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RESUMO

EFEITO DOS TERPENOS ACIDO CENTIPEDICO E LACTONA DO ACIDO
HAWTRIWAICO EM MODELOS DE DERMATITE DE CONTATO INDUZIDA POR
TPA E OXAZOLONA EM CAMUNDONGOS. Dissertacdo submetida como parte
dos requisitos necessarios a obtencédo do grau de Mestre em Farmacologia do
Programa de Pos Graduacdo em Farmacologia do Departamento de Fisiologia
e Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara,
Fortaleza, Brasil. lana Bantim Felicio Calou; Orientadora: Profa. Dra. Flavia
Almeida Santos.

Os terpenos acido centipédico e lactona do acido hawtiwaico (LAH), isolados dos
capitulos florais de Egletes viscosa Less, popularmente conhecida como macela ou
macela da terra, foram avaliados em modelos de dermatite de contato irritativa
induzida pelo 13-acetato-12-o-tetradecanoil-forbol (TPA) e de dermatite de contato
alérgica induzida por oxazolona (OXA) em camundongos. O acido centipédico e a
LAH, por via tépica (0,125; 0,25 e 0,5mg/orelha), reduziram significativamente o
edema de orelha induzido por TPA (2,5ug/orelha) em 45,5; 55,5; 61,1% e 33,3; 42,2
e 63,3%, respectivamente. Quando administrados por via oral, (12,5; 25 e 50mg/kg),
reduziram o edema em 46,6; 59,3; 67,9% e 58,7; 59,7; 71%, respectivamente
quando comparado ao controle veiculo. A dexametasona na dose tdpica de
0,05mg/orelha e na dose oral de 1mg/kg reduziu o edema de orelha em 90 e 73,1%,
respectivamente. O &cido centipédico e a LAH, na dose de 0,5mg/orelha, via topica
reduziu de a atividade da mieloperoxidase (MPO) em 90,1 e 94,6%,
respectivamente, enquanto a dexametasona (0,05mg/orelha) reduziu em 96,2% a
atividade da MPO quando comparado ao controle veiculo. Os terpenos na dose
tépica de 0,5mg/orelha foram capazes de reduzir os niveis teciduais de TNF-a, o
mesmo sendo observado com a dexametasona. A acdo antiinflamatéria dos
terpenos no modelo da dermatite pelo TPA foram confirmados pelos achados
histolégicos. O modelo de dermatite de contato induzida por oxazolona (OXA,
1%/orelha), provocou uma hiperplasia epidérmica onde o INF-y teve papel crucial.
Os terpenos acido centipédico (0,25 e 0,5) e a LAH (0,5mg/orelha), por via topica,
diminuiram, a hiperplasia epidérmica induzida por oxazolona (1%/orelha)em todos

os periodos de observacao (4° - 19° dia). O acido centipédico e a LAH na dose de



0,5mg/orelha diminuiram significativamente os niveis teciduais de INF-y (92,2 e
99,4%, respectivamente) quando comparados ao controle veiculo. Quando
administrado por via oral, o acido centipédico (12,5; 25 e 50mg/kg) reduziu de forma
significativa a hiperplasia epidérmica do 7° ao 19° dia de observagdo. A
dexamentasona na dose topica (0,05/mg) e na dose oral (1mg/kg) reduziu a
hiperplasia epidérmica em 100 e 75%, respectivamente. Os resultados encontrados,
comprovados pelo estudo histolégico, demonstram o efeito antiinflamatorio desses
terpenos em modelo de dermatite de contato alérgica crdénica onde a hiperplasia
epidérmica e o aumento nos niveis teciduais de INF-y s&o caracteristicas

importantes, como no caso da psoriase.

Palavras- Chave: Egletes viscosa, acido centipédico, lactona do acido hawtriwaico,

terpeno, dermatite, atividade antiinflamataria.



ABSTRACT

THE EFFECTS OF TERPENS CENTIPEDIC ACID AND LACTONE OF
HAWTRIWAIC ACID ON TPA AND OXAZOLONE INDUCED CONTACT
DERMATITIS IN MICE. Dissertation undergoing as a requirement to obtain the
Master’'s Degree in Pharmacology from the Pos-graduation Program in
Pharmacology of the Department of Physiology and Pharmacology, Medical
School, Federal University of Ceara, Fortaleza, Brazil. lana Bantim Felicio
Calou; Teacher: Dra. Flavia Almeida Santos

The terpens centipedic acid (CA) and lactone of hawtriwaic acid (LAH) isolated from
the flowers chapters of Egletes viscosa Less, popularly known as macela or macela
da terra, were evaluated on 13-acetate-12-o-tetradecanoil-forbol (TPA) induced
irritative contact dermatitis model and on oxazolone induced allergic contact
dermatitis in mice. The centipedic acid and LAH on the following dosage of 0,125;
0,25 and 0,5 mg/ear using the skin surface as a via reduced in a significative way the
ear oedema induced by application of TPA (2,5 ug/ear). The values of reduction are
the following respectively: 45,5; 55,1; 61,1% and 33,3; 42,2 and 63,3%. When the
oral administration was used the doses of 12,5; 25 and 50 mg/kg had showed a
significative oedema reduction of 46,6; 59,3; 67,9% and 58,7; 59,7; 71%,
respectively. Dexametasone through skin surface administration on dosage of 0,05
mg/ear and oral dosage of 1mg/kg have reduced in a significative way the ear
oedema in 90 and 73,1%, respectively. The centipedic acid and LAH using the
dosage of 0,05 mg/ear through the skin surface had reduced the mieloperoxydase
activity in 90,1 and 94,6%, respectively, while dexametasone (0,05 mg/ear) had
reduced in 96,2% when compared to the group treated only with the vehicle. The
terpens on the topic dosage of 0,05 mg/ear were capable to reduce the tecidual
levels of TNF-a as well as dexametasone. The antiinflamatory action of the terpens
on TPA induced dermatitis model was confirmed through histological analysis of the
tissue. The oxazolone induced contact dermatitis model (OXA 1%/ear) had promoted
an epidermic hyperplasia in which INF-y have a central role. The products under
evaluation centipedic acid (0,25 and 0,5 mg/ear) and LAH (0,5 mg/ear) through skin

surface reduced in a significative way the epidermic hyperplasia Throughout the



observation period (4°- 19° day). Centipedic acid and LAH on the following dosage
0,5/mg reduced in a significative way the tecidual levels of INF-y (92,2 and 99,4%,
respectively) after 19 days of treatment. When using oral administration the
centipedic acid (12,5; 25 e 50 mg/kg) reduced the epidermic hyperplasia from
seventh through tenth ninth day. Dexametasone through skin surface administration
on dosage of 0,05 mg/ear and oral dosage of 1mg/kg have reduced the epidermic
hyperplasia in 100 and 75%, respectively The data that were found plus the
histological analysis have showed the antiinflammatory effect, mainly through topic
administration, of these terpens on allergic contact dermatitis models in which
epidermic hyperplasia and increased tecidual levels of INF-y are important features,

such as psoriasis.

Key-words: Egletes viscosa, centipedic acid, lactone of hawtriwaic acid, terpens,

dermatitis, anti-inflammatory activity.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Plantas Medicinais

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas € tdo antigo
quanto a civilizagdo humana e, ha muito tempo, produtos minerais, animais e
principalmente vegetais tém sido fontes medicinais (DE PASQUALE, 1984; RATES,
2001; CALIXTO, 2005). As observacdes populares contribuiram de forma relevante
para a divulgacdo das virtudes terapéuticas de vegetais, que embora ndo sejam
conhecidos seus constituintes quimicos, sao prescritos com frequéncia, pelos efeitos
que produzem. Dessa forma, os usuarios de plantas medicinais mantém a pratica do
consumo de fitoterapicos, tornando validas as informagdes terapéuticas acumuladas
durante séculos (MACIEL, 1997).

A partir do século XIX a humanidade se depara diante do diverso e
inesgotavel arsenal terapéutico, presente nas plantas medicinais. A descoberta de
substancias ativas, que em estado natural ou apds sofrerem processos de
transformacdo quimica, possuem atividade farmacologica, muitas vezes ja
confirmada pelo uso popular e comprovada cientificamente, gera interesses
institucionais e governamentais (MIGUEL; MIGUEL, 2000).

Preparagdes baseadas na utilizacdo de plantas medicinais sob as formas de
chas, decoctos, infusdes e extratos sdo usadas na medicina popular, principalmente
em paises em desenvolvimento (DI STASI et al., 1994). De acordo com a
organizagdo mundial de saude (OMS), cerca 65-80% da populagdo desses paises,
devido a pobreza e ao dificil acesso a medicina moderna, depende essencialmente
das plantas medicinais para seus cuidados primarios com a saude (CALIXTO, 2005).
A flora brasileira tem sido fonte terapéutica para o tratamento de diversas patologias,
tais como inflamagdes, diarréia, dores em geral, disturbios hepaticos, diabetes e
alteragdes nos niveis colesterol (VAN DEN BERG, 1993; GOTTLIEB; MORS, 1978).

Os paises da América Latina possuem a maior biodiversidade do planeta.

Somente o Brasil possui cerca de 20-22% de todas as plantas e microorganismos
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que existem no mundo (CALIXTO, 2005). No entanto, esses paises nunca usaram
de forma apropriada sua enorme biodiversidade em beneficio do seu proéprio
desenvolvimento (CALIXTO, 2005) e o potencial dos produtos de origem natural
como fonte de novas drogas continua largamente inexplorado o que resulta na
investigacao fitoquimica e biolégica de somente uma pequena fragao de plantas,
animais e microorganismos (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991).

Companhias farmacéuticas tém evidenciado que para algumas doencgas
complexas, os produtos naturais continuam sendo uma fonte valiosa para a sintese
de novos compostos quimicos por apresentarem estruturas privilegiadas
selecionadas pela evolugdo ao longo de milhares de anos (BOLDI et al., 2004,
CLARDY et al., 2004; KOCHIN et al., 2005; NEWMAN et al., 2003).

Das 520 drogas aprovadas entre 1983 e 1994, 39% eram produtos naturais
ou derivados destes, e 60-80% dos antibacterianos e drogas anticancer eram
derivados de produtos naturais (CRAGG et al., 1997; YUE — ZHONG SHU, 1998).
Atualmente cerca de 25-30% de todas as drogas terapéuticas disponiveis no

mercado sao derivados de produtos naturais (CALIXTO, 2005).

Nos dultimos anos o interesse em plantas medicinais para terapia de
desordens dermatoldgicas tem crescido bastante (DATTNER, 2004; MEYER et al.,
2005). Os extratos de plantas tém sido utilizados em aplicagdes topicas como
terapia antienvelhecimento, pra o tratamento de feridas e de outras doengas da pele
(PAJONK et al.,, 2006). Como exemplos dessas plantas podemos citar a soja
(Glycine max) (IZUMI et al., 2007), o cha verde (Camellia sinensis) (HSU, 2005;
PAJONK et al., 2006), o mamao (Carica papaya)(HEWITT et al., 2000; STARLEY et
al., 1999) e a babosa (Aloe vera) (RICHARDSON et al., 2005).

Entre as plantas usadas popularmente ou mesmo prescritas pela medicina
alopatica para o tratamento de dermatites podemos citar a caléndula (Calendula
officinalis), que possui na sua composicao triterpenos pentaciclicos, flavanodides e
saponinas (WICHTL, 1994); a camomila (Matricaria chamomilla), cujo mecanismo de
acao possivelmente se deve a inibicdo tanto da cicloxigenase quanto da
lipoxigenase comprovadas in vitro (AMMON; KAUL,1992; HEILMANN et al., 1993); a
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hamameélis (Hamamelis virginiana) (TYLER, 1994), devido a sua agao adstringente,
promovendo uma contracdo dos vasos sanguineos, resultando em uma acao
antiinflamatoria local e por fim podemos citar o alcaguz (Glycyrrhiza glabra), muito
utilizado na medicina tradicional chinesa para o tratamento da dermatite atdpica
(SHEEHAN; ATHERTON, 1994; LACHMAN et al., 1996).

Embora o uso de plantas medicinais seja bastante difundido em nossa
populacido e na populagdo mundial, a Revolucdo Industrial e o desenvolvimento da
Quimica Organica acabaram por levar a preferéncia por produtos sintéticos para
tratamentos farmacoldgicos (DE PASQUALE, 1984; RATES, 2001).

A descoberta de novos farmacos ou de farmacos mais acessiveis pode
determinar a melhoria da qualidade de vida em doengas cronicas ou na propria
sobrevida do paciente afetado. Socialmente, a descoberta de fontes naturais de
compostos quimicos usualmente importados e/ou o desenvolvimento de fitoterapicos
de fabricagado nacional, podem ter consequéncias econdmicas significativas, além de
possibilitar a autonomia de cada pais no gerenciamento de suas politicas de saude
(ELIZABETSKI, 2001).

1.2. Doencgas dermatologicas

As doengas dermatoldgicas representam aproximadamente 7% das consultas
na pratica médica. A maioria dos disturbios da pele possui base inflamatéria e
alérgica. Dentre as doengas mais conhecidas da especialidade estdo as dermatites
de contato e a psoriase (PETERSEN, 2006).

Estudos apontam que os problemas dermatologicos sdo muito frequentes. Um
inquérito de prevaléncia de base populacional realizado na Franga estimou em
86,8% a proporgao da populagcédo que refere ter sofrido alguma lesdo dermatolégica
desde o nascimento e a sua prevaléncia no curso da vida, e em 43,2% a proporgao
dos que referia problema dermatologico nos ultimos 24 meses, o que sem duvida
indica que as questbes dermatologicas sdo extremamente freqluentes quando
comparadas a outros problemas de saude (WOLKENSTEIN et al., 2003). Um estudo

realizado na Suécia também mostrou a enorme freqiéncia das doencas de pele,
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revelando prevaléncia de 20,5%, sendo 23,3% entre as mulheres e 17,5% entre os
homens (BINGEFORS et al., 2002).

Estimou-se que em 2004 nos EUA, o gasto com doengas dermatoldgicas foi
de 39,3 bilhdes de ddlares, sendo 29,1 bilhdes de custo médico direto e 10,2 bilhdes
de custo relativo a perda de produtividade (BICKERS et al., 2006).

Dados recentes apontam que as doengas dermatoldgicas estdo em segundo
lugar na frequéncia de doengas ocupacionais com 29% dos casos perdendo apenas
para os disturbios envolvendo o sistema musculoesquelético, que representa 57%
dos casos (CHERRY et al.,, 2000). No Brasil, as doengas dermatolégicas sdo a

causa mais comum de acidentes profissionais (ALI, 1997).

A Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD) promoveu um estudo inédito
no pais - o Censo Dermatolégico da SBD (2006), que apontou a acne, as micoses
superficiais, os transtornos de pigmentacao, a ceratoseactinica e as dermatites de

contato como sendo as doengas mais prevalentes da especialidade.

A atencao aos problemas dermatoldgicos representam custo significativo para
os sistemas de saude de paises subdesenvolvidos, nos quais se estima que 10% de

todas as consultas sejam por doencgas de pele (MAHE et al., 2003).

No entanto, existe uma tendéncia a ndo-valorizagao de tais agravos devido a
sua baixa letalidade e subestimacdo da morbidade enquanto problema de saude.
Varios estudos mostram que as doengas dermatoldgicas tém significativo impacto na
qualidade de vida dos atingidos, sobretudo dos cronicamente doentes (BINGEFORS
et al.,, 2002; CHATURVEDI et al., 2005; DALGARD et al., 2004), ressaltando a
necessidade de sua valorizagdo como problema de saude pelos responsaveis pela
formulacdo de politicas publicas, uma vez que sdo de fato valorizados pelos

pacientes atingidos.



24

1.2.1 Resposta imunolégica da pele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano e sua principal fungdo é a de
barreira fisica. Durante a evolugao, a pele desenvolveu uma imunidade especifica
que é conhecida como sistema imune da pele (SIS — do inglés “Skin Immune
System”). Um grande numero de fendbmenos imunolégicos exemplifica a importancia
da pele como 6rgao imune periférico, sendo ela capaz de diferenciar o “proprio do
nao proprio” o que € uma atividade muito relevante e dificil se considerar a infinidade

de substancias exdégenas as quais ela esta continuamente em contato (BOS,1997).

