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RESUMO

Na busca por melhora na qualidade de vida dos seres humanos, o tratamento de
doengas de pele, como a psoriase (doenga hiperproliferativa cutédnea), se faz valido,
por causar enorme desconforto social ao paciente. Neste contexto estudos anteriores
demonstram que a Malva sylvestris L., possui atividade anti-inflamatéria em modelos
animais de inflamacao topica, tornado uma planta promissora para o aprofundamento
de seus efeitos. O presente estudo buscou verificar a acdo do extrato etandlico de M.
sylvestris (EEMS) sobre a resposta inflamatdria crénica e hiperproliferativa na pele de
camundongos causada pela multipla aplicagdo de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA). A aplicagdo topica de EEMS foi capaz de reduzir o edema, a migragao
leucocitaria (mono e polimorfonucleares) e a proliferagdo de queratindcitos avaliados
por imunohistoquimica para PCNA e histologia. Foi verificado que os efeitos anti-
inflamatorios do EEMS é independente do sistema glicocorticoide e a aplicagado
continuada do EEMS néao foi capaz de causar alteragdes nos 6rgéaos analisados (bago,
timo, linfonodo auricular e glédndulas adrenais). A incubagcdo do EEMS em
queratinécitos HaCaT causou uma redugdo na proliferagcdo celular por indugdo de
apoptose. Além disso, foi determinado que alguns compostos presentes no EEMS
(escopoletina, quercetina, malvidina 3-glucosidio e malvidina 3,5-glucosidio) tem
propriedade anti-inflamatoéria topica, sendo a malvidina 3-glicosilada o composto mais
potente e com efeito semelhante ao extrato. Assim, o EEMS se mostrou eficaz para
utilizagdo como um anti-psoriatico, com a capacidade de impedir a proliferagcdo dos

queratindcitos in vitro e in vivo, com uma baixa toxicidade na sua utilizagao topica.



ABSTRACT

In the search for an improved quality of life, the treatment of skin diseases like
psoriasis (hyperproliferative disease) is valid, since it causes huge social discomfort to
the patient. In this context earlier studies demonstrate that Malva sylvestris L. has
antiinflammatory activity demonstrated by animal models of skin inflammation, become
a promising target for further studies. The present investigation aimed to verify the effect
of on ethanol extract of M. sylvestris (EEMS) on the chronic inflammatory and
hyperproliferative  response caused by multiple application of 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) on mice ear. Topical application of EEMS
reduced edema, leukocyte migration (mono and polymorphonuclear cells) and
proliferation of keratinocytes, confirmed by histology and immune histochemistry for
PCNA. It was found that the antiinflammatory effects of the EEMS do not involve the
glucocorticoid system. The incubation of EEMS with HaCaT keratinocytes caused low
toxicity and reduced cell proliferation by inducing apoptosis. In addition, it was
determined that some compounds present in EEMS (scopoletin, quercetinmalvidin3-
glucosideand malvidin 3,5-glucoside) have topical anti-inflammatory property, being
malvidin-3-glucoside the most potent compound with similar effect to the extract. Thus,
EEMS proved to be effective for use as an anti-psoriatic, with the ability to prevent
hyperproliferation of keratinocytes in vitro and in vivo, suggesting a low toxicity with its

topical usage.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, uma grande preocupagdo com o bem estar e com a saude é
presente de forma marcante em nossa sociedade e entidades, como a Organizagao
das Nacgdes Unidas (ONU), elegem como prioridades: acesso a educagéo,
comunicagdo, saude e tecnologia para que pessoas ao redor do mundo tenham uma
melhora na sua qualidade de vida. Essas conclusdes foram atingidas na Conferéncia
Internacional sobre Populacdo e Desenvolvimento realizado em 1994 na cidade do

Cairo (ONU, 1997).

Com essas conclusées, novas prioridades foram se acumulando e hoje temos os
Objetivos do Desenvolvimento do Milénio (ODM) ou também conhecidos como os “8
jeitos de mudar o mundo” (Figura 1), que sao um conjunto de metas, pactuadas pelos
governos dos 191 paises-membros da ONU com a finalidade de tornar o mundo um
lugar mais justo, solidario e melhor para se viver. O compromisso foi firmado durante a
Cupula do Milénio, em setembro de 2000, apés uma analise dos maiores problemas
global, e prevé um conjunto de oito macros objetivos (voltados basicamente para as
areas de saude, renda, educagéao e sustentabilidade) a serem alcangados pelas nagdes

até 2015 (MDG, 2008).

Apesar de doencas de pele geralmente ndo causar risco a vida, € bem
conhecido que essas patologias afetam a qualidade de vida dos pacientes em uma
grande escala e, na maioria das vezes, sao de carater cronico. Diversos sao os fatores

que contribuem para a diminuicdo da qualidade de vida como: os problemas de lidar



com uma doencga crdnica que nao sO causa desconforto fisico, mas também tem que
ser compartilhada com o publico, a influéncia na autoimagem, o tempo gasto em
tratamentos locais e o efeito sobre o ambiente criado por esses medicamentos com
manchas em roupas e muitos pacientes até precisam de ajuda com o seu tratamento,

na maioria das vezes topico, devido a localizagao de lesées (Maroti et al., 20006).

Dentre esta grande gama de doengas dermatoldgicas, inclui doencgas
hiperproliferativas, como a psoriase. Assim, a psoriase esta associada a problemas
psicossociais significativos com redugcdo na qualidade de vida relacionada com a
saude, o que € importante para a visualizagdo da psoriase como uma doenga grave e
capaz de gerar grandes impactos sobre o bem-estar do paciente (Basavaraj et al.,
2011; Otuki et al., 2011). A incapacidade experimentada por estes individuos é
comparavel ao de pacientes com outras doengas cronicas, como doengas cardiacas,
diabetes, cancer e depressao, e uma intervengcdo agressiva é necessaria, a fim de
melhorar a qualidade de vida do paciente e diminuir o potencial de sequelas

psicossociais (Choi & Koo, 2003).

A psoriase € uma doenca inflamatéria cronica, mediada pelo sistema
imunologico, que se manifesta principalmente por lesdes cutédneas e, em alguns casos,
comprometem as articulagbes (Nestle et al., 2009). Essa € uma doenga cuténea
bastante comum, com prevaléncia entre 1-3% da populacdo mundial, sendo que a
variagao na prevaléncia e incidéncia da doenca parece ser fortemente influenciada por
fatores climaticos e étnicos, com maior prevaléncia nas popula¢des norte americanas e

canadenses (4,6% e 4,7%, respectivamente), comparados com 0,4%-0,7% de



africanos, afro-americanos e as populacdes asiaticas, embora o entendimento dessas

relagdes seja ainda bastante complexo (Jacobson et al., 2011).

8 JEITOS DE (fi6§

MUDAR 0 MUNDO

ACABAR COM A FOME REDUZIR A

E A MISERIA MORTALIDADE INFANTIL
MELHORAR A SAUDE

DAS GESTANTES

Figura 1: Oito jeitos de mudar o mundo. Metas pactuadas pelos governos
membros da ONU com a finalidade de tornar o mundo um lugar mais justo, solidario e

melhor para se viver.http://www.un.org/millenniumgoals/acessado dia 16/07/2013.

Devido a diferentes formas de manifestagdo desta patologia e de acordo com

sintomas clinicos, a psoriase € subdividida em variantes clinicas e subconjuntos s&o



correlacionados pelas alteragbes histopatoldgicas semelhantes observadas na pele de
cada paciente, principalmente na espessura da placa (Christensen et al., 2006). A
psoriase vulgar, a forma mais comum da psoriase, € caracterizada por placas elevadas
de cor avermelhada e escamosas. Embora possa ocorrer em criangas, na maioria das
vezes ocorrem no final da adolescéncia e/ou inicio da idade adulta, e geralmente
persistem por toda a vida. O tipo vulgar da psoriase tem uma predilecdo por areas
determinadas como cotovelos, joelhos e couro cabeludo, podendo permanecer

localizada ou generalizar-se ao longo do tempo (Lowes et al., 2007).

Pacientes podem apresentar-se com as formas agudas como a psoriase gutata
caracterizada por pequenas papulas dispersas e potencialmente ligada a infec¢des
estreptococicas. A psoriase pustulosa, generalizada de Von Zumbusch, normalmente
surge em pacientes, apds traumas ou cirurgias, chamada de fenébmeno de Koebner, a
qual é resultado de um stress psicologico ou de uma série de associagdes. Um notavel
subgrupo de pacientes com psoriase desenvolve a artrite psoriatica, uma doenca
potencialmente debilitante, sendo que a sua prevaléncia da artrite psoriatica da
populagcdo em geral, € entorno de 0,04% a 1,2%, enquanto que em pacientes com

psoriase é estimada em 25% até 34% (Lew et al., 2004; Perera et al., 2012).

Uma maneira alternativa de classificar fendtipos de psoriase € de acordo com
estado de antigeno leucocitario humano (HLA), que determina a psoriase de tipo | e II.
O uso de tal classificagao € reforcado pelos resultados dos estudos de associacdes
amplas do genoma. A psoriase do tipo | (aproximadamente 65% da populagdo com
psoriase) é positiva para HLA e esta associada a pacientes mais jovens (com menos
de 30 anos), com uma historia familiar positiva para a psoriase, uma precedente

4



infecc&o estreptocdcica e as lesdes do tipo gutata (Bowcock & Krueger, 2005). O tipo Il
(35% dos pacientes com psoriase) parece estar associado com uma populagdo com
idade superior a 40 anos, sem historia familiar de psoriase e correlagao infecciosa
anterior, clinicamente apresenta placas cronicas e esta associado a unha e ao

envolvimento articular (Gudjonsson et al., 2002).

Histologicamente, a psoriase tem se caracteriza por um intenso espessamento
da epiderme, devido a proliferagcdo de queratindcitos epidérmicos e interfoliculares, e as
ondulagdes epidérmicas se alteram e formam projegdes longas e finas em diregao a
derme, denominadas de acantoses (Abdou et al., 2013). Outras caracteristicas
histolégicas que definem a psoriase incluem a presenga de pequenos focos de
neutréfilos no interior do estrato cérneo e um infiltrado de células mononucleares
significativo na epiderme, facilmente destacados pela imunomarcacdo. Além disso,
existe uma grande infiltragdo de leuctcitos mononucleares (células T e células
dendriticas) na derme e a presenca de vasos sanguineos alongados/hiperplasicos na
regido papilar da derme. A dilatagdo marcante desses vasos provoca a vermelhidao
visivel das lesbes de pele psoriatica e os muitos linfocitos, mondcitos e neutrofilos sdo
claramente aderidos as células endoteliais que adquirem caracteristicas de vénulas
endoteliais elevadas, que s&o normalmente encontrados nos noédulos linfaticos

(Krueger & Bowcock, 2005; Lowes et al., 2007).

A pele, além de ser um dos principais locais para a invasao de bactérias, fungos,
parasitas e virus, devido a grande exposi¢cdo, também é um local importante para a
inducdo de tumores. Todos esses processos sao influenciados pela resposta

imunologica adquirida, que inclui células dendriticas especializadas (ex.: células de



Langerhans) e linfécitos T auxiliares (Th1 e Th2). Nesse contexto, a pele é muito mais
do que simplesmente uma barreira fisica passiva entre 0 meio externo e interno, mas
também uma extensdo do sistema imunoldgico (Norris, 2004; Williams & Kupper,

1996).

Por si sO, a pele € um 6rgédo de extrema complexidade com fungdes muito
especificas de isolamento. Além de recobrir toda a superficie corporal que possui
aproximadamente 2 m? e representa 15% do peso corporal sendo constituida por trés
camadas de estrutura e propriedades distintas: a epiderme, derme e hipoderme (Figura
2), dispostas e inter-relacionadas de modo a adequar-se de maneira harménica ao
desempenho de suas fung¢des (Freinkel & Woodley, 2001). Existe uma consideravel
variagao na estrutura, propriedades e composi¢cdo da pele relacionada com a idade e
regido do corpo que ela recobre e juntamente com seus derivados epidérmicos
desempenha varias fungdes como: protecéo fisica, quimica e bioldgica, impedindo
perda de agua para o meio, promover as sensagdes, pressao, tato e variacées de
temperatura, sintese de hormoénios (diidrotestosterona) e vitaminas (vitamina D),
regulagédo térmica, metabolizagdo de xenobioticos e excrecdo de substancias através

das glandulas sudoriparas (Chuong et al., 2002; Haass & Herlyn, 2005).
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Figura 2: Esquema representativo das camadas da pele, suas células e anexos

(Adaptado de Freinkel & Woodley, 2001).

A camada superior da pele é chamada de epiderme e a camada diretamente em
contato com o meio externo sendo constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
cuja espessura apresenta variagdes topograficas ao longo do organismo (Candi et al.,
2005). Subdividida e classificada basicamente em quatro camadas (Figura 3), a
epiderme humana apresenta funcbes distintas que sado observadas em cada uma

destas camadas (Norris, 2004):



Estrato corneo — Regido mais externa da pele atua como uma grande barreira a

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

Estrato granuloso — Camada na qual se inicia o processo de cornificagdo, onde

as células sofrem apoptose e diferenciando-se em cornedcitos;

Estrato espinhoso — Formada por queratinécitos que sao responsaveis pela
producdo dos filamentos de queratina (queratinizagdo) interagindo entre eles através
dos desmossomos,além da sintese de agentes antioxidantes (glutationa redutase,

peroxidase, catalase), citocinas, quimiocinas, etc;

Estrato basal — camada mais profunda responsavel pela proliferagao celular dos
queratinécitos e renovagao da epiderme. Esta camada possui uma grande resisténcia

ao processo apoptotico.



Dupla camada lipidica

Fospolipases

Corpo lamenar

Estrato coérneo /"/‘ e =
:"/_ s

Estrato
granuloso

Estrato espinhoso -

Estrato
basal

DO —0 IO 0-—+—0

Figura 3: Subcamadas da epiderme e etapas da diferenciagdo, esquema

simplificado(Adaptado de Proksch et al., 2008).

Além dos queratindcitos (80 — 85%), a epiderme é constituida de outros multiplos
tipos celulares que possuem diferentes origens embrionarias. Aproximadamente 10-13
% sao de melandcitos, 4% de células de Langerhans e 1% de células de Merckel

(Freinkel & Woodley, 2001; Koster & Roop, 2004).

