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RESUMO

Baccharis illinita DC € um arbusto pertencente a familia das Asteraceae. A infusao
com as folhas e cascas tém sido utilizada pela populagdo como agente
antiinflamatorio, protetor gastrico e anti-infeccioso. Possui grande quantidade de
flavondides e terpenos que ja estdo descritos na literatura por exercerem efeitos
antiinflamatorios. No entanto, existem poucos dados de sua utilizacdo para o
tratamento de doencas cutaneas.

Nesse estudo, foi utilizado o modelo de edema de orelha em camundongos
(Swiss machos, pesando entre 25 a 30g) induzido pelo 12-O-tetradecanoilforbol
acetato (TPA), acido araquidénico (AA), capsaicina (CAP) ou oxazolona (OX) em
camundongos. Avaliamos também o efeito do extrato bruto das folhas da B. illinita
DC (EB) sobre a migragdo celular através da histologia e da avaliagcédo da
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no modelo de edema de orelha
induzido pelo TPA, bem como no modelo da OX. Adicionalmente, foi avaliado o
efeito do EB sobre o prurido induzido pelo composto 48/80.

EB (0,1-1mg/sitio) inibiu de forma dose dependente o edema induzido pelo TPA,
com Dlso de 0,19 (0,15 — 0,23 mg/sitio) e Imax de 73 + 5% bem como a atividade
da MPO com Dlsy de 0,21 (0,18 — 0,25 mg/sitio) e Imax de 71 £ 5%. As fragdes
hexano (He), acetato de etila (AcOEt) e acetona (Ac) obtidas da B. illinita
indicaram presenca de atividade anti-inflamatoria (porcentagem de inibi¢do
0,6mg/Kg de 81,5%, 79,2% e 72,7% respectivamente). Os compostos isolados da
fracdo AcOEt 4cido kaurenoico (Ak), a-Spinasterol (a-Spi), Acido oleanélico (Ao)
também inibiram o edema de orelha induzido pelo TPA com Dlsg de 2,01 (1,62 —
2,49); 2,16 (1,48 — 3,16); 2,08 (1,69 — 2,56 mg/sitio) e Imax de 71 + 5%, 65 £ 6, 71
1 2%. O baurenol foi pouco efetivo na redugao do edema induzido pelo TPA (30 +
6%). Somente os compostos a-Spi e Ao reduziram a atividade da MPO com Imax
de 36 £ 17 e 36 £ 6% respectivamente. Os cortes histologicos confirmaram a
reducdo do edema bem como a migragao de neutrofilos induzido pelo EB. O EB e
a indometacina (INDO - antiinflamatério ndo esteroidal) inibiram o edema de
orelha induzido pelo acido araquidénico, com inibigdo maxima de 50 + 6% e 58 +
5% respectivamente. No entanto o EB ndo modificou a resposta a capsaicina. A
hipersensibilidade tardia induzida pela oxazolona (OX) foi reduzida com a
aplicagao topica do EB (1mg/sitio) e dexametasona (0,5mg/sitio) quando
administrado na fase de indugédo ou nas duas fases (sensibilizagdo e indugdo) da
resposta alérgica mas ndo quando administrado somente na sensibilizagdo com
OX. A reducio do edema de orelha foi observada até 72h apds a administracao
de OX. A administragdo do composto 48/80 induziu intenso comportamento de
prurido nos camundongos e o EB (1000mg/kg), administrado oralmente, foi capaz
de reduzir de forma significativa essa resposta em 53 £ 11%.

Em conclusao, esses resultados indicam que o EB e seus compostos isolados da
fracdo AcOEt possuim atividade antiinflamatoria topica. Todos os compostos
desse extrato possuem atividade antiedematogénica, porém o Ao também foi
capaz de reduzir a migracao celular, indicando diferentes mecanismos de agéo
desses compostos. A atividade antiinflamatéria do extrato bruto da B. illinita
parece resultar da agao sinérgica desses compostos.



ABSTRACT

Baccharis illinita DC is a shrub from the Asteraceae family. The infusion made with
the leaves and bark have been used by the population as anti-inflammatory, for
gastric protection and as an anti-infectious agent. A large amount of flavonoids
and terpens with anti-inflammatory activity has been obtained from this extract but
no data is available about its potential topical use. This study aimed to evaluate
the topical anti-inflammatory activity of the crude extract of leaves of Baccharis
illinita DC (CE) and some of compounds isolated from this extract.

In this study we used ear edema in mice (male, Swiss, weighting 25-30 g) induced
by 12-O-tetradecanoilforbol acetate (TPA), arachidonic acid (AA), capsaicin (CAP)
or oxazolone (OX). We also evaluated the effect of the CE on the cellular
migration by qualitative histology and by evaluating the myeloperoxidase activity
(MPOQO) in the model of ear edema induced by TPA and OX. Additionally, the effect
of CE on pruritus induced by compound 48/80 was evaluated. CE (0.1-1mg/ear)
inhibited dose-dependently the edema induced by TPA, with ID50 0.19 (0.15 —
0.23mg/ear) and Imax 73 + 5% as well as the activity of the MPO with ID50 0.21
(0.18 — 0.25mg/ear) and Imax 71 + 5%. Partition of CE originated hexane, ethyl
acetate (AcOEt) and acetone fractions. The screening of the pharmacological
activity of these fractions indicated the presence of anti-inflammatory activity in all
of them (percentage of inhibition at 0.6mg/site of 81.5%, 79.2% and 72.7%,
respectively). The isolated compounds form the AcOEt fraction, kaurenoic acid
(KA), a-Spinasterol (a-Spi), oleanolic acid (OA) also inhibited TPA-induced ear
edema with ID50 2.01 (1.62 — 2.49), 2.16 (1.48 — 3.16), 2.08 (1.69 — 2.56mg/ear)
and Imax 71x 5%, 6516, 71 + 2%, respectively. Baurenol was less effective in
reducing TPA-induced oedema (30 + 6%). Only a-Spi and OA reduced the activity
of the MPO with maximal inhibition of 36t 17 and 36t 6% respectively.
Histological analysis of the ear confirmed the reduction of edema as well as of the
neutrophil migration induced by CE. CE and the nosteroidal anti-inflammatory drug
indomethacin (INDO) inhibited the arachidonic acid-induced ear edema (with
maximal inhibition of 50+6% and 58t5%, respectively). However, the CE did
change the capsaicin-incuced edema. The delayed hypersensitivity induced by
oxazolone (OX) was reduced with the topical application of the CE (1mg/ear) and
dexamethasone (0.5mg/ear) when administrated in the induction phase or in both
the phases (sensitization and induction) of the allergic response but not when
administrated only before the sensitization with OX. The reduction of ear edema
was observed until 72h after the administration of OX. The administration of
compound 48/80 induced an intense pruritus behavior in the mice. CE
(1000mg/kg), in this case administrated orally, was also able to reduce of
significantly this response (53 £ 11%). In conclusion, these results indicate that the
CE and the isolated composites of the fraction of ethyl acetate have a topical anti-
inflammatory effect. There are several compounds in this extract with
antiedematogenic activity but the OA was also able to reduce the cellular
migration, indicating different mechanisms of actions for these compounds.
Overall, the anti-inflammatory activity of the extract from B. illinita seems to be the
result of a synergic action of these compounds.

Vi
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1.1.  ANATOMIA, FISIOLOGIA E FUNCAO DA PELE

A pele ou cutis € o manto de revestimento do organismo, indispensavel a
vida e que isola os componentes organicos do meio exterior. Constitui-se em uma
complexa estrutura de tecidos de varias naturezas, dispostos e inter-relacionados
de modo a adequar-se, de maneira harmoénica, ao desempenho de suas fungdes.
E considerada o maior 6rgdo do corpo humano representando 15% do peso
corpéreo. A pele compde-se, essencialmente, de trés grandes camadas: uma
camada superior — a epiderme; uma camada intermediaria — a derme ou coério; e
uma camada profunda, a hipoderme ou tecido celular subcutadneo (SAMPAIO e
RIVITTI, 2000).

A epiderme

A epiderme é um tecido multiestratificado, do tipo pavimentoso, e sendo
constantemente renovado atravées de uma diferenciagdo progressiva
(queratinizagcdo e cornificagdo), que comeg¢a na camada basal em diregédo a
camada superficial (cérnea). A proliferagdo, a diferenciacdo e a morte celular
ocorrem sequencialmente e cada processo é caracterizado pela expressao de
proteinas especificas, sendo que certas doencas podem ser decorrentes de
anomalias nessas proteinas (CANDI et al., 2005).

A epiderme é composta por multiplos tipos celulares que possuem
diferentes origens embrionarias, como os queratindcitos, melandcitos e células de
Langerhans (FIGURA 1) (FREINKEL e WOODLEY, 2000). Os queratinécitos sao
células responsaveis pela formacao do epitélio estratificado pavimentoso e séo
consideradas as células mais importantes para manter a integridade estrutural da
epiderme. A camada basal da epiderme, denominada epitélio germinativo, é
constituida por células que se multiplicam continuamente. Desta maneira, as
novas ceélulas geradas empurram as mais velhas para cima, em direcdo a
superficie. A medida que envelhecem, as células epidérmicas tornam-se
achatadas, e passam a fabricar e a acumular queratina, uma proteina resistente e
impermeavel. Quando atingem a superficie, os queratindcitos transformam-se em
um involucro morto de queratina, formando uma barreira fisica (camada cérnea)
(MONTAGNA e PARAKKAL, 1974).
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*%e | melandcitos @ queratindcitos
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FIGURA 1. Esquema simplificado de uma seccdo transversal da pele. Fonte:
Adaptado de SAMPAIO e RIVITTI, 2000.

Em condigdes normais da epiderme, o estagio de proliferagdo na camada
basal é precisamente balanceado pela descamacdo da camada cornea na
superficie da pele (CANDI et al., 2005).

Existe cerca de 30 diferentes tipos de queratina, cada uma codificada por
diferentes tipos de genes. A utilizagdo de anticorpos monoclonais permitiu um
mapeamento dessas queratinas através de sua localizacdo exata no epitélio e
seus anexos. Desta forma dividiu-se a epiderme em compartimentos basal, pela
presenca de citoqueratina K5 e K14, e suprabasal pela presenca de citoqueratina
K1 e K10 (SAMPAIO e RIVITTI, 2000; CANDI et al., 2005).

Outro tipo celular presente na epiderme sao os melandcitos (FIGURA 1)
que possuem natureza dendritica, com numerosos prolongamentos longos e
ramificados, que se relacionam com células espinhosas supradjacentes. Sua
funcdo é produzir pigmentacdo a pele. Além da pele, os melandcitos sao

encontrados no aparelho ocular, na retina, no ouvido, no sistema nervoso central,
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nas mucosas € pélos (SAMPAIO e RIVITTI, 2000). Os melandcitos representam
13% da populagao celular da epiderme, se distribuem por toda a extensédo da
epiderme e através de seus dendritos distribuem a melanina que produzem para
os queratindcitos (CUCE e NETO et al., 2001).

Além dos melandcitos, existem outras células dendriticas na epiderme, as
células de Langerhans (FIGURA 1). As células de Langerhans constituem 2 a 8%
da populacao celular total da epiderme e sdo capazes de capturar e processar o
antigeno no interior da pele, migrando para o linfonodo a fim de fazer a
apresentacao aos linfocitos T (MONTAGNA e PARAKKAL, 1974). E possivel que,
através destas propriedades imunes, as células de Langerhans participem nao
somente nas reagdes de sensibilizagcdo das dermatites de contato, mas também,
da rejeigdo de enxertos, na protegao de infecgdes virais e, também, na eliminagéo
de clones de células epiteliais neoplasicas originadas na pele.

Por fim, a lamina basal € composta predominantemente de laminina,

fibronectina e colageno tipo IV, e separa a epiderme da derme.

A derme

A derme tem espessura variavel ao longo do organismo e é formada por
um tecido conjuntivo rico em mucopolissacarideos e fibras colagenas, elasticas e
reticulares. A derme aloja estruturas anexas da pele - glandulas sudoriparas,
sebaceas e foliculos pilosos. Encontram-se ainda, suas células caracteristicas, ou
seja, fibroblastos, histidcitos, mastécitos, células mesenquimais indiferenciadas e
as ceélulas de origem sanguinea, leucocitos e plasmocitos. Em quantidades
variaveis também se encontram na derme vasos sanguineos, linfaticos e
estruturas nervosas. Dentre estas, o principal tipo celular encontrado na derme
sdo os fibroblastos os quais sdao capazes de migrar através do tecido e sao
responsaveis pela sintese e degradagéo de proteinas de tecido conectivo fibroso
e nao fibroso. Além disso, os mesmos fibroblastos também sao capazes de
sintetizar mais de um tipo de proteina simultaneamente (por exemplo, colageno e
elastina). Em condi¢des de inflamacéo e cicatrizagao hipertréfica, ha um aumento
da proliferacao e da atividade dos fibroblastos e estes por sua vez, respondem a

mediadores imunes, incluindo IL-1a e IL -1B, pelo aumento da sintese de fator de
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crescimento de queratindcitos, fator de crescimento hepatico, IL-1q, IL -1 e IL-8
(FREINKEL e WOODLEY, 2000).

A hipoderme

A hipoderme, ou paniculo adiposo, € a camada mais profunda da pele,
de espessura variavel, composta exclusivamente por tecido adiposo. Relaciona-
se em sua porgao superior, com a derme profunda, constituindo-se a jungéo
dermo-hipodérmica. Funcionalmente, a hipoderme além de depdsito nutritivo de
reserva, participa no isolamento térmico e na protegcdo mecéanica do organismo as
pressdes e traumatismos externos e facilita a motilidade da pele em relagao as
estruturas adjacentes (SAMPAIO e RIVITTI, 2000).

Toda a superficie cutdnea esta provida de terminacdes nervosas capazes
de captar estimulos térmicos, mecanicos ou dolorosos. Essas terminacgdes
nervosas ou receptores cutaneos sdo especializados na recepcao de estimulos
especificos. Nas regides da pele providas de pélo, existem termina¢des nervosas
especificas nos foliculos capilares e outras chamadas terminais ou receptores de
Ruffini (FIGURA 2). As primeiras, formadas por axénios que envolvem o foliculo
piloso, captam as forgas mecanicas aplicadas contra o pélo. Os terminais de
Ruffini, com sua forma ramificada, sdo receptores térmicos de calor. Na pele
desprovida de pélo e também na que esta coberta por ele, encontram-se ainda
cinco tipos de receptores comuns: Corpusculos de Vater —Paccini (receptores de
estimulos tateis e vibragao), discos de Merkel (receptores de sensibilidade tatil e
pressédo), terminagdes nervosas livres (receptores sensiveis aos estimulos
mecanicos, térmicos e nociceptivos), corpusculos de Meissner (receptores
especificos para a sensibilizagao tatil), bulbos terminais de Krause (receptores
térmicos de frio) (FIGURA 2) (SAMPAIO e RIVITTI, 2000).
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FIGURA 2: Esquema simplificado de uma seccdo transversal da epiderme,

mostrando os receptores cutaneos. Fonte: Adaptado de CUCE e NETO et al.,
2001 e SAMPAIO e RIVITTI, 2000.
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Gracas a arquitetura e as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas de
suas varias estruturas, a pele, como membrana envolvente e isolante, € um érgao
capacitado a execugado de multiplas fungbes como a de protecdo a agentes
externos de qualquer natureza e, ao mesmo tempo, ao impedimento de perda de
agua, eletrdlitos e outras substancias do meio interno. Além disso, tem a fungéo
de termorregulacdo, ou seja, gracas a sudorese, constricao e dilatagdo da rede
vascular cutanea, a pele processa o controle homeostatico da temperatura
organica.

A secregao sebacea é importante para a manutencao eutréfica da propria
pele, particularmente da camada cornea, evitando a perda de agua. Além disso, o
sebum tem propriedades antimicrobianas e contém substancias precursoras da
vitamina D. Quanto as glandulas sudoriparas, a eliminagao de restos metabdlicos
nao tem valor como fungéo excretora (SAMPAIO e RIVITTI, 2000). Em adicdo, a
pele € o maior componente periférico do sistema imune e inicia a resposta imune
primaria contra antigenos (Ag) exogenos. Durante a evolugéo, a pele desenvolveu
um ambiente imunoldgico especifico conhecido como tecido linféide associado a
pele (Skin Associated Lymphoid Tissue — SALT). O SALT consiste principalmente
em células de Langerhans e células dérmicas apresentadoras de antigenos (que
circulam entre a pele e os linfonodos), queratindcitos e células endoteliais (que
produzem citocinas e reguladores de crescimento) e linfocitos (que extravasam da
circulagao para a pele). Todos esses componentes atuam em conjunto para
otimizar a deteccao do antigeno (DEBENEDICTIS et al., 2001).

A pele por ser o maior 6rgao do corpo humano e, por ser a interface com o
meio externo, é constantemente sujeita a lesdes e invasao de patdgenos que
podem gerar diversos processos inflamatérios. A resposta inflamatéria cutanea é
iniciada para promover a resolu¢cao de um desequilibrio da homeostase da pele
por isso, juntamente com sinais inflamatorios (vasodilatagdo, aumento do fluxo
sanguineo, quimiotaxia, edema, entre outros) sdo gerados mecanismos para inibir
este processo, como por exemplo, as lipoxinas que agem sobre os leucdcitos
inibindo a quimiotaxia, a adesao celular e sua transmigracao através das células
endoteliais, bem como o aumento da permeabilidade vascular mediado pelas
células polimorfonucleares (GILROY, et al., 2004). A falha destes mecanismos

enddégenos que controlam a inflamagdo pode fazer com que este processo,
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inicialmente resolutivo, desregule a homeostase do 6rgao, predispondo o0 mesmo
a desenvolver processos inflamatérios cronicos (DEBENEDICTIS et al., 2001). E
importante reconhecer a composicdao normal da pele em termos de estrutura e
funcdo a fim de distinguir variagdes e diagnosticar doengas da pele para que se
possa realizar um tratamento adequado. Essas variagcbes se manifestam
primeiramente através da espessura, composi¢cdo e densidade dos anexos
cutaneos, e, em alguns casos de diferenciagdo bioquimica (FREINKEL e
WOODLEY, 2000).