A pele é a primeira barreira entre o corpo e 0 meio ambiente. As agressdes
aos quais ela esta susceptivel incluem desordens causadas por agentes quimicos,
microbiolégicos e térmicos, além de radiagao eletromagnética e traumas mecanicos.
Os insultos decorrentes da inflamagao cutanea (imunidade inata) e o recrutamento
de células T de memoria que sofrem expansao clonal em resposta ao encontro com
antigenos (imunidade adquirida), sdo essenciais para o sucesso do sistema imune
cutaneo (ROBERT; KUPPER, 1999).

Uma variedade de condi¢des patologicas sistémicas também pode refletir na
pele, dentre elas a diabete melitus (RAMSEY et al., 1999), aterosclerose (ALIEV;
BURNSTOCK, 1998; GARASIC; CREAGER, 2001), doengas inflamatérias intestinais
(GREENSTEIN et al.,, 1976), AIDS (COOPMAN et al., 1993), estresse mental
(PICARDI; ABENI, 2001) e idade (RICHEY et al., 1988), o que mostra que a pele
também tem funcdo de indicador de desordens endogenas (PORTUGAL et al.,
2007).

A funcdo imunolodgica da pele se da pela interagdo de multiplas células como
os macrofagos, células de Langerhans, queratindcitos, mastécitos, mondcitos,
células dendriticas, células endoteliais, uma densa rede de veias linfaticas aferentes
(SIMON, 1994) e linfécitos T (STREILEIN, 1983). A funcdo coordenada de todos
estes elementos da derme e epiderme € capaz de responder rapida e efetivamente a
grande variedade de insultos que ocorre na superficie do organismo (BOS;
KAPSENBERG, 1993).
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Os queratinécitos representam cerca de 95% das células epiteliais. Embora a
funcao primaria dessas células seja fornecer uma integridade funcional e protecao a
epiderme, nas ultimas duas décadas se esclareceu o seu importante papel na
iniciacdo e perpetuacdo das reagdes inflamatorias e imunolégicas da pele
(MCKENZIE; SAUDER, 1990 ).

Os queratindcitos séo a primeira linha de defesa do SIS assim como a maior
fonte de citocinas da epiderme. Entre as citocinas produzidas podemos citar: IL-1q,
IL-6, IL-7, IL-8, GMCSF e TNF-qa, assim como varias prostaglandinas e leucotrienos
(FURSTENBERGER, 1990; MATSUE et al., 1992; RUZICKA, 1989). Estas citocinas
possibilitam a comunicagcao entre as células e permite que os fibroblastos e células
endoteliais participem da resposta imune e inflamatéria (WILLIAM; KUPPER, 1996).

Enquanto os queratinécitos produzem algumas citocinas constitutivamente,
uma variedade de estimulos externos, como promotores de tumores, luz ultravioleta
e agentes quimicos podem induzir os queratinocitos da epiderme a liberar citocinas
pré-inflamatérias (IL-1, TNF-a, IL-6), citocinas quimiotaticas (II-8, IP-10), citocinas
promotoras de crescimento (IL-2, IL-6, IL-7, IL-15, GM-CSF, TGF-a), citocinas que
regulam a resposta humoral versus a resposta celular (IL-10, IL-12, IL-18) e citocinas
antiinflamatorias (IL-Ra, IL-10) (MCKENZIE; SAUDER, 1990; DINARELLO, 1997;
LUSTER et al., 1999; MURPHY et al., 2000).

De todas as citocinas produzidas pelos queratinécitos, somente a IL-1 € o
TNF-a, chamadas citocinas primarias, ativam um numero suficiente de mecanismos
efetores para diferentes alvos da inflamagao cutdanea (KUPPER, 1990), entre eles a
producao celular de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ADAMSON; BILLINGS,
1992; LO et al., 1998).

Apos o contato com a pele, o irritante atravessa a barreira exercida pelo
estrato corneo (FARTASCH, 1997; JIANG et al., 2003; RIBAUD et al., 1994) e
provoca uma agéao toxica direta nos queratinocitos (WILLIS et al., 1989, ASTNER et
al., 2005). Em resposta a essas mudancas a IL-1a pré-formada é liberada pelo
estrato corneo e queratindcitos como o primeiro passo na cascata inflamatéria. A IL-

1a estimula outros queratinécitos e fibroblastos a produzir e liberar mais IL-1a e
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outras citocinas proé-inflamatérias como IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a (STEINHOFF;
LUGER, 2004; LISBY; BAADSGAARD, 2001; CORSINI; GALLI, 2000; WELSS et al.,
2004; BOXMAN et al.,, 1996). A agao direta do irritante sobre os queratinocitoos
também leva a um aumento nos niveis de ICAM-1 (GRIFFITHS et al., 1990).

A IL-1, juntamente com outras citocinas, como o IFN-y, estimula a proliferacao
dos queratinocitos (KUPPER; GROVE, 1995). O IFN-y tem sido citado como crucial
para o desenvolvimento da hiperplasia dos queratindcitos em modelos animais de
dermatite (SPERGEL et al., 1999).

O TNF-a por sua vez, é armazenado nos mastocitos da derme (GORDON,;
GALLI,1990) no entanto, na ocorréncia de algum estimulo, pode ser produzido pelos
queratinécitos (KOCK et al., 1990) e células de Langerhans (LARRICK et al., 1989).

Varias evidéncias sugerem que o TNF-a é funcionalmente relevante para uma
variedade de doengas da pele tanto em humanos quanto em roedores (WAKEFIELD
et al., 1991; GROVES et al., 1995). Anticorpos contra o TNF-a sdo capazes de abolir
muitas reacgdes inflamatorias na pele, incluindo as dermatites de contato, tanto do

tipo irritativa quanto do tipo alérgica (PIGUET et al., 1991).

As agdes das citocinas primarias sdo decorrentes da ligagao das mesmas aos
seus receptores. Essa ligagao leva a ativagao de varias vias de sinalizagao incluindo
a via do fator nuclear kB (NF-kB), 6xido nitrico (NO) e proteina quinase (PORTUGAL
et al., 2007).

Na pele, o NF-kB regula a expressao de varios genes envovidos na iniciagao
da resposta inflamatédria, incluindo moléculas de adesao, quimiocinas e citocinas,
oxido nitrico sintase induzivel (INOS) e enzimas que regulam a producédo de
prostaglandinas (BELL et al., 2003). Tem sido sugerido que ativagao do NF-kB pelos
EROs representa o evento inicial na reacao inflamatéria (PORTUGAL et al., 2007). O
NF-kB tem controle sobre a produgao e viabilidade dos queratinodcitos (SEITZ et al.,
1998; SEITZ et al.,, 2000) e sua ativagcdo, em modelos experimentas, leva a
dermatite severa (BEG et al., 1995; KLEMENT et al., 1996).
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O NO possui um papel central tanto como componente vasodilatador quanto
como modulador das respostas imunes e inflamatdrias da pele (BOGDAN, 1998;
NATHAN, 1992). O NO atua em varios tipos de células incluindo queratindcitos,
melandcitos, células de Langerhans, fibroblastos e células endoteliais (BRUCH-
GERHARZ et al., 1998). Estudos mostram e argumentam que a expressao de iNOS
esta associada com muitas doengas inflamatérias da pele (FUCHS et al., 2001) e
que o INF-y induz a producdo de NO nos queratindcitos tanto humanos quanto de
ratos (HECK, 1992). Além dessas fungdes o NO possui uma funcédo central na
quimiotaxia dos neutréfilos na pele (FUCHS et al., 2001; TEIXEIRA et al., 1993).

Varias proteino-quinases aumentam a sintese de citocinas e de EROs
(FUCHS et al., 2001). A proteino-quinase C (PKC), especificamente, regula varias
vias de transducdo associadas com a diferenciacdo, proliferacado e inflamacéao, além
de afetar a sintese de citocinas inflamatérias e radicais superoxidos (JACOBSON et
al., 1995).

Juntamente com as citocinas primarias, as células da epiderme podem
produzir citocinas secundarias, incluindo IL-6, IL-8 e GM-CSF através das citocinas
primarias ou por outros estimulos, no entanto sua secregdo, apesar de ser
importante para a modulagao da inflamacao da pele, ndo € suficiente para induzir a

resposta na auséncia de outro estimulo (KUPER, 1990).

Como todas as citocinas, a IL-6 possui varias agdes bioldgicas. Entre estas
funcdes esta a inducdo da proliferacdo dos queratindcitos, de maneira autdcrina ou
paracrina (GROSSMAN et al., 1989), possui importante papel nos linfocitos, € um
co-fator para a proliferacdo de células e sintese de IL-2 e promove o
desenvolvimento de células T citotoxicas (TOSATO; PIKE,1988; VAN SNICK, 1990).
Nas células B induz a diferenciacdo e aumento na produgcdo de imunoglobulinas
(VAN SNICK, 1990).

Niveis elevados de IL-6 estdo presentes na fase efetora da dermatite de
contato alérgica (KIMBER et al., 1990), assim como na epiderme de pacientes com
psoriase (GROSSMAN et al., 1989; NEUNER et al., 1991). Nao se sabe ao certo se

ela é induzida por via direta ou indiretamente via TNF-a ou IL-1.
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IL-8 € uma quimiocina proé-inflamatdria, também presente na pele saudavel
(ANTTILA et al., 1992), que esta envolvida na irritacdo da pele por atrair células
polimorfonucleares e linfécitos para o local da inflamacédo (STEINHOFF; LUGER,
2004; WELSS et al., 2004). Esta citocina é capaz de induzir a degranulagédo e a
liberagdo de enzima pelo neutréfilos, mas nao esta envolvida na geracdo de
superoxidos. As fontes celulares de IL-8 incluem fagocitos mononucleares,
fibroblastos e queratindcitos (LARSEN et al., 1989).

O acumulo de neutrdfilos € uma caracteristica de varias doencas inflamatorias
cutaneas (KATZ; STROBER, 1978). A presencga de neutréfilos no local da lesdo tem
relacdo com a fisiopatologia do processo inflamatorio através da fagocitose dos
microorganismos invasores ou piorando o quadro inflamatério através da secregao
de seu conteudo toxico (STENDAHL et al., 1978).

O GM-CSF ¢é produzido pelas células endoteliais, por fagdcitos
mononucleares, fibroblastos e células T ativadas (CLARK; KAMEN, 1987;
GROOPMAN et al., 1989) e esta envolvido na diferenciacdo de macrofagos e
neutréfilos. Como um potente inibidor da migragéo neutrofilica, este fator mantém os
granulécitos no local da inflamagao (AUSTEN et al., 1993). Na epiderme é capaz de
estimular o crescimento dos queratindcitos (HANCOCK et al., 1988) e na derme
pode afetar a funcdo dos fibrobalastos e células endoteliais estimulando o seu
crescimento e migragao (BUSSOLINO et al ., 1989).

Além de todos os mediadores citados, a IL-18 esta sendo atualmente descrita
como citocina relevante na imunidade da pele. Ela promove o infiltrado de células
Th1 nas lesbes das dermatoses inflamatérias e amplifica a inflamacéo da pele,

constituindo um candidato a alvo terapéutico (KANDA et al., 2007).

O contato da pele com irritantes também pode levar a destruicdo da barreira
lipidica, que tem como principal causa a modificagdo no pH &acido da mesma,
necessario para a defesa cutanea. Essas modificagdes no pH da pele possuem

papel importante na patogénese de doengas como a dermatite de contato irritativa,
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dermatite atdpica, acne e infecgdes por Candida albicans (SCHMID-WENDTNER,;
KORTING, 2006).

A destruicdo da barreira lipidica da pele esta associada com a perda de
coesdo entre os cornedcitos e descamacao da pele podendo levar a liberacdo de
citocinas e promover uma resposta inflamatoria (WOOD et al.,, 1992). Estas
respostas induzem a proliferagdo de queratinécitos e a hiperqueratose passageira, o
que leva a proteg¢ao cutanea a adquirir uma nova forma (PARISH, 1991). No entanto,
o0 dano ocasionado pela remocgao dos lipidios intracelulares também aumenta a
perda de agua pela pele o que estimula a sintese lipidica promovendo a restauragao
da barreira (GRUBAUER et al., 1989).

Os irritantes possuem a capacidade de aumentar o turnover da epiderme por
mecanismos que ainda nao foram totalmente esclarecidos. Trés possiveis eventos
podem estar envolvidos devido ao efeito direto do irritante nos queratinécitos,
podendo causar uma reacao de hiperproliferacido: A producdo de citocinas que
induzem a hiperplasia epidérmica (IL-1, IFN-y); a destruicdo da estrutura da
membrana celular com envolvimento da adenilato ciclase (os danos nos
queratinécitos reduzem a atividade da adenilato ciclase levando a uma diminuigao
do cAMP e aumento da divisdo celular) e o envolvimento da ornitina descarboxilase,
enzima intracelular que influencia a cinética de proliferagdo ( WILLIS et al., 1992;
MARKS et al., 1979).

A hiperproliferagdo dos queratindcitos causa um aumento na espessura do
estrato cérneo, levando a um melhoramento da funcdo de protecdao da pele. Tais
reacdes dos queratinocitos e do estrato corneo em resposta a exposi¢ao repetitiva a
um irritante € descrita como Fenémeno de endurecimento da pele (MCOSKER; BEC,
1967; MOON et al., 2001; WULFHORST, 1996), e pode ser importante para

determinar a susceptibilidade individual a irritacdo crénica (ROBINSON et al., 2003).

E importante lembrar que a pele é um 6rgéo diretamente exposto as espécies
reativas de oxigénio do ambiente, assim como de fontes enddégenas, sendo um alvo
para o estresse oxidativo (TROUBA et al., 2002; KOHEN; GATI, 2000). A pele esta
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cronicamente exposta as EROs e a producao exacerbada destes e de citocinas

podem levar a sérias desordens dermatolégicas (PORTUGAL et al., 2007).

O estresse oxidativo contribui para efeitos adversos na pele que se
manifestam como edema, eritema, foto-envelhecimento, anomalias na
queratinizacao, lesdes pré-neoplasicas e cancer de pele (NACHBAR; KORTING,
1995).

1.2.2 Dermatites

As dermatites s&o dermatoses inflamatérias mediadas por fatores
imunoldgicos locais ou sistémicos, embora as causas de muitas delas permanegam
desconhecidas. Em geral as les6es agudas permanecem por alguns dias a semanas
e se caracterizam por inflamacao, edema e, em algumas, lesao epidérmica, vascular
ou subcutanea. Por outro lado, as lesdes crbnicas persistem por meses a anos e,
com frequéncia, exibem componentes significativos de crescimento epidérmico
alterado (atrofia ou hiperplasia) ou fibrose dérmica (MURPHY; MIHM JR., 2000).

Como exemplos das dermatoses mais comumente encontradas dentro da
categoria aguda, temos a urticaria, a dermatite eczematosa aguda (que inclui a
dermatite de contato, a dermatite atopica, dermatite eczematosa relacionada a
drogas, erupgao fotoeczematosa e dermatite irritante primaria) e o eritema
multiforme e como exemplo de dermatoses crbnicas, pode-se citar a psoriase, 0
liquen plano e o lupus eritematoso (MURPHY; MIHM JR., 2000).

Pode-se dividir as dermatites em: dermatite de contato, dermatite seborréia,
dermatite nummular e dermatite atopica (SAMPAIO, 2002). Os alvos deste trabalho

de pesquisa séo as dermatites de contato tanto irritativa quanto alérgica.
1.2.3 Dermatites de contato
A dermatite de contato € uma desordem caracterizada por inflamacédo e

prurido na pele (BANVOLGY!I et al., 2005) e causada por agentes externos que

podem ser divididos em substancias irritantes, que possuem uma agao toxica direta
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na pele (dermatite de contato irritativa, DCI), e compostos alergénicos que provocam
uma reagao de hipersensibilidade tipo tardia (dermatite de contato alérgica, DCA)
(ENGLISH, 2004). E uma dermatose inflamatéria freqliente nos paises
industrializados, com grande impacto socioecondmico, sendo uma das doencgas
ocupacionais mais comuns (SAINT-MEZARD et al., 2004; BELSITO, 2000).

