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RESUMO

A espécie arborea e nativa Lacistema pubescens Mart. (Lacistemataceae)
apresenta-se distribuida em varios estados brasileiros e € conhecida popularmente,
conforme a regido em gue se encontra, como espeto-vermelho, canela-vermelha,
sabonete e cafezinho. Esse trabalho descreve o estudo fitoquimico e as atividades
citotéxicas frente a linhagens tumorais e ndo tumorais, leishmanicida e anti-
inflamatoria topica da particdo hexanica das folhas de L. pubescens. A particdo em
hexano (PHEX) foi submetida a um fracionamento cromatografico e originou 17
fracbes (FH1 a FH17). Na avaliacdo da atividade citotoxica, as fracbes FH7, FH9,
FH13 e FH16 foram as mais ativas para células tumorais. As fracdes FH7 e FHI9F3
(obtida apés fracionamento de FH9) tiveram o valor de Clsy determinado, sendo
FHOF3 a fracdo que apresentou a maior resposta frente a linhagem HL60 e Jurkat. O
fracionamento de PHEX foi também biomonitorado para a atividade leishmanicida.
As fracOes obtidas da PHEX mais seletivas para as formas promastigotas foram
FH7, FH9 e FH13. A PHEX e FH7 tiveram sua atividade antiamastigota determinada
sobre L. amazonensis. Com relacdo a atividade anti-inflamatéria observou-se que a
PHEX, administrada topicamente, apresentou resultados significativos no modelo do
edema de orelha induzido pelo 6leo de créton, fenol, histamina, 4cido araquidbnico e
etil fenil propionato (EPP), em camundongos. Estes resultados foram confirmados
através de analises histopatolégicas e ensaio enzimatico. Uma formulacao
farmacéutica com PHEX (proPHEX) foi eficaz em processo inflamatério crénico.
Além disso, PHEX apresentou seguranca para administracdo por via topica, uma vez
que nao apresentou toxidade no modelo de irritacdo/corrosao dérmica, em ratos. A
PHEX também n&o apresentou os efeitos adversos, quando comparada a
dexametasona, nos modelos de atrofia cutanea e cicatrizacdo de feridas. A atividade
anti-inflamatoria pode ser atribuida, ao menos em parte, as fracbes FH7 e FHIF3, as
quais foram testadas no modelo do edema de orelha induzido pelo 6leo de créton e
fenol. A fragdo FH7 é rica em fitol e FHOF3 é rica em sitosterol, as quais foram
identificadas por métodos cromatograficos e espectrométricos.

Palavras - chave: Lacistema pubescens, inflamacdo cutanea, Leishmania, fitol,
sitosterol.



ABSTRACT

Lacistema pubescens Mart. (Lacistemataceae), an
arborea native species, is distributed in several Brazilian states and is popularly
known as “espeto-vermelho, canela — vermelha, sabonete e cafezinho”. This work
describes the phytochemical and cytotoxic studies against tumor cell lines, and anti-
leishmanial and anti-inflammatory activities of the leaves of L. pubescens. The
hexane partition (PHEX) was subjected to a chromatographic fractionation and
originated 17 fractions (FH1 to FH17). Regarding to the cytotoxic activity, FH7, FH9
and FH16 fractions were more selective for tumor cells. The ICsovalue was
determined for FH7 and FH9F3 fractions (obtained after FH9 fractionation), and
FHOF3 presented the highest response against HL60 and Jurkat cell lines. PHEX
fractionation was also biomonitored for anti-leishmanial activity. The fractions FH7
and FH9 were the most selective for promastigotes. The antiamastigota activity
against L. amazonensis was determined for PHEX and FH7. Regarding to the anti-
inflammatory activity, it was observed that topical application of PHEX showed
significant results in ear edema model induced by croton oil, phenol, histamine,
arachidonic acid and ethyl phenylpropionate (EPP) in mice. These results were
confirmed by histopathological analysis and enzymatic assay. A pharmaceutical
formulation contained PHEX (proPHEX) was effective for chronic inflammatory
process. Moreover, PHEX presented safety for topical administration, since it showed
no toxicity in the irritation/corrosion model in rats. PHEX did not show the adverse
effects observed for dexamethasone in cutaneous atrophy and wound healing
models. The anti-inflammatory activity may be attributed, at least in part, to FH7 and
FHOF3 fractions, which were tested on the ear edema induced by croton oil and
phenol models. Sitosterol-rich fraction (FH9F3) and Phytol-rich fraction (FH7) were
obtained from PHEX fractionation and were identified by spectroscopic methods.

Kew-Words: Lacistema pubescens; skin inflammation; Leishmania; phytol; sitosterol
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento sustentdvel de um pais depende essencialmente de
uma politica consistente de educacao, ciéncia, tecnologia e inovacdo, em conjunto
com a preservacdo da natureza, da biodiversidade e na exploracdo racional de
fontes naturais necessarias para alimentacdo, avanco social e econémico, em um
cenario que assegure a manutencao da saude e a cura de doencas (FILHO, 2010).

Particularmente no contexto da exploracdo dos recursos naturais,
observamos que, ao longo dos tempos, a humanidade tem recorrido a natureza para
atender as suas necessidades basicas, como o tratamento e a cura de um amplo
espectro de enfermidades. As plantas, principalmente, tém formado a base de um
sofisticado sistema da medicina tradicional e os primeiros registros datam de cerca
de 2600 a.C., os quais documentam a utilizacdo de aproximadamente 1.000
substancias derivadas de plantas na antiga Mesopotamia. Estas incluem oleos de
espécies de Cedrus sp (cedro) e Cupressus sempervirens (ciprestes), Glycyrrhiza
glabra (alcaguz), espécies de Commiphora sp (mirra) e Papaver somniferum (suco
de papoula), que sédo usadas em dias atuais para o tratamento de doencas variando
de tosses e resfriados a infeccbes parasitarias e inflamacdo (CRAGG e NEWMAN,
2013).

No século passado, na lista dos mais vendidos, estavam os medicamentos
desenvolvidos a partir de produtos naturais (PN) (vincristina da Vinca rosea, morfina
de Papaver somniferum, taxol de Taxus brevifolia, entre outros). Também, um
significativo interesse em PN como fonte potencial de novos medicamentos tem sido
observado tanto pela academia, como pelas empresas farmacéuticas. Cerca de 30%
dos produtos vendidos nas farmacias sao fabricados a partir de materiais extraidos
de plantas ou de estruturas quimicas derivadas desses vegetais (GLOBBO-NETO e
LOPES, 2007).

Dentre os fatores que distinguem os PN das substancias sintéticas estao a
sua diversidade molecular e funcionalidade biolégica. Comparados aos produtos
resultantes de bibliotecas de quimica combinatéria, os quais Ihes faltam quiralidade

e estrutura suficientemente rigida, os PN tém estruturas privilegiadas capazes de
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interagir com proteinas e outros alvos biolégicos para fins especificos (NISBET e
MOORE, 1997).

Véarias estratégias envolvendo as pesquisas com PN tém sido
desenvolvidas, destacando-se aquelas relacionadas ao fracionamento guiado pela
bioatividade (principalmente em modelos in vitro), a selecdo de organismos baseada
em informagBes etnofarmacoldgicas (SARKER, LATIF e GRAY, 2006) e a
descoberta de novos alvos moleculares para substancias conhecidas (KEISER et al.,
2009). Cerca de 74% dos principais produtos medicinais obtidos de vegetais foram
descobertos por meio de orientacdo baseada em resultados revelados pela medicina
popular (FILHO, 2010). Contudo, outra abordagem relacionada aos estudos com PN,
refere-se a medicina holistica, a atual filosofia de algumas medicinas tradicionais
como a Medicina Tradicional Chinesa (MTC) e a Ayurveda. A presenca de
sinergismo entre as substancias presentes em um extrato vegetal, e os elevados
custos das companhias farmacéuticas na busca por ineditismo estrutural em PN tém
tornado a abordagem holistica uma tendéncia (VERPOORTE et al., 2005; WANG et
al., 2005; URICH-MERZENICH et al., 2007). De qualquer forma, o que ocorre na
maioria das sociedades atuais € uma complementaridade entre a alopatia e o uso de
plantas medicinais.

No Brasil, pesquisas envolvendo plantas medicinais s&o bastante
promissoras, uma vez que o pais apresenta a mais diversa flora do mundo (22% do
total mundial) (MMA, 2010) e apenas cerca de 8% das espécies da flora nativa foi
estudada em busca de substancias bioativas (BRASIL, 2006). Contudo, estudos que
conduzam ao desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos devem se
pautar prioritariamente no tripé seguranca, eficacia e qualidade, uma vez que séo
usados por grande parte da populagdo como primeiro cuidado farmacéutico (OMS,
2005).

Projetos de pesquisa e desenvolvimento sdo realizados no Laboratério de
Produtos Naturais Bioativos (LPNB) da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF), com o propdsito de corroborar na caracterizagédo quimica e farmacoldgica de
moléculas bioativas e/ou extratos de plantas nativas do Brasil. Neste contexto,
encontra-se Lacistema pubescens (Lacistemataceae), cujas espécies do género sédo
particularmente muito utilizadas por comunidades indigenas na Amazonia brasileira

para tratar diversas enfermidades.
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa publicou, em periddico
especializado, resultados preliminares obtidos com a particdo hexanica (PHEX) das
folhas de L. pubescens, sua fragdo mais apolar, no qual foi sugerida uma potente
atividade anti-inflamatdéria tépica, semelhante ao glicocorticoide dexametasona. Este
trabalho também relatou o efeito antinociceptivo da PHEX (SILVA et al., 2012°). Em
outro trabalho, a atividade antioxidante do extrato bruto metandélico (EBM) e fracdes
das folhas de L. pubescens foi reportada, com resultados mais expressivos para as
fracbes mais polares, possivelmente relacionados aos fendis presentes na espécie
(SILVA et al., 2012%. Outros estudos preliminares, desenvolvidos durante o
Mestrado da autora desta tese, indicaram que L. pubescens apresenta uma potente
atividade em formas promastigotas de varias espécies de Leishmania, além de
significativa atividade citotoxica sobre algumas linhagens de células tumorais
(SILVA, 2011).

Diante do exposto, este trabalho visa confirmar e aprofundar os estudos com
a PHEX, no qual serdo utilizados varios modelos de inflamacdo cutanea em
camundongos, bem como detectar as possiveis moléculas bioativas envolvidas nas
atividades anti-inflamatéria, leishmanicida e antitumoral. Desta forma, sera possivel
aproveitar e conhecer melhor o potencial da nossa biodiversidade vegetal e propiciar
a populacéo, particularmente a de baixa renda, novas alternativas terapéuticas.



15

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 O género Lacistema

As plantas pertencentes a ordem Malpighiales Mart., de distribuicdo
principalmente tropical, estdo agrupadas em cerca de 28 a 37 familias, com 725
géneros e 16.000 a 17.000 espécies. As familias desta ordem incluem inUmeras
plantas ornamentais, bem como espécies com um importante valor econdmico. A
ordem Malpighiales também é notavel pelo consideravel nimero de plantas
medicinais, as quais possuem importantes substancias bioativas. Nesta, destacam-
se a coca (Erythroxylum coca - Erythroxylaceae), anestésico local e estimulante do
sistema nervoso central, plantas do género Hydnocarpus (Achariaceae sensu,
tradicionalmente usada no tratamento da lepra), e o anti-inflamatério salicilina,
isolada do salgueiro-branco (Salix alba - Salicaceae) (HOFFMANN, 2005).

A familia Lacistemataceae, de distribuicdo neotropical (figura 1), é
representada pelos géneros Lacistema e Lozania com cerca de 11 e 4 espécies,
respectivamente (YOUNG, 2008). No Brasil, podemos encontrar cerca de 10
espécies do género Lacistema, a maioria ocorrendo na regido Sudeste ou na
Amazbnia. O nome do género Lacistema deriva do grego lacis = "trapo, pedaco,
farrapo”, e stemon = "estame", referindo-se ao estame bifurcado. Sao arvores de
pequeno porte, com gomo terminal protegido por estipula caduca; folhas simples,
alternas; flores andrdginas dispostas em espigas curtas com bracteas que protegem
as flores, bem desenvolvidas; calice com sépalas imbricadas e desiguais entre si;
pétalas ausentes; androceu com um estame; ovario unilocular; fruto do tipo capsular
trilobado; semente com endosperma carnoso (DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002).
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Figura 1 Distribuicdo da familia Lacistemataceae (FONTE:www.mobot.org/MOBOT)

Como resultado de uma pesquisa realizada por Di Stasi e Hiruma-Lima
(2002), os quais descreveram 135 espécies medicinais utilizadas por moradores da
Amazobnia e habitantes rurais e urbanos da Mata Atlantica, Lacistema sp foi citada
por grande parte dos entrevistados (principalmente indios Tenharins) na Amazonia,
0s quais utilizam as folhas sobre a cabeca como antitérmico. Barbosa e Pinto
(2003), em um estudo sobre a documentacéo e valorizac&o da fitoterapia tradicional
Kayapo nas aldeias A'Ukre e Pykanu no sudeste do Para, constataram que este
género é indicado pelos pajés para combater reumatismo, vomito (emese), dores no
corpo e disenteria. Trabalho semelhante (ROUMY et al., 2007), listando plantas
amazobnicas do Peru utilizadas com fins medicinais pela populacdo indigena local,
menciona Lacistema sp como antipirética e também contra reumatismo,
corroborando o seu uso pela populacdo indigena brasileira. Ha registros também do
uso do caule como combustivel (SOBRINHO, 2007).

Estudos experimentais tém demonstrado potenciais propriedades
farmacoldgicas de algumas espécies pertencentes a este género. Roumy e
colaboradores (2007) constataram uma significativa atividade antiplasmaodica e baixa
citotoxicidade do extrato diclorometanico preparado a partir das cascas de
Lacistema agregatum e Wall e colaboradores (1988) detectaram que a espécie
também apresenta propriedades antimutagénicas. Além disso, ensaios de
bioautografia demonstraram que o extrato bruto das folhas de Lacistema lucidum
apresentou atividade antifungica frente a Cladosporium cladosporioides (AGRIPINO
et al., 2004) e Lacistema hasslerianum, exibiu uma potente atividade antiviral
(SIMONI et al., 2007; PADILLA, 2011). Segundo Silva (2010), os ramos da espécie

L. hasslerianum apresentaram toxicidade sobre larvas de Artemia salina e nao



17

apresentaram atividade larvicida sobre Aedes aegypti. Da mesma forma, Lozania
pittieri demonstrou possuir substancias bioativas, uma vez que foi capaz de inibir
seletivamente a atividade da ciclo-oxigenase bem como a transcriptase reversa do
HIV-1 (CALDERON, 2000). Quimicamente, as espécies citadas nao foram

investigadas.

A espécie Lacistema pubescens Mart.

Originaria do Brasil, a espécie arborea Lacistema pubescens Mart. (figura 2),
apresenta-se distribuida nos estados do Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Bahia,
Maranhdo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Amazonas, Amapa, Par4,
Rondbnia, Parana e Distrito Federal, além dos paises como a Bolivia, Guiana
Francesa e Venezuela (HOFFMANN, 2005). No Brasil, assume diferentes
denominacdes populares conforme a regido em que se encontra: espeto-vermelho e
canela—vermelha - MG (SILVA, 2002; SILVA et al., 2004), sabonete - RJ
(SOBRINHO, 2007) e cafezinho - PA (TRINDADE, 2007).

Figura 2 Espécie Lacistema pubescens (Lacistemataceae): (A) folhas e (B) frutos (FONTE: acervo
pessoal).
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Recentes estudos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa
demonstraram que as folhas de L. pubescens apresentaram uma potencial
capacidade antioxidante, possivelmente correlacionada com os compostos fendlicos,
detectados nesta espécie, dentre eles os flavonoides (SILVA et al, 2012 %). A
atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria da particdo hexanica de L. pubescens foi
também reportada, confirmando o uso popular do género pelas comunidades
indigenas (SILVA et al., 2012 °). Neste trabalho, foi utilizado o modelo do edema de
orelha induzido pelo 6leo de créton para verificar a atividade anti-inflamatéria da
particdo hexanica (PHEX), administrada por via oral e por via topica. Quando os
animais receberam o tratamento com a PHEX por via oral (300 mg/Kg), ndo houve
supressdo da inflamacdo. Entretanto, quando administrada topicamente (1

mg/orelha), a PHEX significativamente inibiu o edema.

1.1.2 Céancer

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e
orgdos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regibes do corpo (INCA,
2014). Atualmente, o termo cancer € utilizado como sinonimia de neoplasia maligna,
entendido como a proliferacdo anormal, descontrolada e auténoma, ou seja, fora do
controle dos mecanismos que regulam a multiplicacdo celular. Desta forma, as
células reduzem ou perdem a capacidade de se diferenciarem, em consequéncia de
alteracbes nos genes que regulam o crescimento e a diferenciacdo celular
(BOGLIOLO e BRASILEIRO FILHO, 2006). Cabe-se dizer qgue um tumor € benigno
guando suas caracteristicas micro e macroscoépicas sado consideradas relativamente
inocentes, significando que ele permanece localizado, ndo consegue se disseminar
para outros sitios e geralmente pode ser removido por cirurgia local (KUMAR et al.,
2010). Além das alteracdes genéticas, alteracdes epigenéticas, isto €, no padrdo de
expressdo dos genes sem que haja mudancas na sequéncia do DNA, podem ser a
causa de alguns tipos de canceres (ALBERTS et al., 2010).

Os canceres geralmente séo classificados de acordo com o tecido e tipo de

célula dos quais se originam. Canceres originados de células epiteliais séo
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denominados carcinomas; aqueles originados a partir de tecidos conjuntivos ou
células musculares sdo denominados sarcomas. Aqueles que ndo se encaixam em
nenhuma dessas categorias incluem os varios tipos de leucemia e linfoma,
derivados de células hematopoiéticas, assim como canceres derivados de células do
sistema nervoso. Cerca de 80% dos canceres humanos sao carcinomas, talvez
porque a maioria das células em proliferacdo no corpo se encontra no epitélio ou
porque os tecidos epiteliais sdo mais expostos a varias formas de danos fisicos e
guimicos que favorecem o desenvolvimento do cancer (ALBERTS et al., 2010).

Dentre as causas do desenvolvimento de canceres incluem-se,
normalmente, a agressao ao genoma celular, com alteragdes do DNA (mutac¢des) ou
a expressdo anbmala de genes normais. Fatores ambientais, como agentes fisicos
(raios ultravioleta, radiacdo ionizante), quimicos (hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, principalmente os derivados do tabaco e da queima de combustiveis
fésseis, nitrosaminas, aflatoxinas, dentre outras), biolégicos (virus), influéncias
culturais  (alimentacdo, estresse, tabagismos), populacdes suscetiveis
(possivelmente por fatores genéticos) e, principalmente, fatores como idade e
hereditariedade podem culminar em sucessivas mutacdes, contribuindo para o
aparecimento de diversas neoplasias (KUMAR et al., 2010).

Células cancerosas adquirem uma variedade de propriedades especiais a
medida que se desenvolvem, multiplicam e espalham. Tais células sdo mais
independentes do que as células normais para o crescimento e a proliferacdo. Além
disso, séo relativamente insensiveis aos sinais antiproliferativos extracelulares; sao
menos predispostas a sofrerem apoptose; sdo menos faliveis nos mecanismos de
controle intracelular que normalmente param a divisdo celular permanentemente em
resposta ao estresse ou a danos no DNA; induzem socorro das células normais do
estroma no seu local de desenvolvimento; induzem angiogénese, séo invasivas e
formam metastases; sdo geneticamente instaveis e produzem telomerase ou
adquirem outras maneiras de estabilizar seus teldmeros (ALBERTS et al., 2010).

O ciclo celular é regulado para desencadear o processo normal de divisdo
celular. Os pontos de verificagdo nas fases G1 e G2 ou checkpoints sé&o
responsaveis pelo prosseguimento do ciclo celular e sado regulados por uma série de
proteinas quinases como as CDK (quinases dependentes de ciclina)
(HEMAISWARYA e DOBLE, 2006). Quando algum tipo de anormalidade é

reconhecido, o ciclo celular para até a completa reparacdo celular. Caso essa
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reparacdo ndo seja eficiente, a célula € encaminhada para a morte celular
programada ou apoptose (ALBERTS et al., 2010). No cancer, como as células séo
incapazes de pausar em ambos 0s pontos de verificagcdo, 0 resultado € uma
desregulacéo do ciclo celular (HEMAISWARYA e DOBLE, 2006).

As alteragbes no funcionamento de genes controladores do ciclo celular, em
decorréncia de mutacbes, sdo relacionadas ao surgimento de um cancer. Duas
classes de genes, 0s proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor, sdo 0s
mais diretamente relacionados a regulacéo do ciclo celular. Os proto-oncogenes sao
responsaveis pela producdo de proteinas que atuam na estimulagéo do ciclo celular,
enquanto os genes supressores de tumor sdo responsaveis pela producdo de
proteinas que atuam inibindo o ciclo celular (DE ALMEIDA et al., 2005). Assim, 0s
proto-oncogenes quando ativos estimulam a ocorréncia de divisdo celular. Os genes
supressores de tumor quando ativos inibem a ocorréncia de divisao celular. O
equilibrio na atuacéo desses dois grupos de genes resulta no perfeito funcionamento
do ciclo celular (SANTOS e WADA, 2005). Sendo assim, o desenvolvimento de
determinado cancer envolve um numero de diferentes alteragcbes genéticas
ocorrendo sequencialmente na célula, incluindo a delecdo de genes especificos
(genes supressores de tumores), a mutacao de oncogenes (que podem transformar
células normais em tumorais), além de outras aberracBes cromossOmicas. Essas
mudancas sequenciais estdo aparentemente associadas a progressao até maiores
graus de malignidade (HILL e TANNOCK, 1992).

De acordo com estimativas mundiais da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), houve 14,1 milhGes de casos novos de cancer e um total de 8,2 milhGes de
mortes por cancer, em todo o mundo, em 2012. Desses, 60% dos novos casos
anuais ocorreram na Africa, Asia e América Central e do Sul. Em 2030, a carga
global sera de 21,4 milh6es de casos novos e 13,2 milhdes de mortes por cancer,
em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da populacédo, bem como da
reducdo na mortalidade infantil e nas mortes por doencas infecciosas em paises em
desenvolvimento (INCA, 2014).

No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, que sera valida também para o
ano de 2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil novos casos,
incluindo os casos de cancer pele ndao melanoma, reforcando a magnitude do
problema no pais. O cancer de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos)

sera o0 mais incidente na populacao brasileira, seguido pelos tumores de préstata (69
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mil), mama feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulm&o (27 mil), estdbmago (20
mil) e colo do utero (15 mil) (INCA, 2014).

