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ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DA FRACAO METANOLICA DE
Sideroxylon obtusifolium E SEU PRINCIPAL CONSTITUINTE, A N-METIL-(2S,
4R)-TRANS-4-HIDROXI-L-PROLINA, NA DERMATITE DE CONTATO
IRRITATIVA EM CAMUNDONGOS

RESUMO

A pele constitui uma barreira biologicamente ativa que pode ser considerada como a
primeira linha de defesa do corpo humano contra agentes lesivos, servindo como barreira
fisica, 6rgdo tatil, regulador térmico ou limitador da perda de dgua e da entrada de
microrganismos e substancias potencialmente nocivas. As dermatites sdo um conjunto de
doencas cutaneas que possuem carater inflamatorio proeminente. Dentre as diferentes
formas de ocorréncia das dermatites, aquela que apresenta maior destaque, por sua alta taxa
de ocorréncia na populacdo, vem a ser a dermatite de contato (DC). A DC ¢, por tanto, uma
dermatose de origem irritativa (DCI) ou alérgica (DCA) que vem a afetar diferentes faixas
etarias. A DCI ainda pode ser dividida em duas formas distintas, sendo estas a forma aguda
(DCIA) e a cronica (DCIC). As opcdes terapéuticas atuais empregadas no tratamento de
afeccOes inflamatorias da pele trazem consigo uma série de problemas, como a
possibilidade de tolerancia aos medicamentos, ocorréncia de efeitos colaterais, de
toxicidade e de inconvenientes vinculados a administracdo do medicamento, sendo o
conjunto destas uma forte desvantagem nos tratamentos atuais. E nesse contexto que, ao
longo da histéria, inimeros estudos tém sido implementados acerca da utilizacdo de
produtos de origem natural no combate dos processos inflamatorios da pele. A Sideroxylon
obtusifolium é conhecida popularmente por varias denominagdes, tais como quixaba,
quixabeira, sacutiaba, rompe-gibdo e macaranduba da praia. A casca e folhas da S.
obtusifolium sdo utilizadas popularmente para o tratamento de uma variada quantidade de
afec¢des inflamatorias. Sendo assim, com base no conhecimento etnofarmacolégico da
Sideroxylon obtusifolium e em estudos prévios com N-metil-(2S, 4R)-trans-4-hidroxi-L-
prolina (um constituinte das folhas dessa espécie), o presente estudo teve por proposito
investigar o efeito anti-inflamatorio topico da fracdo metandlica das folhas de S.
obtusifolium (FMSO), assim como de seu principal constituinte, a N-metil-(2S, 4R)-trans-
4-hidroxi-L-prolina (MTHP), em modelos experimentais de DCI em camundongos, assim
como em modelos in vitro complementares, com o intuito de verificar possiveis
mecanismos de acdo envolvidos nesse efeito. Foi possivel avaliar o efeito anti-inflamatorio
de FMSO e MTHP, em modelos de DCIA induzida por 13-acetato-12-o-tetradecanoil-
forbol (TPA) e DCIC induzida por Oleo de Croton em camundongos, assim como sua
atividade anti-inflamatoria e antioxidante in vitro. Verificou-se que ambos os tratamentos
surtiram uma acéo efetiva na reducdo do edema estabelecido junto aos modelos animais.
No modelo de DCIA empregado, FMSO e MTHP demonstraram atividade sobre a redugéo
da migracéo de neutrofilos (atividade da mieloperoxidase em tecido; MPO), na redugéo da
expressdo génica para TNF-o, IL-6 e IL-1p e na redugdo dos niveis teciduais de citocinas
pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1B, INF-y e MCP-1) dosadas por ensaio de
imunoadsor¢do enzimatica (ELISA), mas ndo aumentando os niveis IL-10. Junto as
investigacdes histologicas dos tecidos submetidos aos modelos de DCIA e DCIC, ambos
o0s tratamentos demonstraram uma acao anti-inflamatoria, reduzindo o edema, os niveis de
infiltrado inflamatorio e tendendo a preservar o tecido frente aos respectivos estimulos
inflamatorios realizados. Nos testes realizados em células RAW 264.7, ambos 0s



tratamentos foram capazes de reverter os parametros inflamatorios avaliados quanto ao
estimulo gerado pela inducdo pelo lipopolissacarideo (LPS), reduzindo os niveis de
nitra/nitrito, TNF-o, IL-6 € 0 estresse oxidativo nas células (reducdo do anion superéxido
intracelular). FMSO e MTHP também demonstraram a¢do antioxidante quando submetidas
ao teste de eliminacdo do radical livre estdvel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), além
de citoproteger as células RAW 264.7 da peroxidacéo lipidica induzida por H20.. De uma
forma geral, a conjuntura dos dados aqui expostos aponta para o potencial da atividade
anti-inflamatoria topica de FMSO e MTHP frente a modelos de DCIA induzida por TPA e
DCIC induzida por Oleo de Croton, em associa¢do a modulacéo negativa de citocinas pro-
inflamatorias e controle do estresse oxidativo. Espera-se que os dados aqui obtidos venham
a estimular futuros estudos translacionais com foco na investigacéo e resolucdo de maiores
atividades biolégicas no emprego de FMSO e MTHP, assim com da propria S.
obtusifolium.

Palavras-chave: Camundongos. Dermatite. Inflamac&o. Sideroxylon obtusifolium.

ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF THE METHANOLIC FRACTION OF
Sideroxylon obtusifolium AND ITS MAIN CONSTITUENT N-METHYL-(2S, 4R)-



TRANS-4-HYDROXY-L-PROLINE IN IRRITANT CONTACT DERMATITIS IN
MICE

ABSTRACT

The skin is a biologically active barrier that can be considered the first line of defense of
the human body against harmful agents, serving as a physical barrier, tactile organ and
thermal regulator, limiting water evaporation and preventing the entrance of exogenous
microorganisms and substances. Dermatitis is a set of skin diseases that have a prominent
inflammatory character. Among its different types, the one that stands out, due to its high
prevalence in the population, is contact dermatitis (CD). CD is an irritant (ICD) or allergic
(ADC) dermatosis that affects different age groups. ICD can be further divided into two
distinct forms: acute (AICD) and chronic (CICD). The current therapeutic options
employed in the treatment of inflammatory skin conditions come with major disadvantages,
such as the possibility of drug tolerance, side effects, toxicity and the inconvenience related
to drug administration. In this context, throughout history, numerous studies have been
implemented on the use of natural products to combat the inflammatory processes of the
skin. Sideroxylon obtusifolium is popularly known by various names, such as quixaba,
quixabeira, sacutiaba, rompe-gibdo and macaranduba da praia. S. obtusifolium bark and
leaves are popularly used in the treatment of a variety of inflammatory conditions. Thus,
based on the ethnopharmacological knowledge of S. obtusifolium and previous researches
with N-methyl-(2S, 4R)-trans-4-hydroxy-L-proline (MTHP) — the main constituent of S.
obtusifolium leaves, this study aimed to investigate the topical anti-inflammatory effect of
the methanolic fraction of S. obtusifolium leaves (FMSO) and MTHP, in experimental
models of ICD both in mice and in vitro, in order to verify possible mechanisms of action
involved in this effect. It was possible to evaluate the anti-inflammatory effect of FMSO
and MTHP on 13-acetate-12-o-tetradecanoyl-phorbol (TPA)-induced AICD, and Croton-
oil-induced CICD models in mice, as well as their anti-inflammatory and antioxidant
activities in vitro. Both treatments were found to be effective in reducing edema established
with animal models. In the AICD model used, FMSO and MTHP reduced neutrophil
migration (tissue myeloperoxidase activity; MPO), TNF-o, IL-6 and IL-1p gene
expressions and tissue levels of proinflammatory cytokine (TNF-a, IL-6, IL-1f, INF-y and
MCP-1) assessed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), but not increasing IL-
10 levels. Along with the histological investigations of the tissues submitted to the AICD
and CICD models, both treatments demonstrated an anti-inflammatory action, reducing
edema, inflammatory infiltrate levels and tending to preserve the tissue against the
respective inflammatory stimuli performed. In the tests performed on RAW 264.7 cells,
both treatments were able to reverse the inflammatory parameters evaluated regarding the
stimulation generated by lipopolysaccharide induction (LPS), reducing nitra/nitrite, TNF-
a, IL-6 levels and oxidative stress in cells, by decreasing intracellular superoxide anion.
FMSO and MTHP also demonstrated antioxidant action when subjected to the DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) stable free radical scavenging test, in addition to cytoprotecting
RAW 264.7 cells from H202-induced lipid peroxidation. In general, the conjuncture of the
data presented here points to the potential of topical anti-inflammatory activity of FMSO
and MTHP against models of TPA-induced AICD and Croton Oil-induced CICD, in
association with negative modulation of proinflammatory cytokines and oxidative stress
control. It is expected that the data obtained here will stimulate future translational studies



focusing on the investigation and resolution of major biological activities in the use of
FMSO and MTHP, as well as S. obtusifolium itself.

Keywords: Mice. Dermatitis. Inflammation. Sideroxylon obtusifolium.
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% Percentual ou Porcentagem
* Mais ou menos
°C Graus celsius
VI Micro
pm Micrometro
HM Micromolar
AA Acido Ascorbico
ANOVA Analise de variancia
ASO Anion superoxido intracelular
BCRJ Banco de células do Rio de Janeiro
Acido desoxirribonucleico complementar ou DNA
cDNA
complementar
CE50 50% da concentracdo efetiva
CEUA Comisséo de Etica no Uso de Animais
CFMV Conselho Federal de Medicina Veterinaria
CO2 Dioxido de carbono
COX-2 Cicloxigenase
CSIF Fator inibidor da sintese de citocinas
Ct Cycle threshold (Limiar do ciclo)
CTNBIo Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
DC Dermatite de contato
DCA Dermatite de contato alérgica
DCI Dermatite de contato irritativa
DCIA Dermatite de contato irritativa aguda.
DCIC Dermatite de contato irritativa cronica.
Dexa Dexametasona
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Meio de Eagle
DMEM .
modificado de Dulbecco)
DMSO Dimetilsulfoxido
DO Densidade Optica
DPPH (ou DPPHe) | 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
ELAM-1 Moléculas de adesdo de leucocitos
ELISA Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica
EPM (ou E.P.M) Erro padréo da média
FBS Soro fetal bovino
FFOE Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem
FMSO Fracdo metanolica de S. obtusifolium
g Grama; Forga g (gravidade)
GSH Glutationa reduzida
h Hora
H20:2 Peroxido de Hidrogénio
HTAB Brometo de hexadeciltrimetilamonio
ICAM-1 Moléculas de adesdo intercelulares
IFN-y Inferferon-gama
IgE Imunoglobulina E
IL-1 Interleucina 1
IL-6 Interleucina 6
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1.1 A Pele e a Dermatite

Sendo considerada como o maior 6rgdo do corpo humano, a pele é responsavel por
recobrir aproximadamente 2 m? da superficie corporal, vindo a agir como uma interface
primaria entre 0 organismo humano e o ambiente que o circunda, desenvolvendo um
importante papel na homeostase corporal e servindo como a primeira linha de defesa contra
agentes microbianos patogénicos, substancias quimicas nocivas e injurias fisicas
(ENGEBRETSEN; THYSSEN, 2016; LARSSON; LUCAS, 2016).

Composta, essencialmente, de trés grandes camadas (epiderme, derme e
hipoderme), a pele possui delimitagcdes bem estabelecidas, com estruturas, propriedades e
funcBes bem definidas (Figura 1). Dentre as camadas da pele, a derme é aquela que possui
0 maior nivel de complexidade, sendo constituida de um emaranhado de fatores que se
associam para garantir o seu melhor funcionamento (p.ex.: material fibrilar; células
dérmicas, como os fibroblastos; receptores sensoriais; polissacarideos; dentre outros), além
de permitir a ocorréncia de diferentes tipos de infiltrado celular migratorio (p.ex.:
macrofagos), importantes para o processo de resposta cicatricial e imune (FREINKEL;
WOODLEY, 2011; EGAWA; KABASHIMA, 2016; LARSSON; LUCAS, 2016).

A funcionalidade de barreira da pele varia conforme alteracdes em caracteristicas
como a espessura, permeabilidade, localizacdo anatdbmica, o0 meio ambiente em que o
individuo se encontra inserido e a sua imunocompeténcia. Por possuir uma coletanea
relativamente limitada de respostas a injurias, a pele pode vir a se tornar um alvo vulneravel
frente a infeccdes, fendmenos alérgicos e traumas mecanicos ou quimicos. Quando ha uma
ruptura da integridade de funcdo de barreira da pele, esta vem a montar uma resposta
inflamatdria e proliferativa, iniciada pelos queratindcitos, esforcando-se para restaurar a
integridade de sua funcdo de barreira (MOTTA et al., 2011; DANILENKO, 2016).

Por tanto, a pele propicia uma interface que vai além de uma mera barreira fisica,
orgdo tatil e regulador térmico ou limitador da perda de agua e da entrada de
microrganismos e substancias potencialmente nocivas, vindo a constituir uma barreira
biologicamente ativa que pode ser considerada como a primeira linha de defesa do corpo
humano contra agentes lesivos (FREINKEL; WOODLEY, 2011; EGAWA;
KABASHIMA, 2016; LARSSON; LUCAS, 2016).

Figura 1. A pele e seus anexos.
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Fonte: Modificado de Smart Servier Digital Art?.

! Disponivel em: < https://smart.servier.com/smart_image/skin/>. Acessado em: 04 nov. 2019.

Dermatites, ou eczemas, sdo as denominagdes dadas a um conjunto de doencas
cutaneas que possuem carater inflamatdrio proeminente. Nestas a area de pele afetada pode
variar desde uma pequena porc¢do até toda a superficie corporal (MOWAD, 2014; NIH,
2016; SBD, 2017).

Descritas por seu carater sero-exsudativo e vermelhid&o no local do acometimento,
as varias classificacGes dermatoldgicas das dermatites possuem caracteristicas distintas.
Comumente em periodos de curta duracdo, podem ocorrer pequenas fissuras e bolhas,
enguanto em casos mais cronicos a pele pode vir a se tornar ressecada e espessa (MOWAD,
2014; NIH, 2016; SBD, 2017).

Assim sendo, as dermatites integram um grupo de dermatoses inflamatorias de
destagque por sua alta prevaléncia, cujo processo patoldgico funcional basico é um
fendmeno pruriginoso que acomete a epiderme e a derme papilar (ALVES et al., 2013;
MOWAD, 2014). Assim como qualquer outro processo inflamatorio, as dermatites vém a
ocorrer como resultado da exposicdo do tecido alvo a estimulos lesivos, podendo estes
provir de patdgenos microbianos, agentes quimicos irritantes ou componentes celulares
toxicos. Esse quadro inflamatorio é tipicamente caracterizado por manifestacbes como
vermelhidao, calor, dor e exsudacéo locais, além de edema (inchaco) e, apds certo grau de
acometimento, a modificacdo ou perda de fungdo tecidual original da &rea afetada
(MOWAD, 2014; NEDOSZYTKO et al., 2014; TURNER et al., 2014).
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Neste grupo de doencas estdo enquadradas tipificacbes distintas de dermatites,
como, por exemplo, a dermatite atopica, dermatite de contato alérgica, dermatite de contato
irritativa, dermatite herpetiforme, dermatite seborreica, dermatite numular e dermatite de
estase (MOWAD, 2014; NIH, 2016; SBD, 2017). Suas causas muitas vezes sdao mal
definidas, o que leva o diagnostico a ser determinado com base em observacdes clinicas,
consistindo na identificagdo dos sintomas e das lesdes. No diagndstico, prioritariamente,
leva-se em conta o histérico médico familiar e do paciente, sua a idade, localizacdo das
manifestacGes e o cardcter cronico ou agudo da manifestacdo, sendo o uso de bidpsias
cutaneas pouco utilizado, apesar de ser um identificador chave no diagndéstico diferencial
(CLARO, 2011; MOWAD, 2014; SBD, 2017).

Vale salientar que as marcas na pele decorrentes do processo inflamatério também
causam prejuizo social significativo, pois trazem consigo um carater estigmatizante, onde
0s pacientes, por muitas vezes, sdo excluidos do convivio em sociedade (MOWAD, 2014;
NIH, 2016; SBD, 2017).

Dentre as diferentes formas de ocorréncia das dermatites, aquela que apresenta
maior destaque, por sua alta taxa de ocorréncia na populacdo, vem a ser a dermatite de
contato (DC). Também conhecida como dermatite venenata, a DC vem a ser um processo
inflamatério cutdneo causado por um ou mais agentes exdgenos que lesam direta ou
indiretamente a pele, resultando geralmente em eritema e na formacao de eczemas. Essa
lesdo pode ser causada por uma propriedade intrinseca do composto — dermatite de contato
irritativa (DCI) —, ou por agentes que induzem uma resposta imune especifica ao antigeno
—dermatite de contato alérgica (DCA) (Figura 2) (KULBERG; SCHLIEMANN; ELSNER,
2014; MOSTOSI; SIMONART, 2016; ESSER; MARTIN, 2017; KOSTNER et al., 2017).

De acordo com os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na instauracdo da DC,
suas duas formas tornam-se distinguiveis, por tanto, tendo a DCI sua ocorréncia em virtude
dos efeitos toxicos e pro-inflamatérios de agentes xenobidticos capazes de ativar o processo
de imunidade inata da pele, enquanto isso a DCA requer a ativagdo da imunidade adquirida
antigeno-especifica levando ao desenvolvimento de células T efetoras, que sdo mediadoras
desse processo de inflamacdo cutdnea (PRUDENTE, 2010).

Figura 2. TipificacBes das dermatites de contato: Dermatite de contato alérgica (A).

Dermatite de contato irritativa aguda (B). Dermatite de contato irritativa cronica (C).
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Fonte: Novak-Bili¢ et al. (2018).

A dermatite de contato €, por tanto, uma dermatose de origem irritativa ou alérgica
que vem a afetar diferentes faixas etarias, tendo uma maior incidéncia criancas na primeira
infancia (0 a 5 anos) e em adultos com idade entre 18 e 60 anos, representando nesses 90%
de todas as doencas ocupacionais da pele, tendo reflexos sociais diretos (KULBERG;
SCHLIEMANN; ELSNER, 2014; MOSTOSI; SIMONART, 2016; KOSTNER et al.,
2017; MCGUCKIN; GOVEDNIK, 2017).

