas ao uso na
dermatologia e 10 plantas tém papel significativo na préatica terapéutica, nas quais
estdo incluidas a Arnica montana, Calendula officinalis, Matricaria recutita, Echinacea
sp., Sanguindria canadenses, Hammamelis virginiana, Aveno sativa, Aloe Vera e
Hypericum perforatum (BEDI e SHENEFELT, 2002; DATTNER, 2003; MEYER et al.,
2005). Estas plantas sao largamente utilizadas pela populagao para o tratamento de
inflamagbes cutaneas, sendo sua eficacia e segurangca comprovadas através de
estudos cientificos pré-clinicos e clinicos (BEDI e SHENEFELT, 2002).

No entanto, grande parte das plantas utilizadas na medicina tradicional ainda
nao foram estudadas de modo a comprovar sua eficacia e seguranga e seu uSO
popular ndo é suficiente para valida-las como medicamentos eficazes e seguros.
Apesar de serem plantas medicinais, ndo se diferenciam de qualquer outro xenobiotico
sintético e a preconizacdo ou autorizagdo oficial do seu uso como medicamento,

devem estar fundamentadas em evidéncias experimentais (LAPA et al., 2000).

1.4 Combretum leprosum

Combretum leprosum (Figura 3) é uma espécie melifera encontrada nos
estados das regides norte e nordeste do Brasil e também nos estados de Mato Grosso
e Mato Grosso do Sul (MARINHO et al., 2002; CHAVES et al., 2007). Popularmente, é
conhecida pelos nomes de mofumbo, cipoaba e carne-de-vaca. A espécie é utilizada
como planta medicinal com funcao cicatrizante, na prevencéao de irritagcdes cutaneas e
na limpeza de feridas, na contencdo de hemorragias, como sedativo (PIETROVSKI et
al., 2006), antitussigeno e expectorante (AGRA et al., 2007).

Esta planta pertence a familia Combretaceae que consiste em 18 géneros, dos
quais o maior € o Combretum possuindo aproximadamente 370 espécies. Comumente
utilizadas com prop6sitos medicinais, essas espécies estdo amplamente distribuidas

em diversas partes da Africa onde muitas vezes representam as espécies mais
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abundantes, podendo ser encontrados como arvores, arbustos ou trepadeiras. Os
principais usos dessas plantas, em algumas regides da Africa, sdo para o tratamento
de doencas infecciosas como diarréia, gripe, sifilis e gonorréia, febre, dores
musculares, hipertensao e edema, sendo que algumas espécies como C. zeyheri sao
utilizadas para tratar também tumores estomacais. Para o seu uso, essas plantas séo
geralmente preparadas como decoccdes ou infusdes a partir da planta seca ou, mais
raramente, das folhas frescas. Essas espécies sdo ainda utilizadas no tratamento
tépico de feridas e infecgbes na pele, em forma de pomadas adicionadas da matéria
vegetal seca. Geralmente séo utilizadas as folhas e raizes, sendo que os frutos sao
evitados devido sua aparente toxicidade em humanos (MCGAW et al, 2001;
FYHRQUIST, 2007).

As espécies do género Combretum estao sendo muito pesquisadas, e seus
estudos ja proporcionaram o isolamento e identificacdo de diversos compostos com
propriedades bioldgicas conhecidas, como taninos, flavondides, saponinas, cumarinas,
triterpenos, derivados do &cido elagico, glicosideos antracénicos e derivados de
fenantreno. Esses compostos sdo, provavelmente, os responsaveis pelas diversas

propriedades biolégicas comprovadas em pesquisas (FYHRQUIST, 2007).
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Figura 03: Imagens da Combretum leprosum (Mofumbo) Fonte: CNIP/APNE (2011).

Ja foram evidenciadas, em trabalhos recentes, propriedades antimicrobianas,
citotoxicas e antiproliferativas referentes aos extratos e também aos compostos
isolados. Angeh e colaboradores (2007) demonstraram que triterpenos isolados do
extrato das folhas de Combretum imberbe apresentaram forte atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli; atividade anti-inflamatéria e também,
uma moderada atividade anti-proliferativa e citotéxica contra células das linhagens K-
562, L-929 e Hela.

Outros estudos foram conduzidos no intuito de verificar possiveis atividades
biologicas do glicosideo acido mollico isolado de Combretum molle. Esses estudos,
além de demonstrarem a capacidade dos compostos de causar bradicardia,
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hipotensao e vasodilatacao dependente do endotélio em ratos, demonstraram também
gue o composto apresentou atividade anti-inflamatéria e analgésica em modelos de
edema de pata, contor¢des abdominais induzidas por acido acético e no teste de placa
quente (OJEWOLE, 2008a; 2008b).

Foram isolados, das folhas e raizes de Combretum leprosum, acido arjundlico,
acido mdllico, acidos graxos, triterpeno, flavondides glicosilados 3-O-metilquercetina e
quercetina. A andlise do extrato etandlico das folhas, demonstrou que os
monossacarideos sao 0s principais componentes (80%), os triterpenos representam
10%, estando entre eles o acido arjundlico que é um triterpeno pentaciclico. O extrato
ainda contém 5% de oligossacarideos e 3% de &cidos graxos (FACUNDO et al., 1993;
FACUNDO et al., 2005).

Existem poucos estudos envolvendo a investigacao das atividades biologicas
de C. leprosum, e eles apontam para ac¢des semelhantes aquelas observadas em
outras espécies do género. Facundo e colaboradores (2005) demonstraram em seu
estudo que tanto o extrato das raizes de C. leprosum como o composto isolado, acido
arjundlico, apresentaram atividade anti-inflamatéria quando administrados por via oral,
ao reduzir o edema de pata induzido por carragenina. O acido arjundlico, também
administrado por via oral, foi ainda capaz de reduzir o edema de orelha induzido pela
aplicagao topica de acido araquiddnico (AA), entretanto ndo alterou o edema de orelha
formado pela aplicagdo tdpica do éster de forbol 12-O-tetradecanoilforbol acetato
(TPA), sugerindo que o composto estaria atuando ao influenciar a via de metabolismo
do AA pela acdo da enzima COX. No mesmo estudo, foi verificado que o extrato das
raizes de C. leprosum foi capaz de inibir a atividade das enzimas butiril e
acetilcolinesterase, sendo comprovado ainda que o responsavel por essa acao é o
acido arjundlico presente no extrato. Outro trabalho avaliou também a atividade do
extrato etandlico das cascas da planta num modelo de dUlcera induzida por
indometacina, onde o extrato demonstrou possuir principios ativos com atividade
protetora da mucosa gastrica (MENESES et al., 2003).

