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REsumo

As plantas medicinais representam uma fonte de estratégias terapéuticas
importante para humanidade devido as suas propriedades curativas, contribuindo de
forma significativa na descoberta de novos tratamentos e farmacos. Estudos
etnobotanicos do género Sapium, revelam que este género é amplamente utilizado
em varios paises como remédios terapéuticos e extensamente utilizado na medicina
popular para o tratamento dos mais variados tipos de doencas, inclusive doencas
inflamatérias cutaneas. Despertando assim um crescente interesse no estudo das
propriedades farmacolégicas e na composicao fitoquimica destas plantas. A espécie
nativa do sul do Brasil, Sapium glandulatum nao possui nhenhum estudo relatado na
literatura sobre suas propriedades bioldgicas. Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi verificar a acdo anti-inflamatéria do extrato hidroalcodlico das folhas da S.
glandulatum (EHSG) frente a processos inflamatérios agudo e crénico da pele. Para
isso, o efeito tépico do EHSG foi avaliado nos modelos de edema de orelha agudo e
cronico induzidos por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), e o efeito sistémico
foi verificado nos modelos de edema de orelha induzido por TPA e edema de pata
induzido por carragenina. O EHSG demonstrou atividade anti-inflamatéria quando
aplicado pela via topica nos modelos agudo e crénico, inibindo a formagédo de
edema, com forte inibicdo da migracao leucocitaria para o local inflamado, e
reduzindo os niveis das citocinas proé-inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a no tecido
inflamado. O mesmo efeito anti-inflamatério foi demonstrado pelo tratamento pela via
oral nos modelos de edema de orelha e de pata, reduzindo a formacéo de edema e
migracao celular, no entanto, néo tdo eficaz quanto o tratamento tdpico. Avaliamos
também a interacdo do EHSG com receptores de glicocorticoides (GR) utilizando o
modelo de edema de orelha induzido por TPA e o pré-tratamento com o antagonista
do GR, mifepristona, e o ensaio de ligacdo especifica da [*H]-dexametasona. O
EHSG demonstrou promover seus efeitos anti-inflamatérios, pelo menos em parte,
pela via de GR, visto que a agao do extrato foi revertida na migragcéo leucocitaria
pela mifepristona, e comprovada pelo ensaio de ligacao especifica. Ainda, ao avaliar
a acao do multiplo tratamento com EHSG no modelo de atrofia cutédnea e teste de
genotoxicidade, este ndo apresentou efeitos adversos nas orelhas dos animais e
também n&o promoveu alteragdes cromossOmicas nas células da medula 6ssea dos
animais. A acdo do EHSG também foi verificada em linhagens de queratinécitos
epidérmicos HaCaT e macréfagos RAW 264.7, avaliando seu efeito citotoxico pelos
ensaios de MTT e vermelho neutro em ambas as linhagens, e seu efeito
proliferativo, no burst respiratério, na funcao fagocitica e de ativacdo de macréfagos.
O extrato ndo apresentou citotoxicidade em baixas concentragdes para os
queratinécitos e macréfagos, porém induziu a proliferagdo dos macréfagos no ensaio
de cristal violeta e ativacédo alternativa (n&o-classica) destas células, alterando a
morfologia normal, diminuindo a fungcédo fagocitica e a liberagcdo da citocina pré-
inflamatéria TNF-a. Em conclusdo, o EHSG €& uma potente ferramenta anti-
inflamat6ria para o tratamento de doengas de pele, e o seu mecanismo de acao
pode ser, pelo menos em parte, através de via de GR.

Palavras chaves: Sapium glandulatum, Plantas Medicinais, Pele, Inflamacéo
de pele, Macroéfagos, Glicocorticoides.



ABSTRACT

Medicinal plants represent an important source of therapeutic strategies for
humanity due to its healing properties, making a significant contribution in the
discovery of new treatments and drugs. Ethnobotanical studies of Sapium gender
reveal that many species are widely used in several countries as therapeutic drugs
and widely used in folk medicine for treatment of different diseases, including skin
inflammation. Thus rising an increasing interest to study the pharmacological
properties and phytochemical composition of these plants. Sapium glandulatum, a
native species of southern Brazil, has no study reported in the literature about its
biological properties. So, the aim of this study was investigate the anti-inflammatory
action of hydroalcoholic extract of leaves of S. glandulatum (EHSG) against acute
and chronic skin inflammation. For this, the topical effect of EHSG was evaluated in
models of acute and chronic ear edema induced by 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-
acetate (TPA), and systemic effect was observed on TPA-induced ear edema model
and paw edema induced by carrageenan. EHSG demonstrated anti-inflammatory
activity when applied topically in acute and chronic models, inhibiting edema
formation, with a strong inhibition of leukocyte migration and reducing levels of pro-
inflammatory cytokines IL-1B, IL-6 and TNF-a in the inflamed tissue. The same anti-
inflammatory effect was demonstrated for oral treatment in ear and paw edema
models by reducing edema and cellular migration, however, not as effective as
topical route. We also evaluated the EHSG interaction of glucocorticoid receptors
(GR) using ear edema model induced by TPA and pretreatment with GR antagonist
(mifepristone), and the specific binding assay of [°H]-dexamethasone. The extract
action in leukocyte migration was reversed by mifepristone, and interaction with GR
was verified by specific binding assay. Even, when evaluated the effects of multiple
treatment with EHSG on skin atrophy model and genotoxicity test, it showed no
adverse effects on animal ears and did not promote chromosomal changes in bone
marrow cells. EHSG action was also verified using the cell line of epidermal
keratinocytes HaCaT and macrophages RAW 264.7, assessing their cytotoxic effect
by MTT and neutral red assay in both strains, and proliferative effect in burst
respiratory, phagocytic function and activation in macrophages. Extract did not show
cytotoxicity at lower concentrations for keratinocytes and macrophages, but induced
proliferation of macrophages in crystal violet assay and promoted alternative
activation (non-classical) of these cells, altering the normal morphology, reducing
phagocytic function and the release of the pro-inflammatory cytokine TNF-a. In
conclusion, EHSG is a potential anti-inflammatory tool for the treatment of skin
diseases, and its mechanism of action may be, at least in part, via GR pathway.

Keywords: Sapium glandulatum, Medicinal Plants, Skin, Skin inflammation,
Macrophages, Glucocorticoids.
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1. INTRODUCAO

1.1. PELE E PROCESSO INFLAMATORIO CUTANEO

A pele é um 6rgédo complexo de revestimento do organismo que recobre
aproximadamente 2 m? da superficie corpérea, representando 15% do peso total do
corpo humano, isolando os componentes organicos do meio exterior e sendo
indispensavel a vida (SAMPAIO et al., 2000). E composta, essencialmente, de trés
grandes camadas com estruturas, propriedades e fungbes distintas. Na superficie
esta a epiderme, formada por células epiteliais estratificadas e disposta acima da
derme. A derme é a camada do tecido conectivo, e por sua vez, esta fixada sobre a
hipoderme, que é composta predominantemente por tecido adiposo (FREINKEL e
WOODLEY, 2001). A pele tem origem através de precursores ectodérmicos que
compdem a epiderme (queratinécitos e melandcitos) e mesodérmicos que compdem
a derme (fibroblastos, leucécitos e vasos) (SPELLBERG, 2000).
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FIGURA 01: Representagdao esquematica do corte transversal da pele. Demonstragdo das trés
camadas: epiderme, derme e hipoderme e os principais tipos celulares presentes em cada camada.
Fonte:

https://classconnection.s3.amazonaws.com/279/flashcards/1914279/jpg/skin _anatomy134912625305

5.jpg (Acessado em Dezembro, 2014). Imagem adaptada
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A epiderme é a camada externa da pele, que é constituida por um tecido
multiestratificado do tipo pavimentoso, que através de uma diferenciacao
progressiva (queratinizacao e cornificagdo) € constantemente renovada (CANDI et
al., 2005). E subdividida em cinco camadas: camada cérnea (mais externa), camada
lucida, camada granulosa, camada espinhosa e camada basal (em contato com a
derme), cada uma com fungbes distintas (NORRIS, 2004). A primeira camada ou
estrato cérneo atua como uma grande barreira a penetracéo de organismos externos
e toxinas, além de prevenir a perda de agua. Na camada lucida e granulosa, inicia-
se 0 processo de cornificacdo, onde as células sofrem apoptose, diferenciando-se
em cornedcitos. Na camada espinhosa, os queratinécitos presentes sao
responsaveis pela producao dos filamentos de queratina (queratinizacéo) e, por fim,
a camada ou estrato basal, € a mais profunda e responsavel pela proliferagao
celular, sendo resistente ao processo apoptédtico. Sendo assim, a epiderme é
constituida de multiplos tipos celulares com diferentes origens embrionarias.
Aproximadamente 80-85% da epiderme é formada de queratinécitos, cerca de 10-13
% de melanécitos, 4% de células de Langerhans e 1% de células de Merckel
(FREINKEL e WOODLEY, 2001; KOSTER e ROOP, 2004).

A espessura deste epitélio pavimentoso apresenta variagdes topograficas ao
longo do organismo (SAMPAIQO et al., 2000; CANDI et al., 2005). Na pele espessa,
podem ser distinguidas as cinco camadas da epiderme, enquanto que na pele
delgada (mais fina), o estrato lucido encontra-se ausente (ROSS et al., 1993).

A manutengao do numero de células na epiderme depende do balango entre
proliferagdo e morte celular (diferenciagéo/apoptose) dos queratinécitos. A epiderme
tem a capacidade de auto-renovacgéo tanto sob condi¢bes homeostaticas como em
condigbes nocivas, devido a presenga de uma populagéo celular ativamente mitética
na camada basal. Em condi¢des normais, a renovacao epidérmica € balanceada
pela descamacgao da camada cérnea na superficie da pele, quando se verifica uma
diferenciacdo celular progressiva, através do processo de queratinizacdo e
cornificacdo, a partir da camada basal em diregdo a superficie (FUCHS e
RAGHAVAN, 2002; CANDI et al., 2005).

Na fase de proliferagao celular da camada basal, durante o desenvolvimento
do processo inflamatorio, os queratindcitos possuem um papel fundamental. Ocorre
uma consideravel mudancga na morfologia e fungéo destas células, que migram até a

camada superficial da regido lesada, liberando inumeras proteinas e enzimas que
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facilitam a migracédo e outras func¢des celulares, reconstituindo, assim, a epiderme
lesada e a membrana basal. Por ultimo, ocorre a formacéo do tecido de granulacao
e reconstituicdo da matriz dérmica, fibroplasia pelos fibroblastos e angiogénese
pelas células endoteliais. Os queratinocitos, fibroblastos e células endoteliais
interagem com células ao redor, especificamente através de integrinas, para a
cicatrizagédo da lesao (FREINKEL e WOODLEY, 2001).

Na epiderme, ainda encontram-se outros tipos de células e estruturas, tais
como: 0s melandcitos (responsaveis pela pigmentacao da pele), linfécitos T, células
de Langerhans e Merkel, funcionando como parte do sistema imune e sensorial
respectivamente  (DEBENEDICTIS et al, 2001; MITCHELL F, 2004;
MAKRANTONAKI et al., 2007; PROKSCH et al., 2008).

Os melanécitos sao células produtoras de melanina que participam no
processo de pigmentacéo da pele e na protecdo desta contra a radiagao ultravioleta
(UV). Apresentam formato arredondado, com longos prolongamentos dendriticos
que se estendem através das duas camadas inferiores da pele (camada basal e
espinhosa); no entanto, estdo localizadas na camada basal da epiderme, onde
formam uma unidade com os queratindcitos, cuja propor¢do é de 1:5, a qual é
mantida através da regulacdo da divisdo dos melandcitos (FITZPATRICK et al.,
1979; HAASS e HERLYN, 2005). Os melandcitos sdo responsaveis pela sintese de
melanina, na forma de melanossomas, que sao transferidos para os queratindcitos
das camadas superiores através da passagem pelos seus prolongamentos
dendriticos. Além da pele, também é possivel encontrar melandcitos no epitélio de
mucosas, bulbocapilar, sistema nervoso central, retina e no aparelho ocular
(SAMPAIO et al., 2000).

As células de Langerhans estdo localizadas nas camadas suprabasais da
epiderme da pele e das mucosas, onde desempenham um importante papel na
reposta imune cutanea (CHAN, 2004). Estas células s&o migratérias, e possuem
varios receptores de membrana envolvidos no processo imunologico, por exemplo:
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il, imunoglobulina G
(IgG) e fator do complemento C3. Assim, essas células sdo responsaveis pelo
reconhecimento, captacéo, processamento e apresentagao de antigenos soluveis e
haptenos aos linfécitos T. Apos a estimulacédo local das células T, € criado um
ambiente muito mais complexo de citocinas na epiderme, que passam pela derme e

culminam na ativagao e recrutamento de leucécitos do compartimento vascular, com
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0 objetivo de restabelecer a homeostasia do érgdo. Em certas doencgas inflamatorias
cutdneas, como na dermatite de contato e em processos alérgicos, verifica-se que
as células de Langerhans tornam-se mais abundantes (HAAKE et al., 2001;
NORRIS, 2004).

As células de Merckel sédo células epidérmicas modificadas localizadas no
estrato basal. Esse tipo celular esta frequentemente préximo ou em contato com
nervos nao-mielinizados, onde formam sinapses com terminagdes nervosas
periféricas (NORRIS, 2004). Assim, as células de Merckel atuam como
mecanoreceptores, e também contribuem no desenvolvimento do plexo nervoso na
porcao superior da derme (HAAKE et al., 2001).

A derme é formada por tecido conjuntivo rico em mucopolissacarideos,
fibras colagenas, elasticas e reticulares, que conferem elasticidade, forga tensil e
resisténcia mecénica a pele. Sua espessura € variavel ao longo do organismo,
superior ao da epiderme, porém com uma populagéo celular inferior e, é nela que
estdo alojadas as estruturas anexas da pele como glandulas sudoriparas, sebaceas
e foliculos pilosos (FREINKEL e WOODLEY, 2001). Sua interagdo com a epiderme
ocorre através da jungdo dermoepidérmica, garantindo assim as trocas de
elementos nutritivos e metabdlicos entre essas camadas (HAAKE et al., 2001). Além
disso, ainda coordena o trafego de leucécitos de e para a epiderme (SPELLBERG,
2000). Possui uma camada mais superficial e frouxa, a camada papilar, e uma
camada mais profunda e mais densa, a reticular (GARTNER e HIATT, 1999). Essas
camadas possuem matrizes extracelulares diferentes. Na derme papilar, as fibras de
colageno sido pouco organizadas e finas e consistem principalmente de colageno
dos tipos lll. Existem ainda fibras elasticas que, junto as fibras de colageno, se
organizam de forma bastante frouxa. Entretanto, na derme reticular, a matriz € mais
densa, com fibras mais grossas e melhor organizadas, onde sao encontradas
principalmente fibras de colageno do tipo I, sendo as fibras elasticas mais espessas
e agrupadas ao colageno em redes firmemente entrelagadas (CHAN, 2004;
SORRELL e CAPLAN, 2004).

Sendo assim, a constituicho da derme envolve polissacarideos
(hialuronidatos e condroitinsulfatos), substéncia fundamental (glicoproteinas,
proteoglicanas e glicosaminoglicanas), material fibrilar (fibras colagenas, elasticas e
reticulares), receptores sensoriais (ex., corpusculos de Meissner e corpusculos de

Pacini), células dérmicas (fibroblastos), vasos linfaticos e sanguineos, que permitem
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a ocorréncia de infiltracdo de células migratérias importantes no processo de
resposta de defesa inata ou imune e de cicatrizagdo, como os macréfagos, linfécitos,
eosindfilos, neutréfilos, dentre outros (RYAN, 2004). As inervagdes vegetativas
presentes na derme inervam glandulas sudoriparas, musculo pilo-eretor e vasos
sanguineos, auxiliando no controle da temperatura corporal. A inervagao sensitiva,
por sua vez, conduz estimulos mecanicos, térmicos, quimicos e dolorosos para o
sistema nervoso central (GOODWIN e WHEAT, 2004).

O principal tipo celular encontrado na derme sao os fibroblastos, os quais
sdo capazes de migrar através do tecido e sdo responsaveis pela sintese e
degradacdo de proteinas de tecido conectivo fibroso e néo fibroso. Além disso,
também sao capazes de sintetizar simultaneamente de mais de um tipo de proteina
(por exemplo, colageno e elastina) (FREINKEL e WOODLEY, 2001). O colageno e
outras diferentes macromoléculas sintetizadas entram na constituigdo da matriz
celular (HAAKE et al., 2001). Durante o processo inflamatério, ha um aumento da
proliferagcdo e da atividade dos fibroblastos, devido a acdo de alguns mediadores
pré-inflamatérios como a interleucina-1a (IL-1a) e interleucina-13 (IL-1pB), liberados
principalmente pelos queratinécitos (FREINKEL e WOODLEY, 2001).

A camada mais profunda da pele, a hipoderme ou tecido subcutaneo, possui
espessura variavel, composta exclusivamente por tecido adiposo e tecido conjuntivo
frouxo. Relaciona-se, em sua porc¢éo superior, com a derme profunda, constituindo-
se a jungcao dermo-hipodérmica com a fascia muscular. Funcionalmente, além de
deposito de reserva nutritiva, participa no isolamento térmico e na protegao
mecanica do organismo as pressodes e traumatismos externos, e facilita a motilidade
da pele em relagéo as estruturas adjacentes (SAMPAIO et al., 2000).

Portanto, a pele proporciona uma interface de suporte da vida entre o corpo
e 0 meio ambiente. Para além da sua funcdo de barreira mecanica bem
caracterizado, que limita a perda de agua e evita a entrada de substancias
ambientais potencialmente nocivas e microrganismos, a pele constitui uma barreira
ativa que proporciona a primeira linha de defesa imunolégica contra infeccoes
(NESTLE et al., 2009). O sistema de defesa da pele & assim composto: (1) a barreira
da pele, (2) a imunidade inata e (3) imunidade adquirida (TURVEY e BROIDE,
2010). Em geral, estas defesas estdo alinhadas cronolégica, funcional, e
filogeneticamente nesta ordem. Qualquer alteracdo em uma destas defesas

especificas pode resultar em defeitos na defesa seguinte, uma vez que cada uma
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apresenta funcdes exclusivas na protegdo do organismo contra agentes infecciosos
especificos de lesdes internas ou externas. A inflamacao é definida como uma série
de respostas protetoras e regenerativas do corpo. Desta forma, doencas
inflamatérias da pele sé&o originalmente resultado dessas respostas protetoras e
regeneradoras da pele contra infec¢des e/ou lesdes (DAINICHI et al., 2014).

A interagcdo coordenada entre os diferentes tipos celulares presentes nas
camadas da pele permite que este 6rgao responda pronta e efetivamente frente a
uma variedade de estimulos nocivos que ocorrem na interface do organismo com o
meio externo, como a acgdo de toxinas, organismos patogénicos, radiacao
ultravioleta e extremos de temperatura, garantindo assim a manutencdo da
homeostasia cutanea. E, nesse contexto, a pele demonstra ser muito mais do que
simplesmente uma barreira fisica passiva entre 0 meio externo e interno, mas sim,
indubitavelmente, também uma extensdao do sistema imunoloégico (WILLIAMS e
KUPPER, 1996; HAAKE et al., 2001).

No entanto, uma vez o processo inflamatério instalado, varios mediadores
pré-inflamatérios soluveis sao liberados, tais como: neuropeptideos (substancia P,
peptideo relacionado ao gene da calcitonina, etc.), metabdlitos do acido
araquidbénico (leucotrienos, prostaglandinas, etc.), monoaminas (histamina,
serotonina, etc.) e citocinas (interleucinas, interferons, etc.). Estes mediadores, por
sua vez, através de seus receptores, produzem varios segundos mensageiros que
ativam diversas proteinas quinases como a proteina quinase C (PKC), proteina
quinase A (PKA) e as proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK). Estas
proteinas podem ativar fatores nucleares, como o fator nuclear-kappa B (NF-kB) e a
proteina ativadora-1 (AP-1), responsaveis pela transcricdo de diversas proteinas
(citocinas, enzimas, etc.), modulando, mantendo e amplificando a resposta
inflamatéria (BUCKLE e HEDGECOCK, 1997; PUIGNERO e QUERALT, 1997;
BHAGWAT et al., 1999).

Os queratindcitos presentes na epiderme possuem grande quantidade de IL-
1a pré-formada em seu interior e, quando estimulados/danificados, sdo capazes de
desencadear o inicio da cascata inflamatéria, exteriorizando a IL-1a contida em seu
interior (SPELLBERG, 2000), sendo a IL-1a considerada um sinal de perigo quando
0s queratinécitos sofrem algum tipo de injuria (DEBENEDICTIS et al., 2001). Os
queratinécitos adjacentes respondem ao estimulo da IL-1a liberada e produzem mais

IL-1a, assim como IL-1pB, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-6, amplificando o



Intreducdo 28

sinal inicial. Além disso, os queratindcitos também produzem quimiocinas, como a
IL-8, favorecendo o recrutamento de granuldcitos, além da secregao do fator de
crescimento de colénia de macréfagos e granulécitos (M-CSF, GM-CSF), IL-7 e IL-
15. Estes fatores induzem a ativag&o de leucocitos e auxiliam na sua sobrevivéncia
nas respostas as quimiocinas (SPELLBERG, 2000). As citocinas secretadas se
difundem através da membrana basal até chegarem a derme e, nesta camada, os
fibroblastos, estimulados pelas citocinas dos queratinécitos, iniciam a producao de
IL-1, IL-6, TNF-a e quimiocinas préprias. Com todo o evento de liberacdo de
citocinas pelos queratinocitos e fibroblastos da pele, devido a um estimulo nocivo, as
células endoteliais microvasculares da derme sao ativadas, fornecendo um reforgo
na defesa do 6rgéo (SPELLBERG, 2000).

Os vasos sanguineos, e em menor grau, os vasos linfaticos, contribuem
essencialmente para o processo inflamatorio e sdo os grandes responsaveis pelos
sinais cardinais da inflamacao: a dilatagdo dos vasos sanguineos, com o aumento
do fluxo, s&o a base do rubor e calor; o excesso de exsudato causada pelo vasos
sanguineos hiperpermeaveis excedem a capacidade de drenagem de fluido pelos
vasos linfaticos, resultando no tumor. Finalmente, a dor e perda de fungédo sao
processos subsequentes ap6s a ativacdo vascular e influxo de leucécitos
(HUGGENBERGER e DETMAR, 2011). A ativacdo do endotélio por mediadores
inflamatérios, tais como: fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A), TNF-q,
IL-6, IL-1B, dentre outros, leva a regulagao positiva de moléculas de adesao tais
como E-selectina, molécula de adeséo intercelular (ICAM-1 ou CD54) e molécula de
adeséo celular-vascular-1 (VCAM-1), que permitem a interagcdo com leucécitos
(JACKSON et al., 1997). Com a chegada dos neutrofilos ao local da inflamagéo tém-
se uma reposta mais reforgada, pois esses ja iniciam fagocitose de componentes
inflamat6rios iniciais e antigenos, além da liberacdo de mais quimiocinas
(SPELLBERG, 2000). Em doencas inflamatérias cronicas, a vascularizagcao
permanece ativada, ampliada e hiperpermeavel, sustentando o acumulo de liquidos
(edema) e células. Quantidades consideraveis de proteinas plasmaticas
provenientes do extravasamento do sangue para o tecido ocorrem durante a
inflamagéo (FENG et al., 1999).

As plaquetas contribuem ao processo inflamat6rio e sdo responsaveis pela
formacao de coagulos e liberacdo de fatores quimiotaticos que atraem outras

plaquetas, leucécitos e fibroblastos para o local lesionado (FREINKEL e WOODLEY,
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2001). Estes fatores, tais como: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento transformante beta (TGF-B), fator de ativacdo plaquetaria
(PAF), entre outros fatores de crescimento, sdo fundamentais para o maior estimulo
da quimiotaxia de leucocitos ao local da leséo (BRIGATI et al., 2002; COUSSENS e
WERB, 2002).

Os leucécitos, e em especial os neutrofilos e macréfagos, dao continuidade
a fase inflamatoéria (FREINKEL e WOODLEY, 2001). Os neutréfilos sdo atraidos
poucos minutos apo6s a lesado, e contribuem para a defesa contra micro-organismos,
na realizagdo da fagocitose e liberacdo de proteinases e espécies reativas de
oxigénio (ROS) (BRIGATI et al.,, 2002; COUSSENS e WERB, 2002). Através do
processo de fagocitose, os neutrofilos sdo capazes de debelar bactérias e remover
os restos celulares (FREINKEL e WOODLEY, 2001). Além disso, sdo uma
importante fonte de citocinas e quimiocinas, as quais sdo0 necessarias para o
recrutamento, ativacao e diferenciagao celular (BRIGATI et al., 2002; COUSSENS e
WERB, 2002), sendo entdo responsaveis pelo controle da resposta inflamatéria
(MUELLER, 2006). Os macrofagos, por sua vez, sao células mononucleares que
constituem cerca de 1-10% das células do sistema imunolégico, predominantes na
maioria dos processos inflamatérios cronicos, originando-se a partir de monécitos
sanguineos induzidos a migracdo pelo o endotélio, pelas quimiocinas ou outros
agentes quimiotaticos. Estdo envolvidos diretamente no sistema imune através do
processo de fagocitose, como células apresentadoras de antigenos (APC) quando
induzido por interferon-y (IFN-y), e por expressarem o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il. Em geral, sédo considerados células pro-
inflamatorias devido a producgéo de citocinas, tais como: TNF-q, IL-1, IL-6, além de
oxido nitrico (NO). Também produzem enzimas proteoliticas, fosfatase acida,
colagenase e elastase que, em conjunto, formam uma potente atividade para a
degradacdo do tecido conjuntivo. Os macréfagos sédo capazes de segregar
derivados do acido araquiddnico, leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas
(DEBENEDICTIS et al., 2001).