1.2 FISIOPATOLOGIA CUTANEA

A pele, como qualquer outro 6rgao, é passivel de ser atingida pelos
fendbmenos patolégicos basicos que podem ocorrer isoladamente ou em
associacao, resultando em grande numero de variagbes que constituem os
fundamentos clinico-patologicos das dermatoses (SAMPAIO e RIVITTI, 2000).
Como dito anteriormente, a pele € o maior componente periférico do sistema
imune na qual fazem parte os componentes da imunidade inata e adaptativa
(SCHILLER et al., 2006). Ambos participam, de maneira diferente, na defesa do
organismo contra a invasdo de microorganismos que estdo constantemente
presentes no ambiente.

A imunidade inata é a primeira linha de defesa capaz de emitir uma
resposta rapida frente aos invasores, reagindo de forma similar a repetidas
exposicoes (DEBENEDICTIS et al., 2001). Deste modo, a imunidade inata € o
conjunto de elementos preexistentes no organismo que lIhe permite lidar com
agressoes internas e externas, que nao depende de reconhecimento baseado em
moléculas com regides variaveis. Nesse contexto, as células mais importantes

s3o:

1. Células natural killer (NK): Sao células linféides, ndo —T, ndo -B
especializadas na destruicdo de células-alvo. As células NK atacam
qualquer célula, a ndo ser que expressem moléculas do complexo

principal de histocompatibilidade, pois essas moléculas estdo presentes
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na maioria das células do hospedeiro de modo que as células NK
evitam lesar as células do hospedeiro.

2. Macrofagos: Sao células que fagocitam elementos estranhos do
organismo. Expressam numerosos receptores em sua superficie além
de sintetizar e produzir substancias biologicamente ativas (IL-1; Fator
de Necrose Tumoral (TNF)-a fatores de coagulagao, entre outros). Seu
papel fundamental esta ligado a imunidade, por meio de sua interagéo
com os linfécitos.

3. granuldcitos:

a. neutrdfilos: Sao células polimorfonucleares capazes de englobar e
destruir microorganismos. Além disso, constituem as primeiras células a
alcangar a area do sitio inflamatério (GIEMBYCZ e LINDSAY et al.,
1999 e ERGESTEN, 2001)
b. eosindfilos: Além da capacidade larvicida, desempenham ainda um
papel regulatorio, modulando as reagdes de hipersensibilidade causada
pelas liberagdes de compostos provenientes dos mastécitos,
particularmente a histamina e heparina, e também de mediadores
derivados do acido araquidonico (GIEMBYCZ e LINDSAY et al., 1999 e
ERGESTEN, 2001)
c. mastoécitos: Sao células do tecido conjuntivo que participam do
sistema imune. Estdo envolvidas em processos como asma, alergia
e inflamacao, devido a liberacdo de mediadores quimicos (aminas
biogénicas, TNF-a, produtos derivados do acido araquiddnico,

interleucinas e outros fatores) apds sua desgranulacéo.

Ao contrario da imunidade inata, a imunidade adaptativa € uma resposta
mais lenta e €& mediada por células T e B, bem como pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs - do inglés, antigen presenting cells)
(SCHILLER et al., 2006). E caracterizada por distinguir macromoléculas e também
por sua habilidade de memorizagdo, produzindo uma resposta secundaria
exacerbada frente a re-exposi¢cao ao antigeno. Essa imunidade adquirida oferece

uma extraordinaria capacidade de distinguir patégenos e macromoléculas através
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de receptores de células T e células B altamente especificas. Fazem parte da

imunidade adaptativa:

- Células apresentadoras de antigenos: Sao células essenciais, capazes de
apresentar antigenos aos linfocitos Theper (Th), desempenhando sua fungéo
“auxiliadora” na resposta imune adaptativa. Consistem nos macrofagos, células
de Langherans e outras células dendriticas da derme. Essas células fagocitam
e/ou endocitam os antigenos exdgenos, os processam e 0s expdem nha sua
superficie como peptideos antigénicos associados as moléculas de classe Il do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC - do inglés, major
histocompatibility complex).

- Células B sao responsaveis pela producdo de anticorpos, isto €, pela
reposta imune humoral. Os anticorpos produzidos por estas células ligam-se na
superficie de certos tipos de bactérias e atraem células especificas do sistema
imune e proteinas do sangue, digerindo as bactérias e células estranhas.
Anticorpos também podem ser chamados de gamaglobulinas ou imunoglobulinas
(Ig) e constituem-se em duas regides: um sitio de reconhecimento de antigenos
especificos e outra regido que ativa os mecanismos de defesa do hospedeiro
(AZULAY e AZULAY et al., 1997).

- Células T: Importante na fase de indugdo na resposta imunoldgica e
responsavel pelas reacdes imunoldgicas mediadas por células. Consistem nas
células T citotoxicas ou CD8" (séo eficazes essencialmente contra virus e células
tumorais; sao caracterizados também por liberar TNF- o e interferon (IFN)-y que
atuam sinergicamente) e em Th ou CD4" (quando estimulados pelo antigeno
através do MHC), liberam IL-2 e IFN-y principalmente e IL-4, IL-5 e IL-10. Os
linfocitos Th podem ser de dois tipos principais: os linfocitos Thy e Th, sendo o
que os distingue é o padrao de citocinas que cada um produz. Th1 liberam IL-2,
IFN-y-, TNFa (que parecem estar envolvidas, principalmente nas respostas
imunes inflamatoérias) e Th, secretam IL-4, IL-5 e IL-10 (que estdo mais
envolvidas com o auxilio para a producado de certas classes de imunoglobinas
pelos linfocitos B (AZULAY e AZULAY et al., 1997).
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Os processos anatomopatolégicos que ocorrem na pele sao:
degeneragdes, alteragcdes metabdlicas, proliferacdes, malformacgdes disfungdes e
inflamacdes. As degeneragdes séo caracteristicas de determinadas afeccoes, tais
como a degeneragao balonizante prépria das viroses, a degeneragao fibrindide
prépria das colagenases e a degeneragao granular, também chamada de
hiperqueratose epidermolitica, que ocorre em algumas doengas congénitas nas
quais ha alteragbes da queratinizagdo. Como a pele esta estreitamente ligada aos
demais sistemas organicos, sofre alteracées decorrentes de anormalidades do
metabolismo e, como resposta reflexa, alteragcdes cutdneas extensas sao capazes
de produzir alteracbes metabdlicas. Por exemplo, a doenca de Hartnup ocorre
devido ao disturbio do metabolismo do triptofano e se expressa na pele através de
manifestagdes de fotosensibilidade (SAMPAIO e RIVITTI, 2000)

As proliferacbes compreendem as hiperplasias pseudo-epiteliomatosas e
as neoplasias. As primeiras sa&o respostas epiteliais hiperplasicas a processos
inflamatdrios, havendo intensa proliferacdo das camadas epidérmicas sem atipias
celulares e, diferentemente das neoplasias epiteliais, ha um retorno a normalidade
com eliminagao do processo desencadeante. Por outro lado, as neoplasias sao
proliferagdes constituidas por células, ndo somente em numero excessivo, mas
também com alteragbes de maturacdo e, além disso, -caracteristicas
morfofuncionais anémalas. Podem ser benignas ou malignas, de acordo com sua
capacidade de invadir e destruir tecidos normais e gerar metastases. As
malformacgdes consistem em excessos ou deficiéncias de um ou varios
constituintes normais da pele e sdo, em geral, designados de nevos. Nevo
epitelial, nevo sebaceo, nevo piloso sdo exemplos de malformacdes por excesso
de seus constituintes (SAMPAIO e RIVITTI, 2000).

Os eczemas sao dermatites caracterizadas pela presenca de eritema,
edema, infiltracdo, vesiculagao, secrec¢ao, formacao de crostas e escamas. Essas
lesdes se sucedem e se associam, formando os aspectos multiformes das
dermatites e ao lado dessas lesdes ha um sintoma constante, moderado ou
intenso, que € o prurido. Este € causado pela liberacdo de substancias que
excitam as terminagdes nervosas cuténeas, sendo os estimulos levados ao cortex
cerebral (SAMPAIO e RIVITTI, 2000).
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Dentre essas patologias cutaneas a dermatite de contato alérgica (DCA),
também conhecida como hipersensibilidade de contato, € umas das dermatoses
inflamatérias mais frequentes, sendo caracterizada por eritema, papula e
vesiculas, seguida por ressecamento e descamagdo (FIGURA 3). A DCA é
induzida pelo contato de substancias quimicas n&o protéicas denominadas de
haptenos (por exemplo, niquel, cromo, dinitrofluorbenzeno e oxazolona) e
corresponde a hipersensibilidade cutanea tardia do tipo IV, mediada por células T

hapteno-especificas.

Pele: Local de | = Haptenos Hapteno Pale:local de

sensibliizacdo IH‘%& Camada cdmea
el ﬂﬂ@ﬂaﬂhl s
e

Linfonodo de
drenagem

Yoo Colulas TCD8+

efetoras

Figura 3: Fisiopatologia da dermatite de contato alérgica (DCA) Fase de
sensibilizacdo (fase aferente). Os haptenos penetram na epiderme (1) e s&o
captados pelas células epidérmicas incluindo as células de Langerhans que
migram para os linfonodos de drenagem (2), onde apresentam peptideos
conjugados a haptenos as ceélulas T CD8+ efetoras e as T CD4+ reguladoras
negativas (3). Precursores de células T especificos expandem-se clonalmente nos
linfonodos de drenagem, recirculam pelo sangue e migram aos tecidos, inclusive
para a pele (4). Fase de inducao (fase de provocacao, fase eferente). Quando o
mesmo hapteno € aplicado sobre a pele, ele é captado pelas células epidérmicas,
inclusive as CD e os queratindcitos (5), que apresentam peptideos conjugados a
haptenos a células T especificas. A ativacdo de CD8+ induz a apoptose dos

queratindcitos e a produgao de citocinas e quimiocinas pelas células cutaneas (6),
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0 que leva ao recrutamento de leucocitos do sangue para a pele. As células T
CD4+ podem bloquear a ativagao/expansao dos efetores CD8+ nos linfonodos
durante a sensibilizacdo, e na pele durante a fase de inducdo da
hipersensibilidade de contato (3 e 7). Adaptado de Hennino et al. (2005).

Durante a fase de sensibilizacdo, tanto os precursores de células CD4"
(molécula caracteristica dos linfécitos Th, ativada apenas por células
apresentadoras de antigenos que expressam na sua superficie os antigenos de
MHC de classe Il), quanto os de CD8" (molécula caracteristica dos linfocitos T
supressores ou citotoxico, ativada apenas por células apresentadoras de antigeno
que expressam MHC de classe |) sao ativados nos linfonodos de drenagem
através da apresentacdo de peptideos conjugados a haptenos pelas células
dendriticas da pele. A subsequente exposicdo da pele ao hapteno em qualquer
local do organismo induz o recrutamento e ativagcado de células T especificas no
local de provocacgao, levando a apoptose dos queratindcitos, recrutamento de
células inflamatérias e desenvolvimento de sintomas clinico como prurido,

eritema, edema e descamacéo cutdanea (HENNINO et al., 2005).

Outra doencga inflamatoéria da pele é a dermatite atépica (DA), uma doenca
inflamatoéria cronica associada com hiperreatividade cutdnea a estimulos
normalmente indcuos a individuos ndo-atépicos (FIGURA 4). E caracterizada por
um eritema mal definido com presenga de edema, vesiculas com exsudato em
estagios agudos e aumento da espessura da pele (liquenfagdo) (WILLIANS,
2005). E uma manifestacdo eczematosa peculiar frequentemente associada a
asma e/ou renite alérgica e, eventualmente, urticaria. Varios estudos indicam que
a dermatite atépica apresenta uma etiologia complexa, com participagdo de
componentes genéticos e ativagcdo de diferentes vias imunolégicas e
inflamatdrias. O principal sintoma é o prurido, que pode comecgar antes mesmo
das lesdes cutédneas se manifestarem. Na infancia, as lesées s&o avermelhadas e
descamativas. Podem atingir a face, tronco e membros. Com o ato de cogar,
tornam-se escoriadas e podem sofrer infeccdo secundaria. Nos adolescentes e
adultos, as lesdes localizam-se preferencialmente nas areas de dobras da pele,
como a regido posterior dos joelhos, pescogo e dobras dos bragos (SAMPAIO e
RIVITTI, 2000). A pele destes locais torna-se mais grossa, aspera e escurecida. O

fendtipo clinico que caracteriza essa patologia € um produto de complexas
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interacdes entre predisposicdo a genes, o organismo do doente, defeitos na
funcao de barreira da pele e respostas imunoldgicas locais e sistémicas. Varios
estudos tém sido realizados a fim de compreender o papel destes diferentes
fatores na patogénese da DA devido a alta incidéncia desta doenga que aparece
normalmente durante a infancia, mas pode persistir ou aparecer na fase adulta. A
prevaléncia desta patologia é de 10-20% nas criangas e 1-3% nos adultos e esta

aumentando nas ultimas trés décadas (LEUNG et al., 2004).

FIGURA 4: Dermatite atopica. Painel A mostra dermatite atopica aguda com
intenso eritema e presenga de vesiculas. Painel B mostra dermatite atopica
cronica com liquefagao e crosta na parte dianteira do tornozelo (WILLIANS et al.,
2005).

A psoriase é uma doenca cutanea na qual ocorre uma resposta
inflamatéria na pele que afeta aproximadamente 2% da populagdo. E
caracterizada por lesbes eritémato-escamosas, ocorrendo igualmente em ambos
os sexos (FIGURA 5). Anualmente, 1,5 milhdes de pacientes nos Estados Unidos
procuram o medico devido a psoriase com um gasto estimado entre 1,6-3,2
bilhdes de ddlares. De acordo com a Fundagao Nacional de Psoriase dos Estados
Unidos, existem 260.000 novos casos sendo relatados a cada ano, com uma
idade média de 28 anos para o aparecimento da doenga. Além disso,
aproximadamente 5-10% dos pacientes desenvolvem artrite psoriatica, com
inflamacado e edema nas maos, pés e articulagdes, sendo a doenca usualmente
recorrente e muito debilitante. Tratamentos topicos antigos, como os emolientes e

outros, sdo cosmeticamente inaceitaveis e possuem baixa eficacia. Enquanto que
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a terapia sistémica, como metotrexato (antimetabdlico), ciclosporina
(imunossupressor) e acitretina (retindide), possuem significativos efeitos
colaterais. Portanto, se faz necessario o desenvolvimento de novas terapias
sistémicas e topicas bem como o entendimento das causas que levam ao

aparecimento desta doenga (DISEPIO, et al., 1999).

Pele Saudavel Psoriase
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FIGURA 5: Esquema simplificado da psoriase vulgar. E caracterizado por
erupgao eritemato-escamosa apresentando aumento da camada Malphigiana
(acantose) e presenca de células nucleadas na camada cérnea (paraqueratose).
As lesdes iniciam-se com papulas avermelhadas, pequenas, superadas por finas
escamas e progredindo para manchas ou placas que medem varios centimetros
(adaptado de SAMPAIO e RIVITTI, 2000 e AZULAY e AZULAY, 1997).
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Existe um grande numero de doengas caracterizadas por um processo
inflamatério, com ou sem um componente imunolégico. Assim, mesmo
pertencendo ao mesmo grupo de patologias (inflamatérias), os sintomas e os
mecanismos envolvidos com sua patogénese sdo muito diferentes. Desta forma,
existem patologias iniciadas por um processo alérgico ou irritativo que podem
transcorrer por curto ou longo prazo. Deste modo, pesquisar doengas
inflamatorias cutdaneas ndo necessariamente significa estudar patologias com
mesmo perfil e mesmo tipo de tratamento (GOODMAN e GILMAN, 2006).

Todas as proteinas geradas durante o processo inflamatério sao
consideradas alvos promissores para o desenvolvimento de novos medicamentos
e tém causado grande interesse para descoberta de uma nova geragdo de
antiinflamatorios para tratamento de patologias como artrite reumatoide, asma,
esclerose multipla e psoriase (BHAGWAT et al, 1999). As patologias
dermatoldgicas, dermatites, eczemas e psoriase, sdo lesdes cutaneas que dao
um aspecto desagradavel a pele, o que perturba significativamente os doentes,
obrigando-os a tratamentos prolongados e diversos. Sdo multiplos os recursos
terapéuticos para estas situagdes. No entanto a exigéncia de terapéutica
persistente, prolongada e distinta ndo contribui para um tratamento eficaz e de
boa adesdo dos doentes. Estas dificuldades sao acrescidas pelas ondas de
recorréncia que contribuem para o desenvolvimento de situagdes de ansiedade,

0s quais podem, por sua vez, ser responsaveis por exacerbacdes das lesoes.

