1- INTRODUGAO

1.1. Pele: estrutura e fungao

A pele recobre a superficie de aproximadamente 2 m? do corpo, sendo o
maior 6rg&o do corpo humano e a principal barreira fisica contra o meio externo.
Embora a pele desempenhe diversas fungdes vitais de comunicagado e controle
gue garantem a homeostase do organismo, por muitos anos este 6rgéo foi
considerado apenas uma barreira contra agentes externos. Estas fungdes foram
resultados da evolugdo de uma estrutura complexa que envolve diversas
camadas, cada uma com propriedades particulares. As principais camadas da
pele incluem a epiderme, derme e a hipoderme (Figura 1) (WILLIAMS e
KUPPER, 1996; CHUONG et al., 2002).

A camada de superficie (epiderme) €& formada por células epiteliais
estratificadas que esta sobre a camada do tecido conectivo (derme). Por sua vez
a epiderme e a derme estdo fixadas em uma camada composta por tecido
adiposo: a hipoderme (KOSTER e ROOP, 2004; KUPPER e FUHLBRIGGE,

2004).
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Figura 1. Esquema simplificado de uma sec¢ao transversal de pele. 1- vasos
sanguineos, 2-terminagdes nervosas, 3- vasos linfaticos, 4- glandula sudoripara,
5-raiz do pelo, 6- glandula sebacea, 7-corpusculo de Vater-Pacini, 8- corpusculo
de Rulffini, 9- pelo. Fonte: Freinkeil e Woodley, 2001.

Aproximadamente 80% da epiderme é constituida de queratinécitos que
sao as células responsaveis pela formagao do epitélio estratificado pavimentoso.
Estas células possuem este nome devido a sua fungdo essencial, que € a
fabricagdo de queratina, uma proteina que preenche as células mais superficiais
da epiderme para formar a camada cérnea. Um tipo de célula dendritica
chamada melandcito, que representa 13% da populacao celular da epiderme, se
distribui por toda a extens&o da epiderme e através de seus dendritos, distribui a

melanina que produz para os queratindcitos ao seu redor. Outra populagéo de

células presente na epiderme séo as células de Langerhans.



Estas células, presentes igualmente na boca, pulméo, bexiga, reto e
vagina, capturam antigenos que romperam a camada cornea da epiderme e
migram para derme onde apresentam antigenos para linfécitos T, induzindo
assim uma resposta imune (KOSTER e ROOP, 2004; KRUEGER e BOWCOCK,

2004) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema simplificado de uma secgéo transversal da epiderme. 1-
queratinocitos, 2-melandcito, 3- célula de Langerhans, 4- papilas dérmicas.
Fonte: Freinkeil e Woodley, 2001.

O formato ondulado da camada da epiderme mais préxima a derme
aumenta a superficie de contato entre estas duas, favorecendo assim trocas de
elementos nutritivos e metabolicos. A interface entre estas duas camadas da
pele é denominada jungcdo dermoepidérmica. A derme € um tecido conjuntivo
constituido por uma grande variedade de tipos celulares e por uma abundante

matriz extracelular. Esta matriz € formada por células residentes da derme

conhecidas como fibroblasto, as quais sintetizam diferentes macromoléculas que



entram na constituicdo da matriz extracelular (STADELMANN et al., 1998;
ECKES e KRIEG, 2004; DHOVAILLY et al., 2004).

Na derme, estdo as artérias, veias sanguineas e vasos linfaticos. As
artérias e seus ramos menores, as arteriolas, provenientes do ventriculo
esquerdo pela aorta, veiculam o sangue rico em oxigénio e nutrientes. Vénulas e
veias asseguram o retorno dos residuos provenientes do metabolismo celular e
em particulas do dioxido de carbono. Através destes vasos a derme recebe
outros tipos celulares conhecidos como células migratorias: macrofagos,
linfécitos, eosindfilos, neutrdfilos entre outras. Estas células desempenham um
importante papel em eventos como infeccdo de microorganismos, inflamacgao e
na cicatrizagao (WILKES e KUPPER, 1996; RYAN, 2004; WELSS, 2004).

A derme também conta com um sistema de inervacdo sensitiva e
vegetativa. Nervos vegetativos inervam glandulas sudoriparas, musculo
piloeretor e vasos sanguineos e auxiliam no controle da temperatura corporal.
As inervagcdes sensitivas da derme composta por receptores periféricos
conduzem estimulos mecanicos, térmicos, quimicos e dolorosos para o sistema
nervoso central (GAULE e FRY, 2003; GOODWIN e WHEAT, 2004).

A barreira fisica gerada pela pele ndo s6 protege os 6rgaos internos e
limita a passagem de substancias, mas também estabiliza a temperatura e
pressao sanguinea atraveés de seus sistemas de circulagédo e evaporagdo. A pele
€@ capaz de sintetizar horménios (ex. dehidrotestosterona) e vitaminas (ex.
vitamina D) assim como metabolizar xenobioticos (CHUONG et al., 2002). A pele

também é responsavel por sensacdes de toque, dor, calor e frio (através de suas



terminagdes nervosas livres e encapsuladas como os corpusculos de Vater-
Pacini e Ruffini); expressa cor em situagoes de raiva, ansiedade, medo, além de
servir como diferenciagdo pessoal por sua variagao individual de cor, odor e

textura (BARRY, 1983; GOODWIN e WHEAT, 2004).

1.2. Patologias cutdneas

Devido a grande extensao e contato com o meio ambiente e seus agentes
agressores, a pele e seus anexos apresentam varias disfungdes. Conforme o
tipo de agente agressor, a pele pode sofrer uma lesao fisica como cortes,
gueimaduras por radiagado ultravioleta, lesdo quimica como queimadura por
solventes organicos ou infecgdo por microorganismos como virus (Herpes sp.)
ou fungos (Candida sp.). As disfungbes também podem ser classificadas de
acordo com o local que acometem a pele, como a psoriase e ictiose (disfungao
na epiderme), dermatite herpetiformis (disfungdo na jungcdo derme-epiderme),
urticaria e queldide (disfungédo na derme) (SOTER, 1981; MILLIKAN et al.,, 1992;
API, 2002; FAERGEMANN, 2002; ROWSE e EMMETT, 2004).

Muitas destas lesdes e disfungdes apresentam em seu decorrer um
processo inflamatorio. A inflamagao representa uma complexa mobilizacdo dos
sistemas de defesa celular e humoral do organismo, com participagéo vascular,
neural e hormonal, desencadeada por estimulos fisicos, quimicos ou biologicos.
A sua finalidade é tentar circunscrever a alteracdo ao local de sua incidéncia e
evitar a sua disseminagdo a outras regides do organismo (BECKER, 1997;

KUSHNER, 1998).



1.3. Processo inflamatorio cutaneo

O processo inflamatoério na pele € produzido e mantido pela interagédo de
varios tipos celulares residentes como as terminagdes nervosas, queratindcitos,
fibroblastos, mastocitos, células endoteliais e macréfagos, além de células que
migram para o tecido inflamado como neutrdfilos, eosindfilos, mondcitos, e
linfocitos (NICKLOFF e NESTLE, 2004). A interagdo destes tipos celulares é
modulada por substancias conhecidas como mediadores inflamatorios.

Desta forma, varios mediadores pro-inflamatérios soluveis sao liberados,
incluindo os neuropeptideos (substancia P, CGRP etc), metabdlitos do acido
araquidonico (leucotrienos, prostaglandinas etc), monoaminas (histamina,
serotonina etc) e citocinas (interleucinas, interferons etc). Estes mediadores por
sua vez, através da estimulacdo de seus respectivos receptores, produzem
diversos segundos mensageiros que ativam multiplas vias de sinalizagao,
incluindo proteinas quinases (PK) como a PKC, PKA e as proteinas quinases
ativadas por mitogenos (MAPK). As proteinas quinases por sua vez podem
desencadear respostas que modificam a expressdo de proteinas da célula em
guestdo. Para tal, ocorre a ativacdo de fatores de transcricdo nuclear, como o
fator de transcricdo nuclear-kB e o AP-1 (proteina ativadora-1), os quais sao
responsaveis pela transcricdo de diversas proteinas (citocinas, enzimas etc), e
dessa forma funcionam modulando, mantendo e amplificando a resposta
inflamatéria (BUCKLE e HEDGECOCK, 1997; PUIGNERO e QUERALT, 1997;

BHAGWAT et al., 1999).



1.4. Patologias inflamatorias cutaneas

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

A falha de algum destes mecanismos reguladores pode fazer com que
este processo, inicialmente resolutivo, perca o controle e desregule a
homeostase do o6rgédo, predispondo o mesmo a desenvolver um processo
inflamatorio crénico. Uma resposta inflamatoria excessiva significa uma
manifestacao clinica que necessita de uma intervencéao terapéutica (BUCKLE e
HEDGECOCK, 1997; ROBERT e KUPPER, 1999; DEBENEDICTIS et al., 2001).

Existe um grande numero de patologias caracterizadas por um processo
inflamatorio ou com um componente imunolégico (Tabela 1). Assim, mesmo
pertencendo ao mesmo grupo de patologias (inflamatorias) os sintomas e os
mecanismos envolvidos com sua patogénese sdo muito diferentes. Desta forma,
existem patologias iniciadas por um processo alérgico ou irritativo que podem
transcorrer por curto ou longo prazo, denominadas agudas e crénicas,

respectivamente. Ou seja, pesquisar doencgas inflamatérias cutdaneas nao



necessariamente significa estudar patologias com mesmo perfil e mesmo tipo de

tratamento.

Tabela 1. Exemplos de patologias cutdneas com envolvimento de inflamagao.

Patologia

Caracteristica

Dermatite atépica

patologia inflamatoria crénica
associada a uma hiperreatividade
causada por alérgenos indcuos a
individuos n&o atopicos

Dermatite de contato

dermatose alérgica causada por um
agente externo posto em contato
com a pele (ex. niquel)

Dermatite por irritagéo

processo inflamatorio causado por
um agente agressor (ex. acidos)

Psoriase

processo inflamatério crénico com
lesbes erimatoescamosas causadas
por um disturbio hiperproliferativo de
gueratinécitos

Pénfigo

formagéo de bolhas na epiderme em
associacao a auto-anticorpos
dirigidos contra constituintes da
superficie de queratindcitos

Vitiligo

despigmentacao da pele causada
por um processo auto-imune, onde
linfocitos T atacam melandcitos

Fonte: Poyner, 2000.




As doencas inflamatérias da pele tém grande incidéncia na populagéo,
algumas destas patologias como a psoriase acometem 3% da populagdo
mundial. Entretanto, os medicamentos atualmente disponiveis na pratica
médica, como antiinflamatérios ndo  esteroidais, anti-histaminicos,
glicocorticéides e imunosupressores, estdo muito longe de tratar com eficacia
processos inflamatérios cutédneos crénicos como a psoriase e a dermatite
atopica. Estes medicamentos possuem baixa eficacia e na maioria das vezes
séo inefetivos: cerca de 79% dos tratamentos para estas patologias falham na
primeira opgao de tratamento. Além disso, existe baixa aderéncia ao tratamento
devido a pouca aceitagdo dos medicamentos devido as caracteristicas fisicas
(cosméticas), seus efeitos adversos e a necessidade de uso continuo dos
mesmos. Os estudos clinicos realizados com pacientes portadores de psoriase
demonstraram que cerca de 40% dos pacientes interromperam o tratamento
antes de seu término (DISEPIO et al., 1999; BITO et al., 2002).

Outro ponto importante a ser considerado na prioridade de
desenvolvimento de novos medicamentos para este tipo de patologias é o fato
de que aproximadamente 30% dos produtos da medicina tradicional sdo usados
para o tratamento de patologias relacionadas com a pele e, paradoxalmente,
apenas 3% dos novos farmacos desenvolvidos atualmente destinam-se ao
tratamento destas doengas. Motivo pelo qual, a academia e a industria

farmacéutica vém estudando novas alternativas para o tratamento das



patologias que acometem a pele, bem como novos alvos terapéuticos e novas
entidades quimicas (GRAHAM-BROWN, 2000; CAUWENBERGH, 2002).

Enzimas como proteinas quinases, ciclooxigenases, fosfolipases e outras
proteinas como citocinas e receptores de membrana s&o consideradas alvos
promissores para o desenvolvimento de novos medicamentos e tém gerado
grande interesse para descoberta de uma nova geragdo de antiinflamatorios
para tratamento de patologias como a artrite, asma, esclerose multipla e
psoriase (BHAGWAT et al., 1999).

Mesmo apods a evolugdo no conhecimento da patofisiologia de diversas
doencas e o surgimento de novas estratégias de desenvolvimento de farmacos,
varios medicamentos utilizados como antiinflamatérios para patologias cutaneas
atuam sem um alvo terapéutico definido. Cada vez mais o desenvolvimento de
farmacos busca uma molécula com maior eficacia e menos efeitos adversos
(NESTLE e NICKOLOFF, 2004).

Um exemplo &€ o desenvolvimento de moléculas e anticorpos com
afinidade por receptores de linfocitos T para o tratamento da psoriase. O
Daclizumab (Zenapax®; Protein Design Labs), um anticorpo humanizado, se liga
a subunidade de alta afinidade do receptor da interleucina-2 (CD 25) que esta
envolvido com a proliferagdo e ativagdo de linfocitos. Esse produto esta em
ensaio clinico de fase Il em pacientes com psoriase severa (KANITAKIS et al.,

2003; NESTLE e NICKOLOFF, 2004).
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1.5. Plantas como estratégia para o desenvolvimento de novos

medicamentos

Métodos modernos utilizados para o desenvolvimento de novas
moléculas, como a quimica combinatoria, tém apresentado de maneira geral
pouco éxito no desenvolvimento de novos medicamentos (STROHL, 2000;
CAUWENBERGH, 2002; MENDONCA e BURDEN et al., 2003). Assim, fontes
de substancias naturais, incluindo os compostos derivados de plantas, tém sido
utilizadas como estratégia para obtengcdo de novos compostos biologicamente
ativos. A importancia histérica das substancias ativas obtidas de plantas como
prototipo para o desenvolvimento de farmacos € incontestavel. A descoberta da
atividade biolégica destas substancias nao representou apenas o surgimento de
grupos novos de medicamentos, mas possibilitou a identificagdo de novas
intervengdes terapéuticas. Ndo se conheciam anestésicos locais, bloqueadores
musculares, anticolinérgicos, entre outras categorias terapéuticas, antes do
isolamento e estudo da atividade da cocaina, da tubocurarina e da atropina,
respectivamente (BRUNETON, 1993; CALIXTO et al., 2001).

Os compostos produzidos pelas plantas a partir de moléculas essenciais
a sua vida, como carboidratos, proteinas e lipideos sdo chamados de
metabolitos secundarios. Os metabdlitos secundarios eram considerados
produtos de excregdo do vegetal sem possuir funcdo definida, sendo

negligenciado seu estudo cientifico por muito tempo. Atualmente, suas funcdes
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ja foram reconhecidas, por exemplo: defesa contra herbivoros e
microorganismos, protecdo contra raios UV e atracdo de polinizadores. Essas
substancias sao divididas em grupos de acordo com suas estruturas e/ou origem
biogénica. O numero atualmente conhecido destas substancias é de
aproximadamente 140.000, divididos em grupos nomeados terpenos,
flavondides, taninos, cumarinas, lignanas, alcaldides, esterdides entre outros
(PHILLIPSON, 1999; STROHL, 2000; VERPOORTE, 2000).

