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RESUMO

A Malva sylvestris € uma planta herbacea, dispersa pelos continentes
europeu, africano e americano. No Brasil € cultivada nas regides sul e sudeste,
sendo utilizada na medicina popular no tratamento de tosses e doencas
inflamatorias principalmente em mucosa. Estudos realizados anteriormente
mostram a atividade da M. sylvestris como analgésica, cicatrizante,
antioxidante entre outros, no entanto o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito do extrato etanolico da M. sylvestris, duas fracbes e a resina, em
modelos inflamatdrios cutaneos. A atividade de do extrato etanolico da folhas,
foi avaliada nos modelos de edema de orelha induzido por 12-O-
tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA), acido araquidénico (AA) e oxazolona em
camundongos Swiss fémeas (20-30 g; N=5-10). A aplicacéo tépica do EEMS
foi capaz de impedir a formacdo do edema provocado pelo TPA (DI50 = 0,36
mg/orelha) obtendo na maior dose ( 3,0 mg/orelha) uma inibicdo de 77 + 6 %.
Neste modelo também se verificou a migracdo leucocitaria avaliada pela
atividade da mieloperoxidase (MPO) onde na dose de 3,0 mg/orelha a reducéo
foi completa da migracéo (DI50 = 0,46), sendo que, esta analise foi confirmada
através de cortes histologicos, para melhor entendimento da acdo do EEMS foi
avaliado os niveis de IL-1B no tecido onde o EEMS na maior dose tambm foi
capaz de reduzir por completo os niveis desta citocina, causando uma inibicéo
dose dependente (DI50= 0,96 mg/orelha).Na tentativa de verificar que tipo de
compostos € responsavel por essa inibicédo foi testado no modelo do TPA duas

fracOes (fracdo aquosa e acetato de etila) de polaridades diferentes e a resina



onde a fragdo aquosa teve inibicdo e 31,4%, a fracdo acetato de etila 89,3% e
a resina 53,5%, todas estas inibicdes calculadas na maior dose testada. No
modelo do AA o EEMS foi capaz de impedir o aumento da espessura da orelha
de forma dose dependente (DI50 = 0,39 mg/orelha) com uma inibigdo
significativa na dose de 3,0 mg/orelha, assim como no modelo da oxazolona
onde nas primeiras 24 h a reducdo causada pelo EEMS foi de 49 + 5 %,
perdurando até as 96 h, sendo que, neste ponto a inibicédo foi de 65 + 14 %.
Palavras-chave: Malva sylvestris; inflamacéo; pele; TPA; edema de

orelha.



ABSTRACT

The Malva sylvestris is a herbaceous plant spread in Europe, Africa and
America. In Brazil it is grown in the south and southeast, and is used in folk
medicine to treat coughs and inflammatory diseases especially in mucosa.
Previous studies show the activity of M. sylvestris as analgesic, wound healing,
antioxidant among others, however the objective of this study was to evaluate
the effect of ethanol extract of M. sylvestris, two fractions and the resin in
cutaneous inflammatory models. The activity of the ethanol extract of the leaves
was evaluated in models of ear edema induced by 12-O-tetradecanoylphorbol
13-acetate (TPA), arachidonic acid (AA) and oxazolone in female Swiss mice
(20-30 g, N = 5-10). Topical application of EEMS was able to prevent edema
formation caused by TPA (ID50 = 0.36 mg / ear) getting the highest dose (3.0
mg / ear) an inhibition of 77 + 6%. This model is also the case evaluated by
leukocyte migration activity of myeloperoxidase (MPO) where a dose of 3.0 mg /
ear reduced the migration was complete (ID56& 0.4 6), and that analysis was
confirmed by cutting histological findings to better understand the action of
EEMS was evaluated levels of IL-1B in the tissue where the EEMS at the
highest dose was also able to completely reduce the levels of cytokines,
causing a dose-dependent inhibition (ID50= 0.96 mg / ear). In an effort to see
that type of compounds is responsible for this inhibition was tested in the TPA
model of two fractions (aqueous fraction and ethyl acetate) of different polarities
and resin in which the aqueous fraction was 31.4% inhibition and the ethyl
acetate fraction 89.3% and 53.5% resin, all these inhibitions calculated at the

highest dose tested. In the model of the EEMS AA was able to prevent an



increase in ear thickness in a dose dependent (ID50 = 0.39 mg / ear) with
significant inhibition at doses of 3.0 mg / ear, as well as the model of oxazolone
where the first 24 ha reduction caused by EEMS was 49 + 5%, lasting until 96
h, and at this point the inhibition was 65 + 14%.

Key words: Malva sylvestris; inflammation; skin; TPA; ear oedema.
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1. INTRODUCAO

1.1 Inflamagéo

A inflamacéo € uma resposta a infec¢éo, ao antigeno ou lesdo do tecido
que ocorre para eliminar os microorganismos ou irritantes e potencializar a
reparacao tecidual. Ela pode ser dividida em duas categorias principais, aguda
e cronica, com base no tempo e nas caracteristicas fisiopatologicas
(SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). Os processos inflamatoérios agudos
sdo geralmente de duracdo relativamente curta (horas ou dias) e sé&o
caracterizados por vasodilatacdo, extravasamento de liquido rico em proteinas
(plasma) e migracdo de leucocitos polimorfonucleares (PMN), principalmente
neutroéfilos, no local da lesdo (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). Ja os
distarbios inflamatdrios crbénicos sédo caracterizados por uma duracéo
prolongada (semanas, meses ou anos) onde a destruicao tecidual e tentativa
de reparacéao tecidual esta ocorrendo simultaneamente. A infiltracdo de células
mononucleares e fibrose séo caracteristicas histolégicas tipicas na inflamacao
cronica (DAVIES, 2003).

Num estado fisiolégico normal a reposta inflamatoria € benéfica, uma
vez que protege o tecido contra danos e lesbes como, por exemplo, na defesa
contra tumores e infec¢cdes. No entanto, a falha de algum dos mecanismos
envolvidos na resposta inflamatdria pode fazer com que este processo,
inicialmente resolutivo, perca o controle e desregule a homeostase do tecido,
predispondo o0 mesmo a desenvolver um processo inflamatério crénico, como

no caso de doencas, como dermatite, psoriase, asma, esclerose multipla,

2



artrite reumatoide entre outras (DEBENEDICTIS et al. 2001; ROBERT &
KUPPER, 1999). Desta forma, é necessaria a manutencao do equilibrio entre
os efeitos benéficos e o potencial de persisténcia que, a longo prazo, pode
promover a destruicao tecidual (SIMMONS, 2006).

Em seu carater benéfico, a inflamacgédo comeca imediatamente apds uma
lesédo com alteracfes nos vasos sanguineos que levam a liberagcéao de células e
elementos provenientes do sangue resultando na formacdo do coagulo. O
primeiro a atuar no processo inflamatorio sdo as plaguetas, que formam o
coagulo e também liberam fatores quimiotaticos e atraem outras plaguetas e
leucocitos para area lesada. A fase inflamatdria continua com os leucdcitos,
especificamente os neutréfilos e macréfagos, estes por sua vez tém papel de
fagocitar, debelar bactérias e retirar os restos celulares (FREINKEL e
WOODLEY, 2000).

AlteragOes vasculares citadas anteriormente iniciam com a dilatagéo de
pequenas arteriolas, resultando em um aumento do fluxo sanguineo, seguido
por uma reducdo do fluxo e eventual estase de sangue, seguida de um
aumento da permeabilidade das vénulas pOs capilares com exsudacdo de
liquido. A vasodilatacdo é efetuada por mediadores, como a histamina,
prostaglandina (PG) E; e PGI, (prostaciclinas), produzidas através da interacao
do microorganismo com o tecido, podendo atuar com juntamente com as
citocinas na permeabilidade vascular (RANG et al., 2007).

Ja& a migracao de leucécitos é regulada por duas classes de mediadores,
as moléculas quimiotaticas (tais como citocinas, quimiocinas bioativas e
lipidios) e proteinas de aderéncia (ou seja, integrinas e selectinas). As

quimiocinas fazem parte de uma superfamilia de proteinas de baixo peso



molecular, que desempenham um papel crucial nas reacfes imunes,
inflamatorias e nas infec¢cdes virais. A maioria das quimiocinas causa
quimioatracdo de leucocitos, mas essas moléculas também afetam na
angiogénese e a producao de colageno (TINCANI, 2007).

Nos ultimos anos o conhecimento sobre as bases moleculares da
inflamacéo tem sido cada vez mais esclarecido, e agora se sabe muito sobre o
papel primordial de citocinas inflamatorias como a IL-18 e TNF-a, uma vez que
ambas induzem a producdo de outras citocinas inflamatérias e quimiocinas,
expressao de moléculas de adesao, angiogénese e sao capazes de mediar 0s
efeitos sistémicos da inflamacdo, como febre, hipotensdo e infiltrado celular

(TINCANI, 2007).

