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RESUMO

Cecropia pachystachya, também conhecida como embalba, umbauba,
imbauba, embaulva é utilizada na medicina popular para o tratamento de asma,
tosse, hipertensdo, bem como inflamacdo. Assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o efeito anti-inflamatoério topico do extrato metandlico de C.
pachystachya (EMCP) e investigar os possiveis mecanismos envolvidos nessa
atividade. Para isso, o edema de orelha provocado pela aplicacdo de 6leo de croton
(aplicacdo simples e multipla), acido araquidénico, fenol, EPP e capsaicina em
camundongos foi utilizado. As aplicacbes tdpicas desses agentes irritantes foram
feitas nas orelhas direitas dos animais que foram pré-tratados com uma mistura de
acetona (controle), dexametasona ou indometacina (controle positivo) e EMCP. Os
resultados indicaram que EMCP apresentou atividade anti-inflamatéria topica
significativa reduzindo o edema causado pelo 6leo de créton (aplicagdo Unica e
multipla), &cido araquiddnico, fenol e EPP. Porém o edema causado pela capsaicina
nao foi reduzido por EMCP. A analise histolégica mostrou que EMCP também tem
atividade anti-inflamatoria na inflamacéo crénica. Os resultados obtidos sugerem que
o EMCP possui atividade anti-inflamatoria tépica e indicam que um dos seus
mecanismos de a¢ao envolve a inibicdo na via do AA. Outro fator importante € que
EMCP atua provavelmente por mais de um mecanismo, visto que foi tdo efetivo
contra a resposta desencadeada pelo fenol, quanto contra a resposta desencadeada
pelo TPA. E também pode estar exercendo sua acao por atuar sobre mediadores,
como eficientemente demonstrado no modelo do EPP e pela sua agéo antioxidante.
Além disso, a acdo demonstrada no processo crénico torna a C. pachystachya uma
planta com potencial para ser utilizada no desenvolvimento de formulacdes
dermocosmeéticas destinadas ao tratamento de diversas condi¢cdes dermatoldgicas.
No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar o mecanismo de
acao pelo qual essa planta exerce seus efeitos, bem como estudos que comprovem

a seguranca do seu uso topico em humanos.

Palavras-chave: Cecropia pachystachya, anti-inflamatoério, inflamacéo, topico



ABSTRACT

Cecropia pachystachya, also known as embauba, umbauba, imbauba, embaulva is
used in folk medicine for the treatment of asthma, cough, high blood pressure, as
well as inflammation. Thus, the present study aimed to evaluate the topical anti-
inflammatory effect of the methanol extract of C. pachystachya (EMCP) and to
investigate the possible mechanisms involved in this activity. Ear edema provoked by
the application of croton oil (single and multiple application), arachidonic acid,
phenol, EPP and capsaicin to mice was used to evaluate the potential anti-
inflammatory value of the topical use of EMCP. Topical applications of these irritants
were made to the right ears of animals that were pre-treated with acetone (control),
dexamethasone or indomethacin (positive control), and EMCP. Our results indicated
that EMCP demonstrated significant topical anti-inflammatory activity reducing
inflammation related to ear edema caused by croton oil (single and multiple
application), arachidonic acid, phenol and EPP. However, EMCP did not significantly
reduce the edema caused by capsaicin. Histological analysis showed that EMCP
also has chronic anti-inflammatory activity. The results suggest that the EMCP has
topical anti-inflammatory activity and indicate that one of its mechanisms of action
involves the inhibition via the AA. Another important factor is that EMCP probably
acts by more than one mechanism, since it was so effective against the response
triggered by phenol, and against the response triggered by TPA. And can also be
exerting its action by acting on mediators, as effectively demonstrated the EPP
model and its antioxidant action. In addition, the demonstrated action in the process
becomes chronic C. pachystachya a plant with potential to be used in the
development of dermocosmetic formulations intended for the treatment of various
dermatological conditions. However, additional studies are needed to confirm the
mechanism of action by which this plant exerts its effects, as well as studies to prove

the safety of its topical use in humans.

Keywords: Cecropia pachystachya, anti-inflammatory, inflammation, topical
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1 INTRODUCAO

1.1 Uso de plantas na medicina popular

Em vérias culturas, as plantas sdo utilizadas para fins medicinais no
tratamento de diversas enfermidades. O vasto conhecimento sobre seu uso se deve,
principalmente, & sabedoria popular (SIMOES e MINGUZZI, 2011). Assim, tem-se
como uma estratégia util no desenvolvimento de farmacos provenientes de produtos
naturais, a utilizacdo do vasto conhecimento popular em relagdo ao uso medicinal de
espécies vegetais. Essa informacdo permite nortear a quimica de produtos naturais
na busca de novos agentes terapéuticos. Muitos dos medicamentos disponiveis hoje
no mercado derivados de produtos naturais foram desenvolvidos a partir desta
abordagem, denominada etnobotéanica ou etnofarmacoldgica (CLARK, 2002). Esses
fitomedicamentos foram muito utilizados até meados do século passado quando,
com 0s avancgos cientificos, comecaram a ser progressivamente substituidos por
medicamentos sintéticos supostamente de melhor qualidade e facil controle
(TANAE et al., 2007). Posteriormente, o alto custo destes farmacos e os efeitos
colaterais apresentados contribuiram para o ressurgimento da fitoterapia (SIMOES e
MINGUZZI, 2011).

Neste contexto, os produtos naturais se destacam como grandes fontes de
Novos recursos terapéuticos, o que se deve as diversas substancias quimicas, ndo
somente oriundas do metabolismo secundario vegetal, mas também de toxinas de
animais e de microorganismos. A industria pode encontrar nos produtos naturais
novas estruturas quimicas e, diante disso, desenvolver farmacos que seréao
possiveis alternativas terapéuticas mais eficazes para o tratamento ou prevencéo de
doencas (CALIXTO, 2005).

No que diz respeito a plantas ja utilizadas na industria cosmética, devido as
suas propriedades anti-inflamatorias e/ou antioxidantes, temos um grande nuamero
de exemplos tais como a Carapa guianensis (Andiroba), Camellia sinensis (Cha
verde), Glycyrrhiza glabra (Alcaguz), Matricaria recutita (Camomila), Calendula
officinalis (Caléndula), entre outras (BERNARDI, 2009).

Considerando o0 mercado representado pelas grandes industrias

farmacéuticas, nacionais e multinacionais, tem-se observado a ampliagdo da
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fabricacdo de medicamentos naturais movido, principalmente, pelo apelo e
valorizacdo da natureza. Movimentando bilh6es de dolares por ano, estas empresas
tém buscado no Brasil, ou em paises com capacidade produtiva semelhante,
principios, esséncias e formulacdes para a obtencdo de medicamentos e vacinas.
Os investimentos em pesquisa e desenvolvimento por parte das grandes inddstrias
farmacéuticas mundiais passaram de cerca de 2 bilhdes de ddélares na década de
1980, para mais de 40 bilhdes de ddlares atualmente (AGRIANUAL, 2002; CALIXTO
E SIQUEIRA JR, 2008).

O Brasil € um pais altamente privilegiado por apresentar um vasto territério
com uma grande biodiversidade. Além disso, o0 uso de plantas como meio curativo é
muito utilizado pela populacdo, apesar de muitas vezes serem empregadas de
maneira equivocada e até mesmo prejudicial, jA que muitas possuem principios
toxicos e o seu uso indiscriminado pode causar sérios problemas (SOARES, 2002).

As substancias biologicamente ativas presentes nas plantas sdo chamadas
de metabolitos secundarios ou especiais e sdo produzidos por rotas biossintéticas
diversas cujas moléculas precursoras sdo os metabdlitos primarios, como exemplo,
os carboidratos, proteinas e lipideos, que sédo essenciais para as funcdes vitais da
planta. Ao contrario dos metabdlitos primarios, os secundarios sdo encontrados em
concentracoes relativamente baixas e somente em determinados grupos de plantas
(POSER e MENTZ, 2000).

Esses produtos naturais provenientes de matéria-prima vegetal oferecem uma
grande variedade de moléculas com enorme diversidade em suas atividades
bioldgicas e em suas estruturas (HERNANDEZ-TERRONES et al., 2007). Portanto, é
importante a investigacao de espécies vegetais principalmente no que diz respeito a
identificacdo de protétipos, cuja atividade farmacolbgica permita o desenvolvimento
de novos farmacos (BORRIS, 1996). Esforcos tém sido realizados com o intuito de
promover modificacdes nas substancias naturais a fim de se potencializar suas
propriedades e minimizar seus efeitos colaterais e adversos (SCHULZ et al., 2002).
No entanto, ainda existe um grande desafio dentro da quimica medicinal que é
tornar um prot6tipo em um farmaco apropriado para o uso terapéutico (BORRIS,
1996).

Moléculas biologicamente ativas, derivadas de vegetais, sdo descobertas a
cada dia, e tornam-se farmacos de grande importancia na terapéutica atual, tais

como o acido salicilico, a atropina, a pilocarpina, a quinina, a camptotecina, a
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artemisinina, o taxol, a digoxina e a morfina (LENTINI, 2000; RISHTON, 2008;
VIEGAS JR et al. 2006).

1.2 Plantas do género Cecropia

A familia Cecropiaceae ou Moraceae é constituida por seis géneros, sendo
um deles o género Cecropia, formado por aproximadamente 75 espécies (TANAE
et al., 2007).

As espécies do género Cecropia sao arvores pioneiras e apresentam-se
largamente distribuidas na regiao Neotropical, principalmente em areas umidas entre
0 nivel do mar e 2600 metros de altitude. Elas estdo presentes do sul do México ao
norte da Argentina (FRANCO-ROSSELLI, 1997) e cerca de 50% delas podem ser
encontradas nas florestas andinas, mais concentradas no norte dos Andes, na
Colébmbia e Equador (ARAGAO et al., 2010). Caracterizam-se por serem arvores
perenifolias e heliéfitas e seus frutos carnosos sdo apreciados por muitas espécies
de aves e mamiferos, responséveis pela dispersdo de suas minusculas sementes
(LORENZI, 2002). No Brasil, situa-se principalmente no litoral do Nordeste,
passando pelo Sudeste, Centro-Oeste e chegando até Santa Catarina. Esta
presente tanto na area de cerrados quanto na de florestas variadas e formacdes do
complexo atlantico (HERNANDEZ-TERRONES et al., 2007).

Varias espécies do género Cecropia sao utilizadas na medicina popular da
América Latina, com variacdes na indicacao terapéutica dependendo do pais e das
espécies empregadas (VENTURA, 2011).

No México, as embalbas séo utilizadas popularmente no tratamento do
diabetes, tosse, diarreia, asma, obesidade, perturbacdes no figado, verruga,
hipertenséo arterial e inflamacdo. Na Col6mbia, s&o utilizadas no tratamento da
doenca de Parkinson e também nas doencas cardiacas como substituintes de
plantas que contém digitalicos. Em Cuba praticamente todas as partes da planta séao
usadas, sendo as raizes para as afeccdes biliares, o latex é considerado corrosivo e
adstringente, as cascas promovem reducdo do muco, as frutas sdo emolientes, e

finalmente as folhas que sao utilizadas para diminuicdo da dor, edema, asma,
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perturbacdes hepaticas e para amenizar os sintomas da menstruacdo (WRIGHT et
al., 2007).

No Brasil, cinco espécies do género sdo ocorrentes: Cecropia glaziovii Sneth,
C. hololeuca Miq, C. pachystachya Trécul, C. purpurascens Berg e C. sciadophylla
Mart. (BOCCHESE et al., 2008).

Alguns estudos farmacoldgicos realizados com a espécie C. glaziovii Sneth,
indicaram que o extrato aquoso apresentou efeito broncodilatador, anti-hipertensivo
e antidepressivo, provavelmente atribuidos as catequinas, procianidinas e
flavonoides presentes nesse extrato. Em C. obtusifolia foi identificada a presenca da
flavona isoorientina e acido clorogénico como provaveis compostos envolvidos no
seu efeito hipoglicemiante (STANGE et al., 2009). Atividade hipoglicemiante aguda
também foi relatada para C. pachystachya (ARAGAO et al.,2010).