O trabalho de Medeiros e colaboradores (2003) verificou a agao analgésica do
extrato etandlico das raizes de C. leprosum. Tanto o extrato quanto o acido arjunélico
foram capazes de reduzir contor¢des abdominais induzidas por &cido acético. Foi
demonstrada também atividade ansiolitica, apds estudos preliminares com o extrato
hidroalcodlico das cascas da espécie quando administrado por via oral, e atividade
depressora central e relaxante muscular quando administrado por via intraperitoneal
(ALMEIDA et al., 2003).
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Pietrovski e colaboradores (2006) avaliaram a atividade antinociceptiva do
extrato etandlico das flores de C. leprosum e observaram que o extrato foi capaz de
inibir a nocicepgdo provocada em diferentes modelos como a hiperalgesia visceral
provocada por acido acético, a hiperalgesia por calor na placa quente, e ainda,
hiperalgesia neurogénica e inflamatéria, nos modelos com formalina, capsaicina e
glutamato (PIETROVSKI et al., 2006).

O extrato etandlico das flores de C. leprosum também apresentou atividade
anti-inflamatéria tépica, quando testado em diferentes modelos de inflamagédo em
camundongos. Entre os modelos ja testados, destaca-se a capacidade de inibir
diversos parametros inflamatérios verificadas no modelo de inflamagéo crénica, como
migracao de mononucleares, formacao de edema e hiperproliferacao epidérmica (DA
SILVA, 2009). O PelleC1, é um composto presente no extrato das flores da C.
leprosum, sendo que sua atividade precisa ser avaliada para verificar se este
composto € o responsavel, ou atua de alguma forma, para que o este extrato etandlico
tenha atividade anti-inflamatdria tépica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar o efeito anti-inflamatério tépico do composto PelleC1, isolado da planta

Combretum leprosum, em modelo de inflamagao crénica na pele de camundongos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o efeito do tratamento topico crénico com o composto PelleC1 no modelo de
edema de orelha causado por multiplas aplicacdes de TPA;

- Investigar a agédo do tratamento com o composto PelleC1 sobre a migragdo de
leucocitos (neutréfilos e mondécitos) nos animais submetidos ao modelo de inducao de
edema por multipla aplicacao de TPA;

- Analisar histologicamente a agéo do tratamento crénico com o composto PelleC1 na
pele com inflamagéao induzida por multiplas aplicagées de TPA;

- Avaliar o efeito do tratamento tépico com o PelleC1 sobre a proliferagéo celular na
epiderme pela quantificacdo do Antigeno Nuclear de Proliferacao Celular (PCNA) no
tecido por marcagao histoquimica.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO DO COMPOSTO PELLEC1 ISOLADO DA Combretum leprosum

A obtencdo do extrato etandlico das flores, assim como o isolamento, a
purificacdo e a identificacdo do composto isolado de C. leprosum foram realizados
pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Valdir Alves Facundo do
Departamento de Quimica Orgénica da Universidade Federal de Rondénia.

3.2 ANIMAIS

Os procedimentos foram realizados em camundongos Swiss fémeas pesando
entre 25 e 35 g provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos (n =
5 por grupo) mantidos em condi¢cdes de temperatura controlada (22 + 2 °C), ciclo
claro/escuro de 12/12 h e com livre acesso a agua e ragao comercial. Os animais
foram mantidos na sala de experimentagdo durante pelo menos 1 h antes da
realizacdo dos experimentos para adaptacdo. Todos 0s experimentos com animais
foram realizados apdés a aprovacdo dos protocolos experimentais pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) da Universidade Federal do Parana
sob o protocolo n® 296.

3.3 PROTOCOLO ANIMAL

O processo inflamatério crénico foi induzido na orelha direita dos animais pela
aplicagdo multipla de TPA (2,0 pg/orelha em 20 pL de acetona) em dias alternados
durante 9 dias. Esse € um modelo que permite avaliar a atividade anti-inflamatéria do
composto frente a um processo inflamatério ja estabelecido. O composto PelleC1 (0,3
mg/orelha) e a dexametasona (0,05 mg/orelha, controle positivo), comegaram a ser
administrados a partir do 5° dia de experimento 2 vezes ao dia (12 h/12 h) por via
topica. A dose de 0,3 mg/orelha de PelleC1 foi definida por dados preliminares obtidos

em experimentos anteriores.

O edema de orelha é expresso como o0 aumento da espessura da orelha dos
camundongos. A espessura da orelha foi medida antes do inicio do experimento e
apés a indugao do processo inflamatdério, diariamente, utilizando um micrémetro digital
(Great MT — 04513). A medida foi realizada préxima a extremidade medial da orelha
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dos camundongos e a sua espessura registrada em micrédmetros (mm). Para minimizar
variagbes concernentes a técnica, as medicbes foram realizadas por um Unico
experimentador. O TPA e a dexametasona foram dissolvidos em 20 uL de acetona e
aplicados na orelha direita de cada camundongo, e o PelleC1 foi dissolvido em 20 yL
de solugéo de &lcool e acetona 1:1 (v:v).

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 enzimética 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
proliferagéo celular - PCNA) (n = 5). O desenvolvimento do experimento foi realizado
conforme o esquema mostrado na figura 04.