A incidéncia anual das dermatites de contato ocupacionais (DCO), de acordo
com os dermatologistas do projeto EPIDERM (Reino Unido), é de cerca de 1,3 casos
em 10.000 trabalhadores (CHERRY et al., 2000). As industrias de manufaturados
contribuem para o maior numero de casos encontrados seguidas das profissdes da
area de saude. O impacto econdmico das DCO é consideravel. Aproximadamente 4
milhdes de dias de trabalho sdo perdidos devido a abstencdo causada pelas
doencgas de pele (ENGLISH, 2001), o que pode custar cerca 200 milhdes de euros
(ENGLISH, 2004). Além disso, as DCO produzem um impacto consideravel na
qualidade de vida das vitimas da doenga (HUTCHINGS et al., 2001).

1.2.3.1 Dermatite de Contato Irritativa

A dermatite de contato irritativa (DCIl) € uma resposta da pele a uma
variedade de estimulos externos que induzem inflamagao sem, no entanto promover
a produgao de anticorpos especificos, mas as lesdes produzem perda da integridade
da pele e podem permitir absorgao das proteinas e sensibilizagao posterior. Este tipo
de dermatite apresenta as mesmas caracteristicas morfolégicas de outras

dermatites, com menos vesiculas e, mais infiltrado neutrofilico (SMITH et al., 2002).

O contexto de desenvolvimento da DCI depende de varios fatores que podem

ser caracterizados como internos ou externos (LEVIN; MAIBACH, 2002).

Os fatores externos sao as caracteristicas da molécula causadora, o tempo
de exposicao, o efeito cumulativo com outro irritante e as condigdes ambientais
(PROTTEY et al., 1972; AGNER; SERUP, 1989). Enquanto que as caracteristicas
internas dizem respeito a susceptibilidade individual dos pacientes, como raca
(BERARDESCA; MAIBACH, 1988; WEIGAND et al., 1974; SUGINO et al., 1993),
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idade (LEVEQUE et al., 1984), sexo (LAMMINTAUSTA et al., 1988a) e estoria prévia
de dermatite (LAMMINTAUSTA et al., 1988b).

A irritagdo aguda da pele resulta da exposicdo a um irritante forte ou a
produtos quimicos causticos como solugbes acidas e alcalinas (EICHMANN;
AMGWERD, 1992). A sensacao imediata do paciente apds o contato € queimacgao e
coceira e os sinais clinicos incluem eritema, edema e necrose (LEVIN; MAIBACH,
2002).

A causa mais comum de DCI| é a exposicdo repetitiva da pele a agua,
detergentes, alcalis e a outros agentes quimicos. Estudos mostram uma relagéo
direta entre a frequéncia de lavagens das maos e o surgimento de eczemas
(FEINGOLD; ELIAS, 2000; ELIAS; FEINGOLD, 2001). Outra forma muito frequente,
€ a DCI por produtos cosméticos (NICKOLOFF, 1998; DOGRA et al., 2003). Um
estudo realizado na Suécia, com 1075 participantes mostrou que 47% destes
apresentaram reacdes adversas na pele, como a dermatite irritativa, a produtos
cosméticos (LINDBERG et al., 2004).

Enquanto a dermatite de contato irritativa aguda ocorre apos uma Uunica
exposicao a um forte irritante, o contato repetitivo com um irritante médio pode

causar uma dermatite crénica (MALTEN, 1981).

O mecanismo da DCI crénica € bem diferente. Uma reagdo subaguda com
nenhuma irritacao visivel pode se desenvolver apdés uma exposicdo crénica a um
irritante, reacdo esta normalmente cumulativa, sem eritema e que pode ser
exarcebada pelo meio ambiente. O papel do estrato cérneo é fundamental pois a
patologia provoca um dano progressivo na funcdo de barreira na pele (MALTEN,
1981). A forma crbnica se caracteriza por aumentar o turnover da epiderme, que
corresponde clinicamente a liquenificagdo (BERARDESCA; DISTANTE, 1994).

Ocorrem trés mudangas patofisiolégicas na DCI: a destruicdo da barreira da
pele, as mudangas nas células epidérmicas e a liberacdo de mediadores, todos eles
interligados (SMITH et al., 2002).
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Entre os mediadores envolvidos da dermatite de contato irritativa pode-se
citar o TNF-a, IFN-y, GM-CSF, IL-1a, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IP-10, MIP-2 com
predominancia das células CD4" sobre as CD8" (LEVIN; MAIBACH, 2002).

1.2.3.2 Dermatite de contato alérgica

A dermatite de contato alérgica, também conhecida como hipersensibilidade
de contato, € uma desordem da pele dependente de células T com a cinética de
uma resposta de hipersensibilidade do tipo tardia (GRABBE; SCHWARZ, 1998).

Os antigenos sensibilizantes, também chamados de haptenos, sdo moléculas
instaveis, de baixo peso molecular que ndo sado imunogénicas per si tendo que se
ligar a proteinas da epiderme do hospedeiro (SAINT-MEZARD et al., 2004). Os
haptenos potentes induzem uma irritagdo cutdanea dose-dependente que €
independente de sua antigenicidade (GRABBE et al., 1996).

A fisiopatologia da DCA consiste em duas etapas distintas: A fase de
sensibilizacao e a fase efetora. Na primeira fase o hapteno penetra o estrato cérneo
(SAINT-MEZARD et al., 2004), o que ativa a imunidade inata induzindo a produgao
de citocinas pelas células residentes da derme e epiderme ou ativa diretamante a
via do NF-B no endotélio (BARNES; KARIN, 1997). Em ambos os casos, as
moléculas de adesdo sdo expressas e as citocinas sao sintetizadas, estes sinais
favorecem a migracdo das células dendriticas que drenam os sensibilizantes
modificados para os linfonodos e os apresentam as células T (ROBERT; KUPPER,
1999).

Alguns dias apds a sensibilizacdo, novas células T sofrem clonagem e
adquirem antigenos linfocitarios cutaneos (CLA) especificos e entdo se tornam
células de memodria que deixam os linfonodos para adentrar no sangue periférico
(SANTAMARIA BABI et al.,1995; SAINT-MEZARD et al., 2004).

Exposi¢des repetidas ao antigeno sensibilizante levam a fase efetora, onde o
numero de células T CLA de memodria especificas no sangue periférico chegam até

niveis necessarios pra desencadearem uma resposta alérgica da pele. Estas novas
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células T CLA extravasam para o local da irritagdo, reconhecem o antigeno in situ e
se tornam ativadas. As células T CD8+ iniciam o processo inflamatério provocando
apoptose dos queratindcitos e produgao de citocinas, este quadro é responsavel
pelo recrutamento dos leucdcitos, incluindo as células T CD4+ reguladoras do
sangue para a pele levando ao desenvolvimento de lesdes cutaneas caracteristicas
da dermatite de contato alérgica (ROBERT; KUPPER, 1999; SAINT-MEZARD et al.,
2004).

Encontros subseqlientes com o antigeno, mesmo que sejam meses apos a
sensibilizagdo, ira novamente levar ao recrutamento das células T CLA para o
sangue periférico, que agora incluem células T de memoria especificas para aquele
antigeno. O extravasamento das células T, seguido da ativagcdo do receptor de
antigeno e liberagdo de citocinas, leva a uma “lembranga” das caracteristicas
clinicas da DCA (Figura 1) (ROBERT; KUPPER, 1999).

Sao0 mediadores da DCA o TNF-qa, IFN-y, GM-CSF, IL-1a, IL-6, IP-10, MIP-2,
IL-1b, IL-4. Como na DCI, ocorre predominancia das células T CD4" sobre as TCD8"
(LEVIN; MAIBACH, 2002).
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Figura 1. Mecanismo fisiopatologico da dermatite de contato alérgica (disponivel

em:<http: www.abpi.org.uk).
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Muitas vezes a apresentacao clinica da DCI ¢é indistinguivel da DCA o que
torna o diagnéstico dificil e muitas vezes erréneo (ELIAS et al., 1998). A seguir, os
principais aspectos clinicos que ajudam a diferenciar os tipos de dermatites em

irritativa e alérgica.

Dermatite de contato irritativa (DCI) - Ressecamento da pele na area de contato e
descamacdo com ou sem eritema. Pode evoluir com fissuras e sangramentos. E

importante salientar que o processo irritativo ira depender do agente causal.

Dermatite de contato alérgica (DCA) - Presenca de eritema, edema e vesiculagao.
Ao se cronificar, verifica-se a formagao de crostas serosas podendo ocorrer infecgao

secundaria e, as vezes, liquenificacao.

O prurido é um sintoma comum as duas patologias (BURKHART;
BURKHART, 2003; SAINT-MEZARD et al., 2004) e provoca um impacto negativo na
qualidade de vida dos pacientes (LOVELL; VENDER, 2007). A histamina, a
substancia P e o fator de necrose tumoral possuem papel importante na percepg¢ao
do prurido (WELDON, 2007).

Existe uma distingdo muito util na diferenciacdo das dermatites que € o
periodo de recuperacdo. A recuperagao na DCIl e descrita como um fendmeno
decrescente onde a irritagdo atinge rapidamente um pico e imediatamente apds a
retirada do contato com o irritante ocorre a melhora (WIGGER-ALBERTI; ELSNER,
2000), o que se opde ao que ocorre na DCA que, depois de removido o alergeno
existe um aumento na reacgéo alérgica antes da recuperagao (LEVIN; MAIBACH,
2002).

Se o médico ainda tiver duvidas no diagndstico apenas com a observagéao do

quadro clinico um teste de contato (patch test) pode ser realizado.

O mecanismo etiogénico dos testes de contato € o mesmo da dermatite
alérgica de contato. Ao se aplicar um teste epicutaneo, objetiva-se induzir no
paciente a segunda fase da dermatite alérgica de contato, ou seja, a via eferente da

reagcao imunoldgica do tipo IV. Com isso, frente a um teste positivo, espera-se



36

encontrar, no local da aplicagdo do teste, uma reagao eczematosa de intensidade
variavel de acordo com a resposta do individuo. E um teste util na diferenciacdo dos
tipos de dermatoses (DUARTE et al., 2000) e possui especificidade e sensibilidade
entre 70 e 80% (NETHERCOTT, 1989).

1.2.4 Tratamento

A pele é um o6rgao impar no sentido de ser facilmente acessivel para
diagndstico e tratamento de doengas. Para a maioria das afecgdes dermatoldgicas,
0 sucesso ou fracasso dos esquemas terapéuticos € rapidamente aparente tanto
para o paciente quanto para o médico. Os medicamentos podem ser administrados
para a pele de modo eficaz por via topica, intralesional e sistémica (GOODMAN,
2001).

Nas dermatites de contato a primeira providéncia a ser tomada, independente
se alérgica, irritativa, aguda ou crénica, € abolir o contato do agente etiolégico com a
pele seguindo com o tratamento terapéutico (DUARTE et al.,, 2000; COHEN;
HEIDARY, 2004).

A dermatite de contato irritativa € freqientemente tratada com compressas
frias, corticosterdides tépicos ou, mais recentemente, antibiéticos macrolidoes. As
compressas frias de solugcao de acetato de aluminio, nitrato de prata, salina ou agua
reduzem a vesiculagédo (LEVIN; MAIBACH, 2001).

Os antibiéticos macrolideos melhoram o quadro de dermatite por causar
imunossupressao (DUMONT et al., 1990; SMITH, 2000); inibindo a imunoglobulina E
(IgE) que medeia a liberacdo de histamina e outros mediadores inflamatorios dos
mastaocitos, reduzindo assim o prurido (LEVIN; MAIBACH, 2002).

Os hidratantes ou cremes de barreira geralmente sao usados em quadros
subagudos (LODEN; LINDBERG,1991; BLICHMANN et al., 1989), exercendo o seu
efeito por atrair agua, aumentando a hidratagéo da pele (LODEN, 1997). Os lipidios

contidos nesses produtos agem como emulsificantes melhorando a funcéo de
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barreira da pele (KUNTZ; BRASSFIELD, 1971; ASHTON et al., 1971), além de

prevenir a absorgao de substancias exdégenas (GHADIALLY et al., 1992).

Nos casos crénicos, cremes hidratantes, como uréia 10%, cremes com
silicone a 10% e outros ajudam na hidratagao e protegcao da pele (SITTART; PIRES,
1998). Corticdides tépicos na forma de cremes ou pomadas devem ser utilizados
para o controle da dermatose. Corticoides sistémicos sao raramente empregados.
Nos casos em que haja associagdo com dermatite atopica, os anti-histaminicos sao
necessarios como paliativos devido as suas propriedades antipruriginosas e
sedativas, dando preferéncia aos agentes classicos como difenidramina, meclastina
ou hidroxizina (FUNK; MAIBACH, 1994; SITTART; PIRES, 1998; SAMPAIO;
RIVITTI, 1998).

A eficacia dos corticosteroides tépicos no tratamento da DCI permanece “sub
judice”. Enquanto o seu efeito antiinflamatério contribui com a diminui da inflamacéao
e/ou da irritagdo, seu efeito anti-proliferativo impede a recuperacdo da barreira do
estrato coérneo (LEVIN; MAIBACH, 2000), mas a sua eficacia na DCA ja foi
exaustivamente comprovada (QUEILLE-ROUSSEL et al., 1990), constituindo o
tratamento de escolha (LEUNG et al., 2004).

O uso oral e topico destes agentes geralmente é bem tolerado quando por
periodos curtos. O uso prolongado de esterdides topicos pode resultar em atrofia
cuténea, hirsutismo, acne, foliculite e absor¢cdo sistémica (COHEN; HEIDARY,
2004).

A fototerapia tem sido usada, de forma limitada, a pacientes com DCA refrataria
gue nao respondem ao tratamento com corticoides orais e topicos ou a pacientes
que nédo podem evitar todos os agentes provocadores na sua rotina diaria. A luz
ultravioleta tem propriedades imunossupressoras intrinsecas e varios estudos
mostram a eficacia do PUVA e dos raios UVB de ondas curtas no tratamento da
DCA crénica e da DCI. As radiagdes melhoram o quadro de descamacao, eritema,
vesiculagoes, infiltracdes e fissuras (COHEN; HEIDARY, 2004).
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Desde a década passada os inibidores de calcineurina, um grupo de agentes
imunossupressores, sao investigados como opgdes de tratamento para as doengas
inflamatorias da pele. Eles agem inibindo a proteina calcineurina, prevenindo entdo a
desfosforilagdo do fator nuclear ativador de células T (NF-AT), resultando no
bloqueio das vias de transducao nas células T, inibindo a produgdo de citocinas
(BORNHOVD et al., 2001). O tacrolimos e pimecrolimus possuem agéo
antiinflamatoria tépica comprovada e eficacia comparada aos corticosterdides
topicos no tratamento dos sinais e sintomas das dermatites de contato (SARIPALLI
et al., 2003; WOLLINA, 2007).

O uso de agentes biolégicos, como os anticorpos anti-TNF-a, no tratamento
das doencas de pele é promissor. Como O TNF- a € uma citocina presente em
varios tipos celulares da pele e participa da fisiopatologia das dermatites de contato,
tanto a irritativa quanto a alérgica, estes agentes constituem uma opgao terapéutica
(PIGUET et al., 1991). Os agentes ja conhecidos como o etanercept e o infliximab
ainda ndo foram bem estudados nas dermatites de contato, mas ja apresentaram
efeitos consideraveis em outras doencgas inflamatérias da pele como a psoriase
(COHEN; HEIDARY, 2004).

A investigacdo de novas opgdes terapéuticas para as dermatites vai além dos
ja@ mencionados agentes imunossupressores e antiinflamatoérios. Inovadores
tratamentos tém sido usados no tratamento das dermatites de contato. A aplicagao
topica de B-nicotinamida adenina dinucleotidio reduzida (NADH), mostra beneficios
no tratamento dessas desordens devido ao seu forte poder antioxidante, protegendo
a células e suas membranas da destruigdo pelos radicais livres (WOZNIACKA et al.,
2003).