1.3 INFLAMACOES CUTANEAS

A pele é a primeira regido onde agentes invasores — bactérias, virus,
fungos, agentes quimicos e fisicos agridem. A inflamagdo compreende um
conjunto de respostas tissulares, envolvendo principalmente vasos sanguineos e
tecidos conectivos perivasculares. E produzida e mantida pela interagdo de varios
tipos celulares residentes como terminagcbes nervosas, queratindcitos,
fibroblastos, mastocitos, células endoteliais e macrofagos, além de células que
migram para o tecido inflamado como os leucécitos (neutrdfilos, eosindfilos,

mondcitos, e linfocitos). Assim, varios mediadores proé-inflamatérios soluveis como
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neuropeptideos, metabdlitos do acido araquidénico, monoaminas e citocinas sao
liberados (BHAGWAT et al., 1999).

Quando os agentes agressores sao encontrados dentro do organismo,
como resultado de uma infecgdo, ou de uma lesdao ou ainda por contato, o
sistema imune, se intacto, mobilizara agentes para o sitio da infecg¢ao iniciando a
inflamacao. E este processo € iniciado e conduzido por mediadores de origem
celular e plasmatica que, atuando localmente, vao promover o0s sinais
caracteristicos da resposta inflamatéria, ou seja, dor, calor, rubor e tumor
(edema), acompanhados ou n&do da perda de fungéo do tecido ou 6rgao afetado.
Clinicamente, a reagao inflamatéria manifesta-se de maneira estereotipada e
independente da natureza do estimulo, podendo ocorrer pequenas variacoes
dependentes do tecido ou 6rgdo afetado, e da coexisténcia de estados
patolégicos (ROCHA e SILVA, 1978; SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985). Os
varios mediadores inflamatérios normalmente atuam no sentido de restringir as
consequéncias e a extensao do dano tecidual, induzindo somente os sinais locais
e os principais mediadores envolvidos na fase alérgica aguda séo a histamina dos
mastoécitos e a imunoglobulina E (IgE) (FREINKEL e WOODLEY, 2000). Porém,
dependendo da persisténcia e/ou intensidade da lesao, alguns mediadores podem
difundir-se e mediar sinais e sintomas sistémicos como febre, aumento da
producdo de proteinas de fase aguda, leucocitose, ativagdo do sistema
complemento, aumento da producgéo de glicocorticoides, alteragdes metabdlicas e
das concentragbes plasmaticas de metais como ferro, cobre e zinco. Esta
resposta sistémica € denominada resposta de fase aguda (RFA) (revisado por
STADNYK e GAULDIE, 1991).

Um dos primeiros sinais da inflamacao € a formacao do edema. O edema é
causado pelo fluxo transvascular de um fluido rico em proteinas (plasma) do
compartimento intravascular para o intersticio como resultado da agédo de varios
mediadores como histamina, bradicinina, leucotrienos, componentes do sistema
complemento, substancia P e fator de ativagao de plaquetas (PAF) (FRIEDL et al.,
1989; DENZLINGER et al., 1985). Esses fatores alteram as funcbes de barreira
de pequenos vasos sanguineos e aumentam a permeabilidade dos capilares e
vénulas tanto para agua quanto para proteinas (DEMLING et al., 1984 e

DEMLING et al., 1982). Ao mesmo tempo, a pressao hidrostatica dos capilares é
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aumentada no local do ferimento como resultado da vasodilatagcao local. Esta
vasodilatagao local ocorre principalmente devido a geragdo de metabdlitos do
acido araquiddnico particularmente prostaglandinas E; e I, (por macrofagos e
células endoteliais ativadas) e por 6xido nitrico (gerado pelas células endoteliais
em resposta a histamina, bradicinina e substancia P). O extravasamento do
plasma leva a uma concentragao de eritrocitos nos pequenos vasos sanguineos
aumentando assim a viscosidade do sangue. Concomitantemente a perda de
proteinas plasmatica, também ha diminuicdo da pressao oncética intravenosa, e
esses fatores juntamente com o aumento da permeabilidade vascular e o
aumento transitorio da pressao hidrostatica nos capilares levam a inducdo do
fluxo transvascular de liquido e proteinas para o intersticio. A fungdo destas
alteragdes € permitir a chegada de anticorpos e proteinas ao local da leséo a fim
de diluir a inflamacgéao. Ainda ocorre no local uma estase sanguinea que impede a
disseminagao de agentes infecciosos que possam estar presentes no local
(SHERWOOD et al., 2004).

A migragcdo de leucdcitos para os sitios inflamatorios representa um
importante mecanismo na defesa do organismo contra agentes agressores.
Dentre as células residentes em tecidos, 6rgaos e cavidades, os macréfagos
ocupam papel central na defesa contra agentes invasores, por sua capacidade de
sintetizar diversas substancias quimiotaticas, tais como: leucotrieno B4 (LTB4)
(SAMUELSON 1983; MACMILLIAN e FOSTER, 1988), interleucina-1p (IL-1B)
(CYBULSKY et al., 1986), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (MING, et al.,
1987), interleucina-8 (IL-8) (RIBEIRO et al., 1991; SMITH et al., 1991), interferon-
a (IFN-a) (RIBEIRO et al., 1990), fator quimiotatico para neutrdfilos derivado de
macréfagos (MNCF) (SOUZA e FERREIRA, 1985; CUNHA e FERREIRA, 1986;
CUNHA et al., 1986; DIAS-BARUFFI et al., 1993) e o C5a; (YANCEY, 1988). A
quimiotaxia estimulada por citocinas comanda a adesdo dos leucdcitos ao
endotélio e sua migracao para fora da luz vascular (diapedese) em direcdo ao
foco inflamatorio, orientada por um gradiente de concentragdes crescentes
dessas substancias (HARLAN, 1985; WILKINSON, 1994).

A fase inicial da adesao de leucdcitos ao endotélio, chamada de “rolagem”,
envolve a expressao de selectinas (L-selectinas em neutrdfilos, E-selectinas e P-

selectinas em células endoteliais) (FIGURA 6). No entanto, a interagdo entre
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essas moléculas de adesao nao é forte o suficiente para que leucdcitos possam
migrar para fora da luz vascular. A adesao firme ao endotélio requer a ativagao de
membros da familia das integrinas leucocitarias (CD11a/CD18 ou LFA-1,
CD11b/CD18 ou MAC-1 e CD11c/CD18 ou gp150,95) que interagem com as
moléculas de adesdo ICAM-1 e ICAM-2, membros da familia das
imunoglobulinas, encontradas na superficie de células endoteliais (KISHIMOTO,
et al.,, 1989a; KISHIMOTO et al, 1989b; LARSON e SPRINGER, 1990;
SPRINGER, 1990; ALBELDA e BUCK, 1990; CRONSTEIN e WEISSMANN, 1993;
ALBELDA et al., 1994). O aumento da adesao leucocitaria durante a inflamagéao
envolve interacbes especificas entre moléculas de adesdao complementares
presentes nas superficies dos leucdcitos e das células endoteliais (CRONSTEIN e
WEISSMANN, 1993). Essas moléculas s&o diferencialmente expressas e
reguladas, obedecendo a uma ordem fisiolégica que permite a eficiéncia do
reconhecimento ndo apenas do tipo célula/célula, ou seja, a interagdo do
neutréfilo com o endotélio, como também em eventos do tipo célula-matriz

extracelular.
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FIGURA 6: Mecanismo simplificado da migracdo celular. Interagcdo entre
leucdocitos e a célula endotelial durante alteragdo vascular. O passo inicial do
recrutamento de leucocitos envolve a ativagdo de células endoteliais e expressao
de selectinas no endotélio. Os leucdcitos tornam-se ativados e ocorre o processo
de rolagem via interagdo com P-selectina e E- selectina expressas no endotélio.
Uma forte adesao dos leucécitos envolve sua interagdo com ICAM-1. Finalmente,
a migracao através do endotélio € mediada via PCAM-1 com conseqlente
extravasamento celular (Adaptado de SHERWOOD et al., 2004)

Estes fatores demonstram que a migracdo de neutréfilos € um processo
multimediado, no qual varios mediadores liberados no foco inflamatorio regulam
de alguma maneira a migragao de neutrofilos e demais leucécitos (SHERWOOD
et al., 2004)

Os fenbmenos inflamatérios agudos na pele produzem dermatites agudas
com consequéncias epidérmicas de espongiose, vesiculagdo intra-epidérmica,
exocitose e exsudagao, que sdo caracteristicas dos eczemas agudos (SAMPAIO
e RIVITTI et al., 2000). Gradativamente, os fendmenos inflamatérios diminuem em

intensidade, estabelecendo-se a fase subaguda e cronica da inflamagéao. A fase
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cronica da inflamagao da pele € mediada por células T e citocinas na qual a
dermatite repercute diferentemente sobre a camada germinativa, produzindo-se
acantose (aumento em espessura da camada de Malpighi), hiperqueratose
(aumento excessivo da camada de Malpighi) e paraqueratose (alteracdo da
queratinizagdo com presenca de nucleos na camada cornea e diminuicdo ou
auséncia da camada granulosa), que caracterizam dermatites liquendides,
psoriasiforme e eczemas cronicos (SAMPAIO e RIVITTI et al., 2000; FREINKEL e
WOODLEY, 2000).

Em muitos casos de doencas da pele, o prurido aparece como um
importante sintoma. Junto a dor é um importante sintoma de problemas
sistémicos. Tanto a nocicep¢ao quanto o prurido sdo experiéncias sensoriais
desagradaveis, no entanto o padrao de respostas € diferente — enquanto que dor
exerce uma resposta de retirada o prurido leva ao reflexo de cocgar. Entretanto,
ambos levam a uma baixa qualidade de vida (YOSIPOVITCH et al., 2003). Muitos
trabalhos sugerem que baixos niveis de ativagado de nociceptores podem iniciar a
sensacao de prurido ao contrario de quando os nociceptores sao intensamente
ativados provocando sensacao de nocicepg¢ao. Essa correlacdao, no entanto, nao
explica por que baixas concentragdes de algogénios nao provocam prurido, mas
intensa dor, e por que altas concentragdes de substancias pruriceptivas nao
causa dor, mas intenso prurido. De acordo com esse resultado, a frequéncia de
disparos nos nociceptores nao avalia a diferenciacdo entre nocicepgao e prurido.
Deste modo, supde-se que agentes pruritogénicos excitam preferencialmente
certos subgrupos de nociceptores causando a sensacgéo de prurido (SCHMELZ,
2002).

O prurido € uma sensacgao desagradavel que aparece em muitas doencgas
de pele como, por exemplo, na dermatite de contato, dermatite atdpica e urticaria.
Nessas doengas, a coceira provocada pelo prurido agrava as lesdes da pele e a
evolugado da dermatite (UEDA et al., 2006). Por esta raz&do, considera-se que uma
das estratégias mais eficazes para tentar impedir ou diminuir a gravidade das
lesdes da pele e promover uma melhora na qualidade de vida dos pacientes com
dermatite atopica € reduzir o prurido e a coceira (CAROLINE, 1999). Estimulos
que causa o prurido levam a duas respostas distintas: a primeira bem localizada

préoxima ao estimulo e de rapida duragéo e uma segunda que abrange uma area
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de localizagcdo difusa ao redor do sitio e que responde com prurido intenso
quando exposto a um estimulo minimo (YOSIPOVICH et al., 2003).

Twycross et. al. (2003) propuseram quatro classificagdes clinicas de
prurido para melhor compreender sua origem:

Prurido pruriceptivo: O prurido se origina na pele, em decorréncia de uma
inflamac&o, pele seca ou outra lesdo cutanea. E transmitido via fibras C. Surge
em casos de escabiose, urticaria e reagdes de picada de inseto;

Prurido neuropatico: O prurido deriva de doengas localizadas em qualquer
ponto de uma via aferente. Aparece na neuropatia pdés herpética, na qual o
prurido é frequentemente associado com esclerose multipla e tumor cerebral.

Prurido neurogénico: O prurido tem origem no sistema nervoso central,
mas sem evidencias de patologias neurais, como na colestase, que € uma doenga
na qual ha reducdo do fluxo biliar causando ictericea e intenso prurido. Nesse
caso o prurido é derivado da agao de neuropeptideos opidides.

Prurido psicogénico: O prurido psicogénico aparece em estagios
avancgados de parasitofobia.

Estudos recentes tém investigado os possiveis mediadores do prurido, tais
como a histamina, acetilcolina, bradicinina, neuropeptideos, PGs, serotonina,
entre outros, muitos destes sdo também os principais mediadores do processo
inflamatdrio (STANDER et al., 2003).

A histamina € um dos mediadores relatados que induzem prurido em
humanos, portanto também € utilizado como agente prurigénico em modelos
experimentais de prurido. Juntamente com a liberagcdo de histamina pelos
mastocitos e queratinécitos ha também liberagdo de neuropeptideos, pelos
nociceptores, responsaveis pela vasodilatagédo, tais como, substancia P (SP) e
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), na qual, via reflexos
axonais, induzem eritema ao redor do local de aplicacdo. Em adi¢do, quando a
SP ¢é aplicada por via intradérmica em altas concentragdes, ocorre a
degranulacdo de mastdcitos provocando a sensagéo de prurido (HANGERMARK
et al.,, 1978). Muitos estudos sustentam essa hipotese referindo que a histamina
regula a liberacdo de SP via receptor pré-juncional Hs; localizados sobre os
terminais periféricos dos nervos sensoriais (OHKUBO et al., 1995). Baixas

concentracdes de SP podem ativar receptores especificos NK1 em mastdcitos,
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levando a sensibilizacdo dessas células e aumentando a producdo de TNF-a
(SUZUKI et al., 1999) e estes sensibilizam os terminais nociceptivos. A serotonina
por sua vez, é conhecida por excitar fibras C e além de participar no mecanismo
da nocicepgao, também participa na sensagcao de prurido e isso deve-se, em
parte, ao fato de que o efeito periférico da serotonina seja devido a liberagao da
histamina dos mastdcitos (SCHMELZ et al., 2002).

A bradicinina pertence ao grupo das cininas que se ligam aos receptores
do tipo B¢ e B,. Quando injetada na pele, é capaz de induzir nocicep¢gado como
também prurido, mediado pelo receptor B,, apesar desse efeito estar relacionado
a degranulagcdo de mastécitos com consequente liberacdo de histamina
(WALKER et al., 1995).

Estudos realizados por Cremer et al. (1995) mostram que o sobrenadante
de leucécitos estimulados por um agente prurigénico, continha grande quantidade
de IL-2 e IL-6. No entanto, ndo ha correlagcdo entre a quantidade de IL-6 e a
intensidade do prurido, ao passo que a IL-2 quando administrada por via
intradérmica, induz sensacdo de prurido ndo somente em pacientes com
dermatite atépica, como também em pacientes que fazem tratamento contra
cancer (CHI et al., 2001). De fato, a IL-2 potencializa o prurido em modelos
experimentais, pela ativagcdo de fibras C cutaneas que sdo quimiosensiveis a
histamina, bradicinina e capsaicina (MARTIN e MURPHY, 1996).

A resposta inflamatdria iniciada com o fim de ajustar um desequilibrio da
homeostase seria ideal com um minimo de modificacdo vascular e tecidual.
Assim, juntamente com estas respostas pro-inflamatérias sdo gerados estimulos
para inibicdo deste processo. Para tal, células e mediadores inflamatérios
trabalham para corrigir disturbios metabdlicos, remover citodentritos resultantes
da acao patogénica, refazer estruturas perdidas ou lesadas, a fim de reconstituir a
capacidade funcional e a organizagdo anatdbmica original ou, se os danos
teciduais foram extensos, repara-los economicamente por uma cicatriz ou isola-
los dos tecidos ainda saos (SINGER et al., 1999; GILROY et al., 2004).

A falha de algum destes mecanismos reguladores pode fazer com que este
processo, inicialmente resolutivo, perca o controle e desregule a homeostase do
orgao, predispondo o mesmo a desenvolver um processo inflamatério crénico.

Uma resposta inflamatéria excessiva significa uma manifestagdo clinica que
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necessita de uma intervencao terapéutica (BUCKLE et al., 1997; DEBENEDICTIS
et al., 2001).

1.4 FARMACOLOGIA DA INFLAMAGAO

A reacéao inflamatéria € um mecanismo de protecdo do organismo contra
agentes ofensores ou traumas, no entanto, em certas circunsténcias, essa
resposta defensiva pode ser dirigida de forma inadequada a substancias externas
ou a tecidos do proprio organismo, podendo entdo a propria resposta produzir
danos. Nestas condigbes pode ser necessaria a utilizagdo de drogas
antiinflamatorias. A pesquisa de terapias para o tratamento da inflamacao esta
direcionada a doencas como asma, artrite reumatoide, artrite psoriatica, lupus
eritematoso sistémico, doenga de Crohn, esclerose multipla e vasculite sistémica.
No entanto, tais terapias possuem muitos efeitos colaterais. Por exemplo, os
antiinflamatorios esteroidais podem causar imunosupressao e impedir a regresséo
da ferida, enquanto que novas classes de drogas que inibem seletivamente a
ciclooxigenase induzida (COX-2) podem reduzir a sintese de prostaciclinas e
assim reduzir a atividade protetora vascular e conduzir a um aumento do risco de
trombose (GILROY et al., 2004). Apesar destes efeitos estas drogas ainda séo
muito utilizadas na terapéutica de inflamagdes cutaneas.

Além de sua funcéo fisioldgica de substituicio no mecanismo das
atividades hipotalamo-suprarenais, os corticosterdides tém, cada vez mais, ampla
indicagdo em medicina geral, sobretudo em processos dermatologicos, gragas
aos seus efeitos antiinflamatorios e imunosupressivos.

