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RESUMO

Introdugéo: Modelos in vivo de inflamagdo s&o definitivamente as melhores ferramentas para o
estudo de seu papel bioldgico, porque nenhuma outra abordagem permitira a investigagao
simultdnea de células e mediadores que interajam durante o processo inflamatério. Diversos
relatos na literatura demonstraram a eficacia de af-amirina, o componente principal da resina
vegetal do género Protium em estudos com modelos in vitro de inflamag&o. Outro componente
desta resina com atividade anti-inflamatéria € o aB-amirona, sendo este menos estudado.

Objetivo: Avaliar a atividade anti-inflamatdria topica do composto isolado af-amirona e do
fitoterapico Passiflora nitida em modelos de inflamagao da pele em camundongos.

Métodos: Foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb-c pesando 30 - 35 g
divididos em 8 grupos (controle de fenol, tratados com o extrato nas concentragdes de 0,6; 0,3; e
0,1 mg / orelha, tratados com passiflora nitida nas concentragdes de 0,6; 0,3; e 0,1 mg / orelha e
controle tratado com dexametasona). O edema foi induzido pela aplicagéo topica de 10% de
fenol em acetona (20 ml / orelha) sobre a orelha direita de todos os grupos. A dexametasona (0,1
mg / orelha) foi utilizado como controle positivo, 0 extrato e o fitoterapico foram aplicadas
imediatamente apos o fenol. A orelha esquerda de cada animal foi usada como um controle para
a avaliagdo do edema. Uma hora ap6s o tratamento, os animais foram anestesiados com
80mg/kg de tiopental e sacrificados por inje¢éo intracardiaca de cloreto de potassio 3M, circulos
de 5 milimetros foram extraidos das suas orelhas com o auxilio de um punsh e pesadas numa
balanca analitica. A avaliagdo do edema foi feita como a diferenca de peso das amostras de
tecido.

Resultados: Os grupos de animais que receberam tratamento com solugao tépica de ap-amirona
ou Passiflora nitida, em todas as doses, exibiram uma diminui¢do no edema induzido por fenol
quando comparado com o grupo controle. A dimunigdo do edema ocorreu de forma semelhante
aos dados do controle positivo dexametasona.

Conclusdes: Os compostos aB-amirona e Passiflora nitida, apresentaram agao anti-inflamatéria
topica no modelo de edema de orelha induzido por fenol em camundongos, com poténcia
semelhante a dexametasona.



ABSTRACT

Introduction: in vivo models of inflammation are definitely the best tools to study the biological
role, because no other approach will allow the simultaneous investigation of cells and mediators
that interact during the inflammatory process. Several reports in the literature have shown the
efficacy of a, 3-amyrin, the main component of the resin plant of the genus Protium in studies with
in vitro models of inflammation. Another component of this resin with anti-inflammatory activity is
theaB-amirona, but this is still less studied.

Objective: To assess the topical anti-inflammatory activity of the isolated compound af-amirona
and herbal Passiflora nitida model of skin inflammation in mice.

Methods: Male mice of strain BALB-c were used weighing 30 - 35 g divided into 8 groups (control
phenol, treated with the concentrations of 0.6, 0.3, and 0.1 mg / ear, treated with passiflora nitida
in concentrations of 0.6, 0.3, and 0.1 mg / ear and control treated with dexamethasone). Edema
was induced by topical application of 10% phenol in acetone (20 ml / ear) on the right ear of all
groups. Dexamethasone (0.1 mg / ear) was used as positive control, and the herbal extract were
applied immediately after the phenol. The left ear of each animal was used as a control for
assessment of edema. One hour after treatment, animals were anesthetized with 80mg/kg of
pentobarbital and sacrificed by intracardiac injection of 3M potassium, chloride 5 mm circles were
taken from their ears with the aid of a biopsy punsh and weighed on an analytical balance.
Evaluation of edema was taken as the difference in weight of the tissue samples.

Results: The groups of animals that were treated with topical solution aB-amirona or Passiflora
nitida, at all doses, showed a decrease in phenol induced edema compared with control group.
The fall of edema was similar to the data of the positive control dexamethasone.