TPA TPA TPA TPA TPA 1x por dia
T T T T T 2x por dia
| | | | | | | | |

1 2 3 4 5 6 7 8 9

AVALIACAO DO EDEMA

Legenda: TPA = indugédo de edema com TPA; T = dias de tratamento

3.4 ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A atividade da enzima mieloperoxidase representa um indicativo indireto da
presenca de leucécitos polimorfonucleares (PMN) no tecido. Para a avaliacdo da
enzima mieloperoxidase foi empregada a metodologia de Bradley e colaboradores
(1982), modificada por De Young e colaboradores (1989). As amostras (circulos de 6
mm do tecido) das orelhas de camundongos submetidos ao modelo de edema de
orelha induzido pela aplicagdo multipla de TPA, foram pesadas e adicionadas a 0,75
mL de tampdo fosfato de so6dio 80 mM em pH 5,4, contendo 0,5% de
hexadeciltrimetilaménio (HTBA) e homogeneizadas por cerca de 45 s a 0°C. O
homogenato foi decantado em microtubos e adicionado a 0,75 mL do tampao
anteriormente descrito. As amostras (1,5 mL) foram colocadas em microtubos e
centrifugadas a 11.200 x g a 4°C por 15 min. Triplicatas de 30 yL do sobrenadante
foram colocadas em placas de 96 pocos e posteriormente foram adicionados 200 uL
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de uma mistura contendo 100 L de tampao fosfato de sédio 80 mM pH 5.4, 85 pL de
PBS 0,22M em pH 5.4 e 15 pL de peréxido de hidrogénio 0,017% em cada pogo. A
adicao de 20 pL de tetrametilbenzidina HCI (TMB) 18,4 mM dissolvida em uma solugéao
aquosa de dimetilformamida a 8%, promoveu o inicio da reagédo. Posteriormente a
placa foi incubada a 37°C por 3 minutos e a reacgao foi interrompida pela adi¢cao de 30
uL de acetato de sédio 1,46 M com pH 3.0 em cada pocgo. A atividade enzimatica foi
determinada colorimetricamente usando leitor de placas (Bio-Tek Microplate reader EL
808) com comprimento de onda de 630 nm, sendo expressa em mDO/Bidpsia.

3.5 ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA NAG

A atividade da enzima NAG é utilizada como indicativo indireto da presenga de
leucocitos mononucleares. A atividade da NAG foi avaliada no modelo de edema de
orelha induzido pela aplicacdo mdultipla de TPA, utilizando metodologia de Sanchez e
Moreno (1999). As amostras (circulos de 6 mm de tecido) foram pesadas e
adicionadas a 0,75 mL de tampéo fosfato de sédio 80 mM em pH 5,4 contendo 0,5%
de HTBA e homogeneizado por cerca de 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em
microtubos e adicionado 0,75 mL do tampéao fosfato, anteriormente descrito. As
amostras (1,5 mL) foram colocadas em microtubos e centrifugadas a 11.200 x g a 4°C
por 20 min. Triplicatas de 25 puL do sobrenadante foram colocadas em placas de 96
pocos e posteriormente adicionado 100 uL de tampao citrato 50 mM (pH 4,5). A
reacao foi iniciada pela adigao de 25 uL de p-nitrofenil-acetamida-u-D-glicopiranosideo
(2,24 mM) dissolvido em agua miliQ. Em seguida a placa foi incubada a 37°C por 1
hora e a reacao interrompida pela adicao de 30 uL de acetato glicina 200 nM (pH 10,4)
em cada pogo. A atividade enzimdtica foi determinada colorimetricamente usando um
leitor de placas (Bio-Tek Microplate reader EL 808) na absorbancia de 405 nm e
expressa em mDO/Bidpsia.

3.6 AVALIACAO HISTOLOGICA 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, emblocadas em parafina. Os blocos foram seccionados em
cortes de 5 pm e esticados em laminas. Os cortes foram hidratados em xilol, seguido
por sequéncia decrescente em diferentes concentragbes de etanol, finalizando com
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coloracdo em hematoxilina e eosina. Para avaliar a espessura da epiderme os cortes
foram fotografados em um aumento de 100x e 200x e as fotografias analisadas com o
programa Imaged® versédo 1,41 (Instituto Nacional de Saude, EUA). A espessura da
epiderme foi avaliada em 5 regides ao longo de cada imagem, sendo a média das

medidas expressas em pm.

3.7 MARCAGAO IMUNOHISTOQUIMICA PARA PROLIFERAGAO CELULAR

Cortes de 5 uym 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 desparafinadas duas vezes em xilol, 10 minutos
cada, e reidratadas em concentracdes 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 enddégena os cortes foram
tratados com peréxido 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 reducao da marcagao nao especifica. Para a detecgao do
Antigeno Nuclear de Proliferagao 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 os cortes foram lavados com PBS/BSA 1%. Posteriormente, as secgbes foram
incubadas com anticorpo secundario IgG HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc., EUA)
diluido 1:100 em PBS/BSA 1% em temperatura ambiente em camara umida por 1
hora. Os sitios de ligacao para peroxidase foram detectadas por coloracdo usando
cromdgeno diaminobenzidina (Kit de substrato DAB), incubadas por 15 minutos. O
excesso de cromégeno foi retirado em agua 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 avaliagdo da marcacao dos cortes foi utilizada lente ocular graduada
e a marcacao foi avaliada em areas representativas com aumento de 400x. A
quantificacdo da marcacao da proteina PCNA foi realizada em 3-5 cortes histolégicos
distintos de cada grupo, sendo escolhidos 5 diferentes fotos de forma randdémica de
cada corte. A quantificagcao foi expressa em numero de células por foto utilizando o
programa ImageJ® versao 1.41 (Instituto Nacional de Saude, EUA).
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média = E.P.M.. A significancia estatistica
entre os grupos foi avaliada por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do
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, Sao Diego, Califérnia, EUA.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DO PELLEC1 NO AUMENTO DA ESPESSURA DA ORELHA INDUZIDO
PELA MULTIPLA APLICACAO DE TPA