A manutengao do numero de células na epiderme depende do balango entre a

proliferagcao e morte celular (diferenciagao/apoptose) dos queratinécitos. Esse processo



€ governado pela comunicagao paracrina e autécrina através de hormdnios, fatores de
crescimento e citocinas ou por comunicacgao intercelular via célula-célula e célula-
matriz de adesdo ou ainda, pela comunicagao intercelular pelas “gap junctions” (Haake
et al.,, 2001; Haass & Herlyn, 2005). A capacidade de auto renovagao da epiderme é
dependente tanto de condigdes homeostaticas como condi¢bes nocivas, devido a
presenca de uma populagcdo celular mitoticamente ativa na camada basal. Em
condicbes normais, a renovacado epidérmica € balanceada pela descamacado da
camada coérnea na superficie da pele e observando uma diferenciacdo celular
progressiva, através do processo de queratinizagéo e cornificagcdo e a partir da camada
basal, se tem uma proliferacdo constante em direcdo a superficie e ao meio externo

(Candi et al., 2005; Fuchs & Raghavan, 2002).

Os queratindcitos, o principal tipo celular presente na epiderme, sao
responsaveis para a manutengdo da integridade da estrutura epidérmica, também
estando envolvidos na resposta imune do tecido cutdneo, uma vez que expressam
diferentes citocinas, quimiocinas e também moléculas do complexo principal de

histocompatibilidade da classe Il (MHC-II) (Chan et al., 2004).

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 concedem forga mecanica mantendo a

estrutura dos queratindcitos e contribuindo na adesé&o celular (Chan et al., 2004).

Ja as células de Langerhans estdo localizadas nas camadas supra basais da

epiderme, tanto na pele quanto das mucosas, local em que estas células
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desempenham um importante papel na reposta imunologica cutanea (Chan et al.,
2004). As células de Langherans sdo tanto residentes quanto migratorias e possuem
varios receptores de membrana envolvidos no processo imunolégico (ex.: MHC classe
I, 19G, fator do complemento C3), sendo responsaveis pelo reconhecimento, captagao,
processamento e apresentagcdo de antigenos soluveis e haptenos aos linfocitos T. Em
certas doencgas inflamatorias cutaneas, como na dermatite de contato e em processos
alérgicos, verifica-se que as células de Langherans se tornam mais abundantes (Haake

et al., 2001; Norris, 2004).

Tanto as células da epiderme (queratinécitos, melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel), assim como outras células também residem e/ou
migram para a epiderme em resposta aos mais variados estimulos nas quais incluem:
os linfocitos, macrofagos, neutrofilos e eosinofilos, sendo essas células elementos da
resposta de defesa inata ou adquirida e se encontram em maiores quantidades em
processos inflamatérios agudos e crénicos como a psoriase (Nickoloff & Nestle, 2004;

Perera et al., 2012).

A derme, regido logo abaixo da epiderme, consiste num tecido conectivo, cuja
espessura € superior ao da epiderme, porém com uma populacao celular inferior. Esta
estrutura confere a pele elasticidade, forga ténsil e resisténcia mecanica. Além disso, a
derme interage com a epiderme através da jungao dermo-epidérmica, garantindo assim
as trocas de elementos nutritivos e metabdlicos entre essas camadas (Haake et al.,
2001). A derme é dividida em camada papilar, que € a camada mais préxima da
epiderme, e a camada reticular, que € formada por um tecido conectivo denso e
constitui a maior parte da derme. Na sua constituicdo observa o envolvimento de
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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 (Proksch et al., 2008).

Os fibroblastos, principal célula dérmica, sintetizam diferentes macromoléculas
que entram na constituigdo da matriz celular, como por exemplo, o colageno e a
elastina. Durante um processo inflamatorio ocorre o aumento da proliferagdo e da
atividade de fibroblastos devido a agao de alguns mediadores pré-inflamatérios como a
interleucina-1a (IL-1a) e interleucina-1B (IL-18) (Debenedictis et al., 2001; Freinkel &

Woodley, 2001; Haake et al., 2001; Nestle et al., 2009).

Os vasos sanguineos presentes na derme permitem que ocorra a infiltragdo de
células migratorias, importantes no processo de resposta de defesa inata ou adquirida
e de cicatrizagdo, como os macrofagos, linfocitos, eosindfilos, neutrofilos, entre outros
(Ryan, 2004). A interagdo coordenada entre os diferentes tipos celulares presentes nas
camadas da pele permite que este 6rgao responda, pronta e efetivamente, a uma
variedade de estimulos nocivos que ocorrem na interface do organismo com o meio
externo, como a agdo de toxinas, organismos patogénicos, radiagdo ultravioleta,
extremos de temperatura, garantindo assim a manutengdo da homeostasia cutanea

(Chuong et al., 2002; Freinkel & Woodley, 2001; Perera et al., 2012).

E cada vez mais reconhecido que mesmo a pele normal contém abundantes

estoques de linfocitos T, bem como as populagdes residentes de células dendriticas,
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sugerindo que a pele pode ser um local em potencial para desencadear respostas
imunologicas. Trabalhos em que a pele n&o lesionada de pacientes com psoriase foi
transplantada para camundongos imunodeficientes, foi possivel se estabelecer um
principio importante em que as populagdes de células T e células dendriticas
residentes podem ser um estimulo suficiente, quando expandidas, para induzir a

psoriase (Boyman et al., 2004).

A diferenciacao dos queratinécitos € amplamente alterada na psoriase com uma
maturacgéo regenerativa em paralelo e um programa de diferenciagéo celular alternativa
que esta transitoriamente expressa durante o reparo de feridas (Bowcock & Krueger,

2005).

A taxa mitética dos queratindcitos é drasticamente aumentada enquanto o
processo maturacéo € reduzido. Por essas alteracdes, a epiderme psoriatica apresenta
muito mais camadas de células. A camada granulosa € ausente e & possivel observar
queratinécitos ainda nucleados na camada cornea e as tipicas placas psoriaticas
surgem das alteragdes patologicas em praticamente todas as células da pele, sendo a
principal caracteristica histopatologica, a hiperproliferagdo dos queratindcitos
epidérmicos com hiperqueratose (Schon, 2008). O dimensionamento e a consequente
ruptura da barreira de protecdo e descamacgao constante da pele psoriatica na lesao,
sdo causadas por insuficiéncia de cornedcitos (queratindcitos completamente
diferenciados), que normalmente secretam lipidios extracelulares o que favorece a

adeséo entre eles (Lowes et al., 2007).
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Nas lesdes psoriaticas, as células endoteliais se encontram expressando
moléculas de adeséo intracelular-1 (ICAM-1, também conhecido como CD54), molécula
de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1, ou CD106) e E-selectina (CD62E). Os
leucdcitos ganham entrada para o parénquima da pele por transmigracédo através de
vasos que se encontram com moléculas de adesao ativadas e os leucdcitos residentes
também podem expandir-se para criar um denso infiltrado celular visto nas lesdes da

psoriase (Krueger, 2002).

O principal tipo de célula dendritica encontrada nas lesbes psoriaticas é a
mieldide (CD11c+) a qual, além de atuar como célula apresentadora de antigeno, libera
IL-20 que estimula a proliferagdo dos queratinécitos e também o&xido nitrico, que
promove vaso dilatacdo. Células dendriticas na psoriase secretam IL-23 e TNF-a e
com este aumento no local, maior a expansao clonal de Th17, com consequente
aumento na produgao de IL-22 e IL-6 (que estimulam a proliferagdo dos queratinécitos).
Enquanto isso, o TNF-a estimula os queratindcitos a produzir IL-8 e IL-10 (proteinas
quimiotaticas para neutréfilos e LT respectivamente), IL-1 e o proprio TNF-a, além de
fatores de crescimento que favorecem a angiogénese. Assim, a ativagao de Th17 leva
a liberacdo de citocinas que estimulam a proliferacdo e a producdo de inumeros
componentes inflamatorios em queratindcitos. Além disso, IFN-y também é produzido
principalmente por Th1e promove a producéo e liberagao de IL-12, IL-8, IL-10, IL-23 e a
expresséo de iINOS em queratinécitos e em células dendriticas. Ainda, IFN juntamente
com TNF e IL-20 sdo ativadores de fatores de transcricdo envolvidos no processo

inflamatorio como STAT-1, STAT-3 e fator nuclear-kB (NF-kB). Portanto, na psoriase
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ocorre a interagéo entre o sistema imunoldgico inato e adquirido, de forma a sustentar

o processo inflamatorio cutaneo cronico (Lima & Lima, 2011).

Quando estimulados, os queratindcitos secretam citocinas como IL-1 e TNF-aq,
as quais ativam as células dendriticas como as células de Langerhans. Essas células
por sua vez migram até o linfonodo mais proximo onde sinaliza linfécitos T, iniciando
assim a ativagdo do sistema imunologico adaptativo. Na psoriase observa-se
principalmente a ativagdo de linfocitos T tipo 1 (Th1) que secretam Interferon (IFN)-y,
TNF-a e Interleucina (IL)-2; Linfocito T tipo 17 (Th17) secretores de IL-17, TNF-qa, IL-6 e
IL-22; e linfocitos T CD8+ tipo 1 (Tc1). Uma vez ativados, os linfocitos migram dos
linfonodos para a pele onde os Tc1 concentram-se na epiderme enquanto as células Th
na derme, ativando células dendriticas e macréfagos, sustentando assim a ativagéo do
sistema imunoldgico inato. As células dendriticas e macrofagos ativados secretam |L-
12 e IL-23 que estimulam a proliferagio de Th1 e Th17, respectivamente,
estabelecendo assim, um ciclo vicioso de ativacdo do sistema imune (Figura 4) (Sabat

et al., 2007).
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Figura 4: Fatores que desencadeariam a psoriase em individuos predispostos
geneticamente, portadores alelos de susceptibilidade de genes associados a doenga e

seus mecanismos. Figura adaptada de Nestle e colaboradores (Nestle et al., 2009b).

O ciclo de proliferacdo dos queratindcitos psoriaticos é curto. Na epiderme
normal o tempo entre a divisdo celular e a total maturagcdo e cornificacdo dos

queratinoécitos leva 26 dias. No entanto na epiderme psoriatica isso ocorre em 4 dias,
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atingindo as camadas superiores sem uma sua completa diferenciagdo (Das et al.,

2009; Yang et al., 2013).

A psoriase tem ganho status de enfermidade sistémica crénica e recorrente,
associada particularmente a doencas cardiovasculares e sindromes metabdlicas, e
requer o tratamento por um longo prazo. Existem varias opg¢des de tratamento tépico e
sistémico para a psoriase. Os corticosterdides topicos permanecem como o principal
medicamento de escolha para o tratamento usado como monoterapia ou em

combinagdo com outras modalidades de tratamento (Sitter et al., 2013).

Assim como a sua patogénese, o tratamento da psoriase pode ser tdo complexo
quanto, e normalmente € selecionado de acordo com o tipo e a gravidade do quadro.
Apesar de existirem diversas medidas terapéuticas disponiveis, o tratamento ideal
ainda nao foi descrito, sendo que os principais problemas encontrados sao a baixa
efetividade ou o aparecimento de efeitos adversos que prejudicam a adesao pelo
paciente. Em casos de quadros leves, o tratamento de escolha é a aplicagao topica de
corticoides com ou sem associagdes, porém seu uso prolongado pode causar efeitos
adversos cutdneos como atrofia da pele, aparecimento de estrias e telangiectasias

(Murphy & Reich, 2011; Villasenor-Park et al., 2012).

Nos casos de psoriase refrataria ao tratamento tépico ou quadros mais graves a
escolha é a exposig¢ao a radiagao ultravioleta B (UVB), com um efeito imunossupressor
e interferindo na proliferacdo e diferenciacdo dos queratindcitos. Outra opcédo €
aplicacdo de psoraleno associada a exposicdo a luz UVA possibilitando uma

penetracdo mais profunda na pele, porém o emprego destes tratamentos deve haver
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cautela com pacientes de pele clara com predisposi¢ao a queimaduras, pacientes em
uso de substancias fotossensibilizantes, pacientes com histéricos de céncer de pele e
também com pacientes que ja estejam imunossuprimidos por outros fatores, gerando
também efeitos de longo prazo como foto envelhecimento e o surgimento de lentigos

(Villasenor-Park et al., 2012).

Pacientes com psoriase grave, os quais normalmente apresentam mais que 5%
da superficie corporal comprometida, na maioria das vezes necessitam de terapia oral
com medicamentos sistémicos. Nestes casos os medicamentos de primeira escolha
sd0 o0s imunossupressores, como metotrexato e ciclosporina. O grande problema,
entretanto, sdo os efeitos colaterais importantes que acabam surgindo, além da baixa

eficacia (Nestle et al., 2009).

Contudo, atualmente os grandes protagonistas entre os medicamentos
sistémicos tém sido os chamados agentes bioldgicos, os quais interferem diretamente
com 0s mecanismos imunobiolégicos da doenga. Anticorpos seletivos as bases
protéicas dos principais alvos e mediadores inflamatorios tém sido adicionados as
abordagens de tratamento para a psoriase, sendo que o primeiro agente bioldgico
desenvolvido especificamente para a psoriase, foi o alefacept. Apoés a publicacéo de
Krueger (2002) abordando as bases imunolégicas da psoriase com destaque para
novos alvos terapéuticos, uma infinidade de oportunidades para o desenvolvimento de
novas drogas foi destacada. As terapias biolégicas no tratamento da psoriase sao
altamente eficazes e podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de agao,
tendo duas principais classes de agentes biologicos, os destinados a células T e

agentes bioldgicos contra citocinas. No entanto, a seguranga dos agentes biologicos é
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uma questao nao resolvida e sera abordada de forma satisfatéria somente se houver
uma utilizagdo otimizada e de investimento na vigilancia pés-comercializagéo, incluindo
o desenvolvimento de registros abrangentes de farmacos biolégicos (Krueger, 2002;

Nestle et al., 2009).