1.2. Fisiopatologia de doencas Cutaneas

A pele é um 6rgdo complexo que isola e recobre aproximadamente 2 m?
da superficie corporea e representa 15% do peso corporal, sendo constituida
por trés camadas de estrutura e propriedades distintas: a epiderme, derme e
hipoderme (Figura 1), dispostas e inter-relacionadas de modo a adequar-se de
maneira harménica ao desempenho de suas funcdes. A estrutura, as
propriedades e a composicao da pele variam consideravelmente em relacdo a
idade. A pele e seus derivados epidérmicos desempenham varias funcdes
como: protecao fisica, quimica e biologica, impedindo perda de agua para o
meio, promover as sensacdes, pressdo, tato e variagbes de temperatura,
sintese de hormonios (diidrotestosterona) e vitaminas (vitamina D), promove a

regulacdo térmica, metaboliza xenobidticos e excrecdo de substancias através
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das glandulas sudoriparas (CHUONG et al., 2002; HAAKE et al., 2000;

SAMPAIO et al., 2000; SHAEFER & REDELMEIER, 1996; ROSS et al., 1993).

EPIDERME

DERME

HIPODERME

Figura 1. Esquema simplificado de uma seccdo transversal de pele. 1- vasos
sanguineos, 2-terminacdes nervosas, 3- vasos linfaticos, 4- glandula sudoripara, 5-raiz
do pelo, 6- glandula sebacea, 7-corpusculo de Vater-Pacini, 8- corpusculo de Ruffini,
9- pelo. Fonte: Freinkeil e Woodley, 2001.

A camada superior da pele € chamada de epiderme, sendo constituida
por um epitélio estratificado pavimentoso cuja espessura apresenta variacdes
topogréaficas ao longo do organismo (CANDI et al., 2005; SAMPAIO et al.,
2000). A epiderme é classificada basicamente em quatro camadas (Figura 2),
cada uma apresentando uma funcao distinta (NORRIS, 2004; ROSS et al.,
1993):

1) Camada cornea — atua como uma grande barreira a penetracao

de organismos externos e toxinas, prevenindo também a perda de agua,;

2) Estrato granuloso — Camada na qual inicia-se o processo de



cornificacdo, onde as células sofrem apoptose diferenciando-se em
cornedcitos;

3) Estrato espinhoso — Formada por queratinécitos que sao
responsaveis pela producdo dos filamentos de queratina
(queratinizacdo) que interagem com o0s desmossomas, sintese de
agentes antioxidantes (glutationa redutase, peroxidase, catalase),
citocinas, quimiocinas, etc;

4) Estrato basal - camada mais profunda responsavel pela
proliferacdo celular, sendo que, essa camada resiste ao processo

apoptotico.

camada
cornea

Figura 2: Esquema simplificado de uma seccdo transversal da epiderme. 1-
queratinécitos, 2-melandcito, 3- célula de Langerhans, 4- papilas dérmicas. Fonte:
Freinkeil e Woodley, 2001.

A epiderme é constituida de mudltiplos tipos celulares que possuem

diferentes origens embrionarias. Aproximadamente 80-85% da epiderme é
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constituida de queratindcitos, 10-13 % de melandcitos, 4% de células de
Langerhans e 1% de células de Merckel (KOSTER e ROOP, 2004; FREINKEIL
e WOODLEY, 2001).

A manutencédo do numero de células na epiderme depende do balanco
entre proliferacdo e morte celular (diferenciacdo/apoptose) dos queratindcitos.
Esse processo é governado pela comunicacdo paracrina e autocrina via
horménios, fatores de crescimento e citocinas ou por comunicacao intercelular
via célula-célula e célula-matrix de adesdo, ou ainda pela comunicagao
intercelular na regido da “gap junction” (HAAS e HERLYN, 2005; HAAKE et al.,
2000). A epiderme tem a capacidade de auto-renovacédo tanto sob condi¢des
homeostaticas como em condigbes nocivas, devido a presenca de uma
populacdo celular mitoticamente ativa na camada basal. Em condi¢Oes
normais, a renovacao epidérmica € balanceada pela descamacao da camada
cornea na superficie da pele, onde se verifica uma diferenciacdo celular
progressiva, através do processo de queratinizacdo e cornificacao, a partir da
camada basal em direcdo a superficie (CANDI et al., 2005; FUCHS e
RAGHAVAN, 2002).

Os queratindcitos sdo o principal tipo celular presente na epiderme,
sendo responsaveis pela manutencdo da integridade da estrutura epidérmica,
também estando envolvidos na resposta imunoldgica do tecido cutaneo, uma
vez que expressam diferentes citocinas, quimiocinas e também moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade da classe Il (MHC-II). No processo
de diferenciacdo celular os queratindcitos passam a produzir a queratina, uma

proteina resistente e impermeavel que preenche as células mais superficiais da



epiderme (cornedcitos) e que promove forca mecanica, mantém a estrutura do
queratindcito e contribui na adeséo celular (CHAN, 2004).

As células de Langerhans estédo localizadas nas camadas suprabasais
da epiderme da pele e das mucosas, onde desempenham um importante papel
na reposta imune cutanea (CHAN, 2004). As células de langerhans sao células
migratorias que possuem Vvarios receptores de membrana envolvidos no
processo imunolégico (ex.: MHC classe I, IgG - imunoglobulina G, C3 -fator do
complemento C3. Assim, essas células sdo responsaveis pelo reconhecimento,
captacdo, processamento e apresentacdo de antigenos sollUveis e haptenos
aos linfécitos T. Em certas doencas inflamatorias cutaneas, como na dermatite
de contato e em processos alérgicos, verifica-se que as células de langerhans
se tornam mais abundantes (NORRIS, 2004; HAAKE et al., 2000).

Além das células residentes da epiderme (queratinécitos, melandcitos,
células de Langerhans e células de Merkel), outras células migram para a
epiderme em resposta aos mais variados estimulos nas quais incluem: os
linfocitos, macrofagos, neutrofilos e eosindfilos, sendo essas células elementos
da resposta de defesa inata ou adquirida (RANG et al., 2007; NORRIS, 2004).

A derme consiste num tecido conectivo, cuja espessura € superior ao da
epiderme, porém com uma populacao celular inferior. Esta estrutura confere a
pele elasticidade, forca tensil e resisténcia mecéanica. Além disso, a derme
interage com a epiderme através da juncao dermoepidérmica, garantindo assim
as trocas de elementos nutritivos e metabdlicos entre essas camadas (HAAKE
et al., 2000). A derme é dividida em camada papilar, que é a camada mais
proxima da epiderme, e a camada reticular, que é formada por um tecido

conectivo denso e constitui a maior parte da derme (NORRIS, 2004). A



constituicio da derme envolve polissacarideos (hialuronidatos e
condroitinsulfatos), substancia fundamental (glicoproteinas, proteoglicanas e
glicosaminoglicanas), material fibrilar (fibras colagenas, fibras elasticas e fibras
reticulares), receptores sensoriais (ex.: corpusculos de Meissner, corpusculos
de Pacini), células dérmicas (fibroblastos), vasos sanguineos e linfaticos.

Os fibroblastos sintetizam diferentes macromoléculas que entram na
constituicdo da matriz celular como, por exemplo, 0 colageno e a elastina
(HAAKE et al.,, 2000; SAMPAIO et al., 2000; ROSS, 1993). Durante um
processo inflamatério ocorre o aumento da proliferacdo e da atividade de
fibroblastos devido a acdo de alguns mediadores pro-inflamatérios como a
interleucina-1a (IL-1a) e interleucina-1B (IL-1B) (FREINKEL & WOODLEY,
2000).

Os vasos sanglineos presentes na derme permitem que ocorra a
infiltracdo de células migratérias importantes no processo de resposta de
defesa inata ou imune e de cicatrizagdo, como os macréfagos, linfécitos,
eosindfilos, neutrdéfilos, entre outros (RYAN, 2004). A interacdo coordenada
entre os diferentes tipos celulares presentes nas camadas da pele permite que
este 6rgdo responda, prontamente e efetivamente, a uma variedade de
estimulos nocivos que ocorrem na interface do organismo com o0 meio externo,
como a acdo de toxinas, organismos patogénicos, radiacdo ultravioleta,
extremos de temperatura, garantindo assim a manutencdo da homeostasia
cutanea (BURBACH et al., 2000; HAAKE et al., 2000; WILLIAMS & KUPPER,
1996).