1.3 Espécie Cecropia pachystachya

Auguste Trécul em 1847 descreveu a espécie Cecropia pachystachya que
tem como sinonimia Cecropia adenopus (SIMOES e MINGUZZI, 2011). No Brasil, a
espécie é conhecida por embalba, umbauba, imbauba, embalva, umbauba-do-
brejo, arvore-da-preguica, umbaubeira, pau-de-lixa, umbalba branca, entre outras
(HERNANDEZ-TERRONES et al., 2007). Estas denominacdes provém do termo
“ambaiba”, que no tupi significa arvore oca, uma alusdo aos caules ocos das
espécies de Cecropia. Outros nomes populares de espécies desta familia sao:
guarumo e yarumo na Coldémbia e no Equador, yongol no Peru e yagrumo na
Venezuela (LORENZI e SOUZA, 2001).

C. pachystachya séo arvores silvestres com tronco de cor esbranquicada,
perenifélia, que ocorre desde o Rio Grande do Norte até Santa Catarina, nos
cerrados, nas florestas estacionais e nas formacfes do complexo atlantico. Suas
arvores apresentam uma altura que pode variar de 5 a 10m, e 0s seus troncos
apresentam um diametro variando de 15 a 20 cm, sendo ramificado apenas na
regido superior (Figura 1) (SIMOES e MINGUZZI, 2011).
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Figura 1. Cecropia pachystachya. Fonte:

http://www.arvores.brasil.nom.br/new/embauba/index.htm

Ocorrem abundantemente na vegetacdo secundaria das matas Umidas do
litoral e das serras do Sul e Sudeste brasileiro (LORENZI e SOUZA, 2001).
Florescem de setembro a outubro e frutificam de maio a junho (VENTURA, 2011). O
desenvolvimento das plantas no campo é rapido. Os frutos sdo procurados pelas
aves e servem de alimento a varias espécies animais dentre elas os peixes, como
pacu, piracanjuba e outros (BALBACHAS, 1960).

As caracteristicas de suas folhas sédo simples, palmatifidas, com incisdes que
as vezes atingem o peciolo, formando de 9 a 13 segmentos; face superior aspera e
a inferior com presenca de pelos esbranquicados; peciolo piloso de 10 a 55 cm de
comprimento. Trata-se de uma espécie dioica com inflorescéncias masculinas
ramificadas, com segmentos organizados aos pares, mais ou menos péndulas; as
femininas, também aos pares péndulos na frutificacdo, com bractea pilosa. Eixo da
infrutescéncia carnoso, apresentando numerosos frutos longos embutidos, com
cerca de 2 mm de comprimento (Figura 2) (SIMOES e MINGUZZI, 2011).


http://www.arvores.brasil.nom.br/new/embauba/index.htm
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Figura 2. Folhas e frutos da Cecropia pachystachya. Fonte:

http://cookislands.bishopmuseum.org/species.asp?id=5898
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C. pachystachya é considerada uma espécie pioneira, colonizadora de
clareiras e de rapido crescimento, muito importante na regeneracdo de areas
degradadas pelo fato de atrair animais dispersores e melhorar as propriedades do
solo, o que propicia condicBes mais favordveis ao estabelecimento de outras
espécies (BATISTA et al.,, 2008). Além disso, € uma importante espécie florestal
para a industria, j& que utiliza sua madeira para confeccionar brinquedos, caixas
leves, lapis e outros produtos, além da arvore possuir qualidade ornamental,
podendo ser empregada com sucesso no paisagismo e em reflorestamento. Nas
relacdes ecoldgicas, suas folhas sdo muito apreciadas por animais como o bicho
preguica e seus frutos sdo procurados e consumidos por muitas espécies de
passaros (CARNEIRO, 1995).

As folhas e frutos de C. pachystachya sado usados para o tratamento da asma
e tosse. O suco obtido da raiz é utilizado como diurético e cardiotdnico (SORARU e
BANDONI, 1978; CONSOLINI et al., 2006; REYES, 2004). Devido ao seu extenso
uso popular, ja foi incluida na Farmacopeia Argentina (1978), onde é preparada
como infusdo a 5% ou decoccdo 4%. Entretanto, nem todos os seus efeitos
farmacoldgicos foram comprovados cientificamente através de ensaios pré-clinicos,
sendo demonstrada recentemente sua atividade hipoglicemiante em ratos normais e
diabéticos induzidos por aloxano, por um periodo de tratamento de 42 dias
(ARAGAO et al., 2010).


http://cookislands.bishopmuseum.org/species.asp?id=5898
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1.4 Inflamacéao

Registros das caracteristicas clinicas do processo inflamatério ja constavam
nos antigos papiros egipcios (= 3000 a.C.). Os sinais classicos da inflamag¢éo foram
descritos por Aulus Celsus (30 a.C. — 38 d.C.) como: rubor, calor, tumor e dor (VANE
e BOTTING 1998). Um quinto sinal, a perda da func¢ao, foi acrescentado por Galeno
(138 — 201 d.c.) . No século XVIII, Jonh Hunter verificou a dilatacdo dos vasos
sanguineos e Julius Cohnhein associou inflamacdo a emigracdo de leucdcitos
através das paredes da microvasculatura. No final do século XIX, Eli Metchnikoff
enfatizou o papel da fagocitose no processo inflamatorio, enquanto que em 1927,
Thomas Lewis descreveu a importancia dos mediadores quimicos (MURPHY e
WARD, 2006; WEISSMAN, 1992).

No decorrer dos séculos, varios estudos contribuiram para a fundamentacao
das bases do processo inflamatdrio, enriguecendo os conhecimentos sobre as
células participantes e os mediadores quimicos envolvidos, como o envolvimento de
mastocitos descritos em 1877 por Paul Ehrlich, da histamina na “reacgao ftriplice
cutanea” em 1927 por Lewis, dos macréfagos na constituicdo dos granulomas por
Virchow e no desenvolvimento de agentes anti-inflamatérios (DA SILVA et al.,
2003; ROBBINS et al., 2001).

A inflamacédo é um processo que envolve uma série de eventos que podem
ser nomeados por numerosos estimulos, tais como, agentes infecciosos ou
substancias provindas do seu metabolismo (toxinas), interagdes antigeno-anticorpo,
agentes fisicos (radiacdo, queimadura, traumas) quimicos, e injurias mecanicas.
(ROTELLI et al., 2003). Cada estimulo provoca um padréao caracteristico de resposta
que, apesar da diversidade e complexidade dos mediadores quimicos, apresentam
variacéo relativamente pequena (CARVALHO, 2004).

Ap6s uma agressdo ou estimulo € desencadeada uma cascata de eventos
que resulta no aumento do calibre microvascular, aumento da permeabilidade
vascular, recrutamento de leucocitos, como consequéncia de uma interacéo
complexa entre diferentes tipos celulares residentes no tecido cutaneo
(queratindcitos, fibroblastos, mastdcitos, células endoteliais, macréfagos) e varios
mediadores pro-inflamatoérios (RAUH, 2008).

As substancias enddégenas que provocam a modificacdo bioquimica e

fisiol6gica da estrutura do local afetado pelo processo inflamatério sdo chamadas de
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mediadores. Os principais mediadores envolvidos na inflamacdo s&o histamina,
serotonina, bradicinina, metabdlitos do acido araquidénico (AA), citocinas,
neuropeptideos, 6xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (ROS), dentre
outros (RANG et al., 2007). Inicialmente, estes mediadores sao liberados no local
onde se deflagrou o processo. Os macrofagos locais sinalizam a presenca de
material estranho ou lesdo através destes mediadores e/ou citocinas que irdo
recrutar células circulantes (leucécitos polimorfonucleares, macréfagos, eosindfilos,
linfécitos) que apresentam um papel de amplificacdo no processo (FERREIRA,
1993).

1.4.1 Inflamacdo aguda

A inflamacdo aguda é uma resposta rapida a um agente nocivo encarregada
de levar mediadores da defesa do hospedeiro — leucocitos e proteinas plasméticas —
ao local da lesdao. A inflamacdo aguda possui trés caracteristicas principais:
alteracéo no calibre vascular, que leva a um aumento no fluxo sanguineo; alteracdes
estruturais na microcirculacdo, que permitem que proteinas plasmaticas e leucécitos
deixem a circulacdo; e emigracao dos leucécitos da microcirculagdo, seu acimulo no
foco de lesdo e sua ativacao para eliminar o agente nocivo (KUMAR et al., 2005)
(Figura 3).
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Figura 3. As primeiras manifestacdes locais da inflamacdo aguda comparadas com o tecido normal.
(1) Vasodilatagdo e aumento do fluxo sanguineo (eritema e calor). (2) Extravasamento e deposicédo
de plasma e proteina (edema). (3) Migracdo e acumulo de leucécitos no local da lesdo (KUMAR,;
ABBAS; FAUSTO, 2005).

Os eventos vasculares iniciam-se logo ap6s a lesdo e se desenvolvem em
velocidades variaveis dependendo da intensidade da agressdo. Primeiramente,
ocorrem alteracdes no calibre vascular conduzindo ao aumento do fluxo sanguineo,
causador do calor e do rubor na area inflamada, logo seguido pelo alentecimento da
circulacdo e instalacdo do processo de estase sanguinea permitindo a
marginalizacao leucocitaria (SZEKANECZ et al., 2004).

Outro sinal caracteristico da inflamacéo é o edema, que € causado pelo fluxo
transvascular de um fluido rico em proteinas (plasma) do compartimento
intravascular para o intersticio como resultado da acao de varios mediadores como
histamina, bradicinina, leucotrienos, componentes do sistema complemento,
substancia P e fator de ativacdo de plaquetas (PAF) (DENZLINGER et al., 1985;
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FRIEDL et al.,, 1989). Esses fatores alteram as funcfes de barreira de pequenos
vasos sanguineos e aumentam a permeabilidade dos capilares e vénulas tanto para
agua quanto para proteinas (DEMLING et al., 1982; DEMLING et al., 1984). Ao
mesmo tempo, a pressdo hidrostatica dos capilares é aumentada no local do
ferimento como resultado da vasodilatacdo local. Esta vasodilatacdo local ocorre
principalmente devido a geracdo de metabdlitos do &acido araquidénico
particularmente prostaglandinas E2 e 12 (por macr6fagos e células endoteliais
ativadas) e por o6xido nitrico (gerado pelas células endoteliais em resposta a
histamina, bradicinina e substancia P). O extravasamento do plasma leva a uma
concentracdo de eritrécitos nos pequenos vasos sanguineos aumentando assim a
viscosidade do sangue. Concomitantemente a perda de proteinas plasmaticas,
também ocorre diminuicdo da pressdo oncética intravenosa, e esses fatores
juntamente com o aumento da permeabilidade vascular e 0 aumento transitério da
pressdo hidrostatica nos capilares levam a inducao do fluxo transvascular de liquido
e proteinas para o intersticio. A funcdo destas alteracdes € permitir a chegada de
anticorpos e proteinas ao local da leséo e facilitar a disponibilidade de células e
mediadores inflamatorios a fim de diluir a inflamacéo. Ainda ocorre no local uma
estase sanguinea que impede a disseminacdo de agentes infecciosos que possam
estar presentes no local (SHERWOOQOD et al., 2004).