Segundo estimativas do Hospital Israelita Albert Einstein (2017), as dermatites vém
a acometer a cada ano aproximadamente 2 milhdes de pacientes no Brasil, 0 que em
percentuais censitarios para o ano de 2017 vem a ser menos de 1 % da populagéo brasileira.

A DCI é uma doenca com prevaléncia crescente nos paises industrializados, sendo
caracterizada por manifestagdes cutaneas pruriginosas, lesdes eczematosas, acompanhada
por infiltracdo excessiva de células inflamatdrias, imunodisregulacdo local, e funcéo de
barreira epidérmica comprometida (YUN et al., 2014; HAN et al., 2015).

A DCI ainda pode ser dividida em duas formas distintas, sendo estas a forma aguda
(DCIA) e a crénica (DCIC). Enquanto a forma aguda ocorre apds uma Unica exposi¢ao ao
agente lesivo, com uma severidade que pode ir desde um leve eritema e vesiculagdo a

necrose tecidual, na forma crénica, que ocorre apds a exposicdo repetida e acumulativa ao
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agente lesivo, observa-se alteracdo da funcdo de barreira da pele, sendo manifestada
clinicamente pela secura, hiperqueratose, descamacéo, fissuras e crostas em uma base
levemente eritematosa (Figura 2) (KULBERG; SCHLIEMANN; ELSNER, 2014).

1.2 Dermatite de Contato Irritativa

1.2.1 Fisiopatologia

O sistema imune, assim como o inflamatdrio, exerce um importante papel nas
patologias que acometem a pele como, por exemplo, a psoriase, a dermatite e o cancer
(JOHNSON-HUANG et al., 2009; NGUYEN; SOULIKA, 2019).

O processo inflamatério da pele envolve a liberacdo de um vasto numero de
mediadores inflamatdrios, como citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo celular,
prostaglandinas e peptideos vasoativos, resultando em alteragBes na permeabilidade
vascular e na ocorréncia de infiltrado celular. Este processo tem as citocinas como
moduladores da inflamacdo, tendo um especial destaque para a interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) (LEVY, 1996; TURNER et
al., 2014; MOHLENHOFF et al., 2017; PATTARINI; SOUMELLIS, 2017).

O evento inicial da DCI é o rompimento da barreira epidérmica pelo agente lesivo,
acabando por resultar em um aumento da permeabilidade da pele, o que leva a perda de
agua transepidermal, a inducdo da liberacdo de citocinas, tais como IL-18, TNF-«, IL-6,
CXCLS8 (IL-8) e a liberacdo do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) dos
queratinécitos (FLUHR et al., 2008; NEDOSZYTKO et al., 2014; TURNER et al., 2014;
MOSTOSI; SIMONART, 2016).

As citocinas secretadas pelos queratindcitos epidermais, particularmente, TNF-a,
IL-6 e IL-1pB participam em varias desordens imunoinflamatérias na pele (GRONE, 2002;
KUPPER; FUHLBRIGGE, 2004; NGUYEN; SOULIKA, 2019). O TNF-a liberado dos
queratindcitos apresenta efeitos pleiotrépicos que levam ao aumento da expressdo de
moléculas de classe 11 do complexo de histocompatibilidade, aumentando a expressao de
moléculas de adesdo, como as moléculas de adesdo de leucécitos (ELAM-1) e moléculas
de adesdo intercelulares (ICAM-1), o que facilita o subsequente influxo de células
inflamatdrias nas proximidades das células endoteliais (NICKOLOFF; TURKA, 1993;
NGUYEN; SOULIKA, 2019).
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O TNF-a também promove reagdes imunoinflamatorias via ativagdo e indugao de
IL-6, IL-1B e NF-kB, esse ultimo é considerado o elo chave entre o sistema imune inato e
0 adaptativo, pois ao translocar-se ao nucleo, promove a transcri¢ao de diversos genes que
participam de processos fisioldgicos e fisopatolégicos (MACHADO, 2010; MAZZA;
ROSSI; WEINBERG, 2010).

Na pele, o NF-xB regula a expressdo de genes envolvidos com a iniciacdo da
resposta inflamatoria, incluindo genes de citocinas, moléculas de adesdo, quimiocinas,
metaloproteinases de matriz e 6xido nitrico sintase, tendo, também um importante papel na
ativacdo, migracdo e polarizagdo de células dendriticas. A ativagdo excessiva desta
sinalizacdo pode induzir inflamacéo crénica e doencas inflamatorias na pele (BELL et al.,
2003; YANG et al., 2001; AN, et al., 2016; ESSER; MARTIN, 2017; PATTARINI;
SOUMELLIS, 2017).

As citocinas IL-18, TNF-qa, IL-6, CXCLS8 (IL- 8) sdo produzidas pela ativacéo da
IL-Ta. A IL-1a e a IL-1B, que ativam células dendriticas e células T, com maior producao
de citocinas, quimiocinas, VEGF e inducéo da expressdo de moléculas de adesdo ICAM-1
e VCAM-1 (proteina 1 de adesdo celular vascular) nas células endoteliais e fibroblastos os
quais em conjunto levam a perpetuacdo da inflamacdo cutanea. No meio dessa cascata
fisiopatologica surgem as citocinas contra regulatérias na tentativa de controlar a
inflamacéo, como a IL-10 e o antagonista do receptor de I1L-1 (BONIFATI et al., 1994,
WEI et al., 2011; ESSER; MARTIN, 2017; PATTARINI; SOUMELIS, 2017).

Apesar de ainda ndo se conhecer precisamente toda a cascata de sinalizacdo
envolvida na ativacdo de citocinas na DCI, ja estd bem estabelecido que as citocinas
envolvidas no processo inicial de exposi¢do a um irritante sdo IL-1 e TNF-a e que o efeito
sinérgico destas duas citocinas resulta em ativacdo e liberacdo de citocinas secundarias,
como IL-6, CXCL8 (IL-8) e MCP-1 (NEDOSZYTKO et al., 2014; TURNER et al., 2014;
PATTARINI; SOUMELLIS, 2017).

Assim, a patogénese da DCI pode ser definida como um processo complexo que
envolve muitas variaveis individuais na producdo de um “arcabouco” de sinalizacdo de
citocinas, que podem depender da natureza do agente lesivo e de sua intensidade de reacdo
irritativa, o que também pode vir a definir o melhor tratamento de escolha para DCI
(MOWAD, 2014; MARTIN; RUSTEMEYER; THYSSEN, 2018; NGUYEN; SOULIKA,
2019).

1.2.2 Tratamento
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No tratamento topico da dermatite de contato o uso regular de emolientes melhora
a funcgdo de barreira da pele, sendo que o uso de corticosteroides topicos vem se mostrando
mais eficiente, principalmente se o alérgeno ou agente irritante for evitado. Ja o uso de
corticosteroides sistémicos, por sua acdo imunossupressora e anti-inflamatoria, pode ser
necessario e efetivo para uso em curto prazo, durante uma fase aguda de contato extenso
ou em casos mais graves de acometimento (LEE; SON; CHO, 2016; MOSTOSI;
SIMONART, 2016).

Os glicocorticoides ao se ligarem aos receptores de glicocorticoides promovem a
inibicdo da expressdo de uma série de genes correlacionados com a inflamagéao, como, por
exemplo, aqueles responsaveis pela geracdo de citocinas, enzimas, receptores e moléculas
de adesdo que estdo intimamente envolvidas no processo inflamatério (SCHOEPE et al.,
2011; RABIT et al., 2016; CHATZIDIONYSIOU et al., 2017).

O seu uso continuo pode ser responsavel por ocasionar efeitos colaterais severos
(p.ex.: sindrome de Cushing, atrofia cutanea, hipertricose e alteracdes no processo de
cicatrizacdo) (SCHOEPE et al., 2011; RABIT et al., 2016; CHATZIDIONYSIOU et al.,
2017).

O tratamento sistémico com imunomoduladores (p. ex.: metotrexato, ciclosporina),
faz-se necessario quando o paciente ndo responde as medidas de tratamento padréo,
normalmente isso acontece em gquadros onde a dermatite de contato evoluiu para uma fase
cronica (GELMETTI; WOLLENBERG, 2014; WERFEL et al., 2014; LEE; SON; CHO,
2016).

O uso de imunomoduladores macro-lactamicos, como o tacrolimus e o
pimecrolimus, esta entre algumas das terapias que ja demonstraram uma boa efetividade
ao serem empregadas no tratamento de afec¢des inflamatorias cutaneas, isso por inibirem
de forma seletiva a ativacao das células T e a sintese de citocinas pro-inflamatérias, como
¢ o caso da IL-3, IL-4, IL-5 e IFN-y. Mais recentemente o emprego de produtos bioldgicos
anti-citocinas, que vem a interferir diretamente na producéo ou sinalizacdo das citocinas
pré-inflamatorias, veio fomentar o arsenal terapéutico dos tratamentos ja disponiveis no
mercado (WITTMANN; MCGONAGLE; WERFEL, 2014; LEE; SON; CHO, 2016). No
entanto, uma das principais desvantagens destas terapias biologicas € o seu alto custo
agregado e a possibilidade do desenvolvimento de resisténcia a utilizacdo desses
tratamentos, isso ocorre em decorréncia da produgéo de anticorpos contra o emprego desses

agentes biologicos. Além disso, a forma de administragdo dessa linha terapéutica, seja
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subcutanea ou intravenosa, vem a ser incbmoda para o paciente (LIU et al., 2012; LEE;
SON; CHO, 2016).

Atualmente a terapéutica de tratamento da DC traz consigo uma série de obstaculos,
como a possibilidade de tolerancia aos medicamentos, ocorréncia de efeitos colaterais, de
toxicidade e de inconvenientes vinculados a administracdo do medicamento, sendo o
conjunto destas uma forte desvantagem nos tratamentos atuais (NEDOSZYTKO et al.,
2014; HORINOUCHI et al., 2017).

Sendo assim, pode-se inferir que tratamentos que tenham como alvo farmacoldgico
um mediador especifico da pele e que sejam prioritariamente de facil aplicacdo topica,
podem ser uma ferramenta terapéutica eficaz na reducédo dos efeitos colaterais sistémicos
em relacdo aos farmacos amplamente utilizados na atualidade (WITTMANN;
MCGONAGLE; WERFEL, 2014).

1.3 Produtos Naturais e seu uso no Tratamento da Dermatite

Segundo Nedoszytko et al. (2014) e Horinouchi et al. (2017), é em decorréncia da
miscelanea de problemas envolvendo as atuais opc¢des terapéuticas que ha um crescente
interesse no desenvolvimento de novas terapias e drogas para o tratamento de distdrbios
inflamatorios da pele, de maneira segura e eficaz, sendo que, nesse contexto, os produtos
naturais, em especial as plantas medicinais, vém a se tornar uma fonte promissora para a
descoberta de novas terapias.

Embora haja uma vasta variedade de tratamentos disponiveis para combater as mais
diversificadas formas de afecgdes cutaneas da pele, reacfes adversas graves, custos e
formas de tratamento impopulares geralmente vém a limitar o seu uso. Em contrapartida,
certos métodos de ocorréncia natural tem um baixo custo associado, sendo eficazes no
tratamento dessas afec¢des, demonstrando possuir menos efeitos colaterais associados ao
seu uso. Além disso, a informacéo etnofarmacoldgica encurta o periodo até a obtengdo dos
recursos brutos para a descoberta de um composto bem-sucedido, seguro e efetivo
(HORINOUCHI et al., 2017; MAN et al., 2017).

Os efeitos benéficos desses compostos de ocorréncia natural podem ser atribuidos
a varios fatores, dentre eles a inibicdo da expressdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias, da producéo de IgE, da acéo sobre a infiltragdo de celulas inflamatorias (p.
ex.. macrofagos), da liberacdo de histamina e/ou o reforcando a funcdo de barreira de

permeabilidade epidérmica. Uma vez que os medicamentos a base de plantas tém baixo
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custo associado, estdo amplamente disponiveis e geralmente tem um grau elevado de
segurangca, podem ser alternativas valiosas para o tratamento de doencas de pele,
particularmente para aqueles pacientes que ndo se adequaram a utilizacdo das terapias
atuais (HORINOUCHI et al., 2017; MAN et al., 2017).

E nesse contexto que, ao longo da histdria, indmeros estudos tém sido
implementados acerca da utilizacdo de produtos de origem natural no combate dos
processos inflamatorios da pele (MIRAKHMEDOV; BELOVA, 1983; LEVIN;
MAIBACH, 2002; GIL et al., 2019; YU et al., 2019), podendo-se encontrar na literatura
trabalhos nos mais diversos ambitos de abrangéncia, passando por estudos pre-clinicos
(FINBERG; MUNTINGH; VAN RENSBURG, 2015; JEGAL et al., 2019) que
implementam 0s conhecimentos das chamadas ciéncias de base, progredindo até
investigacdes clinicas mais simples (SCHLIEMANN-WILLERS et al., 2002) ou mesmo
mais complexas, como estudos clinicos randomizadas controlados (KANG et al., 2019) e

densas revisdes sistematicas (TRESCH et al., 2019).

1.4 Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T.D. Penn. (Sapotaceae)

Conforme Gama, Barbosa e Oliveira (2011), a familia Sapotaceae é composta por
11 géneros e cerca de 450 espécies, encontrando-se prioritariamente presente em florestas
Umidas, embora possam existir em areas de savana e em zonas semiaridas, estando
geograficamente disposta desde a Regido Sul dos Estados Unidos até o Paraguai, Uruguai
e Chile.

A Sideroxylon obtusifolium é conhecida popularmente por vérias denominacdes,
tais como quixaba, quixabeira, sacutiaba, rompe-gibao, coronilha, miri, magaranduba da
praia, guaranina, ibira-nind, possuindo ainda alguns sinébnimos cientificos como Bumelia
sartorum, Bumelia obtusifolia, Bumelia excelsa, Bumelia buxifolia, Bumelia dunantii,
Bumelia cruegerii, Bumelia nicaraguensis e Lyciodes buxifolia (DELFINO et al., 2005,
LORENZI; MATOS, 2008).

Figura 3. Sideroxylon obtusifolium (Arvore, Folhas, Flores e Frutos).
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2. i b NS

Fonte: Acervo pessoal — Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira, Universidade Federal do Ceara.

A casca e folhas da S. obtusifolium sdo utilizadas popularmente para o tratamento
de Ulcera duodenal, gastrite, azia, inflamacdo crénica, lesdo genital, inflamacdo dos
ovarios, colicas, problemas renais, problemas cardiacos, afec¢Ges odontoldgicas, diabetes
e como expectorante (ALBUQUERQUE; OLIVEIRA, 2007; BELTRAO et al., 2008;
SANTOS et al., 2009; AGRA et al., 2007; ARAUJO-NETO et al., 2010).

Estudos farmacologicos comprovaram a acdo anti-inflamatéria sistémica
(ARAUJO-NETO et al., 2010, AQUINO et al., 2016), hipoglicemiante e antibacteriana
(LEANDRO et al., 2013; AQUINO et al., 2016), fazendo com que S. obtusifolium seja
considerada uma espécie importante no uso da terapia tradicional (AGRA et al., 2007,
BELTRAO et al., 2008, PEDROSA et al., 2012).
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Pereira et al. (2016) e Sampaio et al. (2017) demonstraram o potencial antifingico
de extratos e fracOes hidroalcoolicas provenientes da S. obtusifolium contra biofilmes de
Candida albicans, tendo Desmarchelier et al. (1999) demonstrado uma agdo antioxidante
associada a esta espécie, o que faz com que esta planta apresente uma importante relevancia
frente a atividade antiflamatoria relatada popularmente. Passos et al. (2012) analisaram 0s
metabdlitos presentes nas folhas de S. obtusifolium e identificaram a presenca de
flavonoides, saponinas e triterpenos, sendo 0s dois primeiros 0s seus principais
contituintes. A analise quimica da fracdo metandlica do extrato aquoso das folhas S.
obtusifolium, realizada pelo Departamento de Quimica Organica da UFC, evidenciou a
presenca de um derivado do aminoéacido L-prolina, a N-metil-(2S, 4R)-trans-4-hidroxi-L-
prolina, como sendo o seu componente majoritario (AQUINO et al., 2017).

1.4.1 N-metil-(2S, 4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina

A N-metil-(2S, 4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina (Figura 4) é derivada do aminoacido
L-prolina, essa ultima é comumente empregada como um suplemento dietético com o
intuito de se estimular a sintese de colageno no organismo (VITAGLIANO et al., 2001,
BATISTUZZO; ITAYA; ETO, 2006). Ja a N-metil-(2s, 4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina é
uma molécula de comum ocorréncia em outras espécimes vegetais, como por exemplo,
Dalbergia sympathetica (WINKLER, 2006), Psittacanthus calyculatus (MOUSTAPHA et
al., 2011), Ipomoea carnea (HARAGUCHI et al., 2003) e Aglaia andamanica
(PURIPATTANAVONG, et al., 2000), dentre outras.

Puripattanavong et al. (2016) evidenciaram uma atividade anti-HIV-1 para a N-
metil-(2S, 4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina. Recentemente Aquino et al. (2017)
demonstraram pela primeira vez, o potencial anti-nociceptivo e anti-inflamatério deste
composto. Enquanto Aquino et al. (2019) demonstraram o potencial cicatrizante deste

composto, relacionando-o com suas atividades anti-inflamatdria e antioxidante.

Figura 4. Estrutura Quimica da Molécula N-metil-(2S, 4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina.
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Fonte: Aquino et al. (2017).
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2.1 Objetivo geral

- Avaliar o efeito anti-inflamatdrio da fracdo metandlica de S. obtusifolium (FMSQO), assim
como de seu principal constituinte, a N-metil-(2S, 4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina (MTHP),
em modelos de dermatite de contato irritativa aguda (DCIA) e cronica (DCIC) em
camundongos e em modelos experimentais in vitro, investigando assim 0s possiveis

mecanismos de acao envolvidos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a atividade antiedematogénica de FMSO e de MTHP em modelo de dermatite de
contato irritativa aguda induzida por 13-acetato-12-o-tetradecanoil-forbol (TPA), assim

como no modelo de dermatite de contato irritativa cronica por dleo de Croton;

- Avaliar a atividade de FMSO e de MTHP sobre a migracdo de neutrofilos (atividade da
mieloperoxidase em tecido), quantificacdo de TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-10, INF-y ¢ MCP-1
(ELISA), além de avaliar a expressdo génica para TNF-a, IL-6 e IL-1p, realizando,
também, a andlise histologica em modelo de dermatite de contato irritativa por TPA em
camundongos, assim como no modelo de dermatite de contato irritativa cronica por 6leo

de Croton;

- Avaliar a citotoxicidade dos compostos FMSO e MTHP em macr6fagos murinos (células
RAW 264.7).