O objetivo principal no tratamento das neoplasias é a completa erradicacéo
das células tumorais, a qual pode ser obtida por procedimentos como cirurgia,
radioterapia e quimioterapia utilizados de forma isolada ou em associagéo
(BOGLIOLO e BRASILEIRO FILHO, 2006; KUMAR et al., 2010). A cirurgia é o meio
simples e seguro para remover tumores sélidos, mas ndo na maioria dos pacientes
gue apresentam a doenca metastatica. A radioterapia pode ser curativa para
tumores localizados, preservando a estrutura e funcionamento do érgéo ou tecido,
mas tem suas limitagcdes no tratamento de tumores volumosos. Ja a quimioterapia,
um tratamento que envolve o uso de farmacos citotoxicos, deveria erradicar o cancer
sem prejudicar os tecidos normais, mas a maioria destas drogas causa significativos
efeitos colaterais. Esses farmacos sao mais eficazes contra tumores de proliferacao
rapida do que contra alguns dos tumores de crescimento lento e s&o mais toxicos
para células de crescimento rapido do que para os tecidos normais do hospedeiro.
Entretanto, tais agentes antiproliferativos podem ter importantes efeitos toxicos
colaterais em tecidos normais que se dividem rapidamente, como a medula éssea,
mucosa gastrintestinal e pele (BUBENIK e VONKA, 2003; KO, WANG e FERRONE,
2003).

As terapéuticas convencionais muitas vezes nado permitem a total
erradicacdo das neoplasias, além dos efeitos colaterais e do custo elevado. A
necessidade de agentes anti-invasivos e/ou tumoricidas mais eficientes e menos
onerosos tem levado a busca de novas substancias com acdo farmacoldgica, tanto
no controle do crescimento das células tumorais, como na modulacdo das moléculas
de adeséo que permitem as metastases. Neste sentido, o interesse por substancias
ou produtos de origem vegetal na busca de terapias mais eficazes pode ser uma
promissora alternativa (JANEWEY, WALPORT e SHLOMCHIK, 2002; NEWMAN,
CRAGG e SNADE, 2003).

1.1.3 Leishmania e leishmanioses

Leishmanioses sédo doencas infecto-parasitarias, ndo contagiosas, causadas

por protozoarios pertencentes ao género Leishmania (RATH et al., 2003).
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Interferéncias do homem sobre o meio ambiente e ecossistema (AMATO et al.,
2000) levaram a uma alteracdo no ciclo de parasitos da espécie Leishmania sp,
resultando nas leishmanioses, doencas tropicais negligenciadas, consideradas pela
OMS uma das antropozoonoses mais importantes em saude publica (CAMARGO E
LANGONI, 2006).

Estudos apontam que 98 paises e territorios sdo endémicos para as
leishmanioses com 350 milhdes de pessoas expostas ao risco. Estima-se ainda que
existam 12 milhdes de casos no mundo, com aproximadamente 1,3 milhGes de
novos casos ocorrendo anualmente e 20.000 a 30.000 mortes anuais. Dos trés
principais tipos de leishmanioses, mais de 90% dos casos globais de leishmaniose
visceral ocorrem em apenas seis paises, incluindo o Brasil. A leishmaniose cutanea
€ mais amplamente distribuida, com cerca de um terco dos casos ocorrendo em
cada uma das trés regides epidemiolégicas, as Américas, a bacia do Mediterraneo e
Asia ocidental a Asia Central (WHO, 2014).

No Brasil, as leishmanioses estdo presentes em todas as unidades
federativas, sendo que mais de 90% dos casos humanos da doencga concentra-se na
regido Nordeste, havendo ainda focos importantes nas regides Centro-Oeste, Norte
e Sudeste (MONTEIRO, LACERDA e ARIAS, 1994; MAIA-ELKHOURY et al., 2008).
O aumento da incidéncia tem como causas principais a devastacao das florestas e
aumento da populacéo, falta de saneamento e higiene, bem como imunossupressao
e desnutricdo, que implicam na maior suscetibilidade do hospedeiro (ASHFORD,
2000) atingindo a populacdo mais carente do planeta e, particularmente, os paises
em desenvolvimento (WHO, 2014).

As manifestacbes clinicas e a severidade da doenca sao variaveis,
dependendo da viruléncia da espécie infectante, susceptibilidade do hospedeiro e
co-infecgdes (CUNNINGHAM, 2002; ROGERS et al.,, 2002). A infeccdo pode ser
assintomatica ou apresentar um espectro que varia desde lesdes cutaneas
localizadas ou disseminadas, forma cutanea-difusa, até graves lesbes
mucocutaneas ou viscerais (GRIMALDI e TESH, 1993). A leishmaniose visceral
(também conhecida como calazar) € fatal se ndo tratada. Caracteriza-se por acessos
irregulares de febre, perda de peso, aumento do baco e do figado e anemia. A
leishmaniose cutanea é a forma mais comum e provoca Ulceras nas partes expostas

do corpo, podendo deixar cicatrizes definitivas e incapacidade grave. A leishmaniose
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mucocutanea leva a destruicdo parcial ou total das membranas mucosas do nariz,
boca e garganta (WHO, 2014).

Cerca de 20 espécies de Leishmania podem infectar o homem, as quais
podem ser subdivididas nos subgéneros L. (Leishmania) spp. e L. (Viannia) spp.
(MELBY, 2002), encontradas tanto no Velho Mundo quanto no Novo Mundo. No
Brasil, varias espécies estdo associadas as formas cutanea e/ou cutdneo-mucosa,
enquanto a L. chagasi € a principal espécie associada a manifestacdo visceral
(LAINSON e SHAW, 1987; GRAMICCIA e GRADONI, 2005).

No inseto vetor (género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo
Mundo), os parasitos deste género se apresentam como formas promastigotas
flageladas. No hospedeiro vertebrado, apresentam-se como formas amastigotas no
interior de fagocitos mononucleares, principalmente os macréfagos (ALEXANDER,
SATOSKAR e RUSSELL, 1999; ROGERS et al., 2002). Uma questédo importante na
biologia da Leishmania, e que leva a diversas pesquisas na area, € a caracteristica
notavel que o parasito tem de sobreviver e prosperar dentro do ambiente hidrolitico
do macrofago (ZHANG et al., 2001). Durante o processo de invasao, deficiéncias no
processo de ativacdo dos macréfagos contribuem para estabelecimento bem
sucedido da Leishmania no hospedeiro mamifero (REINER et al., 1994).

No modo de transmissdo habitual da doenca (figura 3), o parasito é
transmitido ao hospedeiro vertebrado pela picada de fémeas do inseto vetor
infectadas que injetam um pequeno numero de promastigotas metaciclicos (formas
infecciosas) na pele. No interior dos fagolisossomos, 0s promastigotas se
diferenciam em amastigotas que proliferam, eventualmente rompendo o macréfago
infectado, e sao liberados para infectar macrofagos vizinhos. Macréfagos infectados
podem ser ingeridos pelo inseto vetor durante o repasto sanguineo e sao lisados no
intestino médio deste, liberando parasitas que se diferenciam em promastigotas
prociclicos (formas néo infecciosas que se replicam rapidamente). Essas formas
passam por um processo de adesdo a parede do intestino, liberagdo e migragéo
anterior que é acompanhado por sua diferenciagdo em promastigotas metaciclicos
nao-replicativos que podem ser transmitidos quando o vetor fizer um novo repasto
sanguineo (CUNNINGHAM, 2002; SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002; DOMINGUEZ
et al., 2003).
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Figura 3 Ciclo de vida da Leishmania sp (Adaptado de CDC, 2003).

O tratamento de escolha para todas as formas de manifestacao clinica das
leishmanioses é feito a base de antimoniais pentavalentes. Como medicamentos de
segunda escolha, incluem a anfotericina B e pentamidinas. Entretanto, todos séo
toxicos, de custo elevado, dificil administracéo e ja existe comprovada resisténcia do
parasito (CROFT e COOMBS 2003; RATH et al.,, 2003). Farmacos como a
miltefosina, um hexadecil-fosfocolina, tém demonstrado efetividade para o
tratamento de leishmaniose visceral (SINDERMANN et al., 2004). No Brasil, o
antimoniato N-metil glucamina, conhecido comercialmente como glucantime, vem
sendo distribuido pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2006).

A demanda por novos farmacos leishmanicidas tem se intensificado com o
aumento da resisténcia aos antimoniais pentavalentes, bem como a farmacos de
segunda geracdo. Igualmente, o0 numero de quimioterapicos disponiveis,
principalmente para tratamento de doencas crbnicas, esta muito abaixo do
satisfatorio (VOULDOUKIS et al., 2006). Neste contexto, varias substancias foram
relatadas, porém nenhuma testada, ou mesmo em uso, apresentou eficacia e
seguranca adequadas (FRANCK et al., 2004; RAYCHAUDHURY et al., 2005). Desta
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forma, considerando as dificuldades de tratamento e a auséncia de vacinas, ha
urgéncia na busca de novas terapéuticas dentre as quais se incluem os
medicamentos fitoterapicos (NAKAMURA et al., 2006).

1.1.4 Estrutura e fisiologia da pele

A pele, maior 6rgdo do corpo humano, representa 15 a 20% do peso
corpéreo e recobre aproximadamente 2 m? da superficie corpérea. O Sistema
tegumentar é constituido por dois componentes principais que incluem (1) a pele e
(2) os derivados epidérmicos, tais como as unhas, os pelos e as glandulas
(glandulas sudoriparas, sebaceas e mamarias). A pele, particularmente, forma a
cobertura externa do corpo, sendo constituida por duas camadas principais: a
epiderme, constituida por epitélio pavimentoso estratificado ceratinizado e a derme,
formada por tecido conjuntivo propriamente dito. Abaixo da derme encontra-se a
hipoderme, a qual contem quantidades variaveis de tecido adiposo
(KIERSZENBAUM e TRES, 2008; ROSS et al., 2011; GARTNER, HIATT e STRUM,
2011).

A pele desempenha importantes fun¢Bes relacionadas com sua localizacao
na superficie do corpo: protege contra lesdes fisicas, quimicas e bioldgicas; impede
a perda de agua; serve como receptora para sensacdes gerais (dor, presséao, tato,
temperatura); protege contra radiacéo ultravioleta; converte moléculas precursoras
em vitamina D; funciona na regulacéo térmica; excreta algumas substancias através
das glandulas sudoriparas e participa da sinalizacdo sexual. Além disso, certas
substancias lipossoliuveis sédo absorvidas através da pele e, nao sendo
necessariamente uma funcdo, mas sim uma propriedade, é aproveitada na
administracdo de alguns agentes lipossollveis terapéuticos para a pele
(KIERSZENBAUM e TRES, 2008; ROSS et al., 2011).

A interacdo coordenada entre os diferentes tipos celulares presentes nas
camadas da pele permite que este orgao responda, pronta e efetivamente, a uma
variedade de estimulos nocivos que ocorrem na interface do organismo com o0 meio
externo, garantindo assim a manutencdo da homeostasia cutanea (WILLIAMS e
KUPPER, 1996; BURBACH, et al., 2000; HAAKE et al., 2000). A camada coOrnea é

rompida pelas estruturas anexas (foliculos pilosos e glandulas sebaceas) e as
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infeccdes nessas regides sdo suprimidas pela resposta imune inata, que inclui varios
elementos como os macréfagos, células dendriticas e neutrdéfilos, bem como varias
citocinas e quimiocinas. Além disso, também se verifica nas células epidérmicas a
presenca de receptores para agentes invasores como o CD14, receptores do tipo
Toll (TLR: toll-like receptors) e receptores de manose (MR). A pele, além de ser um
dos principais locais para a invasao de bactérias, fungos, parasitas e virus, também
€ um importante local para a inducdo de tumores, porém todos esses processos sao
influenciados pela resposta imune adquirida, que inclui células dendriticas
especializadas (ex.: células de Langerhans) e linfocitos T helper (Thl e Th2). Nesse
contexto, a pele € muito mais do que simplesmente uma barreira fisica passiva entre
0 meio externo e interno, mas também uma extensdo do sistema imunoldgico
(NORRIS, 2004).

Epiderme

A epiderme, de origem ectodérmica, representa a camada mais externa da
pele, cuja espessura apresenta variacfes topograficas ao longo do organismo.
Apresenta cinco estratos, cada qual com funcbes distintas (ROSS et al., 2011;
GARTNER, HIATT e STRUM, 2011):

1) Estrato corneo — € a camada mais superficial e atua como uma grande

barreira a penetracdo de organismos externos e toxinas, além de prevenir a

perda de agua;

2) Estrato lucido — camada indistinta e homogénea de ceratinocitos e

presente apenas em pele grossa. Suas células ndo possuem nucleo nem

organelas e o seu interior € repleto de ceratina e eleidina;

3) Estrato granuloso — nessa camada inicia-se o processo de cornificagao,

onde as células sofrem apoptose diferenciando-se em cornedcitos;

4) Estrato espinhoso — 0s ceratindcitos presentes nessa camada Sao

responsaveis pela producdo dos filamentos de ceratina (ceratinizagcdo) que

interagem com o0s desmossomas, sintese de agentes antioxidantes

(glutationa redutase, peroxidase, catalase), citocinas, quimiocinas, etc;
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5) Estrato basal - camada mais profunda responséavel pela proliferacéo

celular, sendo essa camada resistente ao processo apoptotico.

A manutencédo do numero de células na epiderme depende do balanco entre
proliferacdo e morte celular (diferenciagdo/apoptose) dos ceratindcitos, tipo celular
predominante. Esse processo € controlado pela comunicagdo paracrina e autécrina
via hormonios, fatores de crescimento e citocinas ou por comunicacdo intercelular
via célula-célula e célula-matrix de adeséo, ou ainda pela comunicacao intercelular
na regido da gap junction (HAAKE et al., 2000; HAASS e HERLYN, 2005). A
epiderme tem a capacidade de autorrenovacado tanto sob condigcbes homeostéaticas
como em condi¢cdes nocivas, devido a presenca de uma populacdo celular
mitoticamente ativa na camada basal. Em condicdes normais, a renovacgao
epidérmica é balanceada pela descamacao da camada cérnea na superficie da pele,
onde se verifica uma diferenciacdo celular progressiva, através do processo de
ceratinizacdo e cornificacdo, a partir da camada basal em direcdo a superficie
(FUCHS e RAGHAVAN, 2002; CANDI et al., 2005). Assim, é de grande importancia
a regulacao do processo de proliferacdo dos ceratinécitos, pois possiveis distarbios
no crescimento dessas células podem ser responsaveis pela patogénese de
diversas doencas de pele, como por exemplo, psoriase e cancer de pele. Nos
ceratindcitos, 0s responsaveis por esse controle sao principalmente quinases
dependentes de ciclinas, as quais orientam a transicdo entre as fases G1 e S do
ciclo celular dessas células (GNIADECKI, 1998).

Além dos ceratindcitos (80-85% da epiderme), assim chamados porque seu
principal produto € a citoqueratina, proteina que forma os filamentos intermediarios,
outros tipos celulares podem ser encontrados na epiderme. Sao eles: os melanécitos
(10-13% da epiderme) - ceélulas responsaveis pela producdo de melanina que
contribuem para a coloracao da pele e para a protecao contra a radiacao ultravioleta
(UV); células de Langerhans (4% da epiderme) - células dendriticas derivadas de
precursores da medula Ossea, que atuam como células apresentadoras de
antigenos, interagindo com as células T; células de Merkel (1% da epiderme) -
células derivadas da crista neural envolvidas na sensagéo do tato (KIERSZENBAUM
e TRES, 2008). Além das células residentes da epiderme (ceratindcitos,
melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel), outras células migram

para a epiderme em resposta aos mais variados estimulos os quais incluem os
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linfocitos, macréfagos, neutrdfilos e eosindfilos, sendo essas células elementos da

resposta de defesa inata ou adquirida (RANG et al., 2007).

Derme

A interface entre epiderme e derme € formada pela juncdo dermoepidérmica
(JDE), uma regido de membrana basal, cuja funcéo € ligar a epiderme a derme e
fornecer resisténcia contra forcas externas. Além disso, uma vez que a epiderme
NAo possui vasos sanguineos, ela depende da derme para prover nutrientes e
metabdlitos. Tal juncdo também contribui para um suporte a epiderme, determina a
polaridade do crescimento, direciona a organizacdo do citoesqueleto nas células
basais, desencadeia sinais de desenvolvimento e serve como uma barreira
semipenetravel (GOLDSMITH et al., 2012).

A derme, de origem mesodérmica, é dividida em camada papilar, que é a
camada mais préoxima da epiderme, e a camada reticular, que é formada por um
tecido conectivo denso e constitui a maior parte da derme (NORRIS, 2004). Sua
constituicdo envolve polissacarideos (hialuronidatos e condroitinsulfatos), substancia
fundamental (glicoproteinas, proteoglicanas e glicosaminoglicanas), material fibrilar
(fibras colagenas, fibras elasticas e fibras reticulares), receptores sensoriais (ex.:
corpusculos de Meissner, corpusculos de Pacini), células dérmicas (fibroblastos),
vasos sanguineos e linfaticos. As principais e mais abundantes células da derme
sao os fibroblastos, 0os quais sdo 0s responsaveis por sintetizar colageno, elastina,
glicosaminoglicanas, proteoglicanas, fibronectina e outras proteinas da matriz
extracelular, ou seja, as proteinas responsaveis pela estrutura, resisténcia e
elasticidade da pele (MAKRANTONAKI e ZOUBOULIS, 2007). E também a
abundante matriz extracelular presente na derme, a responsavel por tornar essa
regido o ambiente ideal para o trafego e permanéncia de células como leucdcitos.
Assim, entre os componentes celulares residentes na derme encontram-se linfocitos,
que em sua maioria sdo células T de memodria, macréfagos, que representam a
maior parte dos leucocitos presentes em uma derme saudavel e também sao

encontrados mastocitos. Todas essas células tornam-se ativas ao primeiro estimulo
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nocivo produzindo sinais que permitam o recrutamento de outras células
inflamatorias como os neutréfilos (SPELLBERG, 2000). Os vasos sanguineos
presentes na derme permitem a infiltracdo de células migratorias importantes para a
resposta de defesa inata ou imune e para 0 processo de cicatrizagdo, como 0S
macréfagos, linfocitos, eosindfilos, neutréfilos e outros (RYAN, 2004). As inervacdes
vegetativas presentes na derme regulam glandulas sudoriparas, musculo pilo-eretor
e vasos sanguineos, auxiliando no controle da temperatura corporal. J& a nervacao
sensitiva conduz estimulos mecanicos, térmicos, quimicos e dolorosos para o
sistema nervoso central (GOODWIN e WHEAT, 2004). Cabe-se ressaltar que em
condic¢des de inflamacéo e cicatrizacdo hipertréfica, ha um aumento da proliferacéo
e da atividade dos fibroblastos e estes por sua vez, respondem a mediadores
imunes, incluindo as citocinas IL-1a e IL -1B, pelo aumento da sintese de fator de
crescimento de ceratindcitos, fator de crescimento hepético e outros (FREINKEL e
WOODLEY, 2000).

Hipoderme

7

A hipoderme, ou camada subcutanea da pele, € uma continuacdo mais
profunda da derme. Ela é formada por tecido conjuntivo frouxo e células adiposas
gue se organizam em uma camada de espessura variavel, dependendo da sua
localizac&o corporal. A hipoderme facilita a mobilidade da pele e o tecido adiposo
contribui para o isolamento térmico e 0 armazenamento de energia metabdlica, bem
como atua como um amortecedor de choques (KIERSZENBAUM e TRES, 2008).

1.1.4.1 Inflamacéo cutanea

A pele, por ser o maior 6rgdo do corpo humano e ser a interface com o meio

externo, esta constantemente sujeita a lesbes e invasao de patdgenos, 0s quais
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podem gerar diversos processos inflamatérios. A funcéo de tal resposta, governada
pela interacdo entre células e mediadores inflamatérios, € erradicar o agente
agressor, de forma a evitar sua disseminacdo a outras regifes do organismo,
promover o reparo tecidual e restabelecer a homeostasia da pele (FIRESTEIN,
2004). A falha nos mecanismos enddégenos que controlam a inflamacéo pode fazer
com que este processo, inicialmente resolutivo, desregule a homeostase do 6rgéo,
predispondo o0 mesmo a desenvolver processos inflamatorios cronicos
(DEBENEDICTIS et al., 2001).

Calor, eritema, edema e dor, em nivel clinico, caracterizam a resposta
inflamatéria. Contudo, se a mesma for exacerbada, pode promover uma
descompensacéo fisioldgica levando a perda de funcdo do tecido e/ou 6rgao (RANG
et al., 2007). A cascata de eventos desencadeada ap0s uma agressao ou estimulo
resulta no aumento do calibre microvascular, aumento da permeabilidade vascular e
recrutamento de leucdcitos, como consequéncia de uma interacdo complexa entre
diferentes tipos celulares residentes nos tecidos cutaneos (ceratindcitos,
fibroblastos, mastécitos, células endoteliais, macrofagos) e varios mediadores proé-
inflamatérios (NICKOLOFF e NESTLE, 2004; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY,
2004). Os mediadores pro-inflamatérios liberados durante o processo inflamatorio,
tanto pelas células residentes dos tecidos cutdneos quanto pelas células transientes
gue migram para o tecido inflamado (neutréfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos),
incluem os metabdlitos do &cido araquiddénico (AA), histamina, serotonina,
substancia P, citocinas, 6xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (ROS,
reactive oxigen species), entre outros (KUPPER?, 1990; SIMMONS, 2006).

Os ceratindcitos constituem as células envolvidas na primeira linha de
defesa do sistema imune cutaneo devido a producdo de véarios mediadores pro-
inflamatorios, como as citocinas, cuja producdo se mostra consideravelmente
aumentada apoOs a ativacdo dessas ceélulas por diferentes estimulos (WILLIAMS e
KUPPER, 1996). Fibroblastos, células endoteliais, melandcitos e macrofagos
também produzem diversas citocinas mediante um estimulo (KUPPER?® 1990;
BURBACH et al, 2000). Os ceratinécitos armazenam grande quantidade de IL-1 em
seu citoplasma, podendo libera-la quando danificados, iniciando uma cascata
inflamatoria. Em resposta, ceratindcitos vizinhos liberam mais IL-1a, assim como IL-
18, fator de necrose tumoral (TNF) - a e IL-6, amplificando o sinal inicial.

Concomitantemente, os ceratindcitos produzem quimiocinas, incluindo IL-8 e fatores
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de crescimento, como IL-7 e IL-15, que facilitam sua sobrevivéncia e induzem a
ativacao de leucdcitos em resposta as quimiocinas (SPELLBERG, 2000). Entretanto,
entre todas as citocinas produzidas pelos ceratinécitos, somente as primarias (IL-1q,
IL-1-B e TNF-a) ativam um numero suficiente de mecanismos efetores capazes de
desencadear uma resposta inflamatéria cutanea (KUPPER, 1990°).