Mais recentemente, os inibidores da fosfodieterase (PDE-4) tém sido sugeridos
como potentes agentes antiinflamatorios topicos nao esteroidais, uteis no tratamento
das dermatites de contato. Estes agentes s&o capazes de inibir a produgcdo de
citocinas do tipo Th1 e Th2, explicando o seu efeito antiinflamatério (BAUMER et al.,
2007).
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O micofenolato de mofetil, antes utilizado no tratamento da psoriase,
recentemente se tornou uma potente opg¢ao de tratamento para as dermatites de
contato. Este agente inibe a sintese de precursores da sintese de DNA e RNA nas
células T e B. Os resultados experimentais positivos sugerem que a aplicagdo em
humanos no futuro sera possivel (LIU; MACKOOL, 2003).

A identificacdo de novos agentes para o tratamento de inflamagdes da pele e
outros tipos de inflamagao representa um avango terapéutico muito grande. O ideal
seria que 0s novos compostos possuissem a mesma acgao antiinflamatéria dos

glicocorticodes sem, no entanto compartilhar seus efeitos adversos.

1.3 Modelos Animais de Dermatites

Modelos animais que simulam as doengas dermatoldégicas humanas sao
necessarios para permitir aos pesquisadores estudar e entender a eficacia das
drogas com possiveis utilizagdbes na clinica. Tais modelos possibilitam estudar
sistemas mais complexos, como o sistema imune relacionado a pele. O modelo ideal
de doencgas deve incluir todas as caracteristicas da doenga que queremos estudar
como os tragos clinicos, imunologicos, celulares, moleculares e genéticos.
Evidentemente que existem diferencas estruturais entre a pele do humano e a do

animal o que faz quase impossivel uma identificacao perfeita (PETERSEN, 2006).

Para o estudo de drogas cujo mecanismo e agéo ainda nao foram elucidados,
o modelo deve fornecer os marcadores da doenga humana que se planeja tratar.
Alguns modelos podem nao ser uteis para a escolha de novas drogas, no entanto
podem se apresentar como uma 6tima ferramenta para a descoberta das vias de
sinalizagdo envolvidas nas doencas e para expandir os conhecimentos sobre os
mecanismos envolvidos nas mesmas. A aplicacdo dos modelos de doencas
dermatoldgicas depende da questao a ser respondida sobre o alvo biolégico ou da
droga que esta sendo avaliada (PETERSEN, 2006).

Atualmente as terapias mais eficazes e mais utilizadas dentro da dermatologia
sao os corticosterdides e os inibidores da calcineurina. Ambas as classes incluem

drogas potentes com atividade antiinflamatéria e imunossupressora. Como a maioria
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dos modelos de doencas dermatologicas possui base inflamatéria ou imunoldgica,
essas drogas atuam como compostos de referéncia, servindo como um controle
interno de qualidade e reprodutibilidade do estudo além de permitir a comparacao da
eficacia de novas terapias (PETERSEN, 2006).

1.3.1 Dermatite de contato irritativa induzida por TPA

Os ésteres de forbol, como o 13-acetato de 12-o-tetradecanoilforbol (TPA),
sao substancias pro-inflamatorias e promotoras de tumores que ocorrem
naturalmente em plantas da familia Euforbiacea (EVANS; SOPER, 1978). Estes
compostos induzem eritema na pele do camundongo apdés 1 hora da aplicagéo
(EVANS; SCHMIDT, 1979), e numa fase mais tardia induzem edema (JANOFF et al.,
1970) e , eventualmente, hiperplasia (RAICK et al., 1972).

O edema de orelha em camundongos induzido pelo TPA é largamente
utilizado como modelo para testar a atividade antiinflamatéria de drogas. Neste
modelo o edema de pele € associado com um aumento na concentragdo de
eicosanoides e leucotrienos (RAO et al., 1993; PUIGNERO; QUERALT, 1997), com
ativagdo da proteina quinase C (PKC) (WANG et al., 2001), assim como da
fosfolipase A, (KAST et al., 1993), indugao da cicloxigenase (SCHOLZ et al., 1995;
SANCHEZ; MORENO, 1999), formacao de TNF-oa e de infiltrado neutrofilicos
(MURAKAWA et al., 2006) e translocagéao e ativagao da lipooxigenase (WERZ et al.,
2001).

Uma unica aplicagao de TPA na orelha de roedores provoca resposta similar

a uma DCl, representando um bom modelo animal da doenga (SHEU et al., 2002).

1.3.2 Dermatite de contato alérgica induzida por Oxazolona

A oxazolona € um potente agente sensibilizante que produz pouca irritagéo
(FINT et al., 2003). A hipersensibilidade induzida em camundongos produz
hiperplasia tecidual e aumenta os niveis de leucotrienos e prostaglandinas
(MEURER et al., 1988). A oxazolona € um potente indutor de cicloxigenase (COX-2),
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IFN-y e IL-4 quando aplicada topicamente (WEE et al., 2005), além de induzir uma
resposta de hipersensibilidade tardia, quando aplicada repetidamente na orelha dos

animais, provocando edema, eritema e abrasdo (TAMURA et al., 2004).

Por ser capaz de produzir uma inflamacgao crénica, dependente de linfécitos T
do tipo 1 (Th1) na fase inicial e tipo 2 (Th2) numa fase que se segue a exposi¢céao
continuada do agente (WEBB et al., 1998), e ser de facil reprodutibilidade, a DCA
induzida por oxazolona tém se mostrado modelo farmacologicamente util na
descoberta de novas drogas para terapia da psoriase (FUJII et al., 2002) e da
hipersensibilidade de contato (ASHLEY et al., 2001), uma vez que reproduz os
aspectos destas doencas humanas induzindo uma elevagao nos niveis de IFN-y e
uma pronunciavel hiperplasia epidérmica (NICKOLOFF, 1991; BONISH et al., 2000).

1.4 Terpenos derivados de plantas

Uma das caracteristicas dos seres vivos €& a presengca de atividade
metabdlica. No caso das células vegetais, o metabolismo costuma ser dividido em
primario (atividades metabdlicas essenciais que envolvem aminoacidos,
carboidratos, lipideos e acidos nucléicos) e secundario (envolvendo compostos que
nao possuem distribuicdo universal e, portanto, ndo sdo necessarios a todas as

plantas como, por exemplo, alcaldides e flavondides) (KAUFMAN et al., 1999).

Uma importante classe de metabdlitos secundarios é representada pelos
terpenos, um grupo de compostos naturais com ampla distribuigdo, compreendendo
mais de 1500 compostos, além de uma variedade estrutural envolvendo mais de 40
tipos de esqueletos basicos (NES; ZHOU, 2001).

Os compostos terpénicos possuem em comum o fato de serem constituidos
por multiplos da molécula fundamental do isopreno (2-metilbutadieno), (Figura 2).
No entanto, distingdo se faz entre os verdadeiros terpenos, ou seja, a denominagao
stricto sensu de terpenos se reserva para os hidrocarbonetos saturados (terminagéo
eno), estes podendo ser considerados como polimeros por adigdo ou condensagao

de moléculas do isopreno. Isto implica, além de uma férmula bruta inteira do
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isopreno (CsHg), uma estrutura ramificada que permita reconhecer as unidades
integrantes da molécula (GIRAL, 1956).
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Figura 2 - Molécula fundamental do isopreno.

Além dos terpenos auténticos, existem os chamados terpendides (Tabela 1).
A quimica dos terpendides inclui compostos como alguns hidrocarbonetos que
possuem menor ou maior teor de hidrogénio do que os terpenos verdadeiros,
conservando no entanto a estrutura das unidades isoprénicas. Outros terpendides
sao compostos formados por outras fungdes quimicas como os alcoois, aldeidos,
cetonas e acidos terpénicos. Estes sao derivados dos terpenos pela introdu¢do do
oxigénio na molécula terpénica. Todas estas substancias podem ser agrupadas
numa denominagdo mais genérica e vaga de compostos terpendides. Os esqueletos
carbonados dos terpendides sao formados pela condensacdo de um numero
variavel de unidades de isopreno predominando a condensagao cabecga-cauda
(SIMOES, 2001).
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Tabela 1: Classificagao dos terpendides.

UNIDADES DE NUMERO DE CLASSIFICACAO
ISOPRENO CARBONOS
1 5 Hemiterpeno
2 10 Monoterpeno
3 15 Sesquiterpeno
4 20 Diterpeno
5 25 Sesterterpeno
6 30 Triterpeno
8 40 Tetraterpeno
>8 >40 Politerpeno

Os terpendides podem ser encontrados nas formas ciclica e linear. As formas
ciclicas poderdao compor um numero imenso de formas de estereoisbmeros, por
outro lado, os terpendides lineares apresentam isomerismo geométrico nas duplas
ligacdes isoprénicas. Os compostos mais frequentes nos 6leos essenciais sdo 0s
monoterpenos (cerca de 90 % dos 6leos essenciais) e os sesquiterpenos. Outros
terpendides, como diterpenos, sdo encontrados apenas em Oleos essenciais
extraidos com solventes organicos. O numero de compostos terpénicos conhecidos
ultrapassa 8000, como componentes descritos em 6Oleos essenciais é estimado um

numero superior a 150 monoterpenos e 1000 sesquiterpenos (SIMOES, 2001).

Os compostos terpénicos apresentam importantes atividades farmacoldgicas,
tais como, anti-tumoral (DA SILVA et al., 2007; CARNESECCHI et al.,, 2004),
sedativa (DO VALE et al., 2002), analgésicas, antiinflamatérias (CARVALHO el al.,
1996; IWAMOTO et al., 2001; AHMAD et al., 2005; KUPELI, et al., 2003; KLEIN;
NEWTON, 2007), ativadoras de proteina quinase A (RAJIC et al., 2000),
cardioprotetoras (LIEBGOTT et al., 2000); bloqueadoras dos canais de calcio
(WANG et al., 2002) antioxidantes (ZHANG et al., 1996), hipolipidémica (SILVA et
al., 2001), relaxante da musculatura lisa vascular (TORRES et al., 2000),
antimicrobiana (WALENCKA et al., 2007;MADUREIRA et al., 2003), antiulcerogénica
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(HIRUMA-LIMA et al., 2002), gastroprotetora (GUEDES, 2002; OLIVEIRA et al.,
2004a; YOSHIKAWA et al.,, 2007; IZQUIERDO et al.,, 2007), antinociceptiva
(GUEDES, 2002; MAIA et al., 2006; LIMA-JUNIOR, 2006; DO AMARAL et al., 2007),
antipruritogénica (OLIVEIRA et al., 2004b) e hepatoprotetora (OLIVEIRA et al.,
2005).

1.4.1 Diterpenos

Os diterpenos constituem uma grande e diversificada classe de metabdlitos
secundarios que podem ser considerados como resultados de fatores naturais.
Possuem esqueleto basico com 20 atomos de carbono e derivam biogeneticamente
do pirofosfato de geranil geranila, que resulta do encadeamento cabega-cauda de
quatro unidades de isopreno (TORSSELL, 1983).

Estes compostos representam umas das poucas classes fundamentais de
produtos naturais com aproximadamente 5000 membros conhecidos
(NATURAL,1995). Eles apresentam importancia quimica e comercial por que o seu

uso leva a pesquisa de novos produtos farmacéuticos (DZEROSKI et al., 1998).

Muitos estudos realizados com extratos de plantas contendo diterpenos,
mostraram uma variedade de atividades farmacoldgicas, como atividade anti-
ulcerogénica do Trans-Crotonina, diterpeno isolado do Croton cajucara Benth
(HIRUMA-LIMA et al., 2002), atividade analgésica e gastroprotetora, do acido
centipédico e da lactona do acido hawtriwaico, e antiedematogenica da ultima
(MELO et al., 2006), diterpenos isolados dos capitulos florais de Egletes viscosa
(GUEDES, 2002); atividade analgésica do mirsinol, diterpeno isolado do Euphorbia
decipiens (AHMAD et al., 2005); atividade analgésica e antiinflamatoria do taxdide,
diterpeno isolado do Taxus baccata L. (KUPELI, et al., 2003). Foram descritas,
ainda, atividades tanto de relaxamento (DUARTE et al., 1992) como de contragao da
musculatura lisa (BAZAN et al.; 1993; MIRANDA et al., 1998).

Dentre os diterpenos biologicamente ativos estudados ainda incluem-se: o

forskolin, com atividade hipotensora e um ativador especifico e reversivel das
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isoformas particulada e soluvel da adenilil ciclase (SEAMON et al., 1981; DALY,
1981); os ésteres de forbol, ativadores de proteina quinase C, largamente utilizados
para o estudo das fungdes bioldgicas, propriedades e distribuicdo desta enzima e na
investigacdo da carcinogénese quimica (NISHIZUKA, 1986; CHUANG, 1989) e
cleonol com atividades hipotensora, espasmolitica inespecifica, cronotrépica positiva
e vasodilatadora (DUBEY et al., 1974).

1.5 Egletes viscosa Less.

1.5.1 Botanica

A Egletes viscosa Less, da familia Asteraceae, € uma erva silvestre, anual, e
freqiente nas margens de lagoas, acgudes, cursos de agua do sertdo e do litoral
nordestino do Brasil, no inicio da estagao seca, apds o baixar das aguas. O verde
intenso de sua folhagem contrasta com a cor parda da lama ressequida conferindo
por algum tempo uma beleza verdejante a paisagem da terra rachada tao

caracteristica da regiao nordestina nos periodos de seca (MATOS, 2000).

Existem trés espécies de emprego na medicina popular recebendo o nome de
macela, o Chrysanthenum partenium, o Achirocline latiroides e a Egletes viscosa
Less, que sao respectivamente, macela do reino, macela do Brasil e macela da terra
(Figura 3), esta ultima € a unica erva silvestre existente no Nordeste do Brasil
(MATOS, 1991).

No Ceara, a macela pode ser encontrada em todas as regides do estado.
Foram coletadas espécies do sul (Crato) ao norte (Irauguba), do litoral (Bela cruz e
Sdo Gongalo do Amarante) ao interior (Agua Verde e Chorozinho) (SILVEIRA;
PESSOA, 2005).

Em Minas Gerais é conhecida como Losna do mato; na Paraiba é chamada
de macela do campo e no Peru, Botancella. Estda amplamente distribuida na América
intertropical (BRAGA, 1976).
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Infusbes preparadas a partir dos capitulos florais (cabecinhas) séao
empregadas, na medicina popular, no tratamento de gastrites, cdlicas intestinais e
males hepaticos (BRAGA, 1960); usada também como estomaquica, carminativa e
antiespasmodica (MATOS, 1991). Os capitulos florais, faciimente encontrados no
mercado de ervas, podem ser usados na forma de cha ou tintura. O cha, de

emprego mais habitual, é preparado na ocasiao do uso (MATOS, 2000).

Em 1974, Pio Corréa descreve a macela como uma planta de folha pinatifida
de 2 a 5cm de comprimento, dilatada, solitarios capitulos florais, laterais, curtos,
pedunculados ou localizados no apice dos ramos. Descreve ainda como involucro
largo campanulado, bracteas pilosas, lanceoladas e agudas. Corola lanceolada,
aguda, alva linguada, aquénio de apice denteado e quadrangular. As cabecinhas
(capitulos florais) aparecem de 1 a 3 meses apds a estagado chuvosa , sendo a unica
erva silvestre comumente encontrada as margens das lagoas, agudes e cursos
d'agua (MATOS, 1990). Para cultiva-las, as sementes devem ser deixadas,
inicialmente por um periodo de quatro a seis semanas, imersas em agua, para

quebra da dorméncia, e entdo semeadas (MATOS, 2000).