Apesar da evolugdo da quimica combinatoria e da sintese de moléculas,
as plantas tém a capacidade de produzir estruturas quimicas raras com grande
diversidade molecular devido a inumeros genes que controlam a produgao de
enzimas responsaveis por esta biossintese. Além disso, estes compostos séo
produzidos por organismos que tém sistemas homdlogos aos dos mamiferos,
conferindo assim uma alta chance de atividade biologica a estes compostos
(GOTTLIEB et al., 2002; LEE, 2004). Um exemplo é a molécula do terpeno taxol,
isolada da planta Taxus brevifolia, identificado em 1971 e aprovado para o
tratamento de cancer no ovario nos Estados Unidos (1992). A sintese total
dessa molécula so6 foi conseguida em 1994, entretanto, sua utilizagdo na clinica
foi considera economicamente inviavel (NISBET e MOORE, 1997; KINGSTON,
1994).

O maior grupo de metabdlitos secundarios presente no reino vegetal € o
dos terpenos. Até o momento, ja foram isolados aproximadamente 30.000
terpenos, numero muito superior ao de qualquer outro grupo de produtos obtidos

de fontes naturais. Os terpenos distribuem-se amplamente
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na natureza e sao encontrados em abundancia nas plantas superiores. Sao
encontrados também em fungos, organismos marinhos, feroménios de insetos e
em suas secregbes de defesas. O numero de unidades incorporado em
determinado terpeno serve como base para a classificacdo desses compostos.
Assim, 0sS monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e 0s
tetraterpenos ou carotenos possuem 2, 3, 4, 6 ou 8 unidades de isopreno
respectivamente. Os terpenos vegetais desempenham fung¢des importantes
como defesa (fitoalexinas), repelentes de insetos, agentes de atragao polinica,
agentes de defesa contra herbivoros, feroménios, aleloquimicos, horménios
vegetais e por funcionarem como moléculas de sinalizagdo (BRUNETON, 1993;
MCCASKILL e CROTEAU, 1997; VEERPOTE, 2000) .

Muitos terpenos produzidos por plantas sdo de interesse farmacologico. O
diterpeno taxol e os alcaldides derivados dos monoterpenos vincristina e
camptoricina, por exemplo, s&o utilizados na clinica para o tratamento do cancer
(MCCASKILL e CROTEAU, 1998). Triterpenos tém sido descritos como agentes
antiinflamatérios, essa atividade tem sido atribuida a diversos mecanismos de
acgao, incluindo inibicdo da produgao de eicosandides e citocinas, peroxidagao
lipidica e interagdo com proteinas quinases (SAFAYHI e SAILER, 1997;
HASMEDA et al., 1999; CALIXTO et al., 2003; CALIXTO et al., 2004).

Embora as plantas medicinais sejam utilizadas frequentemente para
tratamento e estratégia para o desenvolvimento de novos medicamentos

(MANTLE et al., 2001), este recurso é ainda pouco explorado: a atividade
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biologica foi avaliada somente em 6% das 250.000 espécies de plantas

identificadas no mundo (VERPOORTE e MEMELINK, 2002; RATES, 2001).

1.6. Importancia de plantas e metabdlitos secundarios no tratamento da
inflamacgao cutanea

Diversos produtos dermatologicos contém em sua composigédo terpenos
isolados ou como componentes de extratos de plantas (DATTER, 2004). Entre
as 300 plantas medicinais e produtos vegetais oficialmente avaliados pela
Comisséo E (corpo cientifico responsavel pela validagado de plantas medicinais
na Alemanha), 40 s&o destinadas ao uso na dermatologia. Sendo que 10 destas
plantas (Tabela 2) tém papel significativo na pratica terapéutica, incluindo a
arnica (Arnica montana), a camomila (Matricaria recutita) e a caléndula
(Calendula officinalis). Estas plantas s&o largamente utilizadas pela populagéo
para o tratamento de inflamag¢des cutaneas, sendo comprovado sua eficacia e
seguranca através de estudos cientificos pré-clinicos e clinicos (BEDI e
SHENEFELT, 2002). Diversos terpenos presentes na camomila (como os
monoterpenos a-bisabolol e azuleno), na caléndula (como os triterpenos
taraxasterol e o lupeol) e na arnica (como a sesquiterpeno lactona helenalina)
sdo o0s responsaveis pelos efeitos antiinflamatérios destas plantas

(BLUMENTHAL, 2003).
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Tabela 2. Plantas medicinais utilizadas na pratica terapéutica dermatologica
segundo Comissao E (Alemanha).

PLANTAS MEDICINAIS UTILIZADAS NA PRATICA
TERAPEUTICA DERMATOLOGICA

Nome Cientifico

Nome Popular

Indicacdao Dermatologica

Matricaria recutita

Camomila

Inflamagdes cutaneas e de
mucosas

Hamamelis virginiana

Hamamélis

Lesbes cutdneas brandas,
hemorrdéidas

Solanum dulcamara

Doce amarga

Dermatites cronicas

Oenothora biennis

Primula

Dermatite atépica,

neurodermatite
S R Ferimentos, ulceracdes
lendula officinalis Caléndula o ’
Calendula offic cicatrizacao
Echinacea purpurea Equinacea Ferimentos superficiais de
purp 9 dificil cicatrizacéo
. L Mialgias, queimaduras de
Hypericum perforatum Hipericum D
ypericum pertoratu P primeiro grau
. . Traumas cutaneos e
Arnica Montan Arnica
ca Montana musculares
Symphythum officinale Confrei Escoriagdes, estiramentos
. Edema pos-traumatico e
Ananas comosus Abacaxi

pos-operatorio

Fonte: Blumenthal, 2002.
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Recentemente, no Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina foram isolados triterpenos
com nucleo pentaciclico (Figura 3) da planta Protium kleinii, identificados como
sendo a a-amirina, B-amirina, breina, 3-ceto-11-hidroxi-ursa-12-eno, 3-0x0-11-
hidroxi-olea-12-eno, 3-ox0-11-16-di-hidroxi-ursa-12-eno (Figura 4), sendo estes

trés ultimos inéditos na literatura.

Figura 3 - Nucleo comum dos triterpenos pentaciclicos

Protium sp, o principal género da familia Burceraceae e o mais frequente
na Ameérica do Sul, é composto por plantas utilizadas na medicina popular como
cicatrizante, antiinflamatoria e para o tratamento da ulcera no estdbmago
(KHALID, 1983). Estudos fitoquimicos anteriores demonstraram a presencga de
lignanas na Protium tenuifolium e Protium unifoliolatum, cumarinas na Protium
opacum e triterpenos como maniladiol e breina na Protium heptaphyllum
(ZOGHBI et al., 1981; SIQUEIRA et al., 1995; SIANI et al., 1998). Além disso,
estudo realizado por Siani e colaboradores (1999) demonstrou a atividade

antiinflamatoria nos 6leos essenciais isolados das folhas e resinas de diferentes
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espécies do género Protium, incluindo a P. heptaphyllum, P. strumosum, P.
lewellyni e a P.hebetatum.

Protium kleinii (Figura 5) é uma espécie vegetal exclusiva da costa
atlantica do sul do Brasil, encontrada somente nos Estados do Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Na medicina popular, sua goma € usada como
emplastro aplicado em cima de bernes e as folhas e a casca sdo usadas no

tratamento de inflamagdes cutaneas, gangrenas e ulceras (REITZ, 1981).

o—amirina B—amirina

breina 3-ceto-11, 16, hidroxi-ursa-12-eno

3-ceto-11, hidroxi-ursa-12-eno 3-ceto-11, hidroxi-olea-12-eno

Figura 4 - Estrutura quimica de triterpenos pentaciclicos isolados da P. kleinii.
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Figura 5 - Foto da planta Protium kleinii
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Os triterpenos pentaciclicos sdo encontrados em diversas plantas,
incluindo nas espécies do género Protium, e muitos estudos demonstraram seus
efeitos antiinflamatorios em modelos de inflamagéo cutédnea (para revisdo ver
SAFAYHI e SAILER et al., 1997). Os triterpenos pentaciclicos faradiol,
taraxasterol e lupeol, isolados da Calendula officinalis, apresentam atividade
antiinflamatéria quando avaliados no modelo de edema de orelha induzido pelo
o0leo de croton (DELLA LOGGIA et al, 1990). Neste mesmo modelo de
inflamag&o cutanea podemos destacar a atividade antiinflamatéria de diversos
triterpenos pentaciclicos como, por exemplo, o acido ursdlico, betulina, acido
oleandlico, friedelina, acido asiatico entre outros (RECIO et al., 1995; GINER-
LARZA et al., 2001). Inoue e colaboradores (1988; 1989 e 1996) demonstraram
gue o triterpeno pentaciclico acido glicirritinico, isolado de plantas como Glycirra
glabra e Luffa cyclindrica, e seus derivados foram efetivos em inibir o edema de
orelha induzido pela aplicacdo tdpica de acido araquidénico, TPA ou de
capsaicina. A relevancia destes compostos pode ser observada em paises como
0 Japéo, onde cremes contendo extrato da Luffa cyclindrica (contendo acido
glicirrizico) sdo comercializados para o tratamento de patologias inflamatorias
cutaneas e da irritacdo solar, sendo estes protegidos por trés patentes
internacionais (DARSHAN e DORESWAMY, 2004).

Entretanto, os estudos dos mecanismos da agao antiinflamatéria destes
triterpenos sao escassos. Podemos destacar o triterpeno pentaciclico lupeol que
apresenta atividade antiinflamatoria em diversos modelos de inflamagéo cuténea

relacionada com inibicao da liberacao de mediadores
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inflamatorios como a prostaglandina E;, fator de necrose tumoral-a e a
interleucina 1- (Fernandez et al., 2001) assim como a inibigdo da expressao da
enzima ciclooxigenase-2 e a ativagao fator de transcricdo nuclear-xB (SALEEN
et al., 2004).

Somando os fatos acima descritos e a caréncia de estudos cientificos
conclusivos a respeito do efeito antiinflamatoério dos triterpenos pentaciclicos,
procuramos avaliar, através de estudos farmacologicos pré-clinicos realizados in
vivo e in vitro, 0os possiveis efeitos antiinflamatérios, bem como esclarecer
alguns dos mecanismos envolvidos nessas acdes a partir de extratos e

triterpenos pentaciclicos isolados da planta Protium kleinii.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar o efeito antiinflamatorio de extratos e de compostos isolados da
planta Protium kleinii em modelos de inflamac&o cutanea e investigar, através de
técnicas farmacologicas, bioquimicas e de biologia molecular, alguns dos
mecanismos que estdo relacionados com a acgdo antiinflamatéria desses

compostos.

2.2. Objetivos Especificos

1-Analisar o efeito antiinflamatoério de extratos e compostos isolados da Protium
kleinii nos modelos de edema de orelha mediado pelo 12-O-tetradecanoilforbol
acetato (TPA), acido araquiddnico, capsaicina, fenol, zimosan ou oxazolona em
camundongos.

2- Avaliar a migracao celular em tecido cutaneo no modelo de edema de orelha
induzido pelo TPA em camundongos tratados com extratos e compostos
isolados da Protium kleinii.

3- Avaliar a atividade, a expressdo de enzimas, 0s niveis de mediadores e
fatores de transcricdo induzido pelo TPA em camundongos tratados com

extratos e/ou compostos isolados da Protium kleinii.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Isolamento e identificacao quimica dos constituintes da P. kleinii

O material vegetal foi coletado no morro do Bau (Santa Catarina, Brasil) e
foi classificado pelo Dr. Ademir Reis como sendo a espécie Protium kleinii. Uma
amostra foi depositada no Herbario Barbosa Rodrigues (ltajai-SC) com o codigo
VC Filho 22. A casca do caule da P. kleinii foi triturada e macerada por 14 dias
em temperatura ambiente com cloroférmio, hexano ou éter dietilico em uma
propor¢ao de 1:10 (peso/volume). O material depois de maceragao foi
evaporado sob baixa pressao gerando os extratos éter, cloroférmio e hexano. O
extrato éter foi submetido a cromatografia liquida em coluna de silica sendo
adicionados como eluentes: hexano, hexano-acetato de etila, acetato de etila,
acetato de etila-metanol, metanol e agua sucessivamente. Das fragdes eluidas
foram isolados sdlidos cristalinos identificados como: a-amirina, p-amirina,
breina, 3-ceto-11-OH-ursa-12-eno, 3-0x0-11-OH-olea-12-eno e 3-oxo0-11-16-di-
OH-ursa-12-eno. A identificacdo dos compostos foi realizada com auxilio de

espectro de 'H e '*C RMN (ressonancia magnética nuclear).
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3.2. Animais

Para a realizagao dos experimentos foram utilizados camundongos sui¢cos
(25-35 g) e ratos Wistar machos (120-160 g) mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Farmacologia, CCB-UFSC, em temperatura de 22 + 2 °C, em
ciclo claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e ragdo. Os animais
foram mantidos no laboratério para adaptacéo por um periodo de pelo menos 1
hora antes do inicio dos experimentos e foram usados somente uma vez em
cada teste. Os experimentos foram conduzidos de acordo com orientagdes para
0os cuidados com animais de laboratério e consideragbes éticas para
investigagdo de dor experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN,
1983). Os protocolos experimentais foram encaminhados e aprovados pelo
Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Santa

Catarina.

3.3. Avaliagao do edema de orelha

O edema foi expresso como 0 aumento da espessura (em um) da orelha
dos camundongos. A espessura da orelha foi medida antes e apds a inducéo do
processo inflamatério utilizando um micrémetro (Mitutoyo Serie 293). A medida
foi realizada proxima a extremidade medial da orelha e a sua espessura foi
registrada em um. Para minimizar variagdes devido a técnica, os experimentos

foram realizados por um unico experimentador. Os compostos, extratos e
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agentes flogisticos foram dissolvidos em 20 uL de acetona e aplicados na orelha

direita de camundongos.

3.4. Edema de orelha induzido pela aplicagao topica de TPA (12-O-

tetradecanoilforbol acetato)

O edema foi induzido pela aplicagéo topica de TPA (2,5 pg/orelha) na
orelha direita de camundongos. Os extratos e compostos isolados da P. kleinii
ou a dexametasona (utiizada como controle positivo) foram aplicados
topicamente logo apds a aplicagédo do TPA. O aumento da espessura da orelha
foi avaliado 6 h apos a aplicagdo do agente flogistico (DE YOUNG et al., 1989).
Bidpsias (circulos de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos) das orelhas
dos camundongos foram coletadas 24 h apods a aplicacao do TPA e submetidas
a avaliacdo histologica e da atividade das enzima mieloperoxidase (ver método a

seqguir), indicativo da presenca de leucdcitos polimorfonucleares.