- Avaliar o efeito de FMSO e MTHP sobre a producdo de mediadores inflamatorios

(nitrato/nitrito, TNF-a e 1L-6) e no estresse oxidativo em células RAW 264.7 estimuladas
por LPS.

3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO
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Com base no conhecimento etnofarmacoldgico da S. obtusifolium e da atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoria da N-metil-(2S, 4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina em
modelo de edema de pata e de peritonite, o presente estudo teve por propdsito investigar o
efeito anti-inflamatdrio topico da fracdo metanodlica das folhas de S. obtusifolium, assim
como de seu principal constituinte, a N-metil-(2S, 4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina, em
modelos experimentais de dermatite de contato irritativa em camundongos e em modelos
in vitro complementares, verificando assim 0s seus possiveis mecanismos de acgdo

envolvidos nesse efeito.

4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Material vegetal

Este estudo foi registrado junto a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBIo) sob 0 N° A5305D6, sendo as folhas de Sideroxylon obtusifolium coletadas na
regido de Mauriti/Ceara e identificadas pela boténica Dr.2 Maria Arlene Pessoa da Silva,
sendo depositadas no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima, pertencente a
Universidade Regional do Cariri (URCA), com exsicata de N° 10.648, em setembro de
2014,

A fracdo metandlica das folhas de S. obtusifolium (FMSO), assim como seu
constituinte majoritario, a N-metil-(2S,4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina (MTHP), foram
fornecidas pelo Prof. Dr. Edilberto Rocha da Silveira, do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da UFC, sendo este também o responsavel pela analise quimica das

amostras.

4.2 Obtencdo e caracterizacdo quimica da fracdo metandlica das folhas de S.
obtusifolium (FMSQO) e de seu principal constituinte, a N-metil-(2S, 4R)-trans-4-
hidroxi-L-prolina (MTHP)

Todo o processo de obtencdo e caracterizacdo das amostras foi realizado no
Laboratorio de Analise Fitoquimica de Plantas Medicinais, do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard, sob a supervisdo do Prof. Dr.
Edilberto Rocha Silveira. Assim como citado por Aquino et al. (2017), e aqui detalhado
como o processo, onde as folhas de S. obtusifolium foram previamente secas a sombra,
sendo posteriormente moidas e acondicionadas em sacos de algoddo. Os sacos contendo o
material vegetal foram submetidos ao processo de fervura em agua destilada (100g de
folhas secas/500 mL de &gua destilada) por 15 min. Esta etapa foi repetida por duas vezes
com as amostras. O decocto obtido deste processo foi liofilizado resultando em 34,86 g de
um material s6lido de cor castanho claro, sendo denominado como DFSO.

Um total de 10 g de DFSO foi acondicionado em um cartucho de celulose e
submetido ao processo de extracdo com metanol em aparelho de Soxhlet. A solucdo de
metanol obtida por Soxhlet foi rotaevaporada sob baixa presséo, o que produziu 6,76 g de
um p6 amorfo de cor castanho amarelado, designado de FMSO. FMSO foi caracterizado

por meio de seus espectros de Ressonincia Magnética Nuclear de Prétio (RMN H) e
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Carbono-13-CPD (RMN 3C), obtidos em espectrometro Bruker, modelo Avance DPX-
300 (300 MHz), pertencente ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear, da Universidade Federal do Ceara.

Ao todo seis aliquotas de FMSO, contendo um grama cada, foram solubilizadas em
3,5 mL de agua destilada, sendo cromatografadas sobre uma coluna Phenomenex em fase
solida extrativa de fase reversa, Strata®, 20 g, 60 mL e com tubos giga, previamente
condicionados com metanol e equilibrado com &gua destilada. As fracfes deste material
cromatografado (20 mL) foram coletadas incialmente com o uso de agua destilada como
eluente, seguida de elui¢cdo por uma mistura gradiente de H,O/MeOH (variando de 10 a 50
%, e em seguida até MeOH absoluto), sendo a Ultima eluicdo realizada com o uso de uma
solugéo de THF/MeOH 1:1.

As fracBes aquosas foram reunidas e liofilizadas, ap6s analises por cromatografia
de camada delgada (CCD), fornecendo 1,7 g do composto N° 01. Em decorréncia dos dados
de Ressonancia (RMN) (ANEXO 1), o composto N° 01 apresentou compatibilidade com a
estrutura de um derivado de 4-hidroxi-L-prolina, sendo a estrutura sugerida confirmada por
novas analises de RMN e a estereoquimica relativa por analise de espectro NOESY.

A estrutura final, incluindo a estereoquimica absoluta, foi definida a partir da
rotacdo especifica negativa do composto N° 01, e por comparacdo aos dados disponiveis
na literatura. Assim, o composto N° 01 foi caracterizado como o N-metil-(2S, 4R)-trans-4-
hidroxi-L-prolina (MTHP) (CsH1:NO3; 145,16 g/mol; nome alternativo: &cido (2S,4R)-
hidroxi-1-metilpirrolidina-2carboxilico ou acido hidroxil-hidrinico) (Figura 4) com
rendimento aproximado, ao final de todo o processo extrativo e de purificagédo, de 1,7% em
relacdo as 100 g inicias de folhas secas empregadas no inicio do processo. MTHP foi entdo

caracterizado como sendo o principal constituinte de FMSO.

4.3 Protocolos experimentais in vivo

4.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus) da variedade Swiss,
machos, adultos, pesando entre 25-30 g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceard (UFC). Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, a
temperatura média de 24 + 2 °C em ciclos claro-escuro de 12/12 horas, recebendo ragdo

padrdo (Purina Chow®) e agua potavel & vontade. Apds os procedimentos experimentais,
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os animais foram eutanasiados com sobredose de tiopental sodico (100 mg/kg, i.p.) e
lidocaina (10 mg/mL, i.p.), de acordo com o protocolo estabelecido pela Resolugdo n°. 714
de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria— CFMV. O projeto
foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC e aprovado sob o
protocolo CEUA n° 9255280218 (b 000223) (ANEXO 1I).

4.3.2 Avaliacdo da Toxicidade

Em decorréncia da reduzida quantidade de MTHP disponivel para a realizacdo dos
experimentos e frente a necessidade de se avaliar uma possivel toxicidade dos compostos
em teste em modelos experimentais apropriados, empregou-se do uso de FMSO como

unico elemento para compor este perfil de anélise.

4.3.2.1 Avaliacdo da Toxicidade Aguda por Via Oral

A avaliacdo da toxicidade aguda foi realizada seguindo as diretrizes da OCDE 425
(OECD GUIDELINE, 2001). Para tanto, os camundongos foram divididos em dois grupos
de 3 animais cada. O grupo veiculo recebeu, por via oral, Tween 80 (2% em salina), e 0
grupo teste recebeu, por via oral, 2000 mg/kg de FMSO. Imediatamente apés a
administracdo da FMSO os animais foram observados por 1, 2, 4, 6 e 8 horas e a partir de
entdo, diariamente, até o décimo quarto dia, para verificar a ocorréncia e nUmero de mortes.
Além disso, 0 peso dos animais e do consumo de &gua e racdo, também foi avaliado

diariamente.

4.4.2.2 Teste de Toxicidade Cutanea por Multiplas Aplicacdes

A avaliacdo da toxicidade cutanea foi realizada com base no modelo descrito por
Yimei et al. (2008), onde os camundongos foram anestesiados e tricotomizados em seu
dorso, com o auxilio de lamina de barbear, deixando-se aproximadamente 20% de seu
dorso desnudo. Os camundongos (n = 18) foram deixados sob observagédo durante 24 h, a
fim de verificar se ndo havia respostas cutaneas anormais incluindo irritagdo, edema,
vermelhiddo, prurido e inflamagdo ou quaisquer outros sintomas presentes na area

tricotomizada.
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Apos este tempo os camundongos foram novamente anestesiados e divididos
igualmente em dois grupos (n = 9/grupo). Um foi submetido a escarificacdo leve da pele
do dorso dos animais, onde a por¢do da pele tricotomizada foi escarificada com auxilio de
papel abrasivo até o fluido tecidual tornar-se perceptivel, mas nao o sangue; tendo o outro
grupo permanecido com a pele tricotomizada intacta, vindo a servir como grupo controle.

Ambos os grupos foram igualmente divididos em trés subgrupos (n = 3/grupo),
sendo um grupo Sham, onde os animais ndo tiveram nenhuma administracéo realizada; o
grupo Veiculo, onde os animais foram administrados diariamente por via topica, durante
sete dias, com o veiculo de diluicdo da FMSO (2% de Tween 80 em agua destilada); e o
grupo Tratamento, no qual, durante os sete dias de acompanhamento dos animais, veio a
ser administrado por via tépica a FMSO no volume de 0,5 mL (1 mg/mL), por
administracdo topica, em cada area tricotomizada.

A administracdo de FMSO ou veiculo foi descontinuada no oitavo dia. Duas
variaveis (eritema e edema) foram monitoradas durante 10 dias a partir do primeiro
tratamento, com base no sistema de pontuagdo da diretriz do “Chinese Drug Pharmaco-
Toxicological Study and the Technical Requirements” resumida por Yimei et al. (2008) e

descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Gravidade da reacdo cutanea em resposta a irritacdo dérmica local avaliada em

relacdo as variaveis eritema e edema.
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Caracteristica em

Observacdo Sintoma Pontuacdes
Nenhum 0
De pouca visibilidade 1
Eritema Visivel 2
Moderado a grave 3
Eritema vermelho escuro com sarna 4
Nenhum 0
De pouca visibilidade 1
Edema Elevacdo bem delimitada 2
Elevagdo com até cerca de 1 cm 3
Elevagdo maior que 1 cm 4

As afericbes de edema aqui realizadas foram efetivadas com o auxilio de um paquimetro digital
(100.174B/Digimess®).
Fonte: Adaptado de Yimei et al. (2008).

4.4.3 Dermatite de Contato Irritativa Aguda (DCIA) Induzida por 13-acetato-12-o-
tetradecanoil-forbol (TPA)

A dermatite de contato irritativa aguda por TPA foi induzida pelo método descrito
por Recio et al. (2000). Os camundongos foram divididos em grupos (n = 8/grupo), que
receberam uma aplicacgdo topica de uma solucdo de TPA diluido em acetona (2,5 pg/orelha;
20 pL) na orelha direita. Os animais tratados com FMSO ou MTHP receberam topicamente
as doses de 0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25 e 0,5 mg/orelha, em um volume de 20 pL/orelha,
imediatamente apds a administracdo do TPA. O grupo controle positivo recebeu
dexametasona (Dexa; 0,1 mg/orelha; 20 pL). No grupo controle Veiculo os animais foram
tratados com o veiculo (2% Tween 80 em agua destilada; 20 pL/orelha).

A mensuracgéo do edema foi realizada por aferigcdo da espessura da orelha, 0 h (antes
da administracdo do TPA), 4 h, 6 h e 24 h ap6s a administracdo do TPA, utilizando-se para
isso de um paquimetro digital (100.174B/Digimess®). Imediatamente apds a ultima
afericdo do edema (24 h apos a aplicagdo do TPA) os animais foram eutanasiados e as

amostras de tecidos das orelhas (6 mm) foram coletadas para a determinacdo da atividade



41

da enzima mieloperoxidase (MPO), dos niveis de TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-10, IFN-y e
MCP-1, anélise histoldgica e andlises de expressdo génica de TNF-a, IL-6 e I1L-1p.

4.4.3.1 Determinacdo da Atividade Enzimatica de Mieloperoxidase (MPO)

As amostras de orelhas (6 mm) coletadas foram imediatamente pesadas e
homogeneizadas em uma solucdo de brometo de hexadeciltrimetilamonio 0,5% (HTAB)
em tampao fosfato 50 mM, pH 6. O homogenato foi entdo submetido a trés ciclos, de 5
min, alternando de congelamento (nitrogénio liquido) ao descongelamento (sonicador).

As amostras foram centrifugadas a 2.000 g, 4 °C, por 15 min. Os niveis da atividade
de MPO contidos no sobrenadante foram analisados ap6s a adi¢do de tampéo fosfato (50
mM, pH 6) contendo 0,167 mg/mL de hidrocloreto de o-dianisidina e 0,0005% de perdxido
de hidrogénio. As cinéticas de mudanca na absorbancia, a 470 nm, foram medidas nos

tempos 0 e 5 min, assim como descrito por Bradley, Christensen e Rothstein (1982).

4.4.3.2 Determinag&o dos Niveis Teciduais de TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-10, INF-y e MCP-1

em Tecido Proveniente do Modelo de Dermatite Aguda Induzida por TPA

Para fins de processamento e efetivacdo das analises, empregou-se das melhores
doses de FMSO e MTHP obtidas nos testes anteriores. Sendo assim, a dose de 0,06
mg/orelha foi a escolha ideal para o devido prosseguimento com o0s testes empregando
FMSO e MTHP e para comparativo entre as amostras. As amostras de orelhas (6 mm)
coletadas foram imediatamente homogeneizadas em tampé&o Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) com
1 mM de EDTA e do coquetel inibidor de protease Halt ™ 10x (1:10, Thermo Scientific®,
USA), o homogenato foi entdo incubado no gelo por 15 min. Em seguida os homogenatos
foram centrifugados a 10.000 g por 10 min.

Ap0s a centrifugacao, os sobrenadantes foram coletados e os niveis de TNF-a, IL-
6, IL-1B, IL-10, INF-y e MCP-1 foram determinados utilizando kits de ELISA especificos
(Merck®, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante, e os resultados expressos em
pg/mL (MURAKAWA et al., 2006).

4.4.3.3 Andlise Histologica
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Para fins de processamento e efetivacdo das analises, empregou-se das melhores
doses de FMSO e MTHP obtidas nos testes anteriores. Sendo assim, a dose de 0,06
mg/orelha foi a escolha ideal para o devido prosseguimento com os teste empregando
FMSO e MTHP e para comparativo entre as amostras. As amostras de tecidos das orelhas
foram fixadas em solucédo de formalina a 10% tamponada por um periodo de 24 h, até o
inicio do processo de montagem das laminas.

O processo de montagem das laminas teve prosseguimento com a desidratacdo dos
tecidos, blocagem em parafina, seccdo dos blocos em cortes de 3-5 pm em micrétomo,
sobreposicdo em laminas para histologia e coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E). A
andlise qualiquantitativa foi realizada por patologista especializado, Prof.2 Dr.2 Ana Paula
Negreiros Nunes Alves do Departamento de Clinica Odontoldgica — FFOE/UFC e sem
conhecimento dos grupos experimentais.

Os tecidos das orelhas (n = 4) foram analisados segundo a Tabela de Escores
(Tabela 2) e a espessura relativa do edema foi medida a partir das pontas das cristas
epiteliais integras de cada orelha, sendo os valores médios de 6 cristas epiteliais
contabilizados para compor a média, utilizando-se um aumento de 200x (PINTO et al.,
2015).

Tabela 2. Escores Empregados Para a Andlise Histoldgica.

Variavel Escore Descricéo
0 Ausente
Edema 1 Presente
0 Ausente
Infiltracdo de Células 1 Leve
Inflamatorias 2 Moderado
3 Intenso
0 Ausente
Vasos Ectasicos 1 Raros
2 Numerosos
0 Presente
Neoformacédo Vascular 1 Ausente
0 Presente
Hemorragia 1 Ausente
0 Presente
Mastocitos 1 Ausente
0 Presente Normal
Cartilagem 1 Presente Hipertrofiada
2 Ausente -

4.4.3.4 Expressao relativa do RNAm de TNF-o, IL-1p e IL-6 em Tecido Proveniente do
Protocolo de Dermatite Aguda por TPA
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Para fins de processamento e efetivacdo das analises, empregou-se das melhores
doses de FMSO e MTHP obtidas nos testes anteriores. Sendo assim, a dose de 0,06
mg/orelha foi a escolha ideal para o devido prosseguimento com os testes empregando

FMSO e MTHP e para comparativo entre as amostras.

4.4.3.4.1 Extracdo do RNA tecidual

O RNA total das amostras de tecido dos camundongos submetidos ao protocolo de
dermatite aguda induzida por TPA, item 4.4.3, foi extraido utilizando-se do reagente de
lise Qiazol (100 mg de tecido para cada 1 mL de reagente de lise). As amostras foram
homogeneizadas, durante 3 minutos, em um TissueLyser LT (Qiagen). Em seguida foram
adicionados 200 pL de cloroférmio, em cada homogenato, de acordo com as indicacdes do
kit RNeasy Lipid Tissue Mini, Qiagen. As concentragdes de RNA foram estimadas em
NaNodrop na absorbancia de 260 nm. A qualidade do RNA extraido foi determinada pela
razdo entre os valores obtidos nas absorbancias de 260/280 nm, onde os valores entre 1,8 -
2,0 indicam alto grau de pureza do RNA extraido (PAN et al., 2002).

4.4.3.4.2 Transcrigdo reversa e PCR em tempo real (RT-gPCR)

As amostras de RNA (1 pg) foram reversamente transcritas para cDNA, de acordo
com as indicagbes do fabricante do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Thermofisher). As condicdes do ciclo termal para a reacdo de transcricdo reversa (RT-
gPCR) foram 25°C-10 min, 37°C-120 min e 85 °C- 5 minutos.

Para a reacdo do PCR em tempo real foi utilizado o kit master mix GoTagq®
contendo a sonda SYBER green® (PROMEGA). Esta reacdo foi realizada em 40 ciclos no
aparelno Mx3005p PCR System, com desnaturacdo em 95°C, por 2 minutos, e
anelamento/extensdo em 59/60 °C, por 1 minuto, para os primers TNF-a, IL-1 e B-actina.
Para o primer da IL-1p o anelamento/extensao foi de 60/60°C também por 1 minuto.

A sequéncia génica dos primers e a temperatura de anelamento sdo mostradas na
Tabela 3. A curva de melting foi utilizada para avaliar a especificidade dos primers na
amplificacdo dos genes de interesse. Os dados foram analisados pela comparacéo do Cycle
threshold (Ct) de cada amostra com as médias relativas a quantificacdo com o gene de
referéncia (B-actina) para obtencdo do delta-delta Ct (>** <) (LIVAK; SCHMITTGEN,
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2001). Os produtos gerados pela RT-gPCR foram corridos em gel de agarose com a
finalidade de se verificar a ocorréncia de mais de um produto, como possivel contaminante

da inespecificidade dos primers.