A inflamacéo, portanto, € uma resposta inicialmente protetora que tem como
objetivo eliminar ou neutralizar o agente lesivo. E essa finalidade é concluida de
modo satisfatério quando os mecanismos anti-inflamatorios endégenos séo por fim
ativados, protegendo os tecidos de danos maiores e promovendo a restauragédo de
sua estrutura e fungdo (LAWRENCE e GILROY, 2007).
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A resolugéo da resposta inflamatoria, a fim de manter a homeostasia, pode
ocorrer através de varios mecanismos. Primeiro, a presenca continua de fagocitos
comecam a eliminar os invasores, por exemplo, diminuindo a apresentacdo de
antigenos e liberagcao de citocinas proé-inflamatérias. Segundo, a produgédo local e
liberacdo de substancias supressoras, como IL-10 e o fator de crescimento
transformante-beta (TGF-B) por fibroblastos, macréfagos e linfécitos comegcam a
finalizar o processo inflamatério. O TGF- apresenta efeitos diversos como: inibigao
da expressdo de moléculas co-estimulatérias sobre as células apresentadoras de
antigenos, supressao da secrecdo de citocinas inflamatérias e fatores de
sobrevivéncia das células inflamatérias. Também estimula a proliferacdo de
fibroblastos, com consequente produgdo de matriz e colageno para reparar os danos
teciduais causados pela inflamacédo (SPELLBERG, 2000; DEBENEDICTIS et al.,
2001). Finalmente, sdo desenvolvidas defesas alternativas se o agente inicial nao for
eliminado dentro de alguns dias. A inflamagédo prolongada conduz a formagéo de
abcessos e cicatrizes. Sob estimulo das citocinas IL-4 e IL-10, numa inflamacgéo
prolongada, os macréfagos comegcam a se aglutinar em células gigantes e inicia-se
uma resposta granulomatosa com o recrutamento de fibroblastos, culminando em
fibrose cicatricial do tecido danificado (MAKRANTONAKI et al., 2007).

Em condi¢des normais, a resposta inflamatéria inata tem inicio poucos
minutos depois do estimulo e se resolve em poucas horas. No entanto, com a
persisténcia do processo inflamatério durante semanas, meses ou até mesmo anos,
este processo pode se cronificar, desencadeando o que é chamado de doencas
inflamatérias cronicas (LAWRENCE e GILROY, 2007).

Doencgas inflamatérias crénicas néo infecciosas da pele, tais como eczema
(até 20% da populagcao em determinados grupos de idade) e psoriase (2-4%) sao
muito comuns. S&o condi¢gbes crénicas nédo curaveis que frequentemente mostram
um curso recidivante. As doencas inflamatérias da pele tém consideravel impacto
socioeconémico e podem prejudicar significativamente a qualidade de vida dos
pacientes. O prurido, por exemplo, que ainda carece de uma terapia eficaz, € o
sintoma mais preocupante para o paciente com eczema e também & um problema
consideravel para muitos portadores de psoriase. Ainda, a presenca das lesdes
cutaneas, em particular, quando a condigdo inflamatoria se apresenta nas partes

visiveis do corpo, incluindo a perda de cabelo, cicatrizes, eritema e lesbes
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escamosas, contribuem para a baixa estima dos pacientes (WITTMANN et al.,
2014).

Apesar dos avancos na terapéutica das inflamagbes cuténeas, ainda ha
necessidade de compreender melhor a imunopatogénese destas doencgas. As
opgbes de tratamento podem ser limitadas devido a ineficacia dos medicamentos
existentes em subgrupos de pacientes, ou por estes ndo responderem ao tratamento
de forma eficaz ou contra indicados devido aos efeitos colaterais. Muitas das opc¢des
disponiveis de tratamento tépico sdo de aplicacdo demorada, consideradas
desagradaveis (em particular, se uma formulagéo for “gordurosa”) ou complicadas
ao paciente (por exemplo, se diferentes produtos topicos devem ser aplicados para
diferentes locais do corpo ou para diferentes estagios da doenca). Como
consequéncia, a adesdo ao tratamento topico é, para um numero substancial de
pacientes, muito pobre, e geralmente seria mais indicado a terapia sistémica (REICH
etal., 2014).

Por exemplo, pacientes com dermatite atopica requerem tratamento topico
com emolientes e terapias anti-inflamatoérias baseados em glicocorticoides topicos
ou inibidores da calcineurina. No entanto, quando se tornam refratarios ao
tratamento topico, as opgdes de tratamento sistémico sao obrigatérias. Este tipo de
terapia € amplamente utilizada e incluem glicocorticdides, ciclosporina A, azatioprina
e micofenolato de mofetila. Infelizmente, as respostas a este tipo de tratamento
sisttmico sdo muitas vezes de curta duracdo e a maioria dos pacientes com
dermatite atdpica exibe uma resposta clinica limitada. Além disso, essas
modalidades de tratamento estdo associadas a efeitos colaterais significativos, tais
como supressdo do eixo hipotalamico pituitario-adrenal, diabetes, osteoporose,
toxicidade renal ou hepatica ou mielossupresséo. Por estas razdes, ainda ha uma
necessidade de novas opg¢des de tratamento tépico e sistémico (SCHAKEL et al.,
2014).

Outro exemplo sdo pacientes com placas psoriaticas leves, os quais podem
ser tratados topicamente com sucesso através da utilizacdo de glicocorticdides,
emolientes, derivados do alcatrdo de carvao ou analogos da vitamina D (CHANG et
al., 2011). Para estagios da doenga moderada a grave, os tratamentos sistémicos
sao empregados, inicialmente, com terapias orais, tais como o metotrexato, a
ciclosporina, e sulfassalazina (MYERS et al., 2006; WEGER, 2010; CHANG et al.,

2011). Agentes biologicos anti-TNF-a (etanercept, adalimumabe e infliximabe, por
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exemplo) sdo bem sucedidos no tratamento de psoriase, com eficacia de 75% na
reducao dos sintomas comparados com o seu proprio baseline (Avaliados pelo PASI
- Area de Psoriase e indice de Severidade) (GOTTLIEB et al., 2008; WEGER, 2010).
Apesar da eficacia comprovada destes agentes bioldgicos anti-TNF-a, nem todos os
pacientes respondem adequadamente ao tratamento. Novos alvos biolégicos estédo
sendo avaliados na clinica, com um recente foco na segmentacdo células T
auxiliares Th17, responsaveis pela producéo de IL-17 e serem mantidas pela IL-23,
considerado como o eixo principal no desenvolvimento da psoriase (KORN et al.,
2009). Brodalumab, ixekizumab, e secukinumab s&o anticorpos antagonistas que
tém como alvo a IL-17. Assim como o briakinumab, o ustekinumab sdo exemplos de
inibidores da subunidade IL-12/IL-23p40 (GORDON et al., 2012; LEONARDI et al.,
2012).

Em vista disso, vemos que a terapia mais utilizada para o tratamento de
doencgas inflamatérias cutaneas baseia-se ainda no uso de glicocorticoides, devido
aos seus efeitos imunossupressores e anti-inflamatoérios (CALOU et al., 2008; LAM
et al., 2008). Os glicocorticoides se ligam aos receptores de glicocorticoides (GR) e
promovem como efeito a inibicdo da expressdo de uma série de genes inflamatérios,
como 0s genes responsaveis pela producéo de citocinas, enzimas, receptores e
moléculas de ades&o. Isso se deve a inibigdo de fatores de transcricdo como o NF-
KB e a AP-1, sendo que estes fatores regulam a expressdo génica de diversos
componentes inflamatorios (FRY et al., 2007). Eles também agem restringindo a
expansao clonal de linfécitos T helper, por inibirem a transcricdo do gene
responsavel pela IL-2 e também interferem na transcrigéo de outras citocinas (TNF-
a, IFN-y, IL-1, etc.) (FOX, 2006).

Assim, os glicocorticoides ainda continuam sendo a primeira escolha
terapéutica no tratamento de doencas inflamatorias da pele de carater crénico (CHI
et al., 2003; SCHOEPE et al., 2011). Contudo, o uso continuo de glicocorticéides
pode ocasionar diversos efeitos colaterais severos, os quais muitas vezes podem
ser irreversiveis, como a atrofia cutanea, hipertricose, alteracbes no processo de
cicatrizacdo, Sindrome de Cushing, dentre outros (SCHOEPE et al, 2006;
SCHOEPE et al., 2011).

Outras terapias para essas doencgas incluem o uso de imunomoduladores
macro-lactamicos, como o tacrolimus e o pimecrolimus, que inibem seletivamente a

ativacdo das células T e a sintese de citocinas pré-inflamatérias (IL-3, IL-4, IL-5 e
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IFN-y). A terapia topica com esses agentes imunomoduladores ja se mostrou efetiva
em diversas condi¢cdes dermatologica (SKINNER, 2005).

Como citado acima, no tratamento para psoriase, os tratamentos para
doencgas crbnicas utilizando anti-citocinas representam um grande avango no
tratamento de doencas inflamatérias graves nos ultimos anos. O alvo desses
farmacos sao as moléculas de superficie das células T (ex.: Efalizumab e Alefacept)
ou a inibigdo direta da citocina (anti-TNF-a, anti-IL-1, anti-IL-6), sendo efetivos no
tratamento de doencas inflamatérias da pele como a psoriase, dermatite atépica e
dermatite de contato (SIMMONS, 2006; WERTH, 2006; TAN et al., 2007). A recente
adicdo de produtos bioldgicos anti-citocinas ao portfélio terapéutico tem aumentado
bastante o espectro de tratamentos disponiveis. Novos medicamentos que
interferem diretamente com citocinas ou com sua sinalizagdo deram novas
esperangas a regulacédo e expressao mediadora entre a pele saudavel e inflamada
(WITTMANN et al., 2014). No entanto, uma das principais desvantagens destas
terapias biolégicas é que elas devem ser administradas por via subcutadnea ou
intravenosa, além do custo muito elevado por paciente, variando entre 15.000 —
30.000 dolares anuais, e com o passar do tempo, o paciente comeca a desenvolver
resisténcia a utilizagcdo desses tratamentos, com a producao de anticorpos contra
esses agentes biologicos (LIU et al., 2012). Terapéuticas que tém como alvo um
mediador especifico na pele, em especial quando aplicados topicamente, podem
reduzir os efeitos colaterais sistémicos em relagdo aos imunossupressores
amplamente utilizados, como os glicocorticoides, a ciclosporina A, metotrexato, e
mais recentemente, os agentes bioldgicos anti-citocinas (WITTMANN et al., 2014).

Em sintese, torna-se claro os avangos no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para as doencas inflamatorias cutaneas ao longo destes
anos. A elucidacdo cada vez mais aprofundada dos tipos celulares, mediadores
inflamatérios e mecanismos envolvidos nestas patologias contribuem
significativamente para o descoberta de novos alvos terapéuticos e novos
compostos biologicamente ativos e cada vez mais especificos para a doenga,
diminuindo os efeitos colaterais e aumentando a eficacia dos tratamentos.
Entretanto, como discutido anteriormente, o desenvolvimento destas novas
estratégias ainda é um processo caro, demorado e apresentando algumas

desvantagens.
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Neste contexto, as plantas sao fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos e serem consideradas uma via promissora para a descoberta
de novas drogas, devido ao facil acesso e ao custo relativamente baixo (BALUNAS e
KINGHORN, 2005).

1.2. PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais desempenham um papel importante para humanidade
devido as suas propriedades curativas, contribuindo de forma significativa na
descoberta de novas drogas e como inspiragéo na sintese de novos compostos. Isso
se deve ao fato das plantas medicinais possuirem uma grande diversidade de
componentes e estruturas quimicas, uma vez que apresentam estruturas
privilegiadas selecionadas por mecanismos evolutivos ao longo de um periodo de
milhdes de anos (CALIXTO, 2005; MISHRA e TIWARI, 2011; CRAGG e NEWMAN,
2013).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization -
WHO), cerca de 70% a 90% da populagédo de paises em desenvolvimento utiliza e
depende de plantas medicinais como instrumento na assisténcia farmacéutica no
que se refere a Atencdo Primaria a Saude. Em alguns paises desenvolvidos como
Canada, Franca, ltalia e Alemanha, o uso de produtos oriundos da medicina
tradicional pela populacéo (70% - 90%) como forma complementar, alternativa ou
nao convencional, torna-se cada vez mais comum (WHO, 2011).

Desta forma, plantas e extratos vegetais foram e continuam sendo de grande
relevancia na area farmacéutica, tendo em vista a utilizagdo das substancias ativas
isoladas como protétipos para a obtencdo de novos farmacos, de adjuvantes, ou
ainda, de medicamentos elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais,
chamados medicamentos fitoterapicos (SIMOES e SCHENKEL, 2002). Segundo
NEWMAN (2012), entre o periodo de 1981 a 2010 foi introduzido, no mundo todo,
1.355 novos farmacos, sendo que 50% destes foram obtidos ou baseados em
produtos naturais. Estes dados realgcam ainda mais o importante papel que os
produtos naturais e estruturas derivadas ou relacionadas a eles tém desempenhado

e continuarao a desempenhar no desenvolvimento do arsenal terapéutico.
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Assim, mesmo com a evidente utilizacdo de produtos fitoterapicos pela
populacdo, poucas plantas ainda tém sido estudadas cientificamente para a
confirmacédo de sua qualidade, seguranga e eficacia. Além disso, para o
desenvolvimento de uma nova droga sintética s&o necessarios varios anos de
pesquisa e milhdes de doélares de investimentos, enquanto que os fitoterapicos
exigem menos esforcos e parecem ser perfeitamente viaveis a sua utilizacdo em
paises subdesenvolvidos (CALIXTO, 2005).

No Brasil, em um levantamento realizado em 2011, havia 382 medicamentos
fitoterapicos, sendo destes 357 fitoterapicos simples e 25 em associagdo. Esses
fitoterapicos sao produzidos a partir de 98 diferentes espécies vegetais. As espécies
vegetais com mais registro sdo em sua maioria estrangeiras, como castanha-da-
india (Aesculus hippocastanum), com 22 registros e ginkgo (Ginkgo biloba), com 20
registros. Entre as brasileiras, as mais registradas sao o guaco (Mikania glomerata),
com 20 registros, maracuja (Passiflora incarnata), com 16 registros e espinheira-
santa (Maytenus ilicifolia), com 14 registros (PERFEITO, 2012). O mercado brasileiro
de medicamentos fitoterapicos apresenta-se com poucas espécies vegetais nativas,
sendo predominante a utilizacdo de plantas européias e asiaticas. Isso se deve ao
lento e pobre desenvolvimento desta area no Brasil, com poucas pesquisas clinicas
e investimentos na area de pesquisas e comprovacao da eficacia destes
medicamentos (SCHULZ et al., 2002). Existem apenas 78 empresas produtoras de
fitoterapicos no Brasil, na maior parte, concentradas nas Regides Sul e Sudeste do
pais (PERFEITO, 2012).

As plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovagéo de suas propriedades farmacoldgicas, divulgadas pelos
proprios usuarios ou comerciantes. Na maioria das vezes essas plantas séo,
inclusive, utilizadas para fins medicinais diferentes daqueles comprovadamente
empregados ou etnobotanicamente indicados. Comparada com a dos medicamentos
usados nos tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas medicinais e
fitoterapicos pode parecer ftrivial. Isto, entretanto, ndo é verdade, a toxicidade de
plantas medicinais € um problema sério de saude publica. As pesquisas realizadas
para avaliagdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil sdo
ainda incipientes, assim como o controle da comercializagao pelos 6rgéos oficiais
em feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA JUNIOR et
al., 2005; PERFEITO, 2012).
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Os efeitos adversos comumente relatados com o uso de plantas medicinais
como medicamento sao relacionados a toxicidade previsivel, sobredose e acéo
sinérgica (interagcdo com drogas convencionais). Por outro lado, a maioria dos
efeitos colaterais relatados por drogas de plantas € extrinseca a preparagéo e séo
relacionados a varios problemas de manufatura como identificacdo errbnea das
plantas, falta de padronizagéo, falha da boa pratica da manufatura, contaminacao,
substituicdo e adulteracdo de plantas, preparacdo ou dosagem incorreta. Muitos
fatores podem contribuir para a eficacia, seguranca e qualidade dos
fitomedicamentos, como uso da planta fresca, temperatura, exposicdo a luz,
disponibilidade de agua e nutrientes, periodo e tempo da coleta, método da coleta,
secagem, empacotamento, estocagem e transporte do material bruto, idade e parte
da planta coletada, contaminagéo por microrganismos, presenga de metais pesados
e pesticidas, entre outros (CALIXTO, 2000).

Com o objetivo de contribuir na busca de medicamentos substitutivos
nacionais, com menor custo, porém com qualidade, desenvolvemos estudos em
nosso laboratério utilizando plantas medicinais que apresentam um papel potencial
na atividade anti-inflamatoria cutanea. Sendo assim, buscamos demonstrar a
eficacia anti-inflamatéria do extrato das folhas de uma planta nativa da regiéao
sudeste e sul, Sapium glandulatum (Vell.) Pax, caracterizando os efeitos e
elucidando os possiveis mecanismos de agédo envolvidos nesta atividade, além de

avaliar a sua seguranga como possivel medicamento.

1.3. SAPIUM GLANDULATUM (VELL.) PAX

A espécie Sapium glandulatum (Vell.) Pax é conhecida popularmente como
leiteiro, pau-de-leite ou figueirinha e pertence a familia Euphorbiaceae. Esta familia
possui cerca de 300 géneros e aproximadamente 6000 espécies distribuidas em
todo o mundo, principalmente nas regides tropicais. Os maiores centros de
dispersao s&o encontrados nas Américas e na Africa. No Brasil, ocorrem cerca de 70
géneros e 1000 espécies, representando uma das principais familias da flora
brasileira, encontrada em florestas ombréfila mista do planalto do sul, estendendo-se

desde o sul de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, contendo plantas de habito
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bastante variado, como ervas, sub-arbustos, arvores e também trepadeiras (SOUZA
e LORENZI, 2005).

Em geral, sua altura atinge cerca de 10-18 m e 30-35 cm de diametro.
Possui tronco cilindrico, reto ou um pouco tortuoso e nodoso. A casca externa é
cinzenta, sendo as vezes esbranquicada, de textura curto-fibrosa. As folhas séo
lineares, margens paralelas e alongadas e o latex de coloragdo branca & abundante
(SMITH et al., 1988).

Uma das principais utilizagcdes de S. glandulatum é na recuperacgéo de areas
degradadas, pois é uma das plantas nativas potencialmente recomendadas, devido
ao seu carater pioneiro que propicia uma cobertura inicial do solo, além de sua
rusticidade e ornitocoria intensa, facilitando a entrada de outras espécies (LORENZI,
1992).

FIGURA 02: Imagem das folhas da Sapium glandulatum (Vell.) Pax.
Fonte: http://www.trilhadafloresta.ufpr.br/leiteiro.html (Acessado em Dezembro, 2014)

Estudos etnobotanicos do género Sapium, revelam que este género é
amplamente utilizado em véarios paises como remédios terapéuticos (AL
MUQARRABUN et al., 2014). As folhas das espécies S. chihsianum, S. discolor, S.
rotundifolium e S. sebiferum sao utilizadas no sul da China para tratar doencas de
pele como eczema, dermatites, sarna e herpes. Ainda, a casca da raiz e as folhas de
S. japonicum sado usadas para o tratamento de lombalgia e dores nos joelhos,
enquanto a raiz e sementes da S. sebiferum sao relatados com potencial medicinal
para o tratamento de problemas gastrointestinais, como constipacao (LAl et al.,

2004; SHIMIZU et al., 2006). Ainda, em outros paises, também se faz o uso da
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medicina tradicional utilizando o género Sapium. Na Bolivia, por exemplo, é relatado
0 uso da resina da S. glandulosum no tratamento da hérnia (HAJDU e HOHMANN,
2012) e no Nepal se utiliza o suco da S. insigne em feridas para auxiliar no processo
de cicatrizacdo (MANANDHAR e MANANDHAR, 2002). A S. ellipticum tem quase
todas as suas estruturas utilizadas no territério africano, onde as raizes séo
utilizadas para tosse e malaria, as folhas no tratamento de doencgas oculares,
inchaco abdominal e tratamento de bécio e, partes do caule, se mostram eficazes
contra anemia, febre, elefantiase, feridas, dores no peito e cabeca e problemas
reumaticos (MWINE e VAN DAMME, 2011).

Assim, o género Sapium & extensamente utilizado na medicina popular para
o tratamento dos mais variados tipos de doengas, e ndo é surpresa que haja um
crescente interesse em se estudar as propriedades terapéuticas destas plantas, o
que justifica a existéncia de diversos estudos sobre a atividade biolégica do género
Sapium. Um dos trabalhos mais recentes publicados é sobre a avaliacdo da
atividade anti-inflamatéria da fragdo acetato de etila obtida do extrato etandlico das
folhas da S. sebiferum (L.) Roxb. Fu e colaboradores (2013) demonstraram que a
aplicacao tépica das fragcbes produzidas a partir de folhas jovens e adultas foi capaz
de inibir a formagdo de edema induzido por TPA no modelo de edema de orelha,
associando este efeito a uma atividade antioxidante, ao aumentar a atividade da
glutationa (GSH) e das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) nas
amostras coletadas (FU et al., 2013).

Outros estudos tém ainda demonstrado a atividade antioxidante das
espécies deste género. O extrato bruto etandlico das raizes da S. glandulosum
apresentou uma baixa atividade antioxidante nos ensaios de 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) e FIC. Entretanto, o extrato das folhas demonstrou uma boa
atividade antioxidante (DA SILVA et al., 2011). Assim como, as fracdes acetato de
etila do extrato das folhas da S. sebiferum no trabalho de Fu e colaboradores (2013)
demonstraram uma significante atividade antioxidante nos ensaios de DPPH e 2,20-
azino-bis (acido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonico (ABTS), quando comparados ao
controle, acido ascérbico (FU et al., 2013). Outro estudo avaliou o efeito do extrato
das folhas e ramos da S. japonicum sobre a produgdo de NO por macréfagos RAW
264.7 induzidos por lipopolissacarideos (LPS), onde demonstraram uma inibigdo
dose-dependente, atribuindo este efeito a presengca de compostos fendlicos no
extrato (KIM et al., 2010).



ﬁm@dwgm’a 39

O extrato metandlico das cascas do caule de S. sebiferum foi capaz de inibir
o crescimento de células de melanoma B16 (SHIMIZU et al., 2006), assim como o
extrato das folhas da S. ellipticum demonstrou uma boa atividade citotéxica (50%)
contra linhagem de células HelLa, enquanto o extrato das cascas do caule tiveram
menor inibicao, de apenas 40% (SOWEMIMO et al., 2009). Ja o extrato das cascas
da S. cornutum foi relatado ndao apresentar nenhuma citotoxicidade contra linhagens
celulares de pulméo de feto MRC-5 (MESIA et al., 2008). Da mesma forma, no
trabalho de Kim e colaboradores (2010), o extrato da S. japonicum também nao
apresentou atividade citotoxica contra linhagens de macréfagos RAW 264.7 e
fibroblastos HS-68 (KIM et al., 2010).

Diversos compostos ja foram isolados a partir das plantas deste género, tais
como flavonoides (Tabela 1), terpenoides (Tabela 2) e outros compostos (Tabela 3),

segundo revisao de Al Mugarrabun e colaboradores (2014).

Tabela 1: Flavonoides isolados a partir de espécies Sapium.

Composto Grupo Fonte

Rutin Flavona Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
(folhas)

Quercetin Flavona Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
(folhas)

Guaijaverin Flavona Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
(folhas)

Nicotiflorin Flavona Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
(folhas)

a,B,3,4,5,20 ,40 ,60 - Calcona Sapium haematospermumMuell(planta

octahydroxydihydrochalcone inteira)

Chalcononaringenin 2-0--D- Calconaglucoside  Sapium sebiferum L. Roxb. (flores)

glucoside

Fonte: (AL MUQARRABUN et al., 2014)

Tabela 2: Terpenoides isolados a partir de espécies Sapium.

Composto Grupo Fonte

16-hydroxyphorbol-16-acetate Diterpeno - Ester de  Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
forbol ) (folhas)

43-deoxy-16-hydroxyphorbol- Diterpeno - Ester de  Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.

16-acetate forbol ) (folhas)

12-deoxyphorbol 13-benzoate fDol:SgIJeno Ra=lice Sapium sebiferum L. Roxb. (sementes)

Sapintoxin A %:gglaeno - Ester de Sapium sebiferum L. Roxb. (sementes)
Sapintoxin B ]Iciz)l:g(r)pl)eno - [=8Er e Sapium indicum L. (frutos)
Sapintoxin C Diterpeno - Ester de Sapium sebiferum L. Roxb. (sementes)

forbol



ﬁm@dwgm’a

40

12-(2-N-methylamino benzoyl)-
483,5,20-trideoxyphorbol-13-
acetate

12-(2-methylamino benzoyl)-4-
deoxy phorbaldehyde-13-
acetate

Sapinsignoid A
Sapinsignoid B
Sapinsignoid C
Sapinsignoid D

a-sapinine

12-(2-N-methylamino benzoyl)-
4a,5,20-trideoxy phorbol-13-
acetate

12-(2-N-methylamino benzoyl)-
4a,20-dideoxy-5-
hydroxyphorbol-13-acetate
12-(20 -N-
methylaminobenzoyl)-4a-
deoxy-5,20-dihydroxyphorbol-
13-acetate

Sapinsignoid E

Sapinsignoid F

Ent-labda-8(17),13E-diene-
3a,15-diol

Sapinsignoid G

Ent-17-hydroxy-16a-kauran-3-
one
Ent-16[3,17-isopropylidene -
dioxykauran-3-one
17-nor-83,13B-kauran-3-one,
13-(hydroxymethyl)
3-o0x0-17-norkaurane-18-6-13-
carboxylic acid,

Kauranoicacid

Lecheronol A

Lecheronol B
Rigidol
Lupeol
Epi-lupeol

Betulin

Taraxerol

Taraxerone
Aleuritolicacid
3-acetoxy-aleuritolic acid

3a-hydroxyolean-12-ene

3B-hydroxyolean-12-ene

Diterpeno - Ester de
forbol

Diterpeno - Ester de
forbol

Diterpeno - Ester de
forbol
Diterpeno - Ester de
forbol
Diterpeno - Ester de
forbol
Diterpeno - Ester de
forbol
Diterpeno - Ester de
forbol

Diterpeno - Ester de
forbol

Diterpeno - Ester de
forbol

Diterpeno - Ester de
forbol

Diterpenolabdano
Diterpenolabdano
Diterpenolabdano
Diterpenolabdano
Diterpenocaurano
Diterpenocaurano
Diterpenocaurano

Diterpenocaurano
Diterpenocaurano

Diterpenopimarano

Diterpenopimarano

Diterpeno
Triterpeno

Triterpeno

Triterpeno
Triterpeno
Triterpeno
Triterpeno
Triterpeno

Triterpeno

Triterpeno

Sapium indicum L. (frutos)

Sapium indicum L. (frutos)

Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.