3.5. Edema de orelha induzido pela aplicagao topica de acido araquidénico

O extrato éter, a-amirina ou a fenidona (inibidor dual da COX/LOX,
uitlizado como controle positivo) foram administrados topicamente, 30 min antes
da aplicacdo de acido araquidonico (2 mg/orelha) na orelha direita de
camundongos. O aumento da espessura da orelha foi avaliado 1 h apds a

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

24



3.6. Edema de orelha induzido pela aplicagcao topica de capsaicina

Com o objetivo de avaliar o efeito do extrato éter ou da a-amirina em um
modelo de inflamagdo cutanea neurogénica, os mesmos foram administrados
topicamente, 30 min antes da aplicagdo da capsaicina (50 ug/orelha) na orelha
direita de camundongos. O aumento da espessura da orelha foi avaliado 30 min

apos a aplicagao do agente flogistico (GABOR e RAZGA, 1992).

3.7. Edema de orelha induzido pela aplicagao topica de fenol

Com o objetivo de avaliar o efeito do extrato éter ou da a-amirina em um
modelo de inflamagdo cutdnea causada por um solvente, estes foram
administrados topicamente, 30 min antes da aplicacado de uma solucdo de 10%
(v/v) de fenol em acetona (20 pl/orelha) na orelha direita de camundongos. O
aumento da espessura da orelha foi avaliado 2 h apos a aplicagado do solvente

irritante (LIM et al., 2004).

3.8. Edema de orelha induzido pela aplicagcao topica de zimosan

O zimosan, polissacarideos da parede celular de fungos, € utilizado como
agente indutor de inflamacdo em diversos modelos animais como edema de
pata, peritonite, pleurisia, dermatites entre outros. A resposta inflamatoria
causada pelo zimosan € atribuida a ativagdo do sistema complemento e a

liberacdo de interleucina-1 de macrofagos, neutrofilos entre outras células.
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Para avaliar o efeito do extrato éter da P. kleinii e da o-amirina frente a
uma resposta inflamatoéria causada por microorganismos, 0 zimosan foi
suspenso em salina estéril na concentragdo de 1% (p/v) e aplicado (com uma
microseringa) intradermicamente nas orelhas (10 ul por orelha) de
camundongos. O extrato éter da P. kleinii e a a-amirina foram administrados por
via topica, juntamente com aplicacdo do zimosan e 0 edema avaliado 6 h apds a

aplicacdo do mesmo (ERDO et al., 1993).

3.9. Edema de orelha induzido pela aplicagao topica de oxazolona

A sensibilizagdo dos camundongos foi realizada com a aplicagao tépica
de 50 ul de uma solugdo de oxazolona a 2% (p/v) em acetona na parte ventral
dos animais em dois dias consecutivos. Apds 6 dias o desafio foi realizado. Para
tal, 30 ul de uma solugédo de oxazolona a 2% foi administrada topicamente nas
orelhas dos camundongos. O extrato éter da P. kleinii ou a o-amirina foram
administrados por via topica 3 h apds cada aplicagdo de oxazolona e o edema
avaliado 96 h apds o desafio (RECIO et al., 2000). Apds a avaliacdo do edema,
biépsias (circulos de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos) das orelhas
dos camundongos foram coletadas e submetidas a avaliacdo da atividade das
enzima mieloperoxidase (ver método a seguir), indicativo da presenca de

leucécitos polimorfonucleares.
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3.10. Edema de orelha induzido pela aplicagao multipla de TPA

Para avaliar o possivel efeito curativo da a-amirina em um processo
inflamatorio pré-estabelecido, utilizamos um modelo de inflamag&o crénica. O
processo inflamatorio cronico foi induzido pela aplicagdo de 20 ul de TPA (2
ug/orelha) em dias alternados durante 9 dias. A a-amirina e o glicocorticoide
dexametasona (utilizado como controle positivo), dissolvidos em 20 ul de
acetona, foram aplicados topicamente durante 4 dias (2 vezes ao dia) apds o
quinto dia do experimento (STANLEY et al., 1991). Apds a avaliagdo do edema
no ultimo dia biopsias (circulos de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos)
das orelhas dos camundongos foram coletadas e submetidas a avaliagdo da
atividade das enzimas mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glucosaminidase (ver
meétodo a seguir), indicativo da presenca de leucdcitos polimorfonucleares e

mononucleares, respectivamente.

3.11. Medida da atividade enzimatica da mieloperoxidase

A atividade da enzima mieloperoxidase, utilizada como indicativo da
presenga de leucdcitos polimorfonucleares, foi avaliada utilizando metodologia
de Bradley e colaboradores (1982) modificada por De Young e colaboradores
(1989). As biopsias (circulos de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos)
foram adicionados a 0,75 mL de tampao fosfato de sd6dio 80 mM e pH 5,4

contendo 0,5% de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) e homogeneizado por cerca
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de 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em microtubos e adicionados 0,75
mL do tampao anteriormente descrito. A amostra (1,5 mL) foi colocada em
microtubo e centrifugada a 12000 x g a 4°C por 15 min. Triplicatas de 30 uL do
sobrenadante foram colocadas em placas de 96 pocos e posteriormente
adicionados 200 pL de uma mistura contendo 100 pL de tamp&o fosfato de sodio
80 mM pH 5,4, 85 uL, PBS 0,22 M pH 5,4 e 15 puL de peroxido de hidrogénio
0,017% em cada pogo. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 20 uL de
tetrametilbenzidina HCI| (TMB) 18,4 mM dissolvida em uma solu¢gdo aquosa de
dimetilformamida a 8%. A placa foi incubada a 37°C por 3 min e a reacéao foi
interrompida pela adi¢do de 30 uL de acetato de sédio 1,46 M pH 3,0 em cada
poco. A atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente usando leitor
de placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL 808) na absorbancia de 630 nm e

expressa como mDO/biopsia.

3.12. Anadlise histoldgica

Amostras de orelhas coletadas de camundongos submetidos ao modelo
de edema de orelha induzido pela aplicagao topica de TPA foram fixadas em
formalina tamponada a 4%. As orelhas foram desidratadas, blocadas em
parafina, seccionadas em cortes de 3-4 um e corados com hematoxilina e eosina
ou PAS (acido periodico de Schiff) (RECIO et al.,, 2000). Para avaliagdo da
espessura da epiderme foi utilizada lente ocular graduada. A infiltragdo celular
(leucocitos) foi avaliada em areas representativas em aumento de 200 e/ou

400x.
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3.13. Medida da atividade enzimatica da NAG (N-acetil-S-D-

glucosaminidase)

A atividade da enzima NAG, utilizada como indicativo da presenca de
leucécitos mononucleares, foi avaliada no modelo de inflamacédo causada pela
aplicacao repetida de TPA na orelha dos camundongos, utilizando metodologia
de Sanchez e Moreno (1999). As bidpsias (circulos de 6 mm de tecido da orelha
dos camundongos) foram adicionados a 0,75 mL de tampao fosfato de sddio 80
mM e pH 5,4 contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e
homogeneizado por cerca de 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em
microtubos e adicionados 0,75 mL do tamp&o anteriormente descrito. As
amostras (1,5 mL) foram adicionadas em microtubos e centrifugadas a 12000 x
g a 4°C por 15 min. Triplicatas de 25 uL do sobrenadante foram colocadas em
placas de 96 pogos e posteriormente adicionados 100 uL de tampao citrato 50
mM (pH 4,5). A reagao foi iniciada pela adicdo de 25 uL de p-nitrofenil-
acetamida-u-D-glicopiranosideo (2,24 mM) dissolvido em dimetilformamida. A
seguir a placa foi incubada a 37°C por 1 h e a reacgéo foi interrompida pela
adicdo de 30 uL de acetato de sodio 1,46 M pH 3,0 em cada pogo. A atividade
enzimatica foi determinada colorimetricamente usando um leitor de placas (Bio-
Tek Ultra Microplate reader EL 808) na absorbancia de 405 nm e expressa como

mDO/biopsia.
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3.14. Avaliagao dos niveis de Interleucina-1p (IL-1p)

O nivel tecidual da citocina IL-1p foi avaliado 6 h apds a aplicagdo do TPA
nas orelhas de camundongos utilizando o método de ELISA como descrito
previamente por Pinheiro e Calixto (2002) com pequenas modificagdes. As
bidépsias (circulos de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos) foram
homogeneizados em um tampao PBS contendo 0,05% de Tween 20, 0,1 mM de
fluoreto de fenitilmetilsulfonil (PMSF), 0,1 mM cloreto de benzameténio, 10 mM
de EDTA e 20 uM de aprotinina e centrifugadas a 3000 x g por 10 min, o
sobrenadante foi coletado e estocado para analise posterior. Os niveis de IL-1
foram avaliados utilizando um kit de ELISA (R&D System, EUA), seguindo

instru¢des do fabricante.

3.15. Avaliagao dos niveis de prostaglandina E, (PGE))

Para avaliagao dos niveis de PGE; foi empregado o método descrito por
Lloret e Moreno (1995). Para tal, bidépsias (circulos de 6 mm de tecido da orelha
dos camundongos) retiradas dos camundongos 6 h apds a aplicacdo de TPA,
foram imediatamente homogeneizadas em 1 ml de metanol contendo 1% de HCI
1M. A segquir, foi adicionado 2 ml de agua destilada em cada tubo e os mesmos
conservados em gelo por 30 min. As proteinas insoluveis foram removidas por
centrifugagéo (30000 x g por 20 min). A PGE; foi extraida com acetato de etila (6

ml), sendo a fase aquosa descartada. A fase organica foi evaporada a vacuo e o
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material resultante da extragdo foi avaliado utilizando um kit de ELISA

(Amershan Pharmacia Biotech, Inglaterra), seguindo instrugcdes do fabricante.

3.16. Avaliagcao da atividade das enzimas COX-1 e COX-2

A atividade da enzima COX-1 e da COX-2 foi medida in vitro pelo Ensaio
Colorimétrico para Deteccdo de Inibidores da COX (Cayman Chemical, Ann
Arbor, EUA). O ensaio foi conduzido conforme recomendag&o do fabricante. A
atividade peroxidase da COX-1 ou COX-2 ovinas foi avaliada pelo aparecimento
da N’ tetrametil-p-fenilenediamina (TMPD) oxidada em 590 nm. A reagéo foi
realizada na presenga de a-amirina (1-30 yM) ou de DMSO (1%, veiculo usado
para diluir as drogas e utilizado como controle). Os dados foram expressos como

porcentagem da atividade em relag&o ao grupo controle.

3.17. Extragao de proteinas citosolicas e nucleares

Nesta série de experimentos, os tecidos foram preparados como descrito
por Sabourin e colaboradores (2002) com algumas modificagdes. As bidpsias de
orelhas de camundongos foram congeladas e armazenadas em freezer a —70°C
até o momento do uso. Os extratos protéicos foram preparados como descrito
por lalenti e colaboradores (2001) com algumas modificagdes. As biopsias foram
colocadas em tampao de lise gelado (HEPES 10 mM (pH 7,9), contendo: 1,5
mM de MgCl;, 10 mM de KCI, 0,5 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF),

0,5 mM de ditiotreitol (DTT), 50 mM de NaF, 2 mM de NasVO,4, 1,5 ug/ml de

inibidor de tripsina, 7 ug/ml de pepstatina A, 5 ug/ml de leupeptina e 10 ug/ml de
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aprotinina) e homogeneizados por 20 s, duas vezes. O homogenato foi
centrifugado a 10000 x g por 30 min e o sobrenadante foi separado como a
fracao citosolica das preparagoes. O pellet foi re-suspenso em tampéo com alta
concentragédo de sal (HEPES 20 mM (pH 7,9), contendo: 420 mM de NaCl, 1,5
mM de MgClI2, 0,2 mM de EDTA, 25% v/v de glicerol, 0,5 mM de PMSF, 0,5 mM
de DTT, 1,5 ug/ml de inibidor de tripsina, 7 pg/ml de pepstatina A, 5 pg/ml de
leupeptina e 10 pug/ml de aprotinina) e incubado sob agitagdo constante a 4°C
por 30 min. O homogenato foi centrifugado a 10000 x g por 30 min, sendo o
sobrenadante coletado como a fragao nuclear das preparacdes. A determinagao
da concentracdo de proteinas das amostras foi realizada utilizando o kit Bio-Rad
para determinagdo de proteinas (Bio-Rad Protein Assay Kif) segundo
recomendag¢des do fabricante. As fragcdes citosdlica e nuclear foram

armazenadas em freezer a —70°C até o momento do uso.

3.18. Avaliacao dos niveis da enzima COX-2, p38 MAPK, ERK e JNK pelo
ensaio de Western Blot

Com o objetivo de avaliar as possiveis alteracées no padrao de expressao
das proteinas COX-2, e as MAP quinases p38, ERK e JNK na pele de
camundongos foi utilizado a técnica de western blot. Para tal, biopsias (circulos
de 6 mm de didmetro de tecido da orelha dos camundongos) foram coletadas 30
min e 6 h apds a aplicagao topica do TPA para avaliacdo dos niveis das MAP
quinases e COX-2, respectivamente. A fragdo citosolica de extratos de biopsias

de orelhas, obtida como descrito anteriormente foi submetida a eletroforese em
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gel desnaturante e SDS-poliacrilamida (10-12%), sendo logo depois transferida
para uma membrana de polivinilidenodifluorido (PVDF). Apds a transferéncia, a
membrana foi bloqueada em solugéo de leite desnatado (5%) e posteriormente
incubada com anticorpo policlonal para a COX-2, p38 MAPK, ERK e JNK (Santa
Cruz Biotechnology, EUA). A visualizagdo das proteinas foi realizada utilizando
anticorpo secundario especifico conjugado a peroxidase e as bandas
imunorreativas foram visualizadas usando-se kit de aumento de
guimioluminescéncia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Inglaterra) e filme

radiografico, segundo recomendag¢des do fabricante.

3.19. Avaliagado da ativacdo do fator de transcricao NF-xB pelo ensaio da

mobilidade por deslocamento em gel (EMSA)

Para avaliar a ativagao do fator de transcricdo NF-«B, a fracdo nuclear
obtida de extrato de orelhas de camundongos coletadas 30 min apos a aplicagao
topica de TPA, foi submetida ao ensaio de deslocamento da ligagédo em gel por
eletroforese. O EMSA foi realizado utilizando o Kit Gel Shift Assay System
(Promega, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Resumidamente, o
oligonucleotideo de dupla-fita com consenso especifico para o NF-xB (5-

GATCAGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’) foi marcado nas extremidades com

[y**P]ATP (DuPont, Inglaterra) na presenga da T, polinucleotideo quinase por 10
min a 37°C. Os nucleotideos ndo incorporados foram removidos quando a

mistura foi eluida em uma coluna de Sefadex G-25 (Amersham Pharmacia
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Biotech., Inglaterra). Os extratos nucleares foram incubados com tampao de
ligagdo (10 mM Tris-HCI (pH 7,5), contendo: 1 mM MgCl,, 50 mM NacCl, 0,5 mM
DTT, 0,5 mM EDTA, 4% glicerol e 1 pug de poli-dldC) durante 20 min em
temperatura ambiente, em um volume final de 20 pl. Posteriormente, cada
amostra foi incubada por 30 min em temperatura ambiente com
aproximadamente 25000 cpm do oligonucleotideo-[*P]. O complexo proteina-
DNA foi avaliado em gel ndo-desnaturante de acrilamida/bisacrilamida em 0,25 x
de tampao Tris-borato/EDTA (TBE) a 150 V por 2 h. Logo em seguida, o gel foi
seco por vacuo e analisado utilizando o sistema de Phosfo-imager FUJIX BAS

2000 (Alemanha).