A exposicao celular as citocinas primarias (IL-1 e TNF- a) resulta na ativagcéo
de algumas vias de sinalizacdo, como das proteinas quinases (PKC, PKA) e
proteinas quinases ativadas por mitdbgenos (MAPK), que culmina na estimulacdo da
atividade de alguns fatores de transcricdo nuclear, como o fator de transcricao
nuclear-kB (NF-kB) e a proteina ativadora-1 (AP-1). Estes fatores de transcri¢cdo
qguando ativados induzem a transcricdo génica de diversas citocinas (TNF- a, IL-1,
IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF, TGFB1 - fator de crescimento tumoral), quimiocinas,
moléculas de adesdo e enzimas responsaveis pela producdo de mediadores
inflamatoérios secundarios 6xido nitrico sintetase induzida (iNOS) e ciclo-oxigenase-2
(COX-2) (DELHASE, 2003; WINYARD, 2003; PASCUAL e GLASS, 2006). Assim, a
principal funcdo da IL-1 e do TNF-a, é desencadear a resposta inflamatodria inata e
atuar como uma molécula co-estimulatéria da resposta imunolégica (UCHI et al.,
2000). Além disso, o TNF-a também tem um papel importante no processo de
remodelacdo do tecido apés um dano, pois atua como fator angiogénico e como
fator de crescimento dos fibroblastos (BURBACH et al., 2000).

Os metabdlitos do AA (prostanoides) também desempenham um papel
importante no processo inflamatorio cutdneo, uma vez que estes mediadores
possuem uma ampla acdo mediada por receptores especificos presentes em
células-alvo (KABASHIMA e MIYACHI, 2004). A producédo das prostaglandinas e
dos leucotrienos é iniciada com a liberacdo do AA a partir dos fosfolipidios de
membrana, através de uma reacdo catalisada pela fosfolipase A2 (PLA2). Esta
enzima é ativada em resposta a varios estimulos, tais como a acao da trombina nas
plaguetas, do fator do complemento C5a nos neutréfilos, da bradicinina nos
fibroblastos, das reacfes antigeno-anticorpo nos mastocitos e da lesdo celular
promovida por diferentes agentes (ERO, UV-B, agentes quimicos etc) (RANG et al.,
2007). O AA liberado serve de substrato para as duas isoformas da enzima ciclo-
oxigenase (COX-1 e COX-2), onde é convertido em prostaglandinas e tromboxanos
(PGE2, PGD2, PGF2a, PGI2, TXA2), e também para a 5-lipo-oxigenase (5-LOX),
sendo convertido em leucotrienos (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4) por essa via
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metabdlica. Na pele normal, a COX-1 esta distribuida em toda a epiderme, enquanto
a COX-2 se localiza principalmente nos ceratindcitos supra-basais, sendo
prontamente induzida frente a um estimulo inflamatério (LEE et al., 2003;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A principal prostaglandina presente no
tecido cutdneo € a prostaglandina E2 (PGE2), a qual modula varios eventos
inflamatérios cutédneos, como o aumento da permeabilidade vascular e a
vasodilatacao, o que contribui na formacéo do edema e na adeséao e diapedese dos
neutroéfilos e mondcitos (LEE et al., 2003).

A histamina também desempenha uma ac¢do importante durante o processo
inflamatoério cutaneo. A histamina atua em muitos processos fisioldgicos celulares,
mas também intervém nas reacdes alérgicas e na inflamacdo. Esse € um dos
principais motivos dos mastécitos estarem estrategicamente localizados na
microvasculatura dos tecidos que estdo em contato com 0 meio externo como a
pele, os pulmdes e intestinos. A liberacdo da histamina ocorre pelo processo de
exocitose durante as reacles inflamatorias ou alérgicas através da interacdo de
fatores do sistema complemento (C3a e C5a) e de antigenos com anticorpos IgE
fixados nos mastocitos. ApGs a degranulacdo dos mastdcitos, a histamina atua em
receptores especificos (receptores histaminérgicos) promovendo a constricdo do
musculo liso, vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e prurido (SILVA e
CARVALHO, 2004; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; RANG et al, 2007).
Outros mediadores quimicos como a serotonina, substancia P e neurocinina A
também participam da regulacdo dos processos vasculares, contribuindo assim na
resposta inflamatoria (HOLZER, 1991).

Uma variedade de condi¢cdes patologicas internas e sistémicas pode ser
refletida na pele. Estas incluem: diabetes mellitus, arterosclerose, doencas
inflamatorias, estresse mental e envelhecimento. Desta forma, a pele serve como um
indicador de desordens enddgenas e, nela também, refletem-se os danos oriundos
da producao excessiva de radicais livres (PORTUGAL et al., 2007). Um aumento
dos niveis de ROS na pele pode levar a danos celulares que promovem varias
condi¢cbes patologicas, como respostas inflamatorias (SONG et al., 2008). Portugal e
colaboradores (2007) descrevem que a superproducdo ou remocao ineficiente de
radicais livres, denominada estresse oxidativo, contribui para surgimento de

hY

condicbes lesivas a pele, expressas por eritema, edema, envelhecimento,
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inflamag&o, manifestacdo autoimune, hipersensibilidade, ceratinizagdo anormal e
cancer de pele.

Para que a funcdo homeostatica do sistema imune cutaneo funcione de
maneira apropriada, os diversos sinais pro-inflamatérios, que podem ser gerados
pelas células dessa regido, devem ser contrabalanceados por mecanismos capazes
de promover a resolu¢cdo de um processo inflamatorio cutdneo. Possiveis falhas
nesses mecanismos podem predispor ao desenvolvimento de processos
inflamatorios crénicos na pele (WILLIAMS e KUPPER, 1996; BUCKLE e
HEDGECOCK, 2007). Os receptores e as vias de sinalizacdo que iniciam e
promovem a resposta inflamatéria sdo bem caracterizados, entretanto pouco se
sabe a respeito de como essa resposta aguda é reparada de forma a impedir que
evolua para uma inflamacdo cronica. Para uma resolucdo bem sucedida é de
fundamental importancia uma neutralizacéo e remoc¢éo dos agentes que causaram 0
processo inflamatério. Uma falha nessa etapa inicial certamente podera levar a
cronificagdo (WILLOUGHBY et al., 2000; LAWRENCE e GILROY, 2007).

As doencas de pele podem ser desencadeadas tanto por estimulos
enddégenos como mutacdes génicas, quanto por estimulos exdégenos como a
exposicao a agentes irritantes. S&o diversos os tipos de doengas cutaneas as quais
sdo geralmente marcadas por caracteristicas como interrupcdo da barreira e
consequente perda da funcdo de protecédo, inflamacéo, sensibilizacdo e alteracbes
no padrao de proliferacao e diferenciacao de ceratindcitos (PROKSCH et al., 2008).

A dermatite de contato é uma dermatose inflamatoria frequente nos paises
industrializados, sendo uma das doengcas ocupacionais mais comuns. E
caracterizada por eritema, papulas e vesiculas, seguidas de ressecamento e
descamacdo. De acordo com os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos, podem-se
distinguir dois tipos de dermatite de contato: a dermatite de contato irritativa,
decorrente dos efeitos toxicos e pro-inflamatorios de xenobioticos capazes de ativar
a imunidade inata da pele; e a dermatite de contato alérgica, também conhecida
como hipersensibilidade de contato, que requer a ativagdo da imunidade adquirida
antigeno-especifica, levando ao desenvolvimento de células T efetoras, que séo
mediadoras da inflamac&o cutanea E induzida pelo contato de substancias quimicas
ndo proteicas denominadas de haptenos (por exemplo, niquel, cromo,
dinitrofluorbenzeno e oxazolona) (HENNINO et al., 2005).
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A dermatite atdpica é uma doenca inflamatéria da pele associada com
hiperreatividade cutédnea a estimulos normalmente in6écuos a individuos néo-
atopicos. Varios estudos indicam que a dermatite atOpica apresenta etiologia
complexa, com ativacdo de diferentes vias imunoldgicas e inflamatorias. O fendtipo
clinico que caracteriza essa doenca € um produto de complexas interacbes entre
susceptibilidade a genes, o organismo do paciente, defeitos na fungao de barreira da
pele e respostas imunoldgicas locais e sistémicas. Varios estudos tém sido
realizados a fim de compreender o papel destes diferentes fatores na patogénese da
dermatite atépica, devido a alta incidéncia desta doenca que aparece normalmente
durante a infancia, mas pode persistir ou aparecer na fase adulta (SOARES, 1995;
LEUNG et al., 2004). E caracterizada por um eritema mal definido com presenca de
edema, vesiculas com exsudato em estagios agudos e aumento da espessura da
pele (liguenificacdo) (WILLIANS, 2005). O principal sintoma € o prurido, que pode
comegar antes mesmo das lesdes cutaneas se manifestarem. Na infancia, as lesdes
sdo avermelhadas e descamativas. Podem atingir a face, tronco e membros. Com o
ato de cocar, tornam-se escoriadas e podem sofrer infeccdo secundaria. Nos
adolescentes e adultos, as lesdes localizam-se preferencialmente nas areas de
dobras da pele, como a regiao posterior dos joelhos, pescoco e dobras dos bragos.
A pele destes locais torna-se mais espessa, aspera e escurecida (SAMPAIO,
CASTRO e RIVITTI, 2000).

A psoriase representa uma doenca inflamatoria crénica. Afeta
aproximadamente 2 a 3% da populagdo mundial e apresenta caracteristicamente
remissdo e exacerbacdo espontaneas. A psoriase pode iniciar em qualquer idade,
porém estudos epidemiolégicos revelam que o seu inicio € mais comum entre os 15
e 25 anos. Atualmente, é reconhecida como uma doencga autoimune causada por
uma ativagao inapropriada do sistema imune celular, sendo caracterizada como uma
doenca papulo-escamosa, como consequéncia da hiperproliferacdo excessiva dos
ceratindcitos e da formacédo de um foco inflamatério. A sua patogenia envolve a
integracdo de leucdcitos infiltrados no tecido cuténeo (células T, neutréfilos e
mastocitos), células residentes e uma variedade de citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas, fatores de crescimento e eicosanoides (NICKOLOFF e NESTLE, 2004,
KRUEGER e BAWCOCK, 2006).

As doencas dermatolégicas inflamatérias como 0s eczemas e a psoriase

apresentam lesdes cutaneas de aspecto inestético, o que perturba significativamente
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os doentes, obrigando-os a tratamentos prolongados e diversos. Sdo multiplos os
recursos terapéuticos para estas situagcées. No entanto, a exigéncia de terapéutica
persistente, prolongada e distinta ndo contribui para um tratamento eficaz e de boa
adesao dos doentes. Estas dificuldades sé@o acrescidas pelas ondas de recorréncia
que contribuem para o desenvolvimento de situagcdes de ansiedade, as quais
podem, por sua vez, ser responsaveis por exacerbacdes das lesdes. Assim, a busca
por novas estratégias que se mostrem seguras e eficazes em prevenir a formacéo
de edema, o extravasamento plasmatico e o recrutamento de mediadores
inflamat6rios € um caminho promissor para se encontrar terapias adequadas no
combate de reacdes inflamatdrias excessivas (SEELIGER et al., 2003; MAN et al.,
2008). Uma alternativa interessante nessa busca por novas terapias seria a

utilizacao de plantas medicinais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Aprofundar o estudo quimico, farmacologico e toxicologico da particdo

hexénica (PHEX) de Lacistema pubescens.

2.2 Objetivos especificos

= Caracterizar quimicamente a PHEX;

= Biomonitorar o fracionamento para a atividade citotoxica frente a linhagens de
células tumorais e de Leishmania in vitro;

» Verificar a toxicidade em células ndo tumorais;

» |dentificar as substancias potencialmente bioativas da PHEX;

» Avaliar a atividade citotoxica das fracdes semipurificadas sobre células
tumorais e espécies de Leishmania;

= Avaliar, in vivo, a toxicidade topica aguda da PHEX;

= Avaliar, in vivo, o efeito anti-inflamatério tépico agudo da PHEX pelos modelos
do edema de orelha induzido pelo 6leo de croton, &cido araquidénico,
capsaicina, fenol, histamina e etil fenil propionato (EPP);

= Avaliar, in vivo, o efeito anti-inflamatdrio topico crénico da PHEX utilizando o
modelo de edema de orelha mediado pela aplicagdo multipla do éleo de créton;

»= Avaliar, in vivo, o efeito anti-inflamatério tépico agudo das fracbes
semipurificadas;

» Avaliar os parametros de inflamacao (hiperproliferagcdo celular, edema e
infiltracdo leucocitaria) por meio da analise histopatologica das biopsias das
orelhas obtidas nos modelos de edema de orelha induzido pela aplicagcéo
simples de Oleo de croton e pela aplicacdo mdultipla deste mesmo agente
flogistico;

= Avaliar, in vitro, a atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO);
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= Investigar os possiveis efeitos adversos cutaneos e sistémicos desenvolvidos
a partir do tratamento topico com a PHEX em modelos de atrofia cutanea e
cicatrizacao;

» |ncorporar a PHEX em uma formulacdo para uso topico;

* Propor mecanismos de agdo das atividades farmacoldgicas encontradas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

As folhas de L. pubescens foram coletadas em Matias Barbosa, Minas
Gerais, Brasil, em época de frutificacdo (dezembro de 2011) no periodo da manha.
Uma exsicata de L. pubescens foi depositada no herbario Leopoldo Krieger CESJ da
UFJF sob o numero 49751 e identificada pela Dr? Fatima Regina Gongalves
Salimena, do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
UFJF.

3.2 Preparo do extrato bruto metandlico (EBM) e particdo hexanica (PHEX)

As folhas coletadas foram secas a sombra, em local ventilado e em
temperatura ambiente (25 °C). Depois de seco e triturado, o material (375 g) foi
submetido a extragdo por maceracao estatica com metanol (MeOH), a temperatura
ambiente, até a exaustdo. Em seguida, o extrato foi concentrado a pressao reduzida
utilizando-se evaporador rotatorio para obtencédo do extrato bruto metandlico (EBM -
74 g), um residuo de coloracao verde escura. Desta forma, o rendimento do extrato
foi de 20%.

Cinquenta e trés gramas do EBM, apds completa remocdo do solvente,
foram ressuspendidos em MeOH:H,O (8:2) e, em seguida, particionado com o
solvente hexano (5 X 200 ml). Posteriormente, o solvente foi evaporado utilizando-se
evaporador rotatorio e a particdo hexanica (PHEX — 16 g) foi pesada e mantida sob -
refrigeracao.
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3.3 Métodos cromatograficos e espectrométricos

3.3.1 Cromatografia de adsorcgéo

Na cromatografia de adsorcéo para fracionamento da PHEX foi utilizada
coluna cromatogréafica em silica gel (Merck, 70 - 230 mesh ASTM). Os eluentes
utilizados foram hexano, acetato de etila e metanol, puros ou combinados em
proporc¢des crescentes de polaridade.

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatoplacas revestidas com silicagel 60 Fzs4 (Merck). A revelacdo dos
componentes das amostras foi obtida por exposicdo em camara de luz ultravioleta
(UV- 254 e 365 nm) e /ou por aspersao com reagentes especificos seguidos ou nédo
de aquecimento em estufa a 100 °C por aproximadamente 5 min. Apos
fracionamento, as amostras foram concentradas a pressao reduzida, com auxilio do
evaporador rotatorio, pesadas e mantidas sob-refrigeracdo até a realizacdo dos

testes biolégicos.

3.3.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

As analises cromatogréficas para separacéao e identificacdo dos constituintes
da PHEX de L. pubescens foram realizadas na Plataforma Analitica de
Farmanguinhos, FIOCRUZ/RJ. A Cromatografia Gasosa (CG) foi realizada em
cromatografo Hewlett Packard 6890 Series acoplado a um detector seletivo de
massas Hewlett-Packard 5972 equipado com uma coluna capilar DB-5MS (30 m x
0,25 mm, 0,25 um); hélio como gas de arraste com razéo de fluxo de 0,5 mL/min;
temperatura programada de 70 °C a 325 °C (2 °C/min); injetor com temperatura de
250 °C e detector com temperatura de 300 °C e energia de ionizacéo de 70 eV. Os
métodos utilizados na plataforma analitica incluem aqueles relacionados a
identificacdo de diterpenos, sesquiterpenos e triterpenos, com tempos de corrida de
60 minutos (método PMA 46) e 75 minutos (método JUN).
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3.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada em um
aparelho Agilent Technologies Série 1200, constituido de uma bomba quaternéaria e
com detector DAD - UV e injetor automatico. A coluna empregada foi uma Zorbax SB
- C18 (250 mm x 4,6; 5 um). As amostras foram solubilizadas nas fases moveis
empregadas (metanol-acetonitrila; 70:30 v/v) e previamente filtradas antes de serem
injetadas em um volume de 20 pL, em uma concentragcdo de 1 mg/mL. O fluxo foi de
1 mL/min. Os solventes empregados apresentavam grau HPLC, além de serem
adequadamente filtrados antes das analises. A deteccdo foi realizada em

comprimento de onda de 210 nm.

3.4 Fracionamento dos constituintes quimicos de L. pubescens

3.4.1 Fracionamento da PHEX

A particdo hexanica (6 g) foi fracionada usando coluna cromatografica (CC)
de tamanho 42 x 5 cm com suporte de silica-gel, com gradiente crescente de
eluicdo: hexano - acetato de etila (90:10 v/v — 100% de acetato de etila) e acetato de
etila — metanol (90:10 v/v — 100% de metanol) o que gerou um total de 17 fragbes
(FH1 a FH17). Estas fragbes foram analisadas e agrupadas com base nos perfis
obtidos por CCD.

3.4.2 Fracionamento da FH9 obtida da PHEX

A fracdo FH9 (802 mg) foi refracionada por cromatografia liquida em coluna
(45 x 2,5 cm) com suporte de silica e eluida com hexano — acetato de etila (90:10 v/v
a 20:80 v/v) e acetato de etila-metanol (90:10 v/v a 50:50 v/v) para obter 12 fragcoes
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(FH9F1 a FH9F12), agrupadas pela semelhanca nas andalises em CCD. A figura 4

representa o fluxograma da extracéo, particdo e fracionamento de L. pubescens.

3.5 Deteccao dos constituintes quimicos de L. pubescens

A PHEX e fracdes (FH1 a FH17; FH9F1 a FHOF12) foram analisadas por
CG-EM. Os constituintes da amostra foram identificados por comparacéo de seus
espectros de massas com agueles da biblioteca Wiley 275.1 e NIST e por
fragmentacdo de massas da literatura (ADAMS, 1995). Ainda, a identificacdo das
substéancias presentes em PHEX foi confirmada por CLAE-DAD-UV, com a utilizac&o

de padrdes auténticos como marcadores.



Folhas de L. pubescens secas e
moidas (375 g)

Extrato bruto metandlico (74 g)
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Suspensdo em MeOH

MeOH:H20 (8:2 v/v)
Parti¢do liquido-liquido com hexano

Fitoquimica/ (5x200 mL)
Ensaios biolégicos PHEX-16g
PHEX-6 g
- CC:silica-gel
T —
Fragdes FH1 a FH17 FH9 — 802 mg

CC:silica-gel

Fitoq\Limica/

Ensaios biolégicos

|
l FHI9F1 a FH9F12 \ l FHOF3 \ -

Fitoquimica/
Ensaios biolégicos

Figura 4 Fluxograma da extracéo, particdo e fracionamento de L. pubescens / 'cc- cromatografia

em coluna.

3.6 Atividades bioldgicas in vitro

3.6.1 Atividade citotéxica para linhagens tumorais

A determinacgéo da atividade citotoxica, realizada com PHEX, fragbes (FH1 a

FH17) e FHOF3 sobre linhagens de células tumorais, foi avaliada pela inibicdo da

viabilidade celular por meio da metabolizacdo do brometo de 3-(4,5-dimethyltiazol-2-
il)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT) (MOSSMAN, 1983). O MTT foi também utilizado para a

determinacdo da citotoxicidade das amostras em células ndo tumorais. Foram
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utilizadas as seguintes linhagens tumorais: células Jurkat (células leucémicas de
linfécitos T), células HL60 (leucemia promielocitica humana) e MCF-7 (células de
adenocarcinoma de mama humano). A linhagem de célula ndo tumoral utilizada foi a
3T3 (fibroblasto de embrido de camundongos).

As linhagens foram mantidas na fase logaritmica de crescimento em meio
RPMI 1640 ou DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 100
U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, sem fungizon, enriquecido com 2
mM de L-glutamina e 10% (para células leucémicas) ou 5% (para células aderentes)
de soro bovino fetal (SFB). Todas as culturas foram mantidas a 37 °C em uma
incubadora umidificada com 5% CO, e 95% de ar. As suspensdes celulares foram
semeadas em microplacas de 96 pocos contendo 1x10° células/poco para as
linhagens HL60, Jurkat, MCF-7 e 3T3. As placas foram pré-incubadas por 24 h a 37
°C para permitir a adaptacdo das células antes da adicdo das amostras.
Posteriormente, foram adicionadas as amostras na concentragdo de 100 pg/mL. As
amostras mais ativas foram adicionadas em diferentes concentragbes (100 a 1,56
ug/mL) para determinacdo da concentracdo inibitéria (Clsg). As placas foram
incubadas por 48 h a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO; e 100% de umidade
relativa e a viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT. Apds periodo de
incubacdo com as amostras, 20 uL de solugcado de MTT (5 mg/mL em tampéo fosfato)
foram adicionados a cada poco e incubados por 4 h. Ao final deste periodo, o
sobrenadante foi removido e 200 pL de 0,04 M de HCI em alcool isopropilico foram
adicionados para dissolver os cristais formazan.

Os grupos controle incluiram o tratamento com 0,1% de dimetilsulféxido
(DMSO - controle negativo), etoposideo (controle positivo) e um controle de células
(CC) em que ha apenas meio e células, sem DMSO. Todas as amostras foram
dissolvidas em DMSO, antes da diluicdo. Para comparagdo, a citotoxidade do
etoposideo foi avaliada sob as mesmas condicBes experimentais. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata e expressos como a média de trés
experimentos independentes. A densidade Optica (DO) foi avaliada em
espectrofotometro a 590 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de
proliferagao celular, em comparagdo com o controle negativo. A partir do teste de
viabilidade celular foi determinada a concentragéo inibitéria (Clsog) para cada amostra

mais ativa, que representa a concentracdo molecular que inibe 50% do crescimento
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celular. Os dados foram analisados usando o programa Prism 5.0 (GraphPad
Software).

3.6.2 Atividade leishmanicida

3.6.2.1 Avaliacao da citotoxicidade em promastigotas de Leishmania

A determinacdo da atividade antipromastigota foi realizada com a PHEX e
fracbes (FH1 a FH17 e FH9F3) utilizando o método do MTT (MOSSMAN, 1983).
Neste trabalho, foram utilizadas espécies encontradas tanto no Velho Mundo (L.
major), quanto no Novo Mundo (L. amazonensis, L. chagasi, L. braziliensis).

As cepas de referéncia utlizadas foram L. major (MRHO/SU/59/P), L.
braziliensis (MHOM/BR/M2903), L. chagasi (MHOM/BR/PP75) e L. amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8). As formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em
meio Warren (Infusdo de coracéo e cérebro - BHI, acrescentado de hemina e acido
félico) (WARREN, 1960); L. major e L. braziliensis foram cultivadas em meio BHI
(Infusdo de coracéo e cérebro, suplementado com L-glutamina); L. chagasi em meio
199, suplementados com 10% de soro bovino fetal (SBF) e mantidas a 26 °C através
de repiques realizados em intervalo de quatro dias, sendo coletadas em fase
logaritmica de crescimento.