Tabela 3. Sequéncia génica e temperatura de anelamento (°C) dos primers utilizados na
RT-gPCR.

o Temperatura de
Gene Sequéncia
anelamento (°C)

TNF Forward: 5 CCC ACTCTG ACCCCTTTACT 3 -
-0
Reverse: 5" TTT GAG TCCTTGATG GTG GT &

IL 1B Forward: 5" GCC ACCTTT TGACAG TGA TG 3’ 60
Reverse: 5° AAG GTC CAC GGG AAAGACAC Y

IL-6 Forward: 5 CTG CAA GAG ACT TCC ATC CAG 37 -
Reverse: 5" AGT GGT ATA GACAGG TCTGTT GG 3

_ Forward: 5 GGG AAT GGG TCA GAA GGA CTC 3’
B -actina ) ) 59
Reverse: 5 GGT GTG GTG CCA GAT CTT CTC 3

Fonte: Syed et al. (2015); Chrobok et al. (2018) e Cheng et al. (2019).

4.4.4 Dermatite de Contato Irritativa Cronica por Oleo de Croton

A dermatite de contato irritativa cronica por 6leo de Croton foi induzida segundo o
procedimento descrito por Schiantarelli et al. (1982). Os camundongos foram divididos em
grupos (n = 8/grupo), receberam na orelha direita aplicacdo topica de 20 puL de uma solucéao
de 6leo de Croton a 2,5% diluido em acetona (2,5 pg/orelha) durante 10 dias. A partir dos
resultados com FMSO e MTHP, nos experimentos descritos anteriormente, foram
escolhidas as melhores doses (0,06 mg/orelha para FMSO e 0,06 mg/orelha para MHTP)
para administracdo no modelo crénico. A dexametasona, controle positivo do experimento,
foi utilizada na dose de 0,1 mg/orelha.

No dia 0 foram mensuradas as espessuras das orelhas, com auxilio de um
paquimetro digital (100.174B/Digimess®). Nos dias 1 e 3, foi induzida a inflamacao com
aplicacdo topica de 6leo de Croton e apds 6 h foi mensurado o edema. Nos dias 5, 7 e 9 foi
induzida a inflamacdo em todos os grupos e, logo em seguida, os animais dos grupos testes
foram tratados com FMSO, MTHP ou Dexa, sendo que apés 6 h, o edema foi mensurado
em todos os grupos. Nos dias 2, 4, 6 e 8 ndo foi feita nenhuma aplicacéo e nem afericdo de

edema. No dia 10 os animais foram eutanasiados e as amostras de tecidos das orelhas foram
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coletadas para a analise histoldgica e da atividade de mieloperoxidase (MPO).

Figura 5. Esquema pontual do modelo de dermatite de contato irritativa crénica por dleo

de Croton.
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4.5 Protocolos experimentais in vitro
4.5.1 Cultura de Células

Todos os experimentos realizados em cultivo celular foram devidamente
executados junto ao laboratério NB2 do Centro Especializado em Micologia Médica
(CEMM) da UFC, coordenado pelo Prof. Dr. José Julio Costa Sidrim e pela Prof.2 Dr.2
Raimunda Samia Nogueira Brilhante.

Para o cultivo celular, foi utilizada a linhagem de macréfagos murinos (RAW
264.7), obtidos do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Brasil. As células foram
cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS) e antibiotico, contendo 100 unidades/mL de penicilina e

100 pg/mL de estreptomicina, em atmosfera umidificada a 37 °C e 5% de CO..
4.5.2 Diluigdo das Amostras e Nimero Amostral

Para os testes in vitro as amostras foram previamente solubilizadas em DMEM
suplementado contendo 1% de DMSO (veiculo empregado), seguindo as dilui¢des
necessarias para a obtencdo das concentragdes preconizadas em cada um dos testes
realizados. Todos os ensaios foram realizados em triplicata (n = 6).

4.5.3 Definicdo de Concentracgdes de Trabalho e Avaliacdo de Seguranca

4.5.3.1 Avaliacdo da Viabilidade Celular Pelo Método do MTT
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A viabilidade celular da linhagem RAW 264.7 frente as subtancias em teste foi
determinada utilizando do ensaio do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio). Este método foi descrito inicialmente por Mosmann (1983) e adaptado
por outros autores (TWENTYMAN; LUSCOMBE,1987; REILLY et al., 1998), tendo por
base a avaliacdo da atividade metabdlica de células viaveis por desidrogenases
mitocondriais, a partir da reducdo do MTT ao sal de formazan, que possui uma coloragdo
violeta caracteristica.

Apbs plaqueamento (200 pL/poco; placa de 96 pogos; 1x10° células/mL) e
incubacdo por 24 h, as células foram tratadas com diferentes concentracdes dos compostos
FMSO (3,12 - 10000 pg/mL) ou MTHP (3,12 — 10000 pg/mL) e novamente incubadas por
mais 24 h. Utilizou-se como grupo controle positivo células incubadas com o mesmo
veiculo empregado na diluicdo das amostras, o dimetilsulfoxido (DMSO 1% no volume
total de meio no poco), e como controle negativo o grupo denominado como Tx, onde as
celulas foram incubadas com DMSO 50%, sendo este um estimulo lesivo as células.

Apbs o periodo de incubagdo, 100 pL do sobrenadante foi removido, sendo
adicionados a cada po¢o 100 uL do MTT dissolvido em PBS, pH 7,4, em uma concentracao
final 500 pg/mL. Ap6s incubagdo por 4 h, a 37 °C, em estufa com 5% de CO2, o
sobrenadante foi descartado, adicionando-se 150 pL de DMSO para solubilizar os cristais
de formazan. A leitura foi realizada em leitor de microplacas (Biochrom® Asys UVM340),
sob comprimento de onda de 570 nm, sendo os dados expressos como percentual de

viabilidade celular através da formula:

Viabilidade(%) = (Abs amostra x 100) +~ (Abs média do grupo controle DMEM)

45.3.2 Avaliagdo da Integridade de Membrana Pela Quantificacdo de Lactato
Desidrogenase (LDH)

Células expostas a um estimulo lesivo apresentam elevagdo dos niveis de LDH
extracelular por danos na membrana celular (DA et al., 2018; TAOFIQ et al., 2019). Para
avaliar a integridade de membrana das células RAW 264.7, os niveis de LDH no meio
celular foram aferidos utilizando-se do Kit especifico (Liquiform/Labtest®). Para tanto o
protocolo foi realizado assim como descrito por Requardt et al. (2019), sendo as células
cultivadas em placas de 24 pocos e expostas por 24 h a FMSO (25; 50; 100 e 500 pg/mL)
ou MTHP (3,12; 6,25; 12,5 e 25 pg/mL). O DMSO 50% foi utilizado como estimulo lesivo



47

(controle positivo) para se atingir a maxima liberacdo de LDH. Ap6s o periodo de
exposicdo, o meio de cultura foi coletado e a leitura das amostras foi executada, como
descrito pelo fabricante, com o emprego de um espectrofotdmetro semiautomatico (BIO-
2000 LABQUEST®).

4.5.4 Avaliacdo da Capacidade Citoprotetora Frente a Peroxidacao Lipidica Induzida por
Per6xido de Hidrogénio (H202)

O peroxido de hidrogénio (H202) & um agente propulsor da peroxidagéo lipidica
que, dependendo de sua concentracdo e seu tempo de contato, causa um estresse celular
induzindo danos as moléculas bioldgicas, como lipidios, &cidos nucléicos e proteinas,
degradando o coldgeno da matriz extracelular e mimetizando, assim, um modelo
interessante para o estudo de patologias com carater celular degenerativo (WEN et
al.,2013; Ll et al., 2018; LOU et al., 2018). Nesse contexto, substancias capazes de conter
a peroxidacdo lipidica e o ciclo de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
provenientes desse fendmeno podem reduzir tais danos celulares e auxiliar no tratamento
de algumas patologias (GALICKA et al., 2014).

As células RAW 264.7 foram plagueadas em placa de 96 pocos (5 x 10*
células/pogo) e incubadas por 24 h , apds esse periodo 0 meio dos pocos foi trocado e 0s
tratamentos com FMSO (25; 50; 100 e 500 pg/mL) e MHTP (3,12; 6,25; 12,5 e 25 pg/mL)
foram realizados, ap0s 1 h (exposicdo aguda) ou 24 h (exposicdo cronica) de incubacéo das
drogas, o estimulo por H2O. em concentragdo correspondente a 350 UM (Clso para células
RAW 264.7 na densidade de 5x10* células/poco) foi adicionado e encubado durante 2 h. A

viabilidade celular pelo método do MTT, anteriormente descrito, foi entdo avaliada.

4.5.5 Avaliacdo do Burst Oxidativo em Células RAW 264.7 pela Avaliagdo dos Niveis do

Anion Superéxido Intracelular (ASO)

Um importante evento durante o processo fagocitario é a producdo de anion
superdxido intracelular (ASO) para criar um estresse oxidativo (burst oxidativo) frente ao
antigeno fagocitado (DINAUER et al., 1998; NAUSEEF et al., 2004).
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Para verificar a influéncia do FMSO e MTHP nessa habilidade dos macréfagos
RAW 264.7, realizou-se o ensaio de Nitroazul de Tetrazdlio (NBT) descrito inicialmente
segundo Rainard et al. (1986) e adaptado por Chauhan et al. (2014) com algumas pequenas
modificacdes, onde a capacidade do NBT para absorver superoxidos e produzir uma cor
azul pdrpura a partir de uma cor originalmente amarelada auxilia na detec¢do de ASO. Para
tanto as células RAW 264.7 foram cultivadas em microplacas de 96 pocos (170 uL/poco),
sendo incubadas por 24 h. Entdo se adicionou 10 pL de FMSO ou MTHP ou a-tocoferol
(Toc) de forma a obter as concentragdes finais em cada poco de 25; 50; 100 e 500 pg/mL
para FMSO; 3,12; 6,25; 12,5 e 25 pg/mL para MTHP e 2 uM/mL para a-tocoferol, as
mesmas foram incubadas por 24 h. Apds esse periodo adicionou-se 10 pL de
lipopolissacarideo (LPS; concentracdo final no poco de 1 pg/mL) e 10 pL de NBT
(concentracédo final no poco de 1,5 mg/mL) e incubou-se as placas por 1 h. Apds esse
periodo, retirou-se o sobrenadante, lavou-se a placa com 200 pL de PBS (pH 7,4) e em
seguida 4x com 200 pL de metanol.

A placa permaneceu a temperatura ambiente até sua secagem, quando entdo se
adicionou 120 pL de KOH 2M e 140 uL de DMSO, sendo a leitura da absorbancia realizada
a 620 nm em leitora de microplacas (Asys UVM 340). Os resultados foram expressos como
indice de estimulacdo (SI), sendo este calculado com base na normalizacdo das
absorbancias em relacdo ao grupo Veiculo estimulado por LPS, onde a média das
absorbancias desse grupo correspondeu a 1,0. SI veio a servir como uma medida indireta

dos niveis de ASO intracelular.

4.5.6 Estimulacdo de Macrofagos RAW 264.7 por Lipopolissacarideo (LPS)

O lipopolissacarideo (LPS) é uma macromolécula constituinte da membrana
exterior de bactérias gram-negativas que provoca forte resposta ao sistema imune,
exercendo potente atividade em macrofagos, promovendo sua ativagdo por mecanismos
dependentes da via de sinalizacdo do NF-kB (MORAN, 1996). Sendo assim, as células
RAW 264.7 foram plaqueadas, na concentracdo de 1x10° células/pogo, em placas de 96
pogos e incubadas por 24 h em ambiente com 5% de CO- a 37 °C. As células foram pré
tratadas com FMSO (25 — 500 pug/mL) ou MTHP (3,12 - 25 pg/mL), passada 1h de
incubacdo, metade dos pogos de cada grupo foram estimulados com LPS 1ug/mL
(Escherichia coli 026:B6) (YANG et al., 2017). Apo6s 24h de incubag¢do com o LPS, o

sobrenadante de cada poco foi coletado para a determinacdo dos niveis de nitrito.
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4.5.6.1 Dosagem de Nitritato/Nitrito em Sobrenadante das Células RAW 264.7

O sobrenadante de cada pogo do protocolo 4.5.6 foi adicionado em placa de 96
pogos, acrescidos de 150 pL do reagente de Griess (75 uL de sulfanilamida 1% em acido
fosforico a 5%, em seguida adicionado 75 pL N-(1-naftil)-etilenodiamina a 0,1% em &gua
destilada) (GREEN et al., 1982; GASPARRINI et al., 2018), sendo que cada acréscimo
dos reagentes aos pogos obedeceu um intervalo de incubacdo de 10 min, a temperatura
ambiente e sobre a protecdo da luz. A leitura foi realizada em leitor de microplacas
(Biochrom® Asys UVM340) sob comprimento de onda de 540 nm, sendo os dados
expressos como concentragcdo de Nitritato/Nitrito em pM/mL (NO3z/NO2” mM/mL)

plotados a uma curva padrao de nitrito de sodio (NaNO2; 3,12 - 200 uM/mL).

4.5.6.2 Dosagem de TNF-a e IL-6 em Sobrenadante de Células RAW 264.7

Para avaliar o efeito do FMSO ou MTHP sobre a liberacéo de citocinas pelas células
RAW 264.7, as células foram cultivadas em placa de 96 pocos (3 x 10° células/pogo). Apds
24 h, o meio de cultivo foi substituido por meio contendo diferentes concentraces do
FMSO (25, 50, 100 e 500 pg/mL) ou MTHP (3,12, 6,25, 12,5 e 25 pM/mL) ou meio de
cultivo contendo 0,1 % de DMSO, utilizado como veiculo de dissolu¢cdo das drogas testes,
ou Dexametasona (Dexa; 1 pg/mL; 40uM/pogo). Apds 1 h, foi adicionado o LPS (1 pg/mL)
para inducdo da atividade inflamatdria nas células. 24 h ap6s a indugéo foi coletado 0 meio
de cultivo para detecgdo dos niveis de TNF-ao e IL-6, utilizando de kits de ELISA (Merck®,
USA) de acordo com as instrucdes do fabricante, sendo estes descritos em pg/mL
(MORAN, 1996; LEE et al., 2019).

4.5.7 Avaliacdo da Atividade Antioxidante Ndo Especifica — Avaliacdo da Reducdo do
Radical DPPH+* em Meio Reacional

O método DPPH foi desenvolvido por Blois (1958) para determinar a atividade
antioxidante de solucbes e misturas utilizando um radical livre estavel, o 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPHe). A atividade antioxidante de um dado composto pode ser

monitorada na presenca do DPPH. A molécula oxidada do DPPH é reduzida ap6s encontrar
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a molécula antioxidante em teste e essa oxidacdo do DPPH pode ser monitorada
espectrofotometricamente pela leitura da densidade 6ptica (DO, absorbancia) do DPPH a
517 nm sob um leitor de placas.

A interpretacdo do resultado foi realizada pela verificacdo da concentracédo eficaz
que inibi 50% da concentragdo inicial do radical DPPH+ (CE50). Modificado por Cheng,
Moore e Yu (2006), este método foi executado utilizando uma microplaca de 96 pogos,
onde foram adicionados 250 pL da solucdo de DPPH (100 pg/mL) em cada pogo e a esse
volume foram acrescidos 50 pL de FMSO (1,56 — 1000 pg/mL) ou MTHP (1,56 — 1000
UM/mL) ou Acido Ascérbico (AA; 1,56 — 1000 uM/mL), a fim de formar uma curva
concentracgéo resposta (Concentragédo da Droga Teste : % de Eliminagdo do Radical DPPH)
e assim verificar a CE50 para FMSO, MTHP e AA (controle positivo utilizado como
padrdo de comparacdo para a atividade antioxidante) (KRISHNAIAH; SARBATLY;
NITHYANANDAM, 2011; LU et al., 2016; CHOUDHARY et al., 2018).

Para cada leitura realizada calculou-se 0 % de Reduc¢éo do DPPH (%RD) de acordo

com a férmula:

%RD = [(Absorbancia do Controle DPPH - Absorbancia do Teste)/Absorbancia do Branco]x100%

4.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) para
variaveis com distribuicdo normal, ou pela mediana (minimo-méaximo) no caso de variaveis
sem distribuicdo normal. Para comparacGes multiplas dos parametros foi utilizada a
Anaélise de Variancia (ANOVA), sendo o nivel de significancia entre os grupos em analise
de uma via determinado pelo pds-teste de Tukey ou, no caso de analises de grupos de dados
em duas vias, por Bonferroni.

Os resultados obtidos da quantificacdo da PCR em tempo real foram avaliados sob
a sua distribuicdo normal, analisada pelo teste de Kolmogorov—-Smirnov, sendo a diferenca
entre as médias da distribuicdo normal (dados parameétricos) analisada pelo teste t de
Student. Valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
Todos os testes foram realizados utilizando o software estatistico GraphPad Prism® 5.03
(San Diego, California, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados in vivo

5.1.1 Avaliacédo da Toxicidade Aguda por Via Oral

A administracdo oral aguda de FMSO na dose de 2000 mg/kg ndo produziu

quaisquer sinais de toxicidade aguda nos animais. Durante os 14 dias seguintes ap0s a
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administracdo de FMSO, ndo se observou modificacdes significativas no peso, consumo
alimentar, consumo de &gua, caracteristicas das fezes, ou o 6bito de qualquer um dos
animais (ANEXO 1I1). Apés a eutanasia, ndo foram observadas alteracBes ou lesdes

macroscopicas significativas nos 6rgaos internos.

5.1.2 Teste de Toxicidade Cutanea por Multiplas Aplicagdes

A administracdo topica de FMSO no teste de toxicidade cutanea ndo demonstrou
alteracdes significativas nos parametros avaliados frente aos grupos em analise. Os escores
de avaliacdo da resposta de irritacdo a multiplas aplicacbes de FMSO (ANEXO IV) ndo
demonstraram a ocorréncia de eritema ou edema fora dos parametros normais estabelecidos
pelo comparativo com o grupo Sham. N&o foi possivel observar quaisquer sintomas de
irritacdo desenvolvidos na pele integra ou escarificada durante os 10 dias do experimento.
Todos os animais, independente de seu grupo de origem ndo demonstraram quaisquer
alteragBes comportamentais relevantes, retornando rapidamente as suas atividades logo
apos as administracdes. Ao fim do experimento, observou-se a ocorréncia de pelos em
crescimento na area tricotomizada de todos os grupos, ndo tendo nenhum dos animais
demonstrado qualquer alteragdo comportamental perceptivel quanto ao consumo de racao
e agua.