Estes agentes e principalmente os corticoides, exercem efeitos anti-inflamatorios
e imunossupressores através da estimulacéo ou inibicdo de fatores envolvidos em vias
inflamatdrias, incluindo a inibicdo da producao de citocinas e de reducido de tais
mediadores da inflamagdo como as prostaglandinas e leucotrienos, inibicdo da
proliferagdo de células T e da imunidade dependente destas células, supressao de
fibroblastos e as fungbes das células endoteliais. Além disso, apresentam também
efeitos antiproliferativos, por retardar a sintese de DNA, diminuindo a taxa mitética

(Sitter et al., 2013).

Porém, muitos sdo os efeitos colaterais causados, o que enfatiza a busca por
tratamentos com eficacia semelhante, mas com baixa toxicidade devido a necessidade
de longos periodos de tratamento (Tabolli et al., 2009). Aléem do mais, doencgas
dermatolégicas afetam a qualidade de vida em uma grande escala, ja que os
tratamentos existentes sao responsaveis por uma enorme gama de efeitos adversos e
levam ao abandono do tratamento pela maioria dos pacientes. Assim, a busca por um
tratamento que possa favorecer a taxa de adesao permitir aos pacientes lidar melhor
com sua doenga e com isso gerar uma melhora sua qualidade de vida (Maroti et al.,

2006).
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As plantas s&o uma importante e grande fonte de produtos biologicamente
ativos. Isso se da devido a grande diversidade em termos de estrutura, propriedades
fisico-quimicas e biolégicas que podem servir como modelo para a sintese de inumeros
farmacos (Nodari, 2000). Um grande exemplo, dentre muitos, € o acido acetilsalicilico,
um farmaco utilizado amplamente na medicina, sendo que o mesmo tem origem de
estudos de uma planta, o salgueiro (Salix Alba). Isto mostra que o estudo de plantas

como busca de uma nova terapéutica € de grande valia (Farinacci et al., 2008).

Problemas como desmatamentos para exploracdo da madeira, expansdo de
areas cultivadas ou em transformacdes de areas verdes em areas de pastagem, vém
ocasionado uma imensa reducdo da biodiversidade e tem despertado um enorme
interesse pelas espécies que ora existem, mas que poderdo estar extintas dentro de
pouco tempo, trazendo uma 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
industrializacao dos fitoterapicos, na distribuicdo de matérias-primas ou na producao de

plantas medicinais, etc (Fonte, 2004).

Estima-se que 50% do total dos farmacos mundialmente utilizado na clinica séo
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 utilizagdo, sendo a maioria
das indicacbes ainda baseadas na tradigdo popular e na observacédo de efeitos com o

relato de alguns casos (Nodari, 2000).
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Um fator a ser levado em consideragcdo como incentivo as pesquisas com
produtos naturais é a adesdo do paciente ao tratamento que é um dos maiores
problemas para alcangar o sucesso de tratamentos de longa duragdo. 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. Assim, o aumento do consumo de drogas
naturais € uma atividade comum da populagcdo em paises em desenvolvimento
(Calixto, 2000). Portanto, o aumento da pesquisa com produtos naturais pode levar ao
desenvolvimento de novos produtos com potencial para serem novos farmacos como

substituicdo ou como adjuvantes na terapéutica.

Dentre estas plantas utilizadas na cultura popular, uma grande quantidade de
espécie muitas vezes nao possui evidencias cientificas que comprovam utilizagéo
popular, a M. sylvestris € uma dessas espécies que tem relatos do seu uso datado dos
gregos e romanos, porém estudos demonstrando sua atividade biolégica e seguranga
sdo relativamente recentes quando comparado com a sua utilizagdo popular (Farina et
al., 1995; Muschietti et al., 2001; Esteves et al., 2009; DellaGreca et al., 2009;

Gasparetto et al., 2012; Prudente et al., 2013).

Malva sylvestris € uma espécie da familia Malvacea, natural na Europa, Norte da
Africa e na Asia, onde seu uso é relatado historicamente por gregos e romanos devido
a suas propriedades emolientes e laxantes. Na medicina popular a M. sylvestris é
amplamente utilizada para diferentes condigdes inflamatérias (Guarrera, 2005), além de
ser encontrada em formulagdes farmacéuticas para diferentes aplicagdes (por exemplo,
Malvatricin®).
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Conhecida popularmente como malva, a M. sylvestris € uma herbacea anual,
amplamente dispersa, frequente nos campos, caminhos e entulhos (Gasparetto et al.,
2012). Planta ereta, pubescente, com sua raiz principal (Figura 5) perpendicular,
grossa, fusiforme, branca, carnuda, e de raizes secundarias finas. O caule 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. As flores sao pediceladas com numerosos pélos patentes; epicalice formado
por trés bractéolas pequenas, lanceoladas, livres; calice gamossépalo campanulado
(Figura 5b), corola de cinco pétalas livres, maiores que o calice, cuneiformes,
chanfradas, coradas de rosa-violaceo, raiadas de vermelho, prefloragdo contorcida;
estames numerosos (Figura 5c e d), monodelfos, ligados na base as pétalas e
formando tubo por onde emergem os estiletes (Figura 5e) aderentes na base.Ovario
supero formado de 10 a 20 carpelos dispostos em circulo, num verticilo em volta do
carpoforo e que na maturagédo originam aquénios (Figura 5). As folhas e flores s&o

inodoras e possuem sabor mucilaginoso (Costa, 2002).

No exame microscépico da M. sylvestris verifica-se a existéncia de numerosos
tricomas contendo mucilagem, distribuidos em toda a planta de uma enorme
abundancia no parénquima foliar, além de sépalas e pétalas. Os pelos parecem
isolados ou em fasciculos, divergentes, principalmente sobre as nervuras. Ao lado
destes observam-se, ainda nas duas epidermes, pelos glandulosos, curtamente

pedicelados (Farina et al., 1995).
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A sua constituicado quimica é bem estudada e dentre seus constituintes estdo os
polissacarideos, encontrados em concentracbes de 5-10% semelhantes aos
encontrados para as demais espécies da mesma familia (Malvaceae). Para as flores é
relatada a presencga de flavondides, antocianidinas e leucoantocianidinas e 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 e as quantidades destes constituintes nas duas mucilagens sao
semelhantes. Na planta identificaram-se ainda taninos e vitaminas A, B1, B2, B9 e C, a
cor das flores resulta de um antociandsido, o malvésido, e a presenca de diversos
Oleos essenciais (Farina et al., 1995; Gasparetto et al., 2012). Outros autores como
Cutillo e colaboradores (2006) também descreveram a ocorréncia de terpendides como

sesquiterpenos, diterpenos e monoterpenos (Cutillo et al., 2006).

Estudos farmacologicos realizados com infusées de malva s&o raros, tomando-
se como referéncia a caracteristica dos constituintes encontrados em toda a planta.
Preparagdes das folhas e flores dessecadas de malva, especialmente na forma de
infusos, sdo empregadas apenas para suas propriedades emolientes, que se devem as
mucilagens na redugao e/ou alivio da produgéo do catarro nas vias respiratorias aéreas

superiores em estados inflamatorios das mucosas e faringe (Farina et al., 1995).

Nos ultimos anos, estudos com a utilizacao e a eficacia de flores e folhas da M.
sylvestris tem sido descrito, porém sdo poucos em relagdo ao tempo de utilizagado da
planta. Um dos primeiros estudos mostra a identificagdo de mucilagens e
polissacarideos comprovando a sua utilizagado popular (Gonda et al., 1990; Tomoda et

al., 1989). No entanto, um dos primeiros estudos farmacolégicos demonstrando um
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efeito biologico do extrato da M. Sylvestris foi publicado tempos depois, sendo que
Talbourdet e colaboradores (2007) demonstram a propriedade antienvelhecimento do
extrato e compostos (Talbourdet et al., 2007). Em modelos animais, o extrato
hidroalcoodlico de M. sylvestris apresentou efeito antinociceptivo (Esteves et al., 2009) e
anti-inflamatério tépico no edema de pata induzido pela carragenina e como agente

cicatrizante em modelo de queimadura (Gasparetto et al., 2012).

Dentre as publicagcbes mais recentes as propriedades antioxidantes e
sequestradora de radicais livres in vitro da M. sylvestris foram apresentadas por
DellaGreca e colaboradores (2009) e também foi relatado que alguns componentes,
como escopoletina, malvina e malvidina sdo eficazes em modelos de inflamag&o da
pele (DellaGreca et al., 2009; Muschietti et al., 2001). Finalmente, a atividade anti-
inflamatoria topica do extrato da M. sylvestris foi demonstrada por Prudente, A. S.
(2010), comprovando a atividade anti-inflamatoria e de algumas fragées em modelo de
inflamag&o aguda na pele, como também sua eficacia em modelo de dermatite alérgica

(parte desses resultados estao publicados por Prudente e colaboradores; 2013).
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Figura 5: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 silvestris Sturm63.jpg acessado em
15/09/2013
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a atividade anti-inflamatoria e antiproliferativa e o possivel mecanismo
de acdo do extrato etandlico das folhas de Malva sylvestris (EEMS), através da

utilizagdo em modelos animais, ensaios bioquimicos e cultivo celular de queratinécitos.

2.2. Objetivos especificos

. Avaliar a atividade anti-inflamatéria e antiproliferativa do EEMS em

modelo animal de multipla aplicagéo topica de TPA,;

. Elucidar a agao antiproliferativa do EEMS em cultivo celular;

. Avaliar a toxicidade sistémica da administragao topica do EEMS;

. Avaliar a interagdo do EEMS com receptores de glicocorticides em
animais;

. Demonstrar o perfil fitoquimico do EEMS;

. Analisar a atividade anti-inflamatoéria de compostos presentes no EEMS

em modelo inflamatorio agudo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Malva sylvestris

{Prudente, 2013 #5642}

3.2. Preparagao do Extrato Etandlico

As folhas secas de M. sylvestris (3 kg) foram trituradas e expostas a extragcéo
exaustiva por maceracdo em etanol a 96%, com um volume de etanol trés vezes
superior ao volume de folhas secas em temperatura ambiente e sob o abrigo de luz
durante o periodo de uma semana (Cutillo et al., 2006). Ap6s a extragdo exaustiva o
macerado foi mantido em repouso durante uma semana a 4° C. O extrato obtido foi
filtrado e concentrado em um evaporador rotativo sob pressao reduzida a 50 °C a 1/3
do seu volume original. O extrato etandlico obtido foi liofilizado e mostrou um

rendimento de 200,6 g (6,68%).

Para a analise de HPLC-MS, uma solugéo do extrato etandlico foi preparada em
metanol na concentragdo de 65,55 mg/ml. A solugdo de trabalho foi obtida a partir de
uma solugdo mée por meio de diluigbes em série, com agua-acetonitrila (50:50, v/v)
para a concentragédo final de 300 ug/mL. Padrbes moleculares foram utilizados na
identificag&o fitoquimica do extrato. As solugbées de malvidina 3-glicosideo, quercetina e
escopoletina foram diluidas em solugdo de agua-acetonitrila (50:50, v/v), resultando
numa concentragdo final de 10 yg/mL para a malvidina 3-glucésido e de 5 yg/mL para

a quercetina e escopoletina. Todas as solu¢des foram armazenadas sob refrigeracao a
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-40° C. Estas solucdes foram filtradas através de filtro 0,45 ym de PVDF da Millipore,

antes da utilizagao.

3.3. Cromatografia Liquida Acoplada a um Espectréometro de Massa (LC-
MS)

As analises do EEMS foram realizadas por espectrometria de massas em um
triplo quadrupolo da Applied Biosystems modelo APl 3200 equipado com bomba de
infusdo Havard 22 Apparatus e fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI). O sistema foi
acoplado a um cromatografo liquido Agilent 1100 (Wilmington, DE, EUA), bomba
quaternaria G1311A, desgaseificador G1379A e injetor automatico CTC Waters 2777
Sample Manager. Os dados obtidos foram processados através do software Analyst,

verséo 1.4.2 (ABI / Sciex).

O sistema de HPLC foi operado utilizando um gradiente de condigbes e uma
coluna X-Bridge C18 (150 mm x 4,6 milimetros, ID, 5 ym de tamanho de particula),
termo indicado a 35° C e ligado a uma coluna de protegao C18 X-Bridge (10 mm x 4,6
milimetros, ID, 5 ym tamanho de particula). A fase mével consistiu de agua com 0,05%
de acido formico ou formato de aménio 5 mM (canal D) e acetonitrila com 0,05% de
acido formico ou formato de aménio 5 mM (canal B) em um gradiente de eluigdo que se
iniciou partir de 95% a 70% no canal B durante 30 min, 70% a 60% no canal B durante
10 min, 60% a 95% no mesmo canal durante 10 min, com uma taxa de fluxo constante
mantida a 0,450 mL/min e o volume de injecdo de 20 pyL. Uma sonda de pulverizagao

Turbo-lon (ESI) no modo positivo e negativo de ions foi utilizada para estas analises. O
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azoto utilizado como cortina para o nebulizador foi produzido por um gerador de azoto

de elevada pureza (PEAK Scientific Instruments, Chicago, IL) (Prudente et al., 2013).

3.4. Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss (25-35
g) proveniente do Biotério Central do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR (Curitiba),
todos os animais foram mantidos em temperatura de 22 + 2 °C, respeitando uma fase
claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e ragdo. Antes do inicio de cada
experimento os animais foram mantidos no laboratério por um periodo de pelo menos
24 horas para aclimatagao, ndo sendo estes animais reutilizados em testes posteriores.
Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientagdes para os cuidados
com animais de laboratorios. O presente projeto foi submetido a avaliagdo do comité de
ética em experimentagcdo animal do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, sob o

numero 299.

3.5. Avaliagcao do Edema de Orelha

Para a realizagao de estudos sobre os processo inflamatorio cutédneo é utilizado
o modelo de indugcdo de edema na orelha de camundongos. Este modelo consiste em
um meétodo rapido e simples e requer pouca quantidade de substancias e permite

resultados reprodutiveis.

A aplicacao farmacoldgica deste modelo € de grande relevancia, uma vez que
diferentes agentes flogisticos (ex.: TPA, radiagdo UVB, acido araquidbnico e
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oxazolona), que permitem uma variedade de modelos de inflamagdo cutanea que
podem avaliar tanto acdo tépica como sistémica de diferentes drogas em teste como
agentes de uso sistémicos ou topicos, sendo estes agentes extratos de plantas bem

como suas substéncias isoladas e agentes sintéticos (Gabor, 2000).