A pele, além de ser um dos principais locais para a invasao de bactérias,

fungos, parasitas e virus, devido a sua grande exposicdo também é um



importante local para a indugcéo de tumores, porém todos esses processos sao
influenciados pela resposta imune adquirida, que inclui células dendriticas
especializadas (ex.: células de Langerhans) e linfocitos T auxiliar (Thl e Th2)
(NORRIS, 2004). Nesse contexto, a pele é muito mais do que simplesmente
uma barreira fisica passiva entre o meio externo e interno, mas também uma
extensao do sistema imunoldgico (WILLIAMS e KUPPER, 1996).

As doencas dermatolégicas que tem sua etiologia em componentes
inflamatorios e/ou imunolégicos, incluindo as dermatites e a psoriase,
caracterizam—-se por alteracbes cutaneas que conferem um aspecto
desagradavel a pele e que necessitam de tratamento prolongado, além de
envolver componentes emocionais, nos quais promovem recidivas ou
exacerbacdo das lesdes (SOARES, 1995). As doencas inflamatérias da pele
como dermatites e psoriase afetam varios individuos no mundo e a prevaléncia
dessas doencas tem duplicado nos ultimos 10 a 15 anos (RUSSELJONES et
al; 2005; LJUBOJEVIE et al; 2002). Os mecanismos envolvidos na patogénese
das doencas inflamatérias cutdneas podem ser distintos, sendo algumas
doencas iniciadas por um processo alérgico ou irritativo. Assim, as doencas
inflamatdrias cutdneas ndo apresentam necessariamente o mesmo perfil e,
consequentemente ndo envolve o mesmo tipo de tratamento (FIRESTEIN,
2004; LEUNG et al., 2004).

A dermatite atépica é uma doenca inflamatéria crbnica que tem seu
inicio antes dos cinco anos de idade em 80% dos casos e que pode persistir
até a fase adulta. E caracterizada por um estado de hiper-reatividade cutianea a
estimulos normalmente in6écuos a individuos ndo-atépicos, ressecamento

intenso, prurido, eritema, niveis elevados de IgE e eosinofilia. A etiologia da
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dermatite atdpica é bastante complexa, porém varios estudos indicam que
nessa condicdo cutdnea esta envolvida a ativacdo de diferentes vias
imunoldgicas e inflamatoérias. A dermatite atopica € inicialmente caracterizada
por niveis elevados de IL-4 e IL-13, em consequéncia da presenca de um
infiltrado de células Th2. Essas citocinas induzem a sintese de IgE e IL-5, e
esta, por sua vez, tem uma importante funcdo no desenvolvimento e
sobrevivéncia dos eosinofilos. No entanto, durante a fase crénica ocorre uma
inversdo do perfil de citocinas para o tipo Thl, associada ao aumento da
expressao de IFN-y (GUTTMAN-YASSKY et al., 2007; LEUNG et al., 2004).
Outra doenca inflamatéria cronica €é a psoriase, que afeta
aproximadamente 2 a 3% da populacdo mundial e apresenta
caracteristicamente remissdo e exacerbacdo espontanea. A psoriase pode
iniciar em qualquer idade, porém estudos epidemiolégicos revelam que o seu
inicio € mais comum entre os 15 e 25 anos. Atualmente, é reconhecida como
uma doencga auto-imune causada por uma ativacéo inapropriada do sistema
imune celular. E caracterizada como papulo-escamosa como conseqiéncia da
hiperproliferacdo excessiva dos queratinécitos e da formacdo de um foco
inflamatorio. A sua patogenia envolve a integracdo de leucécitos infiltrados no
tecido cutaneo (células T, neutréfilos e mastoécitos), células residentes e uma
variedade de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas, fatores de crescimento e
eicosandides (KRUEGER & BAWCOCK, 2006; NICKOLOFF & NESTLE, 2004).
A dermatite de contato, por sua vez, € uma dermatose inflamatéria
frequente nos paises industrializados, sendo uma das doencas ocupacionais
mais comuns. E caracterizada por eritema, papulas e vesiculas, seguidas de

ressecamento e descamacdo. De acordo com os mecanismos fisiopatoldgicos
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envolvidos, podem-se distinguir dois tipos de dermatite de contato: a dermatite
de contato irritativa, decorrente dos efeitos téxicos e pro-inflamatorios de
xenobidticos capazes de ativar a imunidade inata da pele; e a dermatite de
contato alérgica, também conhecida como hipersensibilidade de contato, que
requer a ativacdo da imunidade adquirida antigeno especifica, levando ao
desenvolvimento de células T efetoras, que sdo mediadoras da inflamacéo
cutanea (HENNINO et al., 2005).

Vérias sdo as vias envolvidas no processo inflamatério cutaneo, assim
existe uma variedade de alvos moleculares que, quando antagonizados ou
neutralizados, bloqueiam uma via, conduzindo a um efeito antiinflamatorio e/ou
imunossupressor (SIMMONS, 2006). Nesse contexto, a compreensao da acao
e do uso de farmacos antiinflamatérios e imunossupressores nas doencas
inflamatérias cutaneas exigem o conhecimento do tipo de reacgdo inflamatéria
presente.

A melhor compreenséo da reacao imunoldgica cutanea permitiu grandes
avancos em relacdo ao desenvolvimento de novas terapias na Ultima década e
aumentou o arsenal de agentes disponiveis para o tratamento de doencas
inflamatorias cutdneas tanto na forma de monoterapia quanto na forma de um
esquema terapéutico que inclui diferentes agentes utilizados simultaneamente
(SKINNER, 2005). Os agentes imunosupressores sao utilizados no tratamento
de afeccdes cutdneas que tenham em sua patogénese o envolvimento do
sistema imune e exercem seus efeitos via inibicdo da producdo ou acéo da IL-2
(ex.: tacrolimus, pimecrolimus, ciclosporina), inibicdo da expressao de genes de
responsavel pela producdo de citocinas (ex.: glicocorticoides) e inibicdo da

sintese de purinas ou pirimidinas (ex.: micofenolato de mofetila) (RANG et al.,
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2007). Os imunomoduladores macrolactamicos, como o0 pimecrolimus e o
tacrolimus, inibem seletivamente a ativacdo das células T e a sintese de
citocinas pro-inflamatorias, (IL-3, IL-4, IL-5 e IFN-y). A terapia topica com esses
agentes imunomoduladores jA se mostrou efetiva em diversas condi¢cdes
dermatoldégicas, como na dermatite atopica, dermatite de contato, dermatite
seborreica, entre outras (SKINNER, 2005).

Os corticoides restringem a proliferacéo clonal das células Th através da
reducdo da transcricdo génica para IL-2, porém também interferem na
transcricdo de outras citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-1, etc). O micofenolato de
mofetila tem sido cada vez mais utilizado no tratamento de doencas
inflamatdrias e auto-imunes na dermatologia, sendo util como agente poupador
do uso de glicocorticoides em certas condi¢cdes dermatoldgicas como disturbios
bolhosos auto-imunes, incluindo o pénfigo vulgar (SIMMONS, 2006).

Também séo eficazes no tratamento de doencas inflamatérias como a
psoriase e dermatite atdpica os farmacos anti-citocinas que representam um
dos maiores avangos no tratamento de doencas inflamatdrias crbénicas graves
nos ultimos anos (RANG et al., 2007). Esses farmacos tém como alvo
moléculas de superficie das células T (ex.. Efalizumab e Alefacept) ou
bloqueiam a acdo de citocinas, como por exemplo agentes anti-TNFa
(Etanercept), sendo efetivos no tratamento da psoriase e da dermatite de
contato, com o uso ja aprovado pelo FDA. No entanto, esses farmacos sao
anticorpos frutos da engenharia recombinante, assim o seu custo é elevado,
limitando seu uso (TAN et al., 2007; WERTH, 2006).