As formas promastigotas de L. major, L. braziliensis, L. chagasi e L.
amazonensis obtidas a partir da fase logaritmica de crescimento foram contadas em
camara de Neubauer e lancadas a razdo de 2 x 10° células/mL (L. amazonensis) e 3 x
10° células/mL (L. major, L. braziliensis e L. chagasi) em placa de 96 pocos e
incubados a 26 °C. As amostras testadas foram adicionadas em diferentes
concentracdes (100 a 6,25 pg/mL), apds diluicio em DMSO sendo que a maior
concentracdo utilizada de DMSO foi de 0,8% (v/v), que ndo é citotoxica para 0s
parasitos. Em alguns pocos ndo houve adicdo de substancias, os quais foram
utilizados como controle negativo. Apés 72 h de incubagdo em estufa a 26 °C,
adicionou-se 10 uL do MTT a 5 mg/mL em cada poco e a placa permaneceu incubada

por mais 4 h sob as mesmas condigdes. A reacao foi interrompida pela adicédo de 100
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uL de 2-propanol/acido cloridrico (solu¢cdo de 2-propanol/HCI a 0,4%) e o material
dissolvido foi lido em espectrofotdmetro a 570 nym. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle negativo. A partir do teste de
viabilidade celular foi determinada a concentragdo inibitéria (Clso) para cada amostra
que representa a concentragdo molecular que inibe 50% do crescimento parasitario.
Os valores de Cls foram estimados a partir dos valores médios de trés experimentos
independentes, realizados em triplicata, por interpolacdo grafica utilizando o
programa estatistico Grafits5. Anfotericina B e Miltefosina foram utilizados como

farmacos de referéncia.

3.6.2.2 Avaliacdo do efeito citotoxico frente a macrofagos inflamatérios de
camundongos BALB/c

Para avaliar o efeito citotoxico da PHEX e fragbes, camundongos BALB/c
foram previamente estimulados com 2 mL de meio estéril tioglicolato a 3%. Apos 72
h, os animais foram sacrificados e 5 mL de meio 199 foram injetados no peritbnio
dos camundongos. Ap6s massagem do local e aspiracdo do meio 199 contendo as
células residentes do peritbnio, as células foram centrifugadas por 10min a 1000
rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em meio RPMI-
1640, sendo retirada uma aliquota para a contagem em camara de Neubauer. Em
seguida, adicionou-se 100 pL de uma suspensdo de 2x10° células/mL em meio
RPMI-1640 suplementado com 10% SBF em cada pogo da placa de 96 pocos que
permaneceu por 16 h em estufa com 5% de CO, a 37 °C para a adesao dos
macrofagos na placa. Posteriormente, cada poco foi lavado com 100 puL de PBS
estéril para retirada das células ndo aderidas; adicionou-se meio RPMI-1640
contendo 10% SBF e, na sequéncia, foram realizadas diluigbes seriadas da PHEX e
fragcOes, utilizando-se a concentracdo maxima de 100 pg/mL. As células foram
incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO,. Apos 72 h de tratamento, a
viabilidade dos macrofagos foi determinada pela adicdo de 10 pyL de MTT
(MOSSMAM, 1983) a 5 mg/mL e confirmada pela comparagdo da morfologia dos
macrofagos tratados com o grupo controle ndo tratado, via microscopio Optico

invertido. Apés 2 h, a reacdo foi interrompida pela adicdo 100 pL de
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isopropanol/acido cloridrico (solugéo de isopropanol/HCl a 0,4%) e a leitura realizada
em espectrofotbmetro de microplacas a 570 nm. Cada concentracdo das amostras
foi avaliada em triplicata. Em alguns pog¢os ndo houve adicdo de amostras (controle
negativo), os quais foram plaqueados com 100 pL de meio RPMI-1640
suplementado com 10% SBF. A concentracdo da amostra que reduziu 50% da
viabilidade dos macrofagos em comparacdo com o controle sem tratamento (CCsp)
foi calculada pelo programa estatistico Probit considerando a média de trés
experimentos independentes realizados em triplicata.

3.6.2.3 Avaliacdo do efeito citotéxico em amastigotas intracelulares de L.

amazonensis

Os ensaios antiamastigotas foram realizados com a PHEX e FH7. Foram
utiizados neste ensaio macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c e
infectados com L. amazonensis. Em cada poco da placa de 24 pocos contendo
laminulas de vidro (13 mm de diametro), adicionou-se 300 pL de uma suspenséo de
2x10° células/mL em meio RPMI-1640 contendo 10% SBF. A placa foi incubada em
estufa a 37 °C com 5% de CO, durante 16h para a adesdo dos macréfagos.
Posteriormente, as células foram lavadas com 300 uL de PBS estéril para retirada
das células ndo aderidas e adicionou-se em cada po¢o 300 puL de uma suspensao
de 20x10° promastigotas em fase estacionaria/mL em meio RPMI-1640
suplementado com 10% SBF. Apds um periodo de 4 h de interagdo em estufa a 33
°C com 5% CO,, cada poco foi lavado seis vezes com 300 puL de PBS estéril para
retirada dos promastigotas néo fagocitados. As amostras a serem testadas foram
adicionadas em diferentes concentracdes e apds 72 h de tratamento em estufa a 33
°C com 5% de COg, as células foram fixadas com etanol absoluto, submetidas a
desidratacdo em solugbes contendo acetona e xilol em diferentes proporcoes
(acetona pura, 90% acetona/10% xilol, 50% acetona/50% xilol, 90% xilol/10%
acetona e xilol puro) e coradas com Giemsa. Ao final, as laminulas foram montadas
com balsamo do Canada sobre lamina de vidro e analisadas em microscopio. A
carga parasitaria global foi avaliada pela contagem por microscopia de luz do

namero de amastigotas intracelulares e macréfagos infectados e nédo infectados
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(total de 100 células infectadas). A partir da carga parasitaria global foi determinada
a concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento parasitario (Clsg) por
extrapolacdo grafica da curva dose-resposta. A analise foi realizada pelo programa
estatistico Probit que considerou a média de dois ou trés experimentos
independentes realizados em triplicata. Anfotericina B e miltefosina foram utilizados

como farmacos de referéncia (controle positivo).

3.6.2.4 Indice de seletividade e indice de especificidade das amostras

O indice de seletividade (IS) determinou a relacdo entre citotoxicidade das
amostras para células de mamiferos e sua atividade leishmanicida. O célculo foi
realizado a partir da razdo entre a citotoxicidade para macréfagos (CCsp) € a
atividade contra promastigotas e amastigotas (Clsg). Valores de 1S>2,0 indicaram
gue a amostra foi mais toxica para o parasito em relacdo a célula hospedeira.
Valores de 1S<2,0 demonstram toxicidade da amostra para macréfagos
(HOUGHTON et al., 2007) .

O indice de especificidade (IE) estabeleceu a especificidade das amostras
para as formas promastigotas e amastigotas. Foi calculado pela razdo entre o Clsg
em promastigota e o Clsp em amastigota. Valores de IE>2,0 indicaram que a amostra
foi mais ativa para amastigotas. Valores de IE inferiores a 0,4 sugerem que a
amostra foi mais eficaz em promastigota. Amostras com valores de IE entre 0,4 e 2,0
foram consideradas ativas (DE MUYLDER et al., 2011).

3.6.2.5 Determinacgao do potencial elétrico de membrana mitocondrial (A¥m)

Promastigotas de L. amazonensis (1x10’ células/mL) foram cultivadas
durante 24, 48 e 72 h na auséncia ou na presenca de 88,0 e 176,0 pg/mL de FH7 a
25°C. As células foram coletadas, ressuspendidas em solucdo salina de Hank’s
(HBSS) e em camara de Neubauer foi contado o nimero de células. Promastigotas
(5x10° células/mL) foram incubadas com JC-1 (10 pg/mL) durante 20 minutos na
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auséncia de luz a 37°C. Apos lavar duas vezes com HBSS, a fluorescéncia foi
medida a 528 nm e 600 nm, utilizando o comprimento de onda de 485 nm (RIBEIRO
et al.,, 2013). O valor relativo do Aym foi quantificado utilizando a razéo entre a
leitura a 600 nm e leitura a 528 nm. Miltefosina (9 pg/mL) foi utilizada como controle

positivo.

3.6.2.6 Avaliacao dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para avaliar o efeito de FH7 sobre a geracdo de ROS intracelular, foi
utiizada a sonda fluorescente (2',7'-diclorofluoresceina diacetato) H;DCFDA,
segundo Fonseca-Silva e colaboradores (2011). Esta sonda € um éster de acetato
permeavel em células vivas, e quando entra na célula poder ser clivada por
esterases celulares e reagir com ROS celular (produzido durante periodos de stress
oxidativo) para emitir fluorescéncia verde através da conversdo em
diclorofluoresceina (DCF) (KATHURIA et al., 2014). Resumidamente, promastigotas
de L. amazonensis foram cultivadas durante 24, 48 e 72 h, na auséncia ou na
presenca de 88,0 pg/mL e 176,0 pg/mL de FH7. Promastigotas foram entao
coletadas, ressuspendidas em PBS e a concentracdo do parasito foi ajustada para
4x10" promastigotas em 200 pL de PBS. Em seguida, 20 pM of H,DCFDA foi
adicionado, e as amostras foram incubadas durante 30 min a 37 °C no escuro. A
fluorescéncia foi monitorada utilizando um comprimento de onda de excitacdo e
emissao de 485 e 528 nm, respectivamente. Miltefosina (9 pg/mL) foi utilizada como

um controle positivo.

3.6.2.7 Determinacao da integridade da membrana celular

Promastigotas de L. amazonensis (1x10’ células/mL) foram tratadas com
88,0 e 176,0 pg/mL de FH7 por 24, 48 e 72 h a 25°C, coletadas, lavadas com PBS,
ressuspendidas em PBS e incubadas com 1 pg/mL de lodeto de Propideo (IP)

durante 15 min no escuro. A espectrometria de fluorescéncia foi realizada utilizando
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um comprimento de onda de excitacdo de 540 nm e um comprimento de onda de
emissao de 600 nm. Como controle positivo, as células aquecidas a 65 °C durante
10 min foram utilizadas para se obter um valor maximo de intensidade de
fluorescéncia (LOPES et al., 2012).

3.7 Atividades bioldgicas in vivo

3.7.1 Animais

Para os ensaios in vivo foram utilizados camundongos machos Swiss (Mus
musculus) pesando entre 25 e 35 g e ratos machos da linhagem Wistar pesando
entre 160 e 200 g (Rattus norvegicus) provenientes do Centro de Biologia da
Reproducdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais ficaram
alojados em gaiolas e mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 °C £ 2
°C) e iluminacao (ciclo de claro/escuro de 12h), com agua e racédo comercial (Nuvital
™) ad libitum para os testes de uso topico. Antes dos ensaios 0sS animais
permaneceram no laboratério por um periodo minimo de adaptagcéo de 72 h. Para os
experimentos foram utilizados grupos de 5 - 8 animais. Todos 0s protocolos
experimentais e procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e aprovados pela Comissido de Etica na Experimentacdo Animal
(protocolos 021/2012, 013/2013 e 016/2013 da CEEA) da Pro-Reitoria de
Pesquisa/UFJF.

3.7.2 Teste de irritacao/corroséo da pele

O teste de irritagdo/corrosao dérmica aguda foi realizado de acordo com as
orientacdes da OECD 404 (2002) com algumas modificacdes. Foram utilizados seis

ratos saudaveis e com a pele intacta. No dia anterior ao teste (dia 0), os animais
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foram divididos nos seguintes grupos experimentais: controle negativo (n = 3) e teste
(n = 3) e anestesiados com cetamina (90 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg)
intraperitonealmente (ip). ApO0s serem colocados em decubito ventral, os animais
tiveram a regido dorsocostal tricotomizada com auxilio de uma maquina para
epilacdo e foram colocados em gaiolas individuais para repouso por 24 h. No dia
seguinte (dia 1), os animais com a pele intacta foram escolhidos e os tratamentos
foram aplicados em uma pequena area de maneira uniforme (cerca de 6 x 3 cm?).
Estes foram espalhados com auxilio de uma espatula e cobertos com gaze, a qual
foi mantida em contato com a pele por meio de uma fita hipoalergénica. O periodo
de exposi¢do aos tratamentos foi de 4 h e ao final os residuos da amostra foram
removidos utilizando agua destilada, de forma a ndo alterar a resposta existente ou a
integridade da epiderme. Todos os animais foram examinados para sintomas de
eritema e edema, de acordo com sistema de escores de irritacdo dérmica de Draize
(0, nenhum eritema ou edema; 1 eritema ou edema muito leve; 2 eritema bem
definido ou edema leve; 3 eritema moderado a severo ou edema moderado e 4
eritema grave com formacao de escaras ou edema grave, superior a 1 mm) sendo
as respostas avaliadas em 60min e, em seguida nos intervalos de 24, 48 e 72 h
apos remocdo das amostras. Além da observacdo de irritacdo, todos os efeitos
toxicos locais, como o ressecamento da pele e quaisquer efeitos adversos
sistémicos (sinais clinicos de toxicidade, peso, consumo de agua e racao), foram
integralmente registrados por 14 dias.

O indice de irritacao primaria (IIP) foi calculado e classificado de acordo com
o método de Draize usando escores de IIP como nédo irritante (se 1IP<0,5),
fracamente irritante (se 1IP<2), moderadamente irritante (se IIP<2-5) e severamente
irritante (se IIP>5). Para cada animal, os escores da resposta dérmica (soma dos
escores para a formacado de eritema e edema) nos tempos 60 min, 24, 48 e 72 h
foram somados e entdo divididos por 4 para obter uma média da irritacdo a cada
tempo. Os escores médios em 60 min, 24, 48 e 72 h foram somados e divididos por

4 para obter o IIP.
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3.7.3 Medicdo do edema de orelha

O edema foi expresso como um aumento no peso da orelha (todos os
modelos) ou como variacao da espessura da orelha (edema de orelha induzido pelo
Oleo de croton com aplicacdo Unica e multipla), devido ao estimulo inflamatorio. A
espessura da orelha foi medida utilizando um micrémetro digital e todos os animais
foram previamente anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) por
via intraperitoneal (ip). Para avaliar o peso das orelhas, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e bidpsias com diametro de 6 mm foram
coletadas de ambas orelhas com auxilio de um punch de metal, as quais foram
pesadas individualmente em balanca de precisdo. Para minimizar a variagao devido
a técnica, um anico examinador realizou as medi¢6es ao longo dos experimentos. A
extensdo do edema (peso das orelhas) foi expressa como a diferenca entre o0 peso
(em mg) da seccao removida da orelha direita (a qual recebeu o agente irritante) e o
peso (em mg) da seccdo removida da orelha esquerda (que recebeu veiculo
utilizado para diluir o agente irritante). A percentagem de inibicdo do edema (%) foi

calculada usando a seguinte formula:
Inibicao (%) = 100 - [(A x 100) / B]
em que "A" é a média de peso do edema (mg) do grupo tratado com as amostras

(PHEX, fracfes, indometacina ou dexametasona) e "B" € a média de peso do edema

do controle negativo.
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3.7.4 Atividade anti-inflamatoria topica da PHEX e fracdes em modelo de
inflamacao aguda

3.7.4.1 Edema de orelha induzido pela aplicacdo unica de 6leo de croton

O edema de orelha induzido em camundongos, pelo 6leo de croton, foi
determinado pelo método descrito por Schiantarelli et al (1982), com pequenas
modificacdes. O edema foi induzido na orelha direita, pela aplicacdo topica de 20 uL
de 6leo de créton 5% (v/v) em acetona. Apés 15 min, PHEX (1, 0,5 e 0,1 mg/orelha),
FH7 e FH9F3 (0,1 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha), utilizada como
controle positivo, foram aplicados topicamente na orelha direita, enquanto a orelha
esquerda recebeu 20 uL do veiculo acetona (controle negativo).

A espessura das orelhas foi medida antes e 6 h apds a inducdo da
inflamacédo. A medida foi realizada proxima a extremidade medial da orelha. Apos 24
h, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e bidépsias de 6 mm de
didametro das orelhas foram recolhidos e submetidos a andlise histopatolégica ou
foram congeladas rapidamente em nitrogénio liquido e armazenadas a - 80 °C até a
realizacdo do teste para determinacdo da mieloperoxidase (MPO) ou citocinas pro-

inflamatorias.

3.7.4.2 Edema de orelha induzido pelo acido araquidénico (AA)

O edema de orelha induzido pelo &cido araquidénico (AA) foi realizado de
acordo com Young e colaboradores (1984). O AA dissolvido em acetona (2 mg/mL)
foi aplicado a superficie interna da orelha direita dos camundongos (20 uL/orelha).
Apos 15min, PHEX (1, 0,5, 0,1 mg/orelha) ou indometacina (0,5 mg/orelha, utilizada
como controle positivo) foram aplicados topicamente na orelha direita, enquanto a
orelha esquerda recebeu 20 pL do veiculo acetona. O peso das orelhas foi avaliado
1 h apés a inducédo da inflamacao.
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3.7.4.3 Edema de orelha induzido pelo fenol

A inflamacao foi induzida em camundongos pela aplicacdo na superficie
interna da orelha direita de 20 pL de fenol 10% (v/v) em acetona. PHEX (1, 0,5, 0,1
mg/orelha), FH7 e FH9F3 (0,1 mg / orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha) foram
aplicados topicamente na orelha direita 15 min apés a aplicagdo do agente irritante.
A orelha esquerda recebeu 20 pL do veiculo acetona. O peso das orelhas foi

verificado 1 h apos a aplicacéo de fenol (GABOR, 2000).

3.7.4.4 Edema de orelhainduzido pela capsaicina

A inflamacado foi induzida em camundongos pela aplicacdo de 20 pyL de
capsaicina 0,02 mg/uL em acetona, na superficie interna da orelha direita. Quinze
min antes da aplicacdo de cada agente irritante, as orelhas direitas foram tratados
topicamente com PHEX (1, 0,5, 0,1 mg/orelha) e o veiculo acetona. O peso das
orelhas foi verificado 30 min ap6s a aplicacdo da capsaicina (GABOR e RAZGA,
1992).

3.7.4.5 Edema de orelha induzido pela histamina subcutanea

Os camundongos foram previamente anestesiados com cetamina (80 mg/kg
ip) e xilazina (15 mg/kg ip). Posteriormente, a orelha direita foi tratada topicamente
com PHEX (1, 0,5, 0,1 mg / orelha), acetona (20 pL/orelha) ou dexametasona (0,1
mg/ orelha). Quinze min depois, o edema foi induzido na orelha direita por aplicacéo
intradérmica de 10 pL de dicloridrato de histamina (0,1 mg) dissolvido em 0,9% de
solucéo salina na regido dorsal usando uma seringa com agulha hipodérmica de 29-
G, ao passo que a esquerda orelha recebeu 10 pL de solucéo salina 0,9%, utilizando
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0 mesmo procedimento acima referido. O edema de orelha foi avaliado 2 h apés a
aplicacao da solucao de histamina (BRAND et al., 2002).

3.7.4.6 Edema de orelha induzido por etil fenil propionato (EPP)

O edema de orelha induzido pelo EPP foi realizado de acordo com Giner e
colaboradores (2000) e Recio e colaboradores (2000). O EPP dissolvido em acetona
(50 mg/mL) foi aplicado na superficie interna da orelha direita dos camundongos (20
uL/orelha). Apés 15 min, PHEX (1, 0,5, 0,1 mg / orelha) ou dexametasona (0,1
mg/orelha, utilizada como controle positivo) foram aplicados topicamente na orelha
direita, enquanto a orelha esquerda recebeu 20 pL do veiculo acetona. O peso das

orelhas foi verificado 1 h apds a inducao da inflamacéo.

3.7.4.7 Medida da atividade enzimatica da mieloperoxidase

A infiltracdo de neutrdfilos foi quantificada através da medida da atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO) (FIETZ et al., 2008). Resumidamente, o homogenato
das biopsias das orelhas submetidas ao modelo do edema de orelha induzido pelo
6leo de créton foi preparado em 50 mM de tampéo fosfato (pH 6,0) contendo 0,5%
de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), sonicado durante 10 s e levado trés vezes
a ciclos de congelamento-descongelamento. Posteriormente, o homogenato foi
contrifugado a 14.000 rpm durante 15 min a 4 °C. Ao sobrenadante foi
adicionado cicloridrato de o-dianisidina 2 mg/mL e peréxido de hidrogénio (H,O; a
10 mM) para medir a alteragdo da absorbancia a 460 nm. A atividade da MPO foi
calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar (¢ = 11,48 mMt.cm™)
(SANTANA et al., 2006). Uma unidade de MPO foi definida como a quantidade que
degradou 1 pmol de peréxido de hidrogénio por minuto a 25 °C. Os resultados foram

expressos como atividade especifica (U/mg de proteina).
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3.7.4.8 Determinacédo da producéo de citocinas inflamatorias

Os ensaios quantitativos de citocinas inflamatérias foram realizados por
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) de captura, utilizando as bidpsias das
orelhas (6 mm) dos grupos experimentais submetidos ao modelo do edema de
orelha induzido pelo 6leo de créton. As orelhas foram coletadas, trituradas e
homogeneizadas em tampédo de extracdo (0,5% de albumina sérica bovina (BSA),
0,1 M de Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF), Cloreto de benzetbnio 0,1 M, 10 mM
de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e 20 klU/ml de aprotinina e centrifugados
a 10000 rpm durante 15 min a 4°C. Os sobrenadantes foram utilizados para
dosagem de IL-1B, TNF-a, IL-6, utilizando o Kit comercial ELISA (R & D Systems,
Minneapolis , MN, EUA) de acordo com os procedimentos fornecidos pelo fabricante.
Os niveis das citocinas foram determinados em duplicata em leitor de ELISA a 450

nm.

3.7.5 Atividade anti-inflamatoéria topica em modelo de inflamacéo crénica

3.7.5.1 Edema de orelha induzido pela aplicagcdo multipla de 6leo de créton

Este estudo foi conduzido durante nove dias (0-8). O 6leo de créton 5% (v/v)
em acetona (20 pL/orelha) foi aplicado na orelha direita e acetona na orelha
esquerda dos camundongos em dias alternados. O edema de orelha foi avaliado
diariamente por medicdo da espessura da orelha. Nos dias 4 a 8, os animais foram
tratados na superficie interna da orelha direita com PHEX (0,1 mg/orelha), acetona
(20 pL/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha), duas vezes ao dia. No dia oito, 0s
animais foram sacrificados e biopsias da orelha, de 6 mm de diametro, foram
recolhidas, pesadas (STANLEY et al., 1991) e, posteriormente, utilizadas para
analises histopatoldgicas.
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Em outro experimento, os animais foram tratados com uma formulagéo do
creme base de permeacdo transdérmica (creme VersaPro®), adquirido da indUstria
MEDISCA (Montreal, Canada), no qual foi incorporada a PHEX. A composicdo do
creme VersaPro® reside em 4agua; polisorbato 60; metilcloroisotiazolinona;
metilisotiazolinona; alcool cetearilico; ciclopentasiloxane; EDTA; acetato de tocoferol,
sorbitol e extrato de Aloe. Para preparar o creme utilizado nos experimentos, a
PHEX, na concentracédo de 6%, foi umectada aos poucos com propilenoglicol. Uma
vez umectada, incorporou-se a PHEX o creme base. Desta forma, os animais foram
tratados na superficie interna da orelha direita com 20 pL do VersaPro® (veiculo), 20
puL de dexametasona (0,1% designada ProDEX) ou 20 pL da PHEX (6% designada
ProPHEX). A concentracdo da PHEX foi escolhida com base nos resultados obtidos
no estudo na atividade anti-inflamatoéria, enquanto a concentracdo da dexametasona

foi baseada na concentracao de formulacdes comercialmente disponiveis.