5.1.3 Dermatite de Contato Irritativa Aguda (DCIA) Induzida por 13-acetato-12-o-
tetradecanoil-forbol (TPA)

5.1.3.1 Avaliacdo do Edema

Excetuando-se a dose mais alta de FMSO empregada (0,5 mg/orelha), as demais
doses (0,03; 0,06; 0,12 e 0,25 mg/orelha) foram capazes de reduzir estatisticamente a
intensidade do edema gerado apés 4, 6 e 24 h da administracdo do TPA, assim como

Dexametasona (Dexa). No tempo de 24 h se verificou que o tratamento com FMSO na dose
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de 0,06 mg/orelha reduziu o edema gerado por TPA a niveis inferiores aos obtidos pelo
tratamento com Dexa (Figura 6A).

J& na avaliacdo com MTHP, todas as doses empregadas (0,03; 0,06; 0,12; 0,25 e
0,50 mg/orelha) foram capazes de reduzir o edema a niveis semelhantes ou inferiores aos

obtidos pelo grupo Dexa (Figura 6B).

Figura 6. Avaliacdo da atividade de FMSO e MTHP frente ao edema de orelha no modelo

de DCIA induzida por TPA em camundongos.
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Os dados foram expressos como média = E.P.M. e representam a medida do edema (mm) de orelha dos
animais nos tempos de 4, 6 e 24 h ap6s a administracdo do TPA e dos respectivos tratamentos com FMSO
(A) e MTHP (B). Veiculo = 2% de Tween 80 em agua destilada; Dexa = Dexametasona 0,1 mg/orelha). * p
< 0,05 em relagdo ao grupo Veiculo (n=8 animais/grupo), (ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.1.3.2 Determinacdo da Atividade Enzimatica de Mieloperoxidase (MPO)

A atividade de MPO frente aos tratamentos com FMSO (0,36 + 0,07; 0,24 + 0,05;
0,16 £ 0,03; 0,19 + 0,07 € 0,40 + 0,13 U/mg de tecido) ou MTHP (0,40 £+ 0,05; 0,31 + 0,03;
0,25 £ 0,08; 0,34 + 0,08 e 0,33 £ 0,09 U/mg de tecido) no protocolo de dermatite aguda
induzida por TPA, em todas as doses empregadas (0,03; 0,06; 0,12; 0,25 e 0,5 mg/orelha),
foi capaz de reduzir os niveis de atividade de MPO a valores proximos aos do grupo
Dexametasona (Dexa) (0,12 = 0,06 U/mg de tecido) e ao grupo Veiculo (Sham) (0,12 +
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0,08 U/mg de tecido), demonstrando uma pronunciada reducdo quando comparados ao
grupo TPA (0,94 £ 0,17 U/mg de tecido) (Figura 7).

Figura 7. Avaliacdo da acdo de FMSO e de MTHP frente a atividade de MPO em modelo
de DCIA induzida por TPA em camundongos.
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam a medida da atividade de MPO nos animais
tratados com FMSO (A) ou MTHP (A), sendo expressa como unidade de MPO por mg de tecido (U/mg de
tecido) das orelha dos animais no tempo 24 h apds a administracdo do TPA. Veiculo = 2% de Tween 80 em
agua destilada; Dexa = Dexametasona 0,1 mg/orelha. 2p < 0,05 em relagdo ao grupo Veiculo (Sham); ® p <
0,05 em relacédo ao grupo Veiculo (n=8 animais/grupo), (ANOVA, pos-teste de Tukey).
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5.1.3.3 Determinacéo dos Niveis Teciduais de TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-10, INF-y e MCP-1
em Tecido Proveniente do Modelo de Dermatite de Contato Irritativa Aguda Induzida por
TPA

A inducéo do modelo de DCIA por TPA foi capaz de elevar os niveis de todas as
citocinas em estudo (TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-10, INF-y e MCP-1), sendo que 0s respectivos
tratamentos com dexametasona (0,1 mg/orelha) e o emprego de FMSO e de MTHP, ambos
na dose de 0,06 mg/orelha, foram capazes de reduzir os niveis dessas citocinas frente a
inducdo por TPA (Figura 8).
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Figura 8. Efeito de FMSO e de MTHP nos niveis teciduais de TNF-a, IL-6, IL-1f, IL-10,

INF-y e MCP-1.
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam a medida da concentragdo de citocinas (TNF-
a, IL-6, IL-1pB, IL-10, INF-y e MCP-1), sendo expressa como pg/mL, proveniente do tecido das orelhas dos
animais tratados com FMSO ou MTHP, 24 h ap6s a administragdo do TPA. Veiculo (Sham) = 2% de Tween
80 em agua destilada; Veiculo = 2% de Tween 80 em &gua destilada; Dexa = Dexametasona 0,1 mg/orelha).
2p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham;  p < 0,05 em relag&o ao grupo Veiculo (n=8 animais/grupo), (ANOVA,
pos-teste de Tukey).
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5.1.3.4 Analise Histologica do Tecido das Orelhas

As fotomicrografias dos tecidos das orelhas dos camundongos sensibilizados com
a aplicacdo tdpica de TPA foram coradas por H&E. Os grupos tratados com FMSO e
MTHP, nas doses de 0,06 mg/orelha, assim como o grupo Dexametasona (Dexa, 0,1
mg/orelha), apresentaram, segundo andlise de patologista especializado, uma visivel
reducdo do infiltrado de células inflamatorias, da quantidade de vasos sanguineos ectasicos
e do edema tecidual (Tabela 4, ANEXO V), quando comparados ao grupo Veiculo (Figura
10).

Tabela 4. Resultados dos escores da anélise histoldgica dos tecidos das orelhas de animais tratados com FMSO
ou MTHP no modelo de DCIA induzida por TPA.

Infiltrado Vasos Vasos . . .
Grupo Edema I e Sanguineos Hemorragia Mastocitos Cartilagem
nflamatorio Ectasi Neoformados
ctasicos
Veiculo 1 . 2 . . g Y
(1-1) (3-3) (2-2) (0-0) (1-1) (0-0) (0-0)
1 2 1 0 0 0 0
FMSO .y (1-2) (1-2) (0-0) (0-1) (0-0) (0-0)
0 1 1 0 0 0 0
MTHP (0 (1-2) (0-1) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0)
Dexa 0 0 1 0 0 0 0
(0-0) (0-0) (0-1) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0)

Os dados foram expressos como Mediana (Minimo-Maximo) dos valores dos escores da analise histologica dos tecidos das orelhas
de animais tratados com FMSO ou MTHP no modelo de DCIA induzida por TPA.
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Figura 9. Fotomicrografias dos tecidos das orelhas de animais tratados com FMSO ou MTHP no modelo de DCIA induzida por TPA.
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Grupo FMSO 0,06 mg/orelha (B), Grupo MTHP 0,06 mg/orelha (C) e Grupo Dexa (Dexametasona 0,1 mg/orelha) (D). Os tecidos foram
corados com H&E. As setas em “A” demonstram o acumulo de células inflamatorias infiltradas e a barra de dupla seta (<) representa a distancia média entre as cristas epiteliais
(Aumento: 4x; Escala: 200 pm).
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Os tratamentos com FMSO (177,30 £ 8,50 um) ou MTHP (171,60 £ 5,98 um), nas
doses de 0,06 mg/orelha, assim como o tratamento com Dexametasona (Dexa) (104,5 +
5,87 um) foram capazes de reduzir o edema relativo quantificado pela analise histoldgica,
quando comparados ao grupo Veiculo (234,10 + 13,05 um) (Figura 10).

Figura 10. Edema relativo obtido pela analise histologica dos tecidos das orelhas de animais
tratados com FMSO ou MTHP no modelo de DCIA induzida por TPA.
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam a medida de 6 distdncias (um) entre as
cristas epiteliais integras das fotomicrografias da histologia de orelhas de camundongos (n = 4
animais/grupo) submetidos ao protocolo de DCIA por TPA e tratados com FMSO ou MTHP. Veiculo =
2% de Tween 80 em 4gua destilada; Dexa = Dexametasona 0,1 mg/orelha. 2 p < 0,05 em relagdo ao grupo
Veiculo (ANOVA, poés-teste de Tukey).

5.1.3.5 Expressdo Relativa do RNAm para TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 em Tecido de Orelha
Proveniente do Protocolo de DCIA Induzido por TPA

Os resultados obtidos pela analise dos dados da expressdo relativa de RNAm para
TNF-a, IL-1p e IL-6 no tecido das orelhas demonstraram uma efetiva redugdo na
expressao génica para 0s grupos tratados com FMSO, MTHP e Dexametasona em
comparacdo ao grupo Veiculo, onde o TPA foi capaz de aumentar a expressao relativa de
RNAm para TNF-a, IL-1p e IL-6 (Figura 11).



61

Figura 11. Efeito da FMSO e da MTHP na expressdo relativa do RNAm de TNF-a, IL-

1B e IL-6 em tecido proveniente do protocolo de DCIA induzido por TPA em
camundongos.
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Dados expressos como média + E.P.M. da expressdo relativa do RNAm de TNF-a, IL-1f ¢ IL-6 em tecido
proveniente do protocolo de dermatite aguda por TPA. Veiculo (2% de Tween 80 em &gua destilada),
FMSO (0,06 mg/orelha), MTHP (0,06 mg/orelha) e Dexametasona (Dexa; 0,1 mg/orelha), "p<0,05
comparado com o Veiculo (n=8 animais/grupo), (Teste t de Student).

5.1.4 Dermatite de Contato Irritativa Cronica (DCIC) por Oleo de Croton

5.1.4.1 Avaliacdo do Edema

No modelo crbnico de dermatite induzida por dleo de Croton (Figura 12), a
administracdo de Oleo de Croton produziu edema na orelha dos animais que foram
estimulados nos dias 1, 3, 5, 7 e 9 do experimento (0,058 + 0,003; 0,078 + 0,002; 0,120
+0,005; 0,138 £ 0,007 e 0,152 + 0,004 mm). Os tratamentos, administrados nos dias 5, 7
e 9, com FMSO (0,041 + 0,003; 0,045 + 0,003 e 0,050 £ 0,003 mm) e MTHP (0,045 +
0,001; 0,052 £ 0,002 e 0,062 £ 0,003 mm), ambos na dose de 0,06 mg/orelha, foram
capazes de reduzir o edema gerado pelo 6leo de Croton, assim como o controle
Dexametasona (0,037 £ 0,003; 0,023 + 0,004 e 0,020 + 0,005 mm).
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Figura 12. Avaliacdo da atividade de FMSO e MTHP frente ao edema de orelha no

modelo de DCIC induzido por Oleo de Croton em camundongos
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam a medida do edema (mm) de orelha dos
animais submetidos ao modelo de DCIC por Oleo de Croton. Veiculo (Sham) = 2% de Tween 80 em agua

destilada; Dexa = 2% de Tween 80 em 4gua destilada. "p < 0,05 em relacédo ao grupo Veiculo (Sham) (n=8
animais/grupo), (ANOVA, pds-teste de Bonferroni).

5.1.4.2 Determinacdo da Atividade Enzimatica de Mieloperoxidase (MPO)

0 Oleo de Croton aumentou significativamente a atividade de MPO (1,13 + 0,12
U/mg de tecido) ap6s 10 dias do inicio do protocolo de DCIC quando comparado ao grupo
que ndo recebeu o agente indutor da inflamacéo,Veiculo (Sham) (0,35 + 0,03 U/mg de
tecido).

O tratamento com FMSO (0,61 + 0,11 U/mg de tecido), MTHP (0,65 + 0,09 U/mg
de tecido) ou Dexametasona (0,35 + 0,05 U/mg de tecido), reduziu significativamente a
atividade de MPO quando comparado ao grupo Veiculo que recebeu o 6leo de Croton
(0,35 + 0,03 U/mg de tecido) (Figura 13).
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Figura 13. Efeito de FMSO ou MTHP frente a atividade de MPO em tecido proveniente

do protocolo de DCIC por Oleo de Croton em camundongos.
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Os dados foram expressos como média £ E.P.M. e representam a medida da atividade de MPO em cada
grupo (n=8 animais/grupo), sendo expressa como unidade de MPO por mg de tecido (U/mg de tecido) das
orelha dos animais apds 10 dias de experimento. Veiculo (Sham) = 2% de Tween 80 em &gua destilada;
Veiculo = 2% de Tween 80 em agua destilada); Dexa = Dexametasona 0,1 mg/orelha. 2p < 0,05 em relacéo
ao grupo Veiculo (Sham); P p < 0,05 em relagdo ao grupo Veiculo, (ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.1.4.3 Anélise Histoldgica do Tecido das Orelhas

As fotomicrografias do tecido da orelha dos camundongos sensibilizados com a
aplicacdo tdpica repetida de 6leo de Croton foram coradas por H&E (Figura 14). Os
grupos tratados com FMSO e MTHP, nas doses de 0,06 mg/orelha, assim como o0 grupo
Dexametasona (Dexa; 0,1 mg/orelha), apresentaram, segundo andlise de patologista
especializado, uma visivel reducéo do infiltrado de células inflamatérias, da quantidade
de vasos sanguineos ectasicos e do edema tecidual, assim como de trechos contendo
hipertrofia da cartilagem, quando comparados ao grupo Veiculo (Tabela 5, ANEXO VI).

Tabela 5. Resultados dos escores da andlise histoldgica do tecido da orelha de animais tratados com FMSO
ou MTHP no modelo de DCIC induzida por Oleo de Croton.
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Infiltrado Vasos Vasos . . .
Grupo Edema I e Sanguineos Hemorragia Mastocitos Cartilagem
nflamatorio . Neoformados
Ectasicos
Veiculo 1 3 2 0 0 0,5 1
(0-1) (2-3) (1-2) (0-0) (0-0) (0-1) (0-2)
0 0,5 0,5 0 0 0 0
FMSO () (0-1) (0-1) (0-0) (0-0) (0-1) (0-0)
0 0 0 0 0 0 0,5
MTHP 01y (0-1) (0-1) (0-0) (0-0) (0-1) (0-2)
Dexa 0 0 0 0 0 0 0
(0-0) (0-1) (0-1) (0-0) (0-0) (0-0) (0-2)

Os dados foram expressos como Mediana (Minimo-Maximo) dos valores dos escores da analise histologica dos tecidos das orelhas
de animais tratados com FMSO ou MTHP no modelo de DCIC induzida por Oleo de Croton.
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Figura 14. Fotomicrografias dos tecidos das orelhas de animais tratados com FMSO ou MTHP no modelo de DCIC induzida por Oleo de Croton.
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Grupo lo (Oleo de Croton; 2,5 pg/orelha) (A), Grupo FMSO 0,06 mg/orelha (B), Grupo MTHP 0,06 mg/orelha (C) e Grupo Dexa (Dexametasona 0,1 mg/orelha) (D). Os
tecidos foram corados com H&E. A seta em “A” demonstra o acimulo de células inflamatodrias infiltradas e a barra de dupla seta («>) representa a distancia média entre as cristas
epiteliais (Aumento: 4x; Escala: 200 um).
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Os tratamentos com FMSO (215,90 * 4,35 um) ou MTHP (265,90 £ 7,76 pum),
nas doses de 0,06 mg/orelha, assim como o controle Dexametasona (160,90 + 5,61 pm)
foram capazes de reduzir o edema relativo quantificado pela anélise histoldgica, quando

comparados ao grupo Veiculo (486,4 £ 20,16 um) (Figura 15).

Figura 15. Edema relativo obtido pela andlise histologica dos tecidos das orelhas de
animais tratados com FMSO ou MTHP no modelo de DCIC induzida por Oleo de Croton.
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam a medida de 6 distdncias (um) entre as
cristas epiteliais integras das fotomicrografias da histologia de orelhas de camundongos (n = 4
animais/grupo) submetidos ao protocolo de DCIC por Oleo de Croton, e tratados com FMSO ou MTHP.
Veiculo = 2% de Tween 80 em agua destilada; Dexa = Dexametasona 0,1 mg/orelha. 2 p < 0,05 em relacdo
ao grupo Veiculo (ANOVA, poés-teste de Tukey).

5.2 Resultados in vitro

5.2.1 Definicdo de ConcentracOes de Trabalho e Avaliacdo de Seguranga

5.2.1.2 Avaliacdo da Viabilidade Celular pelo Método do MTT

Os resultados descritos na Figura 16 evidenciaram que a FMSO nas concentragdes
de 25; 50; 100 e 500 pg/mL (90,16 * 2,46; 103,6 + 1,57 € 87,47 + 2,07%), e MTHP nas
concentragdes de 3,12; 6,25 e 12,5 pg/mL (96,93 + 1,78; 89,33 £ 1,96 e 88,74 + 0,89%),
apos 24 horas de incubacdo, ndo promoveram reducdo estatisticamente significativas na

viabilidade de células RAW 264.7, em ensaio com MTT, quando comparados com o
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grupo controle Veiculo (100,20 + 4,40%). Contudo, FMSO nas concentracdes de 3,12;
6,25; 12,5; 500; 1000 e 10000 pg/mL (69,24 £ 1,92; 77,29 £ 2,14; 78,53 + 4,92; 87,47
2,08; 67,87 £ 4,40 e 41,43 £ 2,97 %) e MTHP nas concentragdes de 25; 50; 100; 1000 e
1000 pg/mL (77,30 + 3,22; 64,00 £ 2,79; 57,39 + 4,37; 56,18 + 1,71; 55,62 + 2,11 e 45,50
+ 1,86 %) demonstraram uma reducdo da viabilidade celular, algo que também foi
observado junto ao controle Tx (DMSO 50%, 33,88 + 0,47 %).
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Figura 16. Efeito de FMSO e de MTHP na viabilidade de células RAW 264.7
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam a porcentagem de viabilidade celular frente
ao grupo veiculo. Veiculo = 1 % de DMSO em Meio DMEM; Tx = DMSO 50%. * p < 0,05 em relagdo ao
grupo Veiculo (ANOVA, pdés-teste de Tukey).