A aplicacdo tépica do TPA causou aumento na espessura da orelha dos
animais no primeiro dia apés a indugdo, sendo que esta resposta reduz no segundo
dia, mas no terceiro dia 0 edema fica semelhante ao primeiro dia e estabiliza até o final
do experimento (92 dia). O tratamento com o PelleC1 (a partir do 5° dia) foi capaz de
causar reducdo significativa do edema detectada a partir do 6° dia de experimento
(38,12 + 6,89%) e este efeito foi intensificado no decorrer do experimento até o ultimo
dia (9° dia, reducdo de 62,44 * 6,34%), quando comparado com o grupo controle.
Como esperado, os animais tratados com a droga utilizada como controle positivo,
dexametasona, também tiveram uma reducdo no edema induzido pelo TPA do 6° ao
9% dia. Importante destacar que o perfil de redugcdo do edema apresentado pelo
composto foi semelhante ao do corticoide dexametasona. O grupo que recebeu
apenas o veiculo (acetona) durante os nove dias ndo apresentou nenhuma alteracao

na espessura da orelha (Figura 04).
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Figura 04: Efeito do PelleC1 (0,3 mg/orelha, tdpico, 2 x dia), dexametasona (0,05
mg/orelha, tépico, 2 x dia), veiculo (20 yL de acetona) no edema de orelha induzido
por multiplas aplicagbes do TPA (2,0 pg/orelha). Os tratamentos foram iniciados no
quinto dia de experimento. Os pontos representam a média, e as barras verticais o
E.P.M. de 13-17 animais. A analise estatistica foi verificada pela andlise de variancia
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(ANOVA) seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls. **P<0,01 e ***P<0,001 foram
indicativos de significancia quando comparados aos grupos controle.

42 EFEITO DO PELLEC1 NO PESO DAS ORELHAS APOS A MULTIPLA
APLICACAO DE TPA

Ao final do experimento, no 9° dia, apds as repetidas aplicagdes do agente
flogistico, foi observado um aumento significativo no peso das orelhas dos
camundongos do grupo controle (24,03 + 1,65 mg) se comparados com 0 grupo naive
(10,18 £ 0,33 mg)(animais nao tratados) e grupo veiculo (10,64 + 0,43 mgq) (tratados
com acetona). O grupo de animais tratados com o PelleC1 (0,3 mg/orelha) e com a
dexametasona (0,05 mg/orelha), tiveram uma reducao significativa de 52,34 + 5,13% e
53,57 + 3,12%, respectivamente, no peso das orelhas quando comparados com o
grupo controle (Figura 05).
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Figura 05 Efeito do PelleC1 (0,3 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha) no peso
das orelhas no 9° dia apdés multiplas aplicacées de TPA (2,0 ug/orelha). Os dados
apresentados representam a média + E.P.M. de 10 animais. A analise estatistica foi
verificada pela andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste post-hoc de Newman-
Keuls. ***P<0,001 foi indicativo de significancia quando comparado ao grupos controle.
#P<0,001 foi indicativo de significAncia quando comparado ao grupo veiculo.

4.3 EFEITO DO PELLEC1 A ATIVIDADE ENZIMATICA DA MPO

A determinacao da MPO indica indiretamente a infiltracdo leucocitaria, pois é
um marcador de leucocitos PMN. Quando analisado no ultimo dia do experimento as
varias aplicagdes de TPA promoveram um aumento significativo na atividade da MPO
no grupo controle (0,29 + 0,01 DO/Bidpsia), se comparados com 0s grupos naive (0,18
+ 0,01 DO/Biopsia) e veiculo (0,18 + 0,01 DO/Biépsia). No grupo que recebeu inducao
do agente flogistico e depois tratado com PelleC1, foi verificado diminuicdo no
aumento da atividade da MPO de 31,45 £ 4,59%, comparando com o grupo controle.
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Além disso, no grupo tratado com dexametasona também ocorreu reducdo na
atividade da MPO em 67,01 + 2,0% (Figura 06).
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Figura 06 Efeito do PelleC1 (0,3 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha) e
veiculo (acetona) sobre a atividade enzimatica da mieloperoxidase em homogenato de
orelhas apds mdltipla aplicagdo de TPA. A atividade enzimatica foi avaliada no 9° dia
apos inducao com multipla aplicacdo de TPA. Todos os dados apresentados sao
média + E.P.M. de 5 animais. A analise estatistica entre os grupos foi verificada
através da analise da variancia (ANOVA), seguidas pelo teste de post-hoc de
Newman-Keuls. *P<0,05 e ***P<0,001 foram indicativos de significAncia quando
comparados ao grupo controle. ¥ P<0,001 foi indicativo de significancia quando
comparado ao grupo veiculo.
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4.4 EFEITO DO PELLEC1 SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA NAG

A atividade enzimatica da NAG é usada como indicativo da presenga de
leucocitos mononucleares no tecido. Os resultados apresentados na figura 07
mostram que a multipla aplicagdo do TPA induziu aumento na atividade da NAG na
pele da orelha do grupo controle (1,73 + 0,06 DO/Bidpsia) quando analisada no ultimo
dia do experimento (92 dia) e comparada aos grupos naive (0,81 + 0,05 DO/Biopsia) e
(veiculo 0,83 = 0,05 DO/Biopsia). As orelhas tratadas com PelleC1 ou com
dexametasona tiveram diminuicao respectivamente de 39,31 + 0,64% e 15,26 * 2,69%
na atividade da NAG (Figura 07).
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Figura 07: Efeito do PelleC1 (0,3 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha) e
veiculo (acetona) sobre a atividade enzimatica da n-acetil-B-d- glucosaminidase em
sobrenadante de orelhas apds multipla aplicacdao de TPA. As atividades enzimaticas
foram avaliadas no 9° dia ap6s indugdo com multipla aplicagcdo de TPA. Todos os
dados apresentados sdo média + E.P.M. de 5 animais. A andlise estatistica entre os
grupos foi verificada atraves da analise da variancia (ANOVA), seguidas pelo teste de
post-hoc de Newman-Keuls. *P<0,05 e ***P<0,001 foram indicativos de significancia
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quando comparados ao grupo controle. ##P<0,001 foi indicativo de significancia
quando comparado ao grupo veiculo.