Esta metodologia € empregada inicialmente com o objetivo de verificar a
formagao de edema induzido pelo agente flogistico e posteriormente analisar de outros
parametros do processo inflamatorio, que é realizada com retirada de biopsias (circulos
de 6 mm de didmetro da orelha do camundongo) apés a eutanasia. O edema de orelha
foi expresso como o aumento da espessura da orelha dos camundongos, em pm. A
espessura da orelha foi medida antes e apds a indugao do processo inflamatério com a
utilizacdo de um micrémetro digital (Great MT-04513). A medida foi realizada proxima
a extremidade medial da orelha direita e registrando a sua espessura através da
diferenga entre a medida inicial (basal) e a medida feita apos a aplicagdo do agente
flogistico. Para minimizar variagbes de medida na técnica, os experimentos foram
realizados por um unico experimentador. Os agentes flogisticos foram dissolvidos em

20 pL de acetona e aplicados na orelha direita dos camundongos (Otuki et al., 2005).

3.5. Edema de Orelha Induzido por TPA

O 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) € um dos constituintes ativos do
oleo da Crofton tiglium L.. A aplicagao tépica de ésteres de forbol, como o TPA, induz
inflamacado cutdnea e respostas hiperproliferativas se aplicado repetidas vezes nos

animais, assemelhando-se sob muitos aspectos aos sinais de algumas doengas de
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pele como a psoriase (Gabor, 2000). O edema foi induzido pela aplicagédo tépica de
TPA (2,5 pg) na orelha direita de camundongos sobre um volume de 20 pL de acetona.
A malvidina 3-glucosido, malvidina 3,5-glucosido, quercetina, escopoletina e a
dexametasona (utilizada como controle positivo) foram administrados na orelha dos
animais logo apds a aplicagdo do TPA. Assim como o TPA, as drogas testadas também
forma dissolvidas e 20uL de acetona. A variagao da espessura da orelha foi avaliada 6
horas apds a aplicagdo do agente flogistico (TPA) (De Young et al., 1989). Foram
coletadas biopsias das orelhas dos camundongos 24 horas apés a indugao do edema,

para realizacdo da avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO).

3.6. Edema de Orelha Induzido pela Multipla Aplicagcao de TPA

Para avaliar o efeito anti-inflamatério cutaneo pré-estabelecido e a atividade
antiproliferativa do EEMS, foi utilizado o modelo da multipla aplicacédo de TPA, o qual
mimetiza aspectos clinicos e histopatologicos de psoriase. A inflamag&o da pele neste
modelo é persistente e tem sido util para avaliar se os compostos aplicados
topicamente sdo capazes de resolver uma lesdo inflamatdria existente (De Vry et al.,
2005). O processo inflamatorio foi estabelecido pela multipla aplicagdo de TPA (2,0
pg/orelha) em dias alternados, durante 9 dias. A partir do quinto dia de indugdo do
processo inflamatério o EEMS (1 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha)
(controle positivo) foram administradas pela via tépica, durante 4 dias consecutivos (2
vezes ao dia) e o edema foi avaliado diariamente (Mendes et al., 2012; Stanley et al.,
1991). Tanto o TPA como o extrato em teste e a dexametasona foram diluidos em

acetona e aplicados 20 pyL de na orelha direita dos animais, cada um na sua dose
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citada anteriormente. 6 h apds a ultima aplicacdo de TPA e os tratamentos em questao,
amostras (circulos de 6 mm) da orelha dos animais foram removidas, pesadas,
congeladas para posterior analise do conteudo de MPO e atividade enzimatica da n-
acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) ou fixadas para avaliagdo histolégica bem como
para determinagdo dos niveis de expressao da proteina PCNA (antigeno nuclear de

proliferagao celular).

O decorrer do experimento foi realizado de acordo com o0 esquema abaixo onde
TPA = indugdo do edema com TPA e T = tratamentos com as drogas em teste duas

vezes ao dia com intervalo de 12 horas.

Avalia¢ao do Edema

3.7. Avaliagao da Atividade Enzimatica da MPO

A avaliacdo da atividade enzimatica de MPO, foi realizada utilizando a
metodologia de Bradley et al. (1982) modificada por De Young et al. (1989). Biopsias
de orelha (fragmentos de 6 mm de diametro) oriundas do modelo da multipla aplicagéo
de TPA, foram adicionadas a 750 pyL de tampao fosfato de sd6dio 80 mM e pH 5,4
contendo 0,5% de HTAB e homogeneizadas por aproximadamente 45 segundos a 0°C.

Aos homogeneizados foram adicionados 750 yL do tamp&o descrito anteriormente. As
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amostras (1500 pL) entdo foram centrifugadas a 11200 g a 4°C por 20 min. Triplicatas
de 30 pL do sobrenadante foram adicionados em placas de 96 pogos, com posterior
adicdo de 200 uL de uma solugao contendo 100 uL de tampéo fosfato de sédio 80 mM
pH 5,4, 85 pL de tampéo fosfato de sddio (PBS) 0,22M pH 5,4 e 15 L de perdxido de
hidrogénio 0,017% em cada pogo. A adi¢cao de 20 yL de TMB 18,4 mM dissolvido em
uma solugdo aquosa de dimetilformamida a 8% promoveu o inicio da reagao
colorimétrica. A placa foi incubada a 37 °C por 3 min, e a reac¢ao foi interrompida pela
adicdo de 30 pL de acetato de sodio 1,46 M pH 3,0 em cada pogo. A atividade
enzimatica foi determinada usando leitor de placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader
EL808) com comprimento de onda de 620 nm e o resultado foi expresso em mili

densidade o6ptica por orelha (mDO/orelha) (Bradley et al., 1982; De Young et al., 1989).

3.8. Avaliagao da Atividade Enzimatica da NAG

A avaliacao da atividade da enzima NAG é utilizada como indicativo da presenca
de leucécitos mononucleares e foi realizada, assim como a MPO, a partir de amostras
de orelhas de camundongos oriunda do modelo da multipla aplicagdo de TPA,
seguindo a metodologia de Sanchez & Moreno (1999). As biopsias das orelhas
(fragmentos de 6 mm de didametro de tecido da orelha dos camundongos) foram
adicionadas a 750yuL de solugéo de fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4) contendo 0,5% de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e homogeneizados por cerca de 45 s a 0°C. Aos
homogeneizados foram adicionados 750uL do tampao anteriormente descrito. As
amostras (1,5 mL) foram adicionadas em microtubos e centrifugadas a 12000 xg a 4°C

por 15 min. Triplicatas de 25 puL do sobrenadante foram colocadas em placas de 96
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pocos e posteriormente foi adicionado 100 yL de tampéao citrato 50 mM (pH 4,5). A
reacao foi iniciada pela adicdo de 25 uL da solugcdo de p-nitrofenil-acetamida-u-D-
glicopiranosideo (2,24 mM) em agua ultra pura (miliQ — Millipore). A seguir o meio
reacional foi incubado a 37°C por 1 h e a reacgao foi interrompida pela adigao de 30 pL
de tampé&o glicina 200 nM (pH 10,4) em cada pog¢o. A atividade enzimatica foi
determinada por colorimetria usando um leitor de placas (BioTek Ultra Microplate
reader EL 808), cuja leitura foi realizada na absorbancia de 405 nm e os resultados

expressos como mDO/biépsia (Sanchez & Moreno, 1999).

3.9. Avaliagao da Atrofia Cutanea

Um dos efeitos colaterais promovido por corticoides quando utilizados em
tratamentos topicos € a atrofia cutanea, promovendo uma diminuigdo do colageno
produzido por fibroblastos da derme (Schoepe et al., 2010). Para avaliarmos este
parametro os animais forma expostos por um periodo de sete dias ininterruptos ao
EEMS (1,0 mg/orelha), a dexametasona (0,05 mg/orelha) ou acetona, sendo aplicados
2 vezes ao dia. A espessura da orelha foi avaliada no primeiro dia antes a primeira
exposicao e no oitavo dia de experimento. A atrofia foi expressa como a diferenga da
medida do ultimo dia com a do primeiro dia, como descrito no item 3.5. Amostras da
orelha e os 6rgéos linfoides (timo, bacos, adrenais e linfonodo auricular) foram
coletados no ultimo dia de experimento e pesados a fim de avaliar o efeito sistémico da

aplicacéo topica do EEMS (1,0 mg/orelha) e Dexametasona (0,05 mg/orelha).
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3.10. Analise Histolbgica

Foram realizados estudos histologicos para avaliar a modificagdo estrutural e
celular da pele causada pela multipla aplicacédo de TPA e alteracdo apdos tratamento
com a M. sylvestris. As amostras de orelhas, coletadas dos camundongos submetidos
aos modelos anteriormente citados, foram fixadas em solugdo de ALFAC (85% alcool
80° GL, 10% formaldeido 40% e 5% acido acético) por um periodo de 16 h. As orelhas
foram entdo desidratadas em uma bateria seriada de alcool (concentragdes crescentes
com variacéo de 10%) e diafanizadas em xilol, emblocadas em parafina e seccionados
em cortes de 5 um e colocados sob laminas de vidro. Os cortes foram entdo hidratados
em xileno e uma sequéncia decrescente de etanol, em seguida, corados com
hematoxilina e eosina(Recio et al., 2000). Para avaliar a espessura da epiderme, os
cortes foram fotografados em um aumento de 200 e/ou 400x e as fotografias
analisadas com o software Image J versédo 1.41 (National Instituteof Health, EUA). Para
confirmar essas imagens as marcagdes foram contadas por um unico experimentador
de modo “cego”, na qual ele ndo sabia qual grupo o corte pertencia. A espessura da

epiderme foi expresso, em pym

3.11. Avaliacao dos Niveis da Proteina PCNA por Imuno-histoquimica

Esta € uma proteina nuclear, necessaria para a sintese de DNA em células
eucariotas. A sua sintese e expressao esta relacionada com o estado de proliferagcao
de células e do seu nivel de expressdo que reflete a atividade de proliferacédo de

células de tumor e pré-cancerosas (Gambichler et al., 2008).
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A imuno-histoquimica foi realizada pelo método indireto (revelagdo do complexo
antigeno-anticorpo). As orelhas foram emblocadas previamente em parafina e cortadas
em micrétomo com uma espessura de 5 pm. Os cortes foram desparafinados em xilol
(trés banhos com duragao de dez minutos cada) e reidratados em concentra¢des de
alcoois decrescentes 100%, 95%, 80% e 70% (banhos com duragdo de cinco minutos
cada) e banho em tampao fosfato (PBS), pH 7,4. Apés o banho, a peroxidase
endogena foi bloqueada com solugao de peroxido de hidrogénio em metanol a 3% por
10 min. Posteriormente, foi realizado o bloqueio de radicais aldeidos através de banhos
de glicina 0,1 M (3 minutos), o bloqueio de peroxidase enddgena utilizando uma
solugéo de peroxido de hidrogénio (H202) 3% em metanol (15 minutos) e a inibigdo dos
sitios antigénicos inespecificos através da incubagdo das laminas com soro de
albumina bovina (PBS/BSA 1%, 30 min) em camara umida a temperatura ambiente.
Em seguida foi feita incubagéo por 2 horas em camara umida com anticorpo primario
anti-PCNA na temperatura ambiente, na proporcéo de 1:100 em solugdo de PBS/BSA a
1%. Neste momento foi selecionada uma lamina para controle negativo que recebeu
anticorpo isotipico (purified mouse IgG1 immunoglobulin isotype) ou omitindo-se o
anticorpo primario. Apés um banho de PBS/BSA a 1% e trés banhos de PBS, todos os
cortes foram incubados com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase por 1 h em
camara umida e a temperatura ambiente, na propor¢do de 1:100 em solugcdo de
PBS/BSA 1%. Em seguida, foram feitos trés banhos com PBS e incubagdo dos cortes
com o cromogeno diaminobenzidina (Kit Substrato DAB, 10 min). O excesso de
cromogeno foi retirado em agua corrente. As laminas foram contra coradas com

hematoxilina por 5 min, desidratadas, clareadas com xilol e montadas com Balsamo do
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Canada (Athar et al., 2004). Para avaliacdo da marcagao dos cortes foi utilizada lente
ocular graduada. A marcacgéo foi avaliada em areas representativas em aumento de
200x e 400x. Alem disso, foi realizada a quantificagdo da marcagao da proteina PCNA
em 5 diferentes areas em aumento de 400x. Para esta analise, foram retiradas 5 fotos,
de forma randomizada, de cada 3-5 cortes histologicos distintos, corados com o
cromogeno diaminobenzidina e n&o contra corados com hematoxilina, para cada
amostra de orelha. A quantificagdo foi realizada pela contagem de celular marcada
utilizando o programa Image J. Para confirmar essas imagens as marcagdes foram
contadas por um unico experimentador de modo “cego”, na qual ele ndo sabia qual

grupo o corte pertencia.