Figura 3. Egletes viscosa Less.
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1.5.2 Estudos Quimico-Farmacolégicos

Os estudos iniciais com macela comercial, principalmente no fim da década
de 80, permitiram a obtencdo de um Oleo essencial caracterizado principalmente
pela presengca majoritaria do acetato de trans-pinocarveila. Como principais
constituintes n&o volateis, foram isolados dois diterpenos furénicos: o majoritario, de
cadeia linear, o acido centipédico, e o outro biciclico, de esqueleto ent-clerodano, a
lactona do acido hawtriwaico. Além destes, um flavondide, a 5,4’-dihidroxi-3,7,8,3’-
tetrametoxiflavona comumente designada ternatina (SILVEIRA; PESSOA, 2005).

Estudos anteriores mostraram a atividade farmacoldgica da ternatina. Esse
flavondide possui atividade no Sistema Nervoso Central (MELO et al., 1993), tem
propriedadeS anti-anafilatica, (SOUZA, 1992), anti-trombodtica (SOUZA, 1994),
gastroprotetora e antidiarréica (RAO et al., 1997), além de ser capaz de inibir a
peroxidacgao lipidica (SOUZA, 1997) e a hepatoxicidade induzida por acetaminofeno
(SOUZA, 1998), O dleo essencial isolado de Egletes viscosa mostrou atividade

antinociceptiva, anticonvulsivante e bactericida (SOUZA, 1998).

Com o desenrolar dos estudos quimicos-farmacolégicos, devido a
necessidade de aquisicado de mais macela comercial para obtencado e fornecimento
de ternatina, verificou-se que uma amostra de macela forneceu um 6leo essencial
com composicao diferente daquela ja conhecida motivando o estudo também de
seus constituintes quimicos ndo volateis. O constituinte majoritario do 6leo essencial
foi caracterizado como uma molécula inédita na literatura derivada do [B-pineno,
isdmero constitucional do acetato de trans-pinocarveila, denominado de acetato de
cis-isopinocarveila. Os principais componentes nao volateis foram a ternatina, e um
outro diterpeno furénico, também clerodanico, a dilactona conhecida como
bachotricuneatina, isolada anteriormente de Bacharis tricuneata, outra Asteraceae
(SILVEIRA; PESSOA, 2005).

Observando-se a diferenga entre os 6leos essenciais, procurou-se saber se
as plantas também possuiam diferengas morfolégicas. Em colaboragcdo com o

Departamento de Quimica, o Departamento de Agronomia da UFC conseguiu
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desenvolver técnicas de cultivo para se obter os dois possiveis quimiotipos de
Egletes viscosa Less. Apds o cultivo, foram detectadas diferengcas morfolégicas
entre as plantas e a analise botanica esta em andamento para confirmar a existéncia

de dois quimiotipos (Figura 4).

MACELA B
Figura 4 — Egletes viscosa: quimiotipos A e B (Adaptado a partir de SILVEIRA,;
PESSOA, 2005).

Mais recentemente, os estudos quimicos foram estendidos aos chas
propriamente ditos, em virtude de ser esta a forma terapéutica usada
tradicionalmente. A infusdo aquosa liofilizada dos capitulos florais de macela do tipo
A, produzida em canteiros experimentais da UFC, foi submetida a prospecgao
quimica através de parti¢cao liquido-liquido, cromatografia de exclusdo em Sephadex
LH 20 e cromatografia de adsor¢cdo em gel de silica permitindo o isolamento de
grandes quantidades de um sal inorganico nao identificado, ternatina, acido
centipédico e a lactona do acido hawtriwaico. O mesmo tipo de analise para a
infusao liofilizada obtida a partir da macela B, levou ao isolamento também de um
sal inorganico, de ternatina, bachotricuneatina e escopoletina (SILVEIRA; PESSOA,
2005).
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1.5.3 Acido centipédico e lactona do acido hawtriwaico

Isolado da Egletes viscosa Less, o acido centipédico, um diterpeno clerodano
de cadeia linear € o componente maijoritario isolado da E. viscosa e possui atividade
relaxante em jejuno isolado de rato sobre as contragdes induzidas por acetilcolina e
serotonina (SIMOES, 1989), assim como atividade antinociceptiva e gastroprotetora
(GUEDES, 2002).

A lactona do acido hawtriwaico, também um diterpeno clerodano, € um dos
componentes majoritarios presentes nos capitulos florais da planta. Estudos
mostram a sua atividade antiproliferativa em linhagens de células cancerosas
humanas in vitro com inibicdo da sintese de DNA (PESSOA, 2000), atividade
antinociceptiva e gastroprotetora (GUEDES, 2002), bem como acéao
antiedematogénica (MELO et al., 2006).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Atualmente nas
regides mais pobres do Brasil, plantas medicinais sdo encontradas em feiras livres,
mercados populares ou mesmo nos quintais das casas e sdo usadas no combate a
doengas (MACIEL, 1997). Todavia, uma variedade de plantas necessita ser
cientificamente estudadas para assegurar sua qualidade, seguranca e eficacia
(CALIXTO, 2005).

A selecdo de espécies vegetais para pesquisa e desenvolvimento baseada na
alegacédo de um dado efeito terapéutico em humanos pode se constituir num valioso
atalho para a descoberta de farmacos ja que seu uso tradicional pode ser

considerado uma pré-triagem quanto a utilidade terapéutica (ELIZABETSKY, 2001).

Considerando-se que as doencas de pele, em particular as dermatites de
contato ocupacionais, continuam sendo uma importante causa de afastamento do
trabalho (LIM; GONN, 2007). Apesar do enorme progresso alcangado nas ultimas
décadas com relagdo ao entendimento da fisiopatologia da dermatite de contato, a
droga ideal para o tratamento das dermatites de contato tanto irritativa quanto
alérgica, que possa ser utilizada topicamente, com alta eficacia e com poucos efeitos
adversos continua sendo um alvo de pesquisa (COHEN; HEIDARY, 2004).

A importancia de constituintes de plantas medicinais como os terpenos,
alcaldides e polissacarideos em tratamento de doencgas inflamatdrias ja esta bem
demonstrado (DARSHAN; DORESWAMY, 2004). Este trabalho de pesquisa visa
avaliar o potencial antiinflamatério, em modelos animais de dermatites, de alguns

terpenos presentes em plantas de vasta ocorréncia no nordeste brasileiro.

O diterpeno acido centipédico possui atividade relaxante muscular,
antinociceptiva e gastroprotetora enquanto que a lactona do acido hawtriwaico ja
demosntrou efeito antiproliferativo, antinociceptivo, gastroprotetor e

antiedematogénico.
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Tais evidéncias sugerem o potencial destes compostos e da planta da qual

foram originados no tratamento de males que afligem os homens.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito dos terpenos acido centipédico e lactona do acido hawtriwaico

em modelos animais de dermatite de contato.

3.2. Objetivos especificos

% Avaliar a toxicidade aguda dos terpenos

+ Avaliar a atividade antiedematogénica dos terpenos no modelo de dermatite de

contato irritativa induzida por TPA em camundongos.

+«+ Avaliar a atividade dos terpenos sobre os niveis teciduais de mieloperoxidase e de
TNF-a assim como no estudo histopatoléogico no modelo de dermatite de contato

irritativa induzida por TPA em camundongos.

« Avaliar a atividade dos terpenos na hiperplasia da epiderme, sobre o0s niveis
teciduais de INF-y e no estudo histopatolégico no modelo de dermatite de contato

alérgica induzida por oxazolona em camundongos.
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4. MATERIAIS

4.1. Material Botanico

A Egletes viscosa Less, foi coletada na plantagcdo experimental do
Departamento de Agronomia da UFC e autenticada pelo Prof. Edson de Paula
Nunes e depositada no Herbario Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da
UFC (#16327). A lactona do acido hawtriwaico e o acido centipédico foram obtidos a
partir dos capitulos florais da Egletes viscosa Less no Departamento de Quimica

Orgéanica e Inorgéanica da UFC pelo Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira.

4.2. Animais Experimentais.

Camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss Webster, adultos,
machos, pesando entre 25 e 30g, provenientes do Biotério Setorial do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia e do Biotério Central da UFC foram mantidos em
caixas de prolipropileno, a temperatura média de 24 + 2°C em ciclos de claro-escuro
de 12/12 horas, recebendo ragdo padrdo (Purina Chow) e agua a vontade. O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) da UFC (protocolo n°. 25/06).



4.3. Drogas e Reagentes

PRODUTO

Acido cloridrico P.A

Acetona P.A

Alcool etilico absoluto P.A

Azeite de oliva

Brometo de hexadeciltrimetilaménio-
(HTAB)

Citrato de sodio

Cloreto de sédio P.A

Cloreto de Potassio P.A
Dexametasona

EDTAP.A

Fosfato de sédio monobasico P.A
Fosfato de sédio dibasico P.A
Hidrocloreto de o- dianisidine
Nitrogénio liquido

Oxazolona
13-acetato-12-o-tetradecanoil-forbol
(TPA)

Peroxido de Hidrogénio P.A
Trisma base

Tween 80

Tween 20
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ORIGEM
Synth
Synth
Pro Analysis
Galo
Sigma

Reagen

Sinth

Vetec

Medley
Sigma
Reagen
Reagen
Sigma

White Martins
Sigma

Sigma
Vetec
Sigma
Sigma
Sigma



4.4. Equipamentos

Produtos
Analisador Bioquimico RA 50
Balancga para animais (mod. MF-6)
Balancga analitica (mod. AX-200)
Centrifuga refrigerada (0206281)
Leitor de placas (mod. DTX 880)
Micropipetas

Paquimetro Digital (100.174B)

Origem

Bayer

Filizola
Shimadzu, Japao
Cientec
Backman Coulter
Biohit

Digimess
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5. METODOS

5.1. Obtengio do Acido Centipédico

A extragcdo exaustiva de 2.580g de capitulos florais de Egletes viscosa,
previamente moidas e utilizando cloroférmio como solvente, forneceu, apés filtragao
e destilagdo sob pressao reduzida, 200,86 g (7,79 %) de extrato com consisténcia

graxosa de cor verde escuro, que foi denominado EVBFLC.

Duzentos gramas (200,86 g) de EVBFLC foram adsorvidos em 300,00 g de
silica gel, pulverizados em gral de porcelana e acondicionados sobre uma camada
de 50,00 g de gel de silica em funil cilindrico de 10 cm de didametro interno. Apos
eluicdo com hexano seguido de cloroférmio, acetato de etila e etanol, separando-se

as fragoes.

Cerca de 56,87 g do extrato hexanico (EVBFLC-H) foram dissolvidos em 100
mL de etanol e acondicionados em baldo de 1000 mL, junto com 300 mL de NH,OH
sob agitacao. Apos 24 horas 700 mL de agua destilada foram adicionados a mistura,
a retirada da gordura foi realizada com éter de petréleo (5 X 100 mL). A solugéo
aquosa contendo os sais dos acidos, foi acidificada com HCI até pH 2 e extraida
com diclorometano (6 x 100mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sddio
anidro e o solvente destilado sob pressao reduzida, obtendo-se 30,75 g de um dleo

amarelo claro denominado EVBFLC-1.

O EVBFLC-1 foi caracterizado como sendo Acido Centipédico (Figura 5).
Esta metodologia foi realizada pelo Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira do

departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC (Figura 6).

Figura 5. Estrutura quimica do Acido Centipédico.
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2. Extragdo com
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EVBFLC (200,86g)

: Cromatografia filtrante em silica
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1.NH4OH
O 2. Eter de petroleo

3. HCl
4. Extracao com CH3CL2
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1.Na,SO;4 (anidro)
2. Destilagao

Figura 6: Método de obtengao do acido centipédico.

VBFLC-1 (30,75g
DO CENTIPED




58

5.2. Obtencao da lactona do acido hawtriwaico

Dois quilos e meio de capitulos florais de Egletes viscosa foram extraidos com
3 a 5 litros de uma solucdo binaria de hexano/acetato de etila 1:1. O solvente foi
removido através de pressao reduzida para produzir 215,0g de um extrato viscoso
amarelo (EV-HA). Uma aliquota de EV-HA (103g) foi adsorvida em silica gel (4009g) e
grosseiramente dividida sobre uma camada de silica gel (100,0g) por eluicdo com
éter de petréleo (2,0L) e acetato de etila (2,0L). A fragdo eluida com éter de
petréleo/diclorometano 1:1 (47,8g) foi adsorvida em silica gel e cromatografada
sobre uma pequena camada de silica gel (20,0g) por eluigdo com uma mistura
binaria de éter de petrdleo/acetato de etila com polaridade crescente. Da fragao F15-
17, eluida com éter de petréleo/acetato de etila 1:1, foi formado um precipitado. A
filtracdo e recristalizagdo com metanol forneceu 3,1g de um pé fino idéntico (TLC,
mp, IR '"H e ®C) ao diterpeno clerodano lactona do acido hawtriwaico (Figura 7)
(LIMA, 1996). Esta metodologia foi realizada pelo Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira

do Departamento de Quimica Orgénica e Inorgénica da UFC (Figura 8).

Figura 7. Estrutura quimica da lactona do acido hawtriwaico.
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5.3 Toxicidade aguda e efeitos comportamentais do acido centipédico

Na avaliacdo dos efeitos comportamentais e determinacdo da toxicidade
aguda do acido centipédico (AC) foram utilizados camundongos Swiss (25-309),
escolhidos aleatoriamente, separados em grupos de 10 animais cada, e mantidos
em jejum por 12 horas. O AC foi administrado, por via oral, em doses crescentes de
500; 1000 e 2000 mg/kg no volume de 10 mL/kg. O grupo controle recebeu igual
volume de veiculo (3% de Tween 80 em agua destilada). Os animais foram
observados 30, 60, 90, 120, 150 e 180min apds a administracdo de AC e entdo em

intervalos de 24 horas até completarem 72 horas.

Os parametros observados quanto as alteragbes comportamentais e nos
padrées fisiologicos de evacuagdo e micgcdo e quanto ao numero de mortes

ocorridas no periodo de setenta e duas horas.

5.4 Dermatite de Contato Irritativa induzida por TPA

A dermatite foi induzida de acordo com o método descrito por Recio et al
(2000) com uma aplicagao tépica de 10 pl de uma solugdao de TPA em acetona (2,5
pl/orelha) na orelha esquerda de camundongos Swiss machos, pesando entre 25-
30g e divididos em grupos de dez animais. A espessura da orelha, que quantifica o
edema, foi registrada antes e quatro horas apds a indugédo da inflamagao fazendo
uso de um paquimetro digital (100.174B/ DIGIMESS). Apds o registro do edema, na
quarta hora apos a aplicacdo do TPA, os animais foram sacrificados e amostras de
tecidos das orelhas (5mm) coletadas para a determinacéo da mieloperoxidase e do
TNF-a, assim como para a realizagdo do estudo histopatologico. Os terpenos foram
aplicados topicamente num volume de 10 pl simultaneamente ao TPA ou num

volume de 10ml/Kg por via oral 45 min antes da aplicagdo do TPA.

Os terpenos lactona do acido hawtriwaico e acido centipédico fora utilizados
por via tépica nas doses de 0,125; 0,25 e 0,5 mg/orelha e por via oral nas doses de
12,5; 25 e 50 mg/kg. O controle positivo foi a dexametasona, administrada topica e

oralmente nas doses de 0,5mg/orelha e 1 mg/kg, respectivamente.
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5.5 Determinacao da atividade de Mieloperoxidase (Bradley, 1982)

Os neutréfilos sdo considerados a primeira linha de defesa do corpo por
serem recrutados rapidamente ao local da inflamagdo através da quimiotaxia
(ABBAS et al.,, 2002). O aumento significativo da atividade da mieloperoxidase
(MPO) tem uma proporcao direta ao numero de neutréfilos infiltrados no tecido,
portanto pode se utilizar sua atividade como indice de migracao leucocitaria e de
estresse oxidativo (SIMPSON et al., 1988; KOMATSU et al., 1992; PERALTA et al.,
1993).