Os (glicocorticoides sao potentes mediadores antiinflamatérios enddégenos
que sao liberados em poucos minutos na resposta ao estresse e a leséo tecidual
como mecanismo de controle da severidade da resposta inflamatoéria (GILROY, et
al., 2004). Os glicocorticdéides modulam importantes componentes da resposta de
defesa do hospedeiro. Estes hormbnios inibem a transcricdo de varias citocinas
importantes para a resposta imune e/ou inflamatéria, como interleucinas, TNFa e
fator estimulador de colénias de macrofagos-granuldcitos, além de inibirem a agao

destas citocinas sobre fatores transcripcionais, como proteina ativadora-1 e o fator
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nuclear kB (NF-kB). O conjunto destas atividades € considerado como responsavel
pela atividade imunossupressora dos glicocorticoides (BARNES e ADCOCK, 1993).

Uma das formas pela qual os glicocorticoides inibem a produgédo de PGs é
por meio da indugdo da sintese de lipocortina (ou anexina-1), que por sua vez atuam
inibindo a fosfolipase A,, a enzima que converte fosfolipideos de membrana em
acido araquidénico (FLOWER e ROTHWELL, 1994). Além disto, os glicocorticoides
também inibem a expressdo génica desta enzima (NAKANO e ARITA, 1990). O
acido araquidonico € o substrato da enzima COX, que catalisa a sintese de PGHy, o
precursor comum das PGs, tromboxanas e prostaciclina. Essas PGs tém um papel
fundamental em diversos processos fisiolégicos e patofisiolégicos incluindo
inflamacéo, reproducdo, nocicepgao e protecao gastrintestinal (GOODWIN, 1989;
MARNETT, 1999). A sintese da COX-2 cuja expressao € induzida por estimulos
inflamatdrios, é inibida por glicocorticéides (GOPPELT-STRUEBE et al., 1989;
O’BANION et al., 1992; MASFERRER et al., 1992; MASFERRER et al., 1994),
sendo que este efeito dos glicocorticéides ndo esta associado a produgado de

anexina-1 (NEWMAN et al., 1994). Consequentemente possuem:

1. Acao antiinflamatdria: ocorre uma diminui¢cao da vasodilatacdo e do edema.

2. Acado analgésica: a reducdo das citocinas e das PGs significa menor
sensibilizagcado de terminagcdes nervosas nociceptivas.

3. Diminuicdo da migracdo dos leucocitos ao foco inflamatorio (inibigdo da

sintese de IL-1, TNF-a, LTB4, moléculas de adesao, etc).

Outra classe de farmacos semelhantes aos glicocorticéides utilizados na
terapéutica dermatologica sdo os citostaticos e os imunosupressores, que sao
substancias que atuam sobre uma das fases da divisdo celular, diminuindo ou
anulando esse ciclo. Seu uso em dermatologia estd indicado em linfomas,
melanoma metastatico, epitelioma espinocelular metastatico, sarcoma de Kaposi,
psoriase, pénfigus, lupus eritomatoso sistémico, poliomiosite e eventualmente
outras dermatoses (AZULAY e AZULAY, 2001). Dentre estes sdo utilizados na
dermatologia:

e Agentes alquilantes: Indicado para o tratamento de pénfigo vulgar,
penfigoide bolhoso, penfigoide cicatricial, penfigoparaneoplasico, piodermia
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grangrenosa entre outras. Interferem na replicagdo do DNA a semelhanca
dos raios ionizantes. Por outro lado podem produzir mutagenicidade,
teratogenicidade e carcinogenicidade. Como exemplo destas drogas pode-
se citar a ciclofosfamina, o clorambucil e o cloridrato de mecloretamina.

e Antimetabdlicos: Utilizados em dermatologia para o tratamento de doencas
imunologicamente mediadas, como a psoriase, as doengas bolhosas
autoimunes e as vasculites leucocitoclasticas. Agem bloqueando o sistema
enzimatico de modo a impedir a formacdo de DNA. Como exemplo destas

drogas pode-se citar o Metotrexato, o 5-fluorouracil e a azatioprina.

Os antiinflamatérios nao esteroidais (AINEs) exercem suas atividades
analgésicas, antipiréticas e antiinflamatérias por inibirem a sintese de PGs
(revisado por VANE & BOTTING, 1998). As PGs participam de diversos
processos fisiolégicos e patofisioldgicos, incluindo inflamagéo, reproducéao,
nocicepgao e protegéo gastrintestinal. A sintese de PGs (FIGURA 7) inicia-se com
a liberagao de acido araquidénico (AA) livre de fosfolipideos de membrana, e a
reacao € catalisada pela ativagdo enzimatica da fosfolipase Az (PLA;). A liberagao
do AA livre é seguida pela conversdao em PGG, pela agdo da ciclooxigenase
(COX), e depois em PGH; pela atividade da peroxidase. A PGH, participa da
formagao de todas as PGs, incluindo tromboxano A; (TXAz), PGD,, PGE,, PGFy,
e PGl,, pela agao de enzimas especificas e individuais a cada uma delas. As PGs
estdo envolvidas na regulagao da contratilidade dos musculos lisos bem como na
regulagdo da pressdao sanguinea, agregagao plaquetaria e ainda como
mediadores da dor, edema (vasodilatacéo) e febre (LEE et al., 2003).

Como citado anteriormente, ha dois tipos de COX, denominadas COX-1 e
COX-2. A COX-1 é a enzima expressa constitutivamente na maioria dos tecidos,
responsavel por varias fungdes fisioldégicas, como prote¢do da mucosa gastrica,
agregacao plaquetaria, manutencao do fluxo sanglineo renal e da homeostase
vascular (MERLIE et al., 1988). A COX-2, que nao esta normalmente expressa e
pode ser induzida por estimulos incluindo a exposi¢ao a fatores de crescimento,
citocinas, promotores de tumor carcinogénicos e endotoxinas (JONES et al.,
1993). Ou seja, a COX-2 é encontrada em células inflamatérias ativadas, sendo

esta a enzima que produz os metabdlitos do AA durante uma inflamacao (FENG
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et al., 1995). A inibicdo da atividade da COX ¢é realizada pelos AINEs, exercendo
efeitos analgésicos, antipiréticos e antiinflamatérios (SIMMONS et al., 2004).
Muitos AINEs s&o inibidores de ambas as isoenzimas, mas os efeitos
antiinflamatorios estdo relacionados com a inibicdo da COX-2 e os efeitos
colaterais mais conhecidos se devem principalmente a inibicaio da COX-1
(HAWKEY, 2001).

Fosfolipideos de membrana celular
1 Fosfolipase A

Acido araquidénico

PGG,
Peroxidase l
PGH,
PGl sintase J | TX sintase
PG|2 TXAZ
\ 4
PGD sintase| PGE sintase | PGF sintase
PGD; ] PGF2,
PGE,

\

Importantes na
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FIGURA 7: Esquema representativo da formagao de prostaglandinas pela COX.
Adaptado de Chandrasekharan e Simmons (2004) e Lee et al. (2003).

Assim, os AINES possuem trés agdes principais pela diminuigao de sintese

de PGs e tromboxanos, com a inibicdo da COX-2:

1. Acdo antiinflamatéria: ocorre uma diminuicdo da vasodilatagcdo e

indiretamente do edema, pela reducao da sintese de PGs.



Introdugdo 28

2. Efeito analgésico: a reducado das PGs significa menor sensibilizacdo de

terminagdes nervosas nociceptivas.

As drogas disponiveis na pratica médica atual para o tratamento das
doencgas da pele, como glicocorticéides, AINEs e imunossupressores, podem
tratar com alguma eficacia os processos inflamatérios cutaneos crénicos como a
psoriase e a dermatite atopica. No entanto, o tratamento em longo prazo aumenta
o risco do aparecimento de efeitos colaterais importantes, como por exemplo, o
uso prolongado de glicocorticéides que podem causar osteoporose e ainda
diminuir o processo de cicatrizacao de feridas ou ainda, os AINEs seletivos para
COX-2 que reduzem a sintese de prostaciclinas e consequentemente aumenta o
risco para trombose. Em adi¢do, os agentes bioldgicos, como o anti-TNF, também
demonstraram complicagdes severas quando usado em longo prazo. Estudos
clinicos indicaram que os agentes anti-TNF-a n&do podem ser administrados em
pacientes com doengas cardiacas ou ainda com histérico de doencas
desmielinizantes (GILROY et al, 2004), e ainda parecem aumentar a
susceptibilidade de infeccédo pelo Mycobacterium tuberculosis ou para a sua
reativacdo do estado latente bem como o aparecimento de doengas oportunistas
(CRAVO et al., 2006). Aléem de todos esses fatores, existe uma baixa aderéncia
ao tratamento devido a pouca aceitacdo dos medicamentos, quanto as
caracteristicas fisicas (cosméticas) e a necessidade de uso continuo dos mesmos
(MENDONCA e BURDEN, 2003).

A pouca compreensdo da patofisiologia do prurido levou ao avang¢o no seu
tratamento. No momento, sem duvida esse progresso esta relacionado com a
descoberta de anti-pruridicos seletivos de uso tépico. Corticoides topicos ndo
agem diretamente como anti-pruridico, além disso, ndo devem ser usados para
esta finalidade, embora aliviem o prurido secundario as doengas cutaneas. As
estratégias para a descoberta de novos anti-pruridicos estdo focalizadas em
farmacos de uso topico semelhantes a capsaicina, doxepina e aspirina. A
capsaicina tem propriedade anti-pruridico por dessensibilizar terminagdes
nervosas, mas tem suas limitagdes por irritar o local de aplicacdo. Ja a doxepina &
um potente antihistaminico capaz de reverter o prurido. No entanto causa

sedacao quando absorvida pela pele. O acido acetilsalicilico de uso topico tem
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mostrado grandes efeitos para reduzir o prurido induzido em modelos
experimentais (YOSIPOVITH et al. 1997).

Os antihistaminicos participam diretamente do prurido induzido pelos
mastocitos suprimindo os efeitos da histamina como, por exemplo, a
vasodilatagdo, edema e prurido. Antagonista H4, azelatina e oxatomida bem como
antagonistas nao seletivos de H4, terfenadina, epinastina e astemizole exercem
efeitos antialérgicos e inibem potencialmente os efeitos exercidos pelo composto
48/80 (SHIMMEI et al.,, 2004). No entanto, antagonistas Hi geralmente n&o
apresentam efeitos inibitérios suficientes sobre o prurido em pacientes com
dermatite atdpica, por isso a histamina ndo € considerada o principal agente
pruritogénico na dermatite atépica (BERTH-JONES e GRAHAM-BROWN, 1989;
WAHLGREN et al., 1990; HANGERMARK e WAHLGREN, 1996; KLEIN e CLARK,
1999; MUNDAY et al., 2002). Por outro lado, corticdides e imunosupressores
possuem efeitos terapéuticos significativos sobre a dermatite atdpica
(NAKAGAWA et al., 1994; HANIFIN e TOFTE, 1999; HIROI, 2001).

Para o favorecimento de novos tratamentos, deve-se levar em
consideragao a questao multidimensional e a natureza do prurido. O uso de
plantas medicinais, como alternativa de tratamento, tem contribuido para
amenizar os sintomas desagradaveis do prurido causado por inumeras doengas

de pele.

1.5 PLANTAS COMO MEDICAMENTO

A utilizagédo de plantas como alimento e medicamento remonta ao inicio da
vida do homem na Terra, mas foi modificada com o decorrer do tempo, nas
diversas culturas e associada a outras praticas por influéncias ocorridas em cada
momento histérico. Em muitos casos, vegetais que eram utilizados
preferencialmente como alimento em alguns paises, transformaram-se em aliados
no arsenal terapéutico em outras regides. Como tratamento, era utilizado de
forma primitiva pela experimentacdo, pela tentativa e principalmente pela
observacgao, o que acabou produzindo um grande conhecimento popular. Desta
forma, fitoterapia € a forma de tratamento e prevencado de doencas que utiliza

plantas. Estas plantas sintetizam, através de seu metabolismo primario, diversos



Introdugdo 30

nutrientes e metabdlitos ativos e, através do metabolismo secundario, substancias
com acgao farmacolégica denominadas de principios ativos. As plantas medicinais
na medicina popular, por suas propriedades terapéuticas, adquiriram fundamental
importancia. No Brasil, principalmente pela extensa e diversificada flora,
riquissima em exemplares, o uso de plantas medicinais sempre foi significativo,
fazendo parte da cultura popular (VERDI et al., 2005)

A importancia historica das substancias ativas obtidas de plantas como
prototipo para o desenvolvimento de farmacos é incontestavel. A descoberta da
atividade bioldgica destas substancias nao representou apenas o surgimento de
grupos novos de medicamentos, mas possibilitou a identificacdo de novas
intervengdes terapéuticas. Nado se conheciam anestésicos locais, bloqueadores
musculares, anticolinérgicos, entre outras categorias terapéuticas, antes do
isolamento e estudo da atividade da cocaina, da tubocurarina e da atropina,
respectivamente (BRUNETON, 1993; CALIXTO et al., 2001).

Os produtos naturais, com o passar dos anos, contribuiram muito para o
desenvolvimento de novos farmacos para fins terapéuticos. Muitos metabdlitos
secundarios derivados de plantas sado conhecidos por atuarem direta ou
indiretamente em moléculas ou interferem no mecanismo de acao de: mediadores
inflamatorios  (metabdlitos do acido araquidbénico, peptideos, citocinas,
aminoacidos excitatorios), producdo e agdo de segundos mensageiros (cGMP,
cAMP, proteinas quinases, calcio), expressao dos fatores de transcricao (AP-1,
NF-kB, proto-oncogenese — c-jun, c-fos e c-myc), expressao de moléculas pro-
inflamatorias (INOS, COX-2, IL-1B8, TNF-a, neuropeptideos e proteases)
(CALIXTO, et al., 2003).

Recentes contribuicdes das substancias naturais envolvem plantas com
acgao sobre a via do acido araquidodnico, oxido nitrico e fator de transcricao NF-kB
para o desenvolvimento de novos farmacos com agao antiinflamatoéria, tanto em

processos agudos quanto em processos crénicos.

1.5.1. Familia: Asteraceae
E grande a variedade de metabdlitos secundarios produzidos pelos
membros da familia Asteraceae, que se relacionam com a quantidade de plantas

medicinais presente nessa familia, incluido a Baccharis illinita.
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A familia Asteraceae possui uma sinonimia descrita na literatura:
Compositae. Engloba cerca de 1500 géneros dos quais, aproximadamente 180
encontram-se no Brasil (CRONQUIST, 1981; JUDD et al., 1999). O elevado
numero de espécies reflete-se também na distribuicdo geografica das mesmas,
pois aparecem em todos os continentes. No entanto, sdo mais facilmente
encontradas em regides de clima temperado, subtropical ndo densamente
florestado e tropical montanhoso, dentre estes, especialmente regides aridas e de
campo aberto (CRONQUIST, 1981; JUDD et al., 1999).

As plantas dessa familia sdao extensivamente estudadas quanto a sua
composi¢ao quimica e atividade bioldgica, sendo que algumas tém proporcionado
o desenvolvimento de novos farmacos, inseticidas, entre outros. Inumeros
trabalhos cientificos realizados com espécies da familia Asteraceae possibilitaram
o isolamento de uma variedade de metabdlitos secundarios com destaque aos
flavondides, alocados como importantes marcadores quimiotaxonémicos, além de
sua reconhecida importadncia para a medicina, no tratamento e prevencao de
varias doengas (HARBORNE e WILLIANS, 2000).

O estudo de espécies do género Baccharis tem mostrado grandes avangos
devido ao seu reputado uso na medicina caseira na América Latina. Sua
fitoquimica destaca a ocorréncia de flavondides, diterpenos e triterpenos, sendo
nitidamente observado maior acumulo de flavonas, flavondis e de diterpenos
labdanos e clerodanos (EMERENCIANO et al., 2001).

As espécies do género Baccharis sdo no geral arbustos como a carqueja, a
vassoura ou vassourinha e medem em média de 0,5 a 4,0m de altura.
Apresentam elevado valor sécio-econémico, com ampla dispersao nos estados de
Santa Catarina, Parana, Séo Paulo e Rio Grande do Sul, entre outras regides do
pais, onde um grande numero delas € utilizado na medicina popular para controle
ou tratamento de varias doencgas. Sao consumidas principalmente na forma de
chas com indicagbes para males do estdbmago, figado, anemias, inflamagdes,
diabetes, doencas na préstata, sendo também descritas como “remédio para o
processo de desintoxicagao do organismo” (FRANCO, 1995). Por exemplo, no
Brasil e Argentina , B. crispa e a B. notosergila s&o usadas para curar feridas e
inflamacdes. Outras espécies bastante reconhecidas na medicina alternativa sado

as B. trimera e B. articulata. A B. genistelloides € uma erva medicinal muito usada
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no Brasil para uma variedade de doencgas, tais como patologias digestivas e do
figado, malaria, Uulceras, diabetes, anemia, diarréia, inflamagdes urinarias,
amidalite, verminoses, mal de Hansen, entre outras (MELO, 2001).