3.12. Ensaio de Reversdao por Antagonista Corticoide (RU486 -
Mifepristona)

Para verificar o possivel envolvimento dos receptores de glicocorticéides, os
animais foram pré-tratados com o antagonista farmacolégico RU486 (mifepristona)
(50mg/kg, s.c.) ou com veiculo Polietileno glicol 400 (PEG400) e apos 30 minutos foi
induzido o edema de orelha pela aplicacdo de TPA como descrito no item 3.5. e na
sequéncia realizado o tratamento topico com o EEMS (1,0 mg/orelha) ou
dexametasona (0,05 mg/orelha). A espessura da orelha foi utilizada como indicador do
processo inflamatorio e para avaliar a possivel reversdo causada pelo antagonista

(Pinto et al., 2010).
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3.13. Ensaio de Ligagao Especifica ao Receptor de Glicocorticoide

Para avaliar a existéncia da interacdo do EEMS com o receptor de
glicocorticéide (GR) ocorre de forma direta, utilizamos a técnica de ligagao especifica,
usada de forma bem ampla em estudos de interacdo farmaco-receptor. O ensaio de
ligacdo foi realizado utilizando figado de rato, homogeneizado com tamp&o HEM
(10mM de HEPES, 1mM de EDTA, 2 mM, ditiotreitol (DTT), 10 mg/mL de fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), 20 mM de molibdato de sodio, 10% de glicerol, pH 7,2). Apos
centrifugagéo (30.000 x g, 30 min/4° C), o sobrenadante foi utilizado para a analise do
ensaio de ligagao especifica através do deslocamento de *H-dexametasona provocado
pelo EEMS como descrito anteriormente (Kalimi & Hubbard, 1983), com algumas
modificagdes. Entdo, o sobrenadante dos homogeneizados de figado (50 L) foram
incubados com 25 uL de tampdo de ensaio (25 nM, *H-dexametasona, 10 mM de
HEPES, 1 mM de EDTA, 20 mM de molibdato de sodio, pH 7,5) e 25uL de uma solugao
contendo EEMS (0,1-30 pg/mL) ou dexametasona 10 M durante 18 horas a 0°C. Apds
a incubacdo, a reagao foi interrompida e & *H-dexametasona que sofreu deslocamento
do receptor e/ou ndo sofreram ligagao foram conjugados por dextrano e carvao ativado
(150 pL 2% de carvéo ativado, 0.2%, dextrano PM 70 kDa). Apos agitagdo em vortice e
centrifugacdo a 10.000 xg durante 5 min, o sobrenadante foi separado e a
radioatividade foi contada por cintilagdo liquida em contador beta (BeckmanCoulter,
modelo: LS6500). A ligacdo n&o especifica (ndo mais do que 20% da ligagao total) foi
determinado pela adigao de 50 nm de dexametasona n&o radioativa. Os resultados s&o
expressos como pmol de *H-dexametasona ligada por mg de proteina (Ferreira et al.,

2005).
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3.14. Cultivo Celular

Para a realizacdo dos experimentos in vitro foram utilizados queratinécitos
humanos da linhagem imortalizada HaCaT, cedidas pelo Prof. Dr. Décio dos Santos
Pinto Jr. da Universidade de S&o Paulo (USP). As células foram mantidas em cultivo
em meio nutritvo DMEM, suplementado com soro fetal bovino (SFB) em uma
propor¢gao de 10% além da adicdo de 10ug/mL de estreptomicina e 10 U/mL de
penicilina sob uma atmosfera umidificada e controlada com 5% de CO, a 37° C.O
EEMS foi diluido previamente em etanol PA em seguida diluicbes seriadas foram
realizadas em meio de cultivo, sendo que a concentracéo final encontrada nos pogos
tratados foi de apenas 2% de etanol na maior concentragdo do EEMS. Para verificar se
esta porcentagem de etanol interferia nos resultados foi realizado um grupo

denominado Veiculo.

3.15. Ensaio de Viabilidade Celular

3.15.1. Ensaio de MTT

A fim de avaliar um possivel efeito citotoxico do EEMS em linhagem imortalizada
de queratinécitos humanos (HaCaT) a metodologia de redugéo do sal de tetrazolio foi
utilizada. O ensaio mede a redugdo de amarelo de 3 -(4, 5 —dimetil-tiazol-2-il) -2, 5-
difenil tetrazolio (MTT), através da succinato desidrogenase mitocondrial em células
vivas. As células foram semeadas em placas de 96 pocos em uma densidade de 7x10°

células/poco. Apds 16 horas o meio de cultivo suplementado foi substituido por meio
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incompleto com diferentes concentracbes de EEMS (0,03-100 ug/mL) e incubado por
24 horas. Ao final deste periodo o meio foi substituido por uma solugédo de MTT (0,5
mg/mL) em meio incompleto e placa foi incubada em uma atmosfera umidificada e
controlada com 5% de CO, a 37° C por 3 horas. A solugdo de MTT foi removida e os
cristais de formazan formados foram dissociados em etanol PA e a absorbancia foi
verificada em leitor de placa (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL808) em um
comprimento de onda de 570 nm e o resultado foi expresso em porcentagem da

viabilidade celular (Pachauri et al., 2013).

3.15.2. Ensaio do Vermelho Neutro

O ensaio de absorcdo de vermelho neutro proporciona uma estimativa
quantitativa do numero de células vidveis em cultura celular. E um dos testes de
citotoxicidade mais utilizados com muitas aplicacbes biomédicas e ambientais que se
baseia na capacidade das células viaveis ligar e incorporar o corante vermelho neutro
[(VN, cloridrato de 3-amino-7-dimetil-2-metilfenazina)], que é hidrossoluvel e que passa
através da membrana celular, concentrando-se nos lisossomos de células viaveis
(Repetto et al., 2008). Assim como ensaio do MTT, também consiste em um ensaio
colorimétrico que permite quantificar o crescimento celular (proliferacdo celular) e

determinar a citotoxicidade de agentes com potencial farmacolégico.

As células foram semeadas em placas de 96 pocos em uma densidade de 7x10°
células/pogo (37°C, tensdo de 5% de CO3).Apos 16 horas o meio de cultivo
suplementado foi substituido por meio incompleto com diferentes concentragdes de
extrato da M. sylvetris (0,03 — 100 pg/mL) e incubado por 24 horas. Apds o tempo de

exposicao ao composto, retira-se o0 meio dos pocgos e adiciona-se 200 pyL da solugao
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com o corante VN (40 yg/mL de meio de cultivo com 1% de soro fetal bovino). As
células foram incubadas novamente por 3 horas (37°C, tensdo de 5% de CO,), tempo
este necessario para a incorporagao do corante nas células vivas. Apés o meio ser
retirado, uma lavagem foi realizada com uma mistura de 1% de CaCl; e 0,5% de
formaldeido, para remover o corante externo. Entdo, foram adicionados 200 pL de uma
solugao de acido acético 1% e etanol 50%. Apds 10 minutos na temperatura ambiente
e agitacdo moderada, a absorbancia foi mensurada em 540 nm em leitor de placa
ELISA (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL808). A absorbancia das células n&o tratadas

foi considerada como 100% de viabilidade celular.

3.16. Ensaio de Proliferagao Celular

Com o intuito de verificar a participacdo do EEMS na proliferacdo celular de
queratindcitos, células HaCaT (7x10° células/pogo) foram semeadas em placas de 96
pocos e em uma atmosfera umidificada, 37°C e uma tensdo de 5% de CO,. 16 horas
ap6s o meio foi substituido por 200 yL de meio contendo diferentes concentragcbes do
EEMS (0,03 — 100 pg/mL). A placa foi incubada em condi¢gbes padrdo e a cada 48
horas 0 meio foi substituido por um novo meio contendo as mesmas concentracoes
anteriores do extrato. Ao final de 96 horas a proliferagao foi avaliada através do ensaio

de MTT de acordo com o item 3.15.1.
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3.17. Ensaio de Ciclo Celular e Apoptose

Para verificar se o EEMS é capaz de interferir no ciclo celular ou promover morte
celular por apoptose ou necrose celular HaCaT foram tratadas com EEMS (0,03 — 100
pug/mL) e as alteragdes celulares foram determinada por citometria de fluxo com auxilio
do kit Anexina V-PE, 7-AAD (BD 559763,BIOPharmigen) para avaliar a viabilidade das

células e conteudo de DNA do ciclo celular de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.18. Analises Estatistica

Os resultados foram apresentados como média * erro padrédo da média (EPM),
exceto para os valores das DEs (dose necessaria para inibir em 50% da resposta dos
grupos tratados em relagdo ao grupo controle), que foram representados como a média
geomeétrica seguido de seu respectivo intervalo de confianga de 95%. Os dados foram
avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas via, seguida do teste de
multipla comparacdo de Newman-Keuls quando necessario. Valores de p menores do
que 0,05 (p< 0,05) foram considerados significativos. Os calculos acima foram
realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism version 3.00, San Diego

Califérnia, EUA.

3.19. Drogas e Reagentes

Para a realizagdo dos experimentos acima, os seguintes reagentes foram
utilizados: malvidina 3-glicosideo, malvidina 3,5-glicosideo quercetina, escopoletina,
12-O-tetradecanoilforbol acetato (TPA), dexametasona, hexadeciltrimetilamonio

(HTAB), Tetrametilbenzidina (TMB), p-nitrofenil-acetamida-u-D-glicopiranosideo,
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fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), ditiotreitol (DTT), aprotinina, dimetilsulféxido
(DMSO), Tween 20, acido n-2-hidroxietilpiperazina-n'-2'-etanossulfénico (HEPES),
albumina de soro bovino (BSA), 3-(4, 5 —dimetil-tiazol-2-il) -2, 5-difenil tetrazolio (MTT),
cloridrato de 3-amino-7-dimetil-2-metilfenazina (VN), gelatina, mifepristona e cloreto de
benzetdnio (Sigma ChemicalCo®, EUA). Etanol absoluto, polietilenoglicol 400, peroxido
de hidrogénio, acetato de sodio, cloreto de sddio, hematoxilina, eosina, xilol, molibdato
de sddio, glicerol, glicina, metanol, fosfato de sodio, cloreto férrico, dextrana, acido
cloridrico, acido fosfomolibidico, acido fosfotungstico, Tris-HCI, biebrich Scarlet, fucsina
acida e azul de anilina (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Acetona, N,N-dimetilformamida,
citrato de sodio, etilenodiaminotetracético (EDTA), tolueno, carvao ativado, formol,
formaldeido, acido acético glacial e parafina (Merck Bioscience, Alemanha). Anticorpo
policlonalanti-PCNA, anticorpo secundario conjugado aperoxidase (HRP -
horseradishperoxidase) (Santa Cruz Biotechnology®, EUA). Kit substrato DAB para
peroxidase, kit Anexina V — PE, 7-AAD (BD BiosciencesPharmigen®, EUA). [°H]-
dexametasona (Amersham, Buckinghamshire, UK). Meio Dulbecco Mem (DMEM), soro
fetal bovino (SFB), tripsina (Cultilab, Campina, Brasil). Estreptomicina/penicilina (Gibco,

Life Technologies Corporation, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do EEMS Sobre o Modelo da Multipla aplicagcao de TPA

4.1.1. Avaliagao do Edema de Orelha

A aplicacdo de TPA promoveu aumento na espessura da orelha apés multipla
aplicacao e observamos o estabelecimento do edema, como demonstrado na figura 6.
A partir do 5° dia de experimento os animais foram tratados com o EEMS (1,0
mg/orelha) ou dexametasona (Dexa, 0,05 mg/orelha) duas vezes ao dia, até o final do
experimento. O edema era avaliado 6 e 24 horas apos a aplicacdo do TPA uma vez
gue o mesmo era aplicado em dias alternados e as medidas eram feitas diariamente.
Dois grupos de animais n&o receberam TPA. No entanto, um deles recebeu o veiculo
utilizado pra diluir os tratamentos (acetona), esses grupos sdo denominados de Naive e
Veiculo, respectivamente. O EEMS foi capaz de reduzir o edema pré-estabelecido ja no
primeiro dia de tratamento, assim como a dexametasona. Esta inibicdo foi observada
até o fim do experimento, atingindo efeito maximo de 64,7 £+ 4,5% e 79,9 + 4,1%,

respectivamente para EEMS e dexametasona (Figura 6).

A aplicacdo repedida de TPA na orelha dos animais causou extravasamento
plasmatico, alterando ndo s6 a espessura das orelhas dos animais como o0 peso
(Figura 7). A multipla aplicacédo de TPA aumentou o peso das orelhas em 17,6 + 1,4
mgsendo que o tratamento com EEMS impediu esse aumento em 74,9 + 21 %. O
farmaco de referéncia, usado como controle positivo (dexametasona), foi capaz de

impedir esse aumento em 97,2 + 3,1 %.
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Figura 6: Efeito do EEMS e dexametasona (Dexa), administrados por via topica
duas vezes ao dia no modelo de edema de orelha induzido pela multipla de TPA. No
animal veiculo somente acetona foi administrada. Amostras para demais analises
foram coletadas no ultimo dia de experimento Cada linha representa a média + EPM,
para 5-8 animais e estes dados foram avaliados através de uma analise de variancia de
duas vias (ANOVA). Os asteriscos denotam os niveis de significAncia, quando
comparado com o grupo controle sendo *** p<0,001. Inducado e tratamento conforme o
esquema do item 3.6.
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Figura 7: Efeito do EEMS e dexametasona (DEXA) sobre o peso das orelhas no
modelo de aplicagdes multipla de TPA. No grupo veiculo somente acetona foi
administrada. A amostra foi coletada no ultimo dia de experimento. Cada linha
representa a média + EPM, para 5-8 animais. Os asteriscos denotam os niveis de
significancia quando comparado com o grupo controle. O sinal de numero denota o
nivel de significancia quando comparado com o grupo veiculo. Significativamente

diferentes, # # # e *** p<0,001.
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4.1.2. Efeito do EEMS Sobre a Atividade da MPO e NAG

Repetidas aplicacbes de TPA na orelha dos animais ocasionou reagao
inflamatoria devido ao extravasamento plasmatico e com intensa migragao celular. Esta
migragdo foi quantificada através da técnica colorimétrica e os leucdcitos
polimorfonucleares foram estimados pela atividade da enzima MPO e as células
mononucleares através da atividade da enzima NAG. A multipla aplicagdo de TPA
gerou aumento de ambas as enzimas ao final de 9 dias e o tratamento com EEMS foi
capaz de impedir esse aumento em 74,2 + 5,7 % na atividade da enzima MPO (células
polimormonucleares) e 47,8 + 2,4 % na enzima NAG (mononucleares) (Figura 8). A
dexametasona impediu em 92,8 + 3,4 % e 60,0 + 3,4 % o aumento da MPO e da NAG,

respectivamente.
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Figura 8: Efeito do EEMS e dexametasona (Dexa) sobre a atividade das
enzimas MPO (A) e NAG (B) no modelo de edema de orelha induzido pela multipla de
TPA. No grupo veiculo somente acetona foi administrada. Cada linha representa a
média £+ EPM, para 5-8 animais. Os asteriscos denotam os niveis de significancia,
quando comparado com o grupo controle. O sinal de numero denota o nivel de
significancia quando comparado com o grupo veiculo. Significativamente diferentes, # #

# e ™ p<0,001.

TPA (2,0 pg/orelha)
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4.1.3. Analise histolégica e imuno-histoquimica

Analises microscopicas das orelhas no ultimo dia de experimento revelaram
intensa hiperplasia epidérmica (Figura 9) e o aumento na celularidade (Figura 10). A
aplicagado topica de 1,0 mg/orelha de EEMS, bem como de 0,05 mg/orelha de
dexametasona (Dexa), foram capazes de reduzir tanto a hiperplasia epidérmica como a
formagdo do edema e a migracdo celular. Apos o processamento histologico das
amostras, foi possivel avaliar a inibigdo da proliferagdo epidermal ocasionada pela
multipla aplicagao do TPA, e o EEMS inibiu 59,3 + 7,1 % a espessura da epiderme e a
dexametasona, um corticoide conhecido, foi capaz de inibir em 65,9 * 4,7 % em

relagdo ao controle.