(galhos e folhas)

Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.

(galhos e folhas)

Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.

(galhos e folhas)

Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
)

(galhos e folhas

Sapium indicum L. (frutos)

Sapium indicum L. (frutos)

Sapium indicum L. (frutos)

Sapium indicum L. (frutos)

Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
(galhos e folhas)
Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
(galhos e folhas)
Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
(galhos e folhas)
Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
(galhos e folhas)
Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
(galhos e folhas)
Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
(galhos e folhas)

Sapium rigidifoliumHuft (partes aéreas)

Sapium rigidifoliumHuft (partes aéreas)

Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
Sapium haematospermumMuell (planta
inteira)

Sapium haematospermumMuell (planta
inteira)

Sapium rigidifoliumHuft (planta inteira)
Sapium baccatum (folhas)

Sapium haematospermumMuell (planta
inteira)

Sapium baccatumRoxb. (folhas)
Sapium baccatumRoxb. (folhas)
Sapium baccatumRoxb. (folhas)
Sapium baccatumRoxb. (folhas)
Sapium baccatumRoxb. (folhas)
Sapium haematospermumMuell (planta
inteira)

Sapium haematospermumMuell (planta
inteira)
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2a,3B,23-trihydroxyolean-12-E- Sapium haematospermumMuell (planta

280ic acid Triterpeno inteira)
3a-hydroxyurs-12-ene Triterpeno f\fglrL:;T gemEespRm el (i
Cycloartanol Triterpeno i?g/raér)n haematospermumMuell (planta

Sapium insigne (Royle) Benth. ExHookfil.
(galhos e folhas)
Sapium haematospermumMuell (planta

3-0-acetylcycloart-23-en-25-ol Triterpeno

3-0-B-lauroyl-cycloart-(23E)-en- Triterpeno

25-ol inteira)
B-sitosterol Esteroide Sapium baccatumRoxb. (folhas)
Stigmasterol Esteroide Sapium baccatumRoxb. (folhas)

Fonte: (AL MUQARRABUN et al., 2014)

Tabela 3: Varios compostos isolados a partir de espécies Sapium.

Composto Grupo Fonte

(—)-bukittinggine Alcaléide Sapium baccatum (Roxb.) (folhas)

Gallic acid Acidofenslico ggﬁ]lgg insigne (Royle) Benth. Ex Hook fil.
Methyl gallate Esterfendlico ggﬁ/gg insigne (Royle) Benth. Ex Hook fil.
1-O-galloyl-B-D-glucoside Esterfendlico (ngﬁlgg insigne (Royle) Benth. Ex Hook fil.
1,3-di-O-galloyl-B-D-glucoside  Esterfenslico (ngfr’]’gg’ insigne (Royle) Benth. Ex Hook il
1,3,6-tri-O-galloyl-B-D-glucoside  Esterfendlico (ngﬁlgg insigne (Royle) Benth. Ex Hook fil.

1,3,4,6-tetra-O-galloyl-B-D- Sapium insigne (Royle) Benth. Ex Hook fil.

Esterfenolico

glucoside (folhas)

Brevifolin carboxylic acid Esterfenolico ggﬁ'gg; insigne (Royle) Benth. Ex Hook fil.

4_—dehydrochebullc acid-1,6- Esterfenslico Sapium insigne (Royle) Benth. Ex Hook fil.

dimethyl ester (folhas)

Corilagin Esterfendlico Sapium insigne (Royle) Benth. Ex Hook fil.
(folhas)

Eraxin Esterfenslico Sapium insigne (Royle) Benth. Ex Hook fil.
(folhas)

3-0-caffeoyl quinic acid Esterfendlico ggﬂgg insigne (Royle) Benth. Ex Hook fil.

Sapium insigne (Royle) Benth. Ex Hook fil.

1-naphtalenepentanoic acid Acidocarboxilico (galhos e folhas)

Phenylalanine-N-benzoyl-2-

(benzoylamino)-3-phenyl propyl Amida Sapium rigidifoliumHuft (partesaéreas)
ester

Benzenepropanamide, N-[1-

[(acetyloxy)methyl]-2- Amida Sapium rigidifoliumHuft (partesaéreas)

phenylethyl]-a-(benzoyl amino)
Fonte: (AL MUQARRABUN et al., 2014)

Sdo muitos os compostos fitoquimicos pertencentes aos grupos dos
carotenoides, flavonoides, terpenoides e alcaloides que apresentam um grande

potencial para uso terapéutico, devido as propriedades anti-inflamatérias,
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imunomoduladores e antioxidantes destes compostos (MISHRA e TIWARI, 2011;
CRAGG e NEWMAN, 2013). Por todas essas atividades descritas do género Sapium
e compostos ja identificados e isolados, e por ser uma planta nativa da regiéo
sudeste e sul do Brasil, desperta-se o interesse pelo estudo da espécie S.
glandulatum. Ressaltando que esta espécie ainda nao possui nenhum estudo de
atividade bioloégica reportado. Desta forma, mostra-se uma possivel fonte para a
busca de novos compostos com atividade terapéutica no o tratamento de problemas

cutaneos.
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| 2. JUSTIFICATIVA

O uso de plantas como ferramentas terapéuticas é relatado a milhares de
anos pelos povos mais antigos. O conhecimento acerca dos efeitos das plantas no
beneficio para o tratamento de doencas era adquirido pela forma primitiva de
experimentacédo, pela tentativa e principalmente pela observacédo, formando um
grande conhecimento popular ao longo dos anos que foi transmitido de geragdes em
geracgbes, formando o que conhecemos hoje como ciéncia etnobotanica. Com os
avancos tecnoldgicos, principalmente na area da pesquisa farmacologica, as plantas
medicinais ganharam um grande destaque na caracterizagao das acdes terapéuticas
indicadas pelo conhecimento popular, bem como a busca e identificacdo de novos
principios ativos derivados de extratos vegetais.

No Brasil, o uso de plantas medicinais sempre foi significativo, fazendo parte
do repertério de medicamentos no cotidiano da populagdo. Isso & decorrente
principalmente da ampla e diversificada flora que possuimos, com uma extensa
variedade de espécies botanicas. No entanto, ainda sdo poucas as espécies que
possuem estudos sobre seus efeitos farmacolégicos e da sua composicao
fitoquimica, como por exemplo, as espécies do género Sapium. Se levarmos em
consideragdo os usos medicinais descritos na literatura sobre este género, temos
evidéncias claras de que se trata de um género em potencial no tratamento de
diversos tipos de doencas, inclusive pelos estudos fitoquimicos ja realizados, os
quais demonstram que estas plantas possuem principios ativos com acbdes
medicinais promissoras. A espécie nativa do sul do Brasil, Sapium glandulatum
(Vell.) Pax € um deste exemplos, devido esta espécie ndo possuir até o presente
momento, nenhuma informacéo descrita na literatura sobre sua atividade bioldgica.

A hipotese deste trabalho foi baseada nas evidencias descritas sobre os
estudos dos efeitos farmacologicos e estudos fitoquimicos do género Sapium,
considerando que os extratos das folhas da Sapium glandulatum apresentam uma
atividade anti-inflamatéria cutdnea em modelos animais. Desta forma, podemos
contribuir na busca de novos medicamentos para o tratamento de afec¢bes da pele,
com substitutivos nacionais ou adjuvantes, talvez de menor custo, porém com

qualidade, comprovacgao da acao farmacoldgica e seguranca.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Verificar a atividade anti-inflamatoria do extrato bruto e fragbes da planta

nativa Sapium glandulatum (Vell.) Pax. em modelos de inflamagéao in vivo e in vitro.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

»  Avaliar o efeito anti-inflamatorio topico e sistémico dos extratos brutos
e fracdes obtidos das folhas da S. Glandulatum, em modelos de edema de orelha
agudo e cronico induzidos por TPA, e no modelo de edema de pata induzido por

carragenina;

»  Verificar o efeito do EHSG sobre a infiltragdo leucocitaria nos animais
submetidos nos modelos agudo de edema de orelha e pata, e no modelo crbnico de
edema de orelha, através de atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) e da n-

acetil-B-D glucosaminidase (NAG), e por analise histoldgica;

»  Analisar o possivel envolvimento de receptores de glicocorticdides

como via de ac¢ao na atividade anti-inflamatéria do EHSG;

» Investigar possiveis efeitos adversos provenientes pela multipla

aplicacao do EHSG sobre a atrofia da pele e em 6rgaos linféides;

»  Avaliar os efeitos in vitro do EHSG sobre linhagens celulares de

queratindcitos e macréfagos.
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| 4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL BOTANICO

As folhas da Sapium glandulatum (Vell.) Pax. foram coletadas na Reserva
Natural do Rio Cachoeira, protegida pela Sociedade de Pesquisa em Vida Selvagem
e Educagdo Ambiental (SPVS), no municipio de Antonina, Estado do Paran4, Brasil,
em janeiro de 2009, no periodo da manha. A espécie foi identificada pela Dra. Katia
Christina Zuffellato-Ribas (Universidade Federal do Parand, Curitiba) e um exemplar
encontra-se catalogado sob o numero CFC 9204 no Herbario da Engenharia

Florestal da UFPR da Universidade Federal do Parana.

4.2. OBTENCAO DO EXTRATO

A obtencdo dos extratos bruto hidroalcodlicos das folhas de Sapium
glandulatum (EHSG 50%, 70% e 90%), assim como as fracdes Acetato de Etila
(SGFA) e Diclorometano (SGFD) foram realizadas pelo grupo de pesquisa
coordenado pela Profa. Dra. Christiane Meyre da Silva Bittencourt do Nucleo de
Investigagdes Quimico-Farmacéuticas (NIQFAR), da Universidade do Vale do Itajai
(UNIVALI), Itajai-SC. Para a preparagao do extrato, as folhas foram secas em estufa
de secagem a 37 °C, posteriormente trituradas e submetidas a extragdo com etanol
50%, 70% e 90%. Para tanto, 20 g do material vegetal foi colocado em contato com
o liquido extrator na proporcdo 1:20 (p/v) e extraido sob agitacdo (330 rpm) a
temperatura ambiente durante 4 h. Entdo, o produto foi filtrado em papel filtro e
submetido a evaporagao do solvente sob pressao reduzida em evaporador rotatoério.
Apo6s a eliminagcado do solvente, o extrato concentrado foi liofilizado e armazenado
em frascos de cor ambar, sendo conservado em temperatura média de 5 °C até a

utilizacgéo.
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4.3. DROGAS E REAGENTES

Para a execugdo dos protocolos experimentais foram utilizados:

Etanol absoluto, polietilenoglicol 400, peroxido de hidrogénio, acetato de
sodio, Tween 20, cloreto de sddio, hematoxilina, eosina, xilol, molibdato de sédio,
glicerol, glicina, metanol, fosfato de sédio, cloreto férrico, sacarose, dextrana, acido
cloridrico, acido etanosulfénico 4-2-hidroxietilpiiperazina-1 (HEPES), Triton X-100,
acido fosfomolibdico, Tris-HCI, acido fosfotungstico, biebrichscarlet, fucsina acida e
azul de anilina (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Acetona, fenol, dimetilformamida,
citrato de sédio, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), tolueno, carvao ativado,
formaldeido, &cido acético glacial, Entellan e parafina (Merck Biosciences,
Alemanha). Dexametasona, 12-O-tetradecanoilforbol acetato (TPA), mifepristona,
hexadeciltrimetilamonio (HTAB), tetrametilbenzidina (TMB), p-nitrofenil-N-acetil-B-D-
glicosamina, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), aprotinina, albumina de soro
bovino (BSA), Ditiotreitol (DTT), 1,4-bis(5-fenil-2-oxazolil)lbenzeno (POPOP), 2,5-
Difeniloxazol (PPO), brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT),
gelatina, balsamo do canada e cloreto de benzetdnio, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (Sigma-AldrichCo., USA). Soro fetal bovino (SFB), tripsina
(Cultilab, Campinas, Brasil) e estreptomicina/penicilina (Gibco, Life Technologies
Corporation, USA). [*H]-dexametasona (Amersham, Buckinghamshire, UK). PE
Hamster Anti-Mouse CD54, Mouse Inflammation Kit - BD™ Cytometric Bead Array
(CBA), AlexaFlour® 546 — Phalloidin (BD Biosciencies, USA). Ready-Set-Go®, 88-
7013, 88-7064 e 88-7324 (eBioscience, Inc., San Diego, USA)

4.4. ENSAIOS COM ANIMAIS
4.4.1. ANIMAIS

Todos os procedimentos foram realizados em camundongos adultos fémeas
da variedade Swiss, pesando entre 25 a 35 g. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em um dos grupos. Comida e agua foram fornecidas ad libitum e os
animais foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 h com temperatura

controlada (22 £ 2 °C). Os animais foram mantidos na sala de experimento durante
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pelo menos 24 h antes da realizacdo dos experimentos, para adaptagcdo. Os
experimentos foram realizados de acordo com as orientagdes para os cuidados com
animais de laboratérios e os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Parana, sob o

protocolo numero 390.

4.4.2. AVALIACAO DO EDEMA DE ORELHA

O modelo de edema de orelha € um modelo animal de inflamacao simples e
pratico, utilizado com frequéncia e de maneira satisfatéria na avaliacdo da atividade
anti-inflamatéria de compostos, especialmente para a realizagdo de estudos do
processo inflamatorio de doencas cutdneas como dermatites e psoriase. Dentre as
vantagens desse modelo, destaca-se a economia da substancia a ser testada, uma
vez que pequenas quantidades séo suficientes para aplicagao por via tépica. Além
disso, o modelo fornece resultados rapidos e facilmente reprodutiveis (GABOR,
2000).

O edema de orelha foi expresso como o aumento da espessura (Um) da
orelha dos camundongos (A Espessura da orelha = espessura final — espessura
inicial). A espessura da orelha foi medida com o auxilio de um micrémetro digital
(MT-045B, Shangai Metal Great Tools Co., Ltd., Shangai, China), o qual foi aplicado
na regiao proxima a extremidade medial da orelha, antes e 6 h apds a indugao do
processo inflamatério no modelo agudo e diariamente no modelo crénico. O agente
flogistico,12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e dexametasona (utilizada como
farmaco de referéncia) foram diluidos em 20 pL acetona, enquanto o EH50%,
EH70%, EH90%, EHSG, a SGFA, a SGFD foram diluidos no veiculo (20 puL- 90% de
acetona e 10% de agua), e aplicados na orelha direita de cada camundongo. Para
minimizar variagdes referentes a técnica, os experimentos foram conduzidos sempre

por um unico experimentador.
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4.4.3. DERMATITE DE CONTATO IRRITATIVA AGUDA INDUZIDA POR TPA

O TPA é um éster de forbol que, quando aplicado sobre a pele, € capaz de
desencadear uma resposta inflamatoria rapida e intensa, provocando aumento da
permeabilidade vascular, com consequente formacao de edema e intenso infiltrado
leucocitario (GABOR, 2000). Assim, o processo inflamatério cutdneo agudo foi
induzido pela aplicacdo de TPA (2,5 pg/orelha) na orelha direita dos camundongos.
O EH50%, EH70% e EH90% (0,6 mg/orelha), o EHSG (0,03 - 1 mg/orelha), SGFA
(0,1; 0,3 e 1 mg/orelha), SGFD (0,1; 0,3 e 1 mg/orelha), assim como o farmaco de
referéncia dexametasona (0,1 mg/orelha), foram aplicados logo em seguida aos
agentes flogisticos nos grupos experimentais. A espessura da orelha foi verificada
antes (basal) e 6 h apds a indugédo do processo inflamatorio. Apés 6 ou 24 h, os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e bidpsias da pele das
orelhas (biépsias de 6 mm) foram coletadas e submetidas a quantificagcdo dos niveis
de citocinas e avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) ou analise
histoldgica, respectivamente.

Para avaliar o possivel envolvimento dos receptores de glicocorticdides na
atividade anti-inflamatéria do EHSG, os animais foram pré-tratados com um
antagonista de GR, mifepristona (RU486) (50 mg/kg), pela via subcutanea (s.c.),
dissolvida em polietilenoglicol 400 (PEG 400), 15 min antes da aplicagéo tépica de
TPA (2,5 pg/orelha), em seguida os procedimentos foram seguidos como descrito
acima.

A fim de verificar o possivel efeito do extrato quando administrado por via
oral sobre o edema de orelha induzido por TPA, os animais foram tratados por via
oral com o EHSG (1; 10 e 100 mg/kg) ou com dexametasona (3 mg/kg) 1 hora antes
da aplicacéo tépica de TPA (2,5 pgl/orelha) na orelha dos camundongos. Os
tratamentos com EHSG e dexametasona foram dissolvidos em solugdo de NaCl
0,9%. Apbs 24 h, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e
bidpsias da pele das orelhas (bidpsias de 6 mm) foram coletadas e submetidas a

avaliacao da atividade da enzima MPO.



WMaserial ¢ Movodss 52

4.4.4. DERMATITE DE CONTATO IRRITATIVA INDUZIDA PELA MULTIPLA APLICACAO
DE TPA

Esse € um modelo que permite avaliar a atividade anti-inflamatéria do
composto frente a um processo inflamatério ja estabelecido. Desta forma, o
processo inflamatério crénico foi induzido na orelha direita dos animais pela multipla
aplicacao de TPA (2,0 ug/mL) em dias alternados durante 9 dias. O EHSG (1
mg/orelha) e a dexametasona (0,1 mg/orelha), comegaram a ser administrados a
partir do 5° dia de experimento, 2 vezes ao dia (12 h/12 h), por via topica. A diluicao
dos tratamentos e avaliacdo do edema se deu conforme descrito no Item 5.5.. No 9°
dia do experimento os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e
biopsias da pele das orelhas (biopsias de 6 mm) foram coletadas, pesadas e
submetidas a analises histolégica e imunohistoquimica, avaliacdo da atividade das
enzimas MPO e n-acetil-3-D glucosaminidase (NAG) ou quantificacdo dos niveis de
citocinas. O desenvolvimento do experimento animal foi realizado conforme o

esquema mostrado no esquema abaixo.

TPA TPA TPA TPA TPA 1x
T T T T T 2x

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Avaliacdo do Edema

4.4.5. AVALIACAO DO EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA APLICACAO DE
CARRAGENINA

Esta € uma metodologia que permite a observacédo do efeito sistémico da
substancia teste através da inducdo de um estimulo inflamatério local. O edema é
induzido pela administracao intraplantar (i.pl.) de 50 yL de carragenina (300 ug/pata)
na pata traseira direita dos camundongos, adaptado de Levy (1969).

Para avaliar o efeito sistémico do extrato da S. glandulatum, o EHSG (1; 10
e 100 mg/kg) ou a dexametasona (3 mg/kg) foram administrados por via oral (v.0.) 1

h antes da aplicagdo do agente indutor. A espessura basal da pata dos animais foi
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mensurada com o auxilio de um micrometro digital, sendo esta considerada a
medida basal. Para avaliagdo do edema, a espessura da pata foi medida 1, 2, 3, 4, 5
e 6 h apds a aplicagdo do estimulo inflamatério. Os resultados foram expressos a
partir das diferencas entre a espessura da pata em cada hora apds a aplicagao de
carragenina e a espessura basal. Para minimizar variagbes referentes a técnica, os
experimentos foram conduzidos sempre por um unico experimentador. Apos 24 h, os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e biopsias da pata (bidpsias

de 6 mm) foram coletadas e submetidas a avaliagdo da atividade da enzima MPO.

4.4.6. ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) é utilizada como indicativo da
presencga de leucdcitos polimorfonucleares no tecido. Para a avaliagdo da atividade
da enzima mieloperoxidase foi utilizada a metodologia de BRADLEY e
colaboradores (1982) modificada por DE YOUNG e colaboradores (1989). As
amostras de tecido (circulos de 6 mm de tecido) das orelha ou patas dos
camundongos submetidos ao modelo de edema de orelha agudo e crbnico ou
edema de pata, respectivamente, foram adicionadas a 0,75 mL de solugéo fosfato
de sodio 80 mM (pH 5,4), contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamdnio (HTBA) e
homogeneizadas com auxilio de homogeneizador mecanico (MA102/MINI — Marconi
Equipamentos para Laboratério Ltda., Piracicaba-SP) por 45 s a 0 °C. O
homogenato foi decantado em microtubos e adicionado a 0,75 mL de solugéo fosfato
(anteriormente descrito). As amostras (1,5 mL) foram centrifugadas em
microcentrifuga de alta velocidade refrigerada (5415 R — Eppendorf do Brasil Ltda.,
Sé&o Paulo-SP) a 11.200 xg a 4 °C por 20 min. Triplicatas de 30 pyL do sobrenadante
foram colocadas em placas de 96 pocos, adicionando 200 yL de uma mistura
contendo 100 pL de solugéo fosfato de sdédio 80 mM (pH 5,4), 85 pL de PBS 0,22 M
(pH 5,4) e 15 pL de perdxido de hidrogénio 0,017% em cada poc¢o. A adicao de 20
ML de tetrametilbenzidina.HCI (TMB) 18,4 mM dissolvida em uma solugao aquosa de
dimetilformamida a 8%, promoveu o inicio da reacdo. Posteriormente a placa foi
incubada a 37 °C por 3 min, adicionando 30 pL de acetato de s6dio 1,46 M (pH 3,0)
em cada poc¢o para interromper a reacao. A atividade enzimatica foi determinada

colorimetricamente usando leitor de placas (Synergy HT Multi-Detection Microplate
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Reader) cuja leitura da absorbancia foi feita a 630 nm, sendo expressa em
DO/bidpsia.

Para a avaliagdo do efeito do EHSG na inibigéo direta da enzima MPO (in
vitro), foi utilizado um homogenato com alta concentragdo da enzima, a partir de
orelhas de animais submetidos a multipla aplicagcédo de TPA. 20 pyL de diferentes
concentragcbes do EHSG (0,01 — 300 pg/mL) foram incubadas com 30 pL do
homogenato das orelhas durante 15 min e, entdo o protocolo foi seguido conforme

descrito acima.

4.4.7. ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA N-ACETIL-B-D GLUCOSAMINIDASE
(NAG)

A atividade da enzima n-acetil-B-D glucosaminidase (NAG) é utilizada como
indicativo da presenca de leucocitos mononucleares no tecido e é avaliada com a
utilizacdo da metodologia de Sanchez e Moreno (1999). As amostras de tecido
(circulos de 6 mm de tecido) das orelha dos camundongos submetidos ao modelo de
edema de orelha induzido pela multipla aplicagcdo de TPA foram adicionadas a 0,75
mL de solugédo fosfato de sdédio 80 mM (pH 5,4), contendo 0,5% de
hexadeciltrimetilaménio (HTBA) e homogeneizadas por 45 s a 0 °C. O homogenato
foi decantado em microtubos e adicionado a 0,75 mL de solugcdo fosfato
(anteriormente descrito). As amostras (1,5 mL) foram centrifugadas a 11.200 xg a 4
°C por 20 min. Triplicatas de 25 pyL do sobrenadante foram colocadas em placas de
96 pocgos, adicionando 100 pyL de tampéo citrato 50 mM (pH 4,5). A reacéo foi
iniciada pela adigdo de 25 pL de p-nitrofenil-acetamida-p-D-glicopiranosideo (2,24
mM) dissolvido agua miliQ. Em seguida a placa foi incubada a 37 °C por 1 h e a
reacao interrompida pela adigdo de 30 pyL de tampéo glicina 200 nM (pH 10,4) em
cada pocgo. A atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente usando um
leitor de placas (Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader), cuja leitura da

absorbancia foi feita a 405 nm, sendo expressa em DO/bidpsia.
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4.4.8. AVALIACAO HISTOLOGICA

Amostras das orelhas foram fixadas em solugdo ALFAC (85% de etanol
80%, 10% de formaldeido 40% e 5% de acido acético glacial) por 16 h e entéo
colocadas e armazenadas em etanol 70% até o momento do uso. As amostras
fixadas foram desidratadas em sequéncia crescente de etanol (70%, 80%, 90%,
95% e (3x) 100%) por 30 min cada, diafanizadas em etanol 100% / xilol (1:1) e em
(3x) xilol 100% (30, 15 e 5 min), e entdo imersas em parafina a 60 °C
individualmente durante 3 h e emblocadas. Os blocos foram seccionados em cortes
de 5 pm utilizando um micrétomo (RM2135, Leica Biosystems, Alemanha) e
esticados em laminas contendo albumina de Meyer 1,5%. As laminas contendo os
cortes foram desparafinizadas em 2 banhos de xilol, durante 5 min cada, etanol
100% / xilol (1:1) por 5 min, seguido por hidratagcdo sequencial decrescente em
etanol ((2x) 100%, 95%, 90%, 80% e 70%) durante 5 min cada, lavadas em agua
corrente por 10 min e submetidas a dois banhos de dH,O. A coloragéo foi realizada
com imersao dos cortes em hematoxilina de Harris durante 2 min, em seguida
lavados em agua corrente por 10 min, seguido de dois banhos em dH;O, e na
sequencia, imersos em eosina por 2 min seguido de dois banhos em dH;0O. Os
cortes foram desidratados em sequencia crescente de etanol (70%, 80% e 90%) por
30 segundos cada, (3x) etanol 100% por 3 min cada, etanol 100% / xilol (1:1) por 5
min e (2x) xilol por 5 min cada. Entdo as laminas montadas com balsamo do
Canada. Para avaliar o infiltrado celular, os cortes foram fotografados em aumento
de 400x e analisados cinco campos de trés cortes histologicos distintos de trés
animais por grupo. As fotografias foram analisadas com o programa ImageJ® versao
1,48 (National Institutes of Health, EUA, http://imagej.nih.gov/ij).