Na literatura encontram-se poucos dados sobre a espécie Baccharis illinita.
A Baccharis illinita DC é um arbusto que possui flores amareladas e que se
desenvolvem e crescem naturalmente na mata, conhecida popularmente como
“cha ventura” ou “erva milagrosa”. (VERDI et al., 2003). E encontrada na regido
subtropical do Brasil e amplamente usada na medicina como antiinflamatério, anti-
infeccioso e com agao gastroprotetora. A formulagdo mais freqientemente usada
€ o cha obtido das folhas e da casca da planta. Além disso, o p6é obtido da
maceragao das folhas é amplamente usado na cicatrizacdo de feridas em pele
(BAGGIO et al., 2003).
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Figura 8: Exemplares da Baccharis illinita

Fonte: Cortesia Prof® Dr® Maria Consuelo A. Marques



2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antiinflamatério tépico do extrato bruto da Baccharis illinita,
bem como de compostos isolados em modelos de inflamagdo cutanea, e
investigar, por de técnicas “in vivo”, alguns dos mecanismos que estao

relacionados com a acao antiinflamatdria desses compostos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito antiinflamatério e a migracao celular em tecido cutaneo do
extrato bruto e compostos isolados da Baccharis illinita no modelo de
edema de orelha mediado pelo 12-O-tetradecanoilforbol acetato (TPA) em

camundongos;

2. Avaliar o efeito antiinflamatério do extrato bruto de Baccharis illinita no
modelo de edema de orelha mediado pelo &cido araquidénico em

camundongos;

3. Avaliar o efeito antiinflamatério do extrato bruto de Baccharis illinita no
modelo de edema de orelha mediado pela capsaicina em camundongos;

4. Avaliar o efeito antiinflamatorio e a migracéo celular em tecido cutaneo do
extrato bruto de Baccharis illinita no modelo de edema de orelha mediado

pela oxazolona em camundongos;

5. Avaliar o efeito anti-pruridico do extrato bruto de Baccharis illinita no

modelo de prurido induzido pelo composto 48/80.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 MATERIAL BOTANICO

As folhas da Baccharis illinita foram coletadas na regido do municipio de
Vacaria - RS em julho/agosto de 2005. O material foi identificado pelo Prof. Msc.
Olavo Guimardes, do Departamento de Botéanica da Universidade Federal do
Parana (UFPR). Exemplares da mesma espécie estdo depositados no herbario do
Departamento de Botéanica da UFPR, sob o nimero UPCB 17944,

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DA B. illinita DC

O extrato bruto de Bacchatris illinita DC, bem como as fracdes e compostos
isolados, foram fornecidos pelo Departamento de Farmacologia da UFPR e
também pelo Departamento de Quimica da UFSC, sob responsabilidade do Prof.

Dr. Moacir Geraldo Pizzolati.

3.2.1 Extrato bruto hidroalcodlico

As folhas secas (7628 g) foram trituradas e maceradas com alcool etilico
técnico (96%) a temperatura ambiente por 24 horas. O solvente foi filtrado e
evaporado sob pressao reduzida. O material vegetal foi re-extraido por mais 24
horas, utilizando o solvente recuperado da primeira extracdo. Ap6s, o material
vegetal foi deixado em maceragcdo por mais sete dias. Os extratos dessas
extragBes foram combinados rendendo 5909 do extrato bruto hidroalcodlico. Uma
parte do extrato bruto (354g) foi dissolvida em 200mL de uma solucdo aquosa
com 20% de alcool etilico (EtOH) e submetida a particédo liquido-liquido, utilizando
primeiro hexano e depois acetato de etila (AcOEt). Deste procedimento resultou a
fracdo soluvel em hexano (26,99), a fracdo soluvel em AcOEt (240,99), restando
ainda uma fracdo aquosa (106, 5g). Uma porcédo da fracdo soluvel em hexano
(22,59) foi submetida ao fracionamento por cromatografia em coluna utilizando
silica gel (70-230 mesh; i.d 5 x 14cm) como fase estacionaria, e um sistema de
eluicdo do tipo gradiente de polaridade com misturas de hexano — AcOEt
(aumentando a porcentagem de AcOEt: 3, 5, 10, 15 ...... 100%) e AcOEt — EtOH
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(aumentando a porcentagem de EtOH: 20, 50, 70 e 100%). Noventa e oito fracfes
de 100mL cada foram coletadas, concentradas e reunidas conforme o perfil das
cromatografias em camada fina (TLC). As fracdes combinadas 25-27 (eluidas com
0 sistema de solvente: hexano-AcOEt 85 : 15 v:v), 31-35 (eluidas com o sistema
de solvente: hexano-AcOEt 75 : 25 viv), 36-56 (eluidas com o sistema de
solvente: hexano-AcOEt 85 : 15 v.v), 75:25 até 60:40 v:v) foram purificadas em
acetona resultando nos compostos baurenol (81,6 mg), a-spinasterol (95,5 mg) e
acido oleandlico (156,8mg) respectivamente (FIGURA 9). Estes compostos foram
caracterizados através de espectroscopia na regido do infravermelho, RMN 'H,
13C e depois, comparando com dados da literatura e confirmados através da co-
eluicdo destes compostos, com padrdes, por cromatografia gasosa. A fracdo 30
(29,0mg, eluida com o sistema de solvente: hexano-AcOEt 80 : 10 v:v) foi
purificada em acetona e os dados obtidos pelas técnicas espectroscopicas, nos

permitiu propor que o composto é um alquil éster derivado do acido p-cumarico.

3.2.2 Extrato em acetona

As folhas secas e inteiras (1048,7g) foram percoladas em acetona por uma
hora. O extrato em acetona foi filtrado e concentrado sob pressdo reduzida
rendendo 134,5g de massa seca. Apés a extragdo com acetona, as folhas foram
maceradas com alcool etilico por sete dias resultando em 82,2g do extrato

etandlico.
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Figura 9: Compostos isolados da frac&o acetato da Baccharis illinita. (A) Acido
kaurenoico; (B) a - spinasterol; (C) acido oleandlico; (D) Baurenol

Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2002); Connolly e Hill (2002); Reginatto et al.
(2001)

‘o-x
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3.3 DROGAS, DOSES E SOLUCOES

3.3.1 Drogas e doses

Dexametasona: (Sigma, Chemicals & Co, EUA) - Glicocorticoide
(0,20mg/20uL — via tépico: orelha)

Extrato bruto de B. illinita (0,03; 0,1; 0,3; 1 mg/20uL — via tépico: orelha) e
(300; 600; 1000mg/kg — via oral)

Acido kaurenodico: Composto isolado, (0,1; 1; 3 umol/20uL — via topico:
orelha)

Acido oleandlico: Composto isolado, (0,1; 1; 3 umol/20uL — via topico:
orelha)

a-spinasterol: Composto isolado, (0,1; 1; 3 umol/20uL — via tépico: orelha)
Baurenol: Composto isolado, (0,1; 1; 3 umol/20uL — via tépico: orelha)
12-O-tetradecanoilforbol acetato (TPA) (Sigma, Chemicals & Co, EUA):
2,5ug/20uL — via topico: orelha

Composto 48/80: (Sigma, Chemicals & Co, EUA) — Agente pruritogénico
(100ug/100uL - via subcutanea)

Acido araquidénico: (Sigma, Chemicals & Co, EUA) 2mg/20uL — via tépico:
orelha

Capsaicina (Purifarma): 200ug/20uL — via topico: orelha

Indometacina (Sigma, Chemicals & Co, EUA): 2mg/20uL — via topico:
orelha

Oxazolona: (Sigma, Chemicals & Co, EUA) solugdo a 2% - (via tépica:
50pL na regidao abdominal e 20pL na orelha).

O extrato bruto de B. illinita, bem como seus compostos isolados, quando

administrados topicamente, foram diluidos em 4% de dimetilsulféxido (DMSO),

20% de etanol e 76% de acetona. As fragBes, o TPA, o &cido araquiddnico, a

capsaicina, a dexametasona, a indometacina e a oxazolona, quando aplicadas

por via topica, foram diluidas apenas em acetona. O composto 48/80 foi diluido

em salina e o extrato bruto de B. illinita, quando administrado por via oral, foi
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diluido em salina e tween 80. A concentracdo final do tween 80 ndo excedeu a

5%, de modo a nédo influenciar no efeito causado pelo extrato.

3.3.2. Solugdes

Solucéo HTAB

M B e 6,6mg
1Y PP 1,5mL
Solucéao A

T =T 0 VSO O O S 14,352g
AQUA ESHIATA. ........cveeeeeeeeeee e, 1L
Solucéo B

(NN E= T 1 T 2,85979
AQUA dESHIATA. .........coeoveeieeeeeeeee e, 100mL

Solucéao fosfato de s6dio 80 mM — pH: 5,4
SOIUGEAD Attt 588mL
SOIUGAO Bt 12mL

Solucéao fosfato de sédio 0,22 mM — pH: 5,4
SOIUGEAO At 269,5mL
Y0 [0 [oF= Lo 1 = J U RPPPPUPUSPR 5,5mL

Solucéao fosfato de s6dio com 0,5% de HTAB
Tampao fOSfato 80 MM........uuueiiiiii e 300mL
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Perdxido de hidrogénio 0,017%

Retirar 12uL desta solucao e acrescentar:
e TUE= e L2111 F=To - VS 5mL

Acetato de so6dio 1,46M — pH:3,0

Os materiais utilizados nos experimentos foram autoclavados a 120° C
durante 30 minutos ou adquiridos estéreis e as solucdes preparadas em

condicOes asseépticas.

3.4 ANIMAIS

Em todos os experimentos foram utilizados camundongos SWISS machos,
pesando entre 25 — 35g, provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana, mantidos em condi¢cbes controladas de
temperatura (22 + 2° C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas), com livre
acesso a racao e agua antes de cada experimento. Os animais foram transferidos
do biotério para a sala de experimentacdo no minimo dois dias antes dos
experimentos.

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Paranad sob o protocolo
namero 127 e estdo de acordo com as normas internacionais para o estudo com
os animais de laboratério (ZIMMERNANN, 1983).

3.5 AVALIAQAO DO EDEMA DE ORELHA
O edema foi avaliado de acordo com a metodologia revisada por Hecker e

Schmidt (1974). Para tanto, os animais, anteriormente as medidas, foram

anestesiados em éter. A espessura da orelha foi avaliada antes e apds a inducéo
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do processo inflamatério utilizando um micrémetro digital (Mitutoyo Serie 293). A
medida foi realizada proxima a extremidade medial da orelha e a sua espessura
foi registrada em um e os dados expressos como aumento da espessura da
orelha. Para minimizar variacbes devido a técnica, os experimentos foram
realizados, sempre por um Uunico experimentador. O extrato, as frages, o0s
compostos isolados e agentes flogisticos foram dissolvidos em seus respectivos

veiculos e aplicados topicamente na orelha direita de camundongos.

3.6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.6.1 Avaliacdo do edema de orelha induzido pela aplicacéo topica de TPA (12-O-
tetradecanoilforbol acetato)

O TPA é um constituinte ativo do 6leo de créton que induz inflamacao
topica e resposta hiperproliferativa em animais de modo semelhante a muitas
doencas de pele, como na psoriase, por exemplo. O edema foi induzido pela
aplicacdo tépica de TPA (2,5 ug/20u L) na orelha direita de camundongos. O
extrato bruto, as fracdes e os compostos isolados da B. illinita foram aplicados
topicamente logo apés o tratamento com TPA. O aumento da espessura da orelha
foi avaliado 6 h apds a aplicacdo do agente flogistico (DE YOUNG, et al., 1989).
Biopsias (circulos de 6mm de tecido da orelha dos camundongos) das orelhas
dos camundongos foram coletadas 24h ap0s a aplicacdo do TPA e submetidas a
avaliacdo histoldgica e da atividade das enzima mieloperoxidase.

3.6.2 Avaliacdo do edema de orelha induzido pela aplicacao topica de capsaicina

A capsaicina € a substancia ativa da pimenta responsavel por efeitos
irritantes e pungentes na pele, induzindo resposta inflamatéria neurogénica assim
como vasodilatagdo reflexa, extravasamento de plasma e sensibilizagdo
nociceptiva (HOLZER, 1991). A capsaicina interage com receptores vaniloides
(TRPV1) e produz a degranulacdo de mastocito no tecido conectivo da pele, com

consequente producdo de vasodilatacdo e eritema seguido do desenvolvimento
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de edema em poucos minutos. Drogas como corticosteroides, antagonistas H; e
bloqueadores de canais de calcio sdo capazes de inibir o edema provocado pela
capsaicina.

A capsaicina foi dissolvida em acetona na concentracdo de 200ug/20uL e
aplicado topicamente nas duas faces da orelha dos camundongos 15 minutos
apos a aplicacdo topica do extrato bruto da B. illinita (1mg/20uL). O valor do
edema foi avaliado 30 minutos apos a aplicacdo do agente flogistico (GABOR,;
RAZGA, 1992).

3.6.3 Avaliacdo do edema de orelha induzido pela aplicacdo tépica do acido

araquidonico

Os metabdlitos derivados do acido araquidénico (AA) participam do
processo inflamatorio e estdo envolvidos em inUmeras patologias cutaneas como
dermatite atOpica e psoriase. Humes et al. (1986) demonstrou que 0 acido
araquidonico aplicado topicamente tem como principal metabdlito a
prostaglandina E, e Leucotrieno C4 e D4. Esses mediadores estédo envolvidos com
o desenvolvimento do edema bem como extravasamento plasmatico, mudancas
no fluxo sanguineo e eritema. Esses sinais atingem o pico em 30 minutos e
persistem até trés horas quando o AA é aplicado numa concentracdo de
500ug/sitio (GABOR, 2000). Essa resposta € bloqueada por inibidores da
lipooxigenase e ciclooxigenase.

O AA foi diluido em acetona na concentragdo de 2mg/20uL e administrado
topicamente nas duas faces da orelha do camundongo. Logo em seguida foi
aplicado, no mesmo local, o extrato bruto de B. illinita (1mg/20uL). O edema foi
avaliado uma hora apos o desafio com o agente flogistico (YOUNG et al., 1984;
CRUMMEY et al., 1987).

3.6.4 Avaliacédo do edema de orelha induzido pela aplicacdo topica de oxazolona
Este modelo mimetiza a hipersensibilidade tardia do tipo 1V, o qual envolve

a participacéo dos linfocitos T e macrofagos. Esta reacdo se desenvolve de 24 a

72 horas ap0s o0 contato com a oxazolona. A oxazolona, introduzida pela segunda
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vez no camundongo, é captada pelas células apresentadoras de antigenos,
processada e expressada na superficie celular em conjunto com moléculas de
MHC de classe Il. Este antigeno é entédo reconhecido por linfécitos Th1, que uma
vez ativados, liberam citocinas inflamatérias que agem sobre células endoteliais
promovendo: aumento de fluxo sangiliineo na regido; expressao de moléculas de
superficie que favorecem a adeséo leucocitaria a parede vascular; producdo e
secrecdo de substancias quimiotaticas e alteracdo morfologica das células
endoteliais, favorecendo o extravasamento plasmatico. Todos esses eventos
induzem uma resposta inflamatéria caracteristicas de doencas cutaneas
semelhantes a dermatite de contato. Para tanto, os camundongos foram
submetidos a tricotomia abdominal dois dias antes do experimento. A
sensibilizacdo dos animais foi realizada com a aplicacdo topica de 50 pL de
solucdo de oxazolona a 2% (p/v) em acetona na parte ventral (abdome) dos
animais em dois dias consecutivos (fase de sensibiliza¢do). Logo apos cada
aplicacdo de oxazolona, foi também aplicado, no mesmo local (regido ventral), o
tratamento com o extrato de B. illinita na dose de 2mg/50uL ou o veiculo no
mesmo volume. Apos 6 dias, o desafio foi realizado. Para tal, 30 uL de uma
solucdo de oxazolona a 2% foram administrados topicamente nas orelhas dos
camundongos (fase de inducdo). Logo ap6s a administracdo de oxazolona o
extrato bruto da B. illinita na dose de 1mg/sitio foram administrados por via tépica
duas vezes ao dia (intervalo de 12 horas) e o edema avaliado em 24; 48; 72 e 96h
apos o desafio (RECIO et al., 2000). Ap6s a avaliacdo do edema, bidpsias
(circulos de seis milimetros de tecido da orelha dos camundongos) das orelhas
dos camundongos foram coletadas e submetidas a avaliacdo da atividade da

enzima mieloperoxidase, indicativo da presenca de leucécitos polimorfonucleares.

3.7 MEDIDA DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA MIELOPEROXIDASE

A atividade da enzima mieloperoxidase, utilizada como indicativo da
presenca de leucdcitos polimorfonucleares, foi avaliada utilizando metodologia de
Bradley et al. (1982) modificada por De Young et al. (1989). As bidpsias (circulos

de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos) foram adicionados a 0,75 mL de
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solucdo fosfato de s6dio 80 mM e pH 54 contendo 0,5% de
hexadeciltrimetilamoénio (HTAB) e homogeneizado por cerca de 45s a 0°C. O
homogenato foi decantado em microtubos e adicionados 0,75 mL do solucdo
anteriormente descrito. A amostra (1,5 mL) foi colocada em microtubo e
centrifugada a 12000 x g a 4°C por 15 min. Triplicatas de 30 pL do sobrenadante
foram colocadas em placas de 96 pocos e posteriormente adicionados 200 pL de
uma mistura contendo 100 pL de solugéo fosfato de so6dio 80 mM pH 5,4, 85 L,
PBS 0,22 M pH 5,4 e 15 uL de perdxido de hidrogénio 0,017% em cada poco. A
reacao foi iniciada pela adicdo de 20 pL de tetrametilbenzidina HCI (TMB) 18,4
mM, dissolvida em uma solucdo aquosa de dimetilformamida a 8%. A placa foi
incubada a 37°C por 3 min e a reacado foi interrompida pela adicdo de 30 uL de
acetato de sodio 1,46 M pH 3,0 em cada poco. A atividade enzimética foi
determinada colorimetricamente usando leitor de placas (Bio-Tek Ultra Microplate

reader EL 808) na absorbancia de 620 nm e expressa como mDO/biopsia.