3.7.6 Atrofia cutanea induzida por tratamento tépico com glicocorticoide

Para avaliar se a aplicacdo tépica PHEX promove atrofia da pele como um
glicocorticoide, sem promover um estimulo inflamatério, os animais foram tratados
por via tépica com dexametasona (0,1 mg/orelha) ou PHEX (1,0 mg/orelha), ambos
em acetona, a cada 12 h durante 7 dias. A atrofia da orelha dos animais foi
avaliada, com auxilio de micrometro digital, pela diferenca da espessura das orelhas
determinada no primeiro e oitavo dia. E sabido também que a aplicac&o repetida de
glicocorticoide pode promover alteragdes sistémicas, normalmente desencadeando
efeitos supressores sobre sistemas fisiologicos (AHN et al., 2006). Assim, ao longo
do experimento, foram observadas as alteracbes no peso dos animais e ao final,
apos eutanasia, foram coletadas as adrenais, o timo e o bago os quais foram
pesados a fim de verificar a possivel influéncia dos tratamentos sobre esses 6rgaos.
O peso relativo dos orgéaos foi calculado relacionando seu peso com o peso corporal

do animal correspondente, segundo a equagao (BRASIL, 2004):

Peso relativo do 6rgéo = (peso do 6rgéo / peso corporal) X 100
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3.7.7 Avaliacao da Cicatrizacdo pelo Método de Excisao

3.7.7.1 Realizag&o das feridas cutaneas

A fim de verificar a possivel interferéncia da PHEX sobre o processo
cicatricial da pele, o modelo de cicatrizagao por excisao foi utilizado (SARTOR et al.,
2010). Para execucdo do procedimento cirargico, objetivando-se realizar as feridas
cutaneas, o0s camundongos foram anestesiados com uma associacdo dos
anestésicos cetamina e xilazina (90 mg/Kg e 10 mg/kg, respectivamente) por via i.p.
Os animais foram colocados em decubito ventral e tricotomizados na regido
dorsocostal com uma maquina para epilagdo com pente de 1,2 mm. No local, uma
antissepsia foi realizada com alcool 70%. A excisdo foi realizada com o auxilio de
um punch para biépsia (6 mm de diametro), para remover um fragmento cilindrico de
pele, perfurando desta forma toda a espessura da pele, até a exposicdo da fascia
muscular toracolombar. Apds a cirurgia os animais foram recolocados em gaiolas

individualizadas.

3.7.7.2 Tratamentos

As feridas cutdneas foram tratadas topicamente com o creme base
VersaPro® (veiculo), dexametasona (0,1% designada ProDEX) ou PHEX (6%
ProPHEX) no volume de 100 pL. Os tratamentos foram realizados uma vez ao dia e

durante 10 dias, com auxilio de seringas plasticas sem agulha.
3.7.7.3 Estudo morfométrico das feridas
Foi utilizado um paquimetro eletrénico digital para medir o didmetro das

feridas no dia 0 (ap6s o procedimento cirirgico para realizagdo das feridas

cutaneas) e nos dias 3, 5, 7, 9 e 10. As medidas foram realizadas no sentido
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craniocaudal e latero-lateral em todos os animais do grupo. Os didmetros obtidos
foram divididos por 2 com o objetivo de se determinar os valores dos raios (NITZ et
al., 2006).

Para a determinacéo das areas das feridas, a seguinte férmula foi utilizada:
A=m.R.r
Onde:
A = Area da ferida
M= Valor matematico igual a 3,1415
R = Raio maior da ferida

r = Raio menor da ferida.

Considera-se que o ‘R’ e ‘r correspondem aos raios das feridas no sentido

cranio-caudal e latero-lateral, respectivamente (PRATA et al., 1998).

Para avaliar o grau de contracdo das feridas a seguinte formula foi utilizada:

GC = AreaTo — Area Tdias X 100

Area To

Onde:
To = dia zero
Tdias = dias 3,5, 7, 9 ou 10 (OLIVEIRA et al., 2000)

Além disso, foi realizada uma documentacdo fotografica (camera
posicionada sob - tripé a distancia constante de 30 cm) das feridas nos dias do
estudo morfométrico, juntamente com a observacéo das feridas macroscopicamente

para verificacdo da presenca de secrecao, crostas e/ou necrose.

3.7.8 Andlise histopatoldgica

As biopsias das orelhas induzidas pela aplicacdo Unica e multipla do 6leo de
croton foram excisadas e fixadas em etanol a 70% durante 24 h e, em seguida,
conservadas em formalina a 10%. Subsequentemente, as orelhas foram clivadas,
processadas, emblocadas em parafina e cortadas em um micrétomo (5 pm). Os

cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para a avaliacdo do infiltrado
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leucocitario e intensidade do edema. A area representativa foi selecionada para
analise qualitativa em microscopio de luz (ampliacdo de 100 e 400 x).

3.8 Andlise estatistica

Os ensaios bioldgicos in vitro realizados em triplicata ou quadruplicata
tiveram os resultados expressos como média + erro padrdao (EP). Foram realizadas
analises de variancia (ANOVA) e comparac¢des multiplas de Newman-Keuls a fim de
se verificarem quaisquer diferencas significativas. Para os ensaios biolégicos in vivo,
foram realizadas analises de variancia (ANOVA) e comparacdes multiplas de
Newman-Keuls ou Bonferroni.

Para estas andlises, utilizou-se o programa Prism 5.0. Diferengas entre as
médias dos tratamentos no nivel de 5% (p < 0,05), comparadas ao controle negativo,

foram consideradas significativas.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo quimica

A PHEX, analisada por CG-EM (figura 5), apresentou cinco componentes
majoritarios compreendendo 86% do total da amostra. Os componentes quimicos da
PHEX, com seus tempos de retencdo e concentracdes relativas correspondentes
estdo descritos na tabela 1.

As fracbes FH7 e FHOF3 tiveram seus constituintes principais identificados
por CG-EM. A fracdo FH7 é rica em fitol (87%) (figura 6) e FHIF3 é rica em sitosterol
(70%) (figura 7). Além disso, a presenca de sitosterol na PHEX foi confirmada por
CLAE, a partir da coinjecao com padréo de referéncia (figura 8).

Tabela 1 Composi¢ao quimica da PHEX

Substéncia Pico Tempo Concentracao
(min) relativa (%)

B-guaieno 1 27,5 6,1

Espatulenol 2 29,4 25,3

a-copaeno 3 31,4 7,1

Fitol 4 43,0 6,2

Sitosterol 5 65,4 41,3

Total 86 %
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Figura 5 Perfil cromatografico da PHEX de L. pubescens por Cromatografia Gasosa. Os nhomes dos
compostos identificados, correspondentes a numeracéo dos picos, estdo apresentados na tabela 1.
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Figura 8 Perfil cromatografico da PHEX das folhas de L. pubescens por CLAE. Substancia
identificada: sitosterol (TR=18,5min). Condi¢bes do HPLC: Zorbax SB-18 (250mmx4.6mm i.d.; 5 pm);
metanol-acetonitrila (70:30 v/v); fluxo de 1,0 mL/min; volume de injecdo de 20 pL; detecgéo - 210 nm.

4.2 Atividades bioldgicas in vitro

4.2.1 Atividade citotéxica em linhagens tumorais

A PHEX néao inibiu a proliferagao celular nas linhagens tumorais testadas.
Como pode ser verificado na figura 9A, tanto o etoposideo, utilizado como controle
positivo, quanto as fragdes FH7, FH9, FH10 e FH12 a FH16 apresentaram atividade
significativa, pois inibiram a proliferagcao celular de HL60, quando comparada ao
controle negativo (DMSO 0,1%). Em ordem decrescente na redugéo da proliferacao
celular, as fragdes mais ativas foram FH13 e FH16 (reduc&o de 84%), FH7 (83%),
FH12 (80%), FH9 (75%), FH14 (73%), FH10 (68%) e FH15 (66%). O etoposideo
causou uma reducao na viabilidade celular de 57%.

Com relacdo a porcentagem de reducdo da proliferacdo celular em células
Jurkat (figura 9B), as fracdes mais ativas foram: FH16 (73%), FH7 (71%), FH13
(70%), FH9 (67%), FH12 (47%), FH10 (45%) e FH15 (41%).
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Em células MCF-7 (figura 9C), as fracdes mais ativas foram FH16 (78%),
FH9, FH14 e FH15 (77%), FH7 (74%), FH13 (71%) e FH12 (61%).
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Figura 9 Efeito da PHEX (100 pg/mL), frac6es (FH1 a FH17- 100 pug/mL) e etoposideo (ETO- 14
UM) sobre a viabilidade das linhagens tumorais HL60 (A), Jurkat (B) e MCF-7 (C) em 48 h. Os
dados representam a média de trés experimentos em triplicata, sendo expressos co como a média *
desvio padrdo. ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado. Valores significativos:
p*<0,001; p**<0,01 e p***<0,05 vs controle negativo (DMSO 0,1%).

Foi determinada também a viabilidade celular in vitro de fibroblastos de
camundongos (3T3) expostos a diferentes concentracées da PHEX. Nenhum sinal

de citotoxicidade nas doses testadas foi constatado (figura 10 B).
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Figura 10 Efeito da PHEX (40 a 80 pg/mL) sobre a viabilidade da linhagem né&o tumoral 3T3 em
48 h. Os dados representam a média de trés experimentos em triplicata, sendo expressos como a
meédia + desvio padrdo. ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-
hoc.

Dentre as fragcdes de PHEX ativas diante das linhagens tumorais testadas,
FH7 e FH9 foram as que apresentaram maior rendimento e pureza. A fragdo FH7
apresentou 87% de fitol e FH9 foi refracionada com o objetivo de se obter uma
fragdo mais pura (FH9F3 — 70% de sitosterol). Assim, dando continuidade aos
estudos de citotoxidade sobre células tumorais, as Clsg de FH7 e FHIF3 foram
determinadas. De acordo com a tabela 2, FHI9F3 foi mais ativa tanto para a linhagem

HL60 quanto para a linhagem Jurkat.

Tabela 2 Citotoxicidade de FH7 e FHIF3 sobre as linhagens tumorais HL60 e Jurkat
Clso (ug/mL)

Amostra HL60 Jurkat

FH7 52,2 + 6,5 SA®
FHOF3 8,6 +4,6 17,9+4,5
Etoposideo® 0,5+0,5 25+51

#Média dos ensaios em triplicata + erro padréo
P SA: Sem atividade
¢ Farmaco de referéncia
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4.2.2 Avaliacao da atividade leishmanicida

A PHEX e fragbes foram testadas para as formas promastigotas de
Leishmania. A citotoxicidade foi avaliada através do método colorimétrico do MTT
apos 72 h de tratamento.

Os resultados da atividade antipromastigota encontrados para a PHEX e
fracOes (FH1 a FH17) estdo sumarizados na tabela 3. Entre as 17 fragOes testadas,
sete foram ativas para as espécies de L. amazonensis, L. major e L. braziliensis,
com valores de Clsy variando entre 12,5 a 44,0 pg/mL. Estas espécies foram
também susceptiveis a PHEX, que foi mais potente quando comparada as fracées.

Para verificar a citotoxicidade em macréfagos, as células foram tratadas com
diferentes concentragbes das amostras por 72 h e a viabilidade celular foi avaliada
pelo método do MTT. A citotoxicidade em macrofagos e em formas promastigotas foi
também comparada, utilizando o célculo de indice de seletividade (IS). Amostras
com 1S=2 foram consideradas seletivas para as formas promastigotas (HOUGHTON
et al., 2007).

De acordo com os dados apresentados na tabela 4, algumas fracées, bem
como a PHEX, apresentram toxicidade para macrofagos. Contudo, as fracbes FH7 e
FH9, foram ativas para as formas promastigotas da maioria das espécies de
Leishmania testadas (tabela 3) e ndo apresentaram sinais toxicos para estas células
de mamiferos na maxima concentracdo utilizada (100 pg/mL) (tabela 4). Estas
fracbes também foram seletivas para todas as formas promastigotas testadas.
Apesar de PHEX apresentar sinais de toxicidade para macrofagos, sua seletividade
foi observada para L. amazonensis e L. major.

A PHEX e a fragcdo FH7, as quais apresentaram valores expressivos nos
ensaios da atividade antipromastigota e 1S=2, tiveram sua citotoxicidade
determinada diante das formas amastigotas de L. amazonensis. Como consta na
tabela 5, houve uma reducdo do numero de amastigotas intracelulares apos um
periodo de 72 h de tratamento com PHEX e FH7 e ambas apresentaram 1S=2 para
estas formas do parasito. A tabela 5 também apresenta informacgdes relacionadas a
especificidade das amostras para as formas intracelulares e extracelulares de L.
amazonensis, a qual foi calculada através do indice de especificidade (IE). Valores

de IE>2,0 indicam que a amostra foi mais ativa para amastigotas; inferiores a 0,4 foi
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mais ativo em promastigota e entre 0,4 e 2,0 ativos para ambos os estagios (DE
MUYLDER et al., 2011). Desta forma, a PHEX (IE = 0,9) e FH7 (IE = 1,5) foram

ativas para ambos os estagios do parasito.

Tabela 3 Valores de Cls0 (ug/mL) da PHEX e fracdes de L. pubescens em promastigotas de
diferentes espécies de Leishmania.

Amostra La® Lc® Lm? Lb®

PHEX 3,5+0,9° >100 4,2+0,8 5,6 +0,51
FH1 >100 A >100 >100

FH2 >100 - >100 >100

FH3 >100 - >100 >100

FH4 >100 - >100 >100

FH5 >100 - >100 >100

FH6 >100 - >100 >100

FH7 44,0+ 0,7 - 155+0,3 -

FH8 >100 - >100 >100

FHO 20,4+0,8 - 25,7+ 0,07 19,4 + 0,46
FH10 37,0£0,3 - 276+1,0 29,9+£0,15
FH11 >100 - >100 >100

FH12 36,0+1,9 - 299+1,6 24,6 £ 0,38
FH13 241+0,8 - 125+2,0 26,6 £ 0,93
FH14 37,6 +4,3 - 199+0,1 23,7+ 0,69
FH15 32,9+0,8 - 18,9+ 0,18 20,3+ 0,64
FH16 >100 - >100 -

FH17 >100 - >100 >100
AmB* 0,9+0,7 1,9+0,3 0,07 = 0,02 0,3+0,04
Miltefosina 22,0+0,5 39,2+1,0 20,0+£0,2 264+04

2 Média dos ensaios em triplicata £ erro padrdo.; P Leishmania amazonensis; ° L. chagasi; L. major; e L.
braziliensis; "Nao realizado; ¢ FArmaco de referéncia



Tabela 4 Citotoxicidade da PHEX e fra¢des de L. pubescens em cultura de macréfagos

Amostra Macrofagos IS?
CCoo(pg/mL)"”
La’ Lb* Lm® Lc'

PHEX 221+14 6,3 <2,0 5,2 -
FH1 >100 - - - -
FH2 >100 - - - -
FH3 16,1+ 6,1 - - - -
FH4 7.9+7,4 - - - -
FH5 52+17 - - - -
FH6 NR? - - - -
FH7 >100 2,5 - 6,4 -
FH8 NR - - - -
FHO >100 4,9 5,2 3,8 -
FH10 55,4+8,1 <2,0 <2,0 2,0 -
FH11 NR - - - -
FH12 21,9+2,9 <2,0 <2,0 <2,0 -
FH13 545+0,1 <2,0 2,0 4,5 -
FH14 67,214 <2,0 2,8 3,3 -
FH15 440+15 <2,0 2,2 2,4 -
FH16 >100 - - - -
FH17 189+1,7 - - - -
"AmB >100 111,21 333,3 1428,5 52,6
"Miltefosina 56,5+4,1 4,5 3,7 5,0 1,4

4lS: indice de Seletividade calculado pela raz&o entre CCso para macréfagos e Clso para promastigotas.

°CCso: Concentragdo do composto que reduziu 50% da viabilidade dos macréfagos
° Leishmania amazonensis;® L. braziliensis; © L. major; ' L. chagasi

INR: Nao realizado; " Farmaco de referéncia

69



70

Tabela 5 Efeito de PHEX e FH7 sobre L. amazonensis e indice de seletividade e especificidade

Amostra Amastigotas Macréfagos 1S ama” IE®
Clso (ng/mL)° CCso (Hg/mL)°

PHEX 6,9+ 4,0 22,1 3,2 0,9

FH7 32,6 + 5,82° >100 3,3 15

Miltefosina' 9,74+0,8 56,5+ 4,1 5,8 2,2

¥Média dos ensaios em triplicata * erro padréo;

°Clsp. Concentragdo do composto que inibiu 50% do crescimento parasitario;

‘CCso: Concentracéo do composto que reduziu 50% da viabilidade dos macréfagos;
1Sama: indice de seletividade (CCso para macréfagos/ Clso de amastigotas);

°IE: indice de especificidade (Clso de promastigotas/Clso de amastigotas);
"Farmaco de referéncia

4221 Mecanismo de ag&o de FH7 sobre L. amazonensis

Considerando que FH7 apresentou os melhores resultados, dentre as
fracOes, para as atividades antipromastigota e antiamastigota sobre L. amazonensis,
inexisténcia de dados na literatura sobre a atividade leishmanicida do fitol e sua
maior pureza, esta fracéo foi escolhida para avaliar seu possivel modo de acéao.

Inicialmente, verificou-se o efeito de FH7 sobre o potencial de membrana
mitocondrial (Aym) em formas promastigotas, por fluorimetria, e utilizando o
marcador fluorecente JC-1. As formas promastigotas, 24 h apés tratamento com FH7
nas doses de 88,0 e 176,0 pg/mL, apresentaram uma acentuada reducdo de 63% e
53% no potencial de membrana mitocondrial, respectivamente, quando comparadas
ao grupo controle negativo (figura 11). O farmaco de referéncia induziu a uma
reducdo de 50% neste mesmo periodo. Apés 48 h, somente a dose de 88,0 pg/mL
foi eficaz, com reducdo de 33% do potencial de membrana mitocondrial. Em
contrapartida, em 72 h, esta mesma dose apresentou uma atividade de 77% e na

dose de 176 pg/mL uma reducédo de 48% no Aym.
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Figura 11 Efeito de FH7 no potencial de membrana mitocondrial de promastigotas de L.
amazonensis. Promastigotas de L. amazonensis foram incubadas na auséncia ou na presenca
de FH7 (88,0 e 176,0 ug/mL) por 24, 48 e 72 h. Os dados representam a média de trés experimentos
em triplicata, sendo expressos como a media + desvio padrdo. ANOVA, seguido por Student-
Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores significativos: p***<0,001 e p**<0,01 vs
controle negativo (CN).

Para investigar se a disfungcdo mitocondrial observada em promastigotas de
L. amazonensis tratadas com FH7 estaria relacionada com a producao de ROS, os
seus niveis foram avaliados em tempos e concentracbes diferentes usando o
corante H2DCFDA. A producao de ROS néo foi observada apés 24 h de incubacéo,
em comparacao com o controle negativo (figura 12). No entanto, quando as formas
promastigotas foram tratadas com FH7 nos outros tempos (48 e 72 h), a producao
de ROS aumentou quando comparada ao controle ndo tratado. Apds 48 h de
tratamento com FH7 na dose de 88,0 e 176,0 ug/mL pode-se observar um aumento
na producdo de ROS em 34% e 41%, respectivamente, em comparacdo com O
grupo controle negativo. Além disso, apds 72 h de tratamento com FH7 houve um
aumento de 34% a 88,0 ug/mL e uma producdo maxima de ROS de 41,9% com
176,0 pg/mL. Miltefosina induziu um aumento nos niveis de ROS de 52%, 54% e

34% apos 24, 48 e 72 h, respectivamente.



72

80000-
.g * k% l
c
‘S 600004 L - e
m * k%
2 * %k I l
o
=
‘s 400004
e} *
()]
=]
(]
©
% 20000
c
g
£
0
24 h 48 h 72 h
= CN BN FH7 (88 ug/mL)

3 FH7 (176 pg/mL) 1 Miltefosina (9 png/mL)

Figura 12 Producdo de ROS em promastigotas de L. amazonensis tratadas com FH7.
Promastigotas de L. amazonensis foram incubadas na presenca de FH7. A producéo de ROS foi
quantificada utilizando H2DCFDA apés 24, 48 e 72 h. A intensidade de fluorescéncia foi expressos
como a média + desvio padrdo. ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste
post-hoc. Valores significativos: p***<0,001; p**<0,01 e p*<0,05 vs controle negativo (CN).

As alteracbes na integridade da membrana plasméatica foram avaliadas
utilizando o ensaio fluorimétrico com iodeto de propidio (IP). Como mostrado na
figura 13, as formas promastigotas tratadas com 88,0 and 176,0 ug/mL de FH7 néo
apresentaram permeabilidade significativa da membrana plasmatica em 24, 48 e 72
h, em comparacdo com o controle negativo. Miltefosina causou uma mudanca na
intensidade da fluorescéncia do IP e 78%, 77% e 69% das células foram marcadas

com IP apos 24, 48 e 72 h, respectivamente.



73

80000- s
© * kK
'6 *k*k l l
c T
‘8 60000+
(7]
Q
1
o
=
[
s 40000~
-
(]
e}
(1]
-
"% 200004
c
: J“ |l‘ I.I I-Y_l
£
0
24 h 48 h 72 h
== CN B FH7 (88 ug/mL)

C3FH7 (176 ng/mL) = Miltefosina

Figura 13 Ensaio de integridade da membrana celular em formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com FH7 por 24, 48 e 72 h e coradas com IP. Os dados representam a
média de trés experimentos em triplicata, sendo expressos como a média + desvio padrao. ANOVA
seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores significativos:
p***<0,001 vs controle negativo (CN).

4.3 Atividades biolégicas in vivo

4.3.1 Estudo de irritacdo/corrosdo dérmica aguda em ratos

Nenhum animal apresentou qualquer sinal clinico ou sinais evidentes de
toxicidade do primeiro até o ultimo dia do experimento quando tratados topicamente
com a PHEX. Nao foi observado nenhum eritema ou edema na pele de todos os
animais, tratados ou controle (tabela 6). Além disso, ndo houve mudancas
significativas no peso corpdreo, no consumo de agua ou de racdo nos animais
tratados com a PHEX, quando comparados ao controle negativo (dados né&o

mostrados).