4.4.9. ENSAIO DE LIGACAO DE RECEPTORES DE GLICOCORTICOIDE

A capacidade de ligacdo do glicocorticbide ao seu receptor foi avaliada
através do ensaio de ligacao especifica descrito por Kalami e Hubbard (1983), com
algumas modificagdes. Os homogenatos de figados provenientes de diferentes ratos
foram preparados em tampao gelado na propor¢édo 1/5 (p/v) composto por 320 mM
de sacarose, 50 mM de Tris-HCI, 2 mM de DTT, 10 mM de PMSF, 20 mM de
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molibdato de sddio e 10% de glicerol (pH 7,2). Ap6s o periodo de centrifugagéo (60
min, 10.000 xg, 4 °C) os sobrenadantes (1 mg de proteina) foram incubados com 25
nM de [*H]-dexametasona e o EHSG (0,3 — 1000 pg/mL) ou dexametasona 10> M
em tampéo apropriado (10 mM de HEPES; 1 mM de EDTA e 20 mM de molibdato de
sédio, pH 7,5) por 18 h a 0°C. O volume final da reacao foi 100 pyL. Apds o periodo
de incubagéo, ao tubo de ensaio foram adicionados 150 puL de uma suspensédo
formada por 2% de carvéo ativado + 0,2% de dextrana (peso molecular 40 kDa).
Este procedimento permite a separacéo do ligante radioativo livre por adsorcéo.
Apos centrifugagdo (10.000 xg, 5 min), 50 pyL do sobrenadante foram transferidos
para outro tubo de ensaio onde foi adicionado 500 pL de liquido de cintilacado (58%
de fluido de cintilacao [6 g/l de PPO + 0,2 g/l de POPOP em tolueno], 34% de Triton
X-100 e 8% de agua ultrapura). Apds vigorosa agitacdo, a radioatividade foi
quantificada em um contador de cintilagdo liquida. A determinagédo da concentragéo
proteica dos homogenatos foi feita através da absorgéo ultravioleta no comprimento
de onda de 280 nm em cubetas de quartzo, assumindo que 1 unidade de
absorbancia 280 nm = 1 mg de proteina. Os resultados foram expressos como

porcentagem de ligagdo especifica da [°H]-dexametasona (FERREIRA et al., 2005).

4.4.10. AVALIACAO DO EFEITO DO MULTIPLO TRATAMENTO TOPICO COM
GLICOCORTICOIDE SOBRE A ATROFIA CUTANEA E PESO DOS ORGAOS LINFOIDES

A atrofia cutdnea é um dos efeitos adversos da aplicagdo topica de
glicocorticéides (AHN et al., 2006). Para avaliar se a aplicagdo topica do EHSG
promove atrofia da pele como um corticéide, os animais foram tratados por via tépica
com dexametasona (0,1 mg/orelha) ou EHSG (1 mg/orelha) a cada 12 h durante 7
dias, na auséncia de um estimulo inflamatério. A espessura da orelha dos animais
foi avaliada no primeiro e no oitavo dia. Ao final do experimento, os animais foram
pesados, realizado teste de glicemia e eutanasiados. A aplicagdo repetida de
glicocorticbide  também  promove  alteragbes  sistémicas,  normalmente
desencadeando efeitos supressores sobre sistemas fisiologicos (AHN et al., 20006).
Entdo, ao final do experimento foram coletadas o timo, o bago, as adrenais e os
linfonodos auriculares, os quais foram pesados a fim de verificar a possivel

influéncia dos tratamentos sobre esses érgaos.
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4.4.11. ENSAIO COMETA ALCALINO (ALCALINE COMET ASSAY)

Estudos de genotoxicidade s&o testes in vivo e in vitro utilizados para
detectar o potencial das substancias (farmacos, extratos, entre outros) ou alteragéo
ambiental (por exemplo: estresse) em causar mutagbes genéticas e cromossémicas
(ANVISA, 2010). O principio desta técnica baseia-se no fato de que o DNA da célula
que nao tiver dano migrara em conjunto formando um circulo. Caso ocorram danos
no DNA, serédo formados fragmentos de diversos tamanhos. Os fragmentos menores
tendem a migrar mais rapidamente do que os maiores. Ocorrendo um dano muito
intenso na célula, muitos fragmentos de diversos tamanhos serdo formados e
migrarao em velocidades diferentes, formando entado, a figura tipica de um cometa
(OLIVE et al., 1990).

Os animais submetidos a avaliagdo do efeito do multiplo tratamento topico
com glicocorticdide e o EHSG foram utilizados para realizar o teste de
genotoxicidade pelo ensaio de cometa alcalino. A eletroforese em gel de célula Unica
foi realizada de acordo com o método modificado de Singh e colaboradores (1988).
Para o grupo controle positivo da técnica, foi realizado um grupo no qual os animais
receberam ciclofosfamida (50 mg/kg, por via intraperitoneal), 24 h antes da
eutanasia dos animais. O fémur da pata traseira direita de cada animal foi removido
e utilizado uma agulha romba para remover a medula 6ssea. A medula foi lavada
com PBS (pH 7,4 a 4 °C) com auxilio de uma seringa de 1 mL e separado. A
suspenséo foi centrifugada a 1000 rpm por 10 min e descartado o sobrenadante. Foi
adicionado 100 uL de PBS (pH 7,4 a 4 °C) e o sedimento misturado com auxilio de
uma micropipeta. 45 L foi misturado com 120 yL de 0,5% de agarose de baixo
ponto de fusdo (LMPA) a 37 °C e rapidamente espalhado em duas laminas (2x por
animal), pré-revestidas com 1,5% de agarose de ponto de fusdo normal. As laminas
foram protegidas da luz e resfriadas a 4 °C durante 20 min. Apds a solidificagdo do
gel, as laminas foram imersas em solucao de lise de preparado de fresco e gelada
(NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH 10, com 10% de DMSO e 1% de Triton
X-100) durante 2 h a 4 °C. Apds a lise, as laminas foram colocadas lado a lado numa
unidade de eletroforese horizontal contendo tampéao de eletroforese alcalina fresca e
gelada (NaOH 1 mM, EDTA 300 mM, pH > 13) e deixadas na solu¢do durante 20
min a 4 °C para o desenrolamento do DNA e conversao dos sitios labiles alcalinos

em cadeia simples. A eletroforese alcalina foi realizada utilizando o mesmo tampéo
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de eletroforese alcalina durante 25 min a 30 V (0,8 V/cm) e 300 mA a 4 °C. As
laminas foram entdo lavadas trés vezes durante 5 min com tamp&o de neutralizacao
(Tris 0,4 M, pH 7,5) para remover o excesso alcalino. Finalmente, apds secagem a
temperatura ambiente e fixados em etanol 100% durante 10 min, as laminas foram
secas e armazenadas durante a noite ou mais, entdo coradas com 45 mL de
brometo de etidio (20 pg/mL).

O material foi avaliado de imediato com uma ampliacdo de 400X, utilizando-
se um microscopio de fluorescéncia (Olympus DP72, Japan e Software Cell F) com
um filtro de excitagéo de 515-560 nm e um filtro barreira de 590 nm. Apenas nucleos
individuais foram mensurados. Foram analisadas duas laminas por amostra e 150
células por animal foram avaliadas de forma aleatéria. Estas células foram avaliadas
visualmente, de acordo com o tamanho da cauda, para as cinco classes seguintes:
Classe 0 - sem cauda; Classe 1 - cauda mais curta do que o diametro da cabeca
(nucleo); Classe 2 - o comprimento da cauda 1 - 2 vezes o diametro da cabeca;
Classe 3 - comprimento da cauda mais do que duas vezes o didmetro da cabecga; e
classe 4 - cometas com cabecgas minimos, com quase todo o DNA na cauda ou com
uma cauda sendo muito longa (HARTMANN e SPEIT, 1997). A pontuacao total para
150 cometas, que variou de 0 (todos em bom estado) para 600 (todos maximamente
danificado), foi obtido pela multiplicagédo do numero de células em cada classe pela

classe de danos.

4.4.12. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS EM MODELOS ANIMAIS

Para quantificar a dosagem das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a liberadas no
processo inflamatério, foram utilizadas as biopsias das orelhas dos animais
submetidos ao modelo de edema de orelha agudo e crénico. As bidpsias foram
homogeneizadas em 2 mL de tampéo especifico (PBS, 0,05% de Tween 20, 0,1 mM
de PMSF e 0,5% de BSA) durante 45 s a 0 °C. Em seguida, os homogenatos foram
centrifugados a 3000 xg e 4 °C por 10 min. A detecgdo dos niveis de citocinas nas
amostras foi realizada através de Kit de ensaio imunoadsorvente ligado a enzima
(ELISA) (Ready-Set-Go®, 88-7013, 88-7064 e 88-7324, eBioscience, Inc., San

Diego, USA) conforme instrugdes do fabricante.
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4.5. ENSAIOS EM CELULAS
4.5.1. CULTIVO CELULAR

Para os experimentos in vitro, foi utilizada a linhagem de queratindcitos
humanos (HaCaT) e macrofagos de camundongos (RAW-264.7). As células foram
mantidas rotineiramente em garrafas de cultivo contendo meio de cultivo Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), 10 ug/mL de estreptomicina e 10 U/mL de penicilina, em atmosfera
umidificada a 37 °C e 5% de CO,. Para manutencao das células o meio foi trocado a
cada 48 h. No momento em que a monocamada celular se tornava confluente, as
células HaCaT eram lavadas com PBS e incubadas durante 10 min com EDTA 0,1
mM. Em seguida as células eram incubadas com 1,5 mL de tripsina 0,25% durante 5
min a 37 °C. Apdés o desprendimento do monocamada celular, as células eram
homogeneizadas com DMEM acrescido de 10% de SFB e a suspensao celular
obtida era dividida em varias garrafas para subcultivo. No caso da linhagem de
macrofagos RAW-264.7, foi usado um “Scraper’ para desaderir 0 monocamada
celular, apés homogeneizacao das células, a suspensao celular obtida era dividida
em varias garrafas para subcultivo e completado o volume com meio de cultivo
DMEM novo (GEORGE et al., 2010).

4.5.2. AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO ENSAIO DE THYAZOLYL BLUE
TETRAZOLIUMBROMIDE (MTT)

Este € um método no qual as redutases mitocondriais reduzem o anel
tetrazélio do MTT a cristais roxos de formazan purpura, pelas mitocéndrias das
células vivas. Assim é possivel avaliar a viabilidade celular pela capacidade das
mitocdndrias em reduzir o anel a cristais. A solubilizacdo dos cristais, pelo DMSO,
gera uma solugao colorida que pode ser quantificada. O aumento da intensidade da
cor (absorbancia) €& diretamente proporcional ao numero de células viaveis
(MOSMANN, 1983; REILLY et al., 1998).

As células HaCaT ou RAW-264.7 foram semeadas em placa de 96 pogos (3

x 10° células/pogo, quantidade de células no dia da leitura). Apds 24 h, o meio de
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cultivo foi substituido por 200 yL de meio contendo diferentes concentragbes do
EHSG (3 — 1000 pg/mL) ou meio de cultivo contendo 0,2 % de DMSO, utilizado
como veiculo de dissolugao do extrato. Apds 24 h de exposigcédo, no grupo controle
negativo (células mortas), o meio foi substituido por uma solugao de Saponina 0,01
% durante 30 min. Foi entdo adicionado 20 yL da Solugdo de MTT (5 mg/mL),
obtendo um volume final de 220 yL e uma concentragéo final de 0,45 mg/mL, entéo,
incubados por 3 h a 37 °C e 5% de CO.. Ao final, o volume todo da placa foi retirado
invertendo-a e adicionado 100 yL de DMSO 99,9 % em cada pog¢o, homogeneizado
lentamente até a completa dissolucao e entdo feito a leitura da absorbéancia em leitor

de microplaca (Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader) a 550 nm.

4.5.3. AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO ENSAIO DE VERMELHO NEUTRO

Este método permite verificar o acumulo do corante vermelho neutro nos
lisossomos das células, mostrando a viabilidade das células em endocitar este
corante. Apoés a lise celular por uma solugédo de extragcéo, o corante diluido pode ser
quantificado por medida de absorbéancia e assim avaliar a capacidade de fagocitose
celular (BORENFREUND e PUERNER, 1985; FOTAKIS e TIMBRELL, 2006).

As células HaCaT ou RAW-264.7 foram semeadas em placa de 96 pocos (3
x 10° células/pogo, quantidade de células no dia da leitura). Apés 24 h, o meio de
cultivo foi substituido por 200 L de meio contendo diferentes concentragbes do
EHSG (3 — 1000 pg/mL) ou meio de cultivo contendo 0,2 % de DMSO, utilizado
como veiculo de dissolugdo do extrato. Apds 24 h de exposigédo, no grupo controle
negativo (células mortas), o meio foi substituido por uma solu¢ado de Saponina 0,01
% por 30 min. Entdo adicionado 20 pL da Solugédo de Vermelho Neutro (1100
pg/mL), obtendo um volume final de 220 uL e uma concentracéao final de 100 pg/mL
e incubados por 2 h a 37 °C e 5% de CO,. Ao final, o volume todo da placa foi
retirado invertendo-a e adicionado 100 pL de Solugédo de Extracado (EtOH/Ac.COOH,
50% / 1%) em cada pog¢o, homogeneizado lentamente até a completa dissolugéo e
entdo feito a leitura da absorbancia em leitor de microplaca (Synergy HT Multi-

Detection Microplate Reader) a 550 nm.
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4.5.4. DETERMINACAO DE PROLIFERAGAO CELULAR PELO ENSAIO DE CRISTAL

VIOLETA

O ensaio de cristal violeta foi inicialmente utilizado na quantificagdo do
numero de células em culturas em monocamada, como uma fung¢do da absorbéancia
do corante pelas células (GILLIES et al., 1986). No entanto, este método esta sendo
atualmente utilizado, apdés modificagbes, em grande numero de aplicagdes, incluindo
a determinagdo de citotoxicidade ou morte celular produzido por elementos
quimicos, drogas ou toxinas de patégenos (SHAIK et al., 2004), para determinar a
viabilidade das células (THOMAS et al., 2004) ou para determinar proliferacado de
células sob condi¢des de teste diferentes (ZIVADINOVIC et al., 2005).

As células RAW-264.7 foram semeadas em placa de 96 pogos (3 x 10°
células/pogo, quantidade de células no dia da leitura). Ap6s 24 h, o meio de cultivo
foi substituido por 200 pL de meio contendo diferentes concentragdes do EHSG (3 —
300 pg/mL) ou meio de cultivo contendo 0,2 % de DMSO, utilizado como veiculo de
dissolugcédo do extrato. Apds 24 h de exposicéo, as células foram lavadas 2x com
PBS, fixadas com 50 pL de citofix e incubadas por 30 min em gelo. O fixador foi
removido e adicionado 100 pL de solu¢do de cristal violeta (0,5% dissolvido em
dH20 contendo 20% de metanol), incubadas por 10 min a temperatura ambiente e
lavadas 2x com 100 pL de &agua MiliQ. Entdo as células e o corante foram
solubilizados com 100 yL de tampé&o de Sorenson (Citrato de soédio 0,1 M, dH,0O
contendo 50% de etanol, pH 4.2) durante 30 min em agitagao constante e lenta até a
completa dissolugéo e entéo feito a leitura da absorbancia em leitor de microplaca

(Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader) a 540 nm.

4.5.5. AVALIACAO DA CITOMARCACAO PARA MORFOLOGICA DE MACROFAGOS

As células RAW-264.7 foram semeadas em placa de 24 pogos (3 x 10°
células/pocgo, quantidade de células no dia da leitura) contendo uma laminula estéril
no fundo. Apo6s 24 h, o meio de cultivo foi substituido por 500 uL de meio contendo
diferentes concentracées do EHSG (3 — 300 pg/mL) ou meio de cultivo contendo
0,2% de DMSO, utilizado como veiculo de dissolugdo do extrato. Apos 24 h de

exposicdo, as células foram lavadas 2x com PBS, incubadas em glicina (0,1 M) e
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BSA (1%) em PBS, por 5 min cada, para reagdo de bloqueio de ligacbes
inespecificas. As células entdo foram lavadas com PBS e permeabilizadas com
Triton-X (0,1%) em PBS por 5 min, lavadas novamente com PBS e incubadas com
probe para F-actina (AlexaFlour® 546 — Phalloidin) (Molecular Probes® - cat.
A22283) por 20 min. Apds incubacado, as células foram lavadas com PBS, as
laminas montadas em Fluoromount-G™ conjugado com DAPI, deixadas secando
por 10 min e entdo seladas com esmalte incolor. As imagens foram produzidas no
microscopio confocal Nikon A1TRSIMP (NIKON, Tokyo,Japan), utilizando objetivas de
60X, imersas em agua (com abertura numérica de 1,27). Para o Phalloidin foi
utilizado laser 561 para excitagéo e filtro de intervalo (“band pass”) de 570-620nm e
para o DAPI foi utilizado laser 405 para excitacéo e filtro de intervalo ("band pass")
de 425 - 475 nm. O programa Imaging Software Nis Elements 4.20 (NIKON, Tokyo,

Japan) foi utilizado para a visualizagdo das imagens.

4.5.6. ENSAIO DE BURST RESPIRATORIO EM MACROFAGOS

As células RAW-264.7 foram semeadas em placa de 96 pogos (3 x 10°
células/pogo, quantidade de células no dia da leitura). Apds 24 h, o meio de cultivo
foi substituido por 200 yL de meio contendo diferentes concentragbes do EHSG (3 —
300 pg/mL) ou meio de cultivo contendo 0,2 % de DMSO, utilizado como veiculo de
dissolugcéo do extrato. 24 h apos o tratamento, o meio foi substituido por 200 pL de
meio contendo LPS (50 ng/mL) + IFN-y (5 ng/mL) para indugéo da producao de NO
ou TPA (100 ng/mL) para indugdo da producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), entdo aguardado o tempo de 12 h. Quando a indugéo foi realizada antes do
tratamento, 24 h apds as células serem semeadas, o meio foi substituido por 200 pL
de meio contendo LPS (50 ng/mL) + IFN-y (5 ng/mL) ou TPA (100 ng/mL) para
indugao das células durante 12 h. Ap6s o tempo de incubagéo com o indutor, 0 meio
foi substituido por 200 uL de meio contendo os tratamentos com EHSG ou veiculo e
incubados por 24 h. Em seguida, as células foram incubadas com 200 pyL de PBS
contendo 1 pM da sonda DAF-FM diacetate (4-amino-5-methylamino- 2°,7’-
difluorofluorescein diacetate) para quantificacdo de NO ou da sonda DCF-DA (2',7’-
dichlorofluorescein diacetate) para quantificagdo de ROS durante 30 min a 37 °C e

5% de CO,, lavadas com PBS e incubadas novamente com PBS a 37 °C e 5% de
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CO; por 30 min. Entdo feito a leitura da fluorescéncia em leitor de microplaca
(Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader) a 495 nm e emissao de 515 nm
(NO) ou 529 nm (ROS).

4.5.7. AVALIACAO DA FUNCAO FAGOCITICA DE MACROFAGOS

As células RAW-264.7 foram semeadas em placa de 24 pogos (3 x 10
células/pocgo, quantidade de células no dia da leitura) contendo uma laminula estéril
no fundo. Apo6s 24 h, o meio de cultivo foi substituido por 500 yL de meio contendo
diferentes concentragdes do EHSG (3; 30 e 300 pg/mL) ou meio de cultivo contendo
0,2 % de DMSO, utilizado como veiculo de dissolugédo do extrato. 24 h ap6s o meio
de cultivo foi substituido por 500 uL de meio contendo TPA (100 ng/mL) para
inducédo da ativagéo fagocitica dos macréfagos. Apdés 12h de indugédo, o meio de
cultura foi retirado e as células lavadas com meio DMEM sem soro bovino fetal,
entdo adicionado a proporcdo de 10 leveduras (Saccharomyces cerevisiae) para
cada macro6fago, em meio sem soro e a placa foi incubada a 37 °C e 5% de CO2 por
30 min. Apds o periodo de interagao, a placa foi lavada com PBS (pH 7,4, a 37 °C)
para remocgdo dos microrganismos nao fagocitados. As laminulas contendo as
células aderidas foram fixadas com fluido Bouin (5 mL, acido acético glacial, 75mL
acido picrico e 25 mL formaldeido) por 5min a temperatura ambiente. Apos a fixagao
as células foram lavadas 2 vezes com etanol 70%, depois 2 vezes com dH20 e
coradas com solugao de Giemsa 10% em dH,O, durante 2h e meia. O excesso de
corante foi retirado e as laminulas lavadas 2 vezes em dH->O, desidratadas em
acetona e diafanizadas em solu¢des acetona:xilol nas seguintes propor¢des: mistura
a: 2 acetona:1 xilol; mistura b: 1 acetona: 1 xilol; mistura c: 1 acetona: 2 xilol. Em
seguida as células foram diafanizadas duas vezes em xilol puro e montadas em
laminas de vidro com Entelan. As Iaminas foram escaneadas em Scanner Zeiss Axio
Imagen Z2 no aumento de 20x, cAmera Cool Cob 1 — Metasystens e as imagens

analisadas pelo software Metafer 4.
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4.5.8. AVALIACAO DE ATIVACAO DE MACROFAGOS

As células RAW-264.7 foram semeadas em placa de 6 pogos (1 x 10°
células/pogo, quantidade de células no dia da leitura). Apds 24 h, o meio de cultivo
foi substituido por 1,5 mL de meio contendo diferentes concentragdes do EHSG (3;
30 e 300 pg/mL) ou meio de cultivo contendo 0,2 % de DMSO, utilizado como
veiculo de dissolugdo do extrato. 24 h apdés o tratamento o meio de cultivo foi
substituido por 1,5 mL de meio contendo TPA (100 ng/mL) para indugéo da ativagao
dos macrofagos. 12h apés a indugédo as células foram soltas com auxilio de um
“Scraper”, coletadas e centrifugadas (5 min, 1200 rpm), entdo adicionado 1 pL / 10°
células de anticorpo anti-CD54 (PE Hamster Anti-Mouse CD54) em 100 uL de PBS
(contendo 1% de BSA) por 1 hora, no gelo e no escuro. Foi deixado um grupo sem
indugdo, sem tratamento e sem marcagcéo para calibracdo do equipamento. As
células entao foram centrifugadas (5 min, 1200 rpm) e ressuspendidas em 500 uL de
PBS. A leitura foi feita em Citdmetro de Fluxo (FACScalibur), laser 488 em FL2 e os
dados analisados no programa Flowing Software 2.5.1 (Turku Centre for

Biotechnology — Universityof Turku, Finland).

4.5.9. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS EM CULTIVO CELULAR

Para avaliar o efeito do EHSG sobre a liberagao das citocinas IL-6 e TNF-a
pelos macréfagos RAW 264.7, as células foram semeadas em placa de 96 pocos (3
x 10° células/pogo, quantidade de células no dia da leitura). Apds 24 h, o meio de
cultivo foi substituido por 200 yL de meio contendo diferentes concentragdes do
EHSG (3; 30 e 300 pg/mL) ou meio de cultivo contendo 0,2 % de DMSO, utilizado
como veiculo de dissolugéo do extrato. 24 h apdés o meio de cultivo foi substituido
por 200 pL de meio contendo LPS (50 ng/mL) para indugdo da ativacdo dos
macrofagos. 12 h apos a inducgado, foi coletado 50 yL do meio de cultivo para
deteccdo dos niveis de citocinas utilizando o “Mouse Inflammation Kit - BD™
Cytometric Bead Array (CBA), BD Bioscience”, conforme instru¢des do fabricante. A
leitura foi feita em Citdmetro de Fluxo (FACScalibur), laser 488 em FSC, SSC, FLA1,
FL2 e FL3 e os dados analisados no programa FCAP Array v3 (Soft Flow, Inc.).
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4.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como média + S.E.M. A significancia
estatistica entre os grupos foi avaliada por analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls ou analise de variancia de duas vias
(ANOVA) seguido do teste comparacdo multipla de Dunnett's. O nivel de
significancia aceito para os testes foi de P<0,05. Todos os testes foram realizados
utilizando o software estatistico GraphPad Prism versédo 6.0c, Sdo Diego, La Jolla
California, EUA.
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| 5. RESULTADOS

5.1. EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DA PLANTA Sapium glandulatum SOBRE
MODELO DE EDEMA DE ORELHA EM CAMUNDONGOS

Para determinar qual o melhor forma de extragéo (etanol 50%, etanol 70%
ou etanol 90%) de compostos ativos das folhas da S. glandulatum, foram realizados
trés extragcbes diferentes com os respectivos solventes e testados no modelo de
edema de orelha induzido por TPA (2,5 ug/orelha) com a dose de 0,6 mg/orelha. O
extrato bruto hidroalcodlico produzido com o solvente com a maior concentragéo
etandlica (EH90%) foi o que apresentou melhor eficacia anti-inflamatoéria, com uma
reducédo de 51,61 = 5,27% quando comparado ao grupo controle (P<0,01), o qual
recebeu apenas o agente flogistico TPA. Assim, este foi o extrato escolhido para a

continuagdo dos demais experimentos (FIGURA 03).
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FIGURA 03. Atividade topica dos diferentes extratos bruto hidroalcodlico da Sapium
glandulatum na inflamagdo de orelha induzida por TPA. O processo inflamatério foi induzido na
orelha dos animais pela administragdo tépica de TPA (2,5 upg/orelha), em seguida, receberam o
tratamento topico com o EH50%, EH70% ou EH90% (0,6 mg/orelha) ou veiculo. Apés 6 h da
aplicagdo do agente flogistico, a espessura das orelhas foi medida com o auxilio de um micrémetro.
As barras representam a média + E.P.M (n= 5) do aumento da espessura da orelha. A analise
estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste
de Newman-Keuls. ** P<0,01 foi indicativo de significancia quando comparado ao grupo controle.
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Apds observacdo de que o Extrato Hidroalcodlico da Sapium glandulatum
90% (EHSG) foi aquele que apresentou melhor atividade, este foi testado
topicamente em diferentes doses (0,03 - 1 mg/orelha) no modelo de edema de
orelha induzido pela aplicagdo topica de TPA (2,5 ugl/orelha). Os resultados
demonstraram que a aplicagdo do TPA na orelha dos camundongos promoveu um
aumento significativo de 138,0 £ 8,19 ym na espessura das orelhas 6 h ap6s a sua
administracdo. A formacao do edema foi inibida, de maneira dose-dependente, pela
aplicagéo tépica do EHSG, obtendo uma dose efetiva 50% (DEsg) de 0,45 (0,40 —
0,51) mg/orelha, sendo a maior inibicdo obtida na dose de 1 mg/orelha de 67,8 +
1,4% (P<0,001). O controle positivo utilizado, dexametasona (0,1 mg/orelha),
também promoveu inibicdo da formagdo do edema, correspondente a 74,8 £ 3,1%
(P<0,001) (FIGURA 04).
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FIGURA 04. Curva dose-resposta do EHSG no modelo de edema de orelha induzido por TPA. O
processo inflamatério foi induzido na orelha dos animais pela administragdo topica de TPA (2,5
pg/orelha), em seguida, receberam o tratamento tépico com o EHSG (0,03 - 1 mg/orelha) ou
dexametasona (0,1 mg/orelha). Apds 6 h da aplicagdo do agente flogistico, a espessura das orelhas
foi medida com o auxilio de um micrémetro. As barras representam a média + E.P.M (n= 5) do
aumento da espessura da orelha. A anadlise estatistica entre os grupos foi verificada através da
analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. ** P<0,01e *** P<0,001 foram
indicativos de significancia quando comparado ao grupo controle.