Conclusions: The aB-amirona and Passiflora nitida, compounds showed topical anti-inflammatory
ear edema model induced by phenol in mice, with similar dexamethasone power action.
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Introducéo
1.1- A Pele e o Processo Inflamatorio

A pele é o maior érgéo do corpo humano e é responsavel por quatro fungdes principais:
a homeostasia endogena, quando, por exemplo, regula a temperatura corporal, 0 metabolismo,
ao produzir algumas vitaminas importantes como a vitamina B, a sensacéo do tato, e ainda pela
protecdo contra ameacgas externas e perda de agua. Por estar em contato direto com o meio
ambiente, a principal fungéo da pele € proteger o organismo de possiveis agressdes formando,
portanto uma barreira entre os 6rgéos internos e o meio externo. A pele é ainda o componente
periférico do sistema imune, sendo capaz de iniciar uma resposta imune primaria frente a um
patdgeno. E na verdade um 6rgdo complexo que envolve diversos tipos celulares e estruturas
(figura 1), estando esses divididos em trés camadas principais: epiderme, derme e hipoderme
que € a camada de tecido adiposo (DEBENEDICTIS et al., 2001; MAKRANTONAKI e
ZOUBOULIS, 2007; SPELLBERG, 2000).
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Figura 1- Adaptado de Freinkeil e Woodley, 2001

Uma pele saudavel é capaz de se renovar normalmente como todos os outros 6rgaos do
organismo, e ainda tem uma grande capacidade de autorregeneragdo quando sofre lesdes.
Como a manutengéo de sua integridade € indispensavel para o desempenho de suas fungoes
em condigdes 6timas, ela propria possui um mecanismo que em condi¢des normais e através da
renovagao constante de células das camadas mais profundas, assegura a manutengédo de sua
estrutura normal (ROCHE, 2005). O sistema imune de uma pele normal age constantemente de
maneira a protegé-la de infeccbes e de possiveis descontroles nos processos fisioloégicos
normais, além de, remover células danificadas e fazer a prevencdo de reagdes autoimunes
(BENNETT et al., 2008). Para tanto, as células teciduais residentes s&o especializadas em
produzir substancias que irdo desencadear uma resposta inflamatoria, caso seja necessario, no
intuito de restabelecer a fisiologia normal da pele (DEBENEDICTIS et al., 2001). Ap6s uma lesdo
tecidual € iniciada uma cascata de eventos que irdo mediar a reparagdo tecidual e o
reestabelecimento da funcéo protetora da pele. A resposta inflamatéria € um processo no qual o
corpo utiliza o sistema imune para agir contra possiveis patdgenos e pode ser definida como
uma sequencia de eventos que ocorrem em resposta a um estimulo nocivo, um trauma ou
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infeccdo. Esses eventos sdo dirigidos pela interagéo entre células e mediadores inflamatérios
(CALIXTO et al., 2004; FREINKEL e WOODLEY, 2001). Entretanto, essa resposta € muito mais
complexa e sofisticada do que se imaginou a principio e é caracterizada pela ativagéo
coordenada de varias vias de sinalizagdo que regulam a expresséo tanto de mediadores pro
quanto anti-inflamatérios, ambos apresentando importantes fungbes na mediagdo desse
processo (LAWRENCE e GILROY, 2007). A mobilizagdo dessas vias gera fendbmenos que
refletem no surgimento dos sinais cardinais da inflamagéo, que s&o dor, eritema, aumento da
temperatura local e edema, como uma resposta aguda ao processo inflamatério estabelecido
(SMITH et al.,1998)