3.20. Ensaio de unido especifica para a [*HJ-resiniferatoxina na
medula espinhal de ratos.

Para confirmar a falta de eficacia do triterpeno a-amirina em previnir o
edema de orelha induzido pela capsaicina foi realizada a unido especifica para
[*H]-resiniferatoxina (agonista de receptores vanildides assim como a
capsaicina) como descrito previamente por Szallasi e colaboradores, 1998. Para
a obtencdo das membranas, a medula espinhal de ratos foi removida e
homogeneizada em tampéo A gelado (pH 7,4) contendo: (em mM) KCI 5; NaCl
5,8; MgCl, 2; CaCl, 0,75; glicose 12; sacarose 137 e acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazineetanesulfonico (HEPES), 10. O homogenato foi primeiramente
centrifugado por 10 min a 1,000 g a 4 °C, o pellet resultante desta centrifugagcao

foi descartado e o sobrenadante centrifugado a 35,000 g por 30 min a 4 °C. O



pellet resultante foi ressuspenso em tampao A e estocado a —70 °C até o dia do
experimento.

O ensaio foi realizado em duplicata com um volume final de 500 pl,
contendo tampao A, com 0,25 mg/ml de soro albumina bovina, membrana (100
ug/proteina) e 50 pM de [*H]-resiniferatoxina. Para a obtencdo da unido de
inibicdo, foram utilizadas diferentes concentragdes (0,01-10 uM) de capsaicina,
ou a-amirina (30 uM). Para a medida da unido inespecifico, 100 nM de
resiniferatoxina nao-radioativo foi incubado em alguns tubos. A reacdo foi
realizada transferindo os tubos para um banho com agua a 37 °C. Apdés um
periodo de 60 min de incubacdo, a reacdo foi parada pela transferéncia dos
tubos para um recipiente contendo gelo. 100 pg de as-acido glicoproteina bovina
foi adicionada em cada tubo para reduzir a unido inespecifica. Finalmente,
membrana ligada e livre foi separada por centrifugagédo durante 15 min a 20,000
g a 4 °C. A uniao especifica foi quantificada por contagem em cintilador. A uniao

especifica foi calculada como a diferenca da uniado total e inespecifica.

3.21. Ensaio de unido especifica para [°’H/-dexametasona em pulmao

de ratos

Com objetivo de avaliar a possivel interagao do triterpeno o-amirina com
0Ss receptores para glicocorticéides, tecidos de pulmido de ratos foram

homogeneizados em tampao (10 mM de HEPES-pH 7,5, 1 mM de EDTA , 20
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mM de molibdato de sodio, glicerol 10% e DTT 1 mM) e submetidos a
centrifugagéo (30 000 x g). O ensaio de unido especifica para receptor de
glicocorticéide foi realizado utilizando a [*H]-dexametasona como descrito por
Kalimi e Hubbard (1983) com pequenas modificacbes. Resumidamente, o
sobrenadante dos tecidos homogeneizados (50 yL, ~ 2 mg de proteina) foi
incubado em tamp3ao de ensaio (25 nM [*H]-dexametasona, 10 mM HEPES,
1mM EDTA, 20 mM molibdato de sodio, pH 7,5) por 24 h a 0 °C. A reagéo foi
interrompida e os receptores livres de ligacdo foram separados por dextrana-
carvao ativado (150 yL 2% carvao ativado/ 0,2% dextrana, PM 40 kDa). Apés a
homogeneizagao e centrifugacédo a 10 000 x g por 5 min, o sobrenadante foi
coletado e a radioatividade foi medida por cintilagdo liquida. A unido nao
especifica (ndo mais que 20% da unido especifica total) foi avaliada pela adi¢cao
de 25 yM (1000 vezes em excesso) de dexametasona nao radioativa e o
composto teste (a-amirina) foi avaliada nas concentragdes de 1 a 30 uM.
3.22. Irritagdo primaria de pele em camundongos em dose simples e
repetidas

A determinagao do potencial irritante e/ou dos efeitos corrosivos de uma
substéncia aplicada sobre a pele de mamiferos constitui uma etapa importante
gue indica os provaveis resultados da pele humana em exposicdo a esta
substéncia (BRITO, 1994). Por defini¢ao:

Irritacdo dérmica € a producdo de uma resposta inflamatéria na pele,

reversivel, frente a aplicagdo de uma substancia-teste.
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Corrosao dérmica € a producao de danos irreversiveis sobre a pele em
consequéncia da aplicagao de uma substancia-teste (BRITO, 1994).

Os parametros avaliados foram a formacdo de eritema e edema. O
edema foi verificado segundo o aumento da espessura da orelha dos
camundongos conforme descrito anteriormente e o eritema foi classificado em
grau zero (sem eritema), grau um (eritema leve), grau dois (eritema bem
definido), grau trés (eritema moderado) e grau quatro (eritema grave vermelho
violeta com formac&o de escaras). O eritema e o edema foram avaliados 1, 24 e
72 horas e 14 dias apds a aplicacdo topica da a-amirina (1mg/orelha) ou do
agente irritante lauril éter sulfato de sédio (20 yl de uma solugdo a 5%, v/v) nas
orelhas dos camundongos.

Se a a-amirina for capaz de induzir a producdo de edema ou eritema em
gualquer um destes pontos de avaliagao ela sera considerada uma substancia
irritante. Caso o eritema e/ou edema forem observados por mais de 14 dias apds
a aplicacao da a-amirina, seu efeito pode ser considerado corrosivo.

Para a avaliacdo do potencial irritativo de repetidas aplicagdes da a-
amirina, esta foi aplicada topicamente (1mg/orelha) a cada 48 horas durante 10
dias, a avaliagao foi realizada 24 horas apds cada aplicagdo seguindo o0 mesmo

protocolo descrito anteriormente.
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3.23. Fotossensibilizagao cutanea em camundongos

Uma substancia aplicada topicamente pode causar uma resposta
inflamatdria quando a pele for exposta a radiagao ultravioleta. Esta resposta €
caracterizada por prurido, eritema, edema, papulas, vesiculas e bolhas (BRITO,
1994). Trinta minutos apos a aplicagao topica da a-amirina (1mg/orelha) ou do
controle positivo psoraleno (0,5 mg/orelha), os camundongos foram expostos a
radiagdo ultravioleta durante 20 min. Como fonte de radiagao foi utilizado uma
lampada fluorescente com comprimento de onda de 315 a 400 nm. O eritema e
0 edema foram avaliados 1, 24 e 48 horas apds a exposicdo dos camundongos

conforme descrito anteriormente (BRITO, 1994).

3.24. Drogas e reagentes

As drogas e reagentes usados foram: 12-O-tetradecanoylphorbol acetato,
acido araquiddnico, capsaicina, dexametasona, fenidona, HTAB, TMB, peréxido
de hidrogénio, Tween 20, Tween 80, phenylmethylsulphonyl fluoride, cloreto de
benzametbénio, EDTA, DTT, tripsina, pepstatina, aprotinina, leupeptina tampao
fosfato, eosina, hematoxilina, p-nitrofenil-acetamida-u-D-glicopiranosideo,
PMSF, [*H]-dexametasona, zimosan, oxazolona (Sigma Chemical Co, EUA),
acetato de sodio, dimetilformamida, acetona, formaldeido, fenol, etanol absoluto,
metanol, NaCl, NaF (Merck Biosciences, Germany), HEPES (GIBCO), anticorpo
policlonal COX-2 (Santa Cruz Biotechnology, EUA), [*H]-resiniferatoxina (Perkin
Elmer Life Science, EUA), lauril éter sulfato de sdédio e psoraleno (Henkel,

Brasil).
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3.25. Anadlise Estatistica

Os resultados estao apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM), exceto para os valores das Dlsy (dose de a-amirina ou do extrato éter
necessarias para reduz em 50% as respostas inflamatorias em relagao ao grupo
controle), que sao representados como a meédia geométrica acompanhada de
seu respectivo intervalo de confianga 95%. Os dados foram avaliados pela
analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de multipla
comparagao de Dunnet ou Student Newman Keuls quando necessario. Valores
de P menores do que 0,05 (P < 0,05) foram considerados como indicativos de

significancia.
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4. RESULTADOS

4.1. Edema de orelha induzido pela aplicagao tépica de TPA

A Figura 6 demonstra que ao contrario do que foi observado para o
extrato cloroférmio e hexano, o extrato éter da P. kleinii foi capaz de inibir o
edema de orelha causado pela aplicagdo de TPA. Este efeito foi confirmado na
Figura 7, onde o extrato éter (0,3-3,0 mg/orelha), inibiu de maneira dependente
da dose tanto o edema quanto a atividade da enzima mieloperoxidase (indicativo
da presenga de leucocitos polimorfonucleares) em bidpsias das orelhas de
camundongos. As inibicbes encontradas foram de 70 + 5 e 83 + 6% e as Dlsg
médias calculadas foram de 0,55 (0,38-0,64) e 0,72 (0,65-0,82) mg/orelha,

respectivamente para edema e atividade da mieloperoxidase.
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Figura 6. Efeito do extrato éter (éter), extrato hexano (hex), extrato cloroférmio
(clo) obtidos da P. kleinii e da dexametasona (dexa) administrados topicamente
sobre o edema de orelha induzido pelo TPA. Cada coluna representa a media +
E.P.M. de 5-7 animais. Os asteriscos demonstram o nivel de significancia quando
comparado com o grupo controle. Difere significantemente do grupo controle
(TPA), **P<0,01 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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Figura 7. Efeito do extrato éter da P. kleinii ou da dexametasona (dexa)
administrados topicamente sobre o edema de orelha (A) e na atividade da
enzima mieloperoxidase (B) de orelhas tratadas com TPA. Cada coluna
representa a media + E.P.M. de 5-7 animais. Os asteriscos demonstram o nivel de
significAncia quando comparado com o grupo controle. Difere significantemente do
grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Dunnett).
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Devido ao marcante efeito antiinflamatorio tépico observado para o
extrato éter no modelo de edema de orelha induzido pelo TPA, este extrato foi
submetido a diversos procedimentos cromatograficos para isolamento e
identificacdo dos compostos responsaveis pelo seu efeito antiinflamatério. Esta
analise quimica permitiu o isolamento de trés triterpenos pentaciclicos: breina,
o-amirina e AF -29 (3-o0x0-11-OH-olea-12-eno) e uma mistura de dois
triterpenos pentaciclicos isbmeros: CB-25 (3-ox0-11-16-di-OH-ursa-12-eno e 3-
ceto-11-OH-ursa-12-eno) (Figura 4). Conforme indicado na Figura 8, todos os
triterpenos foram capazes de inibir de maneira significativa o edema de orelha
causado pela aplicagdo de TPA com as seguintes inibigdes: 55 + 6, 22 + 4, 33 +

5, e 67 + 7% respectivamente, para breina, AF-29, CB-25 e a-amirina.
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Figura 8. Efeito da breina, AF-29, CB-25, a-amirina (amir) ou dexametasona
(dexa) administrados topicamente sobre o edema de orelha induzido pelo TPA.
Cada coluna representa a media + E.P.M. de 5-7 animais. Os asteriscos
demonstram o nivel de significancia quando comparado com o grupo controle.
Difere significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01 (ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Dunnett).

Devido ao maior rendimento e a melhor eficacia frente ao modelo de
edema de orelha mediado pelo TPA, a a-amirina foi selecionada entre os
compostos isolados da P. kleinii para estudo de seu efeito antiinflamatério.

Os resultados da Figura 9 demonstram que a a-amirina apresenta perfil
antiinflamatério semelhante aquele observado para o extrato éter da P.kleinii

guando avaliado no modelo de edema de orelha induzido pelo TPA. As inibicbes

observadas foram 75 + 3 e 78 + 4% e as Dlsg médias calculadas foram de 0,31
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(0,21-0,60) e 0,45 (0,28-0,54) mg/orelha, respectivamente para o edema e a

migragao de leucacitos polimorfonucleares (atividade da mieloperoxidase).
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Figura 9. Efeito da oa-amirina e da dexametasona (dexa) administradas
topicamente sobre o edema de orelha (A) e a atividade da enzima
mieloperoxidase (B) de orelhas tratadas com TPA. Cada coluna representa a
media + E.P.M. de 5-7 animais. Os asteriscos demonstram o nivel de significancia
guando comparado com o grupo controle. Difere significantemente do grupo
controle, *P<0,05 e **P<0,01 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).