Dentre as células envolvidas na inflamacdo aguda algumas (como células
endoteliais vasculares, mastocitos e macréfagos teciduais) estdo normalmente
presentes nos tecidos, enquanto outras (como plaquetas e leucdcitos) tém acesso
ao mesmo através da corrente sanguinea (RANG et al., 2007). Os leucécitos mais
abundantes no ser humano sao os neutrofilos e eles expressam uma gama de
moléculas de adesdo (LUSTER et al.,, 2005). Estas células, em particular
polimorfonucleares, tendem a se acumular no local da infeccdo constituindo o
mecanismo inato, a primeira linha de defesa ao agente nocivo (DA SILVA et al.,
2003; RUEGG, 2006). A migracdo € composta por etapas: (1) emigracdo em direcdo
ao estimulo quimiotético; (2) marginalizacéo, rolamento e adeséo; (3) saida do vaso
sanguineo por diapedese e (4) fagocitose e desgranulacdo a partir da ativacdo
leucocitaria (DA SILVA et al., 2003; ROBBINS et al., 2001).

Inicialmente ocorre uma fragil interacdo, levando ao processo de rolamento
do leucécito sobre a superficie do endotélio. Em seguida, sobre acédo do fator de

necrose tumoral, TNF-a e da interleucina, IL-13, as células endoteliais expressam E-
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selectina, VCAM-1 e ICAM-1 permitindo uma maior estabilidade na interacéo
leucécito-endotélio propiciando a adesao leucocitaria, projecdo de pseuddpodes por
entre as células endoteliais e diapedese. Ao atravessarem a membrana basal os
leucécitos migram até o local da infeccdo ao longo de um gradiente de fatores
quimiotaticos (Figura 4). Os neutrofilos sdo as primeiras células a migrar, seguido
de mondcitos e linfocitos. Além de orientar a migracdo dos leucécitos os agentes
quimiotaticos ativam estas células conduzindo a fagocitose, a desgranulacédo e
secre¢ao enzimatica, a producdo de mediadores quimicos e a lesao do tecido devido
a liberacdo moderada de produtos ndo apenas no interior do fagossomo, mas no
espaco extracelular (DA SILVA et al., 2003; ROBBINS et al., 2001).
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Figura 4. Representacdo do mecanismo de inducdo de adeséo leucdcito-endotélio na inflamagéo em
resposta a um agente quimiotatico (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

ApGs o0 estabelecimento desses eventos iniciais, os tecidos sdo entédo
invadidos por células inflamatérias. Primeiramente mediadores derivados de
macrofagos como, fator de necrose tumoral (TNF) e quimiocinas, irdo atrair mais
neutréfilos para o local, assim como ativa-los. Esses mediadores, irdo combinar-se
ainda com outros como, prostaglandina E2 (PGE2) derivada de mastocitos e
defensinas derivadas dos neutrofilos para recrutar linfécitos enquanto que o0s
leucotrienos atraem células dendriticas que atuam como apresentadoras de
antigeno. Os linfocitos promoverdo a ativagdo de macréfagos, levando-os a secretar
proteases, eicosanoides, citocinas e espécies reativas de oxigénio, que irdo ativar

outras células formando assim um ciclo de recrutamento e ativacdo celular. As
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cininas promovem a liberacdo de citocinas como interleucina (IL)-1 e TNF, e a
geracdo de mediadores como prostaglandinas e leucotrienos, auxiliando no inicio e
na manutencdo da reacéo inflamatodria (SILVA, 2009). Um aumento nos niveis de
ROS na pele pode levar a danos celulares que promovem varias condicdes
patolégicas, como respostas inflamatérias (SONG et al., 2008). Acrescentando,
Portugal et al. (2007) descreve que a super producdo ou remocao ineficiente de
radicais livres ou ROS, denominada estresse oxidativo, contribui para surgimento de
condicdes lesivas a pele, expressadas por eritema, edema, envelhecimento,
inflamacédo, manifestacdo autoimune, hipersensibilidade, queratinizacdo anormal e
cancer de pele (BERNARDI, 2009).

A exposicdo celular as citocinas primarias (IL-1 e TNF- a) leva a ativagédo de
algumas vias de sinalizacdo, como das proteinas quinases (PKC, PKA) e proteinas
quinases ativadas por mitdgenos (MAPK), que promove a estimulacdo da atividade
de alguns fatores de transcri¢cado nuclear, como o fator de transcricdo nuclear-kB (NF-
kB) e a proteina ativadora-1 (AP-1). Estes fatores quando ativados promovem a
inducdo da transcricdo génica de diversas citocinas (TNF- a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8,
etc), quimiocinas, moléculas de adesdo e enzimas responsaveis pela producédo de
mediadores inflamatérios secundarios, Oxido nitrico sintetase induzida (iNOS) e
cicloxigenase-2 (COX-2) (DELHASE, 2003; PASCUAL e GLASS, 2006). Assim, a
principal funcdo da IL-1 e do TNF-qa, € desencadear a resposta inflamatéria inata e
atuar como uma molécula co-estimulatéria da resposta imunolégica (UCHI et al.,
2000). Além disso, o TNF-a apresenta um papel importante na remodelacdo do
tecido ap6s um dano, pois atua como fator angiogénico e como fator de crescimento
dos fibroblastos (BURBACH et al., 2000). Entre as citocinas secundarias destaca-se
a IL-8, por ser um potente agente quimiotatico responsavel pelo recrutamento de
leucécitos, preferencialmente os neutrofilos. Essa quimiocina estimula o movimento
dos leucécitos e regula a migracdo destes do sangue para a regido extravascular
(SCHRAMM e THORLACIUS, 2004). Assim, a IL-8 coopera com a IL-1 e TNF-a no
processo de infiltracdo leucocitaria, considerando que a IL-1 e TNF-a induzem a
expressao de moléculas de adesdo nas células endoteliais, 0 que € um preludio a
migracgao leucocitéria ao local lesado (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

Os metabolitos do AA (prostanoides) também desempenham um papel
importante no processo inflamatério. Estes mediadores possuem uma ampla agao

mediada por receptores especificos presentes em células-alvo (KABASHIMA e
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MIYACHI, 2004). A producéo das prostaglandinas e dos leucotrienos inicia-se com a
liberacdo do acido araquidbnico a partir dos fosfolipidios de membrana, uma reacao
catalisada pela enzima fosfolipase A2 (PLA2). A PLA2 é ativada em resposta a
varios estimulos, tais como: acdo da trombina nas plaquetas, do fator do
complemento (C5a) nos neutrofilos, da bradicinina nos fibroblastos, das reactes
antigeno-anticorpo nos mastécitos e da lesdo celular promovida por diferentes
agentes (ROS - espécies reativas de oxigénio, UV-B, agentes quimicos, etc) (RANG
et al, 2007). O AA uma vez liberado serve de substrato para as duas isoformas da
enzima cicloxigenase (COX-1 e COX-2), onde é convertido em prostaglandinas e
tromboxanos (PGE2, PGD2, PGF2a, PGI2, TXA2), e também para a 5-lipoxigenase
(5-LOX), sendo por essa via metabdlica convertido em leucotrienos (LTB4, LTCA4,
LTD4, LTE4) (Figura 5) (RAUH, 2008).

Fosfolipidens da membrana celular
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Figura 5. Geragéo de metabdlitos do acido araquiddnico e sua participacdo na inflamagdo (COLLINS,
2000).

Na pele normal, a COX-1 esta distribuida em toda a epiderme, enquanto a
COX-2 se localiza principalmente nos queratinécitos supra-basais, sendo essa

isoforma prontamente induzida frente a um estimulo inflamatorio. A prostaglandina
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E2 (PGE2) é a principal prostaglandina presente no tecido cutaneo, onde modula
varios eventos inflamatérios, como o aumento da permeabilidade vascular e
vasodilatagao, contribuindo assim na formag&o do edema e na adesé&o e diapedese
dos neutrofilos e mondcitos. No entanto, o trafego dos linfocitos a partir do [limen do
capilar para o espaco intersticial ja € um processo mediado em parte pelo LTB4
(LEE et al., 2003; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). As PGE2 e PGD2, por
sua vez, induzem a transcricdo de enzimas requeridas para a sintese de uma outra
classe de eicosanoides envolvidas na fase de resolucédo da fase inflamatéria, como
as lipoxinas (SERHAN e SAVILL, 2005).

Outros mediadores quimicos como a histamina também desempenham uma
acdo importante durante o processo inflamatorio atuando em muitos processos
fisioldgicos celulares, mas também intervindo nas reacdes alérgicas e na inflamacao,
sendo esse um dos principais motivos dos mastécitos estarem estrategicamente
localizados na microvasculatura dos tecidos que estdo em contato com 0 meio
externo como a pele, os pulmdes e intestinos. A liberagdo da histamina ocorre pelo
processo de exocitose durante as reacdes inflamatérias ou alérgicas através da
interacdo de fatores do sistema complemento (C3a e C5a) e de antigenos com
anticorpos IgE fixados nos mastocitos. Apos a degranulacdo dos mastécitos, ela
atua em receptores especificos (receptores histaminérgicos) levando a constricao do
musculo liso, vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e prurido (RANG
et al, 2007; SCHARAMM e THORLACIUS, 2004; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY,
2004).

Outros mediadores quimicos como a serotonina, substancia P e neurocinina A
também participam da regulacdo dos processos vasculares, contribuindo assim na
resposta inflamatoria. A funcdo coordenada da populacao celular presente na derme
e epiderme permite que ocorra uma resposta rapida e efetiva frente a variedade de
estimulos que ocorrem na interface entre o organismo e o meio externo (RAUH,
2008).

Como relatado anteriormente, muitos mediadores quimicos envolvidos no
processo inflamatorio ja foram descritos, bem como suas funcdes ja foram
descobertas. Mas, ainda nao esta elucidada exatamente a maneira coordenada que
eles atuam (KUMAR et al., 2005).

Assim, a inflamacdo aguda pode culminar em resolucdo completa, com a

cicatrizagdo e reconstituicdo tecidual ou cura por fibrose, quando a destruicao
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tecidual é significativa, posterior ou ndo a formacdo de abscessos, ou ainda evoluir
para a inflamacéo crénica (VENTURA, 2011).

Um evento que reflete a transicdo do processo inflamatério para o de
resolucdo €é a substituicdo de polimorfonucleares (PMN) ou eosindfilos por
monocitos e macrofagos fagociticos. A citocina IL-6 parece ser o principal
determinante dessa troca de PMN por monécitos, além dos eicosanoides que

também parecem auxiliar nessa transi¢cédo (SILVA, 2009).

1.4.2 Inflamacao crbnica

A inflamacdo crbnica origina-se posterior a uma inflamacdo aguda ou a
resposta pode ser cronica quase desde o inicio (RUEGG, 2006). A transicdo de
aguda para cronica pode ocorrer devido a persisténcia do agente lesivo, a
interferéncia no processo de reparo tecidual, a desregulacdo de qualquer etapa
acima citada ou como resultado de surtos agudos repetitivos (DA SILVA et al., 2003;
ROBBINS et al., 2001).

O processo define-se por uma inflamacao ativa, onde a destruicéo tecidual e
a tentativa de reparo tecidual ocorrem simultaneamente. Em contraste com a
inflamagdo aguda, que manifesta alteragbes vasculares, edema e infiltrado
predominantemente neutrofilico, a inflamacéo cronica é caracterizada por infiltrado
de células mononucleares, incluindo macrofagos, linfocitos e mondcitos; destruicéo
tecidual induzida pela persisténcia do agente nocivo ou pelas células inflamatdérias;
tentativas de cicatrizagcdo pela substituicdo do tecido danificado por tecido
conjuntivo, efetuado através da proliferacdo de pequenos vasos sanguineos
(angiogénese) e, em patrticular, fibrose (KUMAR et al., 2005).

Os macrofagos séo células centrais na inflamagé&o cronica, em virtude da sua
capacidade de secretar o maior numero de produtos biologicamente ativos, como
fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-1b, 6xido nitrico (NO), mediadores lipidicos,
fatores de crescimento entre outros. Sao células mononucleares fagociticas que se
originam de um precursor comum na medula 6éssea (monoblasto) que dard origem
aos mondcitos sanguineos (DA SILVA et al.,, 2003; ROBBINS et al., 2001). Os

monaocitos circulantes de acordo com seu fendtipo e estimulo apropriado podem
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migrar para o sitio de inflamacdo e se diferenciar em macréfagos teciduais
residentes ou células dendriticas (VENTURA, 2011).