Camundongos Swiss machos, pesando entre 25-30g, divididos em grupos de
6 animais foram sacrificados quatro horas apdés a administracdo do TPA, as
amostras de orelhas foram retiradas, fazendo-se uma excisédo de 5mm, e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Apds o congelamento, as amostras
foram homogeneizadas em uma solugdo de Brometo de hexadeciltrimetilambnio
0,5% (HTAB) em tampao fostato 50mM pH 6.0 (1 ml por 50g do tecido). O
homogenato foi submetido a trés ciclos de congelamento, 5 minutos (-70° C) e
descongelamento (15 segundos no sonicador). As amostras foram entao
centrifugadas a 4000rpm numa temperatura de 4° C por 15 minutos para remover o
material insoluvel. A MPO contida no sobrenadante (0,1ml) foi analisada
espectrofotométricamente apds a adicao de 2,9ml de tampao fosfato (50mM pHG6)
contendo 0,167mg/ml de hidrocloreto de 6 — dianisidine e 0,0005% de perdxido de
hidrogénio. As cinéticas de mudang¢a na absorbéncia a 470nm foram medidas no
tempo 0 e 5 minutos (BRADLEY et al.,1982).

5.6 Determinacgao dos niveis teciduais de TNF-a

A administracdo de anticorpos anti-TNF tem mostrado papel importante nas
dermatites de contato alérgica e irritativa (PIGUET et al., 1991, PIGUET et al., 1987).

Camundongos Swiss machos, pesando entre 25-30g, divididos em grupos de
6 animais foram sacrificados apds quatro horas da aplicagdo do TPA, os grupos
tratados com os terpenos acido centipédico e lactona do acido hawtriwaico, todos

aplicados topicamente na dose de 0,5mg/orelha, tiveram as amostras de orelhas
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retiradas fazendo-se uma excisdo de 5 mm e homogeneizadas em tampéao Tris —
HCI 50 mM (pH 7,5) com 1mM de EDTA, o homogenato foi entdo incubado no gelo
por 15 minutos. Os homogenatos foram entdo centrifugados a 10,000 x g por 10
minutos (MURAKAWA et al., 2006).

Apos a centrifugagdo, os sobrenadantes foram separados e os niveis de
TNF-a determinados, utilizando para isso um KIT de ELISA para TNF-a de
camundongos (R&D — MTAO00). O procedimento foi realizado de acordo com as

instrucdes do fabricante.

5.7 Dermatite de Contato Alérgica Induzida por Oxazolona

A inducdo da dermatite por oxazolona foi realizada de acordo com o método
descrito por Young & Young (2000). Camundongos Swiss machos pesando entre
25-30g, divididos em grupos de dez animais, foram sensibilizados, por dois dias
consecutivos, com aplicagao topica de 50ul de oxazolona 2% em etanol absoluto no
abdémen anteriormente tricotomizado. Apds 6 dias da sensibilizagdo, um total de
20ul de oxazolona 1% em uma mistura de acetona e azeite de oliva (4:1) foi aplicada
nos dois lados da orelha esquerda dos animais, sendo este considerado o primeiro

dia de tratamento. O procedimento foi repetido a cada 72 horas durante 19 dias.

Os terpenos lactona do acido hawtriwaico e acido centipédico fora utilizados
por via tépica nas doses de 0,125; 0,25 e 0,5 mg/orelha num volume de 20 pl na
orelha esquerda dos animais 30 minutos antes e 3 horas apds cada aplicagao de
oxazolona ou administrados por via oral nas doses de 12,5; 25 e 50 mg/kg, 45
minutos antes da oxazolona. A dexametasona foi utilizada como controle positivo as

doses de 0,05 mg/orelha, por via topica e 1 mg/Kg por via oral.

A espessura das orelhas, que quantifica a hiperplasia da epiderme, foi
registrada 72 horas apos cada aplicagcdo de oxazolona, usando para isso um
paquimetro digital (100.174B/ DIGIMESS). No ultimo dia de tratamento, 19° dia, 6
horas apds a ultima aplicagdo de oxazolona, os animais foram sacrificados e
amostras de tecidos das orelhas (5mm) foram retiradas e processadas para

determinagao do INF-y assim como para realizacdo do estudo histopatolégico.
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5.8 Determinacgao dos niveis teciduais de INF —y

O IFN-y é crucial para o desenvolvimento da hiperplasia da pele em modelos
animais de dermatite (SPERGEL et al., 1999).

Camundongos Swiss machos, pesando entre 25-30g foram sacrificadoss seis
horas apos a ultima aplicagao de oxazolona, ou seja, no dia 19, os grupos tratados
com os terpenos acido centipédico e lactona do acido hawtriwaico, todos aplicados
topicamente na dose de 0,5mg/orelha, submeteram-se a retirada das amostras de
orelha fazendo-se uma excisdo de 5mm e homogeneizadas em 1 ml de uma solugéo
de PBS com tween 20 a 0,1%. O homogenato foi entdo, por duas vezes, congelado
a -30°C por 30 minutos e em seguida descongelado no banho maria a 37°C por 15
minutos. Em seguida as amostras foram individualmente submetidas a 15 segundos
no sonicador. Os homogenatos foram centrifugados durante 5 minutos a 13,000xg, o
sobrenadante retirado e estocado a -30°C até o momento de determinar a citocina
(KITAGAKI et al., 1997).

Para quantificar dos niveis teciduais de INF—y, usou-se um KIT de ELISA de
INF- y para camundongos (R&D- MIF00). O procedimento foi realizado de acordo

com as instrugdes do fabricante.

5.9 Avaliagao Histopatologica

Para verificagdo das alteracbes teciduais microscopicas da orelha foram
realizados cortes histologicos de todos os grupos tratados no modelo de dermatite
de contato induzido por TPA e por oxazolona. O tecido foi fixado em formaldeido
tamponado 10% e incluido em parafina. Os cortes foram obtidos através de
microtomo 4 um, corados em laminas com hematoxilina-eosina e examinadas a
microscopia oOtica. A analise histopatoldgica fo realizada pela Profa. Dra. Gerly Anne

Castro de Brito do Departamento de Morfologia da UFC.

Dentre os parametros utilizados para a determinacdo do dano tecidual,
incluiu-se o infitrado de mono e poliforfonucleares, o edema, a hiperplasia

epidérmica e a destruicao tecidual.
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5.10 Analise Estatistica

Os resultados s&o expressos como média + erro padrédo da meédia (E.P.M).
Para comparacao multipla dos parametros foi utilizada a Analise de Variancia
(ANOVA), e o nivel de significancia entre os grupos foi determinada pelo teste de

Student Newman Keul.

Em todas as analises, considerou-se estatisticamente significante valores de
p< 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Obtencao do acido centipédico

A obtencdo do acido centipédico a partir dos capitulos florais de Egletes

viscosa Less teve um rendimento de aproximadamente 1,19%.

6.2. Obtencao da lactona do acido hawtriwaico

A extragao da lactona do acido hawtriwaico a partir dos capitulos florais de

Egletes viscosa Less produziu um rendimento de aproximadamente 0,12%.

6.3 Toxicidade aguda e efeitos comportamentais do acido centipédico

A administracdo oral de doses de 500, 1000 e 2000 mg/kg do &cido
centipédico (AC) nao produziu alteragdes comportamentais ou alteragdes nos
padrdes fisioldgicos de evacuagdo e micgado. Nao foram observadas mortes durante

o periodo de observacgao de 72 horas.

6.4. Atividade dos terpenos aplicados topicamente no modelo de dermatite de

contato irritativa induzida por TPA em camunongos

6.4.1. Edema de orelha induzido por TPA

A Figura 9 demonstra o efeito antiedematogénico da administracao tépica
dos terpenos acido centipédico e da lactona do acido hawtriwaico, no edema de

orelha induzido por TPA em camundongos.

O acido centipédico nas doses 0,125; 0,25 e 0,5 mg/orelha, via topica,
reduziu, de forma significativa (p<0,05), o edema de 0,090 £ 0,007mm (veiculo) para
0,049 + 0,004mm; 0,040 + 0,007mm; 0,035 + 0,005 mm (45,5; 55,5 e 61,1%),

respectivamente (Figura 9).
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A lactona do acido hawtriwaico nas doses 0,125; 0,25 e 0,5 mg/orelha
reduziu, de forma significativa (p<0,05), o edema de 0,090 £ 0,007mm (veiculo) para
0,060 £ 0,005mm; 0,052 + 0,006mm e 0,033 + 0,003mm (33,3; 42,2 e 63,3%),

respectivamente (Figura 9).

A dexametasona, um antiinflamatério esteroidal, utilizado como controle
positivo, reduziu significantemente (p<0,001) o edema induzido pelo TPA de 0,090 +
0,007mm (veiculo) para 0,009 + 0,003145mm (90%) (Figura 9).
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Figura 9 — Efeito dos terpenos administrados por via tépica no edema de
orelha induzido por TPA em camundongos. Veiculo (3% de Tween 80 em agua
destilada, 10ul/orelha), acido centipédico (AC; 0,125; 0,25 e 0,5 mg/orelha), lactona
do acido hawtriwaico (LAH; 0,125; 0,25 e 0,5 mg/orelha) e dexametasona (DEXA;
0,05mg/orelha) foram administrados simultaneamente a aplicagdo topica do TPA
(2,5u/10ul/orelha) na superficie da orelha esquerda. O mesmo volume de acetona foi
aplicado na orelha contralateral. Os valores representam a média + E.P.M do edema
de orelha (mm) registrado apds 4h da aplicacdo do TPA. Foram utilizados 10
animais por grupo. ?p<0,05 vs acetona; ®r<0,05 vs veiculo (ANOVA e teste de

Student Newman Keul).
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6.4.2. Atividade de Mieloperoxidase

A figura 10 mostra o efeito antiinflamatério da administragcdo tépica dos
terpenos acido centipédico e lactona do acido hawtriwaico, através da diminuicdo da
atividade de mieloperoxidase, em densidade Optica, induzida pela aplicagao tépica

de TPA em camundongos.

Ambos os terpenos diminuiram a atividade de mieloperoxidase de forma

significativa (p< 0,05).

O acido centipédico nas doses 0,125; 0,25 e 0,5mg/orelha via tépica, reduziu
a atividade de mieloperoxidase de 0,192 + 0,035 (veiculo) para 0,046 + 0,0120;
0,029 £ 0,015 e 0,018 £ 0,004 (75,9; 84,1 e 90,1%), respectivamente (Figura 10).

A lactona do acido hawtriwaico nas doses 0,125; 0,25 e 0,5mg/orelha via
tépica, reduziu a atividade da mieloperoxidase de 0,259 + 0,024 (veiculo) para 0,036
+ 0,004; 0,026 £ 0,013 e 0,0102 £ 0,003 (83,8; 89,6 e 94,6%), respectivamente
(Figura 10).

A dexametasona, utilizada como controle positivo, reduziu a atividade da
MPO em 96,2% (Figura 10).
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Figura 10. Efeito dos terpenos administrados por via topica na atividade de
mieloperoxidase induzidos por TPA em camundongos. Veiculo (3% de Tween
80, via topica, 10ul/orelha), acido centipédico (AC 0,125; 0,25 e 0,5 mg/orelha via
tépica), lactona do acido hawtriwaico (LAH 0,125; 0,25 e 0,5 mg/orelha via topica ) e
dexametasona (0,05mg/orelha, via topica) foram administrados simultaneamente a
aplicacao tépica do TPA (2,5u/ 10ul/ orelha) na superficie da orelha esquerda. O
mesmo volume de acetona foi aplicado na orelha contralateral. Os valores
representam a média £ E.P.M dos niveis teciduais de mieloperoxidase (densidade
optica). Foram utilizados 6 animais por grupo. ®p<0,05 vs acetona; ®p<0,05 vc
veiculo (ANOVA e teste de Student- Newman-Keul).
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6.4.3 Niveis teciduais de TNF-a

A figura 11 mostra o efeito dos terpenos sobre os niveis teciduais de TNF- a
induzidos pela aplicagao topica de TPA. O acido centipédico e a lactona do acido
hawtriwaico diminuiram os niveis teciduais de TNF-o em 16,6 e 67,6%
respectivamente. A dexametasona, usada como controle positivo, foi capaz de

anular totalmente a agao do TPA sobre os niveis teciduais de TNF-a
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Figura 11. Efeito dos terpenos acido centipédico e lactona do acido
hawtriwaico administrada por via tépica nos niveis teciduais de TNF-a
induzidos por TPA em camundongos. Veiculo (3% de Tween 80, via topica,
10ul/orelha), acido centipédico (AC) e lactona do acido hawtriwaico (LAH), todos por
via tépica na dose de 0,5mg/orelha e dexametasona (0,05 mg/orelha) foram
administrados simultaneamente a aplicagao topica do TPA (2,5u/ 10ul/ orelha) na
superficie da orelha esquerda. O mesmo volume de acetona foi aplicado na orelha
contralateral. Os valores representam a média + E.P.M dos niveis de TNF-a (pg/ml).
Foram utilizados 6 animais por grupo. ?p<0,05 vs acetona; 5<0,05 vc veiculo
(ANOVA e teste de Student- Newman-Keul).
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6.4.4 Analise Histolbgica

A administracdo de TPA (2.5ug/orelha) induziu um edema intenso e infiltrado
de células inflamatérias com presenga de células mononucleares e
polimorfonucleares (Fig 12B). O tratamento com dexametasona (0.05mg/orelha),
acido centipédico (0.5mg/orelha) e lactona do acido hawtriwaico (0.5mg/orelha
diminuiu o edema da derme e a infiltragdo de células inflamatérias (Fig.12 C, D e E

respectivamente). Figura 12.
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Figura 12. Analise histolégica de orelhas de camundongos submetidos a
indugcdao de DCI por TPA. A: controle veiculo; B: grupo tratado com TPA
(2.5pg/orelha) mostrando edema intenso, infiltragdo de células inflamatérias com
presenca de células mononucleares e polimorfonucleares; C: Dexametasona
(0.05mg/ orelha) + TPA; D: acido centipédico (0.5mg/ orelha) + TPA; E: LAH (0.5mg/
orelha) + TPA. O tratamento com dexametason, acido centipédico e lactona do acido
hawtriwaico melhorou o edema e o infiltrado de células inflamatdrias. Hematoxilina-
eosina X 100.
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6.5 Efeito dos terpenos administrados por via oral o medelo de dermatite de
contato irritativa induzida por TPA em camundongos

6.5.1 Edema de orelha induzido por TPA

A figura 13 mostra o efeito antiedematogénico da administracdo oral dos
terpenos acido centipédico e lactona do acido hawtriwaico no edema de orelha

induzido por TPA em camundongos.

O acido centipédico nas doses 12,5; 25 e 50 mg/kg v.o., reduziu, de forma
significativa (p< 0,05), o edema de 0,082 + 0,005mm (veiculo) para 0,043 *
0,006mm; 0,033 += 0,007mm e 0,026 * 0,006mm (46,6; 59,3 e 67,9%),

respectivamente (Figura 13).

A lactona do acido hawtriwaico nas doses 12,5; 25 e 50 mg/kg v.o., reduziu,
de forma significativa (p< 0,05), o edema de 0,082 £ 0,005mm (veiculo) para 0,042 +
0,004mm; 0,033 = 0,003mm e 0,023 = 0,006mm (58,7; 59,7 e 71,0%),

respectivamente (Figura 13).

A dexametasona, antiinflamatorio esteroidal utilizado como controle positivo,
reduziu sensivelmente o edema induzido por TPA de 0,0820 + 0,005925mm
(veiculo) para 0,0220 £ 0,005416mm (73,1%).



75

0.
0.
E o.
E
s O.
£ ab
() 0 . T ab
E b - ab ab
0. T -
0. E
0.
12.5 25 50 12.5 25 50 1 mo/orelha
Acetona Veiculo AC LAH DEXA
TPA

Figura 13. Efeito dos terpenos administrados por via oral no edema de orelha
induzido por TPA em camundongos. Veiculo (3% de Tween 80, via topica,
10ul/orelha), acido centipédico (AC 12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o ) lactona do acido
hawtriwaico (12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0) e dexametasona (1 mg/kg, v.0) foram
administrados 45 min antes da aplicagdo tépica do TPA (2,5u/ 10ul/ orelha) na
superficie da orelha esquerda. Os valores representam a média + E.P.M do edema
de orelha (mm). Foram utilizados 10 animais por grupo. ?p<0,05 vs acetona; °p<0,05

vc veiculo (ANOVA e teste de Student- Newman-Keul).
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6.5.2 Atividade de Mieloperoxidase

A figura 14 mostra o efeito antiinflamatério da administragdo oral dos
terpenos acido centipédico e lactona do acido hawtriwaico, através da diminui¢ao da
atividade de mieloperoxidase, em densidade O6ptica, induzida pela aplicagao tépica

de TPA em camundongos.