4.2. Anadlise histoldgica

Conforme mostra a Figura 10, 24 h apds a aplicacao de TPA os cortes
histolégicos das orelhas dos camundongos demonstram intensa infiltragdo
celular (polimorfonucleares) na derme além de edema. Estes eventos foram
drasticamente reduzidos pela aplicagéo topica do extrato éter (3 mg/orelha), da

a-amirina (1mg/orelha) ou de dexametasona (0,05 mg/orelha).
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Figura 10. Cortes transversais de orelhas de camundongos coradas com
hematoxilina-eosina (aumento de 200x) 24 h apdés a aplicagdo de TPA. (A)
animal tratado com veiculo (acetona), (B) controle, (C) extrato éter de P. kleinii
(3 mg/orelha), (D) a-amirina (1 mg/orelha) e (E) dexametasona (0,05 mg/orelha).
As flechas indicam polimorfocelulares na derme.
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4.3. Edema de orelha induzido pela aplicagao de capsaicina

A aplicagao tépica de capsaicina provocou extravasamento plasmatico e
consequentemente edema. Conforme demonstra a Figura 11 o pré-tratamento
dos animais com o extrato éter (3 mg/orelha) ou com a a-amirina (1 mg/orelha)
nao preveniu de forma significativa a formagdo do edema de orelha em

camundongos causado pela capsaicina.
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Figura 11. Efeito do extrato éter de P. kleinii e da o-amirina administrados
topicamente sobre o edema de orelha induzido pela capsaicina (CAP). Cada
coluna representa a media + E.P.M. de 5-7 animais (ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Dunnett).
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4.4. Ensaio de unido especifica para a [*H]J-resiniferatoxina na medula

espinhal de ratos

A Figura 12 demonstra que a a-amirina (30 uM) néo foi capaz de inibir a
unido especifica da [*H]-resiniferatoxina na medula espinhal de ratos. Ao
contrario, a capsaicina (0,1 —10uM), conhecido ligante de receptores vanilodes,
causou significante inibicdo de maneira concentracdo dependente com inibigao
maxima de 93+5% na concentragdo de 0,1 a 10 uM sobre o sitio de ligagédo da

[*H]-resiniferatoxina.
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Figura 12. Efeito da a-amirina e da capsaicina sobre a unido especifica da [*H]-
resiniferatoxina na medula espinhal de ratos. Cada ponto representa a média
+E.P.M de trés experimentos realizados em duplicata. **P<0,01 difere

significativamente do controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Dunnetts).
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4.5. Edema de orelha induzido pela aplicagao tépica de acido araquidénico

A aplicacao topica de acido araquiddnico provocou resposta inflamatéria
rapida e intensa na orelha de camundongos, que é preferencialmente reduzida
por inibidores da enzima lipoxigenase (YOUNG et al., 1984). Ao contrario do
inibidor dual da cicloxigenase-lipoxigenase fenidona (2 mg/orelha), a aplicagao
topica do extrato éter (3 mg/orelha) ou da a-amirina (1 mg/orelha) nao foi eficaz

em inibir o edema mediado pelo acido araquidénico (Figura 13).
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Figura 13. Efeito do extrato éter da P. kleinii, da a-amirina e da fenidona
administrados topicamente sobre o edema de orelha induzido pelo acido
araquidénico (AA). Cada coluna representa a media + E.P.M. de 5-7 animais. Os
asteriscos demonstram o nivel de significancia quando comparado com o grupo
controle (AA). Difere significantemente do grupo controle, **P<0,01 (ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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4.6. Edema de orelha induzido pela aplicagao tépica de fenol

A aplicagao topica de fenol provocou aumento significativo da espessura
da orelha de camundongos, este aumento foi maximo 2 h apos a aplicacdo do
agente irritante. Conforme demonstra a Figura 14 o pré-tratamento dos animais
com o extrato éter (3 mg/orelha), a-amirina (1 mg/orelha) ou com a
dexametasona (0,05 mg/orelha) preveniu de forma significativa a formacéo do
edema de orelha em camundongos causado por este agente irritante. As
inibicbes observadas foram 25 + 5, 23 + 4 e 42 + 2%, respectivamente para

extrato éter, a-amirina e dexametasona.
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Figura 14. Efeito do extrato éter de P. kleinii, oa-amirina ou dexametasona
administrados topicamente sobre o edema de orelha induzido pelo fenol. Cada
coluna representa a media + E.P.M. de 5-7 animais. Os asteriscos demonstram o
nivel de significAncia quando comparado com o grupo controle. Difere
significantemente do grupo controle, *P<0,05 e *P<0,01 (ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Dunnett).
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4.7. Edema de orelha induzido pela aplicagao tépica de zimosan

Os resultados da Figura 15 demonstram que o extrato éter da P. kleinii, a
oa-amirina e a dexametasona foram capazes de prevenir o edema causado pela
injec&o intradérmica de polissacarideos de parede celular de fungos, o zimosan.
As inibicbes observadas foram 60 + 6, 64 + 7 e 81 + 3%, respectivamente para o

extrato éter, a-amirina e a dexametasona.
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Figura 15. Efeito do extrato éter de P. kleinii, a-amirina ou dexametasona
administrados topicamente sobre o edema de orelha induzido pelo zimosan.
Cada coluna representa a media + E.P.M. de 5-7 animais. Os asteriscos
demonstram o nivel de significancia quando comparado com o grupo controle.
Difere significantemente do grupo controle, *P<0,01 (ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Dunnett).
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4.8. Edema de orelha induzido pela aplicagao topica de oxazolona

Os resultados da Figura 16 demonstram que a resposta inflamatoria
(edema e migragao celular) gerada pela sensibilizagdo causada pela oxazolona
na pele de camundongos foi reduzida com a aplicagdo topica da a-amirina,
extrato éter da P.kleinii e dexametasona. As inibicbes observadas foram 55 + 6,
52+5e 73+ 2% parao edemae 51+ 3,49 +5 e 87 + 2% para a migragao de
leucécitos polimorfonucleares (atividade da mieloperoxidase), respectivamente
para extrato éter, a-amirina e dexametasona, 96 horas apds a sensibilizacédo

causada pela oxazolona.
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Figura 16. Efeito do extrato éter da P. kleinii, da a-amirina e dexametasona
(dexa) administradas topicamente sobre o edema (A) e a atividade da enzima
mieloperoxidase (B) de orelhas tratadas com oxazolona. Cada coluna
representa a media + E.P.M. de 5-7 animais. Os asteriscos demonstram o nivel de
significAncia quando comparado com o grupo controle. Difere significantemente do
grupo controle, *P<0,01 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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4.9. Avaliagao dos niveis da citocina IL-1p

Quando o TPA é aplicado na orelha de camundongos ocorre aumento de
varios mediadores pro-inflamatoérios. Os niveis de IL-1 apresentam um aumento
maximo 6 h apds e se mantém elevado até 24 h apds a aplicagdo do TPA na
orelha de camundongos (TOWBIN et al., 1995). O aumento tecidual da citocina
IL-1B foi reduzido de maneira dependente da dose pela aplicagédo topica da a-
amirina (0,1-1,0 mg/orelha) com inibicdo de 61 + 5% e Dls, calculada de 0,53
(0,42- 0,73) mg/orelha (Figura 17).
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Figura 17. Efeito da o-amirina e da dexametasona (dexa) administrados
topicamente nos niveis de IL-13 apds a aplicagdo do TPA. Cada coluna
representa a média + E.P.M. de 5-7 animais. Os asteriscos demonstram o nivel de
significancia quando comparado com o grupo controle. Difere significantemente do
grupo controle (TPA), *P<0,05 e **P<0,01 ou veiculo (VEIC), P<0,01 (ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Student Newman Keuls).



4.10. Avaliagao dos niveis de PGE;

A aplicagdo topica de TPA gera aumento significativo de PGE, nas
orelhas de camundongos a partir de 1 h, e este aumento € maximo 6 h apos a
sua aplicacao (INOUE et al., 1989). Da mesma forma que a dexametasona (0,05
mg/orelha), a administragao topica da a-amirina (0,1-1,0 mg/orelha) foi capaz de
inibir de maneira proporcional a dose aplicada o aumento nos niveis teciduais de
PGE;, quando avaliado 6 h apds a aplicagao do TPA, com inibigdo de 66 + 7% e

Dlso de 0,71 (0,68-0,90) mg/orelha (Figura 18).
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Figura 18. Efeito da o-amirina e dexametasona (dexa) administrados
topicamente nos niveis de PGE, apds a aplicacdo do TPA. Cada coluna
representa a média + E.P.M. de 5-7 animais. Os asteriscos demonstram o nivel de
significancia quando comparado com o grupo controle. Difere significantemente do
grupo controle (TPA), *P<0,05 e **P<0,01 ou veiculo (VEIC), P<0,01 (ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Student Newman Keuls).
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atividade da COX-1 (%)

4.11. Medida da atividade das enzimas COX-1 e COX-2

O triterpeno a-amirina (10-30 uM) nao foi capaz de alterar a atividade das
enzimas COX-1 ou COX-2 in vitro. Confirmando os dados da literatura, o inibidor
seletivo da COX-2 rofecoxib (10 yM) reduziu em 97,5 + 0,5% a atividade da
COX-2, sem alterar de maneira significativa a atividade da COX-1. Por outro
lado, o inibidor seletivo da COX-1 SC 560 (30 nM) inibiu em 81,5 + 0,5% a

atividade da COX-1, mas nédo da COX-2 (Figura 19).
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Figura 19. Efeito da a-amirina, SC560 e rofecoxib (rofe) na atividade das
enzimas COX-1 e COX-2 em ensaio in vitro. Cada coluna representa a media +
E.P.M. de 1 experimento realizado em triplicata. Os asteriscos demonstram o nivel
de significancia quando comparado com o grupo controle. Difere significantemente
do grupo controle, **P<0,01 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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4.12. Avaliagao dos niveis da enzima COX-2 pelo ensaio de Western Blot

A aplicagédo topica de TPA nas orelhas de camundongos aumenta de
maneira significativa a expressédo da enzima COX-2. Este aumento é maximo 6
h apdés a aplicagdo do TPA e se mantém elevado até 24 h (SANCHEZ e
MORENO, 1999). A Figura 20 demonstra claramente que a a-amirina (0,1-1,0
mg/orelha) inibe significativamente o aumento da expressédo da COX-2 de
maneira proporcional a dose empregada e com eficacia semelhante ao controle

positivo, a dexametasona (0,05 mg/orelha).
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Figura 20. Efeito da a-amirina e da dexametasona (mg/orelha) sobre os niveis
da enzima COX-2 (A) em orelhas de camundongos tratados com TPA. Analise
densiométrica (B) das bandas imunorreativas. Resultados expressos em

unidades arbitrarias e expressos como a média + E.P.M. de 3 experimentos
distintos.
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4.13. Avaliagdo da ativacao do fator de transcricdao NF-xB pelo ensaio da

mobilidade por deslocamento em gel (EMSA)

A aplicagdo do TPA na pele de camundongo causa ativagéo de fatores de
transcrigdo nucleares como o AP-1 e o NF-kB. O aumento da ativagao do fator
NF-kB pode ser detectado 10 min e com seu nivel maximo 30 min apos a
aplicacdo do TPA (CHUN et al., 2003). A Figura 21 demonstra que a a-amirina
(0,1-1,0 mg/orelha) foi capaz de inibir a ativacdo do fator de transcricdo nuclear
NF-kB causada pela aplicacéo topica de TPA em orelhas de camundongos, com

eficacia semelhante ao controle positivo dexametasona (0,05 mg/orelha).
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Figura 21. Efeito da a-amirina e dexametasona (mg/orelha) na formacéo do

complexo NF-xB/DNA nuclear pelo ensaio de EMSA em orelhas de
camundongos tratados com TPA (A). Resultados expressos em unidades
arbitrarias (B) e expressos como a média + E.P.M. de 3 experimentos distintos.
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4.14. Avaliagcao dos niveis das MAPKs pelo ensaio de Western Blot

Com objetivo de avaliar o efeito da a-amirina sobre a fosforilagdo das
MAPKSs, foi realizado o ensaio de western blot para as formas fosforiladas (forma
ativada) destas enzimas (Figuras 22-24). A aplicacdo do TPA na pele de
camundongo causa ativacdo de proteinas quinases como as MAPKs. O
aumento da ativacdo das MAPKs JNK, p38 e ERK pode ser detectado com seu
nivel maximo 30 min apos a aplicagdo do TPA (KIM et al., 2003). A
administracao topica da a-amirina (0,1-1,0 mg/orelha) ou da dexametasona nao
foi capaz de inibir a fosforilagdo das enzimas JNK (Figura 22), p38 (Figura 23) e

ERK (Figura 24) causada pela aplicagdo de TPA em orelhas de camundongos.
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Figura 22. Efeito da a-amirina e da dexametasona (mg/orelha) sobre os niveis
(A) da enzima JNK em orelhas de camundongos tratados com TPA. Analise
densiométrica (B) das bandas imunorreativas. Resultados expressos em
unidades arbitrarias e expressos como a média + E.P.M. de 3 experimentos

distintos.
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Figura 23. Efeito da a-amirina e da dexametasona (mg/orelha) sobre os niveis
(A) da enzima p38 em orelhas de camundongos tratados com TPA. Analise
densiométrica (B) das bandas imunorreativas. Resultados expressos em

unidades arbitrarias e expressos como a média + E.P.M. de 3 experimentos
distintos.
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Figura 24. Efeito da a-amirina e da dexametasona (mg/orelha) sobre os niveis
(A) da enzima ERK em orelhas de camundongos tratados com TPA. Analise
densiométrica (B) das bandas imunorreativas. Resultados expressos em
unidades arbitrarias e expressos como a média + E.P.M. de 3 experimentos
distintos.



4.15. Edema de orelha mediado pela aplicagao multipla de TPA

A aplicacao repetida de TPA em orelhas de camundongos causa resposta
inflamatdria cronica caracterizada por edema, infiltracdo predominante de
células mononucleares e hiperproliferagao celular na epiderme (STANLEY et al.,
1991). A Figura 25 demonstra que apdés o estabelecimento do processo
inflamatério crénico por aplicacdo repetida de TPA, a o-amirina e a
dexametasona (aplicadas cronicamente) foram capazes de inibir o edema e a
atividade da mieloperoxidase (indicativo da presengca de leucdcitos
polimorfonuclares) causada pela aplicagao multipla de TPA. Ao contrario da a-
amirina, o glicocorticéide nao foi capaz de impedir a migragdo de leucocitos
mononucleares para o sitio inflamado (Figura 25).

A infiltragdo de linfécitos é caracteristica deste modelo de inflamagéo
cutanea assim como patologias inflamatorias cronicas como a psoriase. A Figura
26 demonstra que apods a aplicagao cronica de TPA ocorre intensa infiltragcao de
linfocitos na derme. O numero de linfécitos no grupo tratado apenas com veiculo
(acetona) aumentou de 12,1 + 1,3 para 60,2 + 2,3/mm? no grupo que recebeu
aplicacgdes repetidas de TPA. Assim como a diminuigdo da migragcao de outros
tipos celulares causada pela aplicacdo de TPA, a a-amirina (lmg/orelha) e a
dexametasona (0,05 mg/orelha) foram capazes de diminuir significativamente a
migracdo de linfécitos para a derme com 22,8 + 3,0 e 18,3 * 1,9/mm?

respectivamente.
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Figura 25. Efeito da o-amirina e da dexametasona (dexa) administrados
topicamente no edema de orelha induzido pelo TPA (A) e na atividade das
enzimas mieloperoxidase (B) e N-acetil-B-D-glucosaminidase (C) de
homogenatos de orelhas tratadas com TPA. Cada coluna representa a meédia +
E.P.M. de 5-7 animais. Os asteriscos demonstram o nivel de significancia quando
comparado com o grupo controle. Difere significantemente do grupo controle,
*P<0,05 e **P<0,01 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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Figura 26. Cortes verticais de orelhas de camundongos coradas com PAS
(aumento de 200x) coletadas apds aplicagédo repetida de TPA. (A) veiculo, (B)
controle TPA, (C) a-amirina (1 mg/orelha) e (D) dexametasona (0,05 mg/orelha).
Numero de linfécitos/mm? (E). A contagem de células foi realizada em 3 cortes
de orelhas distintas sendo 3 campos por lamina. As flechas indicam linfécitos na
derme. Os asteriscos demonstram o nivel de significancia quando comparado com
o grupo controle. Difere significantemente do grupo controle, **P<0,01 (ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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A aplicagdo repetida de TPA na orelha de camundongos gera um
significante aumento da espessura da epiderme, causado pela hiperproliferagao
dos queratindcitos (tipo celular mais abundante nesta camada da pele). Com a
aplicacao repetida de TPA a epiderme tem um aumento em sua espessura de
3,5 x em relagdo ao grupo de camundongos que recebeu apenas veiculo
(acetona) (12,2 £ 2,9 um para o grupo que recebeu veiculo e 42,0 + 7,1 ym para
0 grupo que recebeu TPA). A aplicacao topica da a-amirina (1mg/orelha) ou da
dexametasona (0,05 mg/orelha) foi capaz de prevenir o aumento da espessura

da epiderme com 19,2 + 5,1 e 15,5 + 3,3 ym, respectivamente (Figura 27 e 28).
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Figura 27. Cortes verticais de orelhas de camundongos coradas com
hematoxilina-eosina coletadas apds aplicagao repetida de TPA. Aumento de
200x, em detalhe aumento de 400x. (A) veiculo, (B) controle TPA, (C) a-amirina
(12 mg/orelha) e (D) dexametasona (0,05 mg/orelha).
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Figura 28. Espessura da epiderme (um) apds aplicagdo repetida de TPA. A
avaliacdo da espessura da orelha foi realizada com objetiva graduada em 3
cortes de orelhas distintas sendo 3 medidas por lamina. Os asteriscos
demonstram o nivel de significancia quando comparado com o grupo controle.
Difere significantemente do grupo controle, **P<0,01 (ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Dunnett).
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4.16. Ensaio de unido especifica para a [’H]-dexametasona em
pulmao de ratos

A Figura 29 demonstra que a a-amirina (30 uM) nao foi capaz de interferir
com a unido especifica da [°*H]-dexametasona em pulmao de ratos. Ao contrario
o glicocorticoide dexametasona (0,1 —10uM), causou inibigdo significante (78 +

6%) no sitio de ligacdo da [*H]-dexametasona.
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Figura 29. Efeito da o-amirina e dexametasona no ensaio de unido especifica
da [*H]-dexametasona em pulmdo de ratos. Cada ponto representa a média
+E.P.M de trés experimentos realizados em ftriplicata. **P<0,01 difere
significativamente do controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Dunnetts).
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4.17. Avaliagdo da irritagdo primaria e fotossensibilizacao cutdnea em

camundongos

Conforme demonstra a Tabela 3, ao contrario do lauril éter sulfato de

sédio, utilizado como controle positivo, a a-amirina (1 mg/orelha) n&o apresenta

potencial irritante (até 72 horas apds a aplicagdo) quando aplicado uma unica

vez na pele de camundongos. Da mesma maneira a aplicagcao repetida da a-

amirina por 10 dias nao foi capaz de provocar edema e/ou eritema na pele de

camundongos (dados n&do demonstrados).