Os macrofagos estdo estrategicamente dispostos nos tecidos e, apesar de
responderem quase tao rapido quanto os neutréfilos, possuem uma meia-vida maior
persistem por mais tempo no sitio inflamatério e ndo sdo terminalmente
diferenciados o que propicia a proliferacdo (CASTELLHEIM et al., 2009). A meia-
vida dos mondcitos é de aproximadamente um dia enquanto um macréfago tissular
sobrevive por varios meses a anos (KUMAR et al., 2005).

Além da fagocitose, os macrofagos residentes sao responsaveis por iniciar e
regular a resposta imune inata e, consequentemente, a liberacdo de uma gama de
mediadores atraindo e ativando leucécitos e linfocitos para a contencdo da
inflamacéo (VENTURA, 2011). Os macréfagos ativados secretam uma variedade de
produtos biologicamente ativos que, se ndo forem controlados, resultam na leséao
tecidual e fibrose caracteristicas da inflamacao crénica (KUMAR et al., 2005).

Os linfécitos T sdo mobilizados nas reacgdes imunoldgicas mediadas por
anticorpos e células, mas também, por razdes desconhecidas na inflamacdo néo
imunologica (DA SILVA et al., 2003). Os linfécitos e macrofagos interagem de forma
bidirecional, sendo importante na inflamacao crénica. Os macréfagos apresentam os
antigenos para as células T e produzem citocinas as respostas das células T. Os
linfécitos T ativados produzem citocinas, dentre elas o INF-y, que é o principal
ativador de macrofagos (KUMAR et al., 2005).

Os plasmacitos se desenvolvem a partir de linfécitos B ativados e produzem
anticorpos direcionados a antigenos persistentes no local da inflamacéo
(CASTELLHEIM et al., 2009; LUSTER et al., 2005; ROBBINS et al., 2001). Assim, a
gama de mediadores quimicos produzidos por macrofagos, linfocitos e plasmécitos
de maneira prolongada e de forma inapropriada conduz a grave lesao tecidual,
principal caracteristica da inflamacao crénica (VENTURA, 2011).

Vale ressaltar que a inflamacdo cronica persistente aumenta o
desenvolvimento de doencas degenerativas como artrite reumatoide, aterosclerose,

Alzheimer, asma, esclerose multipla, dentre outras (IWALEWA et al., 2007).

1.4.3 Farmacologia da inflamacéo
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Os farmacos anti-inflamatorios sdo capazes de interferir no processo
fisiopatolégico da inflamacdo, objetivando minimizar os danos teciduais e
proporcionar maior conforto ao paciente. Os principais agentes anti-inflamatérios séao
representados pelos glicocorticoides e pelos anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINEs) (VENTURA, 2011).

Os glicocorticoides sédo potentes mediadores anti-inflamatorios endoégenos
que séo liberados em poucos minutos na resposta ao estresse e a lesao tecidual
como mecanismo de controle da severidade da resposta inflamatéria (GILROY, et
al., 2004). Eles inibem a transcricdo de varias citocinas importantes para a resposta
inflamatoéria, como interleucinas, TNFa e fator estimulador de colbnias de
macréfagos-granulocitos. Além disso, inibem a ag¢do destas citocinas sobre fatores
transcripcionais, como proteina ativadora-1 e o fator nuclear kB (NF-kB). Esse
conjunto de atividades € considerado como responsavel pela atividade dos
glicocorticoides (BOLLER, 2007).

A acdo anti-inflamatéria dos glicocorticoides deve-se, principalmente, a
inibicdo da transcricdo do gene da enzima COX-2 e a indugdo da proteina lipocortina
(ou anexina 1), inibidora da enzima fosfolipase A2, responsavel pela conversédo dos
fosfolipideos de membrana em &cido araquidénico. Como exemplo de glicocorticoide
pode-se destacar a hidrocortisona e dexametasona (RANG et al., 2007).

Os AINES incluem uma diversidade de agentes e em geral, todos os seus
efeitos estdo relacionados com a inibicdo da acdo da COX na producdo de
prostaglandinas e tromboxanas (CARVALHO, 2004; RANG et al., 2007). Os AINES
tradicionais atuam de forma nao-seletiva inibindo ambas as isoformas de COX e
destacam-se neste grupo: o acido acetilsalicilico, a indometacina, o piroxicam e o
ibuprofeno (VENTURA, 2011).

Hé& dois tipos de COX, denominadas COX-1 e COX-2. A COX-1 é a enzima
expressa constitutivamente na maioria dos tecidos, responsavel por véarias funcbes
fisioldgicas, como protecdo da mucosa gastrica, agregacao plaquetaria, manutencao
do fluxo sanguineo renal e da homeostase vascular. A COX-2 ndo esta normalmente
expressa e pode ser induzida por estimulos incluindo a exposi¢cdo a fatores de
crescimento, citocinas, promotores de tumor carcinogénicos e endotoxinas. Ou seja,
a COX-2 é encontrada em células inflamatorias ativadas, sendo esta a enzima que

produz os metabdlitos do AA durante uma inflamacdo. Portanto, os efeitos anti-
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inflamatorios estdo relacionados com a inibicdo da COX-2 e os efeitos colaterais
mais conhecidos se devem principalmente a inibicdo da COX-1 (BOLLER, 2007).

Todos AINEs convencionais tém a tendéncia de causar efeitos adversos
gastrointestinais que podem variar de dispepsia a sangramentos de estémago e
duodeno, ativar doencas inflamatorias intestinais quiescentes e causar dano tecidual
(como ulceras) no trato gastrointestinal baixo, geralmente, apds um longo periodo de
uso (MONTEIRO et al., 2008).

Deste modo, a comunidade cientifica e as industrias farmacéuticas focaram
seus esforcos na busca de inibidores seletivos para COX-2, com menores efeitos
colaterais adversos. Em 1999, G.D. Searle e Pfizer langcou o primeiro inibidor de
COX-2 seletivo: o celecoxibe (Celebrex®). Apesar do sucesso inicial logo apés o
langamento dos inibidores seletivos de COX-2, efeitos adversos cardiovasculares e
renais tém sido relatados e, em altas doses, efeitos gastrointestinais (SOLOMON et
al., 2004).

Devido a grande parte dos AINEs disponiveis no mercado possuirem efeitos
indesejaveis significativos, a necessidade de novos medicamentos anti-inflamatorios
contribui para o avanco da pesquisa por novas moléculas, mais seguras, eficazes e
com menos efeitos colaterais (VENTURA, 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Avaliar o efeito anti-inflamatério tépico do extrato metandlico da Cecropia
pachystachya (EMCP) em modelos de inflamac&o cutanea aguda e cronica em

camundongos, bem como investigar seus possiveis mecanismos de acao.

2.2  Objetivos especificos

o Avaliar o efeito anti-inflamatério do EMCP na fase aguda da inflamacao
utilizando modelos de edema de orelha induzido pelo 6leo de créton, cujo principal
constituinte é o 12-Otetradecanoilforbol acetato (TPA), pelo acido araquidénico (AA),
capsaicina, fenol e etil-fenil-propiolato (EPP) em camundongos;

o Avaliar o efeito anti-inflamatério do EMCP em processo inflamatorio cutaneo
cronico, utilizando o modelo de edema de orelha mediado pela aplicacdo multipla do
6leo de croton em camundongos;

. Avaliar os parametros de inflamacao - vasodilatacdo e congestdao vascular,
edema, infiltrado inflamatério polimorfonuclear (inflamagdo aguda) e mononuclear
(inflamacado crénica) - por meio da analise histolégica das orelhas obtidas nos
modelos de edema de orelha induzido pela aplicagéo Unica de Oleo de croton e pela

aplicagdo multipla deste mesmo agente flogistico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coletado material vegetal

Folhas de Cecropia pachystachya foram coletadas em novembro de 2008, em
Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. A exsicata (CESJ 46591) foi depositada no
Herbério Leopoldo Krieger da Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.2 Preparo do extrato

As folhas de Cecropia pachystachya foram secas em estufa com circulacao
forcada de ar a 40 °C, a fim de obter o material seco (60 g). As folhas secas (60 Q)
foram moidas e macerado com metanol (3 x 200 mL) durante cinco dias a
temperatura ambiente até a exustdo. O extrato foi entdo concentrado utilizando um
evaporador rotativo sob pressédo reduzida (rendimento 26 g) e mantido no frasco

hermeticamente fechado sob refrigeracao.

3.3 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos, pesando entre 25 e 35
g, provenientes do biotério do Centro de Biologia da Reproducdo da Universidade
Federal de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada de 23 + 2°C e umidade 45 — 55%, fotoperiodo de 12h e livre acesso a
agua e a racdo comercial (NUVITAL™, Colombo, PR, BR). Protocolo n® 021/2012.

3.4  Protocolos Experimentais (Modelo de Edema de Orelha)

O modelo de edema de orelha é bastante util na avaliacdo da atividade anti-

inflamatoria tépica, por ser bastante simples e permitir verificar a atividade de
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compostos no edema induzido por diferentes agentes irritantes, e ainda identificar

compostos que tenham a capacidade de penetrar na pele (GABOR, 2000).

3.4.1 Edema de orelha induzido pela aplicacao topica unica de 6leo de créton

O teste foi realizado de acordo com o método descrito por SCHIANTARELLI e
colaboradores (1982) com pequenas modificacdes. Os animais foram divididos em 5
grupos. Foi aplicado topicamente 20 yL de uma solucéo fresca de 6leo de croton 5
% (v/v) em acetona, no pavilhdo auricular direito. Quinze minutos apds a aplicacao
do agente flogistico, os animais receberam tratamento topico com 20 pL de EMCP
nas seguintes concentragcdes: 1 mg/orelha - grupo 1; 0,5 mg/orelha - grupo 2 e 0,1
mg/orelha -grupo 3. O mesmo volume de dexametasona 0,1 mg/orelha e de acetona
(veiculo) foi utilizado como controle positivo - grupo 4 e controle negativo - grupo 5,
respectivamente. Seis horas ap0s as aplicactes, foi realizada a medi¢cdo do edema.
O edema foi expresso como o0 aumento da espessura (um) da orelha dos
camundongos. A espessura foi medida proxima a extremidade medial da orelha e
registrada com o auxilio de um micrbmetro digital. O edema foi avaliado pela
diferenca entre a medida basal e a medida apo6s determinado tempo da inducdo do
processo inflamatério. Para minimizar variagcbes referentes a técnica, o0s
experimentos foram realizados sempre pelo mesmo experimentador. Amostras dos
tecidos das orelhas dos camundongos (discos de 6 mm de diametro de tecido) foram
coletadas 24 horas apoOs a aplicacdo do Oleo de créton e submetidas a técnica
histoldgica.

3.4.2 Edema de orelha induzido pela aplicacéo topica de acido araquidénico

Para avaliagcdo da acdo do EMCP sobre o edema de orelha induzido pelo
acido araquidonico, este foi diluido em acetona, de forma a atingir uma concentracao
de 2 mgl/orelha, sendo posteriormente administrado por via topica na orelha direita
dos camundongos. Os animais foram divididos em 5 grupos. Em seguida, o EMCP
(1 mgl/orelha — grupo 1, 0,5 mg/orelha — grupo 2 e 0,1 mg/orelha — grupo 3), 0
controle positivo indometacina (0,5 mg/orelha) — grupo 4, também dissolvidos em 20

ML de acetona, e a acetona (controle negativo) — grupo 5 foram aplicados
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topicamente. O edema foi avaliado 1 hora ap6s o desafio com o agente flogistico
(PUIGNERO et al. 1998; YOUNG et al., 1984)

Os animais foram eutanasiados e, com o auxilio de um punch metaélico, discos
idénticos de 6 mm de didmetro foram obtidos de ambas as orelhas de cada animal.
Os discos foram pesados em balanca analitica e a diferenca de peso entre eles
(orelha direita — orelha esquerda) indicou a intensidade do edema. A média de
porcentagem de inibicdo edema (%) foi calculada em relacdo ao grupo controle

negativo.