5.2.1.3 Avaliacdo da Integridade de Membrana pela Quantificacdo de Lactato
Desidrogenase (LDH)

Apbs 24 horas de incubacdo, os resultados (Figura 17) demonstraram que a FMSO
nas concentracdes de 25; 50; 100 e 500 pg/mL (1,48 £ 0,10; 1,31 £ 0,21; 1,21 + 0,03;
2,61+ 0,33 U/L), assim como MTHP nas concentracOes de 3,12; 6,25; 12,5 e 25 pg/mL
(1,69 = 0,08; 2,10 £ 0,23; 1,94 £ 0,02; 2,47 + 0,23 U/L), ndo promoveram alteracfes
estatisticamente significativas nos niveis de atividade de LDH no meio de cultivo das
células RAW 264.7, isso quando comparados com o grupo controle negativo (veiculo;
1,91 + 0,01 U/L). Em contra partida, todos os grupos avaliados demonstraram uma
reducdo na atividade de LDH quando comparados ao grupo controle positivo (Tx; 12,57
+ 0,69 U/L).
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Figura 17. Efeito do FMSO e do MTHP na integridade de membrana de células RAW
264.7 pela dosagem da enzima Lactato Desidrogenase
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Os dados foram expressos como média = E.P.M. e representam a atividade de LDH em cada grupo.
Veiculo = controle negativo do dano em membrana celular (sem tratamento); Tx = controle positivo do
dano em membrana celular (DMSO 50%). 2 p < 0,05 em relagdo ao grupo Veiculo e ® p < 0,05 em relagio
a0 grupo Tx (ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.2.2 Avaliacdo da Capacidade Citoprotetora Frente a Peroxidacdo Lipidica Induzida
por Perdxido de Hidrogénio (H20>)

5.2.2.1 Avaliacdo da Citoprotecdo — Exposi¢do Aguda as Drogas Testes (1 h)

O grupo Veiculo (100 + 3,38%) foi escolhido como padrédo de viabilidade celular
para o teste. Os resultados demonstraram que a FMSO nas concentragdes de 25, 50, 100
e 500 pug/mL (58,97 £ 3,59; 49,87 £ 4,75; 52,07 + 4,60 e 49,94 + 1,91%) na forma de pré-
tratamento agudo ndo foi capaz de impedir uma reducdo significativa da viabilidade de
celulas RAW 264.7 frente ao estimulo lesivo por H20; (47,85 + 1,59%). Contudo, MTHP
nas concentracoes de 3,12; 6,25; 12,5 e 25 pg/mL (71,44 + 4,50; 65,85 + 5,08; 70,94 £
4,17 e 70,38 £ 2,58%), frente a0 mesmo tempo de pré-tratamento, veio a impedir uma
reducdo estatisticamente significativa da viabilidade destas células frente a H20. (Figura
18).
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Figura 18. Avaliacdo da capacidade citoprotetora frente a exposicdo aguda (1 h) a

peroxidacdo lipidica induzida por H20>
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam a porcentagem de viabilidade celular frente
ao grupo veiculo. Veiculo = 1% de DMSO em meio DMEM; H,0; = 350 uM de H,0,. "2 p < 0,05 em
relagdo ao grupo Veiculo; ® p < 0,05 em relacdo ao grupo H,0, (ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.2.2.2 Avaliacdo da Citoprote¢do — Exposicdo Cronica as Drogas Testes (24 h)

Os resultados demonstraram que a FMSO nas concentragdes de 25, 50, 100 e 500
pg/mL (66,04 £ 0,30; 64,24 £ 0,53; 62,31 + 0,47 e 67,31 £ 0,43%), assim como 0 MTHP
nas concentracoes de 3,12; 6,25; 12,5 e 25 pg/mL (62,42 + 0,77; 61,96 + 0,54; 62,91 +
0,59 e 64,95 + 0,83%), foram capazes de impedir uma abrupta reducdo da viabilidade de
células RAW 264.7 frente ao estimulo lesivo induzido por H.02 (50,52 + 0,19%), tendo
sido o grupo Veiculo (100 + 1,11%) escolhido como padrdo de viabilidade celular
maxima adequada para o teste (Figura 19).
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Figura 19. Avaliacdo da capacidade citoprotetora frente a exposicdo cronica (24 h) a

peroxidacdo lipidica induzida por H2O>
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam a porcentagem de viabilidade celular frente
ao grupo Veiculo. Veiculo = 1% de DMSO em meio DMEM; H0, = 350 uM de H»0,. 2 p < 0,05 em
relagdo ao grupo Veiculo; ® p < 0,05 em relagio ao grupo H,0, (ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.2.3 Avaliacdo do Burst Oxidativo em Células RAW 264.7 pela Avaliacdo dos Niveis

do Anion Superdxido Intracelular (ASO)

Os resultados demonstraram que a FMSO nas concentragdes de 25, 50, 100 e 500
pg/mL (0,72 £ 0,06; 0,57 £ 0,02; 0,59 £ 0,03 e 0,61 + 0,05), assim como 0 MTHP nas
concentragdes de 3,12; 6,25; 12,5 e 25 uM/mL (0,81 + 0,07; 0,69 + 0,05; 0,68 £ 0,05;
0,64 + 0,03), reduziram significativamente o indice de Estimulago (S1) de células RAW
264.7 frente a estimulacdo gerada por LPS (1,04 + 0,02), tendo sido o grupo Tocoferol
(Toc) (0,31 £ 0,02) escolhido como padréo de inibicdo do burst oxidativo para o teste
(Figura 20).



71

Figura 20. Avaliacdo indireta dos niveis de Anion Superéxido Intracelular (ASO) pela
verificacdo do Indice de Estimulacdo (SI) de células RAW 264.7 estimuladas por LPS e
tratadas com FMSO e MTHP.
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam os Indices de Estimulacdo (SI; medida
indireta dos niveis de ASO) frente ao grupo Veiculo. Veiculo = 1% de DMSO em meio DMEM; Toc =
2uM/mL de a-tocoferol. @ p < 0,05 em relagdo ao grupo Veiculo; ® p < 0,05 em relagdo ao grupo Toc
(ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.2.4 Dosagem de Nitrato/Nitrito em Sobrenadante das Células RAW 264.7

A administracdo isolada de FMSO (Figura 21A) nas concentracdes de 25; 50; 100
e 500 pg/mL (15,34 £ 0,71; 14,86 + 0,30; 14,26 = 0,25 e 18,85 * 0,43 pM/mL), assim
como de MTHP (Figura 21B) nas concentracfes de 3,12; 6,25; 12,5 e 25 uM/mL (16,68
+ 0,47; 16,24 + 0,42; 16,23 + 0,39 e 16,36 + 0,37 mM/mL), ndo foram capazes de
aumentar significantemente os niveis de Nitrato/Nitrito frente ao grupo Veiculo (15,34 +
0,98 mM/mL) no sobrenadante de células RAW 264.7 apds 24 h de exposic¢ao. Contudo,
as mesmas concentracGes empregadas para FMSO (25,49 + 0,71; 20,36 + 0,18; 19,53 +
0,45e 17,98 + 0,14 mM/mL) e MTHP (22,16 + 0,51; 22,69 + 0,36; 21,92 + 0,28 e 21,90
+ 0,15 mM/mL) foram capazes de reduzir a producao de Nitrato/Nitrito evidenciada pelo
estimulo por LPS (29,69 £+ 1,00 mM/mL) (Figura 21).
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Figura 21. Efeito do FMSO e do MTHP nos niveis de Nitrato/Nitrito no meio de cultivo de células
RAW 264.7 na auséncia e apds o estimulo por LPS
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam os niveis de Nitrato/Nitrito no meio de cultivo de
celulas RAW 264.7 em cada grupo. Veiculo = 1% de DMSO em meio DMEM; LPS =1 pug/mL de lipopolissacarideo.
2p < 0,05 em relagdo ao grupo Veiculo; ® p < 0,05 em relagéo ao grupo LPS (ANOVA, pds-teste de Tukey).

5.2.5 Dosagem de TNF-a e IL-6, em Sobrenadante das Células RAW 264.7

No modelo empregado o LPS foi capaz de aumentar os niveis de TNF-o e IL-6
(2984 £ 63,31 e 24803 * 273,30 pg/mL). Os resultados demonstraram que a FMSO nas
concentragdes de 25, 50, 100 e 500 pg/mL (2092 + 79,30; 1775 + 29,44; 1695 + 45,05 e
1595 + 45,59 pg/mL), assim como o0 MTHP nas concentracgdes de 3,12; 6,25; 12,5 e 25
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UM/mL (2513 + 31,88; 2291 + 103,4; 2211 + 121,00 e 2110 £ 143,10 pg/mL), reduziram
significativamente os niveis de TNF-a frente ao estimulo por LPS. FMSO reduziu
significativamente os niveis de IL-6 em todas as concentragdes empregadas (22693 +
215,6; 18013 + 511,5; 14986 + 138,1 e 12296 + 590,3 pg/mL), jA MTHP veio a reduzir
os niveis de IL-6 apenas nas concentragdes de 6,25; 12,5 e 25 uM/mL (23013 + 511,50;
21586 = 138,1 e 19296 * 590,30 pg/mL), quando comparado ao grupo LPS. A
dexametasona em todos os ensaios reduziram significativamente os niveis de TNF-a e
IL-6 (131,50 + 5,29 e 682,2 £ 20,59 pg/mL), a valores semelhantes ao grupo controle
Veiculo (138,7 + 2,57 e 739,6 £ 14,92 pg/mL) (Figura 22).

Figura 22. Efeito do FMSO e de MTHP nos niveis de TNF-a ¢ IL-6 no meio de cultivo de células

RAW 264.7 frente ao estimulo por LPS
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam os niveis TNF-a (a, ¢) e IL-6 (b, d) no meio de cultivo de
células RAW 264.7 estimuladas por LPS e tratados com FMSO e MTHP. Veiculo = 1% de DMSO em meio DMEM;
LPS = 1 pg/mL de lipopolissacarideo. 2 p < 0,05 em relagdo ao grupo Veiculo; ® p < 0,05 em relagio ao grupo LPS

(ANOVA, pos-teste de Tukey).
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5.2.6 Avaliacdo da Atividade Antioxidante Ndo Especifica — Avaliacdo da Reducdo do
Radical DPPH+* em Meio Reacional

Baseado na eliminagdo do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe), este
método € considerado adequado para a determinacdo da capacidade antioxidante nao
especifica de substancias puras e misturas. Seu emprego demonstrou que FMSO e MTHP
possuem atividade antioxidante pronunciada frente ao radical DPPH, demonstrando um
comportamento de concentracdo dependente frente a sua capacidade de redugéo do DPPH
(Figuras 24), assim como o controle de atividade antioxidante, o Acido Ascorbico (AA)
(Figura 23C). Ao verificarmos o gréafico relativo a CE50 (Figura 23D), pode-se observar
diferenca estatistica entre os trés grupos AA (3,58 + 0,13), FMSO (2,26 £ 0,05) e MTHP
(1,55 £ 0,10). Por este método foi possivel averiguar a eficacia de eliminacédo de DPPH
para FMSO (63,11%) e MTHP (43,21%), considerando-se o controle AA (100%) como

nossa referéncia de padrdo antioxidante.
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Figura 23. Avaliagdo da Redugdo do Radical DPPH« por atividade de FMSO e MTHP
em Meio Reacional
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representam a medida percentual da redugdo do radical
DPPH (Figura 23A, 23B e 23C) ou a CE50 para o teste (Figura 23D). AA = controle positivo (&cido
ascorbico; padréo de atividade antioxidante). 2 p < 0,05 em relagio ao grupo AA; ° p < 0,05 em relagio ao

grupo FMSO, (ANOVA “one way”, pés-teste de Tukey).

6. DISCUSSAO
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O uso de produtos de origem natural vem sendo amplamente empregado no
tratamento de diversas enfermidades, seja como uma fonte alternativa de tratamento ou
como unico recurso utilizado por populacGes em diversos paises ao longo da histéria
(ATANASOQV et al., 2015.; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; DROBNIK;
STEBEL, 2019).

No Brasil, a utilizacdo de espécies vegetais com potencial atividade terapéutica
veio a ser disseminada e fortemente arraigada em nossa sociedade principalmente pelas
contribuicOes das culturas de matriz indigena e africana (HELMSTADTER; STAIGER,
2014). Tal conjuntura em consonancia com o fato do Brasil possuir 20-22% de todas as
plantas e microrganismos existentes no planeta fortalece a disseminacéo da utilizacdo de
produtos naturais como potenciais agentes terapéuticos (HELMSTADTER; STAIGER,
2014; Bl; MAN; MAN, 2014).

Este quadro situacional relacionado a grande biodiversidade do pais pode trazer
mais que o ganho cientifico e terapéutico sobre a exploracdo racional da biodiversidade
brasileira, levando o pais a descoberta de novas fontes terapéuticas que reduziriam a
importacdo de medicamentos, 0 que estimularia o desenvolvimento econdmico com
desdobramentos no mercado interno e nas exportagdes (NEWMAN; CRAGG, 2012; BI;
MAN; MAN, 2014).

Com o crescente interesse em vista da necessidade da descoberta de novos
farmacos, os produtos de origem natural, em especial aqueles de origem vegetal, tém-se
tornado fonte atrativa para pesquisas que buscam o tratamento das mais diferentes
afeccdes. E nesse contexto que extratos e metabdlitos isolados de espécies vegetais s&o
frequentemente empregados em pesquisas pré-clinicas como potenciais fontes
terapéuticas no tratamento de fendmenos inflamatérios (NUNES et al., 2019; HE, et al.,
2019; ROCHA et al., 2019).

Até o momento, de acordo com levantamentos realizados junto ao PubMed
(<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/>) — um diretério de buscas on-line de livre
acesso a citacdes e resumos de artigos de investigacdo na area biomédica; gerido pela
Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos e fundamentado na base de dados
MEDLINE -, existem oito citacdes cientificas referentes ao termo “Sideroxylon
obtusifolium” e apenas trés referentes ao termo “N-methyl-(2S,4R)-trans-4-hydroxy-I-
proline”, o que demonstra uma incipiéncia de estudos referentes a linha temética aqui

abordada.
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Modelos de pesquisa in vitro e in vivo utilizando do emprego de células, p. ex.
macrofagos RAW 264.7 (NUNES et al., 2019; SAIKI et al., 2019), ou camundongos das
mais variadas linhagens (VILLAGOMEZ-RODRIGUEZ et al., 2019; LIM et al., 2019)
vém sendo amplamente empregados na investigacao e na triagem de produtos de origem
natural com potencial efeito farmacoldgico frente a fenémenos inflamatérios, como a
dermatite (CHEN et al., 2017; CHOO et al., 2019).

A realizacdo de testes toxicoldgicos antecedendo a investigacdo de possiveis
efeitos farmacologicos € uma pratica comum e necessaria para aferir o inicio da seguranca
em avaliacdes clinicas e pré-clinicas. E nesse contexto que os resultados obtidos frente
Avaliacdo da Toxicidade Aguda por Via Oral (OECD GUIDELINE, 2001) e o Teste de
Toxicidade Cutanea por Mdltiplas AplicacGes (YIMEI et al., 2008) foram fundamentais
na garantia da seguranca da utilizacdo das drogas em teste, principalmente para proceder
com o inicio dos testes e na avaliacao das doses efetivas a serem empregadas nas analises
do efeito anti-inflamatdrio tépico de FMSO e MTHP, assim como nas avaliacdes
realizadas frente aos testes do MTT e LDH para o inicio dos experimentos in vitro.

Modelos animais de inducéo topica do processo inflamatério empregando-se de
agentes quimicos como o TPA e o 6leo de Croton a muito vem sendo utilizados (BOURIN
et al., 1982; KWAK et al., 2002; MARYAM et al., 2019), sendo Uteis para verificar o
potencial anti-inflamatdrio de misturas e compostos isolados, servindo como importantes
modelos para a elucidacdo de possiveis mecanismos de acdo anti-inflamatoria em
decorréncia das aplicacBes e dos fendbmenos observacionais ocorridos localmente
(AQUINO et al., 2016; FUCINA et al., 2016; XIAN et al., 2018).

O agente irritativo 6leo de Croton, extraido das sementes de Croton tiglium,
possui como o seu maior constituinte o 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), sendo
este um ativador da cascata de inflamacdo do acido araquidbnico, por meio da
cicloxigenase e da lipoxigenase (COX-2 / LOX). Estes agentes induzem inflamagé&o
cutanea, aumentando a permeabilidade vascular, causando vasodilatagédo pela liberacdo
de histamina, estimulando a migracao de neutréfilos e macréfagos, além de promoverem
a hiperproliferagéo celular (Tubaro et al., 1985; De Young et al., 1989). A ativacdo da
via da MAPK, nestes modelos, promove a ativagdo de NF-xB e AP-1, fatores de
transcricdo nucleares que regulam diversas proteinas pré-inflamatorias, tais como IL-1,
IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a, COX-2 e iNOS, alem de moléculas de adesdo (Pungero et al.,
1998; Chi et al., 2003; Murakawa et al., 2006; Badilla et al., 2007; Ferreira et al., 2010).
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O edema vem a ser um dos parametros caracteristicos do quadro inflamatorio,
sendo tipicamente associado a parametros como vermelhidao, calor, dor e alteragédo ou
perda de funcdo tecidual na &rea afetada (NEDOSZYTKO et al., 2014; TURNER et al.,
2014). A acdo anti-edematogénica observada nos tratamentos com FMSO e MTHP vem
a corroborar com as evidencias de estudos farmacologicos que verificaram algum grau de
acdo anti-inflamatdria sistémica de derivados da entrecasca (ARAUJO-NETO et al.,
2010) e folhas de S. obtusifolium (AQUINO et al., 2016, AQUINO et al., 2017).

Vale observar que o padrdo verificado para a curva dose resposta de FMSO frente
a sua acdo antiedematogénica e a posterior viabilidade celular testada frente as células
RAW 264.7 pelo método do MTT demonstrou um comportamento parabélico tipico de
substancias correlacionadas a um efeito hormético, o que néo se observou nos tratamentos
com MTHP.

O conceito de hormeses determina que este seja um processo de fase dual
desencadeado por um estimulo potencialmente lesivo, onde, sob condi¢Ges de estresse
moderado, 0 organismo — sejam células, tecidos ou sistemas fisiolégicos funcionais — é
capaz de arquitetar uma resposta adaptativa e compensatéria que o0 torna mais resistente
a estresses de nivel mais elevado ou que transforma estimulos potencialmente estressores,
dependendo de sua intensidade, em ac¢Bes mensuraveis benéficas ou prejudiciais as
células ou ao organismo como um todo. Sendo assim, a dita zona hormética, como é
conceitualmente conhecida na Farmacologia e Toxicologia, vem a ser um intervalo em
que se observam efeitos benéficos em resposta a baixas doses do estimulo estressor, o que
pode explicar os dados obtidos na afericdo do edema e da viabilidade de células RAW
264.7 para a FMSO (CALABRESE; BALDWIN, 2001; RODRIGUES; BRANCO,
2019).