A inflamagdo aguda é caracterizada pelo recrutamento de diversos componentes do
sangue que deixam o espago intravascular de forma a ocupar o intersticio onde véo
desempenhar suas principais fungdes nas sucessivas fases da resposta inflamatéria. Assim cabe
ao endotélio vascular mediar, de forma bidirecional, a interacdo entre o fluxo sanguineo e o
intersticio que é o local onde ocorre o processo inflamatério propriamente dito. Classicamente,
essa interacdo € definida pela passagem inicial de granuldcitos polimorfonucleares (PMN)
atraidos por mediadores inflamatérios liberados no local da lesdo (ALLER et al., 2006;
LAWRENCE e GILRQY, 2007). Mediadores derivados de macréfagos como, fator de necrose
tumoral (TNF) e quimiocinas, irdo atrair mais neutréfilos para o local, assim como ativa-los.
Esses mediadores, especialmente TNF-a e Interleucina (IL)-18 combinam-se ainda com outros
como, prostaglandina E2 (PGE2) derivada de mastdcitos e defensinas derivadas dos neutréfilos
para recrutar linfécitos enquanto que os leucotrienos atraem células dendriticas apresentadoras
de antigeno. Os linfocitos por sua vez irdo promover a ativagdo de macréfagos, levando-os a
secretar proteases, eicosandides, citocinas, NO e espécies reativas de oxigénio, os quais irdo
ativar outras células formando assim um ciclo de recrutamento e ativacéo celular (NATHAN,
2002). As cininas também s&o importantes mediadores os quais promovem a liberagdo de
citocinas como interleucina (IL)-1 e TNF, e a geragdo de mediadores como PG e LT, auxiliando
no inicio e na manutencgéo da reacao inflamatéria (COUTANT e RYDER, 1996; CALIXTO et al.,
2000; BHOOLA et al., 1992).

Quando os processos de fagocitose, recirculagdo e apoptose ocorrem de maneira
correta e coordenada, a inflamagao se resolve e a reparagéo tecidual é alcangada com sucesso.
Entretanto, é necessaria a perfeita interacdo entre a agdo dos mediadores pré e anti-
inflamatdrios, caso contrario, podem surgir doengas inflamatérias, e na pele este processo néo é
diferente (Pietrovski et al., 2008). As doengas de pele podem ser desencadeadas tanto por
estimulos enddgenos como mutagbes génicas, quanto por estimulos exdgenos como a
exposicdo a agentes irritantes. S&o diversos os tipos de doengas cutdneas as quais s&o
geralmente marcadas por caracteristicas como interrupcao da barreira e consequente perda da
funcdo de protegdo, inflamagdo, sensibilizacdo e alteragdes no padrdo de proliferagéo e
diferenciagdo de queratindcitos (PROKSCH et al., 2008).

A maior parte das doencas inflamatérias cutdneas ainda ndo possui sua etiologia e
fisiopatologia bem definidos. Essa falta de informagdo prejudica principalmente o tratamento
dessas doencas. Atualmente os tratamentos terapéuticos disponiveis ndo sdo totalmente
eficazes, sendo que aqueles que promovem melhoras no quadro do paciente promovem também
uma gama de efeitos indesejaveis. Assim, a busca por novas estratégias que se mostrem
seguras e eficazes em prevenir a formacdo de edema, o extravasamento plasmatico e o
recrutamento de mediadores inflamatérios € um caminho promissor para se encontrar terapias
adequadas no combate de reagdes inflamatorias excessivas (SEELIGER et al., 2003; MAN et al.,
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2008). Uma alternativa interessante nessa busca por novas terapias seria a utilizagéo de plantas
medicinais.

1.2. Uso de Plantas Medicinais

A bioprospecgéo dos recursos naturais disponiveis em nosso pais guarda um manancial
extraordinario de compostos capazes de alterar o curso da historia médica mundial, através da
conversao das praticas populares do uso destes recursos terapéuticos, em ciéncia para geragao
de novos medicamentos. O uso de plantas no tratamento e na cura de patologias é mais antigo
que a espécie humana, pois muitos animais ja utilizavam instintivamente esse recurso antes do
homem surgir sobre a Terra. Mesmo hoje em dia o conhecimento sobre plantas medicinais
simboliza muitas vezes o unico recurso terapéutico de muitas comunidades. No Brasil, desde as
regides mais pobres do pais até os grandes centros, podemos encontrar plantas medicinais
sendo cultivadas nas residéncias, comercializadas em feiras livres, mercados populares e em
bancas montadas nas calgadas dos centros urbanos.