O sistema imune como alvo no tratamento de algumas patologias

dermatolégicas e a compreensdao do mecanismo de acdo destes agentes
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permite a transicdo da terapia classica com os corticoides topicos, 0s quais
apresentam grandes alteracdes fisioldgicas, para a terapia com agentes
imunomoduladores (SKINNER, 2005; NICKOLOFF & NESTLE, 2004). No
entanto, os corticéides ainda sdo o0s agentes antiinflamatorios mais
empregados no tratamento de doencas inflamatérias cutaneas, devido aos
seus efeitos sobre a resposta imune e sua agao anti-inflamatéria. Porém, o uso
continuo dos corticoides é freqientemente acompanhado de efeitos adversos
severos e muitas vezes irreversiveis, incluindo a atrofia cutanea,
telangiectasias, hipertricose, alteracdes no processo de cicatriza¢do, Sindrome
de Cushing, entre outros (SCHOEPE et al., 2006; SCHACKE et al., 2002).
Mesmo com o arsenal de agentes antiinflamtérios e imunosupressores
disponiveis, alguns fatores comprometem a adesao do paciente ao tratamento
como o esquema posoldgico, efeitos adversos indesejaveis, custo elevado do
tratamento, etc (LEUNG et al. 2004; GOTTLIEB, 2005). Além disso, alguns
medicamentos ndo atingem a eficacia desejada ou comprometem a resposta
imunoldgica, aumentando o risco a infec¢cdes (RANG et al., 2007; FOX et al.,
2006; DISEPIO et al., 1999). Assim, a busca por novos agentes tem sido
amplamente focada nos produtos naturais, em busca de um farmaco efetivo no

tratamento das doencas inflamatérias cutaneas.
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1.3. Produtos naturais como alvos terapéuticos

As plantas e extratos vegetais foram e continuam sendo uma importante
fonte de produtos naturais biologicamente ativos e, devido a sua grande
diversidade em termos de estrutura, propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
podem ser modelo para a sintese de inumeros farmacos (NODARI & GUERRA,
2000). A reducéao da biodiversidade seja pelos desmatamentos para exploracéo
da madeira, expansdo de a&reas cultivadas ou como consequéncia do
aguecimento global, despertou maior interesse pelas espécies que ora existem,
mas que poderdo estar extintas dentro de pouco tempo. Isto trouxe a discussao
sobre as perdas que estas praticas acarretam e a necessidade de
procedimentos que tenham como meta o desenvolvimento sustentavel. A
industria de medicamentos percebeu nos produtos naturais uma grande
oportunidade de desenvolvimento em varios segmentos da cadeia produtiva,
seja na industrializacdo dos fitoterapicos, na distribuicdo de matérias—primas,
na producédo de plantas medicinais, entre outros (FONTE, 2004).

Atualmente, estima-se que 50% do total dos farmacos mundialmente
utilizados na clinica sdo derivados de produtos naturais (GURIB-FAKIM, 2006).
Apesar do percentual de crescimento do mercado de fitoterapicos ser bastante
significativo, apenas 8% da flora mundial apresenta estudos cientificos que
comprovam sua utilizacdo, sendo a maioria das indica¢cdes ainda baseadas na
tradicdo popular e na observacdo de efeitos com o relato de alguns casos
(NODARI & GUERRA, 2000). Um fator a ser levado em consideracéo para o
incentivo as pesquisas com produtos naturais € a adesdo do paciente ao

tratamento que é um dos maiores problemas para alcancar 0 sSucesso no
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tratamento durante longos periodos. Esta adesdo ao tratamento pode ocorrer
com o aumento na oferta de produtos naturais/plantas medicinais,
possibilitando a reunido de um numero maior de simpatizantes, reduzindo
significativamente a morbidade/mortalidade, sendo assim o aumento do
consumo de drogas naturais é uma atividade comum da populacdo em paises
em desenvolvimento (CALIXTO, 2000). Sendo assim, 0 aumento da pesquisa

com produtos naturais pode levar ao desenvolvimento de novos produtos.

1.4. Malva sylvestris

Malva sylvestris € uma espécie da familia Malvacea, natural na Europa,
Norte da Africa e da Asia. Nos tempos antigos, era usada por gregos e
romanos por suas propriedades emolientes e laxantes. Na medicina popular a
M. sylvestris € amplamente utilizada para diferentes condi¢ces inflamatérias
(COSTA, 2002; SIMOES et al., 2004; GUARRERA, 2005).

Conhecida popularmente como malva, a M. sylvestris € uma herbacea
anual, amplamente dispersa, freqliente nos campos, caminhos e entulhos
(SIMOES et al., 2004). Planta ereta, pubescente, com sua raiz principal (figura
4a) perpendicular, grossa, fusiforme, branca, carnuda, e de raizes secundarias
fina. O caule é ereto ou ascendente, ramoso, de 60 a 90 cm de altura. As
folhas da malva sao verdes, moles, macias ao tato, pubescentes, cordiforme-
orbiculares, com cinco a sete I6bulos pouco profundos levemente crenados,
palminérveas; peciolo comprido e duas estipulas auxiliares (Figura 3). As flores
sdo pediceladas com numerosos pélos patentes; epicalice formado por trés

bractéolas pequenas, lanceoladas, livres; calice gamossépalo campanulado

16



(Figura 4b), corola de cinco pétalas livres, maiores que o calice, cuneiformes,
chanfradas, coradas de rosa-violaceo, raiadas de vermelho, prefloracao
contorcida; estames numerosos (figura 4c e 4d), monodelfos, ligados na base
as pétalas e formando tubo por onde emergem os estiletes (Figura 4e)
aderentes na base; ovario supero formado de 10 a 20 carpelos dispostos em
circulo, num verticilo em volta do carp6foro e que na maturagdo originam
aquénios (Figura 3 e 4). As folhas e flores sdo inodoras e possuem sabor

mucilaginoso (COSTA, 2002).

Figura 3: A esquerda um arbusto de M. sylvestris localizado na cidade de Madri no
bairro de Peflagrande Espanha contendo folhas e flores. Foto tirada por Luiz
Fernandez Garcia no dia 30 de abril de 2007. Fonte:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Malva-sylvestris-20070430-2.jpg e a foto a
direita é de uma exsicata online de M. sylvetris. Fonte:
http://www.belleuropa.net/cassinazza/fiori/pic02/malva%?20sylvestris.jpg acessado em
dezembro de 2009

No exame microscopico da M. sylvestris verifica-se a existéncia de
numerosas células de mucilagem em toda a planta, abundantes no parénquima
foliar e mais nas sépalas e pétalas. Os pélos parecem isolados ou em
fasciculos, divergentes, principalmente sobre as nervuras. Ao lado destes
observam-se, ainda nas duas epidermes, pélos glandulosos, curtamente

pedicelados (FARINA et al., 1995).
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Figura 4: M.sylvestris L. ilustrada por Johann Georg Sturm em 1796 e pintada por
Jacob Sturm (livro: Deutschlands Flora in Abbildungen.) p 883. (a) Raiz principal e
secundarias; (b) calice; (c) estames; (d) estame isolado; (e) estilete; (f) fruto. Fonte:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Malva_sylvestris_Sturm63.jpg
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Dentre seus contituintes, o0s polissacarideos, encontrados em
concentracbes de 5-10%, sdo semelhantes aos encontrados para as demais
espécies da mesma familia (Malvaceae). Para as flores é relatada a presenca
de flavondides, antocianidinas e leucoantocianidinas. Nas folhas foram
detectados flavondides sulfatados. As mucilagens encontradas nas folhas
(8,2%) e nas flores (6,1%) contém acido D-galacturdnico, D-galactose, glucose,
L-arabinose, xilose e L-ramnose. As quantidades destes constituintes nas duas
mucilagens sdo semelhantes. Na planta identificaram-se ainda taninos e
vitaminas A, B1, B2, B9 e C, a cor das flores resulta de um antocianosido, o
malvésido, alem da presenca de 6leos essenciais (FARINA et al.,, 1995;
SIMOES et al., 2004; COSTA, 2002, VESHKUROVA et al., 2006). Cutillo e
colaboradores (2006) também descreveram a ocorréncia de terpendides como
sesquiterpenos, diterpenos e monoterpenos.

Avaliacdes farmacoldgicas realizadas especificamente com infusées de
malva séo raras, baseando-se, principalmente na correlagdo dos constituintes
presentes. Preparacdes das folhas e flores secas de malva, especialmente na
forma de infusos, sdo empregadas pelas propriedades emolientes, que se
devem as mucilagens, na reducdo e/ou alivio do estimulo do catarro nas vias
respiratorias superiores em estados inflamatérios das mucosas e faringea
(FARINA et al., 1995).

Alguns estudos tém descrito a utilizagdo e a eficacia de flores e folhas da
M. sylvestris. Um ensaio clinico realizado por Guarrera e colaboradores (2005)
demonstra o alivio da tosse na utilizacdo do extrato hidroalcéolico. Em modelos
animais, o extrato hidroalcodlico de M. sylvestris apresentou efeito

antinociceptivo (ESTEVES et al., 2009), acdo anti — inflamatéria quando
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realizado edema de pata induzido pela carragenina sendo aplicado
topicamente (FRONTERA et al., 2009), e como agente cicatrizante em modelo
de queimadura (PIRBALOUTI et al., 2009). Nas doencas inflamatorias que
acometem membranas mucosas, o0 extrato € utilizado como tratamento
(SIMOES et al., 2004) Finalmente, as propriedades antioxidante e
sequestradora de radical livre in vitro da M. sylvestris foram apresentadas por
DellaGreca e colaboradores (2009). Ja foi relatado que alguns componentes,
como escopoletina, presente na M. sylvestris sdo eficazes em modelos de
inflamacéo da pele (MUSCHIETTI et al., 2001; DELLAGRECA et al., 2009).
Sao raras as avaliacbes farmacoldgicas dos extratos da Malva sylvestris,
principalmente quando comparado o seu uso e de seus constituintes. Com
isso, se faz importante avaliar o seu possivel efeito antiinflamatério topico.
Tendo em vista a auséncia de estudos que comprovem a eficacia e seguranca
do uso desta planta, somado a falta de eficicia dos tratamentos atualmente
disponiveis para as patologias cutadneas de caréater inflamatorio, o estudo sobre

a eficacia da M. sylvestris mostra—se justificada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatoria tépica do EEMS (EEMS), duas
fracOes e a resina em modelos animais a partir de técnicas farmacolégicas e os

possiveis mecanismos de acao desta planta.