Tabela 6 Estudo de irritacdo dérmica aguda em ratos

Controle negativo (n=3)

Reacdo da pele Eritema Edema

Tempos 60min 24h 48h 72h 60min 24h 48h 72h
Escore total 0 0 0 0 0 0 0 0
Escore médio® 0 0 0 0 0 0 0 0
Total do escore médio 0

1P 0

Observacgfes N&o irritante

Grupo tratado com PHEX (n=3)

Reacéo da pele Eritema Edema

Tempos 60min 24h 48h 72h 60min 24h 48h 72h
Escore total 0 0 0 0 0 0 0 0
Escore médio® 0 0 0 0 0 0 0 0
Total do escore médio 0

1IP° 0

Observactes N&o irritante

% As respostas dérmica foram pontuadas de acordo com o guia OECD. Escore
médio da resposta dérmica = (escore total da formagédo de eritema+escore total da
formacédo de edema)/4.

® IP = (escore médio em 60min+escore médio em 24 h+escore médio em 48
h+escore médio em 72 h)/4
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4.3.2 Atividade anti-inflamatéria topica em modelo de inflamacgé&o aguda

4.3.2.1 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pela

aplicacao Unica do 6leo de croton

O efeito anti-inflamatério da PHEX de L. pubescens, por via oral, sobre o
edema de orelha em camundongos foi nulo. Indometacina, o farmaco de referéncia,
apresentou uma percentagem de inibicio do edema de 93% (SILVA et al., 2012P).

Em contrapartida, quando aplicada topicamente, a PHEX reduziu
significativamente o edema de orelha 6 h apds a aplicacdo do 6leo de croton em
todas as doses testadas, quando comparada ao grupo tratado com acetona (controle
negativo) (figura 14). O controle positivo, dexametasona (0,1 mg/orelha), reduziu
significativamente o edema, mostrando uma espessura de orelha de 1,66 + 0,25
(inibicdo de 72%) em relac&o ao grupo de controle negativo (8,96 = 0,89). A inibicao
calculada para a PHEX foi de 74%, 67% e 65% nas doses de 1, 0,5 e 0,1 mg/orelha,

respectivamente.
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Figura 14 Efeito da PHEX de L. pubescens pela via topica sobre o edema de orelha induzido
pelo 6leo de croton — aplicagéo Unica. Os animais foram desafiados com o dleo de crdton (controle
- C) e apbs 15 min foram tratados com a PHEX nas doses indicadas na figura ou dexametasona
(DEX). A espessura da orelha foi avaliada 6 h ap6s a aplicacdo do agente irritante. As barras
representam a média + E.P.M. do aumento da espessura da orelha em micrdmetros (um) (n=6-8).
ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores significativos:
p***<0,001 vs controle. ## estatisticamente igual a dexametasona.

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi avaliada através da analise
das bidpsias das orelhas, as quais foram retiradas 24 h ap6s a administracdo do
Oleo de créton. Este ensaio representa um indice da infiltracdo de neutréfilos ou
migracdo celular para o sitio da inflamacdo e de acordo com a figura 15, o
tratamento com a dexametasona e a PHEX produziu uma notavel inibicdo da
atividade da MPO. Bibépsias das orelhas tratadas com dexametasona a 0,1
mg/orelha e PHEX nas doses de 1, 0,5 e 0,1 mg/orelha inibiram a infiltracdo celular
em 49%, 58%, 51% e 54%, respectivamente. Esta inibicdo foi confirmada pela

analise histopatolégica das biépsias (figura 16).
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Figura 15 Efeito da PHEX de L. pubescens pela via tépica sobre a migracédo celular induzida
pelo 6leo de croton — aplicagéo Unica. Os animais foram desafiados com o dleo de créton (controle
- C) e apbs 15 min foram tratados com a PHEX nas doses indicadas na figura ou dexametasona
(DEX). Vinte e quatro horas depois do desafio, as orelhas foram coletadas para a avaliacdo da
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). As barras representam a média £ E.P.M. da atividade
da MPO (n=6-8). ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc.
Valores significativos: p**<0,01 vs controle. ## estatisticamente igual & dexametasona.

A andlise histopatoldgica do tecido das orelhas, 24 h apds o tratamento com o
6leo de créton, também revelou um aumento significativo da espessura da derme e
infiltracdo acentuada de células inflamatodrias associada com a dilatagdo dos vasos
sanguineos (figura 16B) quando comparado a orelha ndo inflamada (figura 16A). As
orelhas tratadas com a dexametasona (figura 16C) e PHEX, em todas as doses
(figura 16D, E, F), demonstraram uma reducdo nestes parametros inflamatoérios,
guando comparadas as orelhas que receberam somente o agente irritante (figura 16
B).
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Figura 16 Fotos representativas dos cortes histoldgicos de orelhas de camundongos (corados
com hematoxilina-eosina - HE) (100x, escala 50 ym e 400x, escala de 20 pm), 24h apés
aplicacdo unica de 6leo de croton. (A) veiculo, sem aplicagédo do 6leo de créton, (B) 6leo de créton
+ veiculo, (C) dexametasona - 0,1 mg/orelha, (D) tratamento com PHEX (1 mg/orelha), (E) tratamento
com PHEX (0,5 mg/orelha), (F) tratamento com PHEX (0,1 mg/orelha). As setas apontam infiltrado
inflamatério e as chaves representam a epiderme.
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4.3.2.2 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pelo
acido araquidénico (AA)

O tratamento com a PHEX, no modelo do AA (figura 17; tabela 7), causou
uma significativa redu¢do do edema nas doses de 1,0 e 0,5 mg/orelha (74% e 70%,
respectivamente). A indometacina foi eficaz quando utilizada como controle positivo,

apresentando uma inibicdo de 82%.

5-
g 4-
Y
P
3 3
—
<)
@
o© 21 #H
8 Fkek
Oq., 1 rorae 1
< .

0- T T

C 0,5 1,0 0,5 0,1 mglorelha
INDO PHEX
AA

Figura 17 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pelo acido
araquidénico (AA). Os animais foram desafiados com o AA (controle - C) e ap6s 15 min foram
tratados com a PHEX nas doses indicadas na figura ou indometacina (INDO). O peso das orelhas foi
avaliado 1 h ap06s a aplicacdo do agente irritante. As barras representam a média + E.P.M. da
variacdo do peso das orelhas em miligramas (mg) (n=6-8). ANOVA, seguido por Student-Newman-
keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores significativos: p***<0,001 vs controle. ##
estatisticamente igual a indometacina.
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4.3.2.3 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pelo

fenol

A PHEX reduziu o edema nas orelhas em 95%, 50% e 81% nas doses de 1,
0,5 e 0,1 mg / orelha, respectivamente, quando comparado ao controle negativo
(figura 18; tabela 7). Nos animais tratados com a dexametasona, observou-se uma

reducdo do edema de 93%.
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Figura 18 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pelo fenol. Os
animais foram desafiados com o fenol (controle - C) e apds 15 min foram tratados com a PHEX nas
doses indicadas na figura ou dexametasona (DEX). O peso das orelhas foi 1 h apds a aplicacédo do
agente irritante. As barras representam a média + E.P.M. da variacdo do peso das orelhas em
miligramas (mg) (n=6-8). ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-
hoc. Valores significativos: p***<0,001 vs controle. ## estatisticamente igual & dexametasona.
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4.3.2.4 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pela

capsaicina

Em relacdo ao teste do edema de orelha induzido pela capsaicina, néo
houve uma reducéo significativa da inflamacéo das orelhas tratadas topicamente

com a PHEX quando comparada ao controle negativo (figura 19).
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Figura 19 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pela capsaicina.
Os animais foram desafiados com a capsaicina (controle - C) e apés 15 min foram tratados com a
PHEX nas doses indicadas na figura. O peso das orelhas foi avaliado 30 min apds a aplicagcdo do
agente irritante. As barras representam a média + E.P.M. da variacdo do peso das orelhas em
miligramas (mg) (n=6-8). ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-
hoc.
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4.3.2.5 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pela

histamina

O tratamento com PHEX, apenas na maior dose (1,0 mg/orelha), foi capaz
de reduzir significativamente o edema das orelhas causado pela histamina quando
comparado ao grupo controle negativo. Dexametasona inibiu o edema
significativamente em 87% (figura 20), enquanto PHEX reduziu o edema de orelha

em torno de 64%.

. 10.0-
o
E
@ 7.5+
e
[
O 5.0+
£ #i
e Kok
2 25 T
g *kk
< | |

00' L L}

c 0,1 1,0 0,5 0,1 mglorelha
DEX PHEX
Histamina

Figura 20 Efeito da PHEX de L. pubescens no edema de orelha induzido pela aplicacéo
intradérmica da histamina. Os animais foram pré-tratados com a PHEX ou a dexametasona (DEX)
por via tépica 15 min antes da administragdo intradérmica da solucéo de histamina (0,1 mg/10 pL). O
peso das orelhas foi avaliado 2 h apés a aplicacdo do agente irritante. As barras representam a média
+ E.P.M. da variagdo do peso das orelhas em miligramas (mg) (n=6-8). ANOVA, seguido por Student-
Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores significativos: p***<0,001 vs controle. ##
estatisticamente igual a dexametasona.
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4.3.2.6 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pelo
etil fenil propionato (EPP)

Para o ensaio com o EPP, o tratamento com PHEX causou uma reducéo
significativa do edema nas orelhas quando comparado ao grupo controle negativo. O
grupo tratado com a dexametasona mostrou uma reducdo do edema de 51%. Em
contrapartida, a PHEX nas doses de 1,0 e 0,5 mg/orelha foi mais ativa que a
dexametasona, com percentagens de inibicdo de 67% e 66%, respectivamente
(figura 21).
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Figura 21 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pelo EPP. Os
animais foram desafiados com o EPP (controle - C) e ap6s 15 min foram tratados com a PHEX ou a
dexametasona (DEX) nas doses indicadas na figura. O peso das orelhas foi avaliado 1 h apds a
aplicacdo do agente irritante. As barras representam a média + E.P.M. da variacdo do peso das
orelhas em miligramas (mg) (n=6-8). ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como
teste post-hoc. Valores significativos: p*<0,05 vs controle. ## estatisticamente igual a dexametasona.
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Tabela 7 Efeito da PHEX de L. pubescens, dexametasona e indometacina sobre o edema de orelha
induzido por diferentes agentes flogisticos em camundongos

Grupos Edema (mg)®
AA Fenol Capsaicina Histamina EPP

Controle 4,50 + 0,46 9,71+ 0,88 321+1,32 6,98+1,75 3,30 + 0,60
Indo® 0,81+0,21"

Dex® 0,62 +0,32" 0,88+0,33°  1,60+0,23
PHEX 1,0mg/or.” 1,15+0,27  051+0,11°  4,02+0,73 2,48%0,88°  1,10+0,22
PHEX0,5mg/or.” 1,33+0,28°  485+1,30°  330+082 6,28+1,64 1,12+ 0,45
PHEX 0,1 mg/or.” 3,68 + 0,69 1,78+0,60°  3,84+094 505+0,88 2,30 + 0,59

’Dados expressos como a média + EPM; ° Indometacina; ¢ Dexametasona; PHEX 1,0; 0,5 ou 0,1
mg/orelha; ***p<0,001 ; **p<0,01; *p<0,05 quando comparado ao controle negativo (one-way
ANOVA seguido pelo teste Student—Newman—Keuls).

4.3.2.7 Efeito da PHEX sobre a liberacao de citocinas proé-inflamatérias

Para avaliar a eficacia de PHEX em nivel molecular, foi determinado o efeito
da PHEX sobre a liberac&o de citocinas pré-inflamatérias em bidpsias das orelhas 6
h apds aplicagdo Unica do Oleo de croton. A aplicagdo topica do Oleo de croton
causou um aumento na producdo das citocinas IL-1B (figura 22), IL-6 (figura 23) e
TNF-a (figura 24). Em contraste, o tratamento com a PHEX (1 mg/orelha) ou a
dexametasona (0,1 mg/orelha) reduziu significativamente o nivel de todas as

citocinas investigadas.
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Figura 22 Efeito da PHEX sobre a liberacdo de IL-1B induzida por éleo de créton. O processo
inflamatério foi induzido na orelha dos animais pela administracdo topica de 6leo de créton (5%), e
em seguida receberam o tratamento tépico com PHEX (1,0 mg/orelha) ou dexametasona (0,1
mg/orelha). Apds 6 h da aplicagdo do agente flogistico, amostras de tecido (6 mm) foram retiradas e
utilizadas para a quantificacdo dos niveis de IL-1B por ELISA. As barras representam a média + EPM
(n=6 - 8). ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores
significativos: *p<0,05; p***<0,001 vs controle. ## estatisticamente igual a dexametasona.

600-

500+ H#
— *kk
= 4004 ork
E — =
2 300-
({o]
5 200-

100+

0- T T
C DEX PHEX

Figura 23 Efeito da PHEX sobre a liberagcdo de IL-6 induzida por G6leo de créton. O processo
inflamatério foi induzido na orelha dos animais pela administracdo topica de éleo de créton (5%), e
em seguida receberam o tratamento tépico com PHEX (1,0 mg/orelha) ou dexametasona (0,1
mg/orelha). Apds 6 h da aplicacdo do agente flogistico, amostras de tecido (6 mm) foram retiradas e
utilizadas para a quantificacdo dos niveis de IL-6 por ELISA. As barras representam a média + EPM
(n=6 - 8). ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores
significativos: p*** <0,001 vs controle. ## estatisticamente igual a dexametasona.
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Figura 24 Efeito da PHEX sobre a liberacdo de TNF-a induzida por 6leo de créton. O processo
inflamatério foi induzido na orelha dos animais pela administracdo topica de 6leo de créton (5%), e
em seguida receberam o tratamento tépico com PHEX (1,0 mg/orelha) ou dexametasona (0,1
mg/orelha). Apés 6 h da aplicagdo do agente flogistico, amostras de tecido (6 mm) foram retiradas e
utilizadas para a quantificacdo dos niveis de TNF-a por ELISA. As barras representam a média +
EPM (n=6 - 8). ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores
significativos: *p<0,05; p***<0,001 vs controle. ## estatisticamente igual a dexametasona.

4.2.2.8 Efeito das fracdes ricas em fitol (FH7) e sitosterol (FH9F3) sobre o

edema de orelha induzido pela aplicacdo Unica do 6leo de créton

Para investigar se as fracdes FH7 e FHOF3 contribuiram para a atividade
anti-inflamatoria topica da PHEX, o modelo do edema de orelha induzido pelo oleo
de croton foi utilizado. Da mesma forma que a PHEX, a aplicacéo topica das fracdes
ricas em fitol (FH7) e sitosterol (FH9F3) (figura 25), na mesma dose do controle
positivo (0,1 mg/orelha), reduziu significativamente o edema, com inibicdo de 57% e
65%, respectivamente.
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Figura 25 Efeito de FH7 e FH9F3 sobre o edema de orelha induzido pelo 6leo de cré6ton —
aplicacdo unica. Os animais foram desafiados com o 6leo de créton (controle - C) e ap6s 15 min
foram tratados com FH7 (0,1 mg/orelha), FH9F3 (0,1 mg/orelha) ou dexametasona (DEX - 0,1
mg/orelha). O peso das orelhas foi avaliado 6 h apds a aplicacdo do agente irritante. As barras
representam a média + E.P.M. da variagdo do peso das orelhas em miligramas (mg) (n=6-8). ANOVA,
seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores significativos: p***<
0,001 vs controle. ## estatisticamente igual & dexametasona.

4.2.2.9 Efeito das fracdes ricas em fitol (FH7) e sitosterol (FH9F3) sobre o

edema de orelha induzido pela aplicacédo do fenol

A PHEX apresentou uma atividade anti-inflamatoria estatisticamente igual a
dexametasona no modelo do edema de orelha induzido pelo fenol, desta forma as
fracbes FH7 e FHIF3 foram testadas também utilizando este modelo. A aplicagédo
topica de FHIOF3 (figura 26) demonstrou uma reducéo significativa do edema, com
inibicdo de 51%. A dexametasona apresentou uma inibicdo de 46%. FH7, em

contrapartida, ndo interferiu no processo inflamatorio.
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Figura 26 Efeito de FH7 e FHIF3 sobre o edema de orelhainduzido pelo fenol. Os animais foram
desafiados com o fenol (controle - C) e apds 15 min foram tratados com FH7 (0,1 pg/orelha), FH9F3
(0,1 ug/orelha) ou dexametasona (DEX - 0,1 pg/orelha). O peso das orelhas foi avaliado 1 h apés a
aplicacdo do agente irritante. As barras representam a média + E.P.M. da variagdo do peso das
orelhas em miligramas (mg) (n=6-8). ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como
teste post-hoc. Valores significativos: p*<0,05 vs controle. ## estatisticamente igual & dexametasona.

4.3.3 Atividade anti-inflamatéria tépica em modelo de inflamacéo crénica

Neste modelo, o objetivo foi avaliar o efeito do tratamento tépico com PHEX
sobre 0 modelo do edema de orelha induzido por aplicacbes mdultiplas do 6leo de
croton, um modelo de inflamacgéo crénica. Inicialmente, a menor dose foi escolhida
para este ensaio, considerando que no modelo de inflamagcéo aguda com esse
mesmo agente irritante a atividade obtida com PHEX néo foi dose-dependente. De
acordo com a figura 27A, o tratamento com a PHEX (0,1 mg/orelha, duas vezes ao
dia durante 4 dias) ndo foi capaz de reduzir significativamente o edema quando
comparado ao grupo controle negativo. O tratamento com a dexametasona foi eficaz
em reduzir significativamente o edema (figura 27A). Os resultados observados ao
final do estudo foram confirmados pela avaliacdo do peso das biopsias das orelhas
coletadas ao final do experimento (figura 27B). Enquanto o grupo controle negativo

apresentou um edema de 20,83 = 1,30 mg, os tratados com dexametasona e com
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PHEX apresentaram, respectivamente, de 13,6 £ 1,7 mg (inibicdo de 34%) e 21,82 +
1,35 mg.
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Figura 27 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pelo 6leo de
croton — aplicagdo multipla. O processo inflamatério crénico foi induzido pela aplicacéo topica de
Oleo de créton em dias alternados durante 9 dias. A PHEX (0,1 mg/orelha) e a dexametasona (DEX -
0,1 mg/orelha) foram aplicados topicamente durante 4 dias (2 vezes ao dia) apés o quinto dia do
inicio da aplicagcdo do 6leo de créton e a espessura da orelha medida diariamente (A). No Gltimo dia
de tratamento amostras das orelhas foram coletadas para avaliacdo da variagdo do peso das orelhas
(B). Os valores estdo expressos como média + EPM (n=6-8). ***p<0,001; **p<0,01 e *p<0,05
representam o nivel de significancia em relacéo ao controle (C).
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A figura 28 mostra os cortes histologicos obtidos das bidpsias das orelhas
edematogénicas induzidas pelas multiplas aplicacbes do 6leo de créton. As figuras
28A demonstram que o 6leo de croton promoveu 0 aumento de parametros
inflamatorios, como formacdo de edema e infiltracdo leucocitaria. Nesse modelo é
possivel também constatar o aumento da espessura da epiderme, promovida pela
hiperproliferagédo dos ceratinécitos (figura 28A). De acordo com os dados analisados,
apenas a dexametasona conseguiu diminuir tais parametros inflamatorios (figura
28B). Entretanto, o tratamento com PHEX indica uma menor hiperplasia, quando

comparado ao controle negativo (figura 28C).

Figura 28 Fotos representativas dos cortes histolégicos de orelhas de camundongos corados
com hematoxilina-eosina (HE) (100x, escala 50 um e 400x, escala de 20 ym), apés aplicagao
repetida de dleo de créton. (A) 6leo de créton + veiculo, (B) dexametasona - 0,1 mg/orelha, (C)
tratamento com PHEX (0,1 mg/orelha).
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Em outra sequéncia de experimentos, objetivou-se testar uma formulacéo
contendo PHEX utilizando o modelo de inflamacao cronica. De acordo com a figura
29, os resultados mostraram que, ao contrario daqueles obtidos decorrente do
tratamento com a PHEX utilizando a acetona como veiculo, o tratamento com a
formulacdo (ProPHEX 6%, duas vezes ao dias, durante 4 dias) foi capaz de reduzir
significativamente o edema da orelha dos animais quando comparado ao grupo
controle negativo (creme base). A analise histopatolégica confirmou tais resultados,
sendo possivel verificar que o tratamento com a formulacdo contendo a PHEX
diminuiu acentuadamente o edema, a infiltracdo leucocitaria e a hiperplasia

epidérmica (figura 30C) quando comparado ao veiculo (figura 30A).
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Figura 29 Efeito da PHEX de L. pubescens sobre o edema de orelha induzido pelo 6leo de
créton — aplicagdo multipla. O processo inflamatério cronico foi induzido pela aplicacao tépica de
Oleo de créton em dias alternados durante 9 dias. A ProPHEX (6%) e a dexametasona (ProDEX
0,1%) foram aplicados topicamente durante 4 dias (2 vezes ao dia) ap6s o quinto dia do inicio da
aplicacdo do Oleo de créton e a espessura da orelha medida diariamente (A). No dltimo dia de
tratamento amostras das orelhas foram coletadas para avaliacdo da variacdo do peso das orelhas
(B). Os valores estdo expressos como média + EPM (n=6-8). ***p<0,001; **p<0,01 e *p<0,05
representam o nivel de significancia em relagéo ao controle (C - creme base VersaPro).
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Figura 30 Fotos representativas dos cortes histoldégicos de orelhas de camundongos corados
com hematoxilina-eosina (HE) (100x, escala 50 um e 400x, escala de 20 ym), apés aplicacédo
repetida de 6leo de croton. (A) 6leo de créton + veiculo, (B) dexametasona — proDEX 0,1 mg/orelha,
(C) tratamento com proPHEX (1,0 mg/orelha).
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4.3.4 Atrofia cutanea induzida por tratamento topico com glicocorticoide

Uma vez que os resultados encontrados até esta etapa do trabalho
indicaram uma atividade do tipo glicocorticoide, o ensaio de atrofia cutanea foi
realizado para observar se a PHEX promovia 0os mesmos efeitos adversos
observados em tratamentos prolongados com a dexametasona.

A aplicacdo tépica de dexametasona durante 7 dias consecutivos, na
auséncia de um estimulo inflamatério, promoveu uma reducédo de aproximadamente
70% na espessura das orelhas dos animais, contudo esta acentuada redugéao néo foi
observada nos animais tratados com a PHEX ou veiculo (acetona) (figura 31). Além
disso, somente o tratamento com a dexametasona alterou 0 peso corpéreo dos

camundongos (figura 32).
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Figura 31 Atrofia cuténea induzida pela aplicagao topica de glicocorticoide. Os animais foram
tratados com PHEX (1,0 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha) 12/12 h durante 7 dias. As
barras representam a média + E.P.M. da variacdo da espessura das orelhas em micrémetro (um)
(n=6-8). ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores
significativos: p***<0,0001 vs controle.
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Figura 32 Efeito da PHEX e da dexametasona sobre o ganho de peso corporal dos
camundongos. Os animais foram tratados com PHEX (1,0 mg/orelha) ou dexametasona (0,1
mg/orelha) 12/12 h durante 7 dias, na auséncia de estimulo inflamatério. Os valores estdo expressos
como média + E.P.M. do ganho de peso em gramas (n=6-8). ANOVA, seguido por Bonferroni foi
utilizado como teste post-hoc. Valores significativos: p**<0,01 vs controle.