Todos os terpenos reduziram a atividade de mieloperoxidase de forma

significativa (p<0,05).

O acido centipédico nas doses 12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o, reduziu a atividade
de mieloperoxidase de 0,190 + 0,009 (veiculo) para 0,045 + 0,008; 0,035 + 0,008 e
0,029 + 0,005 (76,2; 81,4 e 84,4%), respectivamente (Figura 14).

A lactona do acido hawtriwaico nas doses 12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o, reduziu a
atividade de mieloperoxidase de 0,190+ 0,009 (veiculo) para 0,043 £ 0,001; 0,039 +
0,003 e 0,026 + 0,004 (77,2; 79,1 e 86,2%), respectivamente (Figura 14).

A dexametasona, administrada oralmente, reduziu a atividade da MPO para
0,008 + 0,001, o que representa uma redugdo de 95,6% quando comparada ao

controle veiculo.
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Figura 14. Efeito dos terpenos administrados por via oral na atividade da

mieloperoxidase induzidos por TPA em camundongos. Veiculo (3% de Tween

80, via topica, 10pl/orelha), acido centipédico (AC12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0), lactona

do acido hawtriwaico (LAH 12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0) e dexametasona (1 mg/kg, v.0)

foram administrados 45 min antes da aplicagéo topica do TPA (2,5u/ 10ul/ orelha) na

superficie da orelha esquerda. Os valores representam a média £ E.P.M dos niveis

de mieloperoxidase (densidade Optica). Foram utilizados 6 animais por grupo.

4p<0,05 vs acetona; "p<0,05 vc veiculo (ANOVA e teste de Student- Newman-Keul).
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6.6 Atividade dos terpenos aplicados topicamente no modelo de dermatite de

contato alérgica induzida por oxazolona

6.6.1 Hiperplasia epidérmica induzida por oxazolona

As figuras 15 e 16 mostram o efeito dos terpenos acido centipédico e lactona
do acido hawtriwaico administrados topicamente na hiperplasia epidérmica induzida
por oxazolona em camundongos através da variagcdo da espessura da pele da

orelha dos animais.

O acido centipédico nas doses 0,25 e 0,5 mg/orelha, via topica, reduziu de
forma significativa (p< 0,05) a hiperplasia epidérmica da orelha induzida por

oxazolona (1%/orelha) em todos os periodos de observagao (4° - 19° dia).

Na dose de 0,125mg/orelha, via tépica, o acido centipédico reduziu de forma
significativa (p< 0,05) a hiperplasia epidérmica da orelha induzida por oxazolona

(1%/orelha) somente no 7°, 13° e 19° dia de obsevagéao (Figura 15).

A lactona do acido hawtriwaico aplicada topicamente na dose de 0,5
mg/orelha diminuiu significativamente (p< 0,05) a hiperplasia induzida por oxazolona
(1%/orelha ) em todos os periodos de observagéo (4° - 19° dia), enquanto que nas
doses de 0,125 e 0,25 diminui a hiperplasia epidérmica de forma significativa (p<
0,05) nos dias 4, 7, 10, 13,19 e 7, 13, 19, respectivamente (Figura 16).

A dexametasona, antiinflamatoério esteroidal usado como controle positivo,

anulou o efeito da oxazolona sobre a hiperplasia epidérmica.
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Figura 15. Efeito do acido centipédico e dexametasona administrados por via
téopica sobre a hiperplasia epidérmica da orelha induzida por oxazolona em
camundongos. Acido centipédico (AC) foi aplicado por via tépica, nas doses 0,125;
0,25 e 0,5 mg/orelha e a dexametasona na dose de 0,05mg/orelha. Seis dias apds a
sensibilizagcdo, a oxazolona foi aplicada nos dois lados da orelha esquerda dos
animais a cada trés dias. O acido centipédico e a dexametasona foram aplicados
topicamente na orelha 30 min antes e trés horas depois de cada aplicacdo de
oxazolona. Os valores representam a média + E.P.M da espessura da orelha (mm).
Foram utilizados 10 animais por grupo. * p<0,05 vs controle oxazolona; ** p< 0,001

vs controle oxazolona.
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Figura 16. Efeito da lactona do acido hawtriwaico e dexametasona
administrados por via topica sobre a hiperplasia epidérmica da orelha induzida
por oxazolona em camundongos. A lactona do acido hawtriwaico (LAH) foi
aplicada via tépica, nas doses 0,125; 0,25 e 0,5 mg/orelha e a dexametasona na
dose de 0,05mg/orelha. Seis dias apds a sensibilizagdo, a oxazolona foi aplicada
nos dois lados da orelha esquerda dos animais a cada trés dias. A lactona do acido
hawtriwaico e a dexametasona foram aplicados topicamente na orelha 30 min antes
e trés horas depois de cada aplicagdo de oxazolona. Os valores representam a
média + E.P.M da espessura da orelha (mm). Foram utilizados 10 animais por grupo.

* p<0,05 vs oxazolona; ** p< 0,001 vs controle oxazolona.
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6.6.2 Niveis teciduais de INF-y

A figura 17 mostra o efeito dos terpenos sobre os niveis teciduais de IFN-y
induzidos por varias aplicagbes topicas de oxazolona em camundongos. O acido
centipédico e a lactona do acido diminuiram os niveis de IFN-y em 92,2 e 99,4%,
respectivamente. A dexametasona, usada como controle positivo, foi capaz de

diminuir a agdo da oxazolona sobre os niveis teciduais de IFN-y em 99,3%
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Figura 17. Efeito dos terpenos acido centipédico e lactona do acido
hawtriwaico, administrados por via topica, nos niveis teciduais de IFN-y
induzidos por oxazolona em camundongos. Veiculo (acetona via topica;
10ul/orelha), acido centipédico (AC) e lactona do acido hawtriwaico (LAH), por via
tépica na dose de 0,5mg/orelha e dexametasona (0,05mg/orelha). Seis dias apos a
sensibilizagdo, a oxazolona foi aplicada nos dois lados da orelha esquerda dos
animais a cada trés dias. Os terpenos e a dexametasona foram aplicados
topicamente na orelha 30 min antes e trés horas depois de cada aplicacdo de
oxazolona. Foram utilizados 6 animais por grupo. p<0,05 vs acetona; ®r<0,05 vc

veiculo (ANOVA e teste de Student- Newman-Keul).
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6.6.3 Analise Histologica

A administragdo de oxazolona (1%/orelha) induziu edema intenso além de
hiperplasia da epiderme e infiltragcdo de células inflamatdrias tanto mononucleares
como plimorfonucleares. O tratamento com dexametasona (0.05mg/ear), acido
centipédico e lactona do acido hawtriwaico foi capaz de reduzir o edema e o

infiltrado de células inflamatdrias (Figura 18).



84

Figura 18. Analise histolégica de orelhas de camundongos submetidos a
indugcao de DCA por oxazolona. A: oxazolona (2.5ug/orelha) mostrando edema
intenso na derme, hiperplasia da epiderme e infiltrado de células inflamatdrias com
presenca de células mononucleares e polimorfonucleares B: Dexametasona
(0.05mgl/orelha) + OXA; C: acido centipédico (0.5mg/orelha) + OXA; D: lactona do
acido hawtriwaico (0.5mg/orelha) + OXA;. O tratamento com dexametason e acido
centipédico melhorou o edema e o infiltrado de células inflamatdrias. O tratamento
com a lactona do acido hawtriwaico reduziu essas alteragdes histolégicas apenas

parcialmente. Hematoxilina-eosina. X 100.
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6.7 Atividade do acido centipédico administrado por via oral no modelo de
dermatite de contato alérgica induzida por oxazolona

A figura 19 mostra o efeito do terpeno acido centipédico administrado
oralmente, na hiperplasia epidérmica induzida por oxazolona em camundongos

através da variagao da espessura da pele da orelha dos animais.

N&o foi possivel avaliar o efeito da lactona do acido hawtriwaico administrada
oralmente na hiperplasia da epiderme induzida por oxalona por escassez do material

em questao.

O 4&cido centipédico nas doses 25 e 50mg/kg, v.o, melhorou de forma
significativa (p< 0,05) a hiperplasia epidérmica da orelha induzida por oxazolona

(1%/orelha) do 7° ao 19° dia de observacgao (Figura 19).

A dexamentasona, usada como controle positivo, diminuiu a espessura da

orelha de 40.00 £ 1.706mm (controle oxazolona) para 30.700 + 1.592mm.
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Figura 19. Efeito do acido centipédico e dexametasona administrados por via
oral sobre a hiperplasia epidérmica da orelha induzida por oxazolona em
camundongos. O acido centipédico, administrado via oral, nas doses 12,5; 25 e
50mg/kg e a dexametasona na dose 1mg/kg. Seis dias apds a sensibilizagado, a
oxazolona foi aplicada nos dois lados da orelha esquerda dos animais a cada trés
dias. O acido centipédico e a dexametasona foram administrados oralmente 45 min
antes de cada aplicagdo de oxazolona. Os valores representam a média + E.P.M da
espessura da orelha (mm). Foram utilizados 10 animais por grupo. * p<0,05 vs

oxazolona; ** p< 0,001 vs controle oxazolona.
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7. DISCUSSAO

A utilizagdo de plantas medicinais tornou-se um recurso terapéutico
alternativo de grande aceitagdo pela populagdo e vem crescendo junto a
comunidade médica, desde que sejam utilizadas plantas cujas atividades biologicas
tenham sido investigadas cientificamente, comprovando sua eficacia e seguranca
(CHECHINEL; YUNES, 1998; KINGORN, 2001).

A importancia das plantas medicinais deve-se também por sua contribuicao
como fonte natural de farmacos e por proporcionar grandes chances de obter-se
uma molécula protétipo devido a diversidade de constituintes presentes nestas
(KINGORN, 2001; MORETTO, 2000).

A Egletes viscosa, uma Asteraceae, popularmente denominada por macela ou
macela da terra, € uma erva bastante utilizada pela medicina popular, onde os
capitulos florais sao utilizados principalmente no tratamento de desordens
gastrintestinais (MATOS, 2002). Investigacbes cientificas com o extrato bruto, 6leo
essencial e com constituintes isolados, ternatina (flavanéide) e diterpenos (acido
centipédico e lactona do acido hawtriwaico) de de E. viscosa revelaram um espectro
de atividades farmacoldgicas que incluem atividade antiinflamatoira, antianafilatica,
gastroprotetora, hepatoprotetora, antiproliferativa, anticonvulsivante,
antiespasmadica e antimicrobiana (SIMOES, 1989; SOUZA, 1992; MELO, 1993;
SOUZA, 1994; SOUZA, 1997 e 1998; PESSOA e col. 2000; GUEDES et al., 2002;
MELO, 2006). Além disso, o extrato bruto da planta, assim como seus constituintes
quimicos isolados, ndo demonstraram toxicidade em doses de até 2g/kg (GUEDES,
2002; MELO, 2006). Deste modo, estes estudos pré-clinicos validam o uso popular

da E. viscosa, em termos de eficacia e seguranca.

Conhecendo a importancia da E. viscosa na medicina tradicional no
tratamento de doencas relacionadas ao processo inflamatério e sabendo que os
diterpenos acido centipédico e lactona do &acido hawtriwaico sédo constituintes
majoritarios nesta planta, o objetivo primario deste trabalho foi continuar as
pesquisas com esses diterpenos, avaliando o seu potencial antiinflamatoério e

antialérgico no edema de orelha induzido por TPA ou oxazolona em camundongos,
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modelos comumente utilizados para a pesquisa de agentes uteis na dermatite de
contato ou atépica (ZHANG; TINKLE, 2000; MURAKAWA et al., 2006).

A dermatite € uma inflamagédo polimorfica da pele. A fase aguda é
caracterizada por vermelhidao, prurido, inchago, vesiculas, com formagao de crostas
e escamas durante o processo de cicatrizagdo. A fase cronica é caracterizada por
ressecamento, hiperqueratose e fissuras da pele. Existem muitas formas de
dermatite, sendo as mais comuns a dermatite atépica e a hipersensibilidade de
contato (ROSS et al.,, 2001). Embora estas sejam completamente diferentes na
natureza e n&o relacionadas na sua patogénese, ambas exibem alteragdes
morfolégicas comuns na sua fase aguda, com formacéo de vesiculas, que causam a
ruptura da barreira epidérmica e a consequente perda da funcdo protetora da
epiderme (SCHWARZ, 2000).

Nas ultimas trés décadas, a prevaléncia da dermatite atopica e alérgica ou
dermatite de contato irritativa tem aumentado significativamente na populacéo,
causando consideraveis custos econdmicos e diminuindo a qualidade de vida dos
pacientes (MORTZ et al., 2001; KIEC-SWIERCZYNSKA; GATES, 2007; PONYAI et
al., 2007).

O tratamento da dermatite de contato irritativa € um dos maiores problemas
na clinica dermatoldgica. As drogas disponiveis, como os corticoides topicos e
inibidores da calcineurina como tracolimus e pimecrolimus, apesar de terem eficacia
estdo associados com efeitos adversos. Portanto ainda se faz necessario o
desenvolvimento de novos e seguros agentes tépicos antiinflamatérios para o
tratamento da dermatite (BREUER et al., 2005; BUYS, 2007).

A dexametasona, um corticosterdide usado clinicamente no tratamento das
desordens da pele, € conhecido por sua potente atividade antiinflamatoria e
imunossupressora, contudo seu efeito tépico pode causar intensa atrofia da pele, um
dos mais importantes efeitos colaterais de seu uso nas doencas cronicas
(SCHAFER-KORTING et al., 1996; OIKARINEN et al., 1998; ASHWELL et al., 2000).
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Estudos revelam que um grande percentual dos pacientes usa alguma forma
de medicina alternativa e complementar para o tratamento da dermatite de contato e
atopica, o que inclui o uso de plantas medicinais (VENDER, 2002; SIMPSON et al.,
2003; NICOLAQU et al., 2004).

Varios compostos terpénicos originados de plantas como o acido abiético de
Pimenta racemosa var. grissea, hypoestaxide de Hypoestes r0sea e marrubiin de
Marrubium vulgare demonstraram eficacia em modelo de edema de orelha em
camundongos induzido por varios agentes como histamina, bradicinina, capsaicina,
prostaglandina E;, 6leo de Croton, TPA ou oxazolona (FERNANDEZ et al., 2001;
OJO-AMAIZE et al., 2001; STULZER et al., 2006).

O edema de orelha induzido por diferentes irritantes fornece uma série de
modelos de inflamagao uteis para a avaliagdo de agentes sintéticos, substancias
isoladas de plantas, extratos vegetais, produtos marinhos, dentre outros, que podem
ser administrados por via tdpica ou sistémica. Além disso, o edema de orelha é um
método rapido e simples que requer pequenas quantidades das substancias a serem
testadas e fornece resultados reproduziveis. A via topica de administragao de drogas
(ex. corticoides) é preferida no tratamento de condigbes clinicas como eczema,

dermatite atdpica, seborréica e psoriase (Gabor, 2003).

A aplicacao tépica do ativador de proteina quinase C e promotor tumoral, 13-
acetato de 12-o-tetradecanoilforbol (TPA), € um modelo valido para a avaliacéo de
compostos com potencial e eficacia na terapia antiinflamatoria tépica. A aplicagao
unica de TPA induz estresse oxidativo, inflamacado cutdnea e hiperplasia da
epiderme devido ao aumento na proliferagdo de queratinécitos. O TPA também
induz a produgcédo de TNFa, formacdo de leucotrieno Bs (LTB4), aumento na
permeabilidade vascular e influxo de neurdfilos (GRIFFITHS et al.,, 1988; DE
YOUNG, 1989; MURAKAWA et al., 2006).