4.5 AVALIACAO HISTOLOGICA DA EPIDERME

As amostras das orelhas dos camundongos (circulos de 6 mm), submetidas a
multiplas aplicagbes de TPA, foram utilizadas para avaliar o processo de
hiperproliferagéo celular na epiderme. O agente flogistico promoveu um aumento na
espessura da epiderme no grupo controle (71,13 + 4,21 um) quando comparado com
0s grupos naive (5,97 + 0,39 um) e veiculo (7,44 £ 0,94 um). O composto PelleC1 e a
dexametasona foram capazes de reduzir o aumento na espessura da epiderme em
59,85 + 5,05% e 60,10 = 3,77%, respectivamente, quando comparados ao grupo
controle (Figura 9). A Figura 8 apresenta fotos representativas de cortes histologicos
de amostras de tecidos das orelhas dos camundongos apds a multiplas aplicagbes de
TPA por via topica, demonstrando que os tratamentos com PelleC1 e dexametasona
causaram reducao na espessura da epiderme comparando ao grupo controle.
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Figura 08 Imagens representativas da histologia de cortes transversais das orelhas de
camundongos coradas com hematoxilina-eosina (aumento de 100x, escala de 500 ym
e aumento de 200x, escala de 100 um) coletadas no 9° dia ap6s a mdltipla aplicagao
de TPA (2,5 ug/orelha). Grupos: naive (sem tratamento), veiculo (acetona), controle,
PelleC1 (0,3 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha). Os tratamentos foram
iniciados no quinto dia do experimento.
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Figura 09 Efeito do PelleC1 (0,3 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha) e
veiculo (acetona) sobre a espessura da epiderme no 9° dia apds indugdo com mudltipla
aplicagéo de TPA. Todos os dados apresentados sdo 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 andlise 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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4.6 AVALIACAO DO EFEITO DO PELLEC1 SOBRE A MIGRACAO LEUCOCITARIA

Foi realizada também, a contagem das células (leucécitos) localizadas na
derme, apds coloragédo dos cortes histolégicos com Hematoxilina-eosina. A contagem
permitiu avaliar as mudangas no padréo celular da derme da orelha direita dos
camundongos apds as aplicagdes de TPA e os respectivos tratamentos em via tdpica.
A inducdo realizada promoveu aumento significativo no numero de células na derme
da pele da orelha do grupo controle (772,6 + 122,3 células/campo) quando
comparados aos grupos naive (247,4 + 7,7 células/campo) e veiculo (278,0 + 10,5
células/campo). Os animais tratados com dexametasona e PelleC1 apresentaram uma
redugao significativa de 64,75 * 4,7 e 68,94 + 0,9%, respectivamente, no numero de
células, quando comparados com o grupo controle (Figura 10).
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Figura 10 Efeito do PelleC1 (0,3 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha) e
veiculo (acetona) sobre a migracdo leucocitaria no 9° dia apés indugdo com multipla
aplicagédo de TPA. Todos os dados apresentados sdo média + E.P.M. de 3 animais (3
cortes por animal, 5 campos por corte) e os cortes corados com Hematoxilina-eosina.
A andlise 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 com o grupo veiculo. **P<0,01 foi indicativo de
significancia quando comparado com o controle.
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4.7 AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR

A proliferagao celular foi avaliada pela contagem das células na pele das
orelhas, pela imunomarcagcdo para o Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular
(PCNA). A imunohistoquimica com PCNA permitiu avaliar as mudangas no padréao de
proliferagéo celular na pele dos camundongos ap6s a multipla aplicagédo de TPA e os
respectivos tratamentos em via topica. A multipla aplicacdo de TPA promoveu
aumento significativo no nimero de células em proliferagao na pele da orelha do grupo
controle (156,4 £ 8,5 células/campo) quando comparados aos grupos naive (42,2 + 0,9
células/campo) e veiculo (37,5 + 3,6 células/campo). Os animais tratados com
dexametasona e PelleC1 apresentaram uma reducao significativa de 66,3 + 0,5 e 71,7
t 4,4%, respectivamente, no nimero de células, quando comparados com 0O grupo
controle (Figura 12). A Figura 11 apresenta fotos representativas de cortes histolégicos
de amostras de tecidos das orelhas dos camundongos ap6s a multiplas aplicacdes de
TPA por via topica, demonstrando que os tratamentos com PelleC1 e dexametasona
causaram reducao na proliferacdo dos queratindcitos na camada da epiderme quando
comparando ao grupo controle.
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Figura 11 Imagens representativas da marcacédo para PCNA por imunohistoquimica
em cortes transversais das orelhas de camundongos (aumento de 400x, escala de 100
pum) coletadas no 9° dia apds a multipla aplicacao de TPA (2,5 pg/orelha). Grupos:
naive (sem tratamento), veiculo (acetona), controle, PelleC1 (0,3 mg/orelha) e
dexametasona (0,05 mg/orelha). Os tratamentos foram iniciados no quinto dia do
experimento.
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Figura 12 Avaliagdo imunohistoquimica do efeito do PelleC1 (0,3 mg/orelha) e
dexametasona (0,05 mg/orelha) e veiculo (acetona) sobre a proliferacéo celular no 9°
dia apds indugao com multipla aplicacao de TPA. Todos os dados apresentados séo
média + E.P.M. de 3 animais (3 cortes por animal, 5 campos por corte), em cortes
marcados com o anticorpo anti-PCNA. A andlise 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 com o
grupo veiculo. ***P<0,001 foi indicativo de significancia quando comparado com o
controle.
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5 DISCUSSAO

O processo inflamatério € caracterizado por quatro sinais clinicos classicos:
calor, eritema, edema e dor. A utilizacdo do edema como parametro de avaliacdo em
modelos validados, permite analisar o potencial anti-inflamatério de compostos
sintéticos, extrato de plantas ou compostos isolados de plantas, tanto por via tdpica,
quanto por via sistémica (DE YOUNG et al., 1989; GABOR, 2000). Assim, o edema de
orelha € um modelo de inflamagao cutdnea, com uma metodologia simples e com
obtencgao rapida dos resultados. A inflamagao pode ser induzida por varios agentes
irritantes ou flogisticos, e entre as vantagens deste método destacam-se a
necessidade de pouca quantidade de amostra e a rapidez com que s&o obtidos os
resultados (BOUCLIER et al, 1990; VANE, 2000). Quando se tem o objetivo de
desenvolver medicamentos de uso topico, esse modelo oferece ainda a vantagem de
identificar compostos que apresentam uma absorgao cutanea adequada de forma a
atingir concentragdes ideais para exercer uma atividade farmacolégica (BOUCLIER et
al., 1990).