Tabela 3. Avaliagao do potencial irritante da a-amirina

24 h 45 h 72h
edema | eritema | edema | ertema | edema | eritema
g-amirina ns qrau 0 ns grau 0 ns grau 0
Lauril * qrau 1 - grau 2 ™ grau 2

ns, nao significante;

Lauril,

Lauril

éter sulfato de sodio. Os asteriscos

demonstram o nivel de significancia quando comparado com o grupo controle.
Difere significantemente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01 (ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Dunnett).
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A exposi¢ao da pele tratada com a-amirina (1 mg/orelha) a radiacao
ultravioleta ndo gerou edema e/ou eritema, demonstrando que esta substancia
nao apresenta ou apresenta baixo potencial fotossensibilizante. O psoraleno,
utilizado como controle positivo, conhecido agente fotossensibilizante provocou

resposta inflamatodria caracteristica desta substancia (Tabela 4).

Tabela 4. Avaliagao do potencial fotossensibilizante da a-amirina

1h 24 h 48 h

edema | eritema | edema | eritema | edema | eritema

g-amirina ns grau 0 ns grau o ns grau o

psoraleno ns qrau 1 * grau 3 o grau 3

ns, nao significante. Os asteriscos demonstram o nivel de significancia quando
comparado com o grupo controle. Difere significantemente do grupo controle,
*P<0,05 e **P<0,01 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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5. DISCUSSAO

Embora tenham sido descritos na literatura estudos sobre outras espécies
de plantas do género Protium, poucos estudos farmacologicos para a espécie P.
kleinii foram realizados. A atividade antiinflamatoria de outras plantas do género,
como a Protium heptaphyllum, tem sido relatada. A administragao sistémica de
P. heptaphyllum foi capaz de inibir o extravasamento plasmatico e a migragcéo de
eosindfilos e células mononucleares no modelo de pleurisia induzida pelo LPS
em camundongos (SIANI et al., 1999). Recentemente, Oliveira e colaboradores
(2004a) demonstraram que a administragdo sistémica da resina da P.
heptaphyllum foi capaz de reduzir a resposta inflamatoria no edema de pata
induzido pela carragenina em ratos, bem como no extravasamento plasmatico
induzido pelo acido acético em camundongos (OLIVEIRA et al, 2004). A
atividade farmacolégica da P. kleinii foi descrita pela primeira vez por Otuki e
colaboradores (2001), oportunidade em que os autores demonstraram que a
administracao sistémica do extrato éter da P. kleinii inibiu a resposta nociceptiva
induzida por varios estimulos quimicos incluindo a formalina, capsaicina e pela
administracao intratecal de glutamato. O presente estudo amplia estes dados,
demonstrando que o extrato éter obtido da casca da P. kleinii € eficaz em
diversos modelos animais de inflamag¢ao cutanea, reduzindo eventos como o
edema e a migragao celular. Confirmando dessa forma, a indicagao popular

desta planta para o tratamento de inflamagdes cutaneas (REITZ, 1981).
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Na ultima década, diversos trabalhos demonstraram a ocorréncia de
compostos derivados de plantas que interferem de maneira direta ou indireta em
alvos para o desenvolvimento de medicamentos antiinflamatérios como:
metabdlitos do acido araquiddnico, citocinas e fatores de transcricdo nuclear
(para revisao ver CALIXTO et al., 2003 e CALIXTO et al., 2004). Muitos modelos
realizados in vitro sdo amplamente utilizados para avaliacdo da potencial agao
antiinflamatéria destes compostos, entretanto modelos in vivo oferecem
vantagens adicionais. O modelo de edema de orelha € um método simples,
sendo que o edema pode ser induzido por diversos estimulos, requer baixa
guantidade de compostos (objeto de teste) e, acima de tudo, permite obter
resultados rapidos e reprodutiveis. Quando o interesse € o desenvolvimento de
medicamentos para uso topico estas vantagens s&o ainda maiores, visto que
compostos com baixa absor¢cao na pele sao identificados rapidamente. Sendo
assim, esse modelo constitui um método importante para a investigacido de
novos medicamentos para patologias inflamatérias que acometem a pele
(BOUCLIER et al., 1990; VANE, 2000).

Tanto o extrato éter como a a-amirina falharam em prevenir os edemas
de orelha induzidos pela aplicacdo de capsaicina ou de acido araquidénico. De
fato, diversos outros triterpenos pentaciclicos com estrutura semelhante a o-
amirina, como o lupeol e o0 acido ursolico também foram inativos em inibir
significativamente estes modelos de inflamacgao cutanea (HUGUET et al, 2000).

Quando aplicada topicamente a capsaicina, substancia responsavel pela

pungéncia das pimentas, observa-se resposta inflamatoria neurogénica imediata
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caracterizada por forte extravasamento plasmatico e consequente formacao de
edema. O estudo do mecanismo de acdo das respostas mediadas pela
capsaicina neste modelo demonstra grande diferenca quando comparado com o
edema de orelha causado pelo TPA ou pelo acido araquiddnico. Diferentemente
destes modelos, a capsaicina, através da excitagdo de neurdnios sensoriais da
pele, libera neuropeptideos, como o CGRP, substancia P, neurocinina A, VIP e
monoaminas como a histamina e serotonina, que parecem ser 0S responsaveis
pelo extravasamento plasmatico causado por esta substancia (BOUCLIER et al.,
1990; GABOR e RAZGA, 1992; INOUE, et al., 1993; SANCHEZ e MORENO,
1999; KWAK et al., 2002; SHOLZEN et al., 2003).

A capsaicina causa excitagao de neurdnios sensoriais da pele através da
ligagdo em um grupo de receptores acoplados a um canal iénico, denominados
vaniléides (CATARINA E JULIUS, 2001). Inoue e colaboradores (1993)
demonstraram que a aplicagao tépica de vermelho de ruténio (bloqueador néo
seletivo de receptores vanildides) foi capaz de inibir o edema de orelha mediado
pela capsaicina. Atraves do ensaio de unido especifica de resiniferotoxina (um
agonista de receptores vaniloides), confirmamos a falta de afinidade da a-
amirina pelo receptor vaniloide, fato ja evidenciado quando avaliamos seus
efeitos no modelo de edema de orelha mediado pela capsaicina. Neste ensaio,
diferente da capsaicina, a o-amirina ndo foi capaz de impedir a ligagdo da
resiniferotoxina em seus respectivos receptores.

Pela primeira vez, Young e colaboradores (1983) observaram que a

aplicacao topica de acido araquidénico gera uma resposta inflamatodria rapida,
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caracterizada por intenso eritema e edema. Diferentemente da aplicacao tépica
de TPA, o acido araquiddnico causa pequeno acumulo de neutrdfilos. Os trés
principais mediadores deste processo inflamatério sdo os metabdlitos do acido
araquidénico PGE; e os leucotrienos C4 € D4 (LTC4/LTD4) (CHANG et al., 1986).
Por muitos anos o modelo de edema de orelha mediado pelo acido araquidénico
foi utilizado como método para avaliacdo de inibidores da atividade da enzima
lipoxigenase in vivo. Entretanto, estudos recentes tém demonstrado que nao sé
inibidores das enzimas COX/LOX sao sensiveis a este modelo: inibidores das
enzimas fosfolipase A;, COX-1 e moduladores das respostas da histamina e
serotonina sao capazes de reduzir a resposta inflamatoria gerada pelo acido
araquidénico (CHANG et al.,, 1985; PIGNAT et al.,, 1986; SANCHEZ AND
MORENO, 1999). GOULET e colaboradores (2004) comprovaram esta hipotese,
submetendo camundongos transgénicos que nio apresentam as enzimas 5-
LOX, COX-1 ou COX-2 ao modelo de edema de orelha mediado pelo acido
araquidénico. Camundongos com delecédo génica das enzimas 5-LOX e COX-1
apresentaram reduzida resposta inflamatéria (edema e migragado celular)
causada pela aplicagao topica do acido araquiddnico. Ao contrario, a falta da
enzima COX-2 ndo apresentou mudancgas significativas no edema, migragao
celular e nos niveis teciduais da PGE,. Ou seja, a a-amirina que é eficaz no
modelo de edema de orelha mediado pelo TPA, mas n&o possui eficacia no
modelo de edema mediado pelo acido araquiddnico, provavelmente nao interfere
na atividade das enzimas 5-LOX e/ou COX-1 ou nos receptores para

prostaglandina E; ou para os leucotrienos C4, e Ds,. Realmente os resultados
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obtidos neste estudo demonstraram que a a-amirina nao interferiu na atividade
da enzima COX-1 em experimentos realizados in vitro. Da mesma forma,
estudos demonstraram que a a-amirina assim como seu isdmero 3-amirina nao
sdo capazes de interferir na atividade da enzima 5-LOX em experimentos
realizados em neutréfilos de humanos (KWEIFIO-OKAI e MACRIDES, 1992;
KWEIFIO-OKAI et al., 1994).

O modelo de edema de orelha induzido pelo TPA € um dos mais
difundidos métodos para avaliagdo de processos inflamatorios e de drogas
potencialmente uteis para tratar doengas da pele. A aplicacdo topica de TPA
promove indugcdo de edema, migracdo de leucocitos para a derme e
hiperproliferacdo celular. O mecanismo pelo qual o TPA causa inflamagéao n&o
estd ainda completamente esclarecido, mas a liberagdo de metabdlitos
derivados do &cido araquiddnico é determinante para origem deste processo. E
atualmente bem aceito que a aplicacdo do TPA ativa diversas isoformas da
proteina quinase C, que por sua vez ativam outros grupos de enzimas como as
fosfolipases e MAP quinases. A ativagao da fosfolipase A citossodlica induz a
liberagdo de acido araquidénico e consequentemente a producdo de
prostaglandinas (principalmente PGE,) e leucotrienos (principalmente LTB,) pela
acao das enzimas cicloxigenase e lipoxigenase, respectivamente. A ativagao
das MAP quinases por sua vez, induz a ativagdo de fatores de transcricao
nuclear como o NF-kB e o AP-1, os quais regulam a producdo de diversas

proteinas pro-inflamatorias (THORBURN et al., 1995; SANCHEZ e MORENO,
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1999; CHUN et al., 2003; KWAK et al., 2002; SHOLZEN et al., 2003; KIM et al.,
2003).

A aplicagao tépica do extrato etér e do triterpeno a-amirina obtidos da P.
associados ao processo inflamatério na pele: o edema e a migragao de
leucocitos polimorfonucleares para o sitio inflamado. A analise histologica de
biépsias de orelhas dos camundongos confirmou de maneira qualitativa, a
diminuicdo da migragao de leucécitos polimorfonucleares e do edema causado
pela aplicagao topica do extrato éter e da a-amirina.

Os neutrdfilos sdo reconhecidamente um dos componentes centrais do
processo inflamatorio, principalmente em sua fase inicial. Estas células
migraram para o sitio inflamado e liberam varias substancias incluindo entre
outros as enzimas proteoliticas, espécies reativas de oxigénio, proteinas
catibnicas e outros mediadores pro-inflamatérios. Além disso, este efeito tem
significado clinico importante tendo em vista que o aumento da presenca de
neutrofilos na pele tem grande relagdo com patologias inflamatérias cutaneas
como os diversos tipos de dermatites e infecgdes piogénicas. Nestas patologias
a quantidade de neutrofilos na pele pode ser relacionada diretamente com a
intensidade da patologia (KATZ e STROBER et al., 1978; BRADLEY et al., 1982;
SCHAERLI et al., 2004).

Além da a-amirina, os compostos breina, 3-oxo0-11-16-di-hidroxi-ursa-12-
eno, 3-ceto-ll-hidroxi-ursa-eno e 3-oxo0-11-hidroxi-ursa-12-eno parecem

participar, pelo menos em parte, da atividade antiinflamatéria do extrato éter no
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edema de orelha mediado pelo TPA. Este fato pode explicar a semelhante
eficacia e também as poténcias observados para o extrato de éter e um de seus
componentes o triterpeno pentaciclico a a-amirina neste modelo. Sugerindo que
0 estudo da atividade da antiinflamatéria do extrato éter desta planta parece ser
promissor, principalmente pela grande possibilidade de isolamento de novos
compostos antiinflamatoérios.

Os triterpenos amirinicos (amirina e seus derivados) sao
reconhecidamente ativos por possuirem atividade antiinflamatéria em modelos
de inflamacdo topica e artrite (AKIHISA et al.,1996; RECIO et al., 1995;
KWEIFIO-OKAI et al., 1994). Além de apresentarem atividade gastroprotetora e
anti-pruriginosa, demonstradas recentemente (OLIVEIRA et al., 2004b;
OLIVEIRA et al., 2005c). Assim, os resultados do presente estudo confirmam e
estendem os dados existentes na literatura sobre o efeito antiedematogénico da
a-amirina (RECIO et al., 1995; DELLA LOGIA et al., 1994). Além disso, nossos
resultados avangam substancialmente a respeito do provavel mecanismo pelos
guais esses compostos exercem seus efeitos antiinflamatérios.