3.4.3 Edema de orelha induzido pela aplicagéo tépica de fenol

Para verificar a atividade do EMCP nesse modelo o edema foi induzido pela
aplicacao tépica de fenol 10% em acetona (20 pL/orelha) na orelha direita de
camundongos. Os animais foram divididos novamente em 5 grupos. O EMCP (1
mg/orelha — grupol, 0,5 mg/orelha — grupo 2 e 0,1 mg/orelha — grupo 3) assim como
a dexametasona (0,1 mg/orelha), usada como controle positivo — grupo 4, e a
acetona, usada como controle negativo — grupo 5, foram aplicados imediatamente
apos o fenol nos grupos experimentais. Neste modelo, 0 aumento da espessura da
orelha foi avaliado 2 horas ap6s a aplicacdo do fenol, conforme descrito no item
3.4.2 (GABOR, 2000).

3.4.4 Edema de orelha induzido pela aplicacéo topica de capsaicina

Com o objetivo de avaliar o efeito do EMCP em um modelo de inflamagao
cutdnea neurogénica, os animais foram divididos em 2 grupos, a capsaicina foi
dissolvida em acetona na concentracdo de 200 ug/orelha e aplicada topicamente na
orelha direita dos camundongos 15 minutos antes da aplicacdo topica do extrato (1
mg/orelha — grupo 1) e da acetona — grupo 2, usada como controle negativo. Na
orelha esquerda foi aplicada acetona, também 15 minutos antes da aplicacdo da
capsaicina. O edema foi avaliado 30 minutos apés a aplicacdo do agente flogistico,
conforme o procedimento descrito no item 3.4.2 (GABOR e RAZGA, 1992).



38

3.4.5 Edema de orelha induzido pela aplicacdo topica de EPP (propiolato de

feniletila)

O EPP sera dissolvido em acetona na concentracdo de 50 mg/mL. O edema
sera induzido pela aplicacédo topica de 20 pyL da solugdo de EPP preparada
anteriormente. Os animais foram divididos em 5 grupos. A orelha esquerda recebeu
o veiculo (acetona). O extrato (1 mg/orelha — grupo 1, 0,5 mg/orelha — grupo 2 e 0,1
mg/orelha — grupo 3), a dexametasona — grupo 4, dissolvidos em acetona, e a
acetona usada como controle negativo — grupo 5, foram aplicados 16 horas antes da
aplicacdo do EPP e imediatamente apds. A inflamacdo foi medida 1 hora apés a
inducdo da inflamacéo, e o procedimento foi idéntico ao descrito no item 3.4.2
(GINER et al, 2000; RECIO et al., 2000).

3.4.6 Edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de éleo de créton

Para avaliar o efeito anti-inflamatério do EMCP em um processo inflamatério
ja estabelecido, foi utilizado um modelo de inflamacédo cronica, caracterizado pela
aplicagcdo mudltipla do 6leo de créton. O processo inflamatério crénico foi induzido
pela aplicacdo do 6leo de créton 5% (v/v) em acetona (20 ulL/orelha) em dias
alternados durante 9 dias. Os animais foram divididos em 3 grupos. O EMCP (0,5
mg/orelha — grupo 1), a dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo) — grupo 2 e
a acetona (controle negativo) — grupo 3, foram aplicados por via topica durante 4
dias , duas vezes ao dia, (a primeira vez logo apés a aplicacdo do 6leo de créton e a
segunda 6 horas depois dessa aplicagdo), esse procedimento teve inicio a partir do
quinto dia de experimento, sendo o edema avaliado diariamente. No 9° dia do
experimento foi feita a aplicagédo do 6leo de croton, porém, so6 foi feito um tratamento
nesse dia, que ocorreu logo ap6s a aplicacdo do agente flogistico e seis horas
depois da aplicacdo do 6leo de créton os animais foram sacrificados e discos de 6
mm de diametro do tecido das orelhas foram coletados para ser realizada a andlise
histologica. O procedimento foi realizado de acordo com a técnica proposta por

Stanley et al, (1991), com pequenas modificacdes.
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3.5 Anadlise histoldgica

As amostras de tecidos obtidas (orelhas coletadas dos camundongos
submetidos ao modelo de edema de orelha induzido pelo dleo de croton, aplicacdo
simples e multipla) foram, imediatamente apds a exérse, imersas em solucdo
fixadora (formol a 10%) por um periodo minimo de 24 horas. ApoOs a fixacéo, as
amostras foram clivadas e submetidas ao processamento histolégico, ou seja,
desidratadas em concentra¢gdes crescentes de alcool (alcool 70°, 80°, 90°, absoluto
1, 2 e 3), diafanizadas em duas trocas de xilol, embebidas e incluidas em parafina.
Os blocos confeccionados foram submetidos a microtomia para a obtencdo de
cortes de 5 ym de espessura, utilizando-se micr6tomo rotativo manual (American
Optical 820), e distendidos em laminas de microscopia, as quais foram coradas com
Hematoxilina e Eosina (H&E). Os cortes foram analisados sob microscopia de luz
para a verificacdo semi quantitativa de possiveis alteracdes histolégicas como a
presenca de vasodilatacdo/congestdo vascular, edema e infiltrado inflamatério.

Foram capturadas imagens de areas representativas selecionadas das laminas
de microscopia através do programa eletronico Image Pro-Plus 4.5 Media

Cybernetics ™ acoplado a um microcépio éptico Olympus BX51.

3.6 Andalise Estatistica

Os ensaios para verificagcdo da atividade anti-inflamatéria in vivo tiveram os
resultados expressos pela média = erro padrdo médio (e.p.m). Os dados foram
avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de
multipla comparagdo de Newman-Keuls ou pelo teste “t” de student. Para analise
dos resultados apresentados no modelo de inflamacé&o crénica foi realizada analise
de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do teste de Bonferroni. Diferencas
entre as médias dos tratamentos no nivel de 5% (p < 0,05) comparadas ao controle
negativo, foram consideradas significativas. Para a analise estatistica foi utilizado o

programa GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito do EMCP no modelo de edema de orelha induzido pela aplicacéo

topica Unica de 6leo de créton

O TPA, um éster de forbol, € um dos constituintes ativos presentes no 6leo de
croton capaz de induzir resposta inflamatdria bastante intensa, provocando aumento
da permeabilidade vascular, ativacdo da proteina quinase C, liberacdo dos
metabolitos do acido araquiddnico, inducdo de enzimas, entre outros eventos, sendo
utilizado, portanto, como agente irritante em modelo de triagem da verificagcdo da
atividade anti-inflamatéria tépica (GABOR, 2000). Nesse modelo, o EMCP
apresentou atividade em todas as concentracdes, sendo mais significativo nas
concentracbes de 0,5 mg/orelha e 0,1,mg/orelha, apresentando uma reducéao
significativa do edema, sendo a porcentagem de inibicdo de 64,% e 58,%,
respectivamente. Na concentracdo de 1 mg/orelha, o percentual de inibicdo de
ECMP foi de 45%. O controle positivo (dexametasona 0,1 mg/orelha) provocou uma

reducédo do edema em 92% (Figura 6).
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Figura 6: Efeito do EMCP via tépica sobre o edema (espessura da orelha) induzido pela aplicagédo
simples de 6leo de cr6ton em camundongos. As barras verticais representam a média + e.p.m (n=7-
8). Os simbolos representam o nivel de significAncia quando comparado ao grupo controle negativo
(veiculo). ***p < 0,001; **p <0,01; *p<0,05. ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.

4.2 Efeito do EMCP no modelo de edema de orelha induzido pela aplicacao

topica de acido araquiddnico
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O acido araquidénico quando aplicado topicamente é metabolizado em varios
mediadores que promovem a formacdo do edema, como a PGE2, LTC4 e LTD4,
como consequéncia do processo inflamatorio instalado. Esses mediadores estdo
envolvidos com o desenvolvimento do edema bem como com o extravasamento
plasmatico, mudancas no fluxo sanguineo e eritema (HUMES et al., 1986). Assim,
compostos que inibem o metabolismo do &cido araquidénico em prostaglandinas e
leucotrienos séao identificados neste modelo. O EMCP nas concentracbes de
1mg/orelha e 0,5 mg/orelha apresentaram uma reducdo significativa do edema,
sendo estatisticamente igual a indometacina (usada como controle positivo). A
porcentagem de inibicéo foi de 72 % para a maior concentracédo e de 65 % para a
concentracdo intermediaria. A indometacina apresentou uma reducédo do edema de
83%. O EMCP na concentracdo de 0,1 mg/orelha promoveu inibicdo da formacéo do
edema no valor de 28 % (Figura 7). Nesse modelo, EMCP apresentou atividade

dose-dependente.
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Figura 7: Efeito do EMCP via tépica sobre o edema (peso das orelhas) induzido pela aplicacdo do
acido araquidonico em camundongos. As barras verticais representam a média + e.p.m. (n=6). Os
simbolos representam o nivel de significAncia quando comparado ao grupo controle negativo
(veiculo). ***p < 0,001; p** <0,01. ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.

4.3 Efeito do EMCP no modelo de edema de orelha induzido pela aplicacéo
topica de fenol
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A dermatite induzida pelo fenol consiste em um modelo animal de inflamacéao
cutdnea causada pelo referido agente irritante que se assemelha a dermatite de
contato que ocorre em humanos (LIM et al., 2004). H4 uma formacéo intensa de
edema na orelha dos animais do grupo controle uma hora apés a aplicacao topica
do fenol. O EMCP nas concentracdes de 1 mg/orelha e 0,5 mg/orelha apresentou
uma reducao significativa do edema, sendo que a porcentagem de inibicdo foi de
65% e 53%, respectivamente. De maneira ainda mais eficiente, a aplicacdo topica
do EMCP na concentracdo de 0,1 mg/orelha promoveu inibicdo da formacgédo do
edema induzido pela aplicacdo do fenol, em 91%, sendo estatisticamente igual ao

tratamento com a dexametasona que reduziu o edema em 98% (Figura 8).
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Figura 8: Efeito do EMCP via topica sobre o edema (peso das orelhas) induzido pela aplicacdo do
fenol em camundongos. As barras verticais representam a média + e.p.m. (n=5-6). Os simbolos
representam o nivel de significAncia quando comparado ao grupo controle negativo (veiculo). ***p <
0,001; **p <0,01; *p <0,05. ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.

4.4 Efeito do EMCP no modelo de edema de orelha induzido pela aplicacéo

topica de capsaicina

A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida), um alcaloide encontrado na
pimenta vermelha, quando aplicada tépica ou localmente produz rapidamente uma
sensacao dolorosa associada a sensacao de queimacdo. Esse efeito provém da
ativacdo de neurbnios sensoriais de pequeno diametro e da liberacdo de mediadores
neurogénicos da inflamacdo (ZEGARSKA et al.,, 2006). A resposta inflamatéria a
capsaicina (aplicacao tépica - 200 pg/orelha) desenvolveu-se tendo sua intensidade
maxima 30 minutos apds a sua aplicacdo. A Figura 9 mostra que o EMCP (1
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mg/orelha), aplicado 15 minutos antes do desafio com a capsaicina ndo foi capaz de

reduzir estatisticamente o edema provocado por esse agente indutor.
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Figura 9: Efeito do EMCP via tépica sobre o edema (peso das orelhas) induzido pela aplicacdo da
capsaicina em camundongos. As barras verticais representam a média £ e.p.m. (n=7-8). Andlise
estatistica pelo teste “1".