Muitas avaliacBes de possiveis atividades biologicas de produtos de origem
natural fazem uso de modelos inflamatorios topicos em murinos para a avaliacdo de
eventuais efeitos anti-inflamatorios de extratos, fragbes ou moléculas isoladas. Estes
estudos comumente correlacionam as atividades antioxidantes desses produtos naturais
ao processo anti-inflamatério desempenhado por eles (CALOU et al., 2008; LEE et al,
2009; PINTO et al., 2010; YOON, et al., 2010; RAUH et al., 2011; LOPES et al., 2018).

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima abundante em granulocitos de
neutrdfilos. Esta enzima é uma peroxidase classificada como um marcador da inflamagé&o.
A MPO ¢é considerada como um marcador de infiltracdo neutrofilica em tecido inflamado,

sendo produzida e liberada por neutrofilos; estas enzimas catalisam a formacgdo de
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potentes agentes oxidantes como acido hipocloroso a partir do peroxido de hidrogénio
(H202), que por sua vez causa sérios danos celulares e, por conseguinte, algum dano
tecidual (DERIN et al., 2006; GORDON et al., 2008).

Todos os tratamentos realizados com FMSO e MTHP foram capazes de reduzir
significativamente a migracdo de neutrofilos para o tecido das orelhas sensibilizadas no
protocolo de DCIA induzido por TPA, assim como no protocolo de DCIC induzido por
Oleo de Croton, justamente pela avaliagdo da reducéo da atividade de MPO no tecido em
teste. Tais resultados foram corroborados pela avaliagdo histologica das orelhas, onde os
tratamentos por FMSO e MTHP foram capazes de reduzir as observacfes realizadas
frente a quantidade de infiltrado inflamatdrio celulares no tecido em ambos os protocolos.

Estudos realizados por Aquino et al. (2017) e Aquino et al. (2019) foram capazes,
respectivamente, de demonstrar a acdo anti-inflamatoria correlacionada ao tratamento
sistémico (AQUINO et al., 2017) e a atividade cicatricial ligada ao tratamento topico
(Aquino et al., 2019) pela MTHP. Um estudo, um tanto incipiente, foi realizado por
Aquino et al. (2016) na observacdo de uma atividade anti-inflamatdria tépica de um
extrato metandlico proveniente das folhas de S. obtusifolium. Vale ressaltar que a
metodologia de obtencdo do extrato metandlico empregado por Aquino et al. (2016)
diferiu abruptamente da metodologia utilizada neste estudo para a aquisicdo de FMSO.

Aquino et al. (2017) observaram que a utilizacdo de MTHP no teste de formalina
na pata traseira de murinos reduziu o tempo de lambedura, tanto na fase neurogénica,
quanto na inflamatoria, demonstrando um efeito de MTHP como agente antinociceptivo
em ambas as fases, associado a isso observou-se a acdo antiedematogénica deste
composto frente ao modelo de edema de pata induzido por carragenina em camundongos.
Estes dados demonstraram alta consisténcia quando comparados aos resultados obtidos
por nosso estudo, isso frente a acdo edematogénica e anti-ninflamatoria topica de FMSO
e MTHP nos respectivos modelos de DCIA e DCIC por n6s empregados.

Aquino et al. (2017) também evidenciaram que MTHP possuia efeito direto sobre
a reducdo do infiltrado de células polimorfo nucleadas (PMN; prioritariamente
neutréfilos) na observacdo da peritonite induzida por carragenina em camundongos;
assim como na reducéo da liberacdo de MPO em neutréfilos humanos estimulados por
um éster de forbol e na reducdo do nimero de células PMN em cortes histologicos de
patas de camundongos edemaciadas pela inducdo por carragenina e corados com H&E.
Aquino et al. (2019) demonstraram a acdo de MTPH na reducdo da atividade de MPO

frente aos tecidos submetido ao modelo de ferida cirrgica em murinos. Tais achados
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mais uma vez correlacionaram-se positivamente com os resultados por n6s encontrados,
quanto as anélises histoldgicas realizadas e a quantificacéo da atividade de MPO no tecido
de orelhas provenientes dos modelos de DCIA e DCIC por nds empregados neste estudo.

A cascata de sinalizacdo inflamatoria envolvendo citocinas em atividade no
processo de instauracao e perpetuacdo das dermatites € complexa e intrincada, podendo
ser encarada de forma minimalista quando dividimos estas citocinas em pro-inflamatérias
e anti-inflamatdrias. Tal classificagdo apesar de Util ndo pode esquecer o carater dual que
algumas dessas citocinas vém a exercer junto aos diferentes fen6menos bioldgicos de um
sistema complexo como o corpo humano (OUYANG et al., 2011; MANNINO et al.,
2015; MARTIN; RUSTEMEYER; THYSSEN, 2018; NGUYEN; SOULIKA, 2019).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma proteina com capacidade de
sinalizacdo celular, estando intimamente envolvida no processo inflamatério e sendo uma
das principais citocinas envolvidas em reacGes de fase aguda, sendo principalmente
correlacionada a regulagdo das células imunes. Esta é produzida principalmente por
macrofagos ativados, embora possa ser produzida por uma variedade consideravel de
diferentes tipos celulares. Por sua multifacetada interacdo na ativacdo de vias como a do
NF-kB, apoptéticas e das MAPK, o TNF-a pode desempenhar diferentes funcdes no
organismo, sendo responsaveis, por exemplo, pela geracdo de morte celular, caquexia,
enddgeno, agente pro-inflamatério, dentre outros (LIU et al., 2018; SACCO et al., 2019;
LUBRANO; SCRIFFIGNANO; PERROTTA, 2019; HIRAI et al., 2019; STOCK et al.,
2019).

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pro-inflamatdria produzida e secretada por
células T e macrofagos ativados frente a estimulacdo da resposta imune por fenémenos
lesivos como, por exemplo, infec¢bes e traumas teciduais. Assim como 0 TNF-a, IL-6
tem uma grande contribuicdo na inducéo da febre, atuando a nivel hipotalamico, assim
como na resposta inflamatdria aguda. IL-6 atua em receptores especificos da membrana
de diferentes tipos celulares, estimulando a produgdo de citocinas, sendo também
responsavel pelo o amadurecimento dos linfocitos B (FERGUSON-SMITH et al., 1988;
VAN DER POLL etal., 1997; SUZUKI et al., 2017; WENZEL, 2019).

A interleucina 1 (IL-1) é uma interleucina pro-inflamatdria, cuja as suas duas
subformas (IL-1a e IL-1B) possuem atividades biologicas muito semelhantes, I1L-1
diferindo por ser sabidamente um pirogénio endégeno com acéo direta sobre o centro

regulador hipotalamico. Com forte envolvimento em manifestac6es inflamatorias de fase
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aguda, IL-1 € produzida intensamente por varios tipos celulares, dentre eles macréfagos,
mondcitos, fibroblastos, células dendriticas, células epiteliais, linfocitos B e células NK.
Sua sintese pode ser induzida por TNF-a, IFN-a, IFN-B, IFN-y, infecgdes bacterianas
(LPS bacteriano), infecces virais e certos antigenos (OPPENHEIM et al., 1986;
DINARELLO, 1997; DINARELLO, 1988; CONTASSOT; BEER; FRENCH, 2012).

Originalmente denominados como fator de ativagdo de macrofagos, os interferons
sdo citocinas induzidas em resposta a moléculas extracelulares. Estes sdo responsaveis
por estimularem redes intra e intercelulares com intuito de regular a imunidade inata e
adquirida, fazendo isso por meio de receptores de superficie celular de alta afinidade, os
receptores Toll-likes. Ao se ligarem a estes receptores de membrana, os interferons
estimulam a transcri¢do génica de uma vasta rede de moléculas de sinalizacdo, atuando
em quase todos os tipos celulares (GRAY; GOEDDEL, 1982; NAYLOR et al., 1983;
PESTKA; KRAUSE; WALTER, 2004).

O interferon gama (IFN-y) ¢ uma citocina pertencente a familia dos interferons,
sendo produzida por células T CD4" ou T CD8" ativadas e por células NK. Reconhecida
como a principal mediadora da imunidade inata e adaptativa, 0 IFN-y regula
positivamente varios parametros pro-inflamatorios, tais como algumas interleucinas,
caspases e 0 TNF-a, sendo capaz de estimular macréfagos e células dendriticas na
regulacdo de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), tornando
assim mais eficaz a apresentacdo de antigenos para células T e aumentando a expressdo
de moléculas coestimulatérias (MUHL; PFEILSCHIFTER, 2003; SCHOENBORN;
WILSON, 2007; MILLER; MAHER; YOUNG, 2009).

A proteina quimiotatica de monécitos (MCP-1, também denominada como CCL2)
é uma citocina de baixo peso molecular, esta é responsavel por atrair mondcitos, células
T de memoria e células dendriticas para os locais de inflamacdo produzidos em
decorréncia de lesdes teciduais ou infecgdes, estando envolvida diretamente na patogenia
de varias doencas que tem por caracteristica maior a ocorréncia infiltracdo por
monacitos/macréfagos, como, por exemplo, a psoriase, a artrite reumatoide e a
aterosclerose (CARR et al., 1994; XU et al.,1996; DESHMANE et al., 2009; XIA; SUI,
2009).

Aquino et al. (2017) observaram uma inibig&o das imunorreatividades aumentadas
para INOS, COX-2, TNF-alfa e NF-kB, observadas em patas edematosas de
camundongos ndo tratados, isso em comparativo a acdo de MTHP. Tais achados

corroboram com a reducdo da concentracdo de citocinas pro-inflamatérias por nos
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evidenciada (TNF-a, IL-6, IL-1pB, IFN-y ¢ MCP-1) no modelo de DCIA induzida por
TPA, assim como na reducdo da expressdo génica de TNF-a, IL-6 e IL-1p neste mesmo
modelo. Isso se justifica, uma vez que as proteinas aqui correlacionadas tém participacdo
direta na cascata de inflamacao do acido araquidénico (Tubaro et al., 1985; De Young et
al., 1989), na ativacao da via da MAPK e na promocéo da ativacdo de NF-kB e AP-1,
fatores de transcri¢do nucleares que regulam diversas proteinas pré-inflamatorias, além
de moléculas de adesdo e da promulgacdo de infiltrados celulares PMN no tecido
comprometido do modelo de DCIA aqui adotado (Pungerd et al., 1998; Chi et al., 2003;
Murakawa et al., 2006; Badilla et al., 2007; DESHMANE et al., 2009; XIA; SUI, 2009;
Ferreira et al., 2010).

Os resultados obtidos por Aquino et al. (2017) frente a reducdo das
imunorreatividades relatadas, pode também correlacionar-se com a reducdo de TNF-o e
IL-6 frente ao modelo de estimulacdo de macrofagos RAW 264.7 por LPS. Isso ocorre
pelo fato do LPS ser um ativador e regulador da transcricdo génica via NF-xB em
macrofagos (MACHADO, 2010; DU et al., 2019; LIU, 2019; VITALI et al. 2019) e por
possivelmente FMSO e MTHP atuarem inibindo esta via.

A interleucina 10 (IL-10), também denominada pela alcunha de fator inibidor da
sintese de citocinas (CSIF), é uma citocina anti-inflamatoria produzida principalmente
por células T CD8* ativadas, esta interleucina regula diretamente a acdo de
mondcitos/macrdfagos e inibe a ativacdo de células T efetoras. Em menor grau a IL-10
pode ser produzida por linfécitos B, mastdcitos e mondcitos ativados por LPS. A
regulacdo desta citocina ocorre atraves de sua inibicdo por IL-4 e pela sua propria
autoregulacdo negativa, onde IL-10 induz uma pausa em sua propria liberacdo (WEI et
al,, 2019; SARAIVA; VIEIRA; O’GARRA, 2019). Apesar de historicamente ser
considerada uma citocina anti-inflamatdria, IL-10 tem sido associada como uma
interleucina pleiotrdpica, sendo algumas vezes associada a uma funcéo dual em processos
inflamatdrios (OUYANG et al. 2011, MANNINO, et al., 2015).

Em nossos resultados tanto FMSO quanto MTHP promoveram a reducdo dos
niveis de IL-10 no tecido das orelhas de murinos submetidos ao protocolo de DCIA
induzida por TPA, onde o agente inflamatorio por sua vez desempenhou um elevado
aumento dos niveis desta citocina anti-inflamatoria. Tal fato apesar de inicialmente ter
nos causado surpresa, foi anteriormente relatado por Rakariyatham et al. (2019) no
mesmo modelo de DCIA induzida por TPA. Rakariyatham et al. (2019) justificaram o0s

baixos niveis de IL-10 resultantes do tratamento com suas drogas testes por meio da
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evidéncia de um menor nivel de inflamagdo nas orelhas dos camundongos, 0 que,
portanto, geraria uma menor necessidade de nivel elevados da citocina anti-inflamatdria
IL-10. Os altos niveis de IL-10 encontrados frente a inducdo por TPA podem ser
igualmente justificados pela afirmacéo de Rakariyatham et al. (2019), pois € possivel que
estes indices elevados de IL-10 ndo estejam diretamente associados a sua relacdo
pleiotropica (OUYANG et al. 2011, MANNINO, et al., 2015), mas sim, sendo uma
tentativa do organismo de depletar o processo inflamatorio vigente.

Aquino et al. (2017) e Aquino et al. (2019) demonstraram uma propensdo ou
tendéncia de uma maior homeostase tecidual frente a tecidos induzidos aos modelos
lesivos adotados em cada estudo e que foram tratados com MTHP. Tal fato, pode ser
observado nas avaliagdes histoldgicas por nos realizadas nos modelos de DCIA e DCIA,
onde o estimulo tecidual lesivo, por TPA ou Oleo de Croton, veio a ser parcialmente
depletado ou mesmo revertido dentro destes modelos.

Assim como a atividade da MPO, os niveis teciduais de nitrato/nitrito vém a ser
um importante marcador do processo inflamatorio ja estabelecido, seja em tecidos ou no
sobrenadante de células (GREEN et al., 1982; GASPARRINI et al., 2018). Os dados por
nos obtidos demonstraram que FMSO e MTHP nas concentragdes empregadas nao
estimularam por si s6 a producdo de Nitrato/Nitrito no sobrenadante de células RAW
264.7 quando em comparagdo com células estimuladas por LPS. Este resultado corrobora
com os dados Aquino et al. (2017) e por nos obtidos, uma vez que 0s niveis de
nitrato/nitrito tenham sido reduzidos quando o estimulo por LPS veio a ser confrontado
com os tratamentos, 0 que mais uma vez reafirma a acdo anti-inflamatoéria dos compostos
em anélise.

A producdo de anion superédxido intracelular (ASO) por macréfagos é um
importante evento durante o processo fagocitario, este vem a criar um estresse oxidativo
(burst oxidativo) frente ao antigeno fagocitado que vem a ser fundamental para sua
eliminacdo (DINAUER et al., 1998; NAUSEEF et al., 2004). Embora a importancia de
ASO no burst oxidativo seja inquestionavel, a sua producdo de forma desenfreada em um
processo patoldgico vem a causar comprovadamente danos mitocondriais (MILLER;
BUETTNER; AUST, 1990; NAOI et al., 2005). Além disso, essa e outras espécies
reativas de oxigénio quando acumuladas na regido mitocondrial promovem diretamente
a producdo de citocinas pro-inflamatdrias e, caso este processo seja desenfreado, pode
gerar a morte celular. E nesse contexto que os tratamentos com FMSO e MTHP reduziram

satisfatoriamente os niveis de ASO a valores intermediarios ao controle positivo (LPS) e
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negativo (Tocoferol), o que aparentemente satisfaria as diretrizes necessarias a realizacao
do burst oxidativo sem o comprometimento direto da célula (NAIK; DIXIT, 2011;
DUARTE et al., 2018).

Aquino et al. (2019) demonstrou uma proeminente acdo de MTHP frente a
reducdo da peroxidacao lipidica quando observados os niveis teciduais de malondialdeido
(MDA). Os autores também observaram uma consideravel elevacdo dos niveis de
glutationa reduzida (GSH), assim como um moderado efeito antioxidante, verificado
pelos autores no ensaio da atividade da superdxido dismutase (SOD). Tais achados vém
a confirmar o potencial antioxidante de FMSO e MTHP, uma vez que o0s testes da
avaliacdo de atividade antioxidante ndo especifica (eliminacdo do radical livre estavel
DPPH) corroboraram com os dados encontrados por Aquino (2019). Complementarmente
a este fato, as avaliacGes da atividade antioxidante e seus mecanismos de protecdo
tecidual e de supressdo da peroxidacdo lipidica observados pelos autores, vém a explicar
o0 potencial gerador de citoprotecdo de FMSO e MTHP frente a estimulos lesivos gerados
pela peroxidagdo lipidica induzida por H.02 em nossos estudos utilizando macrofagos
RAW 264.7.

7 CONCLUSAO

De uma forma geral, a conjuntura dos dados aqui expostos aponta para o potencial
da atividade anti-inflamatoria topica de FMSO e MTHP frente a modelos de DCIA
induzida por TPA e DCIC induzida por Oleo de Croton.

Assim, nossas investigacdes concluiram especificamente que:

- Frente aos parametros adotados, FMSO ndo demonstrou toxicidade em modelos
de avaliag&o tdpica e oral.

- A acdo anti-inflamatdria topica de FMSO e MTHP estd diretamente
correlacionada a reducédo dos niveis de citocinas pré-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-
6, IL-1B, IFN-y e MCP-1, ndo estando correlacionada ao aumento da citocina anti-

inflamatoéria I1L-10.
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- FMSO e MTHP provem a reducédo de infiltrado inflamatdrio, assim como do
edema em tecidos inflamados.

- Ambos o0s compostos testados possuem atividade antioxidante bastante
proeminente.

- MTHP possui potencial para compor um possivel prototipo de medicamento que
atue contra a DCI.