Entre os agentes flogisticos utilizados, temos o TPA, que € um dos principais
ésteres de forbol presentes no 6leo de croton, extraido da espécie Croton tiglium L.
(Euphorbiacea) (GABOR, 2000; GARG et al., 2008). A aplicagdo tépica do TPA induz
uma reacao inflamatéria cutanea que se caracteriza por vasodilatacao e formacgéao de
eritema nas primeiras 2 horas, que € seguido pelo aumento da espessura da orelha
em consequéncia do extravasamento plasmatico, esse aumento da espessura atinge o
pico maximo na sexta hora e tende a diminuir, atingindo os valores basais apds 24
horas. A aderéncia dos leucécitos PMN na parede dos vasos e a degranulagdo dos
mastocitos é verificada entre a quarta e sexta hora. Porém, a infiltracdo maxima de
leucécitos PMN no tecido € atingida somente apds 24h da aplicacdo tépica do TPA
(YOUNG et al., 1983). O modelo de inflamacao de orelha induzido por éster de forbol
produz edema e leva ao recrutamento de leucécitos PMN na forma aguda, e no
modelo cronico, quando avaliado no sétimo dia do tratamento, predominam
macréfagos e células T (STANLEY et al., 1991; ALFORD et al., 1992).

As caracteristicas da resposta inflamatéria induzida pela aplicagcdo do TPA sao
justificadas pelo seu mecanismo, que consiste na ativagao direta da PKC, e em
sequéncia a ativacdo da via da Proteina Ativada por Mitégeno (MAP) quinase,
fosfolipase A, (PLA), indugdo da expressdao da COX-2 e translocacao/ativacdo da
lipoxigenase (LOX), que por sua vez ativa a sintese e liberagéo de varios mediadores
pré-inflamatdrios responsaveis pela formacao de edema, migracao de leucdcitos para
a derme e hiperproliferacéo celular (DE BERNARDIS et al., 1994; MURAKAWA et al.,
2006). Alguns fatores de transcricao nuclear, como o NF-kB e a AP-1, sdo ativados
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com a ativagao da via da MAP quinase pela PKC. Esses fatores de transcrigao nuclear
tem a funcdo de regular a producdo de diversas proteinas pré-inflamatérias, como
algumas citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a), enzimas pré-inflamatérias (COX-2,
iNOS) e moléculas de adesdo (SANCHEZ e MORENO, 1999; GLASS e OGAWA,
2006; PASCUAL e GLASS, 2006). O aumento da atividade enzimdtica da PLA, pela
ativacdo da PKC leva ao aumento de liberacdo do AA dos fosfolipidios de membrana,
e como consequéncia, leva ao aumento dos seus metabdlitos como leucotrienos e
prostaglandinas, via LOX e COX respectivamente (GARG et al.,, 2008). Nos tecidos
ocorre um aumento dos metabdlitos do AA, o que parece ser determinante para que o
processo inflamatério se inicie apds a aplicacao de TPA (MURAKAWA et al., 2006).
Os produtos do metabolismo do AA aumentam a permeabilidade vascular, resultando
na formacéo de edema durante o processo inflamatério (GABOR, 2000; BRALLEY et
al., 2007).

Portanto, uma caracteristica nesse modelo é uma resposta inflamatoria
persistente, ocasionada pela producdo sequencial de mediadores inflamatérios como
os eicosandides e citocinas, sendo a PGE, e TNF-a os principais mediadores
hematogénicos (MURAKAWA et al., 2006). Logo, a atividade anti-edematogénica dos
compostos ativos no modelo de orelha induzido pelo TPA ocorre pela capacidade de
inibir a cascata do AA, como ja foi demonstrada pelos corticoides, inibidores da PLA,,
e inibidores da COX e da LOX (GABOR, 2000), dentre outros que interferem de
alguma maneira com a cascata apds a ativacao da PKC. Uma vez que o PelleC1 foi
efetivo reduzindo o edema e o peso das orelhas, € possivel sugerir que o composto
interfere em alguma etapa na resposta inflamatéria causada pelo TPA na pele, mesmo
apos a inflamacgéo estar instalada. Além disso, € importante destacar que a aplicacao
tépica do PelleC1 foi tdo eficaz quanto o corticoide dexametasona, farmaco de
referéncia.

A aplicagéo tépica do TPA também resulta no aumento gradual dos niveis da
enzima MPO, a avaliagdo da atividade desta enzima € utilizada como indicativo
indireto da presencga de leucécitos PMN no tecido inflamado (BRADLEY et al., 1982).
Esta enzima é encontrada principalmente nos granulos azuréfilos dos neutréfilos, e em
menor quantidade, nos lisossomos primarios de mondcitos. Possui caracteristica
catidnica e possui um grupamento heme. Nos neutréfilos ativados por quimiotratores,
a MPO é a enzima em maior quantidade, e uma vez liberada pelos granulos azuroéfilos
primérios, a participacdo desta enzima € de grande importancia na defesa do
hospedeiro contra infecgdes microbianas. Esta enzima transforma o peroxido de
hidrogénio (H.0.), que é formado durante o metabolismo oxidativo, em acido
hipocloroso (HOCI), quando em contato com ions Cloro (Cl,). O HOCI é um oxidante
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altamente téxico, que uma vez produzido no interior dos fagossomos, tornam-se uma
potente arma contra patégenos (ARATANI et al., 1999; GUILPAIN et al., 2008).

A MPO também catalisa a formacéo de hipotiocianato, promove a oxidacao de
grupamentos fenol e anilina. As células endoteliais também sofrem efeito da MPO,
pois se a enzima internalizar na célula, produzira oxidantes intracelulares, podendo
contribuir para o aumento do dano tecidual nos processos inflamatérios. Esses séo
alguns dos motivos pelos quais vem sendo associada a MPO a diversas situacdes
patoldgicas, principalmente nas que existe um processo inflamatério mediado por
neutréfilos (ARATANI et al., 1999; GUILPAIN et al., 2008).