Cortes histolégicos das orelhas submetidas ao modelo da multipla aplicagado de
TPA, tratadas topicamente com 1 mg/orelha de EEMS,0,05 mg/orelha
dedexametasona, ou acetona também foram marcados com o antigeno nuclear de
proliferagao celular (PCNA) (Figura 10B, D, F, He J e 11). Os tecidos do grupo controle
(Figura 10F) mostram intensa marcagao positiva para PCNA na regido equivalente a
epiderme causada pela aplicagcdo multipla de TPA. O tratamento com EEMS (Figura
10H) reduziu o numero de células positivas para o PCNA, semelhante ao tratamento
com dexametasona (Figura 10J), utilizado como controle positivo do experimento.
Quando a imunomarcacgao foi quantificada, o EEMS foi capaz de reduzir a proliferagcéao
em 659 £ 58 % e o corticoide em 91,6 £+ 2,6 % (Figura 11). Nos grupos Naive
(Figura10A e B) e Veiculo (Figura 10C e D) observa-se um basal de marcagao, pois a

epiderme é um tecido em constante proliferagéo.
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Figura 9: Acdo do EEMS e da dexametasona (Dexa)sobre o aumento na
espessura da epiderme causado por multipla aplicagdo de TPA. A avaliacdo foi
realizada no ultimo dia de experimento. Os grupos correspondem aos resultados de
tecidos obtidos de animais n&o tratados, tratados com veiculo (acetona), somente TPA
2,0 ug/orelha (Controle), tratados com TPA e EEMS (1,0 mg/orelha) ou TPA e
dexametasona (Dexa 0,05 mg/orelha).Os asteriscos denotam os niveis de significancia,
quando comparado com o grupo controle e do sinal de numero denota o nivel de
significancia de grupo controle quando comparado com o grupo Vveiculo.
Significativamente diferentes, # # # e *** p<0,001.
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Figura 10: Cortes histoldgicos representativos de orelhas obtidas no ultimo dia
apos multipla aplicagédo de TPA, mostrando as orelhas nao tratadas (naive, A e B),
tratadas somente com veiculo (C e D),controle (TPA, E e F), tratada com TPA e EEMS
(G e H) ou TPA e dexametasona (I e J). Os cortes foram corados com hematoxilina e
eosina (A, C, E, G e |) e imunomarcados para PCNA (B, D, F, H e J) com ampliagao de
400x em microscopio optico.
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Figura 11: Quantificagdo da imunomarcagao para PCNA em cortes histolégicos
de orelhas tratadas com multipla aplicagcdo de TPA 2,0 pg/orelha (Controle), mais
EEMS (1,0 mg/orelha) ou dexametasona (Dexa 0,05 mg/orelha). O grupo Naive se
refere a animais n&o tratados e o Veiculo aos animais tratados somente com acetona.
Os asteriscos denotam os niveis de significancia, quando comparado com o grupo
controle. O sinal de numero denota o nivel de significancia quando comparado com o
grupo veiculo. Significativamente diferentes, # # # e *** p< 0,001.

52



4.2. Avaliacao do EEMS Sobre a Atividade Celular

4.2.1. Viabilidade Celular

Como primeira avaliagdo do EEMS sobre queratinécitos (HaCat) foi realizado o
ensaio de viabilidade pelas metodologias de Vermelho Neutro e MTT. No teste do
vermelho neutro, 24 horas apos a exposi¢cao ao EEMS foi observado reducéo de 49,9 +
3,1 % a partir da concentragdo de 10 ug/mL na viabilidade celular, atingindo 73,1 £ 0,9
% na concentragdo de 100 yg/mL (Figura 12). Quando avaliado a viabilidade celular
pela metodologia do MTT, verificamos redugao de 35,8 + 5,7 % na concentragdo de 10
pug/mL do extrato, alcangando morte total das células na concentragdo de100ug/mL
(Figura 13). As células que ndo receberam tratamento nenhum foram consideradas
como Vviabilidade de 100% (Controle). O grupo denominado Veiculo recebeu meio

contendo 0,1% de etanol.
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Figura 12: Efeito do EEMS sobre a viabilidade de células HaCat através do
vermelho neutro. A avaliacdo foi feita 24 horas apds a exposicdo ao EEMS em
diferentes concentragbes comparadas com as células que nao foram expostas a
nenhum tratamento (Controle) ou ao veiculo (etanol 0,1%). Os asteriscos denotam os
niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle. Significativamente

diferentes, *** p<0,001.
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Figura 13: Avaliagdo do efeito da exposi¢cao de células HaCat ao EEMS sobre a
viabilidade celular através do MTT. A avaliagao foi feita 24 horas apds a exposi¢cao ao
EEMS em diferentes concentracbes comparadas com as células que nao foram
expostas a nenhum tratamento (Controle) ou ao veiculo (etanol 0,1%). Os asteriscos
denotam os niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle.

Significativamente diferentes, *** p<0,001.
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4.2.2. Avaliacao da Atividade Antiproliferativa do EEMS

Para avaliar a atividade antiproliferativa do EEMS, células foram plaqueadas e
mantidas em meio e estufa. Ao final de 96 horas as células foram submetidas ao
protocolo de viabilidade celular pelo método de MTT. As células mantidas somente em
meio foram consideradas com 100% de viabilidade denominadas de Controle. Os
demais grupos receberam diferentes concentragbes do EEMS (0,03-100 pg/mL)
diluidos em meio de cultivo, o qual foi substituido por meio novo contendo as mesmas
concentragcdes a cada 48 horas. Com isso, foi possivel observar que ocorreu redugao
da proliferagédo celular nas concentragbes de 10, 30 e 100 yg/mLem 75,8 + 0,9%, 79,2
+ 0,8% e 80,3 + 2,4%, respectivamente (Figura 14). No grupo que foi realizado o
tratamento apenas com o veiculo (etanol 0,1%) os resultados mostram que este nao

interfere na proliferagao celular.
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Figura 14: Efeito do EEMS sobre a proliferagdo celular. Células HaCat foram
expostas ao EEMS por 96 h, sendo efetuado o mesmo tratamento a cada 48 horas, em
diferentes concentragbes comparadas com as células que nao foram expostas a
nenhum tratamento (Controle) ou somente ao veiculo (etanol 0,1%). Os asteriscos
denotam os niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle.
Significativamente diferentes,*** p<0,001.
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4.2.3. Avaliacao do Ciclo Celular e da Apoptose

Apos a realizagao do ensaio de proliferacdo celular foi possivel identificar que o
tratamento com o EEMS promoveu importante reducdo da proliferagdo de células
HaCaT nas maiores concentragcbes, assim como observado na viabilidade celular.
Logo, o passo seguinte foi verificar a forma como o EEMS esta causando morte celular.
Apos o tratamento, as células foram processadas de acordo com as especificagdes do
fabricante e avaliadas em citbmetro de fluxo utilizando uma dupla marcagédo com
Anexina V-FITC/7-AAD. Células que se encontram em estagios iniciais de apoptose
estdo localizados no quadrante inferior direito do dot-plot, com a marcagao positiva
para a anexina V-FITC, uma vez que nesta etapa as membranas celulares ainda
encontram-se intactas, ndo permitindo a entrada do 7-AAD. Nos estagios finais da
apoptose, o 7-AAD entra na célula levando a uma dupla marcagdo com anexina
VFITC/7-AAD, vista no quadrante superior direito do dot-plot. Células necréticas
aparecem no quadrante superior esquerdo, com a marcacao apenas para o 7-AAD e
células viaveis sdo demonstradas no quadrante inferior esquerdo (Figura 15). Assim, as
concentragdes de 10, 30 e 100 pg/ml de EEMS causaram a morte celular por apoptose
em 43,6 + 10,3 %, 48,9 + 10,2 % e 81,3 + 4,8 % respectivamente (Figura 16). O grupo
denominado de Controle é o qual nenhum tratamento foi realizado e o grupo veiculo
recebeu somente meio contendo etanol 0,1%, o qual € a diluicdo da maior
concentracdo do EEMS. Com tais resultados foi possivel verificar que o EEMS causa

morte celular por apoptose.
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Figura 15: Dot-plots representativos da citometria de fluxo bivariada entre
Anexina V/7-AAD apds o tratamento por 48 horas com o EEMS em diferentes
concentracbes comparadas com as ceélulas que nado foram expostas a nenhum
tratamento (Controle) ou somente ao veiculo. O quadrante inferior esquerdo (Anexina
V-/7-AAD-) mostra as células consideradas viaveis. O quadrante inferior direito
(Anexina V+/7-AAD-) representa as células apoptoticas e o quadrante superior

esquerdo (Anexina V+/7-AAD+) mostra as células necroticas.
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Figura 16: Avaliacado do efeito do EEMS sobre a apoptose celular. O resultado
foi avaliado 48 horas apds a exposicdo do EEMS em diferentes concentragdes
comparadas com as células que nao foram expostas a nenhum tratamento (Controle)
ou somente ao veiculo (etanol 0,1%). Os asteriscos denotam os niveis de significancia,
quando comparado com o grupo controle. Significativamente diferentes,*** p<0,001
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4.3. Avaliacao da Atrofia Cutanea

Para verificar possiveis efeitos colaterais provocado pela multipla aplica de
EEMS, foi realizado o modelo da atrofia cutanea. A atrofia cutdanea € um efeito muito
comum no tratamento crénico com os glicocorticoides e além de verificar a redugao da
espessura da orelha dos animais provocada pela diminuigdo das fibras de colageno,
também é capaz de verificar alteragdes em 6rgéos linféides, os quais sdo os principais
afetados pelos efeitos indesejados por drogas utilizadas para o tratamento de doencgas
como psoriase. Os animais receberam tratamento do EEMS (1,0 mg/orelha) e
dexametasona (0,05 mg/orelha), além do veiculo utilizado para diluir as respectivas
doses (acetona). O tratamento foi realizado duas vezes ao dia em um periodo de sete
dias, sendo que a espessura da orelha direta dos animais foi avaliada no 1° e ultimo dia
de experimento. O EEMS néo foi capaz de alterar a espessura da orelha quando
comparado com os animais que nao receberam nenhum tipo de tratamento (Naive). No
entanto, o corticoide dexametasona provocou uma reducgao significativa de 47,0 + 8,3

MM na espessura das orelhas (Figura 17).

No ultimo dia de experimento os animais foram eutanasiados e 6rgdos como
timo, bacgo, linfonodo auricular e glandulas adrenais foram coletados e pesados para
verificar se os tratamentos foram capaz de alterar esses o6rgaos (Figura 18). O
tratamento com o EEMS néo foi capaz de alterar a massa de nenhum desses 6rgéos
quando comparado com os animais Naive. Ja a dexametasona reduziu drasticamente o
peso de todos os 6rgaos avaliados em 61,4 £ 0,7; 161,7 +7,0; 3,4 £+ 0,3e 0,7 £ 0,2 mg
para o timo, baco, linfonodo auricular e adrenais, respectivamente (Figura 18). O

veiculo (acetona) ndo alterou nenhum parametro avaliado.
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Figura 17: Efeito do EEMS e dexametasona (DEXA) sobre a espessura das
orelhas no modelo da atrofia cutdnea. No grupo veiculo somente acetona foi
administrada. A amostra foi coletada no ultimo dia de experimento.Cada linha
representa a média + EPM, para 6-8 animais. Os asteriscos denotam os niveis de
significancia quando comparado com o grupo controle. O sinal de numero denota o
nivel de significancia quando comparado com o grupo Naive. Significativamente
diferentes, *** p<0,001.
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Figura 18: Efeito do EEMS e dexametasona (DEXA) sobre o peso de 6rgaos timo (A),
baco (B), linfonodo auricular (C) e glandulas adrenais (D) no modelo da atrofia cutanea.
No grupo veiculo somente acetona foi administrada. A amostra foi coletada no ultimo
dia de experimento. Cada linha representa a média + EPM, para 6-8 animais. Os
asteriscos denotam os niveis de significancia quando comparado com o grupo controle.
O sinal de numero denota o nivel de significancia quando comparado com o grupo
Naive. Significativamente diferentes, ** p<0,01 e *** p<0,001.