2.2 Objetivos Especificos

» Avaliar o efeito do EEMS, duas fracOes e a resina em modelo de
edema de orelha mediado por acetato de 12-O-tetradecanoilforbol
13-acetato (TPA) e do EEMS quando mediado por &cido
araquidonico (AA);

» Avaliar o efeito do extrato EEMS sobre a migracdo leucocitaria;

» Analisar a influéncia do EEMS nos niveis da citocina IL-1;

» ldentificar se o EEMS possui atividade em modelos de

hipersensibilidade induzido por oxazolona.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Vegetal

O material vegetal foi adquirido da Quimer Ervas Medicinais — Sao
Paulo. A fim de verificar se realmente era M. sylvestris o material adquirido, foi
realizado testes de controle de qualidade através exames de morfologia vegetal
seguindo padrdes da farmacopéia brasileira e helvética, uma vez este material
se encontrava rasurado. Estas analises foram realizadas pela Prof. Dra. Marcia
Duarte do Dep. Ciéncias Farmacéuticas - UFPR

O extrato etandlico foi preparado pelo professor Moacir Pizzolatti do
departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina, a partir
das folhas secas da M. sylvestris.

As folhas de M. sylvestris (3 kg) foram submetidas a extragdo por
maceragado exaustiva com EtOH/ H20 ( EtOH 96%), a temperatura ambiente,
durante uma semana. O extrato obtido foi filtrado e concentrado em rotavapor
sob pressao reduzida, a 50 °C, até 1/3 de seu volume inicial. O extrato
etandlico foi mantido em repouso por alguns dias a 4 °C. Logo apds, notou-se o
aparecimento de um residuo solido, diante este fato, foi realizada uma filtragcao
para separar este residuo sélido do restante do extrato, onde se obteve um
rendimento de 157,6 g de extrato e 43 g de residuo O protocolo de extracao foi

adaptado de CUTILLO e colaboradores (2006).
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3.2 Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos
Swiss (25-35 g) provenientes e mantidos no Biotério Central do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da UFPR, em temperatura de 22 + 2 °C, respeitando uma
fase clara/escura de 12 horas, com livre acesso a agua e racdo. Antes do
inicio dos experimentos os animais foram mantidos no laboratorio por um
periodo de pelo menos 1 hora para adaptacdo, ndo sendo estes animais
reutilizados em testes posteriores. Os experimentos foram conduzidos de
acordo com as orientacfes para os cuidados com animais de laboratorios. O
presente projeto foi submetido a avaliacdo do comité de ética em
experimentacdo animal do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR, sob o

numero 399.

3.3 Avaliagcédo do edema de orelha

O modelo animal in vivo mais utlizado para estudar o processo
inflamatorio cutdneo é a indugcdo de edema na orelha de camundongos. Este
modelo consiste num método rapido e simples, requer pouca quantidade de
substancias e permite resultados reprodutiveis. No que diz respeito a sua
aplicacdo farmacoldgica, este modelo induzido por diferentes agentes (ex.:
TPA, radiacdo UVB, &cido araquidénico e oxazolona) permitem uma variedade
de modelos de inflamacdo cutanea apropriados para a avaliacdo tanto topica

como sistémica de agentes sintéticos, extratos de plantas, bem como
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substancias isoladas de plantas (GABOR, 2000; WINYARD & WILLOUGHBY,
2003).

Este modelo foi empregado com o objetivo de verificar inicialmente a
formacdo de edema e posteriormente a analise de outros parametros do
processo inflamatério com coleta de amostras (circulos de 6 mm de diametro
da orelha de camundongo) apds a eutanasia dos animais. O edema de orelha
foi expresso como o aumento da espessura da orelha dos camundongos em
pum. A espessura foi medida antes e apos a inducdo do processo inflamatorio
utilizando um micrébmetro digital (Great MT-04513). A medida foi realizada
proxima a extremidade medial da orelha e registrando a sua espessura através
da diferenca entre a primeira medida (basal) e a medida feita ap6s a aplicacédo
do agente flogistico. Para minimizar variacbes de medida na técnica, o0s
experimentos foram realizados por um Unico experimentador. O extrato
etandlico, as diferentes fracdes e os agentes flogisticos foram dissolvidos em
20 pL de acetona e aplicados na orelha direita de camundongos de forma

topica.

3.4 Edema de orelhainduzido pela aplicacédo de TPA

Um dos constituintes ativos do o6leo de créton é o 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). A aplicacao topica de ésteres de forbol,
como o TPA, induz inflamacao na pele e respostas hiperproliferativas (quando
aplicado de forma crénica) nos animais, assemelhando-se sob muitos aspectos
aos sinais de algumas doencas de pele como a psoriase (GABOR, 2000). O

edema foi induzido pela aplicacdo tépica de TPA (2,5 pg) na orelha direita de
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camundongos sobre um volume de 20 pl. O extrato etandlico, as fracdes
(aquosa, acetato e resina) da M. sylvestris e a dexametasona (utilizada como
controle positivo) foram aplicados topicamente seguindo 0 mesmo
procedimento logo apds a aplicacdo do TPA. A variagcdo da espessura da
orelha foi avaliada 6 horas apds a aplicacdo do agente flogistico (TPA) (DE
YOUNG et al.,1989). Foram coletadas amostras das orelhas dos camundongos
6 horas apoés a aplicacéo do TPA, para a dosagem de citocina, e 24 horas ap0s
a inducdo do edema, para realizacdo da avaliacao histolégica e da atividade da

enzima mieloperoxidase.

3.5 Atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da enzima MPO, utilizada como indicativo da presenca de
leucécitos polimorfonucleares, foi avaliada utilizando metodologia de Bradley e
colaboradores (1982) modificada por De Young e colaboradores (1989). Foram
adicionados as amostras 0,75 mL de tampéao fosfato de s6dio 80 mM e pH 5,4
contendo 0,5% de hexadeciltrimetilaménio (HTBA) e homogeneizado por cerca
de 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em microtubos e adicionado a 0,75
mL do tampdo HTBA e centrifugado a 12000 xg a 4°C por 15 min. Triplicatas
de 30 pL do sobrenadante foram colocadas em placas de 96 pocos e
posteriormente foram adicionados 200 puL de uma mistura contendo 100 pL de
uma solucéo de fosfato de sédio 80 mM pH 5,4, 85 uL da solucéo de fosfato de
sédio 0,22 M pH 54 e 15 pL de H,0O, 0,017% em cada poco. O inicio da
reacao ocorre pela adicdo de 20 pL de tetrametilbenzidina HCI (TMB) 18,4 mM

dissolvida em uma solucdo aquosa de dimetilformamida 8%. Posteriormente a
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placa foi incubada a 37°C por 3 min e a reacao interrompida pela adicdo de 30
uL de acetato de sédio 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) com comprimento de onda de 630 nm, sendo

expressa em mDO/bidpsia.

3.6 Quantificacédo dos niveis de IL-1PB tecidual

O nivel tecidual de IL-1[ foi avaliado 6 h apés a aplicacdo do TPA nas
orelhas de camundongos utilizando o método de ELISA como descrito
previamente por Otuki et al. (2005) com pequenas modificacdes. As amostras
(circulos de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos) foram
homogeneizadas em um tampao PBS contendo 0,05% de Tween 20, 0,1 mM
de fluoreto de fenitilmetilsulfonil (PMSF), 0,1 mM cloreto de benzametonio, 10
mM de EDTA e 20 uM de aprotinina e centrifugadas a 3000 xg por 10 min. O
sobrenadante foi coletado e mantido a -80° C para analise posterior. Os niveis
de IL-1P foram avaliados utilizando kit de ELISA (R&D System, EUA), seguindo

as instrucdes do fabricante.

3.7. Analise histolégica

Foram realizados estudos histologicos a fim de avaliar a modificagédo
estrutural e também celular da pele causada pelo TPA e alteracdo apos

tratamento com a M. sylvestris. As amostras de orelhas, coletadas dos
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camundongos submetidos ao modelo de edema de orelha induzido por TPA,
foram fixadas em solucéo de Alfac (85% alcool 80° GL, 10% formaldeido 40% e
5% acido acético) por 16 h. As orelhas foram posteriormente desidratadas,
emblocadas em parafina, seccionadas em cortes de 5 um e coradas 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 areas representativas utilizando aumento de 200 e/ou 400 X,

sendo fotografadas para avaliacédo histopatoldgica.