3. 8 ANALISE HISTOLOGICA

Amostras de orelhas coletadas de camundongos submetidos ao modelo de
edema de orelha induzido pela aplicacdo tépica de TPA e oxazolona foram
fixadas em liquido de Bouim (solu¢cdo contendo: 78,9% de solucdo saturada de
acido picrico; 26,3% de formol e 5,3% de &acido acético). As orelhas foram
desidratadas em alcool, blocadas em parafina, seccionadas em cortes de 3-4 um
através de um micrétomo, e corados com hematoxilina e eosina (RECIO et al.,
2000). Para avaliacdo da espessura da epiderme foi utilizada lente ocular
graduada. A infiltracdo celular (leucocitos) foi avaliada em &reas representativas
em aumento de 200 e/ou 400x.

3.9 INDUCAO DE PRURIDO EM CAMUNDONGOS

O prurido € um sintoma especial da pele que ocorre em uma infinidade de
patologias cutdneas como eczema atodpico, urticaria e pele seca. O composto
48/80 € um produto de condensacao sintético de N-metil-p metoxifenetilamina

com formaldeido, cuja acdo é a degranulacdo dos mastécitos e liberagdo de
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histamina, envolvida com o sintoma de prurido (BENYON et al., 1989 e OHMURA
et al., 2004). Os animais foram aclimatizados no local dos experimentos durante
10 minutos antes do tratamento. Os animais receberam a aplicacdo, por via
subcutédnea em regido dorsal, do agente indutor do prurido (composto 48/80 -
100ug/100pL), uma hora (1h) apds a administracéo via oral do extrato bruto de B.
illinita na dose de (300, 600 e 1000mg/kg). Logo apos foram colocados em funis
de vidro para a contagem do numero de coceira por 30 minutos. O
comportamento de cocar foi considerado quando os animais levantaram as patas

traseiras em direcao a regido dorsal, local onde foi aplicado o composto 48/80.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média
(E.P.Média) Os dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguida do teste de mdultipla comparacdo de Newman Keuls quando
necessario. Valores de P menores do que 0,05 (P < 0,05) foram considerados
como indicativos de significancia. Todos os calculos foram realizados utilizando o
Software estatistico GraphPad Prism version 3.00 for Windows, San Diego
Califérnia, EUA.



4. RESULTADOS
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4.1 EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE B. illinita SOBRE O EDEMA DE
ORELHA E MIGRAGAO CELULAR INDUZIDO POR TPA

A aplicagao dos veiculos (acetona + DMSO + etanol) na orelha direita, ndo
induziu aumento da espessura da orelha (FIGURA 10A). Para maior clareza este
grupo controle ndo sera apresentado nas figuras posteriores. Na sexta hora apos
a aplicagado do TPA, os animais exibiram um aumento significativo na espessura
da orelha o qual foi inibido, de maneira dependente da dose (0,03; 0,1; 0,3; e
1mg/sitio), pela aplicacdo topica do extrato bruto de B. illinita bem como pela
dexametasona (FIGURA 10A). A inibicdo maxima e a Dlsp da média do edema
calculada para o extrato bruto foi de 73 + 5% e 0,19 (0,15 - 0,23),
respectivamente, enquanto que a inibigdo maxima obtida pela dexametasona foi
de 95 * 2%.

A administracdo de TPA aumentou significativamente a atividade da
enzima mieloperoxidase (indicativo da presenga de leucdcitos polimorfonucleares)
(FIGURA 10B). Esta atividade foi significativamente reduzida nos animais que
receberam o tratamento com o extrato somente nas doses de 0,1; 0,3 e Tmg/sitio
bem como nos animais que receberam dexametasona (FIGURA 10B). A inibicdo
maxima e a Dlsp para a atividade da mieloperoxidase nos animais tratados com o
extrato bruto foi respectivamente 71 + 5% e 0,21 (0,18 — 0,25) e a inibigédo
maxima para a atividade da mieloperoxidase em animais tratados com a

dexametasona foide 72 + 2%.
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FIGURA 10: Efeito do extrato bruto de B. illinita sobre o edema de orelha e
migragao celular induzido pelo TPA: Os animais foram desafiados com o TPA
(V) e logo em seguida tratados com o extrato bruto de B. illinita nas doses
indicadas na figura ou dexametasona (Dexa). Nos animais controle (C) foi
aplicado somente a acetona. A espessura da orelha foi avaliada 6h apds a
aplicagcao do TPA (Painel A). Vinte e quatro horas depois do desafio, as orelhas
foram coletadas para a avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase (Painel
B). As barras representam a média + E.P.M. do aumento da espessura da orelha
em micrOmetros (um) (Painel A) ou atividade da enzima mieloperoxidase
(mDO/biépsia) (Painel B) (n=8-12). * Diferencga significativa em relagdo ao grupo
veiculo (V), p<0,05. ** Diferencga significativa em relagdo ao grupo veiculo (V),
p<0,01. *** Diferenga significativa em relagdo ao grupo veiculo (V), p<0,001. #

Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (C), p<0,001.
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4.2. ANALISE HISTOLOGICA RELATIVA A ADMINISTRAGAO DE EXTRATO
BRUTO DE B. illinita DC

A FIGURA 11 mostra cortes histoldégicos das orelhas dos camundongos
24h apo6s a aplicacdao tépica de TPA. Os animais que receberam o agente
flogistico demonstraram intensa infiltragdo celular (polimorfonucleares) na derme
além de edema e hiperplasia epidérmica (FIGURA 11B) quando comparado a
animais que receberam somente o veiculo (FIGURA 11A). Estes eventos foram
reduzidos pela aplicagao tépica do extrato bruto de B. illinita (1mg/sitio) (FIGURA
11C) bem como dexametasona (0,05 mg/sitio) (FIGURA 11D). O grupo que
recebeu o veiculo ndo apresentou aumento da espessura da orelha quando

comparado ao animal normal.
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FIGURA 11. Cortes transversais de orelhas de camundongos. Bidpsias coradas
com hematoxilina-eosina (aumento de 200x) 24 h apés a aplicagédo de TPA. (A)
animal tratado com veiculo (acetona), (B) TPA, (C) TPA + extrato bruto de B
illinita (1 mg/orelha) e (D) TPA + dexametasona (0,05 mg/orelha). As setas

indicam as células polimorfonucleares na derme.
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4.3 EFEITO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DA FRAGAO ACETATO DE ETILA
DA B. illinita SOBRE O EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR TPA

Para dar seguimento aos estudos, cada composto isolado da fragao
acetato de etila foi estudado no modelo de inflamagao tépica induzido pelo TPA
nas concentragbes de 0,1 — 3 pmol/sitio, a fim de verificar qual(is) o(s)
composto(s) que possui(em) atividade antiinflamatadria.

A FIGURA 12A mostra que a administragao do acido Kaurendico nas doses
1 e 3 umol/orelha reduziram o edema de orelha induzido pelo TPA. A inibicdo
maxima para o edema foi de 71 £+ 5% e a Dlsyp das médias calculadas com
intervalo de confianca de 95% foi de 2,01 (1,62 — 2,49). O composto nao
apresentou efeito sobre a atividade da enzima mieloperoxidase (FIGURA 12 B).

O tratamento dos animais com o a- spinasterol nas doses de 1 e 3u
mol/orelha reduziu a espessura da orelha em aproximadamente 27,4 e 65%
respectivamente quando comparado ao grupo que recebeu apenas o estimulo
irritante (C). A outra dose 0,1 umol/orelha nao apresentou efeito significativo sobre
o edema (FIGURA 13A). A Dlsy calculada foi 2,16 (1,48 — 3,16). O composto néo
apresentou efeito sobre a atividade da enzima mieloperoxidase (FIGURA 13 B).

A FIGURA 14 demonstra a acdo do acido oleandlico sobre o edema
induzido pelo TPA. O composto nas doses 1 e 3 pmol/orelha reduziu
significativamente o edema em 33% e 71% respectivamente. A dose de 0,1
umol/sitio ndo apresentou diferenga estatistica quando comparado ao grupo que
recebeu o TPA (FIGURA 14A). A dose de inibicdo maxima e a Dlsy calculada
(com intervalo de confianca de 95%) foi de 71 £ 2% e 2,08 (1,69 — 2,56). Da
mesma forma, a atividade da enzima mieloperoxidase em bidpsias das orelhas
dos camundongos, foi reduzida nos animais que receberam o tratamento com o
acido oleandlico em todas as doses. A inibigdo maxima para a atividade da
mieloperoxidase foi de 36 £ 6% na dose de 1 umol/orelha (FIGURA 14B).

A FIGURA 15 mostra que a administracdo do baurenol na dose de
1umol/orelha reduziu significativamente o edema induzido pelo TPA. A dose de
0,1umol/sitio ndo apresentou diferenga estatistica quando comparado ao grupo
que recebeu o TPA. A inibicdo maxima calculada foi de 30 £ 6% (FIGURA 15A). O
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composto ndao apresentou efeito sobre a atividade da enzima mieloperoxidase
(FIGURA 15B).
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FIGURA 12. Efeito do acido Kaurendico sobre o edema de orelha e migragao
celular induzido pelo TPA. Os animais foram desafiados com o TPA (C) e logo
em seguida tratados com o acido Kaurendico, por via topica, nas doses 0,1; 1 e
3umol/sitio. A espessura da orelha foi avaliada 6h apos da aplicagdo do TPA.
Vinte e quatro horas depois do desafio, as orelhas foram coletadas para a
avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (Painel B). As barras
representam a média + E.P.M. do aumento da espessura da orelha em
micrémetros (um) (Painel A) ou a migracao leucocitaria (mDO/bidpsia) (Painel B).

(n=8 —12). ** Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (TPA), p<0,01.
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FIGURA 13. Efeito do a-spinasterol sobre o edema de orelha e migragcao
celular induzido pelo TPA. Os animais foram desafiados com o TPA (C) e logo
em seguida tratados com o Spinasterol, por via topica, nas doses 0,1; 1 e 3
umol/sitio. A espessura da orelha foi avaliada 6h apds da aplicagdo do TPA. Vinte
e quatro horas depois do desafio, as orelhas foram coletadas para a avaliagao da
atividade da enzima mieloperoxidase (Painel B). As barras representam a média +
E.P.M. do aumento da espessura da orelha em microbmetros (um) (Painel A) ou a
migragao leucocitaria (mDO/biépsia) (Painel B), (n= 8 — 12). * Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle (C - TPA) p< 0,05; ** Diferenca

significativa em relagéo ao grupo C, p<0,01.
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FIGURA 14: Efeito do acido oleandlico sobre o edema de orelha e migragao
celular induzido pelo TPA. Os animais foram desafiados com o TPA (C) e logo
em seguida tratados com o acido oleandlico por via tépica, nas doses 0,1; 1 e 3
umol/sitio. A espessura da orelha foi avaliada 6h apds da aplicagao do TPA. Vinte
e quatro horas depois do desafio, as orelhas foram coletadas para a avaliagao da
atividade da enzima mieloperoxidase (Painel B). As barras representam a média +
E.P.M. do aumento da espessura da orelha em microbmetros (um) (Painel A) ou a
migragao leucocitaria (mDO/biépsia) (Painel B), (n= 8 — 12). * Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle (C - TPA) p< 0,05; ** Diferenca

significativa em relagéo ao grupo C, p<0,01.
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FIGURA 15. Efeito do Baurenol sobre o edema de orelha e migragao celular
induzido pelo TPA. Os animais foram desafiados com o TPA (C) e logo em
seguida tratados com o baurenol por via topica, nas doses 0,1; 1 e 3 umol/sitio. A
espessura da orelha foi avaliada 6h apdés da aplicacao do TPA. Vinte e quatro
horas depois do desafio, as orelhas foram coletadas para a avaliagao da atividade
da enzima mieloperoxidase (Painel B). As barras representam a média + E.P.M.
do aumento da espessura da orelha em micrémetros (um) (Painel A) ou a
migracao leucocitaria (mDO/biépsia) (Painel B), (n= 8 — 12). ** Diferenca

significativa em relagédo ao grupo controle (TPA), p<0,01.
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4.4. EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE B. illinita SOBRE O EDEMA DE
ORELHA INDUZIDO PELA CAPSAICINA

A resposta inflamatéria a capsaicina desenvolveu-se rapidamente, 30
minutos apoés a aplicagao do agente. A FIGURA 16 mostra que o extrato bruto de
B. illinita (1mg/sitio), aplicado 15 minutos antes do desafio com a capsaicina nao
foi capaz de diminuir o extravasamento plasmatico provocado por esse agente

indutor.
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FIGURA 16. Efeito do extrato de Baccharis illinita sobre o edema de orelha
induzido por capsaicina. Os animais receberam aplicacdo topica de capsaicina na
dose de 200 ug/20uL. Quinze minutos antes foram administrados, por via tépica, o
extrato bruto de B. illinita (1mg/sitio) ou o veiculo (V). O tratamento com o extrato de B.
illinita foi administrado por via topica 15 minutos antes de receber o agente indutor de
edema. As barras representam a média + E.P.M. do aumento da espessura da orelha
(n=8-12).
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4.5. EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE B. illinita SOBRE O EDEMA DE
ORELHA INDUZIDO PELO ACIDO ARAQUIDONICO

O AA na dose de 2mg/20uL foi aplicado na orelha direita de camundongos
e 1 hora apds os animais apresentaram aumento da espessura da orelha. Como
observado na figura 17, o extrato de B. illinita preveniu o extravasamento
plasmatico em 50 + 6%, de forma similar a indometacina (antiinflamatério nao
esteroidal) que reduziu o edema em 58 + 5%. (FIGURA 17).
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FIGURA 17. Efeito do extrato de Baccharis illinita sobre o edema de orelha
induzido por acido araquidénico. Os animais receberam aplicagao tépica de acido
araquidénico na dose de 2mg/20uL e imediatamente apos foi administrado, por via
topica, o extrato bruto de B. illinita (1mg/sitio), indometacina (Indo - 2mg/sitio) ou o
veiculo (V). As barras representam a média £ E.P.M. do aumento da espessura da
orelha (n= 8 — 12). *** Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (V),
p<0,001.
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4.6. EDEMA DE ORELHA INDUZIDA PELA APLICAGAO TOPICA DE
OXAZOLONA

A FIGURA 18 demonstra o efeito do extrato bruto da B. illinita sobre a
reacao de hipersensibilidade tardia induzida por oxazolona na orelha direita dos
camundongos. O tempo zero (0Oh) representa o sexto dia apds o primeiro contato
do animal com o hapteno (oxazolona), bem como o dia da indugdo com o0 mesmo
hapteno. Os grupos sensibilizados previamente com oxazolona (Ox/Ox)
apresentaram um aumento significativo na espessura da orelha quando
comparados aos grupos que nao receberam sensibilizagao prévia (-/Ox) (FIGURA
19A-C). O tratamento dos animais com o extrato bruto da B illinita ou
dexamentasona (DEX), somente na fase de sensibilizacdo, n&o modificou
significativamente o edema causado pela oxazolona (FIGURA 18A). Por outro
lado, o tratamento dos animais com extrato bruto da B. illinita ou dexametasona
somente na fase de indugao, reduziu significativamente o edema quando avaliado
em 24, 38 e 72h ap6s a segunda aplicacdo de oxazolona (FIGURA 18B).
Resultados similares foram observados quando os tratamentos foram feitos em
ambas as fases (FIGURA 18C).

Biopsias foram coletadas deste ultimo grupo (tratamentos nas fases de
sensibilizagdo e indugdo) 24h apds a administracdo da oxazolona para analise da
atividade da mieloperoxidase (FIGURA 19). Os animais que n&o receberam
oxazolona na fase de sensibilizagdo (-/Ox) ndo apresentaram um aumento
significativo da atividade da mieloperoxidase quando comparado ao grupo
controle. Por outro lado os animais que receberam oxazolona na fase de
sensibilizagdo bem como na fase de indugédo (Ox/Ox) apresentaram um aumento
significativo na atividade da enzima mieloperoxidase. O tratamento com o extrato

bruto de B. illinita em ambas as fases nao modificou essa resposta.
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FIGURA 18. Efeito do extrato de Baccharis illinita sobre a hipersensibilidade
tardia induzida por oxazolona: Os animais foram sensibilizados com oxazolona
(Ox) e seis dias apos, foram re-expostos ao mesmo hapteno. No painel A, os
animais foram tratados com o extrato bruto de B. illinita (1mg/sitio), dexametasona
(Dex -0,05 mg/sitio) somente na fase de sensibilizagdo. Painel B os animais
receberam o mesmo tratamento somente na fase de indugao. Painel C os animais
receberam os mesmos tratamentos em ambas as fases. Animais controle
receberam somente Ox em ambas as fases (Ox/Ox) ou n&o receberam Ox na fase
de sensibilizagdo (-/Ox). Os dados representam a média + E.P.M. do aumento da
espessura da orelha em micrémetros (um) N=7-10. * Diferenga significativa em
relacdo ao grupo Ox/Ox, p<0,5; ** Diferenga significativa em relagdo ao grupo
Ox/Ox, p<0,01; *** Diferenga significativa em relacdo ao grupo Ox/Ox, p<0,001; #

Diferenca significativa em relagao ao grupo -/Ox, p<0,01.
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Figura 19. Efeito da atividade da enzima mieloperoxidase sobre a
hipersensibilidade tardia induzida por oxazolona. Biopsias dos animais
tratados em ambas as fases com o extrato bruto de B illinita (1mg/sitio) foram
coletados apds 24h para avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase.
Biopsias controle (C) foram realizadas em animais Naive. Os dados representam
a média + E.P.M. da migracdo leucocitaria (mDO/biopsia). ** Diferenca

significativa em relacéo ao grupo Ox/Ox, p<0,01;
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4.7. EFEITO DA Baccharis illinita SOBRE O PRURIDO INDUZIDO PELO
COMPOSTO 48/80

A administragdo do composto 48/80 induziu intenso comportamento de
coceira nos animais (FIGURA 20). A maior dose administrada do extrato em
estudo (1000 mg/kg) foi capaz de reduzir de forma significativa a resposta
causada pelo composto 48/80 em 53 £ 11% enquanto que as doses menores nao

provocaram redugéo nesse comportamento.
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FIGURA 20. Efeito do extrato bruto de B. illinita sobre o comportamento de
prurido induzido pelo composto 48/80. Os animais receberam o extrato bruto
de B. illinita por via oral uma hora antes de receber o agente indutor de prurido,
composto 48/80 (100ug/100uL - sc). As barras representam a média + E.P.M. do
numero de vezes que o animal apresentou o comportamento de prurido. (n=8-12)

** Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (V), p<0,01.
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Desde muito tempo, os produtos naturais, procedentes das plantas, tém
sido uma fonte importante de novos agentes terapéuticos. Cerca de 30% de todas
as drogas utilizadas na terapéutica medicamentosa atual s&o derivadas de
produtos naturais (plantas, bactérias e animais).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 70 —
80% da populagdo mundial de paises em desenvolvimento utilizam as plantas
COMO recurso primario para a cura de sua doencga, em decorréncia da pobreza e
falta de acesso a medicina moderna. No entanto, poucas plantas tém sido
cientificamente estudadas para a avaliagdo de sua qualidade, seguranga e
eficacia (CALIXTO, 2005). Porém, nas Uultimas décadas, muitos trabalhos
mostram a ocorréncia de compostos naturais que interferem de maneira direta ou
indireta em alvos para o desenvolvimento de medicamentos antiinflamatérios
como: metabdlitos do acido araquidbénico, citocinas, fatores de transcricdo
nuclear, entre outros.