No ultimo dia do ensaio de atrofia cutanea, os animais foram eutanaziados
para observar uma possivel resposta sistémica decorrente do tratamento com
glicocorticoide. Desta forma, o timo, o baco e as adrenais foram coletados e pesados
apos a eutanasia.

Nenhum tratamento alterou o peso do timo (figura 33), entretanto o
tratamento com a dexametasona reduziu significativamente o peso das adrenais em
torno de 33% (figura 34) e do baco em torno de 77% (figura 35). Os respectivos

orgdos nao sofreram alteracdo decorrente do tratamento com a PHEX (figura 36).
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Figura 33 Efeito da PHEX e da dexametasona sobre o peso relativo do timo. Os animais foram
tratados com PHEX (1,0 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha) 12/12 h durante 7 dias, na
auséncia de estimulo inflamatério. Ao final do tratamento os animais foram eutanasiados e o timo
coletado e pesado. Os valores estao expressos como média + E.P.M. (n=6-8).
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Figura 34 Efeito da PHEX e da dexametasona sobre o peso relativo das adrenais. Os animais
foram tratados com PHEX (1,0 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha) 12/12 h durante 7 dias,
na auséncia de estimulo inflamatério. Ao final do tratamento os animais foram eutanasiados e as
adrenais coletadas e pesadas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=6-8). * p<0,005
representa o nivel de significAncia em relacao ao controle (C - acetona).
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Figura 35 Efeito da PHEX e da dexametasona sobre o peso relativo do bago. Os animais foram
tratados com PHEX (1,0 mg/orelha) ou dexametasona (0,1 mg/orelha) 12/12 h durante 7 dias, na
auséncia de estimulo inflamatério. Ao final do tratamento os animais foram eutanasiados e o baco
coletado e pesado. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=6-8). ***p< 0,0001
representa o nivel de significAncia em relacao ao controle (C - acetona).
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Figura 36 Fotografias representativas do aspecto clinico timo, das adrenais e bacos dos
camundongos. Os animais foram tratados com PHEX (P) (1,0 mg/orelha) ou dexametasona (D) (0,1
mg/orelha) ou veiculo (C) (acetona) 12/12 h durante 7 dias. Os 6rgaos foram fotografados de uma
distancia padronizada de 20 cm.
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4.3.5 Avaliacao da Cicatrizacéao pelo Método de Excisao

Para verificar se a formulacdo (ProPHEX) poderia influenciar na reparacao
de uma ferida cutanea, foi realizado um estudo de atividade cicatrizante pelo método
de excisdo. O tratamento com a dexametasona, comparado ao veiculo, retardou a
contracao da ferida no 9° e 10° dias de experimento. Entretanto, o tratamento com a
ProPHEX, além de ndo ter impedido essa reparacdo na pele, promoveu uma
contracdo consideravelmente mais rapida da ferida. No 10° dia, proPHEX promoveu
uma contracao da ferida de 87%, enquanto o tratamento com proDEX, somente 45%
(figura 37 e figura 38).
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Figura 37 Efeito da PHEX (ProPHEX) e da dexametasona (ProDEX) aplicados por via tépica no
modelo de cicatrizagcdo por excisdo. Os tratamentos foram realizados diariamente, durante 10
dias, ap6s a excisdo. A area da lesdo foi avaliada nos dias 0, 3, 5, 7, 9 e 10. As barras
representam a média + E.P.M. do percentual de contracéo da ferida (n=5). ANOVA, seguido por
Bonferroni foi utilizado como teste post-hoc. Valores significativos: p*<0,05; p**<0,01; p***<0,001 vs
controle. ## estatisticamente diferente da dexametasona.
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Figura 38 Efeito da ProPHEX 6% (PHEX) e ProDEX 0,1% (dexametasona) na cicatrizagdo de
les@o por excisdo. Fotos representativas da excisdo nos dias 0, 3, 5, 7 e 9 nos animais tratados com
veiculo (creme VersaPro, C), ProPHEX (P) ou ProDEX (D).
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5 DISCUSSAO

5.1 Atividade citotoxica sobre linhagens tumorais

Nos ultimos anos, uma atencdo consideravel tem sido direcionada na
identificacdo de substancias naturais capazes de inibir, retardar ou reverter o
processo de carcinogénese em seus varios estagios. Os medicamentos
antineoplasicos com efeitos colaterais minimos e com citotoxicidade especifica para
as células cancerosas tém sido aqueles de escolha (NAHATA et al., 2012).

Neste trabalho, foi avaliado o potencial citotoxico, in vitro, da PHEX e fracfes
utilizando ensaios de citotoxicidade pelo método MTT, diante de linhagens tumorais
e ndo tumorais. Esta técnica avalia a inibicdo da viabilidade celular pela
metabolizacdo do MTT, um sal de coloragdo amarela que, na presenca de
desidrogenases mitocondriais, transforma-se em formazan de coloracdo résea
parpura, sendo solavel em veiculos aquosos. Este sal tem sido usado com sucesso
para verificar a capacidade de reducdo mitocondrial e viabilidade (KIM et al., 2009).

Foi avaliada a atividade citotoxica da PHEX e fracBes sobre as linhagens
HL60, Jurkat e MCF-7. A citotoxicidade da PHEX também foi avaliada sobre a
linhagem de fibroblastos 3T3. Na figura 9 (p. 66), podemos observar que a PHEX
nao impediu a proliferacdo celular diante das trés linhagens tumorais, entretanto,
apos seu fracionamento, varias fracdes apresentaram atividade. Este fato pode ser
atribuido, provavelmente, as pequenas concentracdes das substancias citotoxicas
na particdo hexanica, as quais foram concentradas apés fracionamento com
solventes apropriados. A PHEX também foi inativa sobre a linhagem né&o tumoral
3T3 (figura 10, p. 67).

Dentre as fracbes obtidas apds o fracionamento cromatogréfico de PHEX,
verificou-se que a sua atividade citotoxica concentrou-se nas fragdes FH7 a FH16.
Dentre estas, as mais ativas para células tumorais foram FH7, FH9 e FH16, as quais
nao apresentaram toxicidade para macrofagos murinos (tabela 4, p. 70) na maxima
concentracéo testada (100 pg/mL). Assim, FH7 e FHOF3 foram selecionadas para a

determinacao da Clso sobre as linhagens HL60 e Jurkat.
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De acordo com o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI),
valores de Clsp < 30 pg/mL séo significativos para extratos vegetais, e foram
adotados neste trabalho (SUFFNESS e PEZZUTO, 1990). De acordo com a tabela 2
(p. 67), FH7 exibiu uma baixa atividade para a linhagem HL60, e a linhagem Jurkat
apresentou resisténcia diante do tratamento com esta amostra. Em contrapartida,
FHOF3 apresentou potente atividade citotoxica para ambas as linhagens.

Cabe-se ressaltar que a linhagem Jurkat apresenta maior resisténcia a
apoptose comparada a linhagem HL60. Um estudo realizado por Karpinich e
colaboradores (2006) demonstrou que a linhagem Jurkat ndo expressa P53 e Bax,
duas proteinas pré-apoptéticas fundamentais para inducdo de apoptose
desencadeada por dano no DNA, o que justifica a maior resisténcia a fragmentacao
do DNA mediado por substancias citotoxicas. Desta forma, os resultados obtidos
com FHIF3 s&o bastante relevantes.

Na literatura, inUmeros trabalhos evidenciam as propriedades anticancer do
sitosterol, o qual é um dos mais prevalentes fitoesterois derivados de vegetais na
dieta. Os fitoesterois sdo estruturalmente semelhantes ao colesterol, mas com
algumas modificagbes. Estas envolvem a cadeia lateral e incluem a adicdo de uma
ligagdo dupla e/ou de grupos metil ou etii (AWAD et al., 2000). Moon e
colaboradores (2008) elucidaram alguns mecanismos responsaveis pela atividade
antiproliferativa do sitosterol em células leucémicas (HL60 e U937). Os autores
observaram que esta substancia induz a parada em G2/M do ciclo celular,
endoreduplicacdo e apoptose através das vias de sinalizacdo de PI3K/AKt. Desta
forma, a atividade citotoxica observada para FH9F3 poderia estar relacionada a um
dos mecanismos moleculares encontrados pelos autores do estudo mencionado,
considerando que esta fracao é rica em sitosterol (70%).

Ainda, estudo conduzido por Li e colaboradores (2004), mostrou que o
sitosterol € um inibidor seletivo da DNA polimerase e foi capaz de potencializar a
acdo de Bleomicina (farmaco antitumoral) em células tumorais humanas cultivadas.
Sitosterol também teve sua citotoxicidade determinada sobre células Hep2
(carcinoma de laringe humana), o qual mostrou ser mais potente que a Cisplatina,
medicamento de referéncia utilizado como controle positivo (MATOS et al., 2006).

Alguns trabalhos similares também elucidaram os mecanismos pelo qual o
sitosterol exerce sua funcao antiproliferativa em diversas linhagens tumorais.

Estudos suportam a hipotese que sitosterol € um agente promotor de apoptose
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eficaz, principalmente por ativar a sinalizagdo mediada por receptor Fas em
linhagens de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) (AWAD et al., 2007). Outros
estudos (PARK et al., 2007) mostraram que esta substancia induz também apoptose
em linhagens leucémicas U937, por meio da ativacdo de caspase-3 e inducédo da
razdo de Bax/Bcl-2. Outro trabalho (EL-READI et al., 2010) mostrou que sitosterol
glicosilado inibe a atividade de P-glicoproteina (P-gp) em linhagens leucémicas
multiresistentes (CEM/ADR5000). P-gp €é uma proteina transportadora de
membrana, responsavel pelo controle do influxo de drogas nas células e
desempenha um importante papel na multiresisténcia a farmacos. Sitosterol ainda
promoveu pronunciada citotoxicidade em linhagens A549 (carcinoma de pulméao)
(HSU et al., 2011), induziu a parada do ciclo celular em G2/M e apoptose por meio
da supressédo de c-Myc em células MCF-7 e A549 (SUNDARRAJ et al., 2012) e
também apresentou mais de 50% de citotoxicidade contra as linhagens tumorais de
prostata, colon, figado e células leucémicas em um recente trabalho (NAHATA et al.,
2013).

Com relacdo ao fitol, Malek e colaboradores (2009) testaram sua
citotoxicidade bem como a de outros constituintes isolados de Pereskia bleo. Fitol
apresentou atividade sobre células KB (carcinoma de nasofaringe humano) (Clso 7,1
pg/mL), sobre células CasKi (carcinoma cervical humano) (Clso 18 pg/mL), MCF-7
(Clsp 34 pg/mL) e A549 (Clsp 31 pg/mL). O fitol também exibiu alta citotoxicidade
sobre células HelLa (carcionoma cervical humano), WI-38 (fibroblasto de pulmé&o
humano) e HL60 (Clsp 13,8 - 16,4 pg/mL) (BLOCK et al., 2004).

Em concluséo, os resultados encontrados com as algumas fragbes ativas
vao ao encontro dos resultados obtidos por outros autores, os quais verificaram que
tanto sitosterol quanto fitol sdo substancias citotoxicas para linhagens tumorais,
principalmente HL60. Entretanto ndo ha dados na literatura evidenciando a atividade
citotoxica de sitosterol sobre a linhagem Jurkat.

5.2 Atividade leishmanicida

A quimioterapia, particularmente no caso das leishmanioses, ainda

representa o pilar para o seu controle (KOUNI, 2003). Considerando todos os



103

incovenientes citados neste trabalho e levando-se em consideracdo que as doengas
tropicais ganham importancia a parte devido a globalizacdo da sociedade atual, o
desenvolvimento de novos agentes leishmanicidas é consideravelmente importante.

Foram realizados testes de citotoxicidade de PHEX e fracGes para as formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania, uma vez que ambas as fases do
parasito sdo utilizadas na pesquisa de farmacos leishmanicidas (SERENO et al.,
2007; VERMEERSCH et al., 2009; TEMPONE et al., 2011). Além disso, foram
também realizados testes de citotoxicidade das amostras sobre macréfagos
peritoneais, que sdo as células hospedeiras do parasito. Estudos anteriores
mostraram que a PHEX apresentou significativa atividade leishmanicida frente as
formas promastigotas do parasito, justificando-se, desta forma, o fracionamento
biomonitorado por esta atividade (SILVA et al., 2011).

Na avaliacdo da atividade antipromastigota, a PHEX e fracbes foram
testadas sobre quatro espécies de Leishmania, consistindo de trés espécies de
Leishmania do Novo Mundo (L. braziliensis, L. chagasi e L. amazonensis) e uma
espécie do Velho Mundo (L. major). Na tabela 3 (p. 69), podemos observar que as
diferentes espécies apresentaram variaces de sensibilidade nas amostras testadas,
resultados também relatados por outros autores (ESCOBAR et al., 2002; CROFT,
SEIFERT e YARDLEY, 2006; SERENO et al., 2007). A PHEX foi ativa diante de trés
espécies do parasito, e apenas L. chagasi apresentou resisténcia. Além disso, esta
espécie de Leishmania foi resistente a todas as fra¢des, contudo sete fracdes foram
ativas para as demais espécies de Leishmania: L. brazilieneis, L. amazonensis e L.
major. A fracdo FH9 foi a mais ativa diante de L. braziliensis (Clsp 19,4 + 0,46 pg/mL)
e L. amazonensis (Clsp 20,4 £ 0,8 pg/mL) e FH7 foi mais ativa diante de L. major
(Clsp 15,5 + 0,3 pg/mL). Cabe-se ressaltar, que varias amostras apresentaram
atividade sobre algumas espécies de Leishmania, quando testadas para sua
atividade antipromastigota. A citotoxicidade de algumas fragdes foi inclusive maior
do que a verificada para a miltefosina, primeiro farmaco oral para o tratamento da LV
e principal avanco na terapia das leishmanioses nas ultimas décadas (SINGH,
KUMAR e SINGH, 2012).

Com relacdo aos efeitos toxicos das amostras sobre a célula hospedeira de
Leishmania, a maioria apresentou baixa toxicidade para macrofagos peritoneais até
a maxima concentracdo utilizada (100 upg/mL). Embora muitos produtos naturais

sejam tradicionalmente utilizados, a sua seguranca nao € garantida, logo, tanto sua
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eficAcia quanto sua seguranca requerem investigacao (TIUMAN et al., 2011). As
fracOes obtidas da PHEX mais seletivas para as formas promastigotas foram FH7 e
FH9. Ambas nao foram citotoxicas para macréfagos (CCsp > 100 pgmlL) (tabela 4, p.
70).

Embora as formas promastigotas do género Leishmania sejam mais
utiizadas para a triagem de compostos bioativos, o ensaio é considerado
geralmente preliminar, pois este estagio do parasito € significativamente mais
suscetivel aos efeitos induzidos por drogas que a fase amastigota, sendo esta fase,
a forma de vida responséavel por todas as manifestacdes clinicas em humanos.
Logo, o modelo intracelular tem sido citado como o padrdo - ouro na pesquisa in
vitro de drogas que combatem a leishmaniose (VERMEERSCH et al.,, 2009;
TEMPONE et al., 2011). Neste trabalho, a PHEX e a FH7 foram escolhidas para a
avaliacdo da citotoxicidade em amastigotas de L. amazonensis, devido aos
resultados expressivos na atividade antipromastigota e auséncia e/ou baixa
citotoxicidade em macrofagos. Esta espécie é responsavel principalmente pelas
manifestacfes clinicas da leishmaniose tegumentar. A PHEX apresentou um
expressivo resultado para a atividade antiamastigota (Clsp 6,9 + 4,0 pg/mL), bem
como FH7, a qual foi mais eficaz na reducéo das formas amastigotas (Clso 32,6 *
5,82 pg/mL) do que promastigotas (Clsp 44,0 £ 0,7 pg/mL), com indice de
seletividade (IS) para amastigotas, portanto maior. Com relacdo ao indice de
especificidade (IE), FH7 mostrou-se ativa para ambos os estagios do parasito, bem
como a PHEX.

A fracdo FH9 nado teve sua atividade antiamastigota determinada, pois
trabalho conduzido por Torres — Santos e colaboradores (2004), ao avaliarem a
atividade antiamastigota diante da espécie L. amazonensis de uma fragao rica em
estigmasterol + sitosterol isolada de Pourouma guianensis, encontraram valores de
Clsp acima de 100 pg/mL.

Desta forma, considerando que FH7 foi ativa sobre as formas promastigotas
e amastigotas e ndo foi citotoxica sobre L. amazonensis nas doses testadas, bem
como devido a falta de dados na literatura reportando o potencial leishmanicida do
fitol, objetivou-se elucidar o modo pelo qual este diterpeno provoca a morte celular
do parasito.

O fitol € um diterpeno pertencente ao grupo dos alcoois aciclicos insaturados

de cadeia longa e ramificada e produto do metabolismo da clorofila em plantas
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(VETTER et al., 2012). Varias propriedades terapéuticas de fitol tém sido relatadas,
incluindo a sua atividade antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis (REJAB
et al., 1998) ou Staphylococcus aureus (INOUE et al., 2005), anticonvulsivo (COSTA
et al., 2012), antiespasmaédico (PONGPRAYOON et al., 1992), anticancer (LEE et
al., 1999) e atividades antinociceptiva, antioxidante (SANTOS et al., 2013) e anti-
inflamatoria (SILVA et al., 2013). Estudos recentes mostraram que o fitol apresentou
atividade esquistossomicida, sendo a esquistossomose outra importante doenca
tropical negligenciada (MORAES et al., 2014). Além disso, testes em ratos revelaram
que esta substancia é bem absorvida (30-66% da dose administrada) (MIZE et al.,
1966) e de baixa toxicidade (DL50 por via oral e aguda superior a 10.000 mg/kg)
(MCGINTY et al., 2010).

Em protozoarios tripanosomatideos, como Leishmania, a mitocondria Unica €
essencial para a sobrevivéncia do parasito e, portanto, qualquer dano ou disfuncéo a
esta organela leva a morte celular (MENNAA-BARRETO et al., 2014). Isso faz com
gue a mitocondria seja um alvo importante para a destruicdo, a fim de assegurar a
morte celular programada (PCD - programmed cell death) ou apoptose. Além disso,
a manutencdo do potencial de membrana € essencial para a funcdo mitocondrial e,
consequentemente, a sobrevivéncia do parasito. Recentemente, um ndmero
crescente de estudos mostrando compostos que possuem como alvo a mitocondria
de espécies de Leishmania tém sido descritos (INACIO et al., 2012; BRITTA et al.,
2014). Em células de mamiferos, um exemplo classico de desordens induzidas por
alteracdes no Aym é um aumento na producédo de ROS que possa alterar o estado
redox celular (MANZOTE et al., 2014).

O efeito de FH7 sobre o potencial de membrana mitocondrial (Aym) em
formas promastigotas foi avaliado por fluorimetria usando o JC-1, um marcador
fluorescente que forma agregados e emite fluorescéncia vermelha em mitocondrias
funcionais. Em células em apoptose com um baixo Aym, 0 corante permanece no
citoplasma e emite fluorescéncia verde (MACEDO-SILVA et al., 2013). FH7 exerceu
a sua atividade antipromastigota produzindo acentuada despolarizagdao do potencial
de membrana mitocondrial em todas as concentracbes e tempos testados em
comparacao com o controle negativo, com excecdo da maior dose, apos 48 h de
tratamento (figura 11, p. 72).

Um estresse oxidativo foi também claramente observado neste estudo,

refletido pelo aumento dos niveis de ROS em promastigotas de L. amazonensis
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tratadas com FH7 (figura 12, p. 73) sugerindo-se um evento, sobretudo, tempo-
dependente que pode ter contribuido com a morte celular do parasito. Cabe-se
ressaltar, que ndo ha diferenca estatistica entre as doses utilizadas, em ambos o0s
ensaios.

Para investigar os efeitos de FH7 na membrana do parasito, promastigotas
foram coradas com IP, um marcador utilizado para distinguir células apoptéticas de
células necroéticas. Este € um agente intercalante de &acidos nucleicos que
seletivamente se difunde através da membrana plasmaética e se liga ao DNA e RNA
de células cuja membrana plasmatica foi lesada (BRITTA et al, 2014).
Promastigotas tratadas com FH7 n&o alteraram a intensidade da fluorescéncia do IP
em todas as concentracdes e tempos avaliados, eliminando assim, qualquer evento
relacionado a necrose (figura 13, p. 74). Logo, estes resultados sugerem que a
necrose nao é o principal mecanismo de morte do parasito induzida por FH7.

Nesta parte do trabalho, foi observado que a despolarizacdo do potencial
mitocondrial esta associada com a producdo de ROS em promastigotas de L.
amazonensis tratadas com FH7, mas o tratamento ndo conduziu a ruptura da
membrana plasmaética. Isto sugere que apoptose € o principal mecanismo induzido
por fitol através de um processo que envolve a mitocéndria do parasito. No entanto,
novos estudos relacionados a outros eventos apoptéticos tais como exposicao de
fosfatidilserina, alteracdo do ciclo celular e fragmentacdo do DNA nuclear séo

necessarios para confirmar os resultados obtidos com FH7.

5.3 Atividade anti-inflamatéria topica

Recentes estudos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, com a
espécie L. pubescens, mostraram que a PHEX possui uma significativa atividade
anti-edematogénica quando administrada topicamente na orelha de camundongos
submetidos & inducdo de um processo inflamatério agudo (SILVA et al., 2012°). Um
dos objetivos deste trabalho, portanto, foi investigar o efeito da PHEX administrada
topicamente utilizando diferentes agentes irritantes, a fim de confirmar sua atividade
anti-inflamatoria, determinar a melhor dose a ser administrada e desvendar seus

possiveis mecanismos de acao. Antes da realizacdo dos ensaios para a pesquisa da
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atividade anti-inflamatéria desta espécie, foi investigada sua possivel toxidade
topica. Ap6s um periodo de exposicdo de 4 h ao tratamento com PHEX, nenhuma
resposta dérmica, incluindo eritema e/ou edema, foi encontrada nos animais. Assim,
PHEX se revelou segura quando administrada topicamente em ratos.

Varios modelos farmacoldgicos experimentais podem ser usados para
avaliar a atividade anti-inflamatoéria de drogas. O modelo do edema de orelha
induzido por diferentes agentes irritantes (6leo de croton, AA, fenol, capsaicina,
histamina e EPP) permite identificar substancias com atividade anti-inflamatoria e
propor seu possivel mecanismo de acdo. Esse modelo é bastante util na busca pelo
tratamento de doencas inflamatérias da pele, pois promovem condicbes que se
assemelham a alguns tipos de dermatites observadas em humanos (VANE e
BOTTING, 1998; GABOR, 2000).