3.8 Edema de orelha induzido por acido araquiddnico

O acido araquidbnico, assim como seus metabdlitos, estdo envolvidos
na patogénese de varias doencas inflamatérias da pele, como verificada na
dermatite atopica e psoriase (GABOR, 2000). Desta forma, o extrato e as
fracOes da M. sylvestris foram administrados topicamente apds a aplicacdo do
acido araquidénico (2,0 mg/orelha) na orelha direita de camundongos. A
variacdo da espessura da orelha foi avaliada 1 hora ap6s a aplicacdo do

agente flogistico (YOUNG et al., 1984; CRUMMEY et al.,1987).

3.9 Edema de orelhainduzido pela aplicacéo topica da oxazolona

Para verificar o efeito da M. sylvestris sobre a resposta inflamatoria
alérgica utilizamos o modelo de hipersensibilidade tardia induzido por

oxazolona. A dermatite de contato alérgica é definida como uma reacdo de
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hipersensibilidade do tipo tardia, que envolve duas fases: a fase de
sensibilizacdo ou inducéo e a fase efetora (BAS et al., 2007). Este modelo se
assemelha com as dermatites observadas em humanos, na qual se verifica a
formacdo do edema, migracdo de leucocitos polimorfonucleares e linfocitos T
(CD4+ e CD8+) (BAS et al.,, 2007; FUJI et al., 2002). Os animais foram
sensibilizados através da aplicacdo tépica deulb0de uma saléo de

oxazolona a 2% (p/v) em acetona, no abdémen dos animais por 2 dias
consecutivos. Os animais foram tricotomizados 48 horas antes. Apos 6 dias da
sensibilizacdo o desafio foi realizado, onde foi aplicado topicamente 30 yL da
solucdo de oxazolona a 2% 15uL em cada face da orelha direita dos animais,
sendo que o extrato hidroalcéolico da M. sylvestris na dose de 3 mg/orelha foi
administrado com 1 hora de antecedéncia da aplicacdo da oxazolona, assim
como a dexametasona que foi utilizada como controle positivo. A administracéo
por via topica do extrato prosseguiu nos tempos de 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96
horas apos o desafio, sendo o edema avaliado a cada 24 horas no decorrer

desse periodo (RECIO et al., 2000).

3.10 Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM), exceto para os valores das DI50 (dose necessaria para inibir em 50%
as respostas inflamatérias dos grupos tratados em relacdo ao grupo controle),
que foram representados como a média geométrica seguido de seu respectivo
intervalo de confianca, de 95%. Os dados foram avaliados pela andlise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de mdltipla comparacéo de
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Newman — Keuls quando necessario. Valores de P menores do que 0,05 (P <
0,05) foram considerados significativos. Os calculos acima foram realizados
utiizando o Software estatistico GraphPad Prism version 3.00, San Diego

Califérnia, EUA.
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4. RESULTADOS

4.1 Edema de orelha induzido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-

acetato (TPA)

Aplicacéo tépica do EEMS (Figura 4) causou uma inibicéo significativa e
dose-dependente do edema de orelha causado pelo TPA. O valore DI50 do
EEMS foi de 0,36 (0,12 - 0,90) mg/orelha, com inibicdo de 77 + 6 % na dose de
3,0 mg/orelha.

A aplicacdo topica da fracdo aquosa da M. sylvestris foi capaz de
prevenir a formacdo do edema em 31,4 = 7,4%, em relacdo ao controle, na
dose de 3,0 mg/orelha (Figura 6A). A fracdo acetato de etila (Figura 6B)
também foi capaz de impedir a formacao do edema causado pelo TPA, na dose
de 1,0 mg/orelha com inibicéo de 89,2 *+ 3,4% em relacdo ao controle. A resina
da M. sylvestris (Figura 6C) na maior dose (3,0 mg/orelha) causou inibicdo
significativa do edema de orelha de 53,3 £ 5,1%.

O farmaco utilizado como referéncia, a dexametasona (0,05 mg/orelha),
provocou significativa inibicdo do edema induzido pelo TPA em todos os testes,
apresentando efeito inibitério de 89 * 2%, 93,4 + 0,6% 94,8 + 0,4% e 95,5 +

2,5%, respectivamente nas figuras 6A, 6B e 6C.
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Figura 5: Efeito do EEMS e dexametasona (Dexa) administrado topicamente
na inducdo do edema de orelha por TPA. O edema foi avaliado 6 h apds a
inducdo. Cada ponto representa a media * erro padrédo da média com um N de
5-10 animais. Os asteriscos representam a diferenga dos grupos em relacao ao
controle, sendo que ***P<0,001 de significancia.
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Figura 6: Efeito de diferentes fracdes e resina da M. sylvestris e dexametasona
(Dexa) administrado topicamente na inducdo do edema de orelha por TPA. O
edema foi avaliado 6h apds a inducdo, Onde A é o efeito da fragdo aquosa, B
fracdo acetato de etila e C a resina do extrato de M. sylvestris. Cada ponto
representa a media + erro padrdo da média com um N de 5 - 9 animais. Os
asteriscos representam a diferenca significativa dos grupos em relacdo ao
controle, sendo que, * P<0,05, ** P<0,01 e **P<0,001.
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4.2 Ensaio da atividade da MPO

O tratamento da orelhas com TPA induziu aumento significativo na
atividade da MPO no local (Figura 7). Aplicagédo do EEMS foi capaz de inibir o
aumento da atividade da MPO causado pelo TPA de modo dependente da
dose. O valor DI5O0 foi de 0,46 (0,30-0,62) mg/orelha e a maior inibicdo da
atividade enzimatica foi na dose de 3 mg/orelha impedindo por completo a
migracdo. A droga usada como referéncia dexametasona (0,05 mg/orelha)

também causou uma inibi¢éo total para a atividade MPO.
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Figura 7: Efeito do EEMS e dexametasona (Dexa) administrado topicamente
na inducéo do edema de orelha por TPA. A atividade da MPO foi avaliada 24h
apos a inducdo do edema. Cada ponto representa a media + erro padrdo da
média com um N de 5 - 8 animais. Os asteriscos representam a diferenca dos
grupos em relagédo ao controle, sendo que **P<0,001 de significancia.
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4.3 Analise histolégica

A andlise por microscoépica Optica das orelhas 24 h apds a aplicacdo de
TPA, revelou o aparecimento de infiltracdo de células inflamatdrias, associadas
com 0s vasos sanguineos dilatados. Todos os eventos foram reduzidos apés a
aplicacédo topica de 3,0 mg/orelha do EEMS bem como pela aplicagdo de 0,05

mg/orelha do controle positivo, dexametasona (Figura 8).
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Figura 7: Efeito do EEMS e dexametasona administrado topicamente apos a
inducdo do edema de orelha por TPA. Os cortes histoldgicos foram feitos 24 h
apos a inducdo do edema. Sendo que (A) veiculo, (B) TPA, (C) TPA + M.
sylvestris, (D) TPA + Dexa. Coradas com hematoxilina e eosina e seccdes de 5
Mm em um aumento de 200X e 400X.
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4.4 Quantificacao dos niveis de IL-1B tecidual

A aplicacdo topica de TPA na orelha causou aumento significante no
nivel de IL-1B no tecido apds o tratamento com TPA (Figura 9). O aumento no
nivel de IL-1B na orelha foi inibido de modo dependente da dose pela aplicagdo
tépica do EEMS, apresentando valor de DI50 de 0,96 (0,92 - 1,0) mg/orelha e
uma inibicdo completa com a dose de 3,0 mg/orelha. O tratamento com
dexametasona (0,05 mg/orelha) também causou reducdo completa do aumento

no nivel de IL-1B provocado pelo TPA (Figura 9).
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Figura 8: Efeito do EEMS e dexametasona (Dexa) administrado topicamente
na inducdo do edema de orelha por TPA na producao de IL-1B. O nivel de IL-
18 foi avaliado 6 h apds a aplicacdo do TPA. Cada ponto representa a media +
erro padrdo da média com um N de 4 - 5 animais. Os asteriscos representam a
diferenca dos grupos em relacdo ao controle, sendo que **P<0,001 de
significancia.
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4.5 Inducao de edema de orelha por acido araquidénico