Portanto, estudos demonstram uma forte correlacao entre a atividade da MPO
e 0 numero de neutrdéfilos no tecido (BRADLEY et al., 1982). O extrato etandlico das
flores de C. leprosum apresentou atividade anti-edematogénica e inibicdo do aumento
da atividade da enzima MPO no modelo de inflamagédo cutanea aguda induzida pela
aplicacéo topica de TPA (DA SILVA, 2009). Observando os resultados obtidos na
avaliagdo do edema e da atividade enzimatica da MPO ap6s o tratamento com
PelleC1 nas orelhas que sofreram aplicagao multipla de TPA, podemos sugerir que a
atividade anti-inflamatéria do extrato bruto da C. leprosum seja pelo menos em parte
pela presenca do composto PelleC1. O efeito do composto PelleC1 sobre a atividade
da MPO sugere que este composto possui agado inibitéria sobre a migracao de
neutréfilos quando utilizado topicamente. Assim, se a migracao dos neutréfilos para a
area inflamada for diminuida, os danos causados nos tecidos, por enzimas hidroliticas
e por espécies reativas, também serdo diminuidos (GARRIDO et al., 2004)

O processo inflamatério faz parte do processo fisiolégico, pois efetua a
reparagao do tecido, porém, se houver um desequilibrio neste processo, a situagao
pode se reverter, e no lugar de uma reparacao, teremos danos (ALLER, 2006). Isso
pode ser observado na atividade da MPO, é notavel que o sistema formado junto com
seus produtos sejam de extrema importancia na protecdo do organismo contra
infeccbes, mas em situacdes patologicas, esse mesmo sistema que defende o
organismo pode causar danos (MALLE et al, 2007). Caso o organismo tenha
dificuldades para erradicar o estimulo causador da reacgao inflamatéria aguda, ou se
for ativada a resposta imune adaptativa por um estimulo persistente, o processo
inflamatério se agrava e evolui para uma forma crénica. A resposta do organismo a
este processo se modifica, sendo que nesta situagéo, as células efetoras do sistema
imune estdao envolvidas. Os leucécitos presentes na regido lesada sofrem
modificagbes, no lugar da grande quantidade de neutréfilos no tecido inflamado,
encontra-se uma mistura de componentes celulares composta por fagocitos
mononucleares e células T (POBER e SESSA, 2007).
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Além do acumulo de neutréfilos, o acumulo de leucocitos mononucleares é
também uma caracteristica comum do modelo de edema de orelha induzido por TPA,
sendo ambos consequéncia do aumento dos niveis de eicosandides e da expressao
da COX-2 (SANCHEZ e MORENO, 1999; GABOR, 2000). A NAG é uma enzima
lisossomal produzida por mondcitos ativados, principalmente macréfagos. Como em
um processo crénico o principal tipo celular observado sdo as células mononucleares
(BAILEY, 1988), uma vez ativados, sofrem degranulacdo promovendo a liberacao de
inimeros mediadores inflamatdrios, incluindo aminas bioativas (histamina, serotonina),
citocinas, quimiocinas assim como mediadores lipidicos (LAWRENCE e GILROY,
2007). Esses mediadores promoverao o recrutamento e a ativagdo de outras células
inflamatérias, o que leva a sustentagao do processo (LAWRENCE e GILROY, 2007). A
medida da atividade da NAG é considerada um indicador indireto da presenga de
células mononucleares no foco inflamatério (BAILEY, 1988). Portanto, em um
processo inflamatorio crénico, a inibicdo da migragao de células mononucleares seria
interessante para contribuir para o alivio de sintomas desencadeados pelas células
inflamatérias e mediadores. Uma vez que o composto PelleC1 conseguiu inibir de
forma significativa a atividade da NAG, esta parece ser mais uma acdo anti-
inflamatéria importante desse composto.

O extrato etandlico das flores de C. leprosum, reduziu o influxo celular para o
local inflamado conforme demonstrado pela inibicio do aumento da atividade da
enzima MPO, no modelo de edema de orelha induzido por TPA, indicando possivel
influéncia sobre a migracao celular o que foi comprovado com a andlise histolégica
(DA SILVA, 2009). O composto PelleC1 se mostrou efetivo na redugéo tanto da MPO
guanto da NAG, porém, estas sdo analises indiretas sobre a reducédo da migracao de
leucocitos. Uma melhor investigacdo sobre a reducédo da infiltracdo de leucdcitos
tornou-se necessaria. Assim, através de andlises de cortes histoldégicos das orelhas
induzidas a um processo inflamatério com a aplicagdo multipla de TPA, observou-se
uma redugdo na migracao leucocitaria nas orelhas tratadas com o composto PelleC1.
Com a contagem dos leucdcitos totais localizados na derme, confirmou-se assim seu
efeito sobre a reducdo da migracao celular. Na andlise histologica também foi possivel
observar mais uma vez a redugdo do edema pelo tratamento com o PelleC1 nas
orelhas dos animais induzidos pela aplicagdo mdultipla de TPA.

Portanto, tomados em conjunto, os resultados que mostram a redug¢do do
edema e da infiltragdo leucocitaria apds o tratamento realizado com o PelleCH,
comprovam de forma consistente a hipétese de que este composto possui
propriedades anti-inflamatérias topicas. As informagbes acima relatadas séo

interessantes uma vez que o acumulo de neutréfilos desempenha um papel critico nas
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doengas inflamatérias cutaneas (SCHAERLI et al., 2004). Além disso, foi relatado que
o0 acumulo de leucocitos na pele € necessario para a progressao da reacao
inflamatdria, bem como para superexpressao de algumas enzimas envolvidas na
inflamagao como COX-2 (SANCHEZ e MORENO, 1999).