4.5 Efeito do EMCP no modelo de edema de orelha induzido pela aplicacéo
topica de EPP

O edema causado pela aplicacdo tépica de EPP é devido a vasodilatacdo e
ao aumento da permeabilidade vascular. Este acontecimento é causado pela
liberacdo de véarios mediadores inflamatérios, tais como histamina, serotonina e
prostaglandinas (BRATTSAND et al., 1982). O EMCP nas concentragdes de 0,5 e
0,1 mg/orelha apresentaram significativa reducédo do edema quando comparado com
0 controle negativo, sendo a reducao de 56% e 76%, respectivamente. Dessa forma,
€ também importante salientar que na menor concentracdo do extrato (0,1
mg/orelha) essa reducdo foi ainda mais acentuada que o farmaco utilizado como

controle negativo que promoveu uma reducéo de 52%.
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Fig. 10. Efeito do EMCP via tépica sobre o edema (peso das orelhas) induzido pela aplicagdo do EPP
em camundongos. As barras verticais representam a média + e.p.m. (n=6-7). Os simbolos
representam o nivel de significAncia quando comparado ao grupo controle negativo (veiculo). ** p
<0,01; *p <0,05. ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.

4.6 Efeito do EMCP no modelo de edema de orelha induzido pela aplicacao

multipla de 6leo de créton

Para avaliar o efeito anti-inflamatorio do EMCP em um processo inflamatério
ja estabelecido, foi utilizado um modelo de inflamacao crénica, caracterizado pela
aplicacdo mudltipla do 6leo de créton. Conforme demonstrado na Figura 11, a
aplicacdo tépica do EMCP (0,5 mg/orelha) na orelha dos camundongos né&o
promoveu uma diminuicao significativa da espessura da orelha durante todos os dias
do experimento. Por outro lado, a dexametasona (0,1 mg/orelha) foi capaz de reduzir
significativamente o edema apés 1 (p < 0,05), 2 (p < 0,001), 3 (p < 0,001), 4 (p <
0,001) e 5 (p < 0,001) dias do inicio do tratamento, sendo confirmado pela avaliacéo
do percentual de edema no ultimo dia do experimento (Figura 12) e efeito inibitorio
médio de 34% (p<0,05).
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Figura 11: Efeito do EMCP via tépica sobre o edema (espessura da orelha) induzido pela aplicacéo
multipla de 6leo de croton em camundongos. As barras verticais representam a média + e.p.m. (n=9-
11). Os simbolos representam o nivel de significancia quando comparado ao grupo controle negativo
(veiculo). ***p < 0,001; *p <0,05. ANOVA duas vias, seguido do teste de Bonferroni.

4.7 Analise histoldgica

Para confirmacéo do efeito anti-inflamatério do EMCP, foi realizada a analise
histol6gica semi quantitativa considerando-se parametros do processo inflamatario,
como congestéo vascular/vasodilatacdo, edema e infiltracéo leucocitaria, relativos ao
tratamento com o EMCP em orelhas de camundongos 24 horas apés a aplicacdo
Gnica do o6leo de croton (figura 12) e orelhas de camundongos apos mudltiplas
aplicacdes do mesmo (figura 13)

No modelo da aplicacao Unica do 6leo de créton, observou-se um aumento na
espessura da orelha pelo intenso edema, congestdo vascular/vasodilatacdo e
infiltrado inflamatorio dérmico (figura 12 B). No grupo em que néo houve aplicacéo
do oOleo de croton observa-se auséncia de alteracdes histolégicas (figura 12 A). Nos
animais submetidos a aplicacdo tépica do EMCP nas trés concentracdes realizadas
(1 mg/orelha (figura 12 D), 0,5 mg/orelha (figura 12 E) e 0,1 mg/orelha (figura 12 F),
assim como no grupo controle submetido ao tratamento com dexametasona, as
alteracdes histolégicas citadas anteriormente foram menos satisfatorias (figura 12
C).

No modelo de aplicacdo multipla do 6leo de croton, observou-se, além de
consideravel edema, congestao/vasodilatacao e infiltracdo leucocitaria na derme, a
presenca de alteracdo epidérmica caracterizada pela hiperplasia epitelial associada

a hipergranulose e hiperceratose com camada cornea compacta(figura 13 B). No
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grupo em que nao houve aplicagdo do oleo de créton, o aspecto estava dentro dos
limites da normalidade (figura 13 A). Nas amostras dos animais submetidos a
aplicacédo tépica da dexametasona (0,1 mg/orelha) houve atenuacdo dos parametros
inflamatoérios avaliados assim como da hiperplasia epidérmica (figura 13 C).Os
animais tratados com a aplicacdo do EMCP 0,5 mg/orelha a resposta inflamatoria foi
pouco atenuada contudo, a hiperplasia epidérmica foi menos intensa (figura 13 E).
Em todos os grupos avaliados no modelo de aplicagcdo mdltipla do 6leo de
croton, incluindo o grupo do controle negativo, algumas amostras apresentaram
areas focais de ulceracéo recobertas por material fibrino-necrético com subjacente
processo inflamatério agudo, caracterizando o inicio de um processo de reparo

tecidual.
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Figura 12: Fotos representativas dos cortes histoldgicos de orelhas de camundongos corados com
hematoxilina-eosina (HE) (100x, escala 50 ym e 400x, escala de 20 um), 24 horas apos aplicagao
Unica de 6leo de créton. (A) veiculo sem aplicacéo do 6leo de créton, (B) 6leo de créton + veiculo, (C)
dexametasona - 0,1 mg/orelha, (D) tratamento com EMCP (1 mg/orelha), (E) tratamento com EMCP
(0,5 mg/orelha), (F) tratamento com EMCP (0,1 mg/orelha).

O resumo dos resultados alcancados na analise histolégica semi quantitativa
do efeito anti-inflamatério do EMCP nas concentracdes avaliadas (1; 0,5; e 0,1

mg/orelha) estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Andlise histoldgica semi quantitativa dos paradmetros da inflamagdo aguda induzida pela
aplicacéo Unica de 6leo de créton

Edema Vasodilatagao/congestao Infiltrado
vascular inflamatorio

Controle negativo +++ +++ +++
(acetona)
Controle positivo + + +
(dexametasona)
EMCP 1mg/orelha +/++ +/++ +/++
EMCP 0,5 mg/orelha + + +/++
EMCP 0,1 mg/orelha + +/++ +/++

0 - Ausente; + leve; ++ moderado; +++ intenso
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Figura 13: Fotos representativas dos cortes histolégicos de orelhas de camundongos corados com
hematoxilina-eosina (HE) (100x, escala 50 um e 400x, escala de 20 um), apds aplicagdo multipla de
Oleo de croton. (A) veiculo sem aplicacdo do 6leo de créton, (B) 6leo de créton + veiculo, (C)
dexametasona - 0,1 mg/orelha, (D) tratamento com EMCP (0,5 mg/orelha)

O resumo dos resultados alcancados na analise histoldégica semi quantitativa
do efeito anti-inflamatorio do EMCP na concentracdo testada de 0,5 mg/orelha estédo

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Analise histoloégica semi quantitativa dos parametros da inflamacao crénica induzida pela
aplicac@o multipla de éleo de créton

Edema Vasodilatagao/ Infiltrado Hiperplasia
congestéao inflamatério  epidérmica
vascular

Controle negativo +++ +++ +++ T+
(acetona)
Controle positivo + + + +
(dexametasona)
EMCP ++ ++ ++ ++

0,5mg/orelha

0- Ausente; + leve; ++ moderado; +++ intenso

Em alguns animais de todos os grupos foram observadas areas de ulceracao
de natureza ndo determinada (pode ter sido causada pelo préprio animal ao se
cocar, ou por um outro animal na mesma gaiola, ou até mesmo devido a aplicacdo
repetida do 6leo de croton). A Ulcera, perda do epitélio de revestimento (epiderme)
desencadeia um processo de reparo tissular iniciado através da instalacdo de um
processo inflamatério agudo (CASTANON, 1997).
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5 DISCUSSAO

O género Cecropia possui diversas espécies que sao constantemente
utiizadas na medicina popular para o tratamento de diversos disturbios como
reumatismo e inflamacfes do figado e dos pulmdes, explorando assim suas
propriedades anti-inflamatoérias (CONSOLINI et al., 2006). Atividade anti-inflamatoria
oral j& foi reportada para o extrato metandlico de C. pachystachya (ARAGAO et al.,
2012), porém apos extensa revisao bibliogréafica, ndo foram encontrados na literatura
relatos sobre o potencial anti-inflamatério tépico da C. pachystachya. Assim, a
investigagcdo dessa possivel atividade anti-inflamatoria topica se faz necessaria para
comprovagdo da efichcia desta espécie nas doengas inflamatérias cutaneas,
considerando que o uso tradicional ndo é suficiente para validar o uso uma planta
medicinal como eficaz e segura.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito redutor de
processos inflamatérios tépicos pela acdo do EMCP em diferentes modelos animais
de inflamacédo cutanea. Entre os modelos de inflamacédo cutédnea, destaca-se o
edema de orelha, que utiliza uma metodologia simples e, além disso, pode ser
induzido por inUmeros agentes irritantes. Entre as vantagens desse modelo pode-se
destacar o fato de necessitar de pouca quantidade de amostras para estudos “in
vivo”, além de permitir a obtencéo rapida de resultados. Sendo assim, esse modelo
constitui um método importante para a investigacdo de novos medicamentos para
doencas inflamatorias que acometem a pele (BOUCLIER et al., 1990; VANE, 1998).

O processo inflamatério caracteriza-se por quatro sinais classicos: calor,
eritema, edema e dor. Assim, a utilizacdo do edema como parametro de avaliacao
em modelos experimentais, como o modelo de edema de orelha induzido por
diferentes agentes flogisticos, permite avaliar o potencial anti-inflamatério tanto por
via topica quanto sistémica de varios agentes, sejam eles compostos sintéticos,
extratos de plantas ou compostos isolados (DE YOUNG et al., 1989; GABOR, 2000).
Os agentes flogisticos utilizados no presente trabalho apresentam acgéo tépica e
induzem uma inflamacao local. Isto é resultado da producdo de mediadores pro-
inflamatorios que promovem a vasodilatacdo, infiltracdo de células PMN e
extravasamento de plasma, conduzindo assim a instalacdo dos sinais classicos da
inflamacéo (DE BERNARDIS et al., 1994; FURSTENBERGER et al., 1983). Assim,
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os modelos de inflamacdo cutanea permitem identificar compostos com atividade
anti-inflamatéria que possam ser potencialmente Uteis no tratamento de doencas
inflamatodrias que acometem a pele, pois promovem condi¢cdes que se assemelham
com alguns tipos de dermatites observadas em humanos (BOUCLIER et al.,1990;
CARLSON et al., 1985; VANE, 1998).

O modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton consiste num
modelo Gtil para a triagem da atividade anti-inflamatéria de compostos que atuam na
fase aguda da inflamacédo, bem como em processos inflamatérios hiperproliferativos
(GABOR, 2000; MARKS, 1990).

O TPA é um dos principais ésteres de forbol presentes no 6leo de créton, que
por sua vez € uma mistura de lipidios extraidos da espécie Croton tiglium L.
(Euphorbiaceae) conhecida por sua atividade flogistica. A aplicacdo tépica desse
agente esta associada com resposta inflamatoria, estresse oxidativo, proliferacdo e
ativacdo de oncogenes nucleares. O TPA por via topica leva a uma resposta
inflamatéria aguda que causa vasodilatagdo, infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares para o tecido e formacgéao de edema (GABOR, 2000; GARG et al.,
2008). De acordo com estudos que procuram elucidar o mecanismo de acdo do TPA
na pele de camundongos, a aplicacdo deste agente promove alteracéo de diversos
processos incluindo crescimento, diferenciacdo e morte celular, além da resposta
inflamatoria. Todos os efeitos parecem ser provenientes da ativacao direta da PKC
(proteina quinase C). Embora uma variedade de cascatas de sinalizacéao
intracelulares seja ativada em resposta ao TPA, parece que o primeiro local de agao
desse éster de forbol é a membrana celular onde ativa a PKC por mimetizar seu
ativador natural, o diacilglicerol, ligando-se em sitios especificos de seu dominio
regulatorio (GARG et al., 2008).