A atividade antiinflamatéria do triterpeno o-amirina parece estar
relacionada, pelo menos em parte, com sua capacidade de diminuir os niveis da
PGE; na pele de camundongos. O aumento dos niveis da PGE, na pele é
detectado 1h apds a aplicacdo do TPA nas orelhas de camundongos e
apresenta 0 mesmo decurso temporal da formagdo do edema, sendo
considerado o principal responsavel pela formagdo deste (INOUE, 1989). A

aplicacao intradérmica de PGE, em humanos ou em animais causa eritema
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intenso e formagédo de edema. Além disso, esta prostaglandina pode amplificar
mudancgas de permeabilidade vascular causada por outros mediadores como 0s
neuropeptideos e leucotrienos (FOGH e KRAGBALLE, 2000).

As enzimas conhecidas como cicloxigenases (COX-1 e COX-2), sdo as
responsaveis pela conversdo do acido araquidénico em prostaglandinas e tém
importante fung&o nas respostas inflamatérias. Ao contrario da forma constitutiva
COX-1, a COX-2 é geralmente induzida em resposta a estimulos como fatores
de crescimento, citocinas pro-inflamatorias, lesao tecidual e radiacao ultravioleta
(CUNNINGHAM, 1990; FOGH e KRAGBALLE, 2000; TILLEY et al., 2001). A
retirada do gene responsavel pela produ¢cdo da COX-2 é capaz de reduzir as
respostas inflamatérias em modelos animais de inflamagéo cuténea, indicando
esta enzima como um potencial alvo para o tratamento de patologias
inflamatorias que acometem a pele (TILLEY et al., 2001; MULLER-DECKER et
al., 2002).

Conforme os resultados deste trabalho, a redu¢cado dos niveis de PGE;
causada pela oa-amirina nao parece estar relacionada com a inibicdo da
atividade da enzima COX-1 bem como da enzima COX-2. Ao contrario, a
exemplo da dexametasona, a a-amirina foi ativa em inibir a expresséao da forma
induzida desta enzima. Esse parece ser um dos mecanismos importantes
envolvidos nas acgdes antiinflamatorias tdépicas da a-amirina em camundongos.

Apos um estimulo nocivo, diversos tipos celulares presentes na pele
produzem e/ou liberam citocinas pro-inflamatorias. A citocina IL-1f, por exemplo,

pode iniciar processo inflamatorio cutdneo independente de antigeno
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(DEBENEDICTIS et al., 2001). Células dendriticas, melandcitos, fibroblastos e
leucécitos sdo conhecidos como fontes de IL-18 na pele (GRONE, 2002). A
citocina IL-13 é responsavel pela indu¢do de moléculas de adeséo, outras
citocinas, cicloxigenases entre outras proteinas pro-inflamatorias (MURPHY et
al, 2000). O fato de o extrato éter da P. kleinii e da a-amirina reduzirem o edema
causado pelo zimosan, conhecido por induzir processo inflamatério mediado
pela liberagdo de IL-13 (EISENBERG et al.,, 1990; ROBERGE et al., 1991),
corroboram com os dados que demonstram a redugao dos niveis de IL-1f em
orelhas de camundongos pela administragao da a-amirina.

A inducdo de mais de 90 genes sao relacionados com a agéo da IL-13 em
células como queratindcitos e fibroblastos, dentre estes estdo os genes que
regulam a expressao da enzima COX-2 (BULL e DOWD, 1993; MURPHY et al.,
2000). Este fato pode ser observado em experimentos onde a IL-1f induz de
maneira concentragao dependente a liberacdo de PGE; em fibroblastos, o qual €
blogueado pelo inibidor de sintese protéica cicloheximida (RAZ et al., 1988).
Esses dados sugerem que a inibicdo da expressao da enzima COX-2 e a
consequente diminuigao dos niveis da PGE; pode ser explicada pela diminuigao
dos niveis de IL-1p causada pela o-amirina.

A importancia da IL-13 na resposta inflamatéria faz dela um alvo
promissor para o tratamento de doencas inflamatérias que acometem a pele. De
fato, a inibigdo da sintese de citocinas como a IL-1 é um dos mecanismos pelos
guais os glicocorticéides exercem seus efeitos antiinflamatérios (TOWBIN et al.,

1995). Além disso, anticorpos anti-IL-13 ou antagonistas de receptores para esta
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citocina, sdo utilizados na clinica ou estdo em fase final de avaliagdo em ensaios
clinicos para o tratamento da artrite reumatdide (GRASSEGER e HOPFL, 2004).
Embora a utilizagdo de peptideos como medicamentos seja uma estratégia
racional, visto a alta especificidade da resposta para o tratamento de diversas
patologias, ela oferece algumas barreiras. Dentre estas desvantagens podemos
destacar a alta incidéncia de efeitos colaterais como reacbdes de
hipersensibilidade e a baixa aderéncia devido a via de aplicacido parenteral
(GUPTA e SKINNER, 2004). A administragdo de medicamentos pela via
percutédnea oferece diversas vantagens, tais como: auséncia de metabolismo
hepatico, liberagdo continua do medicamento, menor incidéncia de efeitos
indesejaveis, além da alta aderéncia ao tratamento (SOUTHWELL e BARRY,
1983). Entretanto, o maior obstaculo na administracdo epicutdnea de
medicamentos € a baixa absorcdo da maioria das substancias testadas através
da pele. Assim, a administragdo tépica de moléculas de baixo peso molecular,
como a a-amirina, que interferem nas respostas inflamatorias relacionadas com
citocinas parece ser promissora, pelo fato de a grande maioria de medicamentos
com estratégia terapéutica anti-citocina serem peptideos e assim necessitarem
de administragao por via endovenosa, intramuscular ou subcutanea (WILLIAMS
e KUPPER, 1996; TROTTA et al., 2002).

Diversos estimulos podem induzir a ativacdo de fatores de transcricao
nuclear como o NF-kB. Dentre eles podemos citar: citocinas, infecgéao viral,
radiagdo ultravioleta, entre outros. O aumento da ativagdo deste fator nuclear

tem importante funcdo no desenvolvimento e na manutencdo de patologias
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cutaneas, incluindo a psoriase, dermatite de contato, doencas autoimunes e
carcinogénese (BELL et al., 2003).

A estimulacgdo celular resulta na ativagdo do complexo de proteinas kB
quinases (IKKs), composto por trés unidades: IKKa, IKKB e IKKy. Uma vez
ativado o complexo IKK promove rapida fosforilagdo de residuos de serina
especificos na porcdo amino-terminal das proteinas IkB. As proteinas IxB
fosforiladas sado entdo ubiquitinadas e degradadas pelo proteasoma 26S. Assim,
o NF-xB livre pode migrar para o nucleo, se associar a regides especificas do
DNA e regular a transcricdo de um grande numero de genes. O fator de
transcricdo nuclear NF-xkB regula genes responsaveis pela expressdao de
diversas proteinas pro-inflamatérias como citocinas (IL-1 e TNF-a), quimiocinas
(IL-8 e MIP-1B), moléculas de adesédo (ICAM, VCAM e E-selectina), enzimas
(NOSi e COX-2) entre outras (ROTHWARF e KARIN, 1999; KARIN e BEN-
NERIAH, 2000; PICKART, 2004) .

A ativagdo do NF-«B no modelo de edema de orelha induzido pelo TPA,
ocorre poucos minutos apos a aplicagdo do agente flogistico, sendo o principal
responsavel pela expressado de diversas proteinas pro-inflamatérias como a IL-
1B e a COX-2 (CHI et al., 2003). Estas proteinas sdo responsaveis pelo inicio e
a manutencao das respostas inflamatdrias neste modelo. Assim, a redugao da
ativacao do fator NF-xB pela a-amirina pode explicar a sua capacidade de
diminuir os niveis de IL-1p, bem como da express&do da enzima COX-2. Poucos
triterpenos pentaciclicos tém sido descritos como inibidores da ativagao do NF-

kB, dentre estes encontra-se o0 acido ursolico. Este triterpeno pentaciclico com
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estrutura semelhante a a-amirina é capaz de reduzir a ativagao deste fator por
inibir a enzima IxkBa quinase (SHISHODIA et al., 2003). Além disso, diversos
estudos demonstram que o NF-xB ou componentes deste sistema como as kB
quinases estdo envolvidos no desenvolvimento e diferenciacdo da epiderme
(BELL et al., 2003). Este fato pode explicar a capacidade da a-amirina em inibir
a hiperproliferacdo nas células da epiderme apos a aplicagédo repetida do TPA
em orelhas de camundongos.

Inimeros trabalhos tém demonstrado que a ativacio da via de sinalizagao
das MAPKs regula a expressao génica em nivel transcricional. A ativagao
dessas proteinas por estimulos quimicos como, por exemplo, o TPA, tem sido
relacionada a ativagao e/ou regulacéo direta de fatores de transcri¢ao envolvidos
na expressao de varios genes, dentre eles o NF-«B (KARIN, 1995; KAMINSKA
et al., 2000). Devido ao fato dos resultados do presente trabalho demonstrarem
gue a a-amirina nao interfere na fosforilagdo das MAPKs p38, JNK e ERK
podemos sugerir que este composto inibe o processo inflamatério em pontos
mais inferiores das vias de sinalizagao celular como o ja citado NF-xB. De fato,
diversos terpenos com atividade antiinflamatoéria incluindo o partenolideo,
helenanina e a oleandrina, sdo conhecidos por bloquearem este fator de
transcricao interferindo na ativacdo do complexo de proteinas IkB quinases e/ou
impedindo a fosforilagdo de residuos de serina especificos na porgdo amino-
terminal das proteinas |kB (BREMNER e HEINRICH, 2002; CALIXTO et al.,

2003). Estudos estédo sendo realizados a fim de comprovar esta hipdtese.

85



Outro mecanismo da ag¢ao antiinflamatoria da a-amirina pode ser a
interferéncia desse composto em vias sensiveis a proteina quinase C (PKC),
visto que estudos realizados in vitro, demonstraram que este composto parece
ser capaz de reduzir, a atividade desta enzima (HASMEDA et al., 1999). Além
disso, Otuki e colaboradores demonstraram recentemente (2005) que a
administragao sistémica da a,3-amirina possui efeito antinociceptivo em varios
modelos de nocicepgdo quimica tanto em ratos como em camundongos,
incluindo a injegao intraplantar do TPA (um ativador da PKC) e do 8-Br-AMP.
(um ativador da PKA). Sugerindo que a atividade antinociceptiva da ao,3-amirina
esta relacionada com vias sensives a proteina quinase C e proteina quinase A.
Indicando também, que a o-amirina pode ter sua atividade antiinflamatoria
acompanhado de um efeito analgésico, dado importante visto que a dor € um
sintoma frequente em diversas patologias inflamatoérias de pele (LEUNG et al.,
2004).

A fim de avaliar a capacidade da oa-amirina em reduzir a resposta
inflamatdria causada por estimulos que ndo o TPA, este composto foi submetido
aos edemas de orelhas mediados pela oxazolona, fenol ou pelo zimosan. O fato
da o-amirina previnir a resposta inflamatéria (edema e migragdo de
polimorfocelulares) causada pela oxazolona demonstra que este composto ndo
sé é capaz de inibir a resposta inflamatdria causada por uma irritagdo imediata
(como no modelo de edema de orelha mediado pelo TPA) como uma resposta
alérgica semelhante as dermatites observadas em humanos (FUJI et al., 2002).

O modelo de edema de orelha induzido pelo fenol € um modelo animal de
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dermatite de contato. Recentemente, Lim e colaboradores (2004) demonstraram
gue a aplicagao tépica deste solvente induz o aumento do RNA mensageiro para
proteinas inflamatérias como a IL-13 , COX-2 e INF-y. Estes resultados
demonstram que a a-amirina € capaz de reduzir a resposta inflamatoéria causada
por diferentes modelos animais de inflamagédo cutédnea, embora as vias pro-
inflamatdrias envolvidos nestes modelos sejam semelhantes. Confirmando a
capacidade da a-amirina interferir em pontos chaves do processo inflamatorio,
como a producéo da citocina IL-1p e do metabdlito do acido araquidénico PGE-.
Embora o modelo de orelha mediado por aplicagdo unica de TPA seja um
bom ensaio para screening e estudo dos mecanismos envolvidos no processo
inflamatorio de produtos naturais, ele também é capaz de gerar resultados falsos
positivos e de pouca relevancia clinica (STANLEY et al., 1991). Assim, farmacos
gue nao possuem eficacia clinica em patologias inflamatorias cutaneas como o
antiinflamatério ndo esteroidal indometacina, podem inibir edema e migragéo
neutrofilica causado pelo TPA (FUJII et al., 2002). Neste modelo, os sinais do
processo inflamatério como edema, eritema e hiperplasia ndo estao envolvidos
com populagdes celulares como macréfagos e linfocitos T. Os processos
inflamatdrios cutaneos cronicos tém como caracteristicas a infiltracao celular
predominante de linfocitos T e macrofagos. Este ultimo grupo de células exerce
diversas fungdes bioldgicas incluindo o controle da resposta imune. Os
macrofagos atuam como células apresentadoras de antigenos além de liberarem
diversos mediadores inflamatérios como os metabdlitos do acido araquiddnico e

citocinas (VALLEDOR e RICOTE et al., 2004). A liberagao de fatores como a
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MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcito—1) pelo macrofago é responsavel
pela quimiotaxia de células T para a derme na psoriase (ROSS et al., 2000).
Além da quimiotaxia, o fato de macrofagos interagirem diretamente com
linfécitos T pode ser responsavel pela manutencdo do processo inflamatoério
local. Assim, impedir a migragao ou inibir a atividade dos macrofagos parece ser
uma estratégia relevante para o tratamento de inflamagdes cutaneas (THEPEN
et al., 2000).