Na psoriase ocorre um espessamento importante da epiderme, devido ao
aumento da proliferacdo das células epidérmicas, também chamado de hiperplasia
epidermal. Histologicamente, a psoriase tem aparéncia definida, na qual ocorre um
aumento de proliferacdao dos queratinécitos na epiderme interfolicular com intenso
espessamento da epiderme e a estrutura da epiderme torna-se muito alongada com
ondulacdes, formando longas projecdes para dentro da derme (acantose). A
diferenciagado dos queratindcitos na psoriase é extensivamente alterada, apresentando
programagao alternativa de diferenciagdo celular, a qual estd transitoriamente
expressa durante o processo de cicatrizagdo. As placas psoridticas apresentam
escamas na superficie, que sdo ocasionadas pela diferenciagdo terminal aberrante
dos queratinécitos. Além disso, ocorre uma grande infiltracdo de leucdcitos
mononucleares para a derme que podem advir da penetragdo do parénquima cutaneo
através da transmigragao de vasos ativos ou ainda os leucécitos residentes podem se
expandir e criar um denso infiltrado observado em lesdes psoriaticas (LOWES et al.,
2007).

A estrutura e a funcdo da epiderme dependem do balango bem controlado
entre a proliferacdo e a diferenciacdo dos queratindcitos, porém, em doencgas
dermatoldgicas hiperproliferativas, como a psoriase, esse balanco é interrompido.
Como resultado ocorre um crescimento epidermal semelhante ao processo
regenerativo observado em processo de cicatrizacdo. H4 também uma variedade de
fatores de crescimento, incluindo o fator de crescimento de queratinécitos (KGF) e o
TGF-a, que controlam o crescimento dos queratinécitos, os quais estimulam a
proliferacao celular basal (ALBANESI et al., 2007).

Para a maioria das doencas de pele, a principal terapia é a aplicacao topica de
corticoides, que tem sido a primeira escolha no tratamento de doengas de pele como
eczema, dermatite atopica e seborreica (CALOU et al., 2008; LAM et al., 2008).
Porém, as doencas inflamatérias crénicas, como a psoriase e a dermatite atopica,
ainda nao possuem um tratamento adequado. Isso ocorre principalmente por essas
doengas apresentarem origens etiolégicas complexas e também por seu processo
patolégico ainda ndo ser bem conhecido (CHI et al., 2003). Apesar de diversas
abordagens terem sido utilizadas e consideradas como tentativas de conter essas
desordens, ainda nenhum tratamento satisfatério foi encontrado (CHI et al., 2003).
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A aplicacdo topica do agente flogistico TPA em camundongos induz um
estresse oxidativo e/ou producdo de espécies reativas de oxigénio, inflamacgao
cuténea e em seguida pode ocorrer hiperplasia epidermal (RAHMAN et al., 2008). Em
nosso estudo, esse agente flogistico foi utilizado em multipla aplicagdo, o que induz a
inflamagéo na pele e respostas hiperproliferativas nos animais, assemelhando-se em
muitos aspectos com as doencas de pele como a psoriase (GABOR, 2000). O
composto PelleC1 reduziu a espessura da epiderme apds as aplicacées de TPA, o
que mostra uma provavel reducdo na hiperproliferacdo dos queratinécitos, uma
caracteristica relevante, o que pode ser util para o tratamento de doencas
dermatolégicas hiperproliferativas.

Para confirmar a reducdo na proliferagdo dos queratinécitos observada na
andlise histolégica, foi realizada a analise imunohistoquimica para PCNA nos cortes
transversais das orelhas dos camundongos submetidos ao modelo de multipla
aplicagéo de TPA. O PCNA é uma proteina nuclear de 36 kDa identificada como uma
proteina auxiliar da DNA polimerase-6. A expressao de PCNA é aumentada na parte
final da fase G1 e na fase S do ciclo celular. Portanto, PCNA correlaciona com o
estado proliferativo da célula, a deteccdo do PCNA por imunohistoquimica tem
permitido a avaliagdo da atividade proliferativa das células de uma variedade de
lesbes (HALL et al., 1990; TAKAHASHI et al, 1991). Os resultados demonstram
através da andlise imunohistoquimica para PCNA, que o composto PelleC1 aplicado
topicamente no modelo de inflamagao crénica, foi capaz de diminuir o aumento da
proliferacao de células na camada basal da epiderme causado pela aplicacao repetida
de TPA, indicando inibigdo do aumento da proliferacdo epidérmica.

Um estudo realizado por Da Silva (2009), avaliou a atividade anti-inflamatéria
do extrato etandlico das flores da Combretum leprosum. Nesse estudo o extrato
apresentou atividade anti-edematogénica no modelo de inflamagédo cutanea induzida
pela aplicacdo tépica de TPA; inibiu 0 aumento da atividade da enzima MPO, no
modelo de edema de orelha induzido por TPA. Neste mesmo estudo, 0 mesmo extrato
também foi capaz de inibir alguns parametros inflamatérios no modelo de inflamagéo
crbnica, como: migragdo de mononucleares, formacao de edema e hiperproliferacéo
epidérmica. O Pelle C1, que foi isolado do extrato etandlico das flores da Combretum
leprosum, e, mostrou inibir os mesmos parametros inflamatérios que o extrato
etandlico do trabalho de Da Silva (2009), podendo ser entdo, o composto PelleC1
responsavel pela atividade anti-inflamatéria observada.
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6 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos até o momento é possivel concluir que o composto
PelleC1 possui atividade anti-inflamatéria quando utilizado por via tdpica, uma vez que
reduziu de forma significativa o edema, o peso do tecido e a migracao de células
inflamatdrias. Compostos capazes de atuar de forma efetiva sobre estes dois eventos
associados ao processo inflamatério, o0 edema e a infiltragdo de células inflamatérias,
podem ser considerados um tratamento em potencial para afecgdes inflamatérias
cutaneas. Além disso, o modelo de inflamagédo utilizado permitiu verificar que o
composto PelleC1 também apresenta eficacia sobre a hiperplasia epidermal, efeito
esse também presente em corticoides, anticitocinas e imunossupressores, farmacos
hoje utilizados no tratamento da psoriase. Estes resultados mostram a necessidade de
se realizar outras analises a fim de confirmar e elucidar o mecanismo de agdo do

composto PelleC1.
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