O presente trabalho fornece evidéncias de que a fracdo mais apolar das
folnas de L. pubescens claramente exerceu seus efeitos em todos os modelos
utilizados, exceto no modelo do edema de orelha induzido pela capsaicina, de
maneira similar & dexametasona e/ou a indometacina, os anti-inflamatorios de
referéncia utilizados neste estudo.

O 6leo de croton contém 13-acetato de 12-O-tetracanoilforbol (TPA) como
principal agente irritante, e quando aplicado topicamente, os resultados sdao um
aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacdo, migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares (principalmente neutrdfilos), liberacdo de histamina e serotonina
e uma moderada sintese de eicosanoides (TUBARO et al, 1985; BADILLA et al,
2007). O d6leo de créton provoca efeitos semelhantes ao TPA, ativando a proteina
quinase C (PKC), a qual por sua vez leva a ativagdo de outros grupos enzimaticos,
tais como proteinas quinases ativadas por mitdbgenos (MAPK) e PLA2 (fosfolipase
A2). A PLA2 induz a liberacdo de acido araquidbnico (AA), o qual desencadeia
consequentemente a producéo de eicosanoides inflamatorios por meio das enzimas
ciclo-oxigenases (COX) ou lipo-oxigenases (LOX) (FERRANDIZ et al., 1996; WANG
et al., 2000; MURAKAWA et al., 2006). Estes metabdlitos, assim como as citocinas,
sdo mediadores das vias inflamatérias e sdo responsaveis por desencadear e
manter a inflamagédo (STANLEY et al., 1991). Assim, o 6leo de croton induz um
processo inflamatorio ativando diversas vias inflamatdérias, e inibidores da COX e 5-
LOX, antagonistas dos leucotrienos B4 (LTB4) e glicocorticoides mostram acéo anti-

inflamatoria topica em modelos animais de inflamacgéo cutanea induzida por TPA ou
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Oleo créton (MURAKAWA et al., 2006). No que diz respeito ao modelo do edema de
orelha induzido pelo 6leo créton com uma aplicagdo Unica, PHEX ndo apresentou
atividade antiedematogénica por via oral (SILVA et al., 2012°). Quando administrada
topicamente, PHEX evidenciou uma diminui¢édo significativa do edema em todas as
doses testadas (figura 14, p. 77), sugerindo, portanto, que esta amostra possui
atividade exclusivamente por esta via de administragao.

Como mostrado na figura 15 (p. 78), PHEX foi capaz de reduzir o nimero de
leucdcitos no tecido inflamado evidenciado pela atividade da MPO. A MPO é
conhecida como um marcador direto da infiltracdo de neutréfilos; por conseguinte, a
inibicdo da sua atividade pode ser utilizada como um indicador da acdo anti-
inflamatoria de um determinado extrato ou substancia (BRADLEY et al., 1982). No
nosso estudo, PHEX foi capaz de diminuir a atividade desta enzima, sugerindo a
possibilidade de interferéncia na migracao celular durante o processo inflamatério. A
analise histopatoldgica confirmou que PHEX, assim como a dexametasona, inibiram
o influxo de polimorfonucleares induzido por 6leo de créton para a derme da orelha
dos camundongos, bem como a intensidade do edema e, portanto, pode ser uma
abordagem terapéutica para doencas dermatolégicas (figura 16, p. 79).

A aplicacdo local de AA estimula uma rapida resposta inflamatéria que
contribui para uma vasodilatacdo imediata e eritema, seguido pelo desenvolvimento
de edema, que coincide com o extravasamento de proteinas e leucocitos (YOUNG
et al., 1984, CRUMMEY et al., 1987). O AA é um precursor de eicosanoides
inflamatorios, tais como a prostaglandina E2 e leucotrienos (produzidos por meio de
COX -1, COX - 2 e 5-LOX). A indometacina, um AINE, cuja acdo anti-inflamatoria
esta relacionada com a inibicdo ndo seletiva das isoformas de COX (COX - 1 e COX
- 2), reverte claramente o edema induzido pela aplicagédo topica de AA, tal como
descrito na literatura (GABOR, 2000). Dexametasona, igualmente modula a
producdo de metabolitos do AA, provavelmente por meio da inibicdo de enzimas
COX e LOX ou atraves da producgéo de eicosanoides anti-inflamatérios (LAWRENCE
et al., 2002). Metabdlitos do AA estdo também envolvidos na degranulacdo de
mastocitos, a qual € acompanhada por liberacdo de histamina. Consequentemente,
anti-histaminicos s&o também capazes de reduzir o edema induzido por AA
(CRUMMEY et al., 1987). A PHEX nas doses de 1 e 0,5 mg/orelha diminuiu o edema
neste modelo em relacdo ao grupo controle negativo (figura 17, p. 80). Estes dados
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indicam que PHEX pode diminuir a producdo de eicosanoides inflamatorios
contribuindo para o efeito anti-inflamatoério observado (CARLSON et al., 1985).

O edema de orelha induzido por fenol € um modelo que simula as dermatites
de contato. Quando fenol entra em contato direto com a pele, ceratindcitos
produzem mediadores quimicos que sao importantes em respostas de irritacdo de
contato primario, incluindo citocinas associadas com propriedades pro-inflamatorias,
tais como IL-1a, TNF-a e IL-8 (LIM et al., 2004). Este mecanismo independe da via
de ativacdo de PKC, o que por sua vez resulta na liberacdo de outros mediadores
inflamatoérios, como espécies reativas de oxigénio (ROS) (WILMER et al., 1994;
MURRAY et al.,, 2007). A PHEX, em todas as doses, reduziu significativamente o
edema induzido por fenol, quando comparada com o0 grupo controle negativo,
indicando uma provavel atividade contra a dermatite de contato (figura 18). Os
compostos presentes em PHEX poderiam estar modulando a producdo de ROS,
considerando os estudos anteriores que evidenciaram uma moderada atividade
antioxidante desta mesma amostra (SILVA et al., 2012 9).

A capsaicina, em contato com a epiderme, exerce um efeito imediato sobre
um alvo, os receptores vaniloides subtipo-1 (TRPV1). Uma imediata resposta
inflamat6ria neurogénica € uma consequéncia desta acdo, caracterizada por
vasodilatacao arteriolar, aumento do fluxo sanguineo e consequente extravasamento
de plasma e sensibilizacdo a dor (GABOR, 2000), com a liberacdo de
neuropeptideos (tais como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina,
substancia P e taquicininas) e monoaminas (histamina e serotonina) (GABOR e
RAZZA, 1992; INOUE, NAGATA e KOSHIHARA, 1995 & b). O edema de orelha
induzido por capsaicina € inibido por inibidores funcionais da capsaicina, como
ruténio vermelho, por antagonistas de receptores de taquicinina NK1 e antagonistas
de receptores de histamina H1 e/ou 5-HT2, mas n&o por inibidores da via do acido
araquidénico (INOUE, NAGATA e KOSHIHARA, 1993; INOUE, NAGATA e
KOSHIHARA, 1995 *P). A PHEX n&o apresentou reducao significativa neste modelo,
0 que sugere a sua falta de interferéncia nas substancias e receptores envolvidos
em vias inflamatdrias ativadas por capsaicina.

Sabe-se que 0s mastécitos provocam reacdes alérgicas do tipo imediato em
resposta a alergénicos devido a liberacdo de mediadores quimicos, em particular a
histamina (MARSHALL e BIENENSTOCK, 1994). A histamina causa vasodilatagéo e
aumento da permeabilidade microvascular (CLOUGH, BENNETT e CHURCH, 1998;
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CLOUGH, 1999), bem como estimula as fibras nervosas (GREAVES e WALL, 1996).
Os farmacos anti-histaminicos e glicocorticoides reduzem o edema neste modelo.
Em nosso trabalho, a PHEX modificou o edema de orelha induzido pela histamina,
na dose de 1 mg/orelha, quando comparada ao controle negativo (solucdo salina)
(figura 20, p. 83).

A resposta inflamatoria local por EPP é principalmente de natureza vascular,
envolvendo um aumento da permeabilidade e fluxo sanguineo e a infiltracdo de
leucdcitos (JUST et al., 1998). Este evento é causado pela liberacdo de varios
mediadores inflamatérios, tais como histamina, serotonina, bradicinina e
prostaglandinas (BRATTSAND et al., 1982). Como na maioria dos outros modelos, a
PHEX inibiu significativamente a formacdo de edema de orelha induzido por EPP
(figura 21, p. 84).

Este estudo também mostrou que o 6leo de croton é capaz de induzir a
expressao de citocinas inflamatorias, como IL-1B, IL-6 e TNF-a, as quais, segundo
alguns autores, sdo pecas centrais no processo inflamatério cutaneo (MURAKAWA
et al., 2006; LEE et al., 2009). A IL-1B ativa uma via que resulta na transcricdo de
uma série de genes que levam a expressao de diversas moléculas importantes para
o0 processo inflamatério como moléculas de adesdo, quimiocinas, citocinas
secundarias, a enzima oxido nitrico sintase e ciclo-oxigenase (OTUKI et al., 2005). O
TNF-a também €& responsavel pela indugdo da expressao de diversos genes que
sustentam a resposta inflamatoéria cutanea. Além disso, o TNF-a ativa a via de
sinalizacdo de transducdo que ativa o NF-kB, o que leva um “feedback” pro-
inflamatdrio positivo (AMIGO et al., 2007). Um estimulo nocivo, rapidamente gera
também a inducdo da expresséo e liberacdo de IL-6. Essa citocina atua de maneira
sinérgica com o TNF-a desencadeando uma resposta inflamatéria aguda. IL-6 €
conhecida por ser liberada principalmente por células T e por ativar células B
(PAQUET e PIERARD, 1996). Quando comparado ao controle negativo, o
tratamento com PHEX (1 mg/orelha) e a dexametasona (0,1 mg/orelha)
significativamente diminuiram os niveis das citocinas inflamatérias investigadas
neste trabalho (figuras 22, 23 e 24, pp. 86 e 87). Os resultados sugerem que este
mecanismo, ao menos parcialmente, contribuiu para a resposta anti-inflamatoria de
PHEX em processo inflamatdrio agudo na pele.

Considerando que o efeito anti-inflamatério mais significativo da PHEX foi

diante do modelo do edema de orelha induzido pelo 6leo de créton e pelo fenol,
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estes foram selecionados para verificar, se de alguma maneira, FH7 e FH9F3
contribuiram para a atividade anti-inflamatdria observada para PHEX. Além disso, o
fenol € um interessante modelo de dermatite de contato irritativa, as quais sao
responsaveis por 10% das consultas atendidas em consultorios dermatolédgicos e
alergistas e mais de 90% de todas as dermatoses ocupacionais sdo dermatites de
contato causadas pelo contato direto com produtos quimicos no local de trabalho
(MOTTA et al., 2011; NICHOLSON et al., 2010). De fato, a fracéo rica em sitosterol
(FH9F3) evidenciou uma significativa diminuicdo no edema de orelha, na mesma
dose da dexametasona, em ambos os modelos (figuras 25 e 26, pp. 88 e 89). Além
disso, no modelo do edema de orelha induzido pelo dleo de créton, a PHEX na dose
de 0,1 mgl/orelha, diminuiu 65% da inflamacdo, mesma inibicdo verificada para
FHOF3. Logo, esse resultado confirma a contribuicdo da fracéo rica em sitosterol na
atividade anti-inflamatoria tépica de L. pubescens.

A fracdo FH7 também foi avaliada no modelo do edema de orelha induzido
pelo 6leo de créton e exibiu semelhante perfil de atividade anti-inflamatoria topica
guando comparado a dexametasona (figura 25, p. 88). Recentemente, Silva e
colaboradores (2013) mostraram que fitol atenua a resposta inflamatéria por inibir a
migracdo de neutrofilos, que €, em parte, causada pela reducédo na IL-18, TNF-a e
estresse oxidativo. Em contrapartida, esta fracdo ndo diminuiu a inflamagdo no
modelo de dermatite de contato irritativa, induzida pelo fenol (figura 26, p. 89).

Enquanto a aplicacdo Unica de 6leo de créton fornece dados relativos a
atividade antiedematogénica em um processo inflamatério agudo, aplicacdes
multiplas do Oleo de croton podem ser usadas para avaliar a atividade
antiedematogénica em um processo inflamatério estabelecido (crénico) (STANLEY
et al., 1991). De fato, a aplicacdo repetida do Oleo de croton esta associada a um
aumento no peso da orelha, intensa infiltracao leucocitaria, migracdo de macréfagos
e células T (CD4" e CD8") e hiperproliferagdo da epiderme (acantose), condicbes
presentes em lesdes psoriaticas. Glicocorticoides e inibidores de 5-LOX reduzem o
efeito edematogénico neste modelo, enquanto que os inibidores de COX e anti-
histaminicos mostram pouco ou nenhum efeito (GREEN e SHUSTER, 1987). No que
diz respeito a este modelo de inflamacéo, inicialmente a dose escolhida foi a mais
baixa (0,1 mg/orelha), uma vez que na aplicagdo Unica do 6leo de créton a atividade
de PHEX né&o havia sido dose-dependente. Neste modelo, a PHEX n&o causou a

supressdo do edema na dose administrada (figura 27, p. 90). Estes dados foram
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posteriormente confirmados pela analise histopatologica (figura 28, p. 91).
Entretanto, apesar da terapéutica com a PHEX nao ter suprimido o edema neste
modelo crbnico, houve reducdo na espessura da epiderme, apesar de menos
significativa quando comparada a dexametasona. Essa reducdo se caracteriza pela
auséncia de hiperceratose, leve hipergranulose e menor numero de células
espinhosas. Logo, houve reducdo da hiperplasia epidérmica com o tratamento de
PHEX (figura 28C, p. 91).

A analise dos resultados histopatologicos das orelhas submetidas ao
processo inflamatério crénico nos levou a supor que, possivelmente a ineficacia
neste modelo poderia ser decorrente da ma absor¢cdo da amostra devido ao
espessamento da epiderme. Além disso, tanto a dose escolhida (0,1 mg/orelha),
qguanto o veiculo utilizado (acetona) talvez ndo seriam os apropriados, tendo em
vista que apesar de n&o ter suprimido o edema, a PHEX foi eficaz em reduzir a
espessura da epiderme. Desta forma, um novo experimento foi realizado, mas
utilizando um veiculo cremoso e emoliente. De fato, a uma formulacdo com creme
base, no qual foi incorporada a PHEX (proPHEX) na concentracdo de 6%, diminuiu
significativamente o edema quando comparada ao veiculo (figura 29, p. 93).

Assim, apés analise dos resultados apresentados para PHEX, sugerimos um
efeito do tipo glicocorticoide. Este fato é suportado, pelo menos em parte, pela
presenca de sitosterol, um esteroide com estrutura semelhante a dexametasona e
gue reduziu significativamente o edema induzido por 6leo de créton. Os
glicocorticoides, incluindo a dexametasona, se ligam a receptores intracelulares
especificos que ativam ou reprimem a transcricdo de genes, a fim de inibir as acées
do sistema imunolégico como um todo. Eles também inibem a expressao de COX-2,
INOS, fatores de adesdo, citocinas e o0 sistema complemento; podem também
induzir a expressao de outras proteinas, tais como a anexina-1, que inibe a sintese
de prostandides (RANG et al., 2007). Estes dados séo suportados pela literatura, a
qual indica que o sitosterol (dose de 0,5 mg/orelha), isolado de Achillea ageratum, é
eficaz como um agente anti-inflamatério topico em processos inflamatérios agudos e
cronicos (GOMES et al., 1999).

Os (glicocorticoides, em concentracbes farmacologicas adequadas,
apresentam potentes efeitos anti-inflamatérios. Assim, indmeras desordens
autoimunes, inflamatérias e alérgicas, tais como asma, artrite reumatoide, colite

ulcerativa, e rinite alérgica sdo muitas vezes tratadas com glicocorticoides sintéticos,
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tais como a dexametasona. Apesar da sua excelente eficacia anti-inflamatoria, o uso
desses agentes terapéuticos muitas vezes € restringida devido a dois
inconvenientes. Primeiro, o tratamento de longo prazo € muitas vezes acompanhado
por efeitos secundarios severos, tais como diabetes, osteoporose e hipertensdo. Em
segundo lugar, o aparecimento de resisténcia a esses medicamentos também limita
0 sucesso de muitas terapias (VANDEVYVER et al., 2013). Desta forma, uma vez
que PHEX possivelmente apresenta um efeito do tipo glicocorticoide, objetivou-se
investigar se a mesma poderia desencadear alguns efeitos adversos semelhantes
aos da dexametasona.

Considerando que a via topica foi escolhida neste trabalho, inicialmente
verificou-se a influéncia de PHEX em um ensaio de atrofia cutanea. Neste sentido,
os glicocorticoides causam uma reducdo na atividade mitética dos ceratinécitos da
camada basal e achatamento das papilas dérmicas. Eles também podem causar
uma perda de substancia fundamental e redug&o do tamanho dos fibroblastos. Estas
mudancas, em Ultima analise, provocam afinamento da derme e aumentam a
fragilidade da pele. Em alguns casos, os esteroides tém efeito no desenvolvimento
da célula endotelial microvascular provocando a formacdo de telangiectasia,
enquanto a perda de substancia fundamental diminui o apoio estrutural para os
vasos sanguineos e aumenta a sua dilatacdo, levando consequentemente a
equimoses (POETKER e REH, 2010). Neste experimento, ficou demonstrado que a
aplicacao tépica repetida da PHEX nédo conduziu a fragilidade e afinamento da pele,
ao contrario dos animais tratados com a dexametasona (figura 31, p. 95).

Um modelo experimental de cicatrizacdo cutdanea em camundongos foi
realizado para analisar a possivel interferéncia da PHEX neste processo. A
cicatrizagcdo de feridas ocorre de forma ordenada e a resposta inicial a uma leséo é
uma reacdo inflamatéria, na qual a ferida ¢é invadida por leucdcitos
polimorfonucleares e linfécitos. Estas células sdo posteriormente substituidas por
macroéfagos circulantes, sendo sua presenca essencial para a normal cicatrizagdo de
feridas. Dentro de 48 horas, ocorrem a reepitelizacdo e angiogénese, que fazem
parte da fase de proliferacdo, e inclui a formacao de brotos capilares e proliferacéo
de fibroblastos no local da ferida. A deposicéo de colageno comeca dentro de 4 ou 5
dias, e é responsavel pela resisténcia da ferida inicial. Os glicocorticoides inibem o
processo natural de reparacdo tecidual de varios modos. Em primeiro lugar, eles

diminuem os monacitos circulantes, reduzindo assim o influxo de macréfagos. Com o
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namero reduzido de macrofagos pode haver a diminuicdo da fagocitose, bem como
a producdo de fatores de crescimento e citocinas. Além disso, glicocorticoides
podem atrasar a reepitelizacdo, diminuir a resposta dos fibroblastos, levar a uma
lenta proliferacéo capilar, inibir a sintese de colageno e a maturacdo de feridas,
levando assim a um retardo na cicatrizacdo e a diminuicdo da forca de tracao
(POETKER e REH, 2010). O tratamento com ProPHEX, além de nao ter inibido o
processo cicatricial normal, promoveu uma contracdo mais rapida da ferida. A
dexametasona, ao contrario, prejudicou substancialmente a reparacéo tecidual ao
longo do experimento (figuras 37 e 38, pp. 99 e 100).

Os glicocorticoides, mesmo quando administrados por via tépica, podem ser
absorvidos sistemicamente em quantidades suficientes, e causar efeitos adversos
significativos, como a supressdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (NIEMAN,
2011). Além disso, afetam vérios sistemas do corpo, incluindo o cardiovascular,
musculo-esquelético, nervoso e imunoldgico. De fato, neste trabalho observou-se
qgue, apods a eutanasia dos animais submetidos ao modelo de atrofia cutanea, alguns
efeitos adversos foram observados somente nos animais tratados com a
dexametasona. Esses efeitos incluem a perda de massa muscular devido aos seus
efeitos catabdlicos no metabolismo de proteinas (figura 32, p. 96) e a supresséo de
tecidos linféides, como o baco (figura 35, p. 98). A atrofia das glandulas adrenais foi
também constatada (figura 34, p. 97) (MCKAY e CIDLOWSKI, 2003).

Em resumo, os resultados demonstraram a eficacia de PHEX como agente anti
- inflamatério toépico, em processos inflamatérios agudos e crbnicos, e pode servir
como uma fonte para o desenvolvimento de um fitoterapico eficaz para desordens
inflamatodrias da pele. O mecanismo de acdo de PHEX foi associado a inibicdo de
diversos mediadores pro-inflamatérios, incluindo citocinas, metabdlitos do acido
araquidonico e histamina, o que sugere um efeito do tipo glicocorticoide, também
reforcado pela presenca do esteroide sitosterol. Importante ressaltar que o
tratamento com PHEX foi igualmente potente quando comparado a dexametasona,
entretanto ndo promoveu o0s graves efeitos adversos observados nos animais
tratados com este glicocorticoide.

Apesar do efeito do tipo glicocorticoide, a PHEX apresenta outras substancias
gue poderiam estar atuando sinergisticamente e contribuindo para a atividade

encontrada para L. pubescens, sendo tal caracteristica bastante relevante, tendo em
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vista a atual busca pelas empresas farmacéuticas por medicamentos que atuam em

doencas multifatoriais.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho mostrou, pela primeira vez, que uma fragao rica em sitosterol
apresenta significativa atividade citotoxica sobre linhagens tumorais resistentes de
linfécitos T e confirma os dados encontrados na literatura, os quais demonstram o
efeito protetor dessa substancia contra varios tipos de canceres.

Varias fracGes obtidas da PHEX foram ativas sobre protozoérios do género
Leishmania. A fracao rica em fitol apresentou significativa atividade antipromastigota,
antiamastigota e seletividade sobre L. amazonensis. Esta fragdo conduziu a uma
despolarizacdo do potencial mitocondrial associada com a producdo de ROS,
sugerindo que seu principal mecanismo de a¢cdo € a apoptose em promastigotas de
L. amazonensis.

A PHEX apresenta potente atividade anti-inflamatoria tépica, diminuindo
alguns parametros que causam inflamacdo, como edema, migracdo celular e a
producdo de mediadores inflamatérios, como as citocinas pré-inflamatérias. A
formulacéo contendo a PHEX também apresentou potente atividade anti-inflamatéria
em um processo cronico. Os resultados obtidos apontaram para um efeito do tipo
glicocorticoide, sendo a principal vantagem do tratamento com a PHEX a
inexisténcia dos efeitos adversos que sédo observados em pacientes que fazem uso
prolongado de glicocorticoides em doencas de pele.

As fracdes semipurificadas contendo fitol ou sistosterol, apesar de nao
inéditas estruturalmente, abrem perspectiva de uso, pois sdo abundantes na
natureza e novas atividades para estas substancias foram identificadas neste
trabalho. Além disso, os resultados obtidos com a PHEX de L. pubescens séo
promissores para o desenvolvimento de um fitoterapico de uso tépico, em doencas
inflamatodrias de pele, que cursam com hiperproliferacdo epitelial epidérmica, como
as dermatites de contato cronicas e a psoriase vulgar. Cabe-se ressaltar que os
estudos fitoquimicos e farmacoldgicos séo inéditos, sobretudo para a familia

Lacistemataceae.
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