A avaliagcdo da atividade da enzima MPO é utilizada como um marcador
indireto de infiltragédo leucocitaria no tecido inflamado. Para tal, 24 h ap6s a indugao

do edema de orelha pela aplicagéo tépica de TPA e os respectivos tratamentos,
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foram coletadas amostras de tecido (6 mm de didmetro) para verificar a atuagao do
extrato sobre este parametro inflamatério. Observou-se que o tratamento tépico com
EHSG foi capaz de inibir significativamente a atividade da enzima MPO na pele em
todas as doses testadas, atingindo 76,7 + 0,7% (P<0,01) de inibicdo na dose de 1
mg/orelhna do extrato. Ja a dexametasona, utilizada como controle positivo,
promoveu inibicdo de 65,0 + 2,2% (P<0,01), sendo ambos comparados ao grupo
controle (0,278 + 0,04 DO/biépsia) (FIGURA 05).
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FIGURA 05. Efeito do EHSG e da dexametasona sobre a atividade da enzima MPO induzida por
TPA. O processo inflamatorio foi induzido na orelha dos animais pela administracdo topica de TPA
(2,5 pglorelha), em seguida receberam o tratamento tépico com o EHSG (0,03 — 1 mg/orelha) ou
dexametasona (0,1 mg/orelha). Apds 24 h da aplicacdo do agente flogistico, amostras de tecido (6
mm) foram retiradas e utilizadas para a avaliar a atividade da enzima MPO. As barras representam a
média £ E.P.M (n= 4-12) da atividade da enzima MPO. A andlise estatistica entre os grupos foi
verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. ** P<0,01
foi indicativo de significAncia quando comparados ao grupo controle.

Uma vez que o EHSG apresentou uma boa atividade inibitéria sobre a
enzima MPO ja em baixas doses, decidimos verificar se 0 EHSG nao estaria inibindo
diretamente a enzima. Assim, a enzima MPO foi isolada a partir da homogeneizagao
e centrifugacdo de amostras de orelhas (6 mm de didmetro), coletadas apo6s a
multipla aplicacéo topica de TPA (2,0 ug/orelha). Apés o isolamento da enzima, esta
foi incubada com diferentes concentragbes do EHSG (0,01 — 300 mg/mL). Os
resultados demonstraram que o EHSG foi capaz de reduzir de maneira significativa
a atividade da enzima MPO, sendo a inibicdo maxima observada na concentragcéo
de 300 mg/mL e correspondente a 81,9 + 4,1% (P<0,001) (FIGURA 06).
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FIGURA 06. Efeito do EHSG e da dexametasona sobre a atividade da enzima MPO in vitro. A
enzima foi obtida a partir de amostras das orelhas dos animais submetidos a multipla aplicagcdo de
TPA (2,0 pg/orelha). Apoés retiradas as amostras (6 mm de didmetro) das orelhas dos animais, estas
foram homogeneizadas, centrifugadas e o sobrenadante incubado durante 15 min com diferentes
concentragdes do EHSG (0,01 - 300 mg/mL). Sendo a atividade enzimatica quantificada através de
espectrofotometria (620 nm). As barras representam a média + E.P.M (n= 3-4) da atividade da enzima
MPO. A andlise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Newman-Keuls. *** P<0,01 foi indicativo de significancia quando comparados
ao grupo controle.

Para confirmar se a atividade anti-inflamatéria apresentada pelo extrato
estaria relacionada n&o apenas a inibicdo da enzima, mas pela reducado da migragéo
de células inflamatérias para o tecido lesionado, foram realizadas analises
histologicas das amostras das orelhas dos camundongos submetidos ao modelo de
edema de orelha. Observou-se que a aplicagao topica de TPA promoveu aumento
na espessura da orelha e na infiltragéo celular, culminando na formacao do edema.
A partir dos cortes histolégicos, foi possivel a visualizagao e a quantificacdo da agéo
do EHSG (1 mg/orelha) sobre a migracao leucocitaria induzida pela aplicagao tdpica
do agente flogistico (FIGURA 07 e 08). Os resultados mostraram que o extrato foi
capaz de reduzir a migracdo celular em 50,2 + 0,8% (P<0,001). Enquanto a
dexametasona (0,1 mg/orelha) promoveu inibigdo de 52,7 + 0,3% (P<0,001), quando
comparados ao grupo controle (116,5 + 4,3 células/campo) (FIGURA 08). A FIGURA
07 mostra fotos representativas dos cortes histolégicos das orelhas dos animais
submetidos ao edema de orelha induzido por TPA, com objetiva de 40x e escala de
200 pm.
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FIGURA 07. Histologia de cortes transversais das orelhas dos animais induzidos por TPA.
Fotos representativas dos cortes histolégicos das orelhas de camundongos submetidos ao modelo de
edema de orelha induzido pela aplicagéo topica de TPA (2,5 ug/orelha) corados com hematoxilina —
eosina (H.E), aumento de 40x e escala de 200 ym. Sendo representado o grupo veiculo (A), o grupo
controle (B), o grupo tratado com EHSG (1 mg/orelha) (C) e dexametasona (0,1 mg/orelha) (D).
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FIGURA 08. Efeito do EHSG e da dexametasona sobre a migragdo celular induzida por TPA. A
quantificagao foi realizada através da contagem dos leucdcitos totais com objetiva de 40x em cinco
campos distintos de pelo menos quatro cortes histolégicos de cada grupo. As barras representam a
média £ E.P.M (n= 4-7) do nimero de células por campo. A andlise estatistica entre os grupos foi
verificada através da anadlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. i
P<0,001 foi indicativo de significAncia quando comparados ao grupo veiculo e *** P<0,001 foi
indicativo de significancia quando comparados ao grupo controle.
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Outro pardmetro avaliado foi o efeito do EHSG sobre a liberagdo de
citocinas pro-inflamatorias, tais como: IL-13, IL-6 e TNF-a. Os animais foram
submetidos ao modelo de edema de orelha induzido com TPA (2,5 pg/orelha), em
seguida tratados com o EHSG (1 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha). O
tratamento com EHSG inibiu a liberagdo de IL-1B3, IL-6 e TNF-a em 53,0 + 5,6%
(P<0,001), 84,2 + 5,0% (P<0,001) e 82,4 + 5,8% (P<0,05), respectivamente.
Enquanto a dexametasona foi capaz de inibir a liberacao de IL-1B e IL-6 em 65,2 *
5,8% (P<0,001) e 88,1 £ 4,3% (P<0,001) respectivamente, quando comparados com
o grupo controle (FIGURA 09).
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FIGURA 09. Efeito do EHSG e da dexametasona sobre a liberagao de citocinas IL-13, IL-6 e
TNF-a induzida por TPA. O processo inflamatério foi induzido na orelha dos animais pela
administragdo topica de TPA (2,5 ug/orelha), em seguida receberam o tratamento tépico com o EHSG
(1 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha). Apds 6 h da aplicacdo do agente flogistico, amostras
de tecido (6 mm de diametro) foram retiradas e utilizadas para a quantificagdo dos niveis das
citocinas (A) IL-1B, (B) IL-6 e (C) TNF-a por ELISA. As barras representam a média + EPM (n= 4-6).
A analise estatistica entre os gr%os foi verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Newman-Keuls. P<0,01 e ™ P<0,001 foram indicativos de significancia quando

comparados ao grupo veiculo; * P<0,05 e *** P<0,001 foram indicativos de significancia quando
comparados ao grupo controle.
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Uma vez demonstrado que o EHSG possui atividade anti-inflamatoria,
verificamos se duas fragdes distintas obtidas a partir do extrato bruto também
possuiam o mesmo efeito. O edema foi induzido pela aplicagdo tépica de TPA (2,5
pg/orelha), e em seguida tratado topicamente com a Fragédo Diclorometano da S.
glandulatum (SGFD) ou Fracao Acetato de Etila da S. glandulatum (SGFA) (0,1; 0,3
e 1 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha). Os resultados demonstraram que
a aplicagao topica de TPA na orelha dos camundongos promoveu um aumento
significativo de 262,0 £+ 16,8 ym na espessura das orelhas 6 h apdés a sua
administracdo. A formagcdo do edema foi inibida pela aplicacdo topica da fragao
SGFA, apresentando maior inibicdo com a dose de 1 mg/orelha de 70,4 + 6,4%
(P<0,001). A fracdo SGFD apresentou inibicdo com as trés doses testadas, sendo
que a dose de 0,3 mg/orelha mostrou a maior eficacia (71,1 + 6,0%) (P<0,001)
(FIGURA 10A). O controle positivo utilizado, dexametasona também promoveu
inibicao da formagéo do edema, correspondente a 99,4 £ 0,6% (P<0,001).

Foi realizado também a avaliagdo da atividade da MPO, no entanto, apenas
a dose de 1 mgl/orelha da fragcdo SGFA proporcionou reducao significativa na
atividade enzimatica igual a 41,0+ 6.2% (P<0,05) (FIGURA 10B).
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FIGURA 10. Efeito das fragoes SGFA e SGFD sobre o edema de orelha e a atividade da enzima
MPO induzidos por TPA. O processo inflamatério foi induzido na orelha dos camundongos pela
administragdo tépica TPA (2,5 ug/orelha), os animais receberam diferentes concentragdes das
fracdes SGFA e SGFD (0,1; 0,3 e 1 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha). (A) Apds 6 h da
aplicacao do agente flogistico, a espessura das orelhas foi medida com o auxilio de um micrémetro.
(B) Apds 24 h, amostras de tecido (6 mm de diametro) foram retiradas e utilizadas para a avaliar a
atividade da enzima MPO. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. * P<0,05, e *** P<0,001 foram indicativos
de significancia quando comparados ao grupo controle.
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5.2. EFEITO ANTI-INFLAMATORIO ORAL DO EHSG SOBRE MODELOS DE EDEMA DE

ORELHA E PATA EM CAMUNDONGOS

O edema de orelha foi induzido pela aplicagéo topica de TPA, sendo que, 1
hora antes os animais receberam, por via oral, diferentes doses do EHSG (1; 10 e
100 mg/kg), assim como o controle positivo dexametasona (3 mg/kg). Os resultados
demonstraram que a aplicacdo topica de TPA (2,5 pg/orelha) na orelha dos
camundongos foi capaz de promover um aumento significativo na espessura da
orelha dos camundongos 6 h ap6s a sua administracdo, como demonstrado na
FIGURA 11A. Os resultados mostram que a administragcédo do EHSG (v.0.) foi capaz
de reduzir a formacgédo do edema de maneira dose-dependente, obtendo uma DEs
de 5,86 (1,423 — 24,10) mg/kg, alcangando uma inibigdo de 70,0 + 3,5% na dose de
100 mg/kg (P<0,001) (FIGURA 11A). Neste mesmo modelo, foi avaliada a agédo do
extrato sobre a atividade da enzima MPO. Assim, a aplicacao topica de TPA gerou
aumento da atividade da enzima ap6s 24 h (FIGURA 11B). Este aumento foi
reduzido pela administracao oral do EHSG, chegando a reduzir em 34,0 £ 4,4% (100
mg/kg) (P<0,001) a atividade da enzima. De maneira semelhante, o grupo controle
positivo, dexametasona (3 mg/kg), também foi capaz de inibir a formagdo do edema
em 66,1 £ 7,0% (P<0,001) e a atividade da enzima MPO em 42,2 + 6,1% (P<0,001),
conforme demonstrado na FIGURA 11A e FIGURA 11B, respectivamente.
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FIGURA 11. Efeito da administragdo oral do EHSG e da dexametasona sobre o edema de
orelha e a atividade da enzima MPO induzido por TPA. O processo inflamatério foi induzido na
orelha dos camundongos pela administragéo topica de TPA (2,5 pg/orelha), 1 hora antes, os animais
receberam diferentes concentragées do EHSG (1; 10 e 100 mg/kg) ou dexametasona (3 mg/kg) pela
via oral. (A) Apds 6 h da aplicagdo do agente flogistico, a espessura das orelhas foi medida com o
auxilio de um micrémetro. (B) Apds 24 h, amostras de tecido (6 mm de didmetro) foram retiradas e
utilizadas para a avaliar a atividade da enzima MPO. A andlise estatistica entre os grupos foi
verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. * P<0,05,
** P<0,01 e *** P<0,001 foram indicativos de significancia quando comparados ao grupo controle.
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Também foi avaliado o efeito por via oral do EHSG sobre o edema de pata
induzido por carragenina em camundongos. Os resultados demonstraram que a
aplicacao (i.pl.) de carragenina na pata dos camundongos foi capaz de promover um
aumento significativo na espessura da pata (FIGURA 12A) e na atividade da enzima
MPO (FIGURA 12B) dos animais. Observou-se que, apés 4 h da aplicacédo do
agente flogistico, o edema alcanga seus maiores valores (grupo controle), o que foi
revertido significativamente nos grupos tratados com o EHSG, sendo a inibigdo do
edema igual a 16,7 £ 8,1% (1 mg/kg), 33,9 + 5,5% (10 mg/kg) e 35,0 £ 10,2% (100
mg/kg) (P<0,05), enquanto o controle positivo dexametasona promoveu uma inibi¢gao
do edema igual a 36,2 + 5,2% (P<0,05). Neste mesmo modelo, o EHSG foi capaz de
reduzir a atividade da enzima MPO, sendo a maior inibigdo na dose de 100 mg/kg
(44,5 £ 5,6%) (P<0,001), enquanto a dexametasona inibiu a atividade da enzima em
67,3 £ 3,5% (P<0,001).
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FIGURA 12. Efeito da administragao oral do EHSG e da dexametasona sobre o edema de pata e
a atividade da enzima MPO induzido pela administragao de carragenina. Os animais foram
tratados com diferentes concentragdes do EHSG (1; 10 e 100 mg/kg) ou dexametasona (3 mg/kg), e
apos 1 hora, receberam a administragao (i.pl.) de carragenina (300 pg/pata). (A) O efeito anti-
edematogénico do extrato foi avaliado pela diferenca entre a espessura basal dapatae 1,2,3,4,5¢
6 h apds indugédo do processo inflamatorio. Os pontos representam a média de 4 — 6 animais e as
barras verticais o E.P.M. A anadlise estatistica foi verificada pela analise de varidncia de duas vias
(ANOVA) seguido do teste comparacao multipla de Dunnett’s. a, b, ¢, d (P<0,05) foram indicativos de
significancia para EHSG (1 mg/kg), EHSG (10 mg/kg), EHSG (100 mg/kg) e dexametasona (3 mg/kg),
respectivamente, quando comparados aos grupos controle. (B) Para a avaliagdo da agao do extrato
sobre a atividade da enzima MPO, 24 h apés a administragao do agente flogistico, amostras de tecido
(6 mm de didmetro) da pata dos animais foram coletadas e utilizadas para a avaliar a atividade da
enzima. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Newman-Keuls " P<0,001 foi indicativo de significancia quando comparados
ao grupo controle.
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5.3. EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPIcCO DO EHSG NO EDEMA DE ORELHA

INDUZIDO PELA MULTIPLA APLICACAO DE TPA

Como apresentado na FIGURA 13, a multipla aplicagdo tépica do TPA (2,0
pg/orelha) em dias alternados causou aumento na espessura da orelha dos animais
no primeiro dia apds a indugéo, sendo que esta resposta reduz no segundo dia, mas
no terceiro e quinto dia o edema fica semelhante ao primeiro dia e estabiliza até o
final do experimento (9° dia), representado pelo grupo controle. De forma
semelhante, o grupo que recebeu o veiculo como tratamento, apresentou o0 mesmo
perfil de edema que o grupo controle. O tratamento com o EHSG (1 mg/orelha), a
partir do 5° dia foi capaz de reduzir a formagdo do edema, sendo detectado
diferenca significativa a partir do 7° dia de experimento (23,2 + 5,8%) (P<0,05) e este
efeito foi levemente intensificado no decorrer do experimento até o ultimo dia (9° dia,
reducdo de 43,1 + 4,4%) (P<0,001), quando comparado com o grupo veiculo
(FIGURA 13A). Como esperado, os animais tratados com a droga utilizada como
controle positivo, dexametasona (0,1 mg/orelha), também tiveram uma redug¢do no
edema induzido pelo TPA do 5° ao 9° dia. No ultimo dia de experimento, amostras
das orelhas (6 mm de didametro) foram coletadas e pesadas. O EHSG causou
reducao no peso das orelhas em 21,8 + 2,5% (P<0,01) e a dexametasona em 30,0 £
1,4% (P<0,01), comparando com o grupo veiculo (25,5 £ 2,5 g) (FIGURA 13B).
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FIGURA 13. Efeito do EHSG e da dexametasona sobre o edema de orelha induzido por
multiplas aplicagcbes de TPA. (A) O edema foi induzido pela multipla aplicagdo de TPA (2,0
pg/orelha) em dias alternados durante todo o experimento e os tratamentos tépicos com EHSG (1
mg/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha) ou veiculo foram iniciados no 5° dia de experimento até o
9° dia, duas vezes ao dia (12h / 12h). Os pontos representam a média + E.P.M. (n= 15) do aumento
da espessura da orelha. A analise estatistica foi verificada pela analise de varidncia de duas vias
(ANOVA) seguido do teste comparagdo multipla de Dunnett’s. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 foram
indicativos de significancia quando comparados aos grupos veiculo. (B) As barras representam a
média + E.P.M (n= 5) do peso das orelhas. A analise estatistica foi verificada pela analise de
variancia (ANOVA) seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls. " P<0,001 foi indicativo de
significancia quando comparados ao grupo naive e **P<0,01 foi indicativo de significaAncia quando
comparados aos grupos veiculo.
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A determinacdo da atividade da MPO indica indiretamente a infiltracdo de
leucécitos polimorfonucleares, enquanto, a determinagao da atividade da NAG indica
indiretamente a infiltrag&o de leucocitos mononucleares. Quando analisado no ultimo
dia do experimento as varias aplicagbes de TPA promoveram um aumento
significativo na atividade da MPO no grupo controle (1,2 + 0,2 DO/Biépsia) e no
grupo veiculo (1,4 £ 0,2 DO/Biépsia), se comparados com os grupos naive (0,1 +
0,02 DO/Biopsia) (FIGURA 14A). Da mesma forma, as varias aplicacbes de TPA
promoveram um aumento significativo na atividade da NAG no grupo controle (1,1 £
0,04 DO/Bidpsia) e no grupo veiculo (1,1 £ 0,05 DO/Bi6psia), se comparados com 0s
grupos naive (0,5 £ 0,01 DO/Biépsia) (FIGURA 14B). No grupo que recebeu TPA e
depois o0 EHSG foi verificado diminuigdo no aumento da atividade da MPO de 63,4 +
7,4% (P<0,01) e da NAG de 14,5 = 4,0% (P<0,05), comparando com o grupo
veiculo. Além disso, no grupo tratado com dexametasona também ocorreu redugao
na atividade da MPO em 81,6 £ 5,2% (P<0,001) e da NAG em 18,3 * 3,6% (P<0,05).

Z
z

2.0 1.57

=y
n
i
=
2

o
o
i
I
Gl

k%

Naive Veiculo Controle EHSG Dexa Naive Veiculo Controle EHSG Dexa

Atividade enzimatica da
NAG (DO/Bi6psia)

Atividade enzimatica da
MPO (DO/Bidpsia)

oo [

1mg 0,1 mg 1mg 0,1 mg

TPA (2,0 pglorelha) TPA (2,0 pglorelha)

FIGURA 14. Efeito do EHSG e da dexametasona sobre a atividade da enzima MPO e NAG
induzidas pela multipla aplicagdo de TPA. O processo inflamatério foi induzido topicamente na
orelha dos animais pela multipla aplicacao de TPA (2,0 ug/orelha) em dias alternados, durante 9 dias.
O tratamento topico com o EHSG (1 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha) iniciou no 5° de
experimento, sendo aplicado 2x por dia (12h / 12h). No ultimo dia de experimento, amostras de tecido
(6 mm de diametro) foram retiradas e utilizadas para a avaliar a atividade da enzima MPO e da NAG.
As barras representam a média + E.P.M (n= 5) da atividade da enzima (A) MPO e da atividade da (B)
NAG. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Newman-Keuls. P<0,001 foi indicativo de significancia quando comparados
ao grupo naive e * P<0,05, ** P<0,01 e ** P<0,001 foram indicativos de significAncia quando
comparados ao grupo veiculo.
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Avaliamos também o efeito do EHSG sobre a liberacdo de citocinas pré-
inflamataérias IL-1[3, IL-6 e TNF-a no modelo crénico. Amostras das orelhas (6 mm de
didmetro) dos animais submetidos ao modelo de edema de orelha induzido pela
multipla aplicagdo com TPA (2,0 pg/orelha), e tratados com o veiculo, EHSG (1
mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha) foram coletadas no ultimo dia de
experimento e processadas para quantificagdo de citocinas. O tratamento com
EHSG inibiu os niveis de IL-18 em 35,8 + 9,0% (P<0,05) e de TNF-a em 44,4 + 7,5%
(P<0,05). Enquanto a dexametasona também foi capaz de inibir a quantidade de IL-
18 e TNF-a em 73,3 + 3,3% (P<0,001) e 71,0 £ 4,4% (P<0,01) respectivamente,

quando comparados com o grupo veiculo (FIGURA 15).
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FIGURA 15. Efeito do EHSG e da dexametasona sobre a liberagdo de citocinas IL-1B, IL-6 e
TNF-a induzida pela miltipla aplicagdo de TPA. O processo inflamatério foi induzido topicamente
na orelha dos animais pela multipla aplicagdo de TPA (2,0 ug/orelha), os tratamento tépico com o
veiculo, EHSG (1 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha) foram iniciados no 5° dia até o 9° dia
de experimento, 2x por dia (12h / 12h). No ultimo dia de experimento, amostras de tecido (6 mm de
diametro) foram retiradas e utilizadas para a quantificacdo dos niveis de citocinas (A) IL-1p3, (B) IL-6 e
(C) TNF-a por ELISA. As barras representam a média + EPM (n= 4-5) de cada grupo. A analise
estatistica entre os gﬂrupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
de Newman-Keuls. ™ P<0,01 e * P<0,001 foram indicativos de significancia quando comparados ao

grupo naive; * P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 foram indicativos de significancia quando comparados
ao grupo veiculo.
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5.4. AVALIACAO DO EFEITO DO TIPO GLICOCORTICOIDE DO EHSG E SOBRE A

ATROFIA CUTANEA E ORGAOS LINFOIDES

Para verificar o possivel mecanismo de agdo do EHSG, se este poderia
estar agindo diretamente sobre receptores de glicocorticéides, os animais foram
previamente tratados (s.c.) 15 min antes com o antagonista de receptores de
glicocorticéides (mifepristona) ou veiculo (PEG 400). Em seguida, submetidos o
modelo de edema de orelha induzido por TPA (2,5 ug/orelha) e tratados com o
EHSG (1 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha). A aplicacao tépica de TPA
promoveu um aumento significativo na espessura das orelhas dos animais, o qual
nao sofreu alteragdo com a administragéo (s.c.) do veiculo. Foi observado que tanto
o tratamento com EHSG quanto a dexametasona reduziram a formacao de edema
em 43,0 £ 4,2% (P<0,001) e 954 £ 2,4% (P<0,001) respectivamente, quando
comparados ao grupo controle/PEG 400 (267,4 + 22,1 ym). No entanto, o tratamento
com mifepristona s6 foi capaz de alterar a agdo antiedematogénica da
dexametasona revertendo para 62,6 + 8,5%, quando comparado ao grupo
dexametasona/PEG 400 (FIGURA 16).



R osultados 84

400~

300+

A Espessura da orelha (um)

200+ e el
= #
100- =[P
Kk

0- —
TPA + + + + + +
Veiculo (PEG 400) -+ + + + + +
Mifepristona - + - + - +
EHSG - = + + - _
Dexametasona - - - - + +

FIGURA 16. Efeito na reversao causada pela mifepristona na formag¢ao de edema induzido por
TPA e tratados com EHSG ou dexametasona. O processo inflamatério foi induzido na orelha dos
camundongos pela administracéo topica de TPA (2,5 ug/orelha), em seguida receberam o tratamento
tépico com o EHSG (1 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha). A mifepristona (50 mg/Kg, s.c.)
foi administrada 15 min antes dos tratamentos. Veiculo PEG 400 foi utilizado para a diluicdo da
mifepristona. Ap6s 6 h da aplicacdo do agente flogistico, a espessura das orelhas foi medida com o
auxilio de um micrédmetro. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. *** P<0,001 foi indicativo de significAncia
quando comparado ao grupo controle/PEG 400. " P<0,01 foi indicativo de significancia quando
comparado ao grupo dexametasona/PEG 400.
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No entanto, quando foi avaliado a atividade da enzima MPO nos animais
submetidos ao modelo de edema de orelha induzido por TPA, pré-tratados com o
antagonista de receptores de glicocorticéides e tratados com o EHSG ou
dexametasona, observou-se que a mifepristona foi capaz de reverter a inibicdo da
atividade enzimatica causada tanto pelo EHSG como pela dexametasona.