Espera-se que os dados aqui obtidos venham a estimular futuros estudos
translacionais com foco na investigacdo e resolucdo de maiores atividades biologicas no

emprego de FMSO e MTHP, assim como da propria S. obtusifolium.
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ANEXO | — ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H E *C DA FMSO COM IDENTIFICAGAO DE
MTHP

Figura 1. Espectros de RMN *H (D20, 300 MHz) da FMSO
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Figura 2. Espectros de RMN 13C (DEPT 135, D20, 300 MHz) da FMSO.
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ANEXO Il - CERTIFICADOS DE AUTORIZACAO DA COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS

Figura 1. Certificado

UNIVERSIDADE ) Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo da atividade anti-inflamatéria de Sideroxylon obtusifolium e de N-metil-tran-
-4-hidroxi-L-prolina na dermatite de contato irritativa em camundongos", protocolada sob o CEUA n? 9255280218 (b 000223), sob a
responsabilidade de Flavia Almeida Santos e equipe; Paulo lury Gomes Nunes - que envolve a produgdo, manutencdo e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) na reunio de 26/04/2018.

We certify that the proposal "Study of the anti-inflammatory activity of Sideroxylon obtusifolium and N-methyl-trans-4-hydr-
xy-L-proline in irritative contact dermatitis in mice.", utilizing 8 Heterogenics mice (8 males), protocol number CEUA 9255280218
(D 000223), under the responsibility of Flavia Almeida Santos and team; Paulo lury Gomes Nunes - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Ceara (CEUA-UFC) in the meeting of 04/26/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 05/2018 a 01/2020 Area: Departamento de Fisiologia E Farmacologia
Origem: Biotério Central da UFC

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 5 a 7 semanas N: 8
Linhagem: Swiss Peso: 25a30g

Local do experimento: Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do
Cearda. Rua Coronel Nunes de Melo, N2 1315, 12 Andar. Bairro Rodolfo Tedfilo. Fortaleza, Ceara.

Fortaleza, 01 de setembro de 2019

Monde Hod Bk W -

Prof. Dr. Alexandre Havt Binda Profa. Dra. Camila Ferreira Roncari
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tedfilo - Fortaleza/CE : CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Horério de atendimento: Sequnda a Sexta, das 09h as 12h e das 13h30 as 18h : e-mail: ceua@ufc.br
CEUA N 9255280218
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Figura 2. Errata - Parecer Consubstanciado da Comissdo de Etica no Uso de
Animais UFC (ip ooo112)

UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

Fortaleza, 17 de maio de 2019
CEUA N 9255280218

limo(a). Sr(a).
Responsavel: Flavia Almeida Santos
Area: Departamento De Fisiologia E Farmacologia

Titulo da proposta: "Estudo da atividade anti-inflamatdria de Sideroxylon obtusifolium e de N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina na
dermatite de contato irritativa em camundongos”.

Parecer Consubstanciado da Comissio de Etica no Uso de Animais UFC (b oo0112)

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceard, no cumprimento das suas atribuicées, analisou e
APROVOU o Relatério Parcial (versao de 28/abril/2019) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "1. Qual o estagio do estudo no momento? Resp: Em decorréncia de problemas com a
obtencdo do material vegetal (drogas testes), houve um atraso no inicio deste estudo. Por este motivo, os testes in vitro foram
inicialmente executados, em decorréncia de seu baixo consumo de material vegetal. Os testes in vivo terdo inicio ao final do més
de maio de 2019, possivelmente sendo concluidos no més junho de 2019 e o processamento de todas as amostras a serem
coletadas executado logo em seguida. 2. Por quanto tempo mais o estudo se estendera? Resp: Em decorréncia da possibilidade de
repeticdes para a consolidacdo dos dados experimentais e pela possibilidade de solicitacdo de novos experimentos para responder
novas questdes que venham a surgir, acreditamos que o prazo final para coleta dos animais se estenda até a fevereiro de 2020. 3.
Resultados parciais ou totais apresentados em congresso? Resp: Nao ha. 4. Resultados parciais ou totais ja publicados? Resp: Nao
ha. ".

Comentério da CEUA: "Se a solicitacdo € a extensado do prazo do projeto, ndo vejo motivos de ndo o ser feito, dada a argumentacao

feita pela pesquisadora, salvo melhor juizo ou outros fatos que possam surgir. Entretanto, € preciso verificar o planejamento da
liberacao de animais e possibilidade disso por parte do biotério setorial.".

Moode Hodt Bk @ cou

Prof. Dr. Alexandre Havt Binda Profa. Dra. Camila Ferreira Roncari
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tedfilo - Fortaleza/CE : CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Horario de atendimento: Segunda a Sexta, das 09h as 12h e das 13h30 as 18h : e-mail: ceva@ufc.br
CEUA N 9255280218
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Figura 3. Errata - Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de
Animais UFC (ip ooo111)

UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

Fortaleza, 17 de maio de 2019
CEUA N 9255280218

limo(a). Sr(a).
Responsavel: Fldvia Almeida Santos
Area: Departamento De Fisiologia E Farmacologia

Titulo da proposta: "Estudo da atividade anti-inflamatéria de Sideroxylon obtusifolium e de N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina na
dermatite de contato irritativa em camundongos".

Parecer Consubstanciado da Comisséo de Etica no Uso de Animais UFC (b 000111

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceard, no cumprimento das suas atribuicdes, analisou e
APROVOU a Emenda (versao de 02/maio/2019) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "1. Qual o local de realizagao do estudo? Resp: Laboratdrio de Produtos Naturais (Prédio da
Biomedicina; Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Campus do Porangabucu, Universidade Federal do Ceard - Rua Coronel
Nunes de Melo N2 1315, 12 Andar, Bairro Rodolfo Tedéfilo). 2. Qual o nimero de animais utilizados até o momento? Especificar o
numero de animais por linhagem e género. Resp: Zero 3. Resumo da metodologia desenvolvida. Resp: Resumo: Dentre as mais
diversas patologias que acometem a pele, a dermatite de contato irritativa (DCI) é a forma mais frequente de dermatose
ocupacional e surge mediante a exposicao Unica ou repetida a alguma substancia. A dermatite de contato é um processo
inflamatdrio cutdneo causado por um ou mais agentes exdgenos que lesam direta ou indiretamente a pele, tendo, assim,
envolvimento na liberagdo de mediadores inflamatdrios, resultando em alteragdes na permeabilidade vascular e causando
infiltragdo celular. As plantas medicinais tém sido tradicionalmente uma fonte importante para a descoberta e desenvolvimento de
medicamentos ao longo da histdria da humanidade. A Sideroxylon obtusifolium (Quixaba) é uma espécie nativa da regido Nordeste
do Brasil, utilizada na medicina popular para o tratamento de Ulcera duodenal, gastrite, azia, inflamacdo crénica, lesdo genital,
inflamacg&o dos ovarios, célicas, problemas renais, problemas cardiacos, diabetes e com ac¢éo expectorante. Com base no potencial
etnofarmacolégico desta espécie vegetal, o presente estudo tem como objetivo investigar a sua acdo anti-inflamatéria em modelos
experimentais de dermatite de contato irritativa em camundongos, verificando os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nesse
efeito. Objetivos: Objetivo Geral: - Avaliar o efeito anti-inflamatério tépico da fracdo metandlica do extrato aquoso das folhas de S.
obtusifolium (FMSO), assim como de seu principal constituinte, a N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina (MTHP), em modelos de dermatite
de contato irritativa em camundongos, investigando assim os possiveis mecanismos de acdo envolvidos. Objetivos especificos: -
Avaliar a atividade antiedematogénica de FMSO e de MTHP em modelo de dermatite de contato irritativa aguda induzida por 13-
acetato-12-o-tetradecanoil-forbol (TPA) ou capsaicina em camundongos, assim como no modelo de dermatite de contato irritativa
cronica por 6leo de Croton; - Avaliar a atividade de FMSO e de MTHP sobre a migracao de neutréfilos (mieloperoxidase),
quantificacdo de TNF-alfa (ELISA) e marcacao tecidual de NF-kb e PCNA (Antigeno Nuclear de Células Proliferativas) por
imunohistoquimica, além de avaliar a expressado génica por PCR em tempo real para TNF-alfa, IL-6, IL-1b, IL-10, NF-kB e PCNA,
realizando, também, a anélise histoldgica em modelo de dermatite de contato irritativa por TPA em camundongos, assim como no
modelo de dermatite de contato irritativa cronica por 6leo de Croton; Justificativa e relevancia: Com base no conhecimento
etnofarmacoldgico da S. obtusifolium e da atividade antinociceptiva e antiinflamatdria, em modelo de edema de pata e de
peritonite, da N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina, o presente estudo tem por propdsito investigar o efeito anti-inflamatério tépico da
fracdo metandlica das folhas de S. obtusifolium, assim como de seu principal constituinte, a N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina, em
modelos experimentais de dermatite de contato irritativa induzida em camundongos, verificando assim 0s seus possiveis
mecanismos de acao envolvidos nesse efeito Delineamento experimental resumido: A quantidade dos animais levando-se em
consideracdo que cada grupo terd 8 animais serd apresentada em cada protocolo. O N de oito animais por grupo é preconizado na
literatura como uma quantidade representativa para se trabalhar com animais que ndo apresentam isogeneidade, o que pode
acontecer de alguns N ficarem fora da média padrao, e assim devem ser excluidos, por isso a importancia de um N representativo
de no minimo 8 animais para se trabalhar com programas estatisticos de boa precisdo. Algumas referéncias de artigos publicados
em revistas cientificas que trazem alguns dos protocolos aqui apresentados e o N de 8 animais: - Zhang M, et al. Caffeic Acid
Reduces Cutaneous Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-alfa), IL-6 and IL-1b Levels and Ameliorates Skin Edema in Acute and Chronic
Model of Cutaneous Inflammation in Mice. Biol. Pharm. Bull., 37(3):347354, 2014. - Nakashima C., et al. Basophils regulate the
recruitment of eosinophils in a murine model of irritant contact dermatites. J Allergy Clin Immunol., 134(1):100-7, 2014. Apds o0s
procedimentos experimentais, 0s animais serao eutanasiados com sobredose de tiopental sédico (100 mg/kg) misturado com
lidocaina (10 mg/mL), administrado por via intraperitoneal (Procedimentos para Anestesia de Animais de Laboratério CREAL/2013).
No protocolo de Dermatite de contato irritativa por TPA ou Capsaicina aqui apresentado irdo conter 12 grupos experimentais,
expostos como grupo controle veiculo (2% Tween 80 em &gua destilada; 20 pl/orelha), grupo controle positivo (dexametasona 0,1
mg/20 pl/orelha) ou os grupos experimentais FMSO ou MTHP em cinco doses 0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 mg/orelha. No
protocolo de dermatite de contato irritativa crénica por éleo de Croton sera utilizada apenas a melhor dose da FMSO ou da MTHP,

grupo vefculo e grupo controle positivo, perfazendo um total de quatro grupos no protocolo. O modelo empregando o TPA, sera
Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tedfilo - Fortaleza/CE : CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Hordario de atendimento: Segunda a Sexta, das 09h as 12h e das 13h30 as 18h : e-mail: ceua@ufc.br
CEUA N 9255280218
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ANEXO Ill - TABELAS DOS PARAMETROS ANALISADOS NO PROTOCOLO DE AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA
POR VIA ORAL

Tabela 1. Massa corporal (g) dos animais que receberam 2% Tween 80 em salina por gavagem

Massa
Corporal dos Horas Dias
Animais (g)
0 1 2 4 6 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 28 28 31 30 31 31 [ 32 31 32 32 33 34 34 34 34 34 35 35 36 36
2 30 30 33 33 34 34 | 3% 3 34 35 35 35 36 3r 3r 3r 38 38 39 39
3 27 27 27 27 27 27 | 27 271 271 271 21 21 27 27 271 21 21 21 21 27
Tabela 2. Massa corporal (g) dos animais que receberam 2000 mg/kg de FMSO por gavagem
Massa
Corporal dos Horas Dias
Animais (g)
0 1 2 4 6 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 31 31 32 31 32 32 (3 3 35 35 36 36 36 38 37 37 38 39 39 40
2 30 30 30 31 32 32 |33 3 34 35 35 35 36 36 36 36 37 37 37 38
3 29 29 31 31 31 31 [ 3 3B 3B 37 3B 36 3 38 37 39 40 40 40 40




Tabela 3. Consumo total de ragéo (g) no grupo de animais que receberam 2% Tween 80 em salina por gavagem
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Massa
Corporal dos Horas Dias
Animais (g)
0 1 2 4 6 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 0 0 0 0 0 0 4 12 21 29 39 45 53 61 71 79 8 8 93 99
2 0 0 0 0 0 0 8 14 25 31 40 45 54 65 74 81 83 92 101 105
3 0 0 0 0 0 0 6 15 27 38 45 56 67 84 102 113 120 128 133 139
Tabela 4. Consumo total de racéo (g) no grupo de animais que receberam 2000 mg/kg de FMSO por gavagem
Massa
Corporal dos Horas Dias
Animais (g)
0 1 2 4 6 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 0 0 0 0 0 0 6 15 24 31 40 46 54 61 71 78 83 90 105 110
2 0 0 0 0 1 1 7 14 21 27 39 46 47 53 61 68 76 8 87 91
3 0 0 2 2 3 3 11 20 30 38 49 53 62 70 79 87 95 100 108 112




Tabela 5. Consumo total de agua (mL) por animal que recebeu 2% Tween 80 em salina por gavagem
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Massa
Corporal dos Horas Dias
Animais (g)
0 1 2 4 6 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 0 0 0 3 5 5 25 38 50 60 70 76 8 92 105 120 130 145 154 169
2 0 0 0 4 7 7 32 42 63 72 8 89 96 108 123 139 148 162 170 183
3 0 0 0 0 3 3 20 35 47 57 67 75 83 95 112 129 136 149 157 172
Tabela 6. Consumo total de &gua (mL) por animal que recebeu 2000 mg/kg de FMSO por gavagem
Massa
Corporal dos Horas Dias
Animais (g)
0 1 2 4 6 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 0 0 3 3 3 3 30 42 51 61 71 79 87 100 119 139 158 178 186 195
2 0 0 0 2 2 2 25 40 65 75 8 90 96 106 122 138 157 175 184 192
3 0 0 2 3 3 3 29 4 60 71 81 89 98 111 126 142 163 181 188 196
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ANEXO IV — TABELAS DOS PARAMETROS AVALIADOS NO TESTE DE TOXICIDADE CUTANEA POR MULTIPLAS
APLICACOES

Tabela 1. Escores relativos aos parametros avaliados no teste de toxicidade cutdnea por maultiplas aplicacbes em animais com a pele nao
escarificada (integra)

Dias
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Formacdao de Eritema
Sham 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N&o Escarificado 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escarificado 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formacdo de Edema
Sham 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nao Escarificado 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escarificado 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Nota: Os dados de preenchimento na tabela sdo provenientes da média estabelecida de cada grupo (n = 3) em anélise.
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Tabela 2. Escores relativos aos parametros avaliados no teste de toxicidade cutanea por multiplas aplica¢cdes em animais com a pele escarificada
(lesada)

Dias
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Formacéao de Eritema
Sham 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nao Escarificado 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escarificado 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formacéo de Edema
Sham 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Né&o Escarificado 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escarificado 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Nota: Os dados de preenchimento na tabela sdo provenientes da média estabelecida de cada grupo (n = 3) em analise.
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ANEXO V - TABELAS DOS PARAMETROS AVALIADOS NOS ESCORES DE ANALISES HISTOLOGICAS PARA O TESTE DE
EDEMA NA DCIA POR APLICACAO DE TPA

Tabela 1. Veiculo (TPA, 2,5 pg/orelha)

Infiltrado Vasp y Vasos . L .
Amostras Edema | . Sanguineos Hemorragia Mastécitos Cartilagem
nflamatério . Neoformados
Ectasicos
1 1 3 2 0 1 0 0
2 1 3 2 0 1 0 0
3 1 3 2 0 1 0 0
4 1 3 2 0 1 0 0
Tabela 2. Dexa (0,1 mg/orelha)
Infiltrado Vasp S \Vasos . . .
Amostras Edema . Sanguineos Hemorragia Mastécitos Cartilagem
Inflamatorio . Neoformados
Ectasicos
1 0 0 1 0 0 0 0
2 0 0 1 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 1 0 0 0 0
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Tabela 3. FMSO (0,06 mg/orelha)

Infiltrado Vasp y Vasos . L .
Amostras Edema L - Sanguineos Hemorragia Mastocitos Cartilagem
Inflamatdrio - Neoformados
Ectasicos
1 1 2 1 0 0 0 0
2 1 2 2 0 1 0 0
3 0 1 1 0 0 0 0
4 1 2 1 0 0 0 0
Tabela 4. MTHP (0,06 mg/orelha)
Infiltrado Vasp y Vasos . . .
Amostras Edema . Sanguineos Hemorragia Mastocitos Cartilagem
Inflamatorio . Neoformados
Ectasicos
1 0 1 1 0 0 0 0
2 0 2 1 0 0 0 0
3 1 1 0 0 0 0 0
4 0 1 1 0 0 0 0
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ANEXO VI - TABELAS DOS PARAMETROS AVALIADOS NOS ESCORES DE ANALISES HISTOLOGICAS PARA O TESTE DE
EDEMA POR MULTIPLAS APLICACOES DE OLEO DE Croton NO MODELO DE DCIC

Tabela 1. Veiculo (Oleo de Croton, 2,5 pg/orelha)

Infiltrado Vasp y Vasos , L .
Amostras Edema . Sanguineos Hemorragia Mastocitos Cartilagem
Inflamatorio . Neoformados
Ectasicos
1 1 3 2 0 0 0 0
2 1 2 1 0 0 0 0
3 1 3 2 0 0 1 2
4 0 3 2 0 0 1 2
Tabela 2. Dexa (0,1 mg/orelha)
Infiltrado Vasp y Vasos . . .
Amostras Edema L Sanguineos Hemorragia Mastaocitos Cartilagem
Inflamatorio . Neoformados
Ectasicos
1 0 1 0 0 0 0 0
2 0 0 1 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 3. FMSO (0,06 mg/orelha)

Infiltrado Vasp y Vasos . L .
Amostras Edema L - Sanguineos Hemorragia Mastocitos Cartilagem
Inflamatdrio - Neoformados
Ectasicos
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 1 1 0 0 1 0
3 0 0 0 0 0 0 2
4 1 1 1 0 0 0 1
Tabela 4. MTHP (0,06 mg/orelha)
Infiltrado Vasp y Vasos . L .
Amostras Edema I o Sanguineos Hemorragia Mastacitos Cartilagem
nflamatorio . Neoformados
Ectéasicos
1 1 1 0 0 0 1 2
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 1 0 0 0 0