Assim, o TPA promove o0 aumento da atividade da PKC bem como da
ativacdo sequencial da via da MAP quinase, fosfolipase A2, inducdo da expressao
da COX-2 e translocacao/ativacdo da LOX, que por sua vez culmina na sintese e
liberacdo de diversos mediadores pré-inflamatérios responsaveis pela formacéo de
edema, migracdo de leucdcitos para a derme e hiperproliferacdo celular epidérmica,
sendo estas as caracteristicas da resposta inflamatéria induzida pela aplicacao
topica do TPA (DE BERNARDIS et al, 1994; MURAKAWA et al.,2006).

A ativacdo da PKC gera um aumento na atividade da enzima fosfolipase A2

(PLA2), aumentando a liberacdo de &acido araquidbnico dos fosfolipidios de
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membrana, levando a um aumento de seus metabdlitos como leucotrienos e
prostaglandinas (GARG et al., 2008). Esses metabdlitos sdo conhecidos por agirem
como mediadores das vias inflamatdrias desencadeadas pela atividade das enzimas
COX e lipoxigenase (LOX). Produtos do metabolismo do AA como prostaciclina e
leucotrieno B4 (LTB4) agem de forma a aumentar a permeabilidade vascular, o que
sustenta a formacdo de edema durante o processo inflamatério (BRALLEY et al.,
2007; GABOR, 2000). Portanto, nesse modelo o edema esté intimamente associado
com o aumento no conteldo de eicosanoides como PG e LTB4. Assim, ndo sé os
inibidores de COX e LOX, mas também os antagonistas de LTB4 sdo capazes de
inibir o edema induzido por TPA. Isso sugere que 0s eicosanoides possuem
importante funcdo na inflamagéo de pele induzida por TPA (MURAKAWA et al.,
2006). Nakamura et al. (2003) sugerem que os metabdlitos do AA produzidos via
LOX sdo moléculas fundamentais para a formacdo do edema e infiltracdo
leucocitaria nesse modelo, considerando que a PGE2 contribui no aumento do fluxo
sanguineo através de sua acdo vasodilatadora, enquanto os produtos via LOX
(leucotrienos, LT) sdo necessarios para o extravasamento plasmatico consequente
formacéo do edema e infiltracdo leucocitaria (YOUNG et al, 1984).

Além do mecanismo exposto, o TPA induz também, a expresséo de citocinas
inflamatdrias, como IL-18 e TNF-a, que participam ativamente no processo
inflamatério cutdneo (LEE et al., 2009; MURAKAWA et al., 2006). A IL-1B3 ativa uma
via que ira resultar na transcricdo de uma série de genes que levardo a expressao
de diversas moléculas importantes para o processo inflamatdrio como moléculas de
adesdo, quimiocinas, citocinas secundarias, a enzima oxido nitrico sintase e
cicloxigenase (OTUKI et al., 2005). O TNF-a também é responsavel pela indugéo da
expressao de diversos genes que irdo sustentar a resposta inflamatoria cutanea.
Além disso, o TNF-a ativa a via de sinalizagdo de transdugao que ira ativar o NF-kB,
0 que leva um “feedback” pro-inflamatorio positivo (AMIGO et al., 2007).

Outra acéao do TPA esta ligada ao aumento da expressao da enzima COX-2,
que é responsavel por catalisar a biossintese das PGs. A expressdao de COX-2
induzida pela aplicacdo de TPA é regulada por diferentes fatores de transcrigdo
incluindo NF-kB e AP-1. Estudos demonstraram que a aplicacdo topica de TPA
facilita a translocacdo nuclear e a ligagdo ao DNA do NF-kB, através da fosforilacéo
do IkB. Essa fosforilagdo, por sua vez, é mediada por proteinas quinases

reguladoras de sinal extracelular (KUNDU et al., 2009). A transcricao de citocinas
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como IL-1B e TNF-a e muitos outros efetores como moléculas de adesao e enzimas,
€ regulada pelo fator de transcricdo NF-kB (DE VRY et al., 2005). A atividade
transcricional do NF-kB é regulada por uma série de eventos de transducdo e
sinalizacao intracelular, bastante elaborados (PARK et al., 2008). Assim, compostos
capazes de inibir a atividade das enzimas PLA2, COX e LOX, antagonizar os efeitos
dos eicosanoides, bloquear a ativacdo de fatores de transcricdo como NF-kB ou
modular a atividade de quinases, podem ser identificados nesse modelo, uma vez
que sdo capazes de diminuir ou inibir o processo inflamatério induzido por TPA
(KUNDU et al., 2009).

A aplicacdo tépica do EMCP, assim como o medicamento utilizado como
referéncia (dexametasona) reduziu de forma significativa a formacéo do edema apds
a inducdo do processo inflamatério pelo TPA. Ao inibir o edema nesse modelo,
EMCP esta provavelmente interagindo especificamente com alguma dessas vias
acima descritas e pode, portanto, ser um interessante alvo para o desenvolvimento
de novos agentes terapéuticos anti-inflamatoérios (GARBOR, 2000).

Atividade antioxidante ja foi descrita para EMCP (ARAGAO et al., 2010),
sendo que essa atividade pode ser decorrente da capacidade de compostos
presentes na planta de atuarem como sequestradores de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e de nitrogénio (SADIK et al., 2003). A pele estd cronicamente
exposta a ROS oriundas tanto do ambiente como de fontes enddgenas, além da
superproducdo de certas ROS e citocinas que podem desencadear graves
problemas neste tecido (PORTUGAL et al.,, 2007). Nas doencas inflamatorias, os
niveis de ROS estdo consideravelmente aumentados, contribuindo para o dano
tecidual e a exacerbacao do processo inflamatorio, portanto a atividade antioxidante
de EMCP também pode estar auxiliando na diminuicdo do processo inflamatorio, por
exemplo, através da sua acéo sequestradora de EROS (PEREZ-GARCIA, 1996). Em
relagdo a atividade anti-inflamatoria, substéncias antioxidantes podem atuar
modulando células envolvidas com a inflamacdo (por exemplo, inibindo a
proliferacdo de linfécitos T), inibindo a producéo de citocinas pré-inflamatérias (por
exemplo, TNF-a e IL-1), modulando a atividade das enzimas da via do &cido
araquidénico, tais como PLA2, COX e LOX, além de modularem a enzima formadora
de 6xido nitrico, a Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) (MIDDLETON et al. 2000,
CAZAROLLI, et al., 2008; LOPEZ-POSADAS, 2008).
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O modelo de edema de orelha induzido pelo 6leo de croton também permite
avaliar outros parametros inflamatoérios importantes envolvidos em muitas doencas
cutaneas, como por exemplo, infiltracdo leucocitéria no tecido lesado durante uma
resposta inflamatéria aguda (GABOR, 2000; WINYARD, 2003). Por isso, foi
realizada a analise histoldgica da orelha inflamada retirada ao final do experimento.

Apoés analise histoldgica das orelhas submetidas ao modelo de 6leo de créton
de Unica aplicacédo foi possivel verificar que no grupo controle negativo (figura 12 B),
em que nao foi realizado o tratamento tépico, houve instalacdo de intenso edema,
congestdo vascular e vasodilatacdo além da presenca de infiltrado inflamatorio
leucocitario predominantemente neutrofilico. Contrastando com esse grupo,
observou-se no grupo controle positivo (animais tratados com dexametasona
0,1mgl/orelha — figura 12 C) consideravel diminuicdo tanto do edema e
vasodilatacao/congestdo vascular quanto do infiltrado inflamatoério neutrofilico. Nos
animais tratados com EMCP na concentracdo de 1mg/orelha (figura 12 D) observou-
se reducdo moderada do edema e reducao leve do infiltrado inflamatério. Enquanto
que, na concentracéo de 0,5 (figura 12 E) e 0,1 (figura 12 F) mg/orelha houve uma
leve diminuicdo do infiltrado inflamatorio e uma diminuicdo consideravel do edema e
da congestao vascular. Esses resultados morfolégicos correspondem aos resultados
observados na inibicdo do edema, nos quais EMCP inibiu o0 edema em 64 % e 58 %
nas concentragdes de 0,5 e 0,1 mg/orelha, respectivamente.

Para auxiliar na investigacdo sobre o mecanismo pelo qual EMCP promove
seu efeito anti-inflamatério, foram utilizados outros agentes flogisticos que
desencadeiam processos inflamatérios agudos por mecanismos distintos, como o
acido araquidénico (AA), fenol, capsaicina, e EPP.

A aplicacao tépica do AA gera uma resposta inflamatéria rapida caracterizada
por intenso eritema e edema com pequeno acumulo de neutrdéfilos, quando
comparado com a migragao celular verificada no modelo de TPA, cujos principais
mediadores envolvidos sdo PGE2, LTC4 e LTD4, (CRUMMEY et al., 1987; HUMES
et al., 1986; YOUNG et al., 1983).

AA é convertido em PGG2 e, posteriormente, em PGH2 pela enzima COX
(LAWRENCE et al, 2002). A COX catalisa o primeiro passo na sintese de
prostanoides, uma grande familia de metabdlitos do AA, incluindo PG e TX
(KULKARNI e DHIR, 2009) e as LOX produzem os LT também a partir do AA

(KUMAR et al., 2005). As PG sédo mediadores autacoides que afetam praticamente
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todos os processos fisiolégicos e patolégicos através de sua interacao reversivel
com receptores de membrana acoplados a proteina G (FITZPATRICK, 2004). Os LT,
assim como as PG, tém acgé&o vasodilatadora e edematogénica (ALLER et al., 2006;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). Os LT, em especial o LTB4, também
ativam as respostas dos neutrofilos, como agregacao e adesdo ao endotélio venular,
geracdo de espécies reativas de oxigénio e liberacdo de enzimas lisossomais, além
da potente atividade quimiotatica (KUMAR et al., 2005). AA pode ainda atuar como
um segundo mensageiro que regula muitos processos celulares, entre os quais a
formacéo de NO (SIGNORELLO et al., 2009).

Anti-inflamatoérios néo esteroidais (AINE) produzem os seus efeitos
terapéuticos através da inibicdo da COX. Duas isoformas de COX foram
identificadas e sao referidas como COX-1 e COX-2. A COX-1 € expressa
constitutivamente e regula uma série de fungdes, tais como homeostasia vascular e
gastroprotecdo, enquanto que COX-2 é induzivel por mediadores, tais como fatores
de crescimento, citocinas e endotoxinas, estando presente em locais de inflamacéo
(KULKARNI e DHIR, 2009). Assim, o farmaco de referéncia utilizado neste modelo
experimental foi a indometacina, um AINE cuja acdo anti-inflamatéria esta
relacionada com a inibicdo ndo-seletiva das isoformas da COX (COX-1 e COX-2) e
que reverte efetivamente o edema induzido pela aplicacdo topica do AA, conforme
descrito na literatura (GABOR, 2000). Da mesma forma que a indometacina, EMCP
foi capaz de reduzir o edema de orelha induzido pela aplicacdo tépica de acido
araquidénico. Este resultado indica que o extrato pode interferir em parte na
degradacéo do AA tanto pela COX como pela LOX.

Segundo Carlson e colaboradores (1985), os modelos de edema de orelha
induzidos por TPA e AA sdo extremamente Uteis na detecc¢édo in vivo de inibidores da
COX/LOX ou 5-LOX. No entanto, os metabdlitos do AA também promovem a
degranulacdo de mastdcitos, de forma que a liberacdo de histamina contribui
parcialmente na formacédo do edema neste modelo (CAMP, 1982). Assim, deve-se
considerar que o modelo do AA nao é especifico para a identificacdo de compostos
gue inibem exclusivamente a COX e/ou LOX, pois outros agentes como
antagonistas da histamina e antioxidantes também reduzem o edema induzido pelo
AA (CRUMMEY, 1987).