A atividade enzimatica foi reduzida em 78,2 + 2,9% (P<0,001) e 87,8 £ 5,0%
(P<0,001) pelo tratamento com EHSG/PEG 400 e dexametasona/PEG 400
respectivamente, quando comparados ao grupo controle/PEG 400 (1,7 = 0,2
DO/Bibpsia). Os grupos que receberam o tratamento com EHSG ou dexametasona
associados com mifepristona inibiram em apenas 35,9 + 18,3% e 56,9 + 12,3%,

respectivamente (FIGURA 17).
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FIGURA 17. Efeito na reversiao causada pela mifepristona na atividade da enzima MPO
induzida por TPA e tratados com EHSG ou dexametasona. O processo inflamatorio foi induzido na
orelha dos camundongos pela administragédo tépica de TPA (2,5 pg/orelha), em seguida receberam o
tratamento tépico com o EHSG (1 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha). A mifepristona (50
mg/Kg, s.c.) foi administrada 15 min antes dos tratamentos. Veiculo PEG 400 foi utilizado para a
diluicdo da mifepristona. Apds 24 h, amostras de tecido (6 mm) foram retiradas e utilizadas para a
avaliar a atividade da enzima MPO. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da
analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls.*** P<0,001 foi indicativo de
significancia quando comparado ao grupo controle/PEG 400. * P<0,05 foi indicativo de significancia
quando comparado ao seu grupo respectivo/PEG 400.
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Para confirmar se o EHSG possui como um dos seus mecanismos de agéo
a interacdo com receptores de glicocorticoides, foi realizado o ensaio de ligagao
especifica da [°H]-dexametasona em figado de ratos. Os resultados demonstraram
que o EHSG foi capaz de inibir a ligagéo da [’H]-dexametasona apenas nas maiores
concentracbes testadas, reduzindo em 73,9 + 23,5% (P<0,05) na concentracao de
600 pug/mL e 80,8 £ 19,7% (P<0,05) na de 1000 pug/mL, enquanto a dexametasona,
utilizada como controle, inibiu a ligacdo especifica da [°H]-dexametasona (10° M)
em 79,3 + 11,1% (P<0,01) (FIGURA 18).
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FIGURA 18. Efeito EHSG sobre o ensaio de ligagdo especifica da [3H]-dexametasona ao
receptor de glicocorticdides. O efeito do EHSG sobre a capacidade de ligagdo da [3H]—
dexametasona ao receptor de glicocorticoide foi avaliada através do “ensaio de troca” em figado de
ratos. As barras verticais representam a média £+ EPM (n= 3). A analise estatistica entre os grupos foi
verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. * P<0,05 e
** P<0,01 foram indicativos de significAncia quando comparados ao grupo ligagdo total.
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Os (glicocorticoides apresentam efeitos colaterais indesejaveis quando
usados por via topica, um desses efeitos € a atrofia cutanea e alteracado dos 6rgaos
linféides quando atinge a circulagéo sistémica. Com o intuito de avaliar se o EHSG
apresenta algum desses efeitos, estabelecemos um protocolo experimental para
verificagdo desses parametros, onde a espessura da pele das orelhas e o peso dos
orgaos linféides dos animais foram verificados apds tratamento repetido com o
EHSG ou dexametasona. A aplicacédo tdpica da dexametasona durante sete dias
promoveu alteracbes na aparéncia e comportamento dos animais, 0os quais se
tornaram mais letargicos e com os pelos erigados, o que nao foi observado com a
administracdo de EHSG (parametros avaliados subjetivamente através de analise
visual). Entretanto, nenhum dos tratamentos foi capaz de alterar o peso corporal
(FIGURA 19A) e os niveis glicémicos dos animais (FIGURA 19B). Além disso,
aplicacdo toépica da dexametasona reduziu a espessura das orelhas em
aproximadamente 50,5 + 12,3 uym, enquanto o EHSG e o veiculo ndo promoveram

alteracgéo significativa da espessura das orelhas (FIGURA 19C).
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FIGURA 19. Efeito da multipla aplicagdo topica do EHSG sobre o peso, niveis de glicemia e
espessura da orelha dos animais. Os animais foram tratados durante 7 dias (12/12 h) com a
concentragdo do EHSG (1 mg/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha) ou veiculo. Os pontos
representam a medida de cada animal e as linhas horizontais a média + E.P.M. (A) peso, (B) niveis
de glicemia (C) e espessura da orelha de cada grupo. A analise estatistica entre os grupos foi
verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. * P<0,05
foi indicativo de significAncia quando comparado ao grupo veiculo.



R esultados 89

Além dos efeitos sobre a pele, a aplicagéo topica de glicocorticoides pode
promover efeitos sistémicos. Para verificar a toxicidade sistémica do EHSG e da
dexametasona quando aplicados por via tépica, os animais submetidos ao ensaio de
atrofia cutanea foram eutanasiados e o timo, o bago, as adrenais e os linfonodos
auriculares foram coletados e pesados (FIGURA 20). A aplicacdo do EHSG
promoveu a redugao do peso dos 6rgédos em 91,5 + 1,0% (timo), 51,0 £ 4,9% (bacgo),
41,0 + 4,4% (adrenais) e 48,4 + 8,8% (linfonodos), da mesma forma que a
dexametasona 91,5 £ 0,8% (timo), 62,3 + 4,8% (bacgo), 39,3 £ 6,9% (adrenais) e 70,6
1 5,3% (linfonodos) (FIGURA 21A-D).

Naive Veiculo EHSG De:ametasuna

Timo

Adrenais

Linfonodos

FIGURA 20. Efeito da multipla aplicagao tépica do EHSG sobre aspectos macroscépicos do
timo, bago, das adrenais e dos linfonodos auriculares dos animais. Fotos representativas dos
orgaos retirados e pesados dos animais que foram tratados durante 7 dias (12/12 h) com a
concentragado do EHSG (1 mg/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha) ou veiculo.
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FIGURA 21. Efeito da multipla aplicagdo topica do EHSG sobre o peso do timo, bago, das
adrenais e dos linfonodos auriculares dos animais. Os animais foram tratados durante 7 dias
(12/12 h) com a concentracdo do EHSG (1 mg/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha) ou veiculo. As
barras representam a média + EPM (n= 5-7) do (A) peso do timo, (B) baco, (C) das glandulas
adrenais e (D) dos linfonodos auriculares. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através
da andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. ** P<0,01 e *** P<0,001
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foram indicativos de significancia quando comparados ao grupo veiculo.
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Os estudos de genotoxicidade sao utilizados para detectar o potencial de
uma substancia em causar mutagdes genéticas e cromossOmicas. Foi utilizada a
medula éssea do fémur dos animais submetidos ao tratamento repetido com o
EHSG (1 mg/orelha) e dexametasona (0,1 mg/orelha) para avaliar as alteragbes
cromossOmicas promovidas por estes tratamentos. O grupo controle positivo que
recebeu ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p.) 24 h antes da eutanasia dos animais
demonstrou aumentar o score (354,8 + 15,5) nas células da medula éssea, quando
comparado ao grupo que recebeu apenas veiculo (182,5 + 10,2). Ja o grupo que
recebeu o tratamento com o EHSG demonstrou ndo causar danos cromossdémicos,
inclusive diminuindo em 41,0 + 6,8% (P<0,01), quando comparado ao grupo veiculo.
Da mesma forma, o tratamento com dexametasona também promoveu a protecao

das células em 35,1 + 4,5% (P<0,01) (FIGURA 22).
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FIGURA 22. Efeito da multipla aplicagao tépica do EHSG sobre o dano ao DNA. Foram
analisadas as células da medula 6ssea dos animais tratados durante 7 dias (12/12 h) com EHSG (1
mg/orelha), dexametasona (0,1 mg/orelha) ou veiculo. O grupo ciclofosfamida (controle positivo)
recebeu ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p.) 24 h antes da coleta das amostras. As barras representam a
média + E.P.M. de 150 células analisadas por grupo. A analise estatistica entre os grupos foi
verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. ** P<0,01
e *** P<0,01 foram indicativo de significancia quando comparados ao grupo veiculo.
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5.5. AVALIACAO DO EFEITO DO EHSG SOBRE LINHAGENS DE QUERATINOCITOS

EPIDERMICOS HACAT E SOBRE MACROFAGOS RAW 264.7.

Com o intuito de avaliar a acdo direta do EHSG sobre a populagdo de
linhagens de queratinécitos epidérmicos HaCaT e macrofagos RAW 264.7 foi
realizado o ensaio de viabilidade celular pelos métodos MTT e vermelho neutro.

O tratamento com EHSG (3 — 1000 pg/mL) ndo evidenciou nenhuma
alteracdo na viabilidade celular na linhagem de queratinécitos HaCaT nas
concentracbes mais baixas, demonstrando-se citotoxico nas concentragbes mais
altas de 300 pg/mL e 1000 pg/mL (FIGURA 23A e 23B). Ja na linhagem de
macrofagos RAW 264.7, foi observado que apenas a concentracdo de 1000 pg/mL
se mostrou citotoxica (FIGURA 23C e 23D). Além disso, algumas concentragdes do
EHSG causaram aumento na porcentagem de células viaveis (FIGURA 23D),

sugerindo possivel efeito sobre a proliferagéo dessas células.
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FIGURA 23. Efeito EHSG sobre o ensaio de viabilidade celular de queratinécitos epidérmicos
HaCaT e macrofagos RAW 264.7. O efeito do EHSG sobre a viabilidade celular de linhagem de
queratinécitos epidérmicos HaCaT (A e B) e macréfagos RAW-264.7 (C e D) foi avaliado pelos
ensaios de MTT (A e C) e vermelho neutro (B e D). Os tratamentos com EHSG (3 — 1000 pg/mL) ou
veiculo foram realizados 24 h antes de cada ensaio. As barras verticais representam a média + EPM
de 3 experimentos. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de varidncia
(ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. * P<0,05,** P<0,01 e *** P<0,001 foram indicativos
de significancia quando comparados ao grupo veiculo.
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Para verificar a acdo do EHSG sobre a proliferacdo de macrofagos, foi
realizado o ensaio de cristal violeta. As células foram tratadas 24 h antes com o
veiculo (0,2% DMSO, diluido no meio de cultivo) ou o EHSG (3 — 300 ug/mL). Todas
as concentragdes utilizadas do EHSG promoveram aumento da proliferagdo celular
em média 80,12% (P<0,001) em comparagdo ao grupo que recebeu apenas o
veiculo (FIGURA 24).
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FIGURA 24. Efeito EHSG sobre o ensaio de proliferagao celular em macréfagos RAW 264.7. O
efeito do EHSG sobre a proliferagédo celular em linhagem de macroéfagos RAW 264.7 foi avaliado pelo
ensaio de cristal violeta. Os tratamentos com EHSG (3 — 300 pg/mL) ou veiculo foram realizados 24 h
antes do ensaio. As barras verticais representam a média + EPM de 3 experimentos. A analise
estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
de Newman-Keuls. *** P<0,001 foi indicativo de significancia quando comparado ao grupo veiculo.

Durante os ensaios de viabilidade e proliferagao celular, foi observado que o
tratamento com o EHSG promovia alteragédo na morfologia normal dos macréfagos
cultivados. Para confirmar esta alteracdo, as células foram semeadas em laminulas
dentro de placas de 24 pogos, apés a aderéncia completa das células, foi entdo
realizado o tratamento com o EHSG (3 — 300 pg/mL) ou veiculo (0,2% DMSO,
diluido no meio de cultivo). Pode-se observar que o tratamento com o EHSG altera a
morfologia dos macr6fagos de forma dependente da concentragdo. O tratamento
com a concentracdo de 300 ug/mL causou aumento no tamanho dos macrofagos, as
células parecem mais espraiadas e com mais prolongamentos, conforme a FIGURA
25.
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FIGURA 25. Efeito do EHSG sobre a morfologia de linhagem de macréfagos RAW 264.7. Fotos
representativas do efeito do EHSG e veiculo sobre a morfologia celular em linhagem de macréfagos
RAW 264.7. Os tratamentos com EHSG (3 — 300 yg/mL) ou veiculo foram realizados 24 h antes do
ensaio e entdo feito citomarcagédo para F-actina e DAPI, e as imagens capturadas em microscépio

confocal, ampliagdo de 600x e escala de 25 pym.
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Para avaliar se o0 EHSG também poderia estar alterando o burst respiratorio
dos macrofagos RAW 264.7, foi quantificado a producao de NO e espécie reativas
de oxigénio (ROS) nestas células. Realizou-se entdo um ensaio utilizando a sonda
DAF-FM para quantificagdo de NO e a sonda DCF-DA para quantificacdo de ROS.
Quando realizado o tratamento com EHSG (3 — 300 pug/mL) ou veiculo 24 h antes da
indugdo com LPS (50 ng/mL) + IFN-y (5 ng/mL) para produg¢do de NO ou TPA (100
ng/mL) para producédo de ROS, observou-se que as concentra¢des de 3 pyg/mL e 10
pMg/mL do EHSG promoveram um aumento na produg¢do de NO de 36,4 + 7,2% e
29,4 + 5,1%, respectivamente (FIGURA 26A). Entretanto, a concentracédo de 300
pg/mL causou reducgdo na producao de ROS de 28,5 £ 3,5% (FIGURA 26B), todos
comparados ao grupo que recebeu apenas o veiculo. Quando foi realizado o
tratamento 12 h apdés a inducdo, nédo foi observado alteracdo significativa na
producao de NO e ROS (FIGURA 26C e 26D).
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FIGURA 26. Efeito do EHSG sobre o burst respiratério de linhagem de macréfagos RAW 264.7.
O burst respiratério foi avaliado pela quantificagdo de NO (A e C) e ROS (B e D) produzidos por
macréfagos induzidos por LPS (50 ng/mL) + IFN-y (5 ng/mL) e TPA (100 ng/mL) respectivamente,
tratados com EHSG (3 — 300 ug/mL) ou veiculo 24 h antes (A e B) ou 12 h ap6s (C e D) da indugéo.
A quantificacdo foi realizada leitura de fluorescéncia produzida pela reagao utilizando a sonda DAF-
FM (NO) ou DCF-DA (ROS). As barras verticais representam a média + EPM de 3 experimentos. A
analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de varidncia (ANOVA), seguida
pelo teste de Newman-Keuls. ** P<0,01 e *** P<0,001 foram indicativos de significancia quando
comparados ao grupo veiculo.
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Visto que o EHSG alterou a morfologia normal da linhagem de macréfagos
RAW 264.7, promovendo maior quantidade de prolongamentos, ele também poderia
estar interferindo na fungdo fagocitica dos macréfagos. Portanto, foi verificada a
capacidade dos macréfagos pré-tratados com o EHSG nas concentragdes de 3, 30 e
300 pg/mL ou veiculo e induzidos com TPA (100 ng/mL) fagocitarem cepas de
leveduras, avaliando o numero de macréfagos ativos (FIGURA 27A e 27C) e a sua
capacidade fagocitica (FIGURA 27B e 27C). Observou-se que o tratamento com
todas as concentragbes utilizadas do EHSG diminuiram o numero de macrofagos
ativos e 0 numero de leveduras por macréfagos, sendo que a maior inibicdo foi
promovida pela maior concentragdo (300 pg/mL), reduzindo em 71,1 = 2,3%

(P<0,001) e 71,3 = 7,2% (P<0,001) respectivamente, quando comparados ao grupo

veiculo.
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FIGURA 27. Efeito do EHSG sobre a atividade fagocitica da linhagem de macrofagos RAW
264.7. Os macrofagos foram tratados com EHSG (3 — 300 pg/mL) ou veiculo 24 h antes da inducao
TPA (100 ng/mL). 12 h apds a indugdo foram adicionadas 10 leveduras por macrofago por 2h. As
células foram entdo fixados e corados com Giemsa 10%. Foram contabilizados o (A) niumero de
macréfagos ativados a partir da analise de 100 macréfagos por 1amina e o (B) numero de leveduras
fagocitadas por cada macréfago ativados. As barras verticais representam a média + EPM de 2
experimentos em duplicata. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. ** P<0,01 e *** P<0,001 foram indicativos
de significAncia quando comparados ao grupo veiculo. #* P<0,001 foi indicativo de significancia
quando comparado ao grupo naive. (C) Fotos representativas do efeito do EHSG e veiculo sobre a
atividade fagocitica de macréfagos.
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Uma vez que o EHSG alterou a morfologia normal e diminuiu a fungéo
fagocitica de macrofagos, o proximo passo foi averiguar a ativagéo destas células.
Para isso foi realizado o tratamento das células com o EHSG (3; 30 e 300 pg/mL) ou
veiculo e feito uma imunomarcagéo para CD54 (ICAM-1) na auséncia (FIGURA 28A)
e na presengca de TPA (100 ng/mL) (FIGURA 28B). O CD54 é marcador de
superficie de varias células, inclusive de macréfagos, que tem sua expressao
aumentada quando as células sao estimuladas por mediadores inflamatorios.
Quando avaliamos os resultados do experimento sem a indugdo das células com
TPA e comparamos 0s grupos que receberam o tratamento com o veiculo e a
concentragcéo mais alta do EHSG (300 ug/mL), observamos que o numero de células
que nao expressam o CD54 (CD54 Neg) passou de 14,4 + 0,3% para 52,5 £ 0,6%,
respectivamente. Assim como, o numero de células que expressam baixa
quantidade de CD54 (CD54 Low) passou de 37,5 + 1,0% para 28,4 + 0,3% e, as que
expressam grande quantidade de CD54 (CD54 High) passou de 48,1 £ 1,1% para
19,0 + 0,8% pelo tratamento com EHSG.

Da mesma forma, os resultados do experimento com a indugéo das células
com TPA mostrou que o numero de células CD54 Neg passou de 45,9 + 3,1 no
veiculo para 63,5 = 1,3% no EHSG 300 ug/mL e, o numero de células CD54 High
passou de 32,7 £ 1,0% no veiculo para 13,1 £ 0,2% no EHSG 300 pg/mL. Assim, os
resultados obtidos mostram que o EHSG esta invertendo o perfil de ativagdo nos

macrofagos e promovendo a inibicdo da sua ativagéo.
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FIGURA 28. Efeito do EHSG sobre a ativagdo celular da linhagem de macréfagos RAW 264.7.
(A) Efeito do EHSG sobre a ativag&o celular de macréfagos sem indugéo e (B) induzidos por TPA
(100 ng/mL). Os macréfagos foram tratados com EHSG (3 — 300 pg/mL) ou veiculo 24 h antes do
procedimento ou da indugdo com TPA. As células foram imunomarcadas com anti-CD54 e analisadas
por citometria de fluxo. As barras verticais representam a média £+ EPM de 3 leituras em duplicata. A
analise estatistica foi verificada pela analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do teste
comparacdo multipla de Newman-Keuls ou Dunnett's. “a” P<0,05 indicativo de significancia
comparando com o respectivo veiculo, “b, ¢, d” P<0,05 indicativo de significancia comparando grupo
Low com Neg, High com Neg e High com Low, respectivamente, do mesmo tratamento.
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Avaliamos também o efeito do EHSG sobre a liberacdo de citocinas proé-
inflamatérias TNF-a e IL-6 produzidas pela linhagem de macrofagos RAW 264.7
estimulados por LPS. As células foram tratadas com EHSG (3; 30 e 300 pg/mL) ou
veiculo 24 h antes de receberem o estimulo por LPS (50 ng/mL). 12 h apés a
inducéo, o sobrenadante das células foi processado conforme as informagdes do Kit
utilizado para quantificacdo das citocinas. O tratamento com EHSG reduziu a
quantidade de TNF-a em 17,5 £ 1,0% (P<0,001) com a maior concentragéo (300
pg/mL), quando comparado com o grupo veiculo (FIGURA 29A). Contudo, o efeito
do extrato sobre a quantidade de IL-6 n&o foi significante (FIGURA 29B).
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FIGURA 29. Efeito do EHSG sobre a liberagao de citocinas TNF-a e IL-6 pela linhagem
macréfagos RAW 264.7 induzidos por LPS. As células foram tratadas com EHSG (3 — 300 pg/mL)
ou veiculo 24 h antes da indugdo com LPS (50 ng/mL). 12 h apés a indugdo, o sobrenadante foi
coletado e processado conforme recomendagdes do fabricante do Kit para dosagem das citocinas (A)
TNF-a e (B) IL-6 por citometria de fluxo. As barras verticais representam a média £+ EPM de 3 leituras
em duplicata. A anadlise estatistica foi verificada pela analise de varidncia (ANOVA) seguido do teste
comparacgao multipla de Newman-Keuls.” P<0,01 e ™ P<0,001 foram indicativos de significancia
quando comparados ao grupo naive; *** P<0,001 foi indicativo de significancia quando comparado ao
grupo veiculo.
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6. DiscussAo

O género Sapium possui varias espécies que sdo utilizadas na medicina
popular para o tratamento de diversos males, muitos dos quais estdo envolvidos os
processos inflamatérios (PANTHONG et al., 1998; WENIGER et al.,, 2005). No
entanto, os estudos relacionados a esta espécie ainda sdo escassos e € evidente
que ainda é necessario um amplo trabalho para estudar e compreender melhor as
atividades biolégicas e as propriedades farmacoldgicas presentes nas espécies
deste género. Portanto, essas lacunas no entendimento das atividades biolo6gicas
destas plantas criam uma grande oportunidade de novas pesquisas sobre a
fitoquimica e farmacologia dos compostos quimicos existentes dentro do género
Sapium. Ainda, muitas espécies deste género sequer foram exploradas,
proporcionando oportunidades para encontrar novos compostos bioativos, bem
como, promissoras propriedades medicinais a partir de extratos. Estas pesquisas
também podem levar a possibilidades de encontrar novas fontes de drogas para
futuras aplicagdes, tais como farmacos para o tratamento de doencas inflamatérias
cronicas (AL MUQARRABUN et al., 2014).

De acordo com a revisado bibliografica de Al Muqgarrabun (2014), ha uma
grande chance de descobrir novos componentes quimicos de plantas do género
Sapium, uma vez que apenas 6 das 23 espécies do género possuirem estudos
fitoquimicos até o momento (AL MUQARRABUN et al., 2014). Neste contexto, visto
que a espécie nativa do sul do Brasil, Sapium glandulatum (Vell.) Pax nao apresenta
nenhum estudo referente as suas propriedades farmacoldgicas ou fitoquimicas, este
trabalho foi realizado com o objetivo de verificar as propriedades anti-inflamatorias
desta espécie. Para isso, utilizamos o extrato hidroalcodlico das folhas e testamos
sua atividade biolégica em diversos modelos animais de inflamagéo cutanea e em
células.

Inicialmente, testamos qual seria a melhor forma de extragcdo para a
producao do extrato das folhas da S. glandulatum. Foram utilizados trés graduacgdes
etandlicas distintas (50%, 70% e 90%) para a preparagao dos extratos, e estes
foram testados no modelo de inflamagdo de orelha agudo induzido por TPA,

utiizando a mesma dose de cada extrato. O TPA é um éster de forbol e um dos



@ZJ cudda o 104

principais constituintes ativos presentes no éleo de créton, que é uma mistura de
lipidios extraidos da espécie vegetal Crofon tiglium L. (Euphorbiacea),
frequentemente utilizado como agente flogistico, uma vez que, é capaz de promover
resposta inflamatoria bastante intensa, assemelhando-se a algumas doencgas
cutaneas (GABOR, 2000). O TPA quando aplicado topicamente induz uma resposta
inflamatoéria caracterizada pelo aumento da espessura da orelha, como resultado do
extravasamento celular, cujo pico maximo é seis horas apdés a sua administragao.
Diversas evidéncias experimentais demonstram que a exposi¢cado da pele ao TPA
induz uma reacao inflamatoéria forte no tecido, semelhante a varias doencas de pele
(VERMA et al., 2006; HVID et al., 2008). As caracteristicas da resposta inflamatéria
induzida pela aplicagédo do TPA s&o justificadas pelo seu mecanismo, que estimula a
ativacdo de uma ampla variedade de vias de sinalizag&o intracelular, através da
ativacdo direta da PKC, e em sequéncia quinases de proteinas ativadas por
mitogenos (MAPKs), fosfolipase A, (PLAz), indugdo da expressdo da COX-2 e
translocacao/ativacao da lipoxigenase (LOX), que por sua vez ativa a sintese e
liberacdo de varios mediadores pré-inflamatérios responsaveis pela formacéo de
edema, migracdo de leucocitos para a derme e hiperproliferacdo celular (DE
BERNARDIS et al., 1994; MURAKAWA et al., 2006). Alguns fatores de transcricao
nuclear, como o NF-kB e a AP-1, sao ativados com a ativagédo da via da MAPK pela
PKC. Esses fatores de transcricdo nuclear tem a funcao de regular a producgéo de
diversas proteinas pré-inflamatérias, como algumas citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8,
TNF-a), enzimas pro-inflamatérias (COX-2, INOS) e moléculas de adesdo (GLASS e
OGAWA, 2006; PASCUAL e GLASS, 2006; MEDEIROS et al., 2007). Nos tecidos
ocorre aumento dos metabdlitos do AA, o que parece ser determinante para que o
processo inflamatorio se inicie ap6s a aplicagao de TPA (MURAKAWA et al., 2006).
Os produtos do metabolismo do AA aumentam a permeabilidade vascular,
resultando na formag¢ao de edema durante o processo inflamatério (BRALLEY et al.,
2007) e estao associados ao desencadeamento de vias inflamatérias dependentes
das enzimas COX e LOX. Além disso, contribuem para o aumento da
permeabilidade vascular, favorecendo o extravasamento plasmatico e a formagao do
edema (IKUTA et al., 2008). Vinte e quatro horas apds a aplicacdo do TPA a
infiltracdo celular atinge seu pico mais elevado (BRADLEY et al., 1982). Nesse

contexto, a administragdo tépica de TPA é considerado um modelo valido para a
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identificacdo de compostos com atividade anti-inflamatéria, pois é capaz de
estimular parametros inflamaté6rios como a formagao de edema e migracéo celular.

Conforme descrito na literatura, a administragao topica de TPA apresentou
um aumento significativo na espessura das orelhas dos camundongos. O teste com
os diferentes extratos da S. glandulatum mostrou que o extrato EH90% foi o mais
eficaz em inibir o edema, possivelmente por ser a graduagéo alcodlica que melhor
extrai os compostos ativos responsaveis pela sua atividade anti-edematogénica.
Uma vez identificado que o extrato hidroalcoodlico 90% das folhas da S. Glandulatum
(EHSG) foi o que apresentou melhor atividade, optamos por dar continuidade ao
trabalho apenas com este extrato. Por sua vez, um padrao de efeito dependente da
dose ao inibir a formacdo de edema foi observado no tratamento tdépico com o
EHSG, sugerindo que o extrato apresenta uma boa atividade anti-edematogénica. A
mesma resposta foi observada no grupo controle positivo, onde foi realizado a
administracao topica de dexametasona (droga referéncia), que também foi capaz de
inibir a formacao do edema como esperado.