61



4.4. Interagcdao do EEMS Com Receptores de Corticdides

Uma vez que o EEMS foi capaz de inibir a inflamacédo e a proliferacido de
queratinocitos semelhante a um corticéide (dexametasona), verificamos se o EEMS
interage com esses receptores. Para essa avaliacdo dois modelos foram utilizados: o
ensaio de reversdo por antagonista de receptores de glicocorticoide (Figura 19) e o
ensaio de ligacdo especifica ao receptor de glicocorticoide (Figura 20). Na primeira
avaliacédo, a administragédo previa do antagonista RU-486 (mifepristona, 50mg/kg, s.c.)
30 minutos antes da inducdo do edema pela aplicagdo unica de TPA. A aplicagao
topica do EEMS (1,0 mg/orelha) ou da dexametasona (0,05 mg/orelha) foi feita logo
ap6s o TPA. O tratamento com o EEMS foi capaz de impedir em 58,2 + 11,4 % a
formagao do edema e o tratamento prévio com o antagonista mifepristona n&o reverteu
o efeito do EEMS. Entretanto, o tratamento prévio com mifepristona causou reversao
completa (93,4 + 3,1 %) da resposta inibitéria do corticoide dexametasona sobre o
edema (Figura 19). O tratamento com mifepristona ou com o veiculo (PEG400) nao

alterou o edema causado pelo TPA.
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Figura 19: Efeito do EEMS (1,0 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha)
administrado por via tépica sobre o edema da orelha induzido por TPA na presenca ou
auséncia do antagonista RU-486 (mifepristona, 50 mg/kg, s.c.). Edema da orelha foi
medido 6 horas apos o tratamento com TPA. Cada linha representa a média + EPM,
para 5-7 animais. Os asteriscos denotam os niveis de significancia, quando comparado
com o grupo controle. Significativamente diferentes, *** P <0,001
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Para confirmar se de fato o EEMS n&o estaria se ligando ao receptor de
glicocorticéide de forma direta, o ensaio de ligagdo especifica foi realizado. A
dexametasona fria (sem radioativo) foi capaz de promover deslocamento da ligagéo
especifica da [H*|dexametasona em 87,5 + 5,9 %, enquanto o EEMS em todas as

concentragdes testadas nao interferiu na ligagao da [H*]Jdexametasona (Figura 20).
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Figura20: Efeito do EEMS sobre a ligacdo especifica *H-dexametasona. No
ensaio de ligacdo especifica o EEMS (1-30 ug/ml) ou a dexametasona (Dexa, 10° M)
foram incubadas com as membranas obtidas defigado de ratos na presenca de 3H-
dexametasona. Cada linha representa a média + EPM. N = 3 animais. Os asteriscos
denotam os niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle.
Significativamente diferentes, *** P <0,001.
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4.5. Analise do EEMS por Cromatografia Liquida Acoplada a um
Espectrometro de Massa (LC-MS)

ESI-MS e analise por LC-ESI-MS foram realizadas pela exploragdo os ions
representativos de padrbes de malvidina 3-glucosido, quercetina e escopoletina, a fim
de confirmar a presenca ou auséncia destes compostos no EEMS. Em primeiro lugar,
as solucdes de padrdes foram injetadas por infusdo direta na espectrometria de massa,
com o objetivo de escolher o modo de ionizagdo e concentragdo mais adequado para a
analise destes compostos no EEMS. Analises de EEMS no modo positivo e negativo
foram feitas para ajustar as condigdes de LC-MS. O cromatograma do EEMS foi
analisado através de espectrometria de massa no mesmo tempo de retencdo dos
cromatogramas dos padrbes com isso, foi possivel observar a presenga de ions
quasimolecular [M + H] nos m/z 193, m/z 303 e m/z 493, relativoaescopoletina, a
quercetina e a malvidina 3-glucésido, respectivamente (Figura 21). Estes também
foram confirmados nos experimento sem modo negativo, com exce¢do de malvidina 3-

glicosideo.
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Figura 21: Analise LC-ESI-MS do EEMS, em modo positivo: A cromatograma do
EEMS néao fixo, B Espectro de massa extraida cromatograma do EEMS néo fixado
eluido em um tempo de retencédo de 14,7 min (malvidina 3-glucésido), C espectro de
massa extraido do cromatograma da EEMS nao fixado, eluido em um tempo de
retencdo de 22,6 min (escopoletina), D Espectro de Massa extraido do cromatograma
da EEMS né&o fixado, eluido em um tempo retengéo de 31,7 min (quercetina).
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4.6. Efeito dos Compostos Isolados do EEMS na Inflamacao Aguda

Esta etapa procurou verificar se os compostos detectados no EEMS estédo
participando da atividade anti-inflamatoria verificada anteriormente e estes resultados
estdo apresentados na figura 19. A aplicagdo topica de TPA causou aumento na
espessura da orelha quando avaliada apés 6 h. O edema da orelha induzido pelo TPA
foi inibido de forma dependente da dose pelo tratamento tépico com o composto
malvidina 3-glucésido com valor de Dlsy de 0,003 (0,002-0,004) ymol/orelha e inibi¢ao
de 90 + 3 % na dose de 0,2 umol/orelha (Figura 22A). Os outros compostos
(escopoletina, quercetina e malvidina 3,5-glucésido) também foram capazes de reduzir
a formacdo de edema de forma dose dependente com um r? = 0,92; 0,91 e 0,91
respectivamente. A escopoletina (0,5 pmol/orelha) causou inibicdo de 39 * 3%, a
quercetina (3,3 pmol/orelha) reduziudS + 2%e a malvidina 3,5-glucésido (0,1
pmol/orelha) inibiu 28 + 4%(Figura 22B, C e D) o edema causado pelo TPA. A
dexametasona (0,05 mg/orelha), utilizada como um controle positivo, causou redugéo

significativa do edema em todas os experimentos.

O tratamento topico com os compostos foi capaz de inibir o aumento da
atividade da MPO causada pelo TPA, e a malvidina 3-glicoside (0,2 umol/orelha), a
escopoletina (0,5 umol/orelha), a quercetina (3,3 umol/orelha) e a malvidina 3,5-
glucosido (0,1 umol/orelha) causaram redugéo de 70 £ 5%, 38 £ 10%, 71 £ 5% e 48 +
5%, respectivamente (Figura 23). A dexametasona (0,13 umol/orelha), utilizado como
controle positivo, também causou inibigdo significativa de 74 + 1% para a atividade de

MPO.
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Figura 22: Efeito dos compostos malvidina 3-glicosideo (A), a quercetina (B),
escopoletina (C), malvidina 3,5-glicosideo (D) e dexametasona (DEXA) administrado
por via topica sobre o edema da orelha induzido por TPA. Edema da orelha foi medida
6 horas apos o tratamento com TPA. Cada linha representa a média + EPM, para 5-7
animais. Os asteriscos denotam os niveis de significancia, quando comparado com o
grupo controle e do sinal de numero denotar o nivel de significancia de grupo controle
quando comparado com o grupo veiculo. Significativamente diferentes, * P <0,05, ** P

<0,01, ###e ™" P <0,001.
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Figura 23: Efeito de malvidina 3-glicosideo (A), a quercetina (B), escopoletina
(C), malvidina 3,5-glicosideo (D) e dexametasona (DEXA) administrado por via topica
sobre a atividade da MPO tecidual induzida pelo TPA. Atividade da MPO foi medida 24
h apds tratamento com TPA. Cada linha representa a média + EPM, para 5-7 animais..
Os asteriscos denotam os niveis de significancia, quando comparado com o grupo
controle e do sinal de numero denotar o nivel de significancia de grupo controle quando
comparado com o grupo veiculo. Significativamente diferentes, * P <0,05, ** P <0,01, #
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5. DISCUSSAO

Os queratinocitos representam a principal fonte de citocinas e da epiderme alvo
da acao de citocinas. Fatores de crescimento de queratinécitos derivados e citocinas
regulam as respostas imunes e inflamatéria e desempenham papéis importantes na
pele em condigdes patoldgicas (Shirakata, 2010). No presente trabalho foi avaliado o
efeito do EEMS no processo hiperproliferativo de queratinocitos epidérmicos por
meétodos in vivo e in vitro devido a processos inflamatérios a fim de comprovar os

efeitos observados anteriormente por Prudente (2010, dissertagao).

A aplicagdo multipla de TPA é um modelo que promove hiperproliferagao da
epiderme e alteracdo da diferenciacdo, com o surgimento de acantoses e intensa
migragcdo de células inflamatérias, como neutréfilos e macrofagos, se assemelhando
muito com patologias como a psoriase (Gabor, 2003; Stanley et al., 1991). No decorrer
do estudo podemos observar a interferéncia do EEMS nestas variaveis dependentes,
justificando a continuagao do estudo. Este modelo é uma ferramenta viavel para avaliar
a resposta de compostos anti-inflamatorios e antiproliferativos em um processo
inflamatorio cronico da pele, caracterizado por um aumento na massa do tecido
(orelhas), grande infiltracdo de leucdcitos e hiperproliferagdo epidérmica (aumento na

medida da epiderme com o desenvolvimento da acantose).

O TPA é um ativador da proteina quinase do tipo C (PKC), e desencadeia a
ativacdo de proteinas quinases ativadoras de mitose (MAPKs), as quais fosforilam

fatores de transcricdo nuclear como NF-kB e AP-1 promovendo a liberagdo de diversas
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proteinas pro-inflamatorias, como citocinas (IL-1 e TNF-a), quimiocinas (IL-8 e MIP-1(3),
moléculas de adesdo (ICAM, VCAM e E-selectina), enzimas (iNOS e COX-2), entre
outros (Calixto et al., 2004; Kolch, 2005; Pickart, 2004). A sua aplicacdo de forma
repetida é considerada um método valido para avaliagdo de compostos com potencial
anti-inflamatério e também de compostos com potenciais antiproliferativos, pois tem
capacidade de promover uma hiperplasia epidérmica com uma intensa proliferagcao dos
queratinécitos com aumento de fator transformante de membrana do tipo beta 1 (TGF-
B1) e leucotrieno By. Este, por sua vez, causa um aumento na permeabilidade vascular
facilitando o influxo de neutréfilos (Murakawa et al., 2006). Outra vantagem da
utilizacdo deste modelo € que o tratamento se inicia em com um processo inflamatério
ja estabelecido. Nossos resultados mostraram que o EEMS foi eficaz em diminuir
diversos parametros, como edema. Esse efeito do extrato foi significante a partir do de
primeiro dia de tratamento e foi aumentado no decorrer do tratamento, de modo

semelhante ao efeito do corticoide dexametasona, usado como droga de referéncia.

De modo importante, o tratamento com o EEMS n&o reduziu apenas o edema
causado pela multipla aplicagdo de TPA, mas também a migragao celular, tanto de
polimorfonucleares quanto mononucleares, avaliadas pela atividade enzimatica da
MPO e NAG, respectivamente. A migragao leucocitaria € um importante parédmetro
inflamatorio comum inclusive na psoriase, o que favorece a escolha do modelo (Calixto

et al., 2004; Sanchez & Moreno, 1999).

Nosso grupo demonstrou anteriormente que o extrato de M. sylvestris é capaz
de inibir a inflamag¢do aguda promovida pelo TPA quando tratado de forma topica com

a reducao da formacéo de edema, da atividade da enzima MPO, assim como a citocina

71



pré-inflamatéria IL-18 (Prudente, 2010). Esta € uma citocina responsavel por iniciar o
processo de proliferagdo dos queratindcitos, sendo este estado patoldégico mantido por

outras citocinas,como IL-4, IL-6 e IL-8 (Gniadecki, 1998).

Somado a isso, DellaGreca e colaboradores (2009) comprovou a atividade
antioxidante da M. sylvestris(DellaGreca et al., 2009). Esta atividade € de extrema
importancia, pois a migragdo celular e processo hiperproliferativo provocado pela
multipla aplicagdo de TPA geram de forma exacerbada &nions superoxido e outros
radicais livres, favorecendo o processo inflamatério. O fato do EEMS reduzir a
proliferagdo celular e a migragdo de células no local, mesmo que em um processo
inflamatorio ja estabelecido (dados obtidos no presente trabalho) e a comprovagao da
sua atividade antioxidante observada por DellaGreca e colaboradores (2009) enfatiza a

comprovacéao do efeito anti-inflamatorio e anti hiperproliferativo do EEMS.

Juntamente com a migracéo leucocitaria e a ativagcdo de proteinas quinases
também ocasionados pela multipla aplicacdo de TPA (Stanley et al., 1991), diversos
processos patologicos s&o desencadeados, como a hiperproliferagdo dos
queratinécitos e uma diferenciacdo incompleta, evidenciado pela presenca de células
da camada cornea nucleadas, devido a sinalizacdo de cascatas de proteinas quinases

e por com uma fosforilagdo de NF-KB e AP-1 (Ravindran et al., 2009).

A fosforiagdo do NF-KB esta ligada a expressdo de genes que mantém a
proliferagdo celular e/ou protecdo celular através da regulacdo de varias vias de
sinalizagdo celular, incluindo vias de proliferagdo celular (ciclina D1, c-myc), de

sobrevivéncia (Bcl-2, Bcl-xL, cFLIP, XIAP, c-IAP1), ativagdo de caspases (caspase-8,
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3, 9), supressédo de tumor (p53, p21) e de proteinas quinases (JNK, Akt e MAPK).
Juntamente com o fator de transcricdo ativado € o AP-1, que regula a expressao de
genes em resposta a uma variedade de estimulos, incluindo citocinas, fatores de
crescimento, stress e infecgbes bacterianas e virais, controlam certo numero de
processos celulares como a diferenciacéo, proliferacdo e apoptose (Ravindran et al.,
2009), nos permitindo a especular que o EEMS possa estar interferindo nesta resposta

celular.

O tratamento repetido com o EEMS também se mostrou eficaz ao reduzir a
proliferacdo de queratindcitos causada pela multipla aplicagdo de TPA, visto através
das analises histoldgicas e confirmados pela medida da espessura epidérmica. Estes
resultados confirmam a presenga das respostas hiperproliferativas pelo modelo e a
reducao pelo tratamento com a malva. Para melhor demonstrar este efeito do EEMS no
processo de proliferacdo dos queratindcitos epidermais foi feita a imunomarcacgao para
a proteina PCNA. Esta € uma proteina nuclear, necessaria para a sintese de DNA em
células eucariotas. A sua sintese e expressdo esta relacionada com o estado de
proliferacdo de células e do seu nivel de expressdao que reflete a atividade de
proliferacdo de células de tumor e pré-cancerosas. A expressao de PCNA aumenta
durante a fase G1, atinge um pico de expresséo na fase S e declina durante as fases
G2/M do ciclo celular. Estas caracteristicas sdo analisadas por imunocoloragéo e
permite a identificacdo de células nas diferentes fases do ciclo. O PCNA tem sido
amplamente utilizado para a pesquisa basica e como uma ferramenta de progndstico

em patologia cirurgica (Gambichler et al., 2008).
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Os marcadores de proliferagdo mais utilizados incluem o Ki-67 e o PCNA. A
expresséo do antigeno Ki-67 é restrito a fragdes que proliferam, mas este desaparece
rapidamente quando as células entram num estado de repouso. A proteina Ki-67
também apresenta alta imunopositividade nas doencas inflamatorias, mesmo na
auséncia em células malignas, sendo dificil a distingdo entre micoses precoces e

dermatoses inflamatdrias crénicas (Brown & Gatter, 2002).