E importante ressaltar que a resposta inflamatéria produzida pela aplicagéo

de TPA possui mecanismos que parecem diferir dos mecanismos envolvidos na
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resposta desencadeada pela aplicacdo de AA. Uma dessas diferencas fica
evidenciada ao verificar que inibidores da PLA2 né&o interferem na resposta
inflamatoria do AA, enquanto que apresentam pronunciado efeito anti-inflamatério no
modelo induzido por TPA (GABOR, 2000; OTUKI et al.,, 2005). Sendo assim, os
resultados obtidos com o EMCP no modelo de AA indicam que um dos seus
mecanismos como anti-inflamatorio topico deve envolver inibicdo na via do AA, pois
foi capaz de inibir a formacao de edema nos dois modelos. Esse mecanismo podera
posteriormente ser analisado melhor através de dosagem de mediadores e
verificacdo da acao direta de EMCP sobre as enzimas envolvidas na cascata. Para
uma melhor caracterizacdo da propriedade anti-inflamatéria foi avaliado ainda o
efeito do EMCP sobre o modelo de edema de orelha induzido pelo fenol, que
mimetiza a dermatite de contato irritativa (LIM et al., 2004). A exposicéo da pele ao
fenol e compostos fendlicos afeta uma parcela da populacdo no mundo inteiro,
sendo que a maior via de exposicdo € o0 contato com a pele que ocorre
principalmente na industria durante a producdo de resinas, tintas, cosmeéticos e
produtos farmacéuticos. Esse contato com a pele resulta, na maioria das vezes, em
queimaduras, ulceracdes, inflamacdo, necrose e dermatite de contato irritativa e
alérgica, e ainda acredita-se que a acdo dos compostos fendlicos na pele auxilie na
promocao de cancer (MURRAY et al., 2007).

Em resposta a estimulos exégenos, como o fenol, os queratindcitos produzem
mediadores quimicos importantes na irritacdo primaria de contato, incluindo citocinas
associadas a propriedades pré-inflamatorias, tais como IL-1 a, TNF- a e IL-8 (LIM et
al., 2004; WILMER et al., 1994). Um dos mecanismos pelos quais o fenol promove a
irritacdo cuténea seria a ruptura da membrana plasmatica dos queratindcitos por
efeito direto, resultando na liberacdo da IL-1a pré-formada, além de outros
mediadores inflamatorios como os metabdlitos do AA e ROS, e ainda a lesdo ou
estimulacdo direta de outros tipos celulares residentes na pele, como células
dendriticas, fibroblastos e células endoteliais (WILMER et al., 1994).

Muitos dos efeitos toxicos desencadeados pela aplicacédo de fenol sdo devido
a oxidacdo do fenol ou compostos fendlicos por enzimas como peroxidases,
prostaglandinas sintases e tirosinases, que irdo dar origem a radicais fenoxil. Esses
radicais sdo entdo reduzidos por tidis para regenerar 0s compostos fenolicos
formando assim um ciclo redox que cada vez mais produz radicais livres. Os radicais

livres formados nesse ciclo diminuem a capacidade antioxidante da pele induzindo o
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estabelecimento de estresse oxidativo, o que pode levar a danos em proteinas, DNA
e lipidios (LIM et al., 2004; MURRAY et al., 2007). A geracéo de radicais livres pode
ser um importante contribuinte para a toxicidade dérmica dos compostos fendlicos,
uma vez que a presenca de ROS causa um aumento na producao e liberacdo de
varios mediadores pro-inflamatérios como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, LTs e PGs, os
quais provavelmente sdo responsaveis pela resposta inflamatoria que se segue a
exposicdo ao fenol, jA que esses mediadores amplificam a resposta inflamatéria
estimulando outras citocinas e mediadores (MURRAY et al., 2007).

As citocinas pro-inflamatorias séo induzidas nesse modelo do fenol por um
mecanismo distinto daguele observado no modelo de inflamacéo cutanea induzido
pelo TPA, onde a indugdo das citocinas ocorre via ligagdo a receptores especificos,
através de vias dependentes da PKC, nas quais envolvem fatores de transcricdo
nuclear (WILMER et al., 1994).

O EMCP foi capaz de reverter o edema induzido pela aplicacédo de fenol, o
que sugere que esse extrato provavelmente possui atividade para dermatite de
contato desencadeada por agentes irritantes. Além disso, este resultado indica que o
EMCP atua provavelmente por mais de um mecanismo, visto que foi tdo efetivo
contra a resposta desencadeada pelo fenol, quanto contra a resposta desencadeada
pelo TPA (SILVA, 2009). Assim, esses dados sugerem que o EMCP pode estar
exercendo sua acdo anti-inflamatdria por atuar sobre esses mediadores, como
eficientemente demonstrado nos modelos do AA e TPA, e pela sua acao
antioxidante (RAUH, 2008).

A capsaicina (8 — metil — N — vanill — 6 — noneamida) € um alcaloide
encontrado na espécie da pimenta vermelha Capsicum annuum L., e quando
aplicada topicamente produz uma resposta inflamatéria neurogénica imediata, que
se caracteriza por vasodilatagdo arteriolar, aumento de fluxo sanguineo e
consequente formacdo de edema decorrente do extravasamento plasmatico, além
de desencadear sensibilizacéo a dor (GABOR; 2000; HOLZER, 1991; SHOLZEN et
al, 2003; ZEGARSKA et al., 2006).

H& mais de cinquenta anos, a capsaicina vem sendo descrita por muitos
pesquisadores, como um agente capaz de induzir a inflamagédo em modelos animais
(GABOR, 2000). Ela exerce seus efeitos sobre um alvo especifico, os receptores
vaniloides de potencial transitério tipo 1 (TRPV1). Portanto, sabe-se que a

capsaicina age através da sua ligacdo com esses receptores vaniloides, provocando
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a liberacéo de neuropeptidios (peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
substancia P (SP), taquicininas), esses por sua vez induzem a liberacdo das
monoaminas (histamina e serotonina) que agem como um mediador secundario no
aumento da permeabilidade vascular em sitios inflamados. A ligacéo
capsaicina/receptor provoca também a liberacdo de aminoacidos excitatérios
(glutamato e aspartato); NO e mediadores inflamatoérios para a periferia; além de
promover a transmissado de informagdo de dor para o corno dorsal da medula
espinhal (SAKURADA et al., 2003; SANTOS e CALIXTO, 1997)

Em nosso estudo, o EMCP néo foi capaz de inibir o edema induzido pela
capsaicina, ou seja, 0 extrato parece ndo ter acao sobre receptores especificos da
capsaicina (receptores TRPV1) bem como ndo promove o impedimento significativo
da acao de neuropeptideos e monoaminas. Alguns estudos demonstraram que o
edema induzido pela aplicacédo tépica da capsaicina € inibido por antagonistas da
histamina e serotonina, mas ndo por inibidores da COX, como a indometacina. A
dexametasona (anti-inflamatoério esteroidal), a clorfeniramina (bloqueador dos
receptores H1) e a metisergida (antagonista de receptores 5-HT), promovem a
reducdo do edema no modelo da capsaicina, porém nenhum deles tem sua acao
especifica sobre os receptores TRPV1 (GABOR, 2000).

No modelo em que o agente flogistico € o EPP, tem-se a formac¢édo do edema
devido a vasodilatacdo e ao aumento da permeabilidade vascular. Este
acontecimento € causado pela liberagcdo de varios mediadores inflamatorios, tais
como histamina, serotonina, bradicina e prostaglandinas (BRATTSAND et al., 1982).
O EMCP marcadamente inibiu a formacdo de edema de orelha induzida pelo EPP.
Sugere-se, portanto, que o EMCP possui atividade anti-inflamatoria também por
atuar através da inibicdo destes mediadores inflamatérios da fase aguda da
inflamacéao.

A acdo do EMCP sobre processos inflamatérios cutaneos croénicos foi
avaliada através do modelo de aplicagdo multipla do 6leo de croton. Como
previamente relatado, ésteres de forbol presentes no 6leo de créton, como o TPA,
ativam a PKC, aumentam a permeabilidade vascular, induzem a sintese de
metabdlitos do AA e induzem a expressdo da COX-2, IL- 18, TNF-a e da molécula
de adesédo ICAM-1 (DE YOUNG et al., 1989; CHI et al, 2003; GUPTA et al., 2003). A
aplicacdo multipla do 6leo de croton promove uma reacao inflamatoria persistente

acompanhada do aumento do peso das orelhas, intensa migracdo de neutrofilos,
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macrofagos e linfocitos T e hiperproliferacdo epidérmica (acantose), aproximando
este modelo das caracteristicas presentes em algumas doencas inflamatérias
cronicas da pele (STANLEY et al., 1991, LEE et al., 2009). Anti-inflamatorios
esteroidais (corticoides) e inibidores da LOX séo ativos nesse modelo, enquanto que
os inibidores da COX, como a indometacina, se mostram inativos (GREEN e
SHUSTER, 1987).

Na andlise histopatolégica dos grupos submetidos ao modelo de inflamacéo
cronica e tratados com dexametasona e EMCP na concentragdo de 0,5 mg/orelha
observou-se efeito anti-inflamatério com eficacia moderada assim como,consideravel
reducdo da hiperplasia epidérmica em areas sem ulceracdo, contrastando com a
hiperplasia epidérmica intensa no grupo de animais ndo tratados (controle negativo),
também em areas sem ulceracao (Figura 13B) . Essa diferenca pode ser explicada
pelo fato de que durante o processo inflamatério ha a liberacdo de fatores (citocinas)
liberados ou por células do tecido conjuntivo alterado ou pelo infiltrado inflamatério,
gque atuam como fatores mediadores que possivelmente influenciam no crescimento
epidérmico (HUBNER et al., 1996; KOMINE et al., 1996). Ou seja, a qualidade e
quantidade do infiltrado inflamatorio dérmico, e cofatores de crescimento liberados
podem justificar a diminuicdo da espessura da epiderme observados nos grupos
tratados com dexametasona e EMCP 0,5 mg (Figura 13 C e 13D). Os resultados
alcancados nesses grupos e observados na analise histolégica, sdo sugestivos da
acdo anti-inflamatoéria indireta do EMCP, mesmo com a espessura das orelhas
inalteradas. As &reas de ulceracdo observadas em alguns animais, de todos os
grupos, do modelo de inflamacdo crbénica podem ter sido causadas pelo proprio
animal ao se cogar, ou por um outro animal na mesma gaiola, ou até mesmo devido
a aplicacéo repetida do 6leo de croton. A Ulcera, perda do epitélio de revestimento
(epiderme) desencadeia um processo de reparo tissular iniciado através da
instalacdo de um processo inflamatoério agudo (CASTANON, 1997). Esse fato pode
explicar a inflamacéo aguda (associada a intenso edema, vasodilatacdo, congestao
vascular e infiltrado leucocitario) observada focalmente nessas amostras e também
pode justificar o motivo pelo qual ndo se observou diminuicdo na espessura das

orelhas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que o0 extrato metandlico de Cecropia
pachystachya possui atividade anti-inflamatoria tépica e indicam que um dos seus
mecanismos de acdo como anti-inflamatorio topico deve envolver inibicdo na via do
AA, pois foi capaz de inibir a formacédo de edema nos modelos de TPA e AA. Outro
fator importante € que EMCP atua provavelmente por mais de um mecanismo, Visto
que foi tdo efetivo contra a resposta desencadeada pelo fenol, quanto contra a
resposta desencadeada pelo TPA. Assim, esses dados sugerem que o EMCP pode
estar exercendo sua acdo anti-inflamatoria por atuar sobre mediadores, como
eficientemente demonstrado no modelo do EPP e também por apresentar acao
antioxidante. Além disso, a acdo demonstrada no processo crbnico torna a C.
pachystachya uma planta com potencial interessante para ser utilizada no
desenvolvimento de formulacbes dermocosméticas destinadas ao tratamento de
diversas condi¢cdes dermatolégicas. No entanto, estudos adicionais S0 necessarios
para confirmar o mecanismo de acéo pelo qual essa planta exerce seus efeitos, bem

como estudos que comprovem a seguranca do seu uso toépico em humanos.
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