Os (glicocorticéides, como a dexametasona, promovem seu efeito anti-
inflamat6rio ao interagirem com os receptor de glicocorticoide (GR), inibindo a
expressao de varios genes inflamatérios responsaveis pela produg¢ao de citocinas,
enzimas, receptores e moléculas de adesado. A inibicdo da expresséo génica de
diversos componentes inflamatérios ocorre principalmente através da inibicdo de
fatores de transcricdo como o NF-kB e a AP-1 (FRY et al.,, 2007). Eles também
agem restringindo a expansao clonal de linfocitos T helper, por inibirem a transcrigao
do gene responsavel pela IL-2 e também interferem na transcricdo de outras
citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-1, etc.) (FOX, 2006).

Na tentativa de buscar os compostos ativos presentes no extrato, testamos
as duas fragdes obtidas a partir do extrato bruto, SGFD e SGFA. No entanto, apesar
de inibirem a formacédo do edema, este efeito foi bem menor do que o observado
com o tratamento utilizando o extrato bruto. Provavelmente o processo de
fracionamento diminuiu a quantidade de compostos biologicamente ativos, ou ainda,
o sinergismo dos compostos presentes no extrato seja essencial para o efeito
apresentado pelo extrato bruto. Essa analise precisa ser melhor explorada quimica e
farmacologicamente.

Tem sido relatado que as plantas do género Sapium séo constituidas de

varios tipos de compostos quimicos, incluindo principalmente as classes de
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flavonoides e terpendides, dentre outros compostos de outras classes. No entanto,
dentre estes compostos, os terpendides tem sido os constituintes mais encontrados
nas espécies estudadas atualmente deste género (AL MUQARRABUN et al.,
2014).0 grupo de compostos chamados de terpendides apresentam uma relevancia
biolégica diversificada e tém atraido mais atencdo nos ultimos anos (WAGNER e
ELMADFA, 2003). Mais de 40.000 compostos terpendides ja foram identificados,
sendo encontrados principalmente em frutas e vegetais (THOPPIL e BISHAYEE,
2011). Em bactérias e leveduras, os compostos terpendides sdo metabolitos basicos
(THOPPIL e BISHAYEE, 2011). No entanto, nas plantas estes compostos sao
metabolitos secundarios importantes, sintetizados a partir dos precursores
mevalonato ou pirofosfato de isopentenilo, que servem como horménios (ex.
giberelinas e fitoesterdis), pigmentos fotossintéticos (ex. carotenoides),
transportadores de elétrons (ex. ubiquitina) e constituintes estruturais nas
membranas celulares (ex. fitoesterois) (MCGARVEY e CROTEAU, 1995). Os efeitos
dos compostos terpendides tém sido referidos como sendo benéfico para o corpo
humano, visto que muitos deles apresentam atividades bioldgicas, tais como:
antioxidantes, anticancerigenas e antibiéticas (WAGNER e ELMADFA, 2003;
THOPPIL e BISHAYEE, 2011). O triptdlido, que é um di-terpendide extraido da
Tripterygium wilfordii, tem sido considerado um anti-inflamatério para doengas das
vias aéreas, autoimunes e como anticancer (TAO et al., 2008; ZHANG e MA, 2010;
MO et al., 2011). A maioria dos terpendides encontrados apresentam potencial para
induzir apoptose em células cancerigenas (THOPPIL e BISHAYEE, 2011) e seus
efeitos anti-inflamatérios sao exercidos através da inibicdo da via de sinalizagéo do
NF-kB (DE LAS HERAS e HORTELANO, 2009).

Ainda, em um trabalho recente de Ku e Lin (2013) foi analisada a atividade
anti-inflamatéria de 27 compostos terpendides diferentes como imunomoduladores
da resposta Th1/Th2 em esplendcitos primarios de camundongos. Eles observaram
que alguns terpendides (ex. eucaliptol, linalol, lupeol, entre outros) possuem
potencial anti-inflamatério in vitro, com forte inclinagédo de agdo na resposta Th2,
inibindo a liberagdo das citocinas IL-4 e IL-5. Outros terpendides ainda (por ex.
triptolido, diosgenina, acido betulinico e B-sitosterol) inibiram significativamente a
producgédo das citocinas IL-2 (Th1) e IL-10 (Th2), ao mesmo tempo, o que sugere que
estes compostos terpendides tém um potencial anti-inflamatorio através da inibicéo

de respostas imunitarias de células T (KU e LIN, 2013).
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Ja os flavonbides, outro grupo de compostos relevantes facilmente
encontrados em plantas do género Sapium, pertencem a um grupo de substancias
naturais com estruturas fendlicas variaveis e sao encontradas em frutas, legumes,
graos, cascas, raizes, caules, folhas, flores, cha e vinho (MIDDLETON, 1998). Mais
de 4000 variedades de flavondides ja foram identificados (HOLLMAN e KATAN,
1997), muitos dos quais sao responsaveis pelas cores atraentes de flores, frutos e
folhas (DE GROOT e RAUEN, 1998). Os flavon6ides ocorrem como agliconas,
glicosideos e derivados metilados, e sédo categorizados em flavondis, flavonas,
catequinas, flavanonas, antocianidinas e isoflavondides (ROBAK e GRYGLEWSKI,
1996). Até 50 anos atras, as informacbes sobre os mecanismos de acgdo dos
flavonoides era escasso. No entanto, ha séculos € sabido que os derivados de
origens vegetal possuem um amplo espectro no que se diz respeito a atividade
biologica, e os flavonbides sdo uns dos grandes responsaveis. Ha relatos na
literatura que os flavonoides exercem uma grande variedade de efeitos bioldgicos,
tais como: acdo antimicrobiana, antiviral, antiaterosclerose, cardioprotetor,
antiulcerogénico, citotdxica, antineoplasico, mutagénico, antidiabético, anti-
inflamatéria, antioxidante, antienvelhecimento, antihepatotdxico, anti-hipertensivo,
atividade hipolipidémica e antiplaquetaria (FORMICA e REGELSON, 1995; RATHEE
et al., 2009).

Varios flavondides sao reportados por possuir atividade anti-inflamatéria in
vitro e in vivo. Apesar de nao ser totalmente compreendido, varios mecanismos de
acgao sao propostos para explicar a acao anti-inflamatéria in vivo. O mecanismo mais
importante para sua agédo anti-inflamatéria € a inibicdo de enzimas produtoras de
eicosandides, incluindo a fosfolipase A,, ciclooxigenase e lipoxigenase, reduzindo
entdo a concentragdo de prostandides e leucotrienos (KIM et al., 2004), assim como
outros mediadores do processo inflamatério tais como citocinas, quimiocinas e
moléculas de adesédo (TUNON et al., 2009). Outros mecanismos incluem a inibicao
da libertagdo de histamina, da fosfodiesterase, e proteinas quinase de ativacédo da
transcriptase (RATHEE et al., 2009).

Assim, uma vez que, os compostos terpendides e flavondides sdo os mais
comuns encontrados nos extratos vegetais das plantas do género Sapium, é
possivel que estes compostos estejam presentes em nosso extrato e sejam os
responsaveis pela atividade anti-edematogénica apresentada pelo EHSG. Dado que,

o TPA promove o processo inflamatorio cutaneo através da ativacao direta da PKC,
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promovendo ativagdo da PLA;, aumento de AA e consequentemente leucotrienos e
prostandides, e como descrito anteriormente, os compostos como flavondides séo
capazes de inibir esta via de sinalizagao durante a inflamacao.

Com o objetivo de verificar se a atividade anti-inflamatoéria observada com a
administracdo topica do EHSG ocorreria também sistemicamente, foi realizada a
administracdo oral do extrato e os animais foram submetidos ao modelo de edema
de orelha por TPA e edema de pata por carragenina. Novamente o EHSG foi capaz
de reduzir o processo inflamatério em ambos os modelos de inflamagao.

O edema da pata induzido por carragenina € um teste utilizado para
determinar a atividade anti-inflamatoéria sistémica de novas drogas (PETERSSON et
al., 2001). A carragenina é um coldide obtido por extragcédo a partir de certas espécies
de algas vermelhas. Sua administragcdo na pata promove intensa vasodilatagao e
extravasamento plasmatico pela liberagédo de mediadores, que contribuem também a
intensa migracéo celular para o sitio inflamatério (ZACHAROPOULOS e PHILLIPS,
1997). O desenvolvimento de edema na pata apds a injegdo de carragenina é
descrito como um evento bifasico, em que varios mediadores operam em sequéncia
para produzir a resposta inflamatoria. Histamina, serotonina e bradicinina s&o os
primeiros mediadores detectaveis na fase inicial da inflamacdo. A segunda fase, ou
fase tardia, esta intimamente relacionada com a aceleragéo de inchaco, envolvendo
a producdo elevada de prostaglandinas, atribuido a indugdo da ciclooxigenase
induzida (COX-2) e alta infiltragdo de neutrofilos. A inflamagéo local e/ou sistémica
esta associada com niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias TNF-q, IL-1 e IL-6
(NECAS e BARTOSIKOVA, 2013). O efeito apresentado pelo EHSG neste modelo
mostra novamente que os compostos devem estar interagindo de modo inibitério
sobre mediadores comuns produzidos no processo inflamatério desencadeado pelos
agentes flogisticos. Podemos destacar as vias da COX e prostaglandinas, a
producao de citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-1 e IL-6 e a infiltragdo celular.
Compostos do tipo flavonoides ja demonstram efeito anti-inflamatério nos modelos
de inflamacéao induzido por carragenina e TPA. Por exemplo, a quercetina, morina
(flavondis) e hesperitina (flavanona) apresentam efeito anti-inflamatério no modelo
da carragenina, inibindo tanto a fase inicial como tardia da inflamagdo (ROTELLI et
al., 2003). No modelo de edema de pele induzida por TPA, isoflavonas de soja

demonstraram potencial anti-inflamatorio e anti-proliferativo por inibirem a COX-2, a
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producao de citocinas pro-inflamatérias TNF-qa, IL-13 e IL-6 e a ativagdo de NF-kB
(KHAN et al., 2012).

Outro evento comum no processo inflamatério e muito claramente presente
nos modelos do TPA e da carragenina é a infiltracdo leucocitaria. Este é um
importante parametro, pois 0 aumento do numero de leucécitos polimorfonucleados
€ uma caracteristica presente em diversas doencgas inflamatérias cutaneas
(ARATANI et al., 1999). Na verdade, todos os eventos que acontecem anteriormente
sdo relacionados e sdo responsaveis para que ocorra a migracao de modo eficiente
e preciso (GABOR, 2000). Os neutréfilos sdao os primeiros tipos celulares a
alcancarem o tecido inflamado, liberam uma grande variedade de substéncias, como
a enzima MPO, com o objetivo de eliminar o antigeno e auxiliar na manutencgao da
homeostase (ARATANI et al., 1999). A migracdo dos leucocitos para o tecido
inflamado envolve a expressdo de moléculas de adesdo, como a P-selectina,
proteina responsavel pelo estabelecimento de ligagdes dos neutrofilos com o
endotélio vascular. O que, posteriormente, permite que sejam expressas proteinas
capazes de estabelecer fortes ligacbes dos neutrofilos com o endotélio e ocorra
consequentemente a diapedese dos neutréfilos em direcdo ao tecido inflamado,
sendo estas proteinas denominadas integrinas (SANCHEZ e MORENO, 1999).

Os neutréfilos possuem em seus granulos a enzima MPO e esta, quando
liberada, tem a capacidade de transformar o peréxido de hidrogénio (H202), que &
formado durante o metabolismo oxidativo, em acido hipocloroso (HOCI), que é um
oxidante altamente citotéxico (ARATANI et al., 1999). A MPO também pode catalisar
a formacao de radicais tirosil, que uma vez formado pode causar a peroxidagéo
lipidica, tirosilagdo de lipoproteina de alta densidade, e a ligacdo cruzada de
proteinas (HEINECKE, 2002). Ainda, catalisa a formagdo de hipotiocianato e
promove a oxidacdo de grupamentos fenol e anilina (GUILPAIN et al., 2008). Os
produtos gerados pela MPO estdo diretamente relacionado a atividade de
eliminacdo de possiveis patdgenos desempenhada pelos neutréfilos, porém, altas
concentracbes destes produtos no tecido podem ser prejudiciais as células
adjacentes (ARATANI et al., 1999). As células endoteliais sofrem efeito da MPO,
pois se a celula internalizar esta enzima, produzira oxidantes intracelulares, podendo
contribuir para o aumento do dano tecidual nos processos inflamatérios. Esses s&o
alguns dos motivos pelos quais vem sendo associada a MPO a diversas situagdes

patolégicas, principalmente nas que existe um processo inflamatério mediado por
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neutréfilos (GUILPAIN et al.,, 2008). Assim a inibicdo da atividade de MPO
decorrente da ativagcdo em excesso de neutréfilos durante a inflamacéo aguda e/ou
cronica pode impedir danos teciduais (KATO et al., 2003).

Desta maneira, por ser encontrada principalmente nos granulos de
neutrofilos, a MPO é um importante marcador indireto da presenca de leucdcitos
polimorfonucleares no tecido lesado, e a avaliagéo de sua atividade esta diretamente
relacionada a quantidade de células que migraram para o tecido inflamado
(GARRIDO et al., 2004). Os resultados mostraram que o TPA e a carragenina
causaram aumento na atividade enzimatica da MPO, indicando um aumento da
migracéao leucocitaria para o tecido inflamado ap6s a aplicagdo do agente flogistico.
Esse resultado ja foi bem demonstrado por outros autores. De modo importante,
verificamos que o EHSG inibiu o aumento na atividade da enzima MPO nos dois
modelos de inflamagdo e quando aplicado topicamente ou por via oral. Como
esperado, a eficacia do extrato foi menor pela via oral, sugerindo que provavelmente
os compostos ativos sofrem metabolizagao importante quando administrados por via
oral. Estes dados demonstram que a escolha da via de administracdo € de grande
importancia para o sucesso do tratamento, sendo que no caso do EHSG, a via
tépica foi a que se apresentou mais eficaz na redugédo dos processos inflamatorios
cutdneas em camundongos. Alguns trabalhos neste contexto, demonstram que os
tratamentos tépicos de doencas dermatoldégicas agregam vantagens que incluem
evitar o metabolismo hepatico de primeira passagem, facilidade de aplicacdo, menor
flutuagcédo dos niveis da droga, a realizacdo de eficacia com uma dose diaria total
mais baixa, a capacidade da entrega de drogas ser mais "local especifico", uma
melhor adesao pelo paciente, assim como evitar riscos significativos associados com
a administracao oral ou intravenosa (SIGMUNDSDOTTIR, 2010). Ja foi demonstrado
que agentes topicos tém a capacidade para inibir a expressao de citocinas, fatores
de crescimento, moléculas de adeséo, fatores de transcricdo como NF-kB, NO e
prostandides (RHEN e CIDLOWSKI, 2005; UVA et al., 2012).

Mesmo assim, a atividade anti-inflamatéria apresentada tanto pela
administracao topica, quanto oral do extrato, pode estar associada a reducgéo da
migragao de leucocitos para o tecido inflamado. Para confirmar esta redugao, foi
avaliado o numero de células inflamatérias e o efeito da aplicagcéo topica do EHSG.
A analise confirmou que a quantidade de células realmente foi menor nos grupos

que receberam o tratamento com o extrato. No entanto, ao observar a poténcia do
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extrato sobre a atividade da enzima MPO, é possivel que, além de estar reduzindo o
numero de células inflamatorias presentes no tecido lesado, o extrato poderia estar
inibindo diretamente a atividade da enzima MPO. Assim, foi verificada a agéo in vitro
do EHSG sobre a atividade enzimatica, mostrando que o extrato foi capaz de agir
diretamente sobre a atividade da enzima MPO. Ja foi demonstrado in vitro que o
acido ferulico, acido galico, acido cafeico, curcumina e a quercetina foram capazes
de inibir a formacéao de tirosina por um efeito direto na inibicdo da enzima MPO, por
se ligar ao sitio de ativacdo da geracdo do radical tirosil (KATO et al., 2003).
Contudo, a inibicao da atividade enzimatica in vitro pelo EHSG foi menos eficaz que
a reducao da atividade observada nos modelos in vivo, sugerindo que esta redugao
direta da atividade da enzima parece nao ser o principal mecanismo, mas pode
somar ao efeito inibitério sobre a atividade leucocitaria. Esse efeito pode néo ser tao
significante isoladamente, mas em conjunto aos demais efeitos pode ser de grande
importancia quando se trata de inflamacao crénica.

Como ja descrito, a ativagdo da PKC na epiderme de camundongos induzida
por TPA promove uma intensa infiltracdo de neutrofilos e a expressao de diversas
proteinas inflamatérias, incluindo quimiocinas derivadas de queratindcitos
(CXCL1/KC), TNF-q, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, COX-2, prostaglandinas, entre outros, um
efeito dependente da ativagdo do NF-kB (WANG e SMART, 1999; CATAISSON et
al., 2005; CATAISSON et al., 2006; MEDEIROS et al., 2007). Assim, citocinas como
IL-1, IL-6 e TNF-a sdo pecas chave no processo inflamatorio cutadneo induzido por
TPA, visto que os queratinécitos respondem ao estimulo da IL-1a liberada e
produzem mais IL-1a, assim como IL-13, TNF-a e IL-6, promovendo e amplificando
o sinal inicial da inflamagé&o. Ao atingirem a derme, estes mediadores estimulam os
fibroblastos a produzirem mais destas citocinas e fatores de crescimento, que por
sua vez ativam as células endoteliais para regular a expressédo de diversas
moléculas de adesao (E-selectina, P-selectina, ICAM-1, VCAM-1, entre outras), que
promovem a infiltracdo celular para o local inflamado (SPELLBERG, 2000). Ainda, ja
foi demonstrado que a administracdo de TPA na pele aumenta o nivel de TNF-a no
local da aplicagao, e que o uso de etanercept, um antagonista de TNF-aq, inibe de
forma significativa o edema da pele neste modelo, mas n&o a infiltragdo celular,
ambos 0s quais sdo aspectos tipicos de inflamacédo dérmica (MURAKAWA et al.,
2006). Por outro lado, a citocina IL-6 € uma das responsaveis por aumentar a

expressao de moléculas de adesdo, tais como VCAM-1 e ICAM-1 em locais
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inflamados e nas células endoteliais, e induz a produgéo de quimiocinas, tais como
CXCL 8/IL-8, CCL2/MCP-1, CCL8/MCP-3 e CCL20 a partir de muitos tipos de
células (KAWASHIRI et al., 2009; SUZUKI et al., 2010). De fato, o bloqueio da IL-6
reduz a transmigragdo de neutréfilos no local inflamado (RABE et al., 2007;
UCHIYAMA et al., 2008). Foi observado que este bloqueio da IL-6 diminui
rapidamente o numero de neutréfilos circulantes em animais artriticos e pacientes
com artrite reumatdide (MAINI et al., 2006), sugerindo que a IL-6 desempenha um
papel dominante na neutrofilia (MIHARA et al., 2012).

Logo, a inibicdo da secregao e/ou producgdo de citocinas chaves (IL-1p, TNF-
a e IL-6) na inflamagéo induzida por TPA pode ser uma das vias importantes pelo
qual o EHSG esta promovendo seu efeito anti-inflamatério, reduzindo tanto o edema,
quanto a migracado de células polimorfonucleares, uma vez que o tratamento dos
animais com o EHSG foi capaz de diminuir consideravelmente os niveis das
citocinas IL-1B e IL-6 nas amostras de tecido inflamado. Em especial, o extrato
demonstrou reduzir os niveis de TNF-qa, igualando ao grupo que recebeu apenas o
tratamento com o veiculo. Portanto, € possivel que a redugdo do edema promovida
pelo tratamento com EHSG seja originado pela diminuicao dos niveis de TNF-a, em
conjunto com a redugdo da migragdo leucocitaria provavelmente causada pela
inibicdo da IL-6. Esses dados podem explicar, pelos em parte, a agcdo anti-
inflamatéria da Sapium grandulatum.

O préximo passo para continuar a verificar o efeito biologico anti-inflamatério
do EHSG foi testa-lo em um modelo crénico de inflamagéao de pele causada pelas
multiplas aplicacbes de TPA, afim de verificar o efeito frente a um processo
inflamatério ja estabelecido e sobre outro tipo de célula inflamatéria. Apesar do
EHSG ser capaz de reduzir o processo inflamatério induzido pelo agente flogistico,
inibindo o edema, a atividade enzimatica da MPO e NAG e o niveis das citocinas IL-
18 e TNF-q, a sua atividade nao foi tdo eficaz como observado nos modelos agudos.
O efeito sobre o edema foi significante apenas no 7° dia, mantendo-se até o final do
experimento. Quando comparado ao tratamento com dexametasona, esta foi capaz
influenciar o edema ja no primeiro tratamento, no 5° dia do experimento. Essa
diferenca se confirma ao observamos o peso das amostras das orelhas dos
camundongos retiradas no ultimo dia do procedimento.

Da mesma maneira, o tratamento com EHSG demonstrou reduzir a atividade

enzimatica da MPO e da NAG, sendo que esta ultima é considerada um indicador
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indireto da presencga de células mononucleares no foco inflamatério (SANCHEZ e
MORENO, 1999). Porém este efeito do extrato ndo foi tdo proeminente quanto a
reducdo causada pelo tratamento com a dexametasona. O mesmo ocorreu com as
citocinas, onde os tratamentos com o EHSG e a dexametasona reduziram os niveis
de IL-18 e TNF-a, e novamente a dexametasona se mostrou mais eficaz nestes
parametros. No caso da dosagem da citocina IL-6 no modelo crénico, apesar da
visivel redugao dos niveis da IL-6, nao foi observado diferenca significativa.

Em virtude do EHSG reduzir todos os parametros analisados no modelo
agudo e crbénico semelhante a dexametasona, decidimos verificar se o extrato
poderia estar atuando como corticoide. Sabe-se que os glicocorticoides tém diversas
funcdes, tais como anti-inflamatoria, anti-mitética, pré-apoptética, vasoconstritora e
imunomoduladoras. Estas propriedades estdo intimamente associadas com a sua
eficacia no tratamento de doencas da pele (AHLUWALIA, 1998). Segundo a reviséo
de Uva e colaboradores (2012), os corticbides agem de duas maneiras diferentes
em nivel celular, divididos em vias gendmicas e nao genémicas. A via gendmica € a
via pela ligacdo do cortisol ao GR, subsequentemente homodimerizacdo dos
receptores, e ligacao a elementos responsivos de glicocorticéides (GREs). Quando o
ligante estd ausente, o receptor de glicocorticéide se encontra no citoplasma na
forma complexada com proteinas, incluindo as proteinas de choque térmico HSP90
e HSP70. A ligagao do cortisol ao receptor, interrompe este complexo e o GR migra
para o nucleo. Ap6s a dimerizagao dos receptores GR e ligacdo a uma sequéncia
promotora palindrobmica, € promovido a transcricdo de genes com fungbes anti-
inflamatoérias, tais como a tirosina amino transferase (TAT), fosfoenolpiruvato
carboxicinase (PEPCK), IL-10, receptor B-adrenérgico e um antagonista do receptor
de IL-1. Os glicocorticdides também regulam negativamente a expressdo de genes
pré-inflamatérios como citocinas, fatores de crescimento, moléculas de adeséao,
entre outros, por transrepressdo do fator de transcricdio como NF-kB (DE
BOSSCHER et al.,, 2003; HEBBAR e ARCHER, 2003; MCMANUS, 2003). Sendo
que o ultimo mecanismo, aparentemente requer niveis de cortisol mais baixos do
que o mecanismo que envolve o GRE (RHEN e CIDLOWSKI, 2005).

No caso da via nao genémica, leva-se em consideragao receptores ligados a
membranas e segundos mensageiros, e é responsavel pelos efeitos rapidos dos
glicocorticdides que ocorrem em poucos minutos. Esta via ndo requer sintese de

novas proteinas e atua modulando o nivel de ativacdo e da responsividade de
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células alvo, tais como mondcitos, células T e plaquetas (UVA et al., 2012). Um dos
mecanismos ja bem estabelecidos € a interacdo com fatores de transcricdo, como o
c-Jun. O c-Jun é um fator de transcricdo reconhecido por formar homodimeros e
heterodimeros com o c-Fos, a ultima combinacdo resulta na AP-1. Ambos
homodimero de c-Jun e heterodimero de AP-1 estdo associados com transcrigdo de
genes inflamatoérios e imunologicos. Ha também evidéncias de interacdes diretas
proteina-proteina entre o receptor glicocorticbide e homodimeros de c-jun e
heterodimeros de AP-1, conferindo a via ndo genémica do cortisol uma grande parte
da acgao anti-inflamatéria dos glicocorticéides (DE BOSSCHER et al., 2003).

Ainda, parece que a via nao genémica é suficientemente efetiva para mediar
o processo anti-inflamatério por si s6 (UVA et al., 2012). Em um trabalho de Tanabe
e Tohnai (2002), o gene de GR em camundongos foi mutado de forma que o
receptor de glicocorticéide perdeu a capacidade de dimerizagao, e portanto de se
ligar ao DNA. Nestes camundongos transgénicos GR®™d4™ os glicocorticoides
apresentavam atividade apenas pela via nao genémica. Foi induzido a formacao de
edema de orelha com TPA nos camundongos selvagens e GR*™4™ ¢ foj observado
que o edema foi reduzido em ambos os animais apdés a administragcdo de
dexametasona. Além disso, a dexametasona suprimiu os niveis de TNF-a e IL-6 no
soro, e a transcricdo génica de TNF-a, IL-6, IL-18, e COX-2 induzida por LPS
também nos animais tipo selvagem e mutantes (TANABE e TOHNAI, 2002).