As plantas constituem-se num enorme laboratorio de sintese organica, fruto de milhdes
de anos de evolugdo e adaptagdo sobre a Terra. Nas Ultimas décadas esse manancial de
moléculas distintas e complexas comegou a se desvendar, devido a evolugdo dos métodos de
andlise e separagao destes compostos. Historicamente, o desenvolvimento da quimica organica
ocorreu paralelamente ao estudo de plantas, principalmente a partir do século XIX, quando foram
registrados os primeiros estudos sobre plantas com bases cientificas (Montanari e Bolzani,
2001).

Entre os diversos exemplos de substancias oriundas de plantas e atualmente
importantes para terapéutica podemos mencionar a atropina, os digitalicos, a morfina, a codeina,
a escopolamina, a reserpina, dentre outros; mais recentemente ainda temos a “forscolina” obtida
de Corleus barbatus, que apresenta promissores efeitos contra hipertenséo, glaucoma, asma e
certos tumores (Valdés, et. al., 1987), a “artemisinina”, presente em Artemisia annua, que exerce
potente atividade antimalarica (Salcedo, et. al., 1997), e o anticancerigeno “taxol’, isolado de
plantas do género Taxus, que ja se encontra disponivel no mercado farmacéutico (Kingston,
1991).

Muitos s&o os exemplos de principios ativos de plantas com agdes nos mais diversos
sistemas bioldgicos, porém a disponibilidade desses extratos em formulages comerciais ainda é
um desafio e ser conquistado. O mercado farmacéutico mundial movimentou em 2008 mais de
US$ 700 bilhdes e estima-se que até 2014 esse valor atinja US$ 1,1 trilhdo, sendo a maior parte
do crescimento na demanda proveniente de paises em desenvolvimento (Sccaro-Junior, 2011).
Apesar desse grande incentivo monetario falta fomento em pesquisa béasica para que os
resultados, hora gerados de forma discreta nos centros de pesquisa, saiam das Universidades e
se tornem produtos finais com uso comercial. O avango tecnoldgico e cientifico no estudo de
plantas medicinais se faz evidente pela crescente descoberta de novos compostos com
propriedades terapéuticas e pelo aumento de trabalhos publicados nesta area, tanto em
congressos como em periodicos nacionais e internacionais, além do surgimento de novos
periddicos especificos sobre produtos naturais ativos, como Phytomedicine, Phytochemical
Analysis, Natural Product Letter, entre outros (Cechinel-Filho e Yunes, 1998). Outro indicativo do
poder contido na biodiversidade das florestas tropicais é o crescente interesse de outros paises
em pesquisar estes recursos. No periodo de 1986 a 2006 os centros de pesquisa €
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pesquisadores dos Estados Unidos publicaram 4.852 trabalhos sobre bioprospecgao, sendo que
no mesmo periodo o Brasil publicou apenas 353 artigos (De Lima, et al.,2006). Esse fato deixa
claro que apesar de possuirmos 10% da biodiversidade descrita e catalogada em @mbito mundial
(Rezende e Ribeiro, 2005), ainda ndo atentamos para essa riqueza contida em nosso “quintal”. A
grande contradi¢do, desta busca por substancias bioativas nos recursos naturais, € que 0s
paises desenvolvidos detém a tecnologia, mas s@o os paises em desenvolvimento que possuem
a biodiversidade necessaria para efetivar esses estudos.

1.3- af-amirona

O processo inflamatorio pode ser melhorado e até mesmo impedido pelo uso de
fitoterapicos. A origem das propriedades anti-inflamatérias pode ser explicada pela presenga de
substancias inibidoras de alvos moleculares e de mediadores pro-inflamatérios. Exemplos séo os
fitoestrogénios, flavonoides, fitoesterol, tocoferol, entre outros. (IWALEWA et al., 2007).

Diversos relatos da literatura tém mostrado a eficacia da a,B-amirina, principal
componente da resina de plantas do género Protium em estudos com modelos de inflamagéo.
(MEDEIROS et al., 2007). Outro componente é a a,-amirona, ainda pouco estudada.