Os metabolitos derivados da ciclooxigenase e da lipoxigenase pela via
do acido araquidénico (AA) estdo envolvidos no processo inflamatorio. A
aplicacado topica de AA provoca resposta inflamatéria rapida e intensa na orelha
de camundongos, que e bloqueada por seus respectivos inibidores (Young et
al., 1984; De Young et al., 1989). A aplicacdo tépica do EEMS causou inibigdo
significativa e dose-dependente do edema de orelha induzido por AA. O valor
de DI50 para o extrato foi de 0,39 (0,37-0,42) mg/orelha, com inibigdo de 80 *
3% na dose de 3,0 mg/orelha. Neste modelo foi utilizada como droga de
referéncia a indometacina (2,0 mg/orelha), que também causou uma inibicao

significativa do edema causado pelo AA em 62 + 6% (Figura 10).
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Figura 10: Efeito do EEMS e Indometacina (Indo) administrado topicamente na
inducdo do edema de orelha por AA. O edema foi avaliado 1h apos a inducéo
com AA. Cada ponto representa a media + erro padrdo da média com um N de
5 - 8 animais. Os asteriscos representam a diferenca dos grupos em relacdo ao

controle, sendo que ***P<0,001 de significancia.
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4.6 Inducdo de edema de orelha por oxazolona

O desafio com oxazolona na orelha promoveu a formagdo de edema,
gue perdurou por até 96 h nos animais previamente sensibilizados. Entretanto,
esse efeito ndo foi observado nos animais que ndo foram expostos a oxazolona
na fase de sensibilizacdo (Nao sensibilizado). O tratamento topico com o
EEMS causou reducao significativa j& nas primeiras 24 horas apés a aplicacédo
(3,0 mg/orelha), apresentando inibicdo de 49,8 + 5,3%. Transcorrida 96 h do
desafio, verificou — se que o tratamento com o extrato da malva apresentou
reducdo do edema de 65,1 + 14,5%, e a dexametasona (0,05 mg/orelha),
sendo utilizado como controle positivo do modelo, também causou inibicdo

significativa de 65,5 + 12,6% (Figura 11).
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Figura 11: Efeito do EEMS e dexametaxona (Dexa) no modelo de
hipersensibilidade tardia induzido pela oxazolona. Os animais foram
sensibilizados e ap6s 6 dias foram desafiados com uma nova exposicdo de
oxazolona. Para o desafio os animais receberam na orelha solugdo de
oxazolona a 2% (15 pyL em cada face), e depois de 1 h foram tratados de forma
topica, somente com o veiculo (acetona) e esse grupo é denominado de
controle, EEMS (3,0 mg/orelha) ou Dexa (0,05 mg/orelha) na fase de
sensibilizacdo e fase efetora. Outro grupo de animais, que n&o foram
previamente sensibilizados, foi tratado somente com oxazolona na orelha
direita (ndo sensibilizados). Cada ponto representa a media + erro padrao da
média, com um N de 5-10 animais. Os asteriscos representam a diferenca
significativa dos grupos em relacdo ao controle, sendo que, * P<0,05, ** P<0,01
e ***P<0,001.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel verificar a acdo topica do EEMS em modelos
de inflamacdo aguda na pele de camundongos. De acordo com Guarrera
(2005) a M. sylvestris € uma planta amplamente utilizada na medicina popular
como agente antiinflamatério. Além disso, o autor demonstrou que o extrato
hidroalcodlico das folhas e flores da malva apresenta eficacia no alivio da tosse
através de ensaios clinicos (GUARRERA, 2005). Estudo mais recente mostrou
que o extrato hidroalcodlico apresenta efeito antinociceptivo em modelos
animais (ESTEVES et al., 2009). A escopoletina, composto presente nesta
planta, possui atividade antiinflamatéria em modelo de inflamacdo aguda em
pele de camundongo induzido por TPA (MUSCHIETTI et al., 2001,
DELLAGRECA et al., 2009), sendo entdo uma das justificativas dos resultados
observados.

A reacao inflamatoria aguda é caracterizada por quatro sinais classicos,
rubor, calor, edema e dor, conhecidos também como sinais cardinais da
inflamacg&o descritos pela primeira vez por Cornelius Celsus um século antes
de Cristo, e posteriormente foi acrescentado por Galeno o quinto sinal, a perca
da funcéo do érgdo acometido (RATHER, 1971). A inflamacdo é composta por
varios eventos, como alteracdo hemodinamica local, representando o calor e 0
rubor, o0 aumento da permeabilidade vascular dando origem a formacg&o do
edema, além de um grande aumento no numero de leucdcitos no local e
liberacdo de diversos mediadores a fim de promoverem uma resolugéo do

processo (RAO et al., 1993; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).
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O protocolo experimental de inflamacdo cutanea e também dos agentes
flogisticos como o TPA, AA e a sensibilizacdo promovida pela oxazolona, sao
amplamente aceitos e utilizados na investigacdo de farmacos antiinflamatorios
esterdides e agentes ndo esteroides, com efeitos topico promovendo eventos
caracteristicos como edema, infiltragcdo de leucdcitos polimorfonucleares, os
quais com um pico de migracdo no periodo de 24 horas, producdo de
metabolitos do &cido araquiddnico, citocinas e outros mediadores pro-
inflamatérios (GABOR, 2000; OTUKI et al., 2005), por isso a escolha destes
modelos.

A aplicacéo topica de TPA ocasiona a uma resposta inflamatoria, que €
avaliada através da formacdo de edema, aumento da permeabilidade vascular
e hiperproliferacdo epidérmica (FURSTENBERGER et al., 1994), que ocorrem
em consequéncia da producdo de mediadores como prostraglandina Eo,
leucotrienos e IL-1. O TPA inicia uma rapida liberacdo de mediadores como
histamina, serotonina e TNF-a, quedadr promover 0 aumento na
permeabilidade vascular e grande influxo de neutréfilos, consequentemente
provoca a liberagdo de AA resultando em um metabolismo subsequente da
liberacdo destes mediadores, onde inibidores da fosfolipase A2 fazem com que
ocorra uma reducao da formacdo do edema e infiltracdo de leucécitos neste
modelo (BRALLEY, et al., 2007).

Os dados obtidos com o extrato etandlico das folhas de M. sylvestris foi
capaz de reduzir a formacdo do edema causado pelo TPA, atingindo inibic&o
de 77% na dose maxima testada (3 mg/orelha), ou seja apresentando eficacia

semelhante a droga padrdo, a dexametasona. Esse resultado sugere que o
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extrato testado da malva possui atividade anti-edematogénica quando aplicado
topicamente.

Outro parametro avaliado na resposta inflamatoria aguda causada pelo
TPA foi o efeito da malva sobre a migracao leucocitaria. Para tanto, o primeiro
passo foi verificar o efeito do tratamento tépico com o EEMS sobre o aumento
da atividade da enzima MPO na pele. A atividade desta enzima € um indicativo
da quantidade de leucocitos PMN infiltrado no tecido (AJUEBOR et al., 2000;
BRADLEY et al.,, 1982). A ativacdo de neutrofilos aumenta a liberacdo de
leucotrienos e prostandides na pele os quais promovem um quadro
inflamatério. Sendo assim, a reducdo na migracdo de neutrofilos impede a
sintese destes mediadores inflamatérios, o que pode ser interessante para
tratar doencas inflamatérias (TRAMPOSCH et al., 1990). O acumulo de
neutrofilos desempenha um papel critico em doencas inflamatérias cutaneas,
como dermatite (IAROVINSKII et al., 1995). A M. sylvestris foi capaz de reduzir
a atividade da MPO na pele da orelha de modo dependente da dose. Logo,
este resultado sugere que o EEMS é capaz de interferir na migracdo de PMN
no processo inflamatério agudo causado pelo TPA. Para complementar estes
dados foi realizada a andlise histologica. Esta confirmou que a aplicacéo tdpica
do extrato reduziu o influxo de PMN e a formacao de edema apds a aplicacdo
do TPA.

A aplicacdo de TPA na pele, além de promover a hiperplasia epidérmica,
diferenciagcdo anormal de queratindcitos, infiltracdo de leucdcitos, causa um
aumento na producao e liberacéo de citocinas (IL-18 e TNF-a) (REYNOLDS et
al., 1998). Estas citocinas sédo produzidas tanto por células residentes como por

leucdcitos que migram apds o estimulo inflamatério. Apos sua liberacdo tem
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acao local ou sistémica, o que pode induzir a sua propria produ¢cdo ou mesmo
a geracao secundaria de outras citocinas. Além disso, tem sido amplamente
mostrado que destas acles ocorre a ativacdo de fatores de transcricdo (NF-kB
e AP1) e proteinas quinases (MAPK e da PKC), que, por sua vez, regulam a
expressdo de genes alvo indispensaveis para a manutencdo da estado
inflamatorio (CALIXTO et al., 2004), sugerindo que ambas as citocinas (IL-1B e
TNF-a) inflamatdrias medeiam a sinalizacdo e desempenham um papel crucial
na inflamacdo aguda induzida pelo TPA, sendo a PKC seu principal alvo
molecular (GARG et al. 2008; OTUKI et al., 2005; UEDA et al., 2004).