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada nos neutréfilos, que é
comumente usada como um indice da infiltracdo de granuldcitos, e sua inibicdo um
indicativo de atividade antiinflamatéria (FUJII et al., 2002). Portanto, na tentativa de

caracterizar o potencial antiinflamatério tépico dos diterpenos em investigacéo,
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avaliamos seus efeitos no edema inflamatdrio induzido por TPA assim como no
aumento associado dos niveis de TNFa € MPO na orelha de camundongos, além da

analise histoldgica.

Os resultados mostram que os diterpenos, acido centipédico e lactona do
acido hawtriwaico, sao efetivos, por via topica e por via oral, em atenuar a dermatite
irritativa inflamatdria induzida pelo TPA. Ambos os compostos, nas doses testadas,
promoveram supressao dose dependente do edema, da migracdo de leucocitos
polimorfonucleares (MPO), e do aumento nos niveis teciduais de TNFa, assim como

observado com a dexametasona, droga antiinflamatoria de referéncia.

E possivel que o mecanismo de agcdo dos diterpenos possa ser explicado
através da inibicdo da atividade da ciclooxigenase. Os neutroéfilos exercem um papel
crucial nas doengas inflamatérias cutaneas, como na dermatite, a presenca destes
na lesdo esta relacionado ao mecanismo fisiopatolégico da doenga (BRADLEY et al.,
1982; KATZ; STROBER, 1978). Estudos mostram que o acumulo de leucécitos na
pele induzido pelo TPA é necessario para a progressao da reagao inflamatoéria assim
como para o aumento da expressdo da enzima ciclooxigenase-2 (SANCHEZ;
MORENO, 1999; OTUKI et al., 2005). Portanto, a marcada inibicdo promovida pelo
acido centipédico e pela lactona do acido hawtriwaico (LAH) em resposta a
aplicagao topica de TPA pode estar relacionada a habilidade de suprimir a migragao
de neutrdfilos. A analise histolégica dos tecidos das orelhas mostrou que a aplicagéo
tépica do TPA resultou em um aumento da espessura da pele, edema e infiltrado de
células inflamatédrias e que os diterpenos e a dexametasona inibiram os parametros

observados.

O TPA aumenta a expressdao de mediadores pro-inflamatérios como IL-1q,
GM-CSF, COX-2 e TNF-a (OBERYSZYN et al.,, 1993; VASUNIA et al., 1994;
WILMER et al., 1994; SCHOLZ et al., 1995). A IL-1 e o TNF-a sao citocinas capazes
de ativarem mecanismos efetores para diferentes alvos da inflamagdo cuténea
(KUPPER, 1990; CORSINI; GALLI, 2000). Varios modelos experimentais, que fazem
uso de uma variedade de irritantes, provocam a liberacao de TNF-a (WILME et al.,
1994; HUNZIKER et al., 1992; ENK; KATZ, 1992; LISBY et al., 1995). O TNF-a foi
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descrito por Piquet e col (1991) como um mediador critico das reagdes de irritacéo

da pele.

O TNF-a € uma importante citocina liberada na dermatite de contato irritativa
(McFADDEN; BASKETTER, 2000). Lewis e col (1993) demonstraram que esta
citocina é liberada pelos queratindcitos in vitro em resposta a irritantes e que
também pode ser liberada pelos queratindcitos em resposta aos lipopolissacarideos
(KOCK et al.,, 1990), sendo uma citocina pro-inflamatoria que ativa as células T,
macrofagos e granuldcitos, induzindo a expresséao alterada de moléculas de adesao
e liberacdo de outras citocinas (GROVES et al.,, 1995). No presente estudo os
diterpenos, acido centipédico e lactona do acido hawtriwaico, sdo efetivos, por via
topica, em reduzir os niveis teciduais de TNFa e com isso reduzir a resposta
inflamatdria induzida pelo TPA. Alguns compostos terpénicos ja foram descritos com
atividade inibidora sobre o TNFa como os sesquiterpenos alpha-humulene e trans-
caryophyllene (FERNANDES et al.,, 2007) ou os triterpenos acidos isolados da
Eriobotrya japonica (HUANG et al., 2007).

O TPA ativa a proteina quinase C (PKC) e sugere-se que a PKCa tenha
papel na diferenciacdo dos queratindcitos e na promogao do tumor induzido pelo
TPA (ASHENDEL et al., 1983, BLUMBERG, 1988). Também foi demonstrado que a
PKCa tenha uma importante fungdo nos queratindcitos da epiderme, que é a de
regular a expressao de mediadores inflamatorios que produzem edema e infiltragéo
neutrofilica (WANG; SMART, 1999). Os efeitos da ativagdo da PKC no sistema
vascular incluem aumento na permeabilidade, ativacdo das células endoteliais,
alteragdes no fluxo sanguineo, adesao dos leucécitos e aumento na sinalizagao dos
fatores de crescimento (IDRIS; DONNELLT, 2006). Apesar de ja ter sido
demonstrada a agao inibidora de terpenos sobre a PKC, como por exemplo, a a-
amirina (MEDEIROS et al.,, 2007) e a mistura de triterpenos pentaciclicos
cicloeuclalenol e cicloartenol, isolados da Herissanthia tiubae (GOMES et al., 2005),
no nosso trabalho ndo podemos inferir que a acdo dos diterpenos em questdo se
deva a uma inibicdo da PKC, estudos posteriores sdo necessarios para determinar

esta atividade.
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A dermatite de contato € uma resposta bioldégica da pele que pode ser
induzida por uma variedade de irritantes e/ou alergenos influenciados por condi¢des
ambientais (BANVOLGYI et al., 2005). Um grande numero de drogas terapéuticas
de origem natural ou sintética pode causar dermatite de contato apds uso tépico ou
sistémico (Gette et al., 1992; RUTHERFORD, 2007; SEVERS et al., 2007; SUN et
al., 2007; ASENSIO et al., 2008; PAULSEN; CHISTENSEN, 2008; UENO; KAWANA,
2008).

Algumas plantas medicinais, que sao conhecidas por produzir reagdes
alérgicas, também s&o utilizadas como agentes antiinflamatérios. Espécies com
flavonoides, iriddides, terpendides e alcaldides sdo descritos como inibidores da
dermatite de contato. Scrophularia auriculata, Poria cocos, Santolina
chamaecyparissus, Ranunculus sceleratus e Helichrysum italicum demonstraram
atividade em diferentes protocolos experimentais de dermatite de contato,
justificando o uso potencial destas plantas medicinais como antialérgicos e inibidores
da dermatite de contato. Derivados da hidroquinona como 1-O-glucopyranosyl-2-(3'-
hydroxymethyl-3’-methylallyl) hiroquinona e arbutin, flavondéides como campferol,
apigenina e genisteina, lactonas sesquiterpénicas como helenalin, diterpenos como
triptonide, alcaldéides como indirubin, dehydrocorydaline, magnoflorine e
phellodendrine acetate, e polissacarideos como fucoidin sdo relatados como
inibidores de dermatite de contato (RIOS et al., 2005).

A dermatite de contato alérgica induzida por oxazolona consiste em um
modelo de inflamagéo, cronica, facilmente reproduzivel, sendo considerado como
um modelo que simula a psoriase humana e drogas que atenuam os efeitos da
oxazolona podem ser uteis em desordens da pele como a dermatite alérgica e a
psoriase (FUJIlI et al., 2002). A aplicagdo repetida de oxazolona na orelha de
camundongos aumenta os niveis de citocinas Th1 e Th2 na pele lesionada e uma
exposi¢cao mais continua a oxazolona leva a uma predominancia das citocinas Th2
(KITAGAKI et al., 1997; TAMURA et al., 2004). Citocinas Th1 e Th2 estdo presentes
na pele lesionada de pacientes com dermatite atépica (KAY et al., 1991; HERZ et al.,
1998; AKDIS et al., 2000). A citocina Th2, IL-4, afeta um espectro de diferentes tipos
celulares incluindo células T, células B, mastodcitos, mondécitos/macréfagos, células

endoteliais, fibroblastos, células dendriticas, células de Langerhans e queratindcitos,
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regulando a resposta imune (RICCI et al., 1997; ELBE-BURGER et al.,, 2002;
TAMURA et al., 2004). Do outro lado, a citocina Th1, INF-y, € importante para o
desenvolvimento da hipertrofia da pele devido ao aumento da proliferagcdo dos
queratindcitos (CORROL et al.,, 1997; KIMURA et al., 2004; FUJIl et al., 2002;
TAMURA et al., 2004).

O modelo de dermatite induzido por oxazolona descrito por FUJII et al (2002),
possui como principal caracteristica, a hiperplasia da epiderme, devido ao aumento
na proliferagdo dos queratindcitos onde o INF-y possui importancia crucial. Além de
edema persistente e infiltrado marcante de células inflamatérias como mondcitos,

granulécitos e macréfagos.

O modelo de edema de orelha é utilizado ndo somente para identificar
potenciais agentes antialérgicos baseados na capacidade de redugdo do
espessamento da orelha de animais sensibilizados, mas também compromete-se a
um subsequente estudo sobre o potencial profilatico desses agentes (KIMBER et al.,
1999). A inibicdo desta reagdo dérmica pode ser expressa como uma redugao no

edema ou espessura da orelha quando comparado ao grupo controle.

No presente estudo a oxazolona aplicada a animais sensibilizados induziu um
aumento na espessura da orelha que atingiu um nivel maximo 19 dias apos a
sensibilizacdo. A aplicacdo topica de acido centipédico e LAH suprimiu
marcantemente o aumento na espessura da orelha e hiperplasia epidérmica, assim
como o aumento nos niveis de IFN-y, induzidos pela oxazolona. Nao foi observada
uma relacao direta entre os niveis de INF- y e a redugao da hiperplasia epidérmica
da orelha pelos diterpenos, o que pode ser facilmente explicado pela variedade de
fatores que estdo envolvidos na hiperplasia da epiderme como a interleucina-6 e o
TGF-a assim como a propria resposta da pele que aumentam a expressao dos

receptores desses fatores de crescimento (KRUEGER et al., 1990).

Neste contexto, um estudo prévio descreveu a atividade antiproliferativa da
LAH sobre o crescimento de uma linhagem de células humanas, CCD922,
fibroblastos normais (PESSOA et al., 2000).
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Varias classes de drogas como antagonistas da bradicina, antihistaminicos e
antiserotoninérgicos, antiinflamatorios esteroidais e nado esteroidais, e antagonistas
vanildides como capzasepina e vermelho de ruténio podem modular o edema de
orelna dependendo da natureza do agente edematogénico (MANTIONE;
RODRIGUEZ, 1990; GABO; RAZGA, 1992; STERNER; SZALLASI, 1999). Plantas e
substancias isoladas de plantas também apresentam importancia na dermatologia
por seus efeitos tanto adversos como benéficos na pele e em suas desordens
(MANTLE et al., 2001). Entre os produtos naturais derivados de plantas, os grupos
mais efetivos com propriedades inibitérias na dermatite de contato sdo os agentes
fendlicos e os terpenos. Muitos desses compostos agem por mecanismos nao
especificos (ex. antioxidante), mas podem também agir por vias especificas como a

inibicdo de mediadores implicados na resposta imune.

Estudos estabeleceram a atividade antiinflamatéria de alguns compostos
diterpénicos como suaveolol e methyl suaveolate de Hyptis suaveolens na dermatite
induzida por 6leo de Croton na orelha de camundongos, triptonide de Trypterigyum
wilfordii contra a dermatite induzida por DNFB na pele de camundongos, e andalusol
de Sideritis foetens por mecanismos que envolvem a supressao de células T,
inibicdo da producao de citocinas e/ou inativagdo do NF-kB (GRASSI et al., 2006;
PEIE et al., 1993; DE LAS HERAS et al. 1999).

Melo et al. (2006) demonstraram que o diterpeno lactona do acido hawtriwaico
(LAH) suprime o edema de orelha induzido por capsaicina em camundongos, um
modelo valido para selecionar compostos com potencial antialérgico e
antiinflamatorio topico. Contudo LAH ndo demonstrou atividade no edema de pata
induzido por Composto 48/80, histamina ou serotonina mas efetivamente reduziu o
edema de pata induzido por sustancia P assim como o aumento de permeabilidade
vascular induzido pela administracdo intraperitoneal de acido acético em
camundongos (MELO et al.,, 2006). O que sugere que a LAH exerce atividade
antiinflamatdria sobre o edema tépico induzido por capsaicina através de uma agao
independente da estabilizagdo de mastdocitos ou antagonismo de histamina ou
serotonina, mas que € capaz de reduzir o edema de pata induzido pela substancia
P.
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Banvolgyi e col (2005) demonstraram que a substdancia P e o CGRP
endoégenos exercem um papel pré-inflamatério no modelo de dermatite de contato
alérgica induzida por oxazolona em camundongos. Desde que a LAH foi capaz de
reduzir o edema de pata induzido pela substancia P em camundongos, esta pode
estar exercendo agao antiinflamatéria no modelo da oxazolona por um bloqueio nos

receptores e/ou na liberagao da sustancia P.

A administragdo topica de acido centipédico e LAH inibiu o aumento de
espessura da orelha induzido pela aplicagao repetida de oxazolona, sugerindo que
estes diterpenos possam vir a ser uteis no tratamento da dermatite de contato

alérgica.

Varios inibidores especificos de citocinas e quimiocinas estdo sendo
desenvolvidos como terapia para um grande numero de doencas inflamatérias e
auto-imunes. Estas terapias, no entanto, se focam demasiadamente em um unico
mediador. Como existem varios mediadores envolvidos nas reagdes inflamatdrias ou
mesmo auto-imunes, os terpenos podem ser uma boa opg¢ao terapéutica a ser
estudada uma vez que estes sao capazes de inibir uma variedade de citocinas e/ou
mediadores inflamatoérios, o que os tornam compostos importantes na pesquisa

farmacoldgica.

Este estudo mostra que os diterpenos, acido centipédico e lactona do acido
hawtriwaico, possuem uma atividade antiinflamatéria e imunomodulatéria, mais
evidente quando utilizados topicamente, tanto na dermatite de contato irritativa
induzida por TPA quanto na dermatite de contato alérgica induzida por oxazolona,
que os tornam futuras fonte de pesquisa, para a investigacdo de seu(s)
mecanismo(s) de agao assim como para uma possivel utilizagdo no tratamento de

dermatites.
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8. CONCLUSOES

Os dados obtidos da presente investigagdo com os diterpenos acido centipédico e

lactona do acido hawtriwaico nos permite concluir que:

X/
L X4

X/
L X4

0

Este estudo mostra a primeira evidéncia da eficacia da aplicagédo tépica de
acido centipédico e de lactona do acido hawtriwaico (LAH) em modelos

murinos de dermatite induzida por TPA ou oxazolona.

A administragcdo oral de doses de 500, 1000 e 2000 mg/kg do acido
centipédico (AC) nao produziu alteragcbes comportamentais ou alteracées nos

padrdes fisiologicos de evacuagéo e micgao.

O acido centipédico e a LAH demonstraram pronunciada atividade
antiinflamatoéria na dermatite de contato irritativa induzida por TPA, cujo
mecanismo de agao envolve possivelmente a inibicdo da ciclooxigenase, da
migragdo de neutrofilos e a redugdo nos niveis teciduais de TNF-a, além de
melhorarem as modificagdos histoldégicas observadas induzidas pela

aplicagao do TPA.

No modelo de dermatite de contato alérgica induzida por oxazolona, o acido
centipédico e a LAH, administrados por via topica e por via oral, apresentaram
atividade antiinflamatéria pronunciada evidenciada pela reducdo da
hiperplasia epidérmica e dos niveis teciduais de INF-y, além da melhora nos

parametros histologicos analisados.

Este estudo fornece evidéncias de que os diterpenos acido centipédico e
lactona do acido hawtriwaico, isolados da Egletes viscosa, possam no futuro
serem utilizados terapéuticamente em desordens inflamatérias da pele como

as dermatites de contato e psoriase.
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