A redugéo da migragao de macrofagos, neutrofilos e linfécitos para o sitio
da inflamagdo podem explicar a reversdao do processo inflamatério crénico
causado pela o-amirina. Esta reversao pode ocorrer pela diminuicdo de
macrofagos no sitio inflamado e indiretamente pela diminuicdo da migragéao e
ativacao de linfécitos T. Embora esta hipdtese necessite de comprovacgao, a
populacdo de linfécitos que a-amirina reduziu parece ser de linfocitos T, visto
gue Stanley e colaboradores (1991) demonstram no estudo da padronizagao do
modelo de aplicagdo repetida de TPA ser este tipo celular predominante no
mesmo tempo de avaliagao histologica realizada em nosso estudo. O modelo de
aplicacao repetida de TPA se aproxima bastante das caracteristicas presentes
nas doengas inflamatorias cutaneas crénicas justamente pela intensa migragéao
de macrofagos e linfécitos T (principalmente CD4" e CD8") (STANLEY et al,
1991). Outra caracteristica deste modelo é a forma de tratamento dos
compostos a serem testados, estes sdo administrados apds o estabelecimento
do processo infamatério, se assemelhando ao tratamento clinico usual destes

medicamentos.
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O aparecimento de linfocitos T € um fator imprescindivel para a funcéo
imune da pele e esta envolvido na patogénese de diversas condi¢coes
inflamatdrias cutaneas como psoriase, além de varios tipos de dermatites,
vitiligo, alopecia (BOEHNCKE e SCHON et al.,, 2003). Diversas terapias
incluindo os imunossupressores (como as ciclosporinas) e medicamentos
biologicos (como proteinas recombinantes) que tem como mecanismo diminuir
respostas mediadas por linfocitos T, tém sido utilizadas para o tratamento de
formas severas de psoriase. Um exemplo destas proteinas recombinantes € o
Efalizumab® , um anticorpo que interage com receptores CD11a, responsaveis
pela migracdo das células T para o tecido e pela sua interagcdo com
queratinécitos (LEONARDI, 2003). Tanto 0s imunossupressores quanto as
proteinas recombinantes tém mostrado eficacia em grande parte dos
tratamentos em pacientes com psoriase, embora diversos efeitos colaterais
como infecgdes oportunistas e alergias tenham sido relatados (KANITAKIS et al.,
2003). Desta maneira, novos compostos, como a a-amirina, que interfiram nesta
etapa do processo inflamatério necessitam ser avaliados clinicamente visando a
confirmacao de seus efeitos observados em animais.

Os glicocorticéides tém sido utilizados ha mais de 50 anos para o
tratamento de diversos tipos de dermatoses e atualmente a aplicagao topica
deste grupo de medicamentos € considerada o tratamento mais efetivo e
disseminado, sendo inclusive a primeira escolha para estas patologias. O
aparecimento de taquifilaxia e a presenca de importantes reacdes adversas

dessas drogas (quando aplicado topicamente): atrofia da pele com consequente
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diminuicdo da barreira fisica e aparecimento de estrias, ocorre com alta
frequéncia sendo um grande problema para seu uso na clinica. Estes efeitos
fazem com que grande parte dos tratamentos seja abandonado, temporaria ou
definitivamente (AHLUWALIA, 1998; MENDONCA e BURDEN, 2003).

Existe uma semelhanca entre os triterpenos pentaciclicos e
glicocorticéides, tanto em sua estrutura quimica como também no perfil de agao
em diversos modelos de inflamagéo (in vivo e in vitro). A hipétese de que estes
compostos poderiam estar interagindo com receptores de glicocorticoides tem
sido sugerida por diversos pesquisadores (RECIO et al., 1995). Entretanto,
nossos resultados demonstram claramente que a a-amirina nado foi capaz de
alterar a ligagdo da dexametasona em seus respectivos receptores em ensaio
de unido especifica. Obviamente ndo podemos descartar a possibilidade da ao-
amirina estar interagindo com receptores de glicocorticoides em sitios diferentes
da dexametasona. Este dado torna ainda mais relevante o efeito antiinflamatorio
da a-amirina, visto que podemos estar diante de um composto com eficacia
semelhante a dexametasona e ao mesmo tempo isento muitos de seus efeitos
indesejaveis. Essa hipotese, contudo carece de mais fundamento experimental.

A importancia do tratamento de patologias da pele como a psoriase, tem
sido realgada ndo somente pela gravidade do processo inflamatorio, mas,
sobretudo pela relacdo destes com a oncogénese de diversos tipos celulares.
Esta relagcdo parece estar envolvida com o aumento da expressdo da enzima
COX-2. Assim, camundongos manipulados geneticamente para expressar de

maneira excessiva a enzima COX-2 na epiderme, mostraram-se mais sensiveis
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a carcinogénese causada por estimulos fisicos e quimicos (MULLER-DECKER
et al., 2002). Além disso, a administracdo de celecoxib, um inibidor seletivo da
atividade da enzima COX-2, foi capaz de prevenir a carcinogénese em pele de
camundongos submetidos a radiagcdo ultravioleta (TRIPP et al.,, 2003).
Considerando o efeito inibitério da a-amirina frente a expressao da enzima COX-
2, além dos outros efeitos observados no presente estudo, torna este composto
potencialmente importante para estudo de sua possivel propriedade
qguimiopreventiva. Recentemente, diversos compostos antiinflamatorios tém sido
avaliados para a prevencao de diversos tipos de cancer. De fato, o triterpeno
acido ursdlico induz apoptose em células de tumores e tem propriedades
qguimiopreventivas, por interferéncia na sintese de DNA, em células normais
(KIM et al., 2000).

Se extrapolados, os resultados obtidos neste trabalho podem explicar os
efeitos antiinflamatorios de outros triterpenos pentaciclicos, principalmente da
classe dos ursanos como o acido ursdlico (RECIO et al., 1995; BARICEVIC et
al., 2001; TAPONDJOU et al., 2003) e uvaol (RECIO et al., 1995; YASUKAWA et
al, 1996) que possuem estrutura quimica muito semelhante a a-amirina. Além
disso, muitas plantas como a Himatanthus sucuuba, Sideritis taurica, Calendula
officinaalis e Achillea milefolium (utilizadas em prepara¢des cosméticas e em
medicamentos) parecem ter seus efeitos antiinflamatorios (DELLA LOGGIA et
al., 1994; AKIHISA et al. 1996; DE MIRANDA et al., 2000; ABOUTABL et al.

2002), pelo menos em parte, relacionados com a presenca da o-amirina.
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Devido a interessante atividade biolégica destes compostos, novos
estudos quimicos devem ser conduzidos a fim de identificar novas substéancias
antiinflamatoérias, ja que o género Protium é fonte de diversos triterpenos
pentaciclicos.

Uma grande quantidade de novos compostos antiinflamatorios gerados
pelos centros de pesquisas, universidades e empresas enfrentam um sério
obstaculo para o uso em humanos: a necessidade de comprovagao de sua
seguranca. Diversas plantas assim como compostos isolados destas
apresentam potencial irritante e/ou fotossensibilizante. Um exemplo & psoraleno,
uma cumarina encontrada em plantas das familias Rutaceae e Moraceae e que
apresenta alto potencial fotossensibilizante (WOOLF, 1999; ERNST, 2000).
Além disso, substancias de origem vegetal como os terpenos capsaicina e o 12-
O-tetradecanoilforbol acetato (TPA) sdo conhecidas pelo seu potencial irritante e
inclusive utilizadas como agentes flogisticos em modelos de inflamagao cutanea
(BOUCLIER et al., 1990). O teste de irritacdo cutanea causada pela aplicagao
multipla da a-amirina indica que esta substancia ndo apresenta potencial irritante
com seu uso prolongado e que esta ndo € capaz de gerar uma resposta de
hiperssensibilidade tardia. Assim, o0s testes preliminares de irritacdo e
fotossensibilizacdo demonstram que o uso tépico da o-amirina parece ser
seguro.

Em resumo, os resultados do presente estudo demonstram que o
triterpeno pentaciclico a-amirina pode interferir com diversas vias intracelulares

envolvidas no processo inflamatério, conforme exemplificado no esquema da
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Figura 30. Assim, a a-amirina ou compostos analogos poderiam constituir mais
um candidato promissor para o desenvolvimento de um medicamento para tratar

patologias relacionas com a inflamagao cutanea.
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Figura 30. Esquema proposto para o efeito antiinflamatorio da a-amirina.

A aplicagéo topica de TPA induz a ativagao de fatores de transcrigdo nuclear.
Esta ativacdo estimula a sintese de diversas proteinas envolvidas na resposta
inflamatoria observada (edema e migragéo celular) em modelos animais (KIM et
al, 2003). Segundo os resultados obtidos nesse trabalho a a-amirina parece
estar reduzindo o processo inflamatorio por inibir a ativacdo do fator de
transcrigdo nuclear NF-«B (1), desta forma reduzindo a producéo das proteinas
IL-13 e COX-2 (2). A reducdo da expressdo da enzima COX-2 diminui a
producédo do metabdlito do acido araquidénico PGE- (3).
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RESUMO

Protium kleinii € uma espécie vegetal exclusiva da costa atlantica do sul
do Brasil, encontrada somente nos Estados do Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. Na medicina popular a P. kleinii € usada no tratamento de
inflamagdes cutaneas, gangrenas e ulceras. A aplicagdo tépica do extrato éter
da P. kleinii (EE) assim como dos compostos triterpenos isolados da mesma, a
o-amirina, breina, 3-ceto-11-hidroxi-ursa-12-eno, 3-0x0-11-hidroxi-olea-12-eno e
3-0x0-11-16-di-hidroxi-ursa-12-eno, reduziram significativamente o edema de
orelha induzido pelo TPA. A avaliagao da atividade antiinflamatoria do triterpeno
a-amirina e do EE demonstrou que estes sdo capazes de reduzir, de forma
dependente da dose, o edema e a migracao de polimorfonucleares causada pela
aplicacao tépica de TPA. Além disso, a a-amirina e o EE foram eficazes também
em inibir o edema de orelha induzido pelo fenol (solvente irritante), zimosan
(polissacarideos de parede celular de fungos) e a oxazolona (agente
sensibilizador cutaneo). O estudo do mecanismo de acgdo antiinflamatorio da a-
amirina demonstrou que este composto é capaz de reduzir os niveis da citocina
IL-1B8 e da prostaglandina E, (PGEz) no modelo de edema de orelha induzido
pelo TPA. A diminuigdo dos niveis de PGE; causada pela a-amirina parece estar
relacionado com a inibicdo da expressao da enzima COX-2. Porém, a a-amirina
nao interferiu na fosforilagcdo das MAPKs p38, JNK e ERK sugerindo que este
composto inibe o processo inflamatério em pontos mais inferiores das vias de
sinalizagdo celular como o NF-kxB. De fato a a-amirina foi capaz em inibir a

ativacao do fator de transcricdo nuclear NF-kB causada pela aplicagao topica de

117



TPA em orelhas de camundongos. Frente a um modelo de inflamag¢ao cutanea
crbnica causada pela aplicacao repetida de TPA, a a-amirina reduziu eventos
como o edema, a proliferacdo celular na epiderme e a migracdo de células
polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos gerados por este agente flogistico.
Testes preliminares de irritagdo e fotossensibilizacdo demonstram que o uso
toépico da a-amirina parece ser seguro. Concluindo, os resultados do presente
estudo demonstram que o triterpeno pentaciclico a-amirina pode interferir com
diversas vias envolvidas no processo inflamatério e dessa forma poderia
constituir em mais um candidato promissor para o desenvolvimento de um

medicamento para patologias relacionas com a inflamagao cutanea.
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ABSTRACT

Protium kleinii (Burseraceae) is a native Brazilian plant, exclusive in the
south states of Brazil (Parana, Santa Catarina and Rio Grande do Sul). In folk
medicine P. kleinii is claimed to be useful to treat some inflammatory skin
diseases, gangrene and ulcers. Topical application of the ether extract or some
active isolated compounds, such as pentacyclic triterpene o-amyrin, breina, 3-
ceto-11-hidroxi-ursa-12-ene, 3-0xo0-11-hidroxi-olea-12-ene e 3-0x0-11-16-di-
hidroxi-ursa-12-ene all caused a dose-related inhibition of ear oedema caused by
topical application of 12-O-tetradecanoylphorbol-acetate (TPA). The evaluation of
anti-inflammatory activity of triterpene a-amyrin and the EE has demonstrated
that both are capable of reducing the ear oedema and polymorphonuclear cells
migration induced by TPA topical application. Besides, a-amirin and EE were
able to also inhibit the ear oedema induced by other irritants, such as the phenol
(irritant solvent), zimosan (fungus from cell wall polissacaride) and oxazolone
(sensitizer cutaneous agent). The analysis of a-amyrin anti-inflammatory
mechanism of action has demonstrated that it is able to reduce the IL-1 and
prostaglandin E, (PGE,) levels in the TPA-induced ear edema model. The
reduction in PGE; levels caused by a-amyrin seems to be related to the inhibition
of COX-2 enzyme expression. However, a-amyrin did not interfered to MAPKs
p38, JNK e ERK phosphorilation, suggesting that this compound appear to act in
a deeper steps of cell signalling pathways in the inflammatory process like the
NF-kB. In fact, a-amyrin was capable of inhibit the activation of NF-xB

transcription factor following the ear topical application of TPA. Confrontation with
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a chronic cutaneous inflammation model caused by repetitive application of TPA,
a-amyrin reduced the oedema, cell proliferation to epidermis and the migration of
polymorphonuclear cells, macrophages and lymphocytes, generated by the
flogistic agent. Irritation and photosensitization preliminary tests demonstrated
that the topical usage of a-amyrin is safe. In conclusion, the results of the present
study demonstrate that the pentacyclic triterpene a-amyrin can interfere with
several steps involved in the inflammatory process and, in this manner could be
one more promising candidate to the development of a new medicine for the

treatment of pathologies related to cutaneous inflammation.

120



Os resultados do presente trabalho estdao parcialmente publicados ou
estao

submetidos a publicagao em:

- Otuki MF, Vieira-Lima F, Malheiros A, Yunes RA, Calixto JB. Topical
antiinflammatory effects of the ether extract from Protium kleinii and o-amyrin
pentacyclic triterpene. European Journal of Pharmacology, 507: 253-259, 2005.

- Otuki MF, Medeiros R, Avelar MCW, Calixto JB. Involved mechanisms in the
antiinflammatory effect of the a-amyrin pentacyclic triterpene. British Journal of
Pharmacology

Outros trabalhos publicados durante o periodo de doutorado:

- Otuki MF, Ferreira J, Vieira-Lima F, Meyre-Silva C, Malheiros A, Muller LA,
Cani GS, Santos AR, Yunes RA, Calixto JB. Antinociceptive properties of mixture
of {alpha}- amyrin and {beta}- amyrin triterpenes: evidence for participation of
PKC and PKA pathways. Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, 2005, no prelo.

- Lima FV, Malheiros A, Otuki MF, Cechinel-Filho V, Delle Monache F, Yunes
RA, Calixto JB. Three New Triterpenes from Resinous Bark of Protium kleinii and
ou Their Antinociceptive Activity". Journal of the Brazilian Chemical Society,
2005, no prelo.

- Calixto JB, Otuki MF, Santos AR. Anti-inflammatory compounds of plant origin.
Part I. Action on arachidonic acid pathway, nitric oxide and nuclear factor kappa
B (NF-kappaB). Planta Medica, 69: 973-983, 2003.

- Calixto JB, Campos MM, Otuki MF, Santos AR. Anti-inflammatory compounds
of plant origin. Part Il. modulation of pro-inflammatory cytokines, chemokines and
adhesion molecules. Planta Medica, 70:93-103, 2004.

- Otuki MF, Lima FV, Malheiros A, Cechinel-Filho V, Delle Monache F, Yunes
RA, Calixto JB. Evaluation of the antinociceptive action caused by ether fraction
and a triterpene isolated from resin of Protium kleinii. Life Science, 69: 2225-
2236, 2001.

- Calixto JB, Scheidt C, Otuki MF, Santos, ARS. Biological Activity of plants
extracts: novel analgesic drugs. Expert Opinion in Emerging Drugs, 6: 261-279,
2001.

121