Desta forma, é indiscutivel que a expressao e a atividade de varias citocinas
relevantes para doencgas inflamatérias pode ser inibida pelo tratamento com
glicocorticéides. Estas citocinas incluem IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-11, TNF-a, GM-CSF,
e quimiocinas, tais como: IL-8, RANTES, MCP-1, MCP-3, MCP-4, MIP-1q, e
eotaxina (BARNES, 1998). Assim, para saber se o EHSG estaria promovendo seus
efeitos pela interacdo com GR, utilizamos a mifepristona (RU486), um antagonista
de GR. No entanto, o pré-tratamento com a mifepristona nao foi capaz de reverter
significativamente o efeito antiedematogénico do extrato, apesar de ter causado
reversao significativa tanto na formagdo do edema quanto na atividade da MPO da
dexametasona. Ja no efeito do EHSG sobre a MPO, o pré-tratamento com a
mifepristona reverteu a inibigdo. Esse mecanismo do extrato foi confirmado pelo
ensaio de ligagcéo especifica com [’H]-dexametasona em figado de ratos, quando foi

capaz de deslocar a ligacdo especifica ao receptor. Portanto, é possivel que
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composto(s) presente(s) no EHSG esta(&o) interagindo diretamente com receptores
de glicocorticoides, e que este efeito € mais pronunciado na migragéo celular.

Um dos mecanismo pelo quais os glicocorticoides promovem seu efeito anti-
inflamat6rio e inibitério da migracdo celular € através da indugcéo da expresséo de
anexina A1 (lipocortina 1) e do receptor de anexina A1. A anexina A1 € uma proteina
principalmente localizada sobre os queratindcitos basais da camada basal. Na pele
normal a anexina A1 é encontrada dentro do citoplasma, ja na pele lesada aparece
apenas na membrana celular. Esta transicdo pode ocorrer para promover a ligacao
de anexina A1 a fosfolipidos, por conseguinte, reduzindo a producdo de
prostanodides inflamatérios (AHLUWALIA, 1998). Anexina A1 inibe a PLA,
bloqueando a sintese dos eicosandides derivados de acido araquidbnico
(prostaglandinas, prostaciclinas, leucotrienos e tromboxanos) (RHEN e CIDLOWSKI,
2005). Os glicocorticoides induzem a um aumento da expressao de anexina A1 em
leucocitos e esta pode ser responsavel pela inibicdo de resposta de leucocitaria. Os
glicocorticéides também aumentam a secregcao de anexina A1 por macrofagos e a
anexina A1 secretado pelos mastocitos e mondcitos, promove a depuragéo de
neutréfilos apoptéticos por macréfagos. Anexina A1 enddégena também é libertado a
partir de neutréfilos apoptédticos e atua sobre macréfagos que promovem a
fagocitose e a remocao das células apoptéticas (D'ACQUISTO et al., 2008;
PERRETTI e D'ACQUISTO, 2009). Com base nestes dados e visto que o EHSG foi
capaz de diminuir os niveis de IL-1B, IL-6 e TNF-a na inflamagdo aguda e os niveis
de IL-1B e TNF-a na inflamagao crénica, podemos sugerir entdo que os compostos
presentes no EHSG estdo exercendo seus efeitos anti-inflamatérios, principalmente
na inibicdo da migragdo celular, pela interagdo com GR através das duas vias,
gendmica e ndo gendémica.

Considerando a ampla gama de interagdes entre glicocorticéides e alvos
moleculares especificos e inespecificos dentro da célula é de se esperar que os
corticosterbides de prescricdo podem produzir diversos efeitos adversos
indesejaveis, incluindo a atrofia cutadnea, hipertricose, alteragdes no processo de
cicatrizacdo, Sindrome de Cushing, entre outros (SCHACKE et al., 2002; SCHOEPE
et al., 2006). Os efeitos adversos dos glicocorticoides sistémicos tendem a ser mais
severos se comparados ao tratamento topico, no entanto, a terapia topica também
apresentam alguns desses efeitos (SCHACKE et al., 2002). O uso tépico continuo

pode levar a efeitos adversos sistémicos, por exemplo: em pele psoriatica, a funcao
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de barreira prejudicada pelas lesdes facilita a penetracéo cutanea do corticosteroide,
a vasodilatacédo proveniente da inflamacéao local na pele aumenta a possibilidade de
corticosteroides topicos alcangcarem os vasos sistémicos. Ainda, a grande extenséo
da superficie corporal e uso a longo prazo de corticosterdides tépicos pode conduzir
a uma maior concentragdo de corticdide no sangue, levando aos efeitos colaterais
sistémicos. Também deve-se levar em consideragéo que o risco de efeitos colaterais
sistémicos associados ao uso de corticoide tdpico cronico aumenta com formulagdes
de alta poténcia (UVA et al., 2012).

A atrofia da pele é o mais importante efeito colateral da terapia cutanea com
glicocorticéides, em que uma das principais fun¢cdes da pele, a formacdo de uma
barreira de permeabilidade entre 0 meio externo e o organismo, € comprometida.
Atrofia da pele induzida pelos glicocorticoides € caracterizada por um profundo
aumento na transparéncia da pele, uma consisténcia semelhante a papel de cigarro,
acompanhada por um aumento da fragilidade, lacrimejamento, manchas purpuras,
superficie fina, brilhante, e telangiectasica (SCHOEPE et al., 2006).

Com o intuito de avaliar se o EHSG poderia ter efeitos semelhantes aos
glicocorticoides na atrofia cutédnea, realizamos a aplicagao continua do extrato e da
dexametasona durante sete dias, duas vezes por dia. Observamos que a
dexametasona promoveu a atrofia das orelhas dos camundongos, mas o tratamento
com o EHSG nao causou alteragdes na espessura da orelha, e da mesma forma,
nao alterou o peso corpdreo e nem os niveis glicémicos dos animais. Contudo, o
EHSG alterou o peso de 6rgaos linfoides tais como timo, bago, adrenais e linfonodos
auriculares da mesma forma que a dexametasona. Esta acdo sugere que assim
como o corticoide dexametasona, o EHSG esta sendo absorvido e atingindo a via
sistémica mesmo quando aplicado topicamente. Realizamos também um teste de
genotoxicidade nestes mesmos animais, utilizando o ensaio de cometa alcalino, para
avaliar o potencial dos tratamentos em promover mutagdes genéticas e
cromossdmicas. Observamos que tanto o tratamento com o EHSG quanto a
dexametasona ndo causaram danos ao DNA. Inclusive, os indices foram mais
baixos que o grupo que recebeu apenas o veiculo, indicando que os tratamentos
estariam prevenindo as células de sofrerem muta¢cdes cromossdmicas.

Deste modo, podemos concluir que o EHSG possui uma atividade anti-
inflamataéria in vivo, em modelos animais de inflamagéo aguda e crbnica, ao reduzir a

formacado de edema e, principalmente, inibindo a migracdo celular para o local
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inflamado. Provavelmente, este efeito anti-inflamatoério ocorre devido a inibicdo da
producédo de citocinas chaves no processo inflamatorio (IL-18, IL-6 e TNF-a) via
interacdo com receptores de glicocorticoide. A partir destes resultados, a proxima
etapa foi estudar os efeitos do EHSG diretamente sobre células importantes como
macrofago e queratindcitos envolvidos no processo inflamatério cutaneo.

Inicialmente, avaliamos o potencial citotoxico do EHSG sobre estas
linhagens utilizando os ensaios de citotoxicidade in vitro. Estes ensaios podem ser
utilizados para rastrear a toxicidade de produtos quimico sobre as células. Ja foi
relatado anteriormente que diferentes ensaios de citotoxicidade, podem dar
resultados diferentes, dependendo do agente de teste usado e o ensaio de
citotoxicidade empregado (WEYERMANN et al., 2005), assim, optamos por realizar
o ensaio de MTT e o ensaio de vermelho neutro (VN). O MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-
2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) é um sal de tetrazdlio soluvel em agua, a
redutase succinato desidrogenase cliva o anel de tetrazélio convertendo em
formazan dentro da mitocondria. O produto de formazan possui coloragdo purpura,
insoluvel e &€ impermeavel a membrana das células e, por conseguinte, se acumula
nas células saudaveis (MOSMANN, 1983). O VN é um método capaz de verificar o
acumulo do corante vermelho neutro nos lisossomos de células viaveis, mostrando a
viabilidade das células em endocitar este corante (BORENFREUND e PUERNER,
1985).

Observamos que o tratamento com o EHSG sobre a linhagem celular de
queratinécitos HaCaT apresentou citoxicidade somente nas concentragdes mais
altas (300 e 1000 yg/mL), enquanto as concentragbes mais baixas ndo alteraram o
funcionamento das células. Novamente, com a linhagem de macréfagos RAW 264.7
o extrato demonstrou que somente a concentracdo de 1000 pg/mL foi téxica no
ensaio de MTT e VN. Porém, no ensaio de VN, o tratamento com concentragbes
mais baixas do EHSG proporcionaram um aumento da viabilidade celular, ou por
aumentar a proliferagcdo das células ou favorecer a atividade endocitica dos
macréfagos. Assim, resolvemos investigar melhor estes possiveis efeitos do
tratamento com EHSG sobre macrofagos. Visto que macréfagos e células
dendriticas e s&o cruciais para praticamente todos os passos de uma reagao
imunoldgica, incluindo a iniciagdo de uma resposta imune adaptativa, a depuracao
de agentes infecciosos, bem como a resolugdo da inflamacgéo inata e adaptativa
(MOSSER, 2003; WELLS et al., 2005).
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Utilizamos entdo o ensaio de cristal violeta para determinar se o tratamento
estava mesmo aumentando a proliferagédo celular dos macréfagos. O ensaio de
cristal violeta é utilizado como ferramenta para a quantificagcdo do numero de células
em cultura em monocamada (GILLIES et al., 1986) e, o tratamento com o extrato em
todas as concentragdes utilizadas demonstrou quase dobrar a proliferacdo dos
macrofagos, se comparado ao veiculo. Interessantemente, durante a analise do
teste do cristal violeta, reparamos que o EHSG também estava promovendo
alteragdes na morfologia normal das células cultivadas, aumentando o tamanho, e
as células pareciam mais espraiadas e com mais prolongamentos, e este efeito
estava sendo induzido de forma concentragdo dependente (FIGURA 25). Para tentar
elucidar o que estava promovendo estas modificagdes morfoldgicas, optamos por
avaliar o burst respiratorio, a fungao fagocitica e a ativagédo dos macrofagos.

O burst respiratorio (burst oxidativo) € o processo em que células fagociticas
(neutroéfilos e macréfagos) séo capazes de eliminar microrganismos invasores por
um mecanismo dependente de oxigénio. A reagéo é caracterizada por um acentuado
aumento no consumo de oxigénio, e este aumento é resultante da ativagdo de um
complexo enzimatico oxidase que catalisa redugdo do oxigénio a anion superoéxido
(O2"), tendo como doador de elétrons o fosfato de dinucleétido de nicotinamida e
adenina (NADPH). Em seguida o O, é convertido a H,O, pela agdo da enzima SOD
(FORMAN e TORRES, 2002). Este processo pode ter diferentes intensidades em
macrofagos, o que depende do seu local de origem e de como foram obtidas estas
células. Macréfagos que nunca entraram em contato com nenhum estimulo, s&o
menos ativos que aqueles obtidos de animais tratados com TPA, os quais produzem
trés vezes mais oxigénio que células de animais nao tratados (COHEN et al., 1981).
In vitro o TPA aloja-se na membrana dos macrofagos e ativa a PKC, a qual pode
ativar o NADPH oxidase através de uma cascata de fosforilagdo e desfosforilagéo.
(RYVES et al., 1991). Outros agentes, como o IFN-y, LPS e o muramil dipeptidio da
parede bacteriana, também s&o capazes de induzir a produgéo de espécies reativas
de oxigénio in vitro. Estes agentes podem potencializar a resposta destas células ao
estimulo do qual originou o burst respiratério (HALLIWELL, 2006). Intracelularmente,
0 estresse oxidativo pode ter um grande impacto sobre as vias de sinalizagao
sensivel a redox, bem como atuar como um segundo mensageiro em si (POLI et al.,
2004). Alvos moleculares sensiveis ao redox geralmente contém residuos de

cisteina altamente conservado e a sua oxidagao, nitrosilagdo ou a formagédo de
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ligagbes dissulfureto sdo eventos cruciais na sinalizagéo oxidante/redox. Tais alvos
moleculares incluem fatores de transcricdo NF-kB e AP-1, tais como as moléculas
de sinalizacdo de Ras/Rac ou JNK (quinase c-Jun N-terminal), proteinas tirosina
fosfatases, o p21ras (LANDER et al.,, 1997) e sensores de redox, tais como a
tioredoxina que pode sequestrar e inativar quinases como a Ask-1 (quinase 1
reguladora de sinal de apoptose). A ativagdo de fatores de transcricao sensiveis a
redox, como o NF-kB e AP-1, acaba por induzir a expressdo de gene pro-
inflamatérios (FILOMENI et al., 2002). Portanto, a superprodugédo de O," e outras
espécies reativas de oxigénio pode danificar biomoléculas e contribuir para o
processo lesivo de tecidos em locais de inflamagao cronica (HALLIWELL, 2006),
assim, inibidores da producdo de ROS por fagécitos podem agir como anti-
inflamatorios (HOUGEE et al., 20006).

O NO tem sido relacionado a numerosas fun¢des homeostaticas, como
melanogénese, angiogénese, cicatrizagdo, sintese de colageno, e vasodilatacao
(BOISSEL et al., 2004; BROWN et al., 2006). Também esta envolvido em condigbes
patolégicas, tais como processos hiperproliferativos de células, doencas de pele
mediadas por resposta imune, e outros processos inflamatérios como queimadura
solar, psoriase, necrose epidérmica toxica e lupus cutédneo eritematoso (BRUCH-
GERHARZ et al.,, 2003; PAUNEL et al., 2005). A isoforma iINOS produz grande
quantidade de NO de uma forma sustentada chegando a niveis toxicos, enquanto
que as isoformas constitutivas (endotelial e neuronal) produzem NO em pequena
quantidade e por poucos segundos sendo suas atividades de acado direta e curta.
Sendo que existem varios mecanismos intracelulares através dos quais o NO pode
agir como um mediador pré-inflamatério (SALVEMINI et al., 2003). Em macro6fagos,
mondcitos e outras células a indug¢do da iINOS e a presencga do substrato L-arginina
sdo suficientes para iniciar a producdo de NO. Esta inducdo da iNOS pode ser
iniciada por citocinas inflamatérias tais como IFN-y, TNF-a, IL-1 ou LPS (NAKAI et
al., 2006). E possivel que o coquetel de citocinas ao qual as células sdo expostas
durante o processo inflamatorio possa determinar a taxa e magnitude da produgao
NO (JACOBS e IGNARRO, 2001). No entanto, delaTorre e colaboradores (1999)
descreveram que o processo inflamatorio é auto-regulado, e isto se deve em parte a
expressao da iNOS e produgdo do NO, que por sua vez, causa S-nitrosilagdo na
subunidade p50 do NF-kB, impedindo a ativacdo deste fator de transcricéo, e

consequente expressdao de mediadores. Ainda, os baixos niveis de NO produzidos
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pelas sintases constitutivas interagem diretamente com ions carregados
positivamente na guanilato ciclase, citocromo P450 e a prépria NOS (IGNARRO,
2003). Uma vez que a guanilato ciclase é ativada, ocorre um aumento intracelular de
monofosfato guanosina ciclico (GMPc), que, por sua vez, ativa proteinas quinases
dependentes de GMPc que medeiam as agbes do NO incluindo vasodilatagéo,
aumento da permeabilidade vascular, bem como efeitos antiproliferativos,
antiplaquetarios e antioxidantes (LUGNIER et al., 2000). Portanto, € possivel
perceber que ha a necessidade de um equilibrio na producdo de NO para que se
tenha um efeito benéfico, e que a produgdo em excesso de NO pode vir a ser
prejudicial para o tecido.

Para quantificarmos os niveis de NO e ROS liberados pelos macrofagos no
meio de cultivo, realizando o tratamento com o EHSG antes e apds a indugéo das
células. Quando o tratamento foi realizado apdés a indug&o, ndo foi detectado
alteragcbes nos niveis de NO e ROS nas amostras. Esta auséncia na alteragéo da
producédo de NO e ROS pode ter sido decorrente da troca do meio com o agente
indutor pelo meio contendo o tratamento, diminuindo assim os niveis detectaveis. No
entanto, quando o tratamento com o EHSG foi realizado antes da inducdo das
células com LPS+IFN-y e TPA, foi capaz de aumentar os niveis de NO nas
concentracbes mais baixas (3 e 10 pg/mL) e reduzir os niveis de ROS com a
concentracéo mais alta (300 pg/mL) produzidos pelos macréfagos, respectivamente.

Ja foi demonstrado que os glicocorticdides melhoraram a sobrevivéncia de
varias células fagociticas por suprimir a produgédo de ROS intracelular e inibir a
apoptose induzida por ROS (RUIZ et al., 2002). Em outro trabalho recente, a
dexametasona inibiu a produgdo de ROS por diminuir a expressao de Nox-2 (uma
subunidade do NADPH oxidase) e por supressédo da via da MAPK p38 e JNK por
aumentar a expressao de MAPK fosfatase-1 (MKP-1) (HUO et al., 2011). Portanto, é
possivel que a reducdo dos niveis de ROS em macréfagos seja pelo efeito
glicocorticéide do EHSG sobre a inibicdo da NADPH oxidase e da via MAPK, além
de aumentar a producéo de NO. Estes mecanismos podem estar agindo de forma a
impedir a ativagdo do NF-kB, diminuindo a transcricdo de genes pro-inflamatorio nos
animais.

Ao verificar o efeito do EHSG sobre a fungao fagocitica dos macréfagos,
esperavamos que as células apresentassem uma maior atividade fagocitica,

baseado nas alteragbes morfolégicas observadas. Curiosamente, observou-se que o
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tratamento em todas as concentragdes diminuiu, ndo apenas o numero de células
ativas, mas também a capacidade destes macréfagos de fagocitar as leveduras.
Este efeito inibitério na capacidade fagocitica € compreendido ao observar o ensaio
de ativacdo celular, realizado pela quantificagao da expressao de CD54, onde o
tratamento com EHSG também diminuiu a expressao de CD54 nos macrofagos, de
forma dependente da concentragéo.

Outro ponto interessante a se destacar neste resultado, é que o CD54 além
de ser utilizado como marcador para quantificar o grau de ativacdo de células
apresentadoras de antigenos (SHEIKH e JONES, 2008), esta proteina é também
conhecida como ICAM-1. Trata-se de uma molécula de adesido que esta presente
constitutivamente na superficie celular de uma ampla variedade de tipos de células
como fibroblastos, queratinécitos, neutréfilos, macréfagos, células T, células B,
células endoteliais e células epiteliais, e é regulada positivamente em resposta a
diversos mediadores inflamatérios, incluindo o acido retindico, infecgdo por virus,
estresses oxidativo, e as citocinas pré-inflamatérias (IL-18, TNF-a e IFN-y). Além
disso, muitos destes agonistas pode funcionalmente cooperar para ativar
sinergisticamente a transcricdo de ICAM-1. Por exemplo, TNF-a e IFN-y juntos
aumentam a expressao de ICAM-1 mais do que individualmente. Em contrapartida,
citocinas anti-inflamatérias (TGF-B, IL-4 e IL-10) e glicocorticéides, interferem com
as vias de transducao de sinal e fatores de transcrigdo para a indugédo da expressao
de ICAM-1 (ROEBUCK e FINNEGAN, 1999). A ICAM-1 é um ligando para a
integrina antigeno-1 da funcdo de linfocito (LFA-1), um receptor encontrados em
células T, células B, macréfagos e neutréfilos envolvido no recrutamento para o local
da inflamag&o. Quando ativados, os leucdcitos se ligam as células endoteliais
através de ICAM-1/LFA-1 para transmigrar para os tecidos (YANG et al., 2005).
Desta forma, visto que o EHSG tem a capacidade de interagir com GR,
provavelmente a diminuicdo da expressdo de ICAM-1 nos macrofagos seja
promovida pelo efeito tipo glicocorticéide do EHSG. Este resultado € importante
também para explicar os resultados obtidos nos modelos animais, pois pode ser um
dos mecanismo pelo qual o tratamento com o extrato promove seu potente efeito
inibitorio da migracao celular.

Os macréfagos ndo s&o uma populacdo homogénea de células, em vez
disso, inclui fendtipos distintos que exibem uma vasta gama de atividades pro-

inflamatéria e anti-inflamatérias. Propriedades proé-inflamatoérias e anti-inflamatérias
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de macréfagos depende principalmente da sua fase de diferenciagcdo, bem como
sobre os mecanismos distintos de ativacdo (ANDERSON e MOSSER, 2002;
MOSSER, 2003; GORDON e MARTINEZ, 2010). A ativacao classica de macréfagos
€ conseguida por estimulacdo com TNF-a ou IFN-y, seguido por exposicdo a um
gatilho microbiano, tais como o LPS, o que resulta num fenétipo pré-inflamatério. Os
macréfagos alternativamente ativados (ativacdo né&o-classica) s&o gerados por
exposicao a IL-4, IL-10 ou glicocorticoide (MARTINEZ e GORDON, 2014). Em
contraste com os macréfagos ativados classicamente, estes macréfagos
alternativamente ativados sao envolvidos nas respostas anti-parasitas, reparacéo de
tecidos e reacdes alérgicas. Sob condi¢des distintas, os macréfagos podem libertar
mediadores, tais como TGF-B e IL-10, que sdo importantes para a resolugdo de
reacdes inflamatérias (GILROY et al., 2004; WELLS et al, 2005). Assim, os
glicocorticéides sédo capazes de agir sobre mondcitos, promovendo ativagao nao-
classica, e afetando a adeséao, o espraiamento, fagocitose e apoptose (KLEIMAN et
al., 2012). Caracteristicas também observadas nos macréfagos quando estes foram
tratados com EHSG.

Por fim, quantificamos os niveis das citocinas TNF-a e IL-6 produzidas pelos
macréfagos sobre efeito do tratamento com EHSG. Entretanto, obtivemos efeito
significante somente para inibicdo do TNF-a, e ainda apenas na concentragcdo mais
alta. Apesar disso, é possivel sugerir novamente que a influencia do extrato no nivel
de TNF-a esteja relacionada ao efeito tipo glicocorticoide do EHSG.

A partir destes resultados, foram obtidas evidéncias primarias importantes
de que o extrato bruto hidroalcodlico 90% das folhas da planta S. glandulatum
apresenta atividade anti-inflamatoria tépica e sistémica, uma vez que, foi capaz de
reduzir parametros inflamatérios como, a formagédo de edema, migragao leucocitaria,
0s niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) em modelos de
inflamacao aguda e cronica. Ainda, apresentou efeitos que induzem macroéfagos a
uma ativagéo alternativa, a qual confere caracteristicas resolutivas aos macréfagos
durante do processo inflamatério. E este efeito anti-inflamatério do EHSG pode ser,
pelo menos em parte, atribuido aos mecanismos de agédo da via glicocorticéide.
Ainda, sugerimos que provavelmente os compostos presentes no extrato estejam
agindo de forma sinérgica, visto que as fragdes nao obtiveram sucesso semelhante
ao extrato e, nossos resultados mostram a possibilidade de alvos distintos para

justificar toda a acao anti-inflamatéria do extrato.
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Contudo, outros parametros ainda precisam ser avaliados para que seja
melhor elucidado o mecanismo molecular do EHSG, assim como a analise
fitoquimica do extrato para identificagdo dos compostos presentes e uma avaliagao
mais aprofundada do potencial toxico da planta. No entanto, este sendo o primeiro
trabalho a relatar uma atividade biolégica da planta S. glandulatum, e com as
evidéncias encontradas, abre-se um leque de possiveis estudos futuros sobre a
atividade anti-inflamatéria da espécie, levando em consideracdo que o EHSG
demonstrou ser uma ferramenta em potencial para o tratamento de doencas

inflamatorias cutaneas.
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| 7. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que a elaboragdo do extrato das folhas da
Sapium glandulatum (Vell.) Pax utilizando o solvente etanol 90% se mostrou mais
efetivo na inibicdo da formacéo de edema de orelha induzido por TPA dentre os trés
extratos testados (50%, 70% e 90%).

Lo e

Pele ‘/G,li. Macréfagos
MPO Edema . NADPH
In vitro Migrac&o leucocitaria " '
l IL-1B, IL-6 e TNF-a
Y
ROS
ROS WFagocitose
WVAdesdo
VTNF-a

O EHSG apresentou atividade anti-inflamatéria quando aplicado pela via
tépica em modelos animais de inflamacéo de orelha agudo e crénico, ao inibir a
formacao de edema, a migracao leucocitaria para o local inflamado e a producéo de
citocinas chaves no processo inflamatorio, tais como, IL-1B, IL-6 e TNF-a. Ainda,
demonstrou também apresentar atividade anti-inflamatéria nos modelos de edema
de orelha e edema pata, quando administrado pela via oral, porém com um efeito
menos potente. Provavelmente, o extrato esteja promovendo este efeito anti-
inflamatério, pelo menos em parte, pela via de receptores do tipo corticoides, visto
que a acao do extrato foi revertida parcialmente pelo antagonista do receptor na
migragdo leucocitaria, e comprovada sua interagdo com receptores de
glicocorticdides pelo ensaio de ligacdo especifica. Ainda, demonstrou nao
apresentar efeitos adversos sobre a atrofia cutdnea e também n&o promoveu

alteragdes cromossémicas na células de medula 6ssea no teste de genotoxicidade.
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Os tratamentos in vitro com o EHSG n&o apresentaram citotoxicidade em
concentracdo baixas sobre os queratindcitos epidérmicos HaCaT e macréfagos
RAW 264.7. Entretanto, o tratamento com o extrato sobre a linhagem celular de
macréfagos promoveu a ativagao alternativa (ndo-classica) destas células, a qual
confere caracteristica resolutivas aos macréfagos durante do processo inflamatério,
visto que, o EHSG alterou a morfologia normal do macréfagos, tornando-os maiores
e mais espraiados, diminuiu a funcdo fagocitica e a liberacdo da citocina proé-
inflamatéria TNF-a. Sugerindo mais uma vez que este efeito do EHSG esteja sendo
realizado, pelo menos em parte, pela ativacao de receptores do tipo glicocorticéide,

uma das vias de ativagao alternativas de macrofagos.
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