Nossos resultados indicam que o EEMS também foi capaz de reduzir os
niveis da citocina IL-1B. De fato, a IL-1B € liberada por células da pele lesada,
tais como células dendriticas, células de Langerhans epidérmicas, melandcitos,
fibroblastos e leucdcitos no sitio inflamatorio (GRONE, 2002). Além disso, a IL-
18 induz a transcricdo de uma série de genes, incluindo moléculas de adesao,
quimiocinas, citocinas secundarias, 6xido nitrico sintase e ciclooxigenase,
todos relevantes para a inflamacao da pele (MURPHY et al., 2000).

A regulacdo dos genes responsaveis pela expressdo de varios pro-
proteinas inflamatorias, como citocinas (IL-1 e TNF-a), quimiocinas (IL-8 e MIP-
1 B), moléculas de adesdo (ICAM, VCAM e E-selectina), enzimas (iNOS e
COX-2), entre outros, esta diretamente ligado ao fator de transcricdo nuclear
NF-«x B (KARIN & BEN-NERIAH, 2000; PICKART, 2004; ROTHWARF &
KARIN, 1999). Diversos estimulos podem induzir a ativacdo de fatores de
transcricdo nucleares, tais como NF-«B, incluindo, infecgdo viral e UV. O
aumento da ativacao do fator nuclear esta diretamente ligado ao agravamento

e desenvolvimento de doencas inflamatérias na pele, incluindo psoriase,
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dermatite de contato, doencas auto-imunes e carcinogénese (BELL et al.,
2003). Sendo assim, € possivel que o efeito antiinflamatorio da malva seja
decorrente, pelo menos em parte, a interferéncia na producédo de IL-13, o que
resultaria na reducdo dos niveis de outros mediadores e consequientemente
interferindo negativamente na migracéo de neutrofilos.

Quando foram testadas as fracfes acetato de etila, aquosa e a resina no
modelo do TPA verificou-se que a fracdo acetato de etila apresentou maior
eficacia com efeito maximo semelhante ao obtido com o extrato. Estes dados
corroboram com o observado por DellaGreca e colaboradores (2009) onde
demonstraram que a fracdo acetato de etila é composta por uma grande
concentracdo de escopoletina, composto este com eficicia antiinflamatéria
comprovada anteriormente (MUSCHIETTI et al., 2001).

Varios trabalhos demonstram que a aplicacao topica de AA provoca uma
resposta inflamatéria rapida e intensa em orelha de camundongos através da
producdo de prostaglandinas e leucotrienos, sendo este efeito bloqueado por
inibidores da lipoxigenase (LOX) (DE YOUNG et al., 1989; CHANG et al., 1986;
CARLSON et al., 1985; Young et al., 1984). Segundo Maldve e colaboradores
(2000), o inicio da resposta inflamatdria provocada pelos metabdlitos gerados
pela ciclooxigenase (COX) e LOX indica uma importante participacdo dos
metabolitos do AA na inflamag¢do aguda. Uma vez que o EEMS foi capaz de
previnir o edema causado pelo AA na pele, sugerindo que um dos mecanismos
pelo qual o extrato esta tendo seu efeito antiinflamatorio pode ser decorrente
da interferéncia na producéo de derivados da COX e LOX.

Além do modelo animal de dermatite de contato irritativa (modelo do

TPA) investigamos a agdo do EEMS em um modelo de dermatite alérgica. A
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dermatite de contato alérgica pode ser induzida por alérgenos tais como a
oxazolona e o dinitrofluorobenzeno (DNFB), utilizados como ferramentas
farmacoldgicas experimentais. O modelo de edema de orelha induzido pela
oxazolona mimetiza a reacdo de hipersensibilidade de contato do tipo tardia
que é caracterizada por uma resposta inflamatoria, acompanhada de infiltrado
celular e liberacdo de diversas citocinas (ABBAS e LICHTMAN, 2005). Duas
fases distintas sdo necessarias para atingir uma reacao de hipersensibilidade
maxima neste modelo: a fase de sensibilizacdo e a fase efetora. A fase de
sensibilizacdo ocorre no primeiro contato da pele com a oxazolona e é a fase
responsavel pela expansdo das células T. A oxazolona aplicada topicamente
penetra na epiderme onde € captada pelas células apresentadoras de
antigenos (APC), que migram para os linfonodos, onde através do MHC,
apresentam as moléculas de oxazolona aos precursores de células T
especificas. Estes precursores sao ativados e sofrem expanséao, sob influéncia
da IL-12 (HENNINO et al., 2005; TUCKERMANN et al, 2007).

A fase efetora ocorre ap0s o contato subsequiiente com a oxazolona, que
induz a producdo de quimiocinas, ativagdo de células endoteliais e de
mastocitos, que resultam na ativacdo da microvasculatura, permitindo a
infiltracdo dos leucécitos durante as primeiras 2 horas. Os linfocitos T
sensibilizados migram para a derme e sdo re-estimulados pelas células de
langerhans residentes, onde passam a secretar mediadores inflamatorios que
promovem migracao leucocitaria (TUCKERMANN et al, 2007; HENNINO et al.,
2005).

Algumas citocinas secretadas pelos linfocitos T ativados tais como a IL-

2, TNF-B e IFNy promovem a ativacdo dos macréfagos e estes, por sua vez,
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estimulam a inflamacdo aguda por meio da secrecdo de outras citocinas,
principalmente TNF-a e IL- 1, quimiocinas, PGs e LTs (ABBAS & LICHTMAN,
2005; DEBENEDICTS et al., 2001). Assim, a sensibilizacdo dos camundongos
com a aplicacdo de oxazolona produz uma hipersensibilizacdo de contato
caracterizada por edema, infiltracdo de mondcitos, granulécitos e macrofagos,
e aumento da populacdo de linfécitos T (CD8 +) (SHIN, 2005; FUJII et al.,
2002; WANG et al., 2000).

A aplicacdo do EEMS em ambas as fases no modelo da oxazolona
reduziu o edema causado pelo desafio. Este efeito da malva utilizada
topicamente mostrou eficdcia semelhante ao corticGide dexametasona, 72 e 96
h apds o desafio. Estes dados mostram que o EEMS também pode interferir na
reacao inflamatdria alérgica da pele.

Estudos que antecedem a este demonstraram que a M. sylvestris
apresenta classes de compostos com importantes atividades farmacoldgicas
antiinflamatdria, tais como terpenos, sesquiterpenos, taninos, flavondides e
polissacarideos (NIJVELDT et al., 2001). Em outras plantas, como Calendula
officinalis, Matricaria recutita, Eugenia brasiliensis, Malva parviflora o0s mesmos
grupamentos quimicos se mostram eficazes (PIETROVSKI et al. 2008; SHALE
et al., 2005). Recentemente, DellaGreca e colaboradores (2009) descreveram
as propriedades antioxidantes e sequestradora de radicais livres do extrato
aquoso de M. sylvestris e onze compostos purificados a partir da fragdo acetato
de etila. O trabalho apresentado por Chung e colaboradores (2001) relata que a
formacao do edema induzido por TPA também pode ser regulada pela geracao
de perdxido de hidrogénio. Este estudo faz evidéncia a diversos compostos

antioxidantes reduzindo a inflamacgédo produzida pelo TPA. Sendo assim, é
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possivel que esta atividade sobre ROS possa fazer parte da acao
antiinflamatéria do extrato testado. Além disso, também confirma a maior
poténcia no efeito anti-edematogénico da fracdo acetato quando comparada

com a fracdo aquosa e a resina.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a administracao
tépica do EEMS:

» Foi capaz de reverter o edema de orelha e a migracdo leucocitaria, bem
como os niveis de IL-1B tecidual mediados por TPA;

» Inibiu 0 edema de orelha mediado por acido araquidénico;

» Apresentou eficacia contra o edema em modelo alérgico de pele
causado pela oxazolona;

» A as fragles, principalmente a acetato, mantiveram a eficacia topica

sobre o0 edema causado pelo TPA.

Este estudo nos permitiu demonstrar que o extrato da M. sylvestris, bem
como suas fracdes e resina, apresentam atividade antiinflamatéria quando
aplicados por via tépica em modelos de inflamagdo na pele. A avaliagdo
preliminar do mecanismo de acao do extrato sugere interferéncia na citocina Il-
1B, porém outras metodologias devem ser conduzidas para investigar o
mecanismo celular e molecular pelo qual a planta exerce este efeito. Além
disso, ha necessidade da avaliacao por testes toxicologicos, a fim de verificar a

sua seguranga para o uso clinico, justificando seu uso etnofarmacoldégico.
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