Entre essas plantas com grande potencial antiinflamatorio estdo incluidas
aquelas pertencentes a familia Asteraceae que € o grupo sistematico mais
numeroso dentro das Angiospermas, compreendendo a cerca de 1.100 géneros e
25.000 espécies. Sao plantas de aspecto extremamente variado, incluindo
principalmente pequenas ervas ou arbustos e raramente arvores. Plantas dessa
familia sdo vastamente estudadas quanto a sua composi¢cdo quimica e atividade
biolégica, sendo que algumas tém proporcionado o desenvolvimento de novos
farmacos (VERDI et al., 2005). Dentre as inumeras plantas da familia Asteraceae
utilizadas na medicina caseira esta a Baccharis illinita (B. illinita), conhecida
também como “cha ventura” ou “erva milagrosa” e utilizada em inflamacdes,
infeccdes e como cicatrizante de feridas cutdneas ou mucosas. Trabalhos
realizados ja demonstraram atividade anti-ulcerogénica e anticonvulsivante
(BAGGIO et al., 2003).

As espécies do género Baccharis sdo arbustos como a carqueja, a
vassoura ou vassourinha e medem em média de 0,5 a 4 metros de altura. Sdo
encontradas principalmente nos estados de Santa Catarina, Parana, Sao Paulo e
Rio Grande do Sul e utilizado na forma de chas com indicagao para diversos tipos
de doencgas. Por exemplo, B. crispa e a B. notosergila sdo usadas para curar

feridas e inflamagdes, a B. genistelloides € usada em disturbios digestivos e do
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figado bem como malaria, ulceras, diabetes, anemia, diarréia, inflamacdes
urinarias, amigdalite, verminoses e mal de Hansen (MELO, 2001).

Muitas espécies do género Baccharis ja foram estudadas quimicamente.
De modo geral, os compostos que mais se destacam sao os flavonodides,
clerodanos, labdanos, kauranos, triterpenos, germacreno, acidos cumaricos,
tricotecenos, sesquiterpenos e fenilpropandides. A Baccharis illinita possui grande
quantidade de flavondides e terpenos (VERDI et al., 2005). Os flavondides séo
descritos como bons marcadores quimiotaxonémicos. No entanto, testes de
atividade bioldgica realizados em extratos brutos e fragdes de plantas do género
da Baccharis mostraram que a maioria das atividades nao esta relacionada aos
flavondides e sim aos terpenos e tricotecenos. Os diterpenos sdo compostos
encontrados em maior quantidade no género Baccharis e sdo representados
principalmente por neo e ent-clerodanos e menos comum, ent-labdanos e
kauranos. Os triterpenos apresentam 103 ocorréncias em 48 espécies de
Baccharis, com 23 compostos diferentes, sendo representados principalmente
pelo acido oleandlico, descritos na literatura como agentes antiinflamatérios
(VERDI et al., 2005 e HUNGUET et al., 2000).

Encontra-se na literatura muitos relatos sobre as espécies de Baccharis
(OLIVEIRA et al., 2005; De FUNARI, et al., 2006; DICKEL, et al., 2007). No
entanto, existem poucos estudos farmacolégicos para a espécie B. illinita.
Estudos realizados por Baggio et al. (2003) mostraram que a administragao oral e
intraperitoneal do extrato aquoso das flores, raizes e hastes bem como extrato
hidroalcodlico de hastes e folhas da B. illinita promoveram uma agao protetora
gastrica contra lesdes da mucosa gastrica induzidas pelo etanol e indometacina.

Muitos dos usos populares da espécie B. illinita foram analisados
cientificamente e esses dados demonstram que as espécies desse género se
caracterizam pela presenga de substancias com potencial farmacologico bastante
interessante, principalmente com relagdo a atividade antiinflamatéria. Baseados
nisso, diversos grupos de pesquisa se interessaram em investigar a acao de
diversos extratos dessa planta, incluindo componentes ativos, foram testados em
modelos experimentais como nocicepg¢do, febre e efeitos gastoprotetores
(BAGGIO, et al., 2003 e HARA, 2001). No entanto, ndo ha relatos na literatura

demonstrando sua acgao frente a doencas inflamatérias cutaneas.
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O presente estudo investigou o efeito redutor de processos inflamatoérios
cutaneos pela agao do extrato bruto, fragcdes e compostos purificados, obtidos das
folhas de B. illinita, em diferentes modelos animais de inflamagao cutéanea.

Entre os modelos de inflamagao cuténea, 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 obtengdo rapida de resultados. E quando o objetivo € o
desenvolvimento de novos farmacos para uso tépico estas vantagens sdo ainda
maiores, visto que compostos com baixa absorgcdo através da pele séo
identificados rapidamente. Sendo assim, esse modelo constitui um método
importante para a investigagdo de novos medicamentos para doengas
inflamatdrias que acometem a pele (BOUCLIER et al., 1990; VANE, 2000).

O edema de orelha induzido pelo TPA (12 — O — tetracanoilforbol — 13 —
acetato) € um modelo utilizado para avaliar a resposta inflamatoria, uma vez que
esse agente flogistico induz inflamagao cutanea e hiperproliferagcao celular em
animais, semelhantes a diversas doencas de pele como, por exemplo, a psoriase
(GABOR, 2000).

Nesse modelo, entre os mediadores inflamatérios importantes estdo os
eicosandides como a prostaglandina E; (PGE;) e o leucotrieno B4 (LTB4) (RAO et
al., 1993; PUIGNERO, 1997). Tanto inibidores de ciclooxigenase (COX) como de
5-lipooxigenase (LOX), e também antagonistas de LTB, inibem o edema causado
pelo TPA (RAO et al., 1993; FURSTENBERGER, 1994). Com esses dados,
sugere-se que os eicosandides participam da inflamacéo induzida pelo TPA. No
entanto o mecanismo pelo qual o TPA aumenta os niveis de eicosandides ainda
nao esta completamente elucidado, mas sabe-se que inclui a ativagao de proteina
quinase C (PKC), que por sua vez ativa outros grupos de enzimas como as
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAP quinases) e fosfolipase Ay,
indugdo da COX -2 e ativagdo da LOX (WANG et al., 2001; KAST, 1993;
SANCHEZ e MORENO, 1999; WERZ et al., 2001). O TPA induz vasodilatagao,
edema de orelha, eritema e agregacao plaquetaria que ocorre dentro de 2h.
Leucdcitos polimorfonucleares (neutréfilos e eosindfilos) podem ser visualizados

aderindo-se a parede do vaso em até 6h apds a aplicacdo de TPA bem como a
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presenca da degranulagcdo de mastocitos (YOUNG et al., 1983; YOUNG e De
YOUNG, 1989). Entre 6 e 24h apds a aplicacdo do agente flogistico, um grande
numero de leucocitos se acumula na derme (YOUNG et al.,, 1983; YOUNG e De
YOUNG, 1989). A aplicacédo de TPA aumenta também os niveis de PGE; que
possui 0 pico de concentragdo em 3 horas persistindo de forma gradual até 24
horas, também ha aumento dos niveis de TNF-a na qual se observa em 1,5 horas
apoés a aplicagao e alcanga um pico em 4,5 horas retornando aos niveis basais
em 24 horas (MURAKAWA, 2006).

Em adicdo a esse aumento de eicosandides, o TPA parece induzir a
expressao de citocinas proinflamatérias em queratinécitos, as quais também
possuem algum envolvimento na inflamagdo da pele (WILMER et al., 1994;
REDONDO et al., 1997).

Quando ocorre um estimulo inflamatério, os polimorfonucleares (PMNs-
neutroéfilos, eosindfilos e basodfilos) sdo as primeiras células que extravasam dos
vasos sanguineos através da interagdo com a parede endotelial (PERRETTI,
1997). Os neutrofilos aderem as células endoteliais vasculares através de uma
interacao entre as moléculas de adesao presentes na célula endotelial, como por
exemplo, a familia das selectinas e ICAM (molécula de adeséo intercelular), com
integrinas presentes nos neutrofilos. A seguir, os neutrofilos migram para fora do
vaso até o sitio inflamatorio, atraidos por substéncias quimiotaxicas (LTB4, C5a,
IL-8) (LIPOWSKY, 1996; SPRINGER, 1994). A migracdo de neutréfilos € um
processo multimediado, regulado por varios mediadores liberados no sitio
inflamatério. Esses mediadores incluem o LTBy, proteina complemento C5a, IL-8
TNF-a, IL-1B cada qual atuando em fases especificas do processo de migragéo
celular (ZIMMERMAN et al., 1996). Portanto, a liberacdo de citocinas como o
TNF-a pode ser importante para a migracao de neutréfilos observada no modelo
descrito.

Estudos realizados por De Young (1989) demonstra que o edema e a
infiltragao celular causada pelo TPA acontecem em tempos distintos e podem ser
diferentemente modulados pelos agentes farmacolégicos. O padrao temporal do
edema e a atividade de enzima marcadora de polimorfonucleares,
mieloperoxidase — MPO foram examinados apds a aplicagdo do TPA, sendo que

o edema mantém-se até 64h, e a atividade da mieloperoxidase até 24h.
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A aplicacao topica do extrato bruto de Baccharis illinita inibiu de maneira
dose dependente o edema de orelha induzido pelo TPA bem como o
glicocorticéide utilizado como controle positivo (dexametasona). O extrato foi
capaz de reduzir a migracdo de polimorfonucleares para o local da inflamagéo
apenas nas duas maiores doses. Em adicdo a esses resultados, a analise
histolégica de bidpsias de orelhas de camundongos coletados 6h apoés a indugao
da inflamacgao com o TPA confirma de forma qualitativa, a reducdo do edema e a
migragdo leucocitaria promovida pelo extrato bruto bem como pela
dexametasona. Estes dados sugerem, em parte, que o extrato bruto poderia estar
interferindo na expressao de citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-q, inibindo a
sintese ou atividade da COX-2 e consequentemente a inibigdo da
sintese/liberagédo de prostaglandinas ou ainda estar agindo diretamente na via da
COX-2 e LOX.

Uma vez que o extrato bruto foi eficaz em reduzir o edema de orelha
induzido pelo TPA, o proximo passo foi verificar qual a agdo das diferentes
fracdes obtida a partir do extrato bruto. Para tanto, o extrato foi submetido a
fracionamento, de modo a promover a separagao dos diferentes compostos
presentes no extrato de acordo com suas polaridades em diferentes solventes
organicos, iniciando o processo de caracterizagdo de um provavel grupo quimico
responsavel pela atividade antiinflamatéria do extrato. Deste modo obtivemos a
fracdo hexano, a fracdo acetato de etila e a fracdo acetona e cada uma dessas
fracdes foi testada no modelo de edema de orelha induzido pelo TPA. De acordo
com os resultados obtidos, todas as fracdes foram capazes de reduzir o edema
de orelha promovido pelo TPA. Quando comparado com o grupo controle (TPA) o
grupo que recebeu apenas o extrato bruto reduziu o edema em apenas 37%. Ja
aqueles que receberam as fragdes obtiveram percentual de redugdo maior, ou
seja, em 82, 79 e 73% para as fracbes hexano, acetato e acetona
respectivamente. Como todas as fragcdes reduziram o edema de forma
semelhante, a fracdo acetato de etila foi escolhida para iniciar o isolamento dos
compostos ativos. A razao para a escolha desta fragado se deve ao fato de que a
quantidade dos compostos presentes € maior bem como a facilidade de

purificacao a partir desta fracao.
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Os compostos isolados obtidos para dar continuidade ao trabalho sao os
compostos terpendides representados pelo acido kaurendico, a-spinasterol,
baurenol e acido oleandlico. Os terpendides constituem uma grande variedade de
substancias de origem vegetal, sendo que esse termo € empregado para designar
todas as substancias cuja origem biossintética deriva de unidades do isopreno
(FORMACEK e KUBECZA, 1982). Os compostos terpénicos mais freqlentes nos
Oleos volateis sdo os monoterpenos e os sesquiterpenos. Outros terpendides,
como os diterpenos, sao encontrados apenas em 0leos volateis extraidos com
solventes organicos (STEINEGGER e HANSEL, 1992). Dados da literatura
demonstram a atividade antiinflamatéria de compostos terpendides, incluindo
inibicdo de eicosandides e da produgdo de citocinas, atividade da enzima
hidrolitica, peroxidacdo lipidica (SAFAYHI e SAILER, 1997) e interagdo com
muitas serina/tirosina quinase (HASMEDA et al., 1999). Em adi¢cdo, Medeiros et
al. (2007) e Otuki et al. (2005) demonstraram que a-amirina (triterpeno
pentaciclico) apresenta uma acgdo antiinflamatéria topica com inicio bastante
rapido em modelos animais de edema de orelha induzida pelo TPA,
provavelmente por inibir a expressao da COX-2. Estas evidéncias nos levaram a
testar se estes compostos seriam pelo menos em parte, os componentes ativos
responsaveis pela atividade antiinflamatéria observada no extrato bruto da B.
illinita bem como na fracdo acetato de etila.

Todos os compostos isolados obtidos da fracdo acetato de etila foram
submetidos ao teste de edema de orelha induzido pelo TPA, e foram capazes de
reduzir o extravasamento plasmatico, porém, o acido kaurendico e o acido
oleandlico foram os compostos mais eficazes para essa resposta. Os efeitos
antiinflamatorios do acido oleandlico foram primeiramente descritos na literatura
na década de 60 onde estudos realizados por Gupta et al. (1969) mostraram o
efeito inibitério do acido oleandlico sobre o edema de pata induzido pela
carragenina bem como no modelo de artrite induzido pelo formaldeido. Esses
resultados estdo de acordo com a literatura onde Giner-Larza et al. (2001)
mostram a acgao antiinflamatéria do acido oleandlico obtido da Pistacia
terebinthus, cuja acdo, segundo os autores, € devido a um possivel efeito
inibitério da 5 —Lipooxigenase (LOX). O &cido oleandlico e seu isbmero, acido

ursolico, sdo compostos triterpendides amplamente distribuidos nas plantas na
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forma de acido livre ou como agliconas de triterpendides saponinicos (PRICE et
al., 1987; MAHATO et al., 1988; WANG & JIANG, 1992). Estudos conduzidos por
Wang & Jiang (1992) mostram que o acido oleandlico foi isolado em mais de 120
espécies, como por exemplo, na Calendula officinalis L., Panax ginseng C.A.;
Aralia chinesis L. entre outras. Posteriormente, outros estudos, mostraram a agao
antiinflamatéria do acido ursdlico isolado da Rosmarinus officinalis L no edema de
orelha induzido por TPA (HIROTA et al.,, 1990; HUANG et al., 1994). Tanto o
acido ursolico como o acido oleandlico por apresentar estrutura similar, possuem
atividade farmacolégica semelhante, por esta razéo, plantas que possuem esses
compostos sao utilizadas na medicina popular como antiinflamatério, analgésico,
cardiotdnico, ansiolitico, protetor hepatico entre outros (LIU, 1995).

Com relagdo ao acido kaurendico, ndo existem muitas informagbdes na
literatura. Estudos com Copaifera (BOAKYE-YIDOM et al., 1977) Annoma
(DAVINO et al., 1989), Mikania (BATISTA et al., 1999) e Xylopia (DE MELO et al.
2001) demonstraram que esses géneros possuem atividade anti-parasitaria e
antimicrobiana, possivelmente relacionado a grande quantidade de &cido
kaurenodico presente nessas plantas. O acido kaurendico € usado popularmente
sob sua forma natural no tratamento de inflamagao de garganta, infecgao urinaria
e pulmonar e ainda, promover a cicatrizacdo de ulceras e feridas (COSTA-
LOTUFO et al., 2002). Em adigédo, o acido kaurendico produz instabilidade nas
membranas celulares, e este efeito foi demonstrado quando o composto, isolado
da Copaifera langdorffi, mostrou efeitos citotdxicos por promover inibicdo do
crescimento de células tumorais bem como hemodlise de eritrocitos em
camundongos e humanos (COSTA-LOTUFO et al., 2002). Neste estudo,
demonstramos que este composto isolado da B. illinita apresentou uma
importante atividade antiinflamatéria no modelo de edema de orelha induzido por
TPA. Estudos mais aprofundados seriam necessarios para evidenciar como o
acido kaurendico estaria exercendo esta agao.