Semelhante ao Ki-67, o PCNA tem sido utilizado como um parametro laboratorial
para correlacionar processos proliferativos com fases clinicas de doengas. No entanto,
a deteccao de células em proliferacdo por PCNA tem sido questionado devido os niveis
detectaveis de PCNA consistentes que podem variar significativamente entre os
diferentes tipos de células, entre as células no estado maligno versus normal em caso
de tumores e dependendo dos agentes fixadores e solugbes de recuperagdo de

antigenos utilizados (Muskhelishvili et al., 2003).

Uma vez que as lesbes psoriaticas sdo placas cobertas com escamas geradas
pela hiperproliferagcdo e diferenciacdo desordenada dos queratindcitos epidérmicos
(Wolf et al., 2012), a eficacia do tratamento com EEMS em reduzir estes parametros
sugere um uso potencial para o tratamento de doencgas da pele, tais como psoriase e
dermatite seborréica. Nossos resultados mostram a atividade antiproliferativa do
EEMS. O fato deste apresentar eficacia semelhante ao corticéide usado como controle
positivo (dexametasona), levou-nos a pensar se este extrato poderia interagir com
receptores para glicocorticoides. Nao € incomum encontrar extratos e compostos de
plantas que possuem afinidade por receptores de glicocorticbides e efeitos anti-

inflamatorios e antiproliferativos (Horinouchi et al., 2013).
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Duas metodologias foram aplicadas para verificar esta possivel interagdo do
EEMS, a utilizagdo de antagonista farmacoldgico (mifepristona) in vivo e o ensaio de
ligacdo especifica in vitro. Nas duas metodologias verificamos que o extrato nao
interage com o receptor glicocorticoide, excluindo este mecanismo da sua agao.
Adicionado a estes dados, em trabalho anterior foi testado o mesmo extrato no modelo
de edema de orelha induzido por acido araquiddnico, o qual foi possivel observar uma
inibicdo significativa por parte deste extrato (Prudente, 2010). Gabor (2000) mostrou
que os corticoides, de modo geral, ndo sdo capazes de impedir a formagéo do edema
induzido por acido araquidénico (Gabor, 2000). A maioria dos efeitos dos
glicocorticéides € mediado via receptores de glicocorticéides (GR), um membro
amplamente expresso da superfamilia de receptores nucleares. Apos a ligagéo, a
expressdo do gene altera GR através de diversos modos de acao, incluindo a sua
ligacdo como dimeros a elementos glicocorticoides responsivos (GRE) presentes no
promotor de genes sensiveis a hormonios e interagdo do receptor monomérica, como
fatores de transcricdo de DNA ligados tais como o NF-kB, AP-1, IRF-3, ou STATS.
Acredita-se, que a supressao destes fatores de transcricdo, em parte, sdo a base dos
efeitos anti-inflamatorios dos glicocorticéides. A dimerizagdo do GR é a hipotese que

contribui para os efeitos colaterais (Rauch et al., 2010).

Os resultados obtidos com o EEMS mostrando que n&o interagem com os GRs e
confirmam a hipdtese levantada anteriormente (Prudente, 2010) de que seu efeito
independe dos GRs, mesmo que apresentem efeitos anti-inflamatérios semelhantes.
Porem, estudos demonstram novas perspectivas sobre os mecanismos moleculares

que promovem os efeitos anti-inflamatério mediados por corticdides e conduziram a
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hipétese de que os efeitos terapéuticos sdo mediados, em larga escala, através de um
processo de transrepressao de genes inflamatorios, enquanto os efeitos secundarios

s&o predominantemente mediados por transativagcéo (Schacke et al., 2004).

Outra questao levantada com base na semelhanca de efeito do EEMS com o
controle positivo dexametasona, € quanto as reacdes adversas. O EEMS compartilha
dos mesmos efeitos indesejaveis dos corticoides, tais como a diminuigdo da espessura
da epiderme causada, pela aplicagdo local repetida, alteragdo de orgaos linféides como
atrofia do timo, baco e linfonodos, assim como a reducéo das supra-renais (Schoepe et
al., 2010). O EEMS nao apresentou este tipo de efeito colateral, destacando mais uma

vantagem da sua utilizago.

Apos a confirmacdo que o EEMS foi capaz de reduzir a hiperproliferagao de
queratinécitos in vivo, comprovado por histologia e por imunohistoquimica, e que esse
efeito € independe de receptores glicocorticoides, nos utilizamos uma linhagem de
queratinécitos humanos (HaCaT) na tentativa de verificar de que modo este efeito

antiproliferativo do EEMS acontece.

De acordo com Li e colaboradores (2010), antocianinas glicosiladas como a
malvidina 3-glicosilada encontrada no EEMS, s&o citotoxicas para linhagem celular
tumorogénica, diferente de linhagens ndo tumorais. A redug&o observada na viabilidade
celular tanto no ensaio de MTT e VN nas maiores concentracdes do extrato nos da
indicios de que este efeito deve estar ligado a alteragdes no ciclo celular (Li et al.,
2009). Com a diminuicdo da viabilidade celular observada in vitro e a reduc&o da

proliferacdo de queratinécitos em modelos in vivo, fomos verificar se na cultura de
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queratinécitos humanos de linhagem ndo tumorogénica esta proliferagdo também era
reduzida. Com os resultados obtidos pudemos comprovar que, de fato, o EEMS reduz

a proliferagao celular com ac¢ao direta em queratinocitos.

Liu e colaboradores (2010) observaram que antocianidinas glicosiladas sao
capazes de alterar o ciclo celular favorecendo a apoptose celular. O ciclo celular &
caracterizado por um conjunto de eventos irreversiveis e ordenados, que tem como
objetivo a divisdo celular (Liu et al., 2010; Malumbres & Barbacid, 2001). A regulagéo
do ciclo celular tem um papel importante na manutencdo da integridade celular e a
desregulacdo deste pode levar ao desenvolvimento de diversas doencgas
hiperproliferativas, dentre elas, a psoriase (Collins et al., 1997; Sherr, 1996). Logo, o
controle do ciclo celular permite o controle da proliferacdo dos queratindcitos,
mantendo um balango da homeostase da epiderme. O conhecimento da regulagdo do
ciclo celular permite-nos explorar a fisiopatologia de diversas doengas cutaneas,

inclusive pesquisar novas alternativas terapéuticas para o tratamento destas.

Através do ensaio de proliferacdo por MTT, compostos de planta também inibem
a proliferacao de células HaCaT, e por ensaio de ciclo celular, aumenta a populacio de
queratinécitos HaCaT na fase sub-G1 do ciclo, concluindo por meio do ensaio de
apoptose que as células presentes na fase sub-G1 eram células apoptéticas e que o
processo pelo qual as células entraram em apoptose incluem a apoptose extrinseca
(receptor de morte) e intrinseca (rompimento mitocondrial) (Zhou et al., 2011). Diversos
estudos mostram que antocianidinas glicosiladas e triterpendides, induzem apoptose
em diversos tipos de células cancerigenas e ndo cancerigenas em cultura (Li &

Begovich, 2009; Petronelli et al., 2009). O extrato etandlico de uma Rubiaceae
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(Radixrubiae), comumente utilizada na medicina chinesa para o tratamento de psoriase
tem sua atividade antiproliferativa comprovada por apoptose celular e este evento
ocorre por meio de ativagédo da caspase-3 (Tse et al., 2007). Os resultados observados
no presente trabalho indicam que o EEMS também tem sua atividade antiproliferativa

por causar apoptose celular.

A reducdo da proliferagdo obtida no modelo de multipla aplicacdo de TPA
também foi observada no ensaio de proliferacdo in vitro e confirmada pelo ensaio de
ciclo celular e apoptose. Contudo, Hsiao e colaboradores (2009) demonstraram que a
diminuicdo na expressado das ciclinas A e E, de quinases dependentes de ciclina2
(CDK2) e um aumento na expressao dos inibidores de quinase dependente de ciclina,
p21 e p27, impedem a progressdao das células no ciclo celular e induzem a morte
celular por apoptose, diminuindo, consequentemente, a proliferagdo celular (Hsiao et
al., 2009). Em outro estudo, extratos de plantas pararam o ciclo celular acompanhado
por diminuicdo das proteinas Cdk2 e ciclina A, ocasionando apoptose de forma
dependente da concentragao devido a ativagado das vias de caspases (Li et al., 2012).
Lin e colaboradores (2009) comprovaram a atividade antiproliferativa de Indigo naturalis
em queratinécitos primarios. A indirubina, um composto isolado, regula a expresséo
génica do PCNA e de involucrina, concluindo que a atividade antipsoriatica observada,
resulta, ao menos em parte, na inibicdo da proliferagdo e na promog¢ao da diferenciagao

em queratinécitos humanos (Lin et al., 2009).

Desta maneira podemos afirmar que o EEMS tem atividade antiproliferativa, em
parte por induzir apoptose nos queratinécitos epidérmicos, provavelmente por indugao

de caspases e proteinas ligadas a diferenciagao celular. Além desse efeito, a aplicagéo
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topica do EEMS impede a migragédo de células inflamatérias e diminui a liberagcédo de
citocinas inflamatorias como IL-13 (Prudente et al., 2013). Esses efeitos em conjunto se

tornam alvos de grande interesse para o tratamento da psoriase.

Uma vez que o EEMS se mostrou eficaz na sua atividade antiproliferativa a
identificacdo do seu principal ativo se faz necessario. As analises fitoquimicas do
EEMS mostraram a presenga de malvidina 3-glucosido, quercetina e escopoletina.
Embora o método de LC-ESI-MS nao foi submetido para a identificacdo estrutural
completa dos constituintes quimicos, ainda tem o mérito de ser um método simples e
direto para a identificacédo rapida de antocianinas, flavonoides e cumarinas. Ele elimina
procedimentos fastidiosos de separacdo e purificacdo e fornece informacdes
suficientes para confirmag¢ao de compostos conhecidos e, pelo menos, para a tentativa
de identificacdo de compostos desconhecidos pelo tempo de retencéo, peso molecular
e os fragmentos de ions caracteristicos de compostos conhecidos. Portanto, este
meétodo € util para as amostras que contém certos constituintes quimicos conhecidos,

tais como as antocianinas, cumarinas e flavondéis, como no caso da M. sylvestris.

Quando os compostos detectados foram testados isoladamente no modelo de
inflamacéo da pele através da aplicagdo topica de TPA, a malvidina 3-glucosido,
qguercetina e escopoletina foram capazes de interferir com a formacédo do edema e com
a atividade da MPO. Outro composto conhecido de M. sylvestris, malvidina 3,5-
glicosideo, também foi testado e também apresentou efeito sobre o edema e MPO,
porém menos eficiente que os compostos anteriormente testados. Entre eles, malvidina
3-glucésido mostra ter atividade tépica muito potente, o que sugere que deve ser um

dos responsaveis principais pelo efeito anti-inflamatério do EEMS. Além disso, estes
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resultados sugerem que muitos compostos do EEMS fazem parte da sua eficacia anti-
inflamatdéria tépica. Assim, torna necessaria uma completa caracterizacdo da
composi¢cao quimica do extrato e/ou estudo de fracdes isoladas a partir do extrato

bruto.

A literatura tem relacionado o isolamento e identificacdo de varias classes de
metabdlitos da M. sylvestris com ag¢ao anti-inflamatoria comprovada (Wichtl, 2004).
Metabdlitos pertencentes a classe das antocianinas sdo conhecidos como agentes anti-
inflamataorios, incluindo o marcador quimico da M. sylvestris, a antocianina malvidina 3-
glucosido (Gasparetto et al., 2012; Prudente et al., 2013), que provoca a inibigdo da
liberacdo de IL-6 em cultura de esplendcitos (Lin et al., 2008). A escopoletina é capaz
de interferir com a producgao de citocinas inflamatérias por inibir a cascata do IkB/NF-kB
em mastocitos humanos (Moon et al., 2007), enquanto que o flavondide quercetina
mostrar-se importante na redug¢dao do edema, ndédulos e anquilose num modelo
experimental de artrite em ratos (Guardia et al., 2001). Na verdade, Dreiseitlet al.
(2009) revelam que uma antocianina (malvidina), também presente no extrato de M.
sylvestris (Gasparetto et al., 2012), é capaz de inibir a atividade da fosfolipase A2, um
fator importante em condigbes inflamatorias (Dreiseitel et al., 2009). Recentemente,
DellaGreca e colaboradores. (2009) descreveram o efeito antioxidante e sequestrador
de radicais para o extrato aquoso de M. sylvestris e onze compostos purificados a partir
da fracdo de acetato de etila. Estes diversos mecanismos podem contribuir para a
eficacia anti-inflamatéria do extrato testado. Chunget al. (2001) relataram que a

formagao do edema no modelo TPA pode também ser regulada pela geragéo de H,0O»,
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como evidenciado pela atividade anti-inflamatoria de varios compostos antioxidantes

contra a inflamagé&o induzida por TPA (Chung et al., 2001).
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6. CONCLUSOES

As avaliagdes realizadas no presente estudo foram capazes de demonstrar que

a utilizagdo do EEMS é capaz de:

Reduzir o processo inflamatério, por meio da inibicdo da migracédo celular e

impedir a proliferacdo exacerbada provocada pela multipla aplicagao de TPA;

O EEMS quando utilizado de forma topica ndo € capaz de promover toxicidade
sistémica;

Identificar que seu mecanismo de acdo independe de receptores de
glicocorticoides;

Demonstrar seu perfil fitoquimico através de analises cromatograficas;

Provar que dos metabolitos ativos presentes no EEMS, a mavidina 3-glicosilada

€ um de seus metabolitos secundarios mais ativos;

Comprovar que, além de ser um excelente anti-inflamatério, também é capaz de

reduzir a proliferagao celular através da indugao de apoptose.

Contudo, o EEMS se mostrou eficaz para utilizacdo como um anti-psoriatico,
uma vez que é capaz de impedir a proliferacdo dos queratindcitos in vitro e in vivo,
além de reduzir o processo inflamatorio e de possuir um mecanismo diferente dos
glicocorticéides, favorece a diminuicdo de efeitos colaterais e por se tratar de um

produto natural, pode aumentar a aceitacdo pelo paciente melhorando sua qualidade
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de vida. Este estudo reforca as conclusdes obtidas anteriormente pelo autor e

evidenciando o seu uso etnofarmacoldgico.
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