Mata et al. (1997) mostraram que o a-spinasterol exerce uma inibigdo dose
dependente da contragdo do ileo de ratos. Essa contragdo € regulada,
primeiramente, pelo sinal intracelular de Ca*®. Adicionalmente, ja4 estd bem
estabelecido que o aumento citosdlico de Ca*? é a etapa limitante para a liberagao

de neurotransmissores, modulacdo da excitabilidade da membrana celular, bem
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como a ativagao de proteinas intracelulares (SOMLYO & SOMLYO 1994; WARD
2004). Existem evidéncias para participacdo de ions calcio e de canais de calcio
na nocicepg¢ao (PRADO, 2001; CERVERO & LAIRD, 2003). Além disso, existem
dados que indicam que os canais de calcio expressos em neurbnios nociceptivos
primarios viscerais parecem contribuir na sensibilizagdo observado em estados de
dor visceral (CEVERO & LAIRD, 2003). Em contribuicdo a esses achados, Meotti
et al. (2006) mostraram a acg&o antinociceptiva do composto a-spinasterol isolado
da Polygala sabulosa no teste de contorgdes abdominais induzidos pelo acido
de calcio ou bloqueio dos canais de calcio proporcionado pelo a-spinasterol. O a-
spinasterol também promoveu uma importante reducdo do edema de orelha
induzido por TPA e esta atividade poderia estar relacionada com a redugao dos
niveis de Ca*? intracelular.

Existem poucos relatos na literatura com relacdo a bioatividade do
composto baurenol. Trabalhos realizados com compostos isolados de folhas de
Carmona retusa (Vahl.) mostraram a presencga de triterpenos como a-amirina, -
amirina e baurenol e esses constituintes juntos apresentaram efeitos analgésicos
e antiinflamatérios (VILLASENOR et al., 2002) por mecanismos nao estabelecidos
pelos autores.

Com os dados obtidos dos compostos isolados, esses foram submetidos a
avaliagao da migracao leucocitaria, através da avaliagao da atividade da enzima
mieloperoxidase. Apenas o acido oleandlico foi capaz de reduzir a migracao de
células polimorfonucleares. Ja esta bem demonstrado que o acido oleandlico foi
capaz de inibir a producdo de IL-18 em células mononucleares “in vivo”
(MARQUEZ-MARTIN et al., 2006). Além disso, a producéo de leucotrienos B4 em
leucdcitos peritoneais de ratos foi reduzida pelo acido oleandlico (GINER-LARZA
et al., 2001). Estes estudos sugerem que a capacidade do acido oleandlico em
reduzir a atividade da mieloperoxidase ou o acumulo de neutrdfilos pode estar
relacionada a inibicdo destes mediadores inflamatérios. Ainda, este efeito
(reducao da sintese de citocinas) do acido oleandlico pode contribuir efetivamente
para a reducao do edema observado.

Portanto, é provavel que a atividade anti-edematogénica do extrato bruto

se deva a um efeito sinérgico destes compostos isolados. Ainda, estes compostos
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parecem possuir mecanismos antiinflamatérios diferentes como, por exemplo, o
acido oleandlico que foi capaz de reduzir ambos (edema e migragao celular)
enquanto o acido kaurenodico reduziu somente o edema. Este fato talvez explique
a maior efetividade do extrato bruto em reduzir o edema do que a migragéo
celular.

Prosseguindo os estudos com a Baccharis illinita, avaliamos sua agao
frente aos edemas induzidos pela capsaicina bem como pelo acido araquidénico.
A capsaicina (8 — metil — N — vanilil — 6 — noneamida), é o principio ativo da
pimenta responsavel pelos seus efeitos irritantes e pungentes. Desde a década
de 40, a capsaicina tem sido descrita por muitos pesquisadores, como um agente
capaz de induzir resposta inflamatéria em modelos animais (GABOR, 2000).
Quando aplicada topicamente, observa-se uma resposta inflamatéria neurogénica
imediata caracterizada por extravasamento plasmatico e consequente formacao
de edema. Diferentemente do edema induzido pelo TPA, a capsaicina exerce
seus efeitos sobre um alvo especifico, os receptores TRPV1, também localizados
em fibras aferentes primarias do tipo C e parte das fibras do tipo Ad, produzindo
resposta rapida através da liberagdo de neuropeptideos, como o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), substancia P (SP), taquicininas e as
monoaminas como a histamina e a serotonina (BOUCLIER et al., 1990; GABOR &
RAZGA, 1992). De acordo com a literatura (ERJAVEC et al., 1981 e FEWTRELL,
1982), a SP induz a resposta inflamatéria pelo aumento da permeabilidade
vascular diretamente pela liberacdo de aminas vasoativas de mastdcitos, bem
como ativagcdo de receptores NK;. Por outro lado, a serotonina induz o
extravasamento plasmatico pela agdo direta sobre a microvasculatura de ratos
produzindo vasodilatacdo via receptor 5-HT; sobre os vasos sanguineos
(JAZAYERI et al., 1989). Inoue et al. (1995) demonstraram que bloqueadores de
canais de Ca*? bem como antagonista de histamina (H) foram capazes de reduzir
o edema de orelha induzido por capsaicina, mas o mesmo néao foi observado com
inibidores dos metabdlitos do acido araquiddnico, como a indometacina. Estudos
preliminares do grupo mostraram que antagonistas de SP como spandide inibem
o edema de orelha induzida pela capsaicina enquanto que antagonista de CGRP
apresenta pouco efeito. Em nosso estudo, a Baccharis illinita ndo foi capaz de

inibir a o edema induzido pela capsaicina, ou seja, o extrato parece nao ter agao
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sobre receptores especificos da capsaicina bem como nado impede a agao de
neuropeptideos e monoaminas.

O acido araquidonico (AA) e seus metabdlitos estdo associados com uma
grande gama de doencgas inflamatodrias cutdneas como dermatite atopica e
psoriase. Young et al. (1983) observaram, pela primeira vez, que a aplicagao
tépica de acido araquidénico foi capaz de provocar uma intensa resposta
inflamatéria. A vasodilatacdo e a hiperemia provocadas pelo composto foram
observadas ap6s 5 minutos, enquanto que o edema pdde ser visualizado apés 15
minutos com pico maximo em 60 minutos. Os principais produtos metabdlicos do
AA que estdo envolvidos com processos inflamatérios sdo a PGE, e os
leucotrienos C4 € D4y (LTC4/LTD4) (CHANG et al., 1986). A PGE; é um potente
vasodilatador e atua de modo sinérgico com outros vasodilatadores inflamatadrios,
como a histamina e a bradicinina. A PGE; intensifica a formacédo de edema e a
infiltracdo de leucdcitos, pelo aumento do fluxo sanguineo no sitio inflamatdrio
(LEE et al., 2003). Sanches e Moreno (1999) mostraram que a aplicagao topica
do AA ou PGE; induz um aumento da expressao de COX-2. Em adicdo a esses
resultados, Fischer (2002) mostrou que o tratamento de queratindcitos com PGs,
aumentam a expressdao das duas isoformas de COX através de vias de
sinalizagcdo de AMPc. Os leucotrienos, produtos da lipooxigenase (LOX), também
participam do processo inflamatdério causando extravasamento vénular, mudancas
no fluxo sanglineo e eritema. Estudos realizados por Crummey (1987)
demonstraram que inibidores da LOX foram capazes de reverter o edema orelha
induzido pelo acido araquidénico.

De acordo com os resultados obtidos, assim como no modelo do TPA, o
extrato da B. illinita reverteu a resposta inflamatéria do acido araquidénico de
forma semelhante a indometacina (inibidor da atividade da enzima COX). Esses
dados sustentam os resultados obtidos no modelo do edema de orelha induzido
pelo TPA, sugerindo que o extrato bruto parece interferir na biossintese dos
eicosanodides, pela inibicdo da COX ou ainda na biossintese dos leucotrienos,
pela inibicdo da LOX.

Com o intuito de avaliar a capacidade do extrato da B. illinita em reduzir a
resposta inflamatéria causada por estimulos que possuem mecanismos diferentes

do TPA, o extrato foi testado no edema de orelha induzida pela oxazolona. A
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aplicagao tépica de oxazolona na epiderme mimetiza a hipersensibilidade de
contato na qual duas fases sdo bem visualizadas: uma fase de sensibilizacao e
outra fase de indugcdo. Na fase de sensibilizagc&do, ocorre o primeiro contato com a
oxazolona levando a expansao de células T. A oxazolona é captada pelas células
de Langerhans (CL) e estas migram até os linfonodos, onde apresentam as
moléculas do MHC associadas com a oxazolona para os precursores do linfocito
T. Esses linfocitos T “sensibilizados” emigram dos linfonodos e caem na corrente
sanguinea. Na fase de indugédo, que ocorre apds um contato subsequente, a
oxazolona é captada novamente pelas células dendriticas e apresentadas para as
células T CD4" (associada a moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade do tipo II) bem como para as células T CD8" (associada a
moléculas MHC da classe |). As células T CD4" se ligam ao antigeno e
expressam receptores para IL-2 e também liberam a IL-2, induzindo a producgao e
a proliferacdo de células Theper Nulas (ThO). As células ThO podem se diferenciar
em Th1 e Th2. A IL-4 induz a diferenciagao das células a forma Th2 que secretam
citocinas como a IL-4, TGF-p e IL-10 e sdo responsaveis pelo desenvolvimento
das respostas imunolégicas mediadas pelos anticorpos, ou seja, elas ativam as
células B resultando em sua proliferacdo e producdo final de células B de
memoria e plasmodcitos, que passam a secretar os anticorpos. A IL-2 induz a
diferenciagdo de ThO em Th1, que por sua vez secretam outras citocinas (IL-2,
TNF-B e IFNy) que ativam os macrofagos além de estimularem a liberagao de IL-2
por linfocitos CD8" (DEBENEDICTIS et al., 2001). A migragdo da LC e a
disponibilidade dos sinais que induzem esta resposta sdo essenciais a iniciacao
da imunidade cutanea e entre esses sinais estao as citocinas epidérmicas como
TNF-a e IL-1B. A administracao intradérmica dessas citocinas causa uma redugao
na frequéncia de CL locais e sua posterior acumulacdo nos linfonodos
(CUMBERBATCH e KIMBER, 1992). Animais estimulados com aplicagdo topica
de oxazolona e tratados com anticorpos especificos de TNF- a e IL-1
apresentaram inibicao significativa do acumulo de células dendriticas nos
linfonodos (CUMBERBATCH e KIMBER, 1995).

Verificamos a agéo da B. illinita na fase da sensibilizagdo bem com na fase
de inducdo da hipersensibilidade de contato proporcionada pela oxazolona.

Primeiramente, os animais foram sensibilizados com a oxazolona e logo em
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seguida tratados com o extrato. Nesse primeiro ensaio os animais foram
novamente expostos a oxazolona, porém nao receberam o tratamento. O
tratamento com o extrato bruto de B. illinita somente na fase de sensibilizagdo nao
modificou a resposta de hipersensibilizagdo induzida pela oxazolona. Estes dados
sugerem inicialmente que o extrato ndo possui agao na sensibilizagao, ou seja, o
extrato parece nao inibir citocinas pré-inflamatérias essenciais para a migragao
das CL, ligadas ao antigeno, para os linfonodos e assim impedir a expansao de
linfécitos T e consequentemente sensibiliza-los. No entanto, resultados similares
foram observados com a dexametasona. A dexametasona € um imunosupressor
capaz de restringir a proliferagcao clonal de linfécitos T através da redugdo da
transcricdo de varias citocinas (IL-2, TNF-a, IFN- vy, IL-1). Uma possivel
justificativa para ndo visualizar esse efeito, nesse ensaio, é de que a dose
administrada do imunosupressor foi muito baixa quando comparada com a dose
administrada do hapteno, sendo assim, a dexametasona nao foi capaz de reverter
a sensibilizacado dos linfécitos T. Deste modo, o extrato, na dose utilizada, parece
nao ter acdo preventiva contra a inflamagédo cutanea. Esses dados estdo de
acordo com a andlise histologica, onde se observa, além do edema grande
infiltrado celular (dados ndo mostrados).

Ja esta descrito na literatura que citocinas inflamatérias como IL-1 e TNF-q,
e fatores de crescimento incluindo TGF-a, fator de crescimento derivado de
plaqueta, fator de crescimento epidermal e fator de crescimento de fibroblasto
induzem a expressédo de COX-2 (RAZ et al., 1988 e GOPPELT-STRUEBE et al.,
2000), desta forma, as PGs provenientes da acdo da COX-2 participam da
resposta inflamatoria. Para prosseguir com o estudo verificamos a agao da B.
illinita na fase de indugdo da hipersensibilidade de contato. O extrato preveniu a
resposta inflamatdria, tanto edema quanto migracdo leucocitaria, causada pela
oxazolona. Esse fato pode estar relacionado, em parte, com a inibicdo da sintese
de citocinas e consequente inibicdo da indugcdo da COX. Esses dados em
conjunto com as respostas obtidas no modelo de TPA demonstram que a B. illinita
€ capaz de inibir tanto a resposta inflamatéria imediata quanto a resposta de
hipersensibilidade tardia.

Como muitas doengas de pele vém acompanhada do sinal de prurido,

investigamos o efeito da B. illinita sobre essa resposta. O prurido tem um grande
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significado na qualidade de vida dos pacientes portadores de doencgas de pele,
como por exemplo, na dermatite atépica. O prurido, como uma reagao de coceira,
causa lesdo na pele induzindo assim a inflamagao, na qual, por sua vez, agrava
ainda mais a sensacéo de prurido (SUGIMOTO, 2006). Muitos pesquisadores tém
investigado quais sdo os mediadores e qual € o mecanismo de agao do prurido.
Mediadores inflamatdrios classicos como bradicinina, serotonina, prostandides,
baixo pH e interleucinas s&o capazes de sensibilizar os nociceptores
(HANGERMARK, 1977 e SCHMELZ, 2003). Recentemente levantou-se a
hipétese de que a ativagao de nociceptores a uma baixa freqiéncia era capaz de
induzir o prurido, enquanto que a alta ativacdo desses mesmos nociceptores
induziria a nocicepg¢ao (SCHMELZ, 2001). No entanto, essa hipotese n&o explica
a capacidade de baixas concentragdes de algogénios néo induzir o prurido e sim
dor e por que altas concentragdes de pruritogénios ndo causam dor e sim prurido.
Sabe-se que um dos mediadores do prurido € a histamina, ou seja, a histamina
ativa os nociceptores que por sua vez liberam neuropeptideos como a substancia
P (SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), na qual via
reflexos axonais induzem ao aparecimento de edema no local da aplicagao.
Quando a SP é injetada por via intradérmica em altas concentragdes, ocorre a
degranulagdo dos mastécitos causando a sensacdo desagradavel de prurido
(HANGERMARK, 1978). Antagonistas de receptores H; e AINEs séo
frequentemente usados na clinica com o intuito de diminuir o prurido.

Shinmei et al. (2004) mostrou o efeito do propolis brasileiro no prurido
induzido pelo composto 48/80. Neste trabalho o extrato foi administrado por via
oral e causou uma inibicdo dose — dependente nessa resposta bem como da
liberacdo de histamina pelos mastdcitos.

Nao se observou efeito anti-pruritogénico quando o extrato foi administrado
topicamente, no entanto, a B. illinita quando administrada por via oral foi capaz de
reduzir o prurido induzido pelo composto 48/80, sugerindo que o extrato estaria
atuando na inibicao da liberagao de histamina pelos mastdcitos, ou atuando como
antagonista de receptores histaminérgicos, ou ainda atuando na inibicdo da
cascata das PGs.

Desta forma, os resultados obtidos nesse estudo, fornecem alguns

subsidios cientificos que justificam a utilizagcdo popular da B. illinita como



Discussdo 78

antiinflamatério bem como um grande potencial do extrato bruto e de seus
compostos para o desenvolvimento de novas drogas antiinflamatérias de uso
topico e oral. Este efeito provavelmente advém de uma agado sinérgica de

diferentes compostos encontrados no extrato.



6. CONCLUSOES
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O extrato bruto de Baccharis illinita possui um ou mais componentes
capazes de promover o efeito antiinflamatério quando administrado
topicamente em camundongos;

e O extrato bruto, bem como alguns de seus compostos isolados, acido
kaurendico, acido oleandlico, a-spinasterol e, em menor grau, baurenol
apresentaram um efeito antiedematogénico;

e Tanto o extrato bruto quanto o composto isolado, acido oleandlico,
reduziram a atividade da mieloperoxidase no modelo de edema de
orelha induzido por TPA, sugerindo que este extrato e composto sejam
capazes de reduzir a migragao leucocitaria.

e O edema de orelha induzido pelo acido araquiddnico foi reduzido pela
aplicagao topica do extrato bruto, sugerindo que a inibicdo da sintese de
metabdlitos do acido araquidénico esteja envolvida no seu mecanismo
de acao;

e O extrato ndo foi capaz de reduzir o edema induzido pela capsaicina,
sugerindo que o extrato bruto n&o inibe a liberagdo de mediadores
vasoativos como CGRP, SP, taquicininas, histamina e serotonina.

e O extrato bruto preveniu a resposta de hipersensibilidade tardia,

sugerindo uma possivel acdo através da inibigdo da sintese de

citocinas.

e O extrato parece possuir também uma atividade antipruritogénica.
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