O género Protium pertence a subfamilia Protieae, da familia Burseraceae (OLIVEIRA et
al., 2005). Ele possui aproximadamente 135 espécies, amplamente distribuidas na América do
Sul (SIANI et al., 1999; SIANI et al., 2004; KHALAD, 1893). Todas as espécies de Protium
exsudam por incisdo do tronco um 6leo-resina branco esverdeado, que endurece em contato
com o ar, denominado almecega, breu-branco e breu burceraceas. E um tipo de incenso e suas
propriedades s&o similares aos seus analogos obtidos de arvores da mesma familia da india e
da Africa. (PARNET, 1972).

Quimicamente, a resina é formada por uma mistura de 30% de protamirina, 25% de
protelemicica e 37,5% de proteleresina (SCHULTES; RAFFAUF, 1990), constituidas de
triterpenos, principalmente das séries oleano, ursano e eufano, com 6leo essencial rico em
compostos mono e sesqueterpénicos (CRAVEURI et al., 1981). Essa resina € um agente
curativo eficaz, dotado de propriedades analgésicas e anti-inflamatorias (SIANI et al., 1999). Os
componentes desta resina sdo misturas isoméricas de triterpenos pentaciclicos, denominados a-
amirina, $-amirina, a-amirona, -amirona, breina e maniladiol (VIEIRA et al., 2005).

Sé&o extensos os trabalhos com a,B-amirina. Porém os outros compostos presentes na
resina ainda permanecem pouco estudados, como a a,3-amirona.

1.4- Passiflora nitida Kunth

Vérias espécies do género Passiflora, denominadas popularmente como maracuja, séo
empregadas extensivamente na medicina popular em muitos paises, sob diversas formas
farmacéuticas. A Passiflora nitida cresce espontaneamente em vegetacdo secundaria, beira de
rios e estradas e seus frutos sdo consumidos in natura pela populagdo local da Regido
Amazonica (Hopkins e Souza, 1999). Nao existem estudos sobre a agdo dessa espécie vegetal
sobre o sistema nervoso central, porém outras espécies do mesmo género s@&o amplamente
utilizadas com comprovado efeito ansiolitico, sedativo, anti-inflamatorio, antinociceptivo,
antihipertensivo (Di Strasi, et. al., 2002; Dhawan e Sharma, 2002, 2003). Como exemplo

13



podemos citar a Passiflora incarnata, que atua ao nivel da medula espinhal, provavelmente por
interagdo com receptores das endorfinas naturais, diminuindo os estimulos externos que chegam
a0 SNC. E utilizada eficazmente em crise de ansiedade, insonia e hiperexcitabilidade nervosa
induzindo a um sono préximo do fisioldgico, sem causar a depresséo psiquica e a lentiddo dos
reflexos, comuns aos hipnéticos e tranquilizantes (Dhawam, et. al., 2004).

1.5- Modelos para Estudo do Processo Inflamatoério

Os modelos in vitro de inflamagé&o geralmente sdo células isoladas estimuladas com
agentes patogénicos. Na pratica os macréfagos séo as células mais estudadas nesse tipo de
modelo experimental. Considerando a grande heterogeneidade entre diferentes populagdes de
macrofagos, é essencial investigar macréfagos especificos de acordo com o sitio de inflamagao.
O isolamento de macrofagos peritoneais em animais de laboratério € um procedimento
relativamente simples, sendo conhecido como cultura primaria. Sua principal desvantagem é o
baixo rendimento, que requer um grande numero de animais para se obter o numero de células
adequado. Uma alternativa para esse procedimento sdo as linhagens celulares disponiveis
comercialmente, cujas as caracteristicas se assemelham as encontradas nas células de cultura
primaria (Knapp, 2009).

Em resposta a ativagdo por mediadores inflamatérios, os macréfagos aumentam o seu
conteudo enzimatico e a secre¢do de produtos biologicamente ativos no meio extracelular. Entre
0s numerosos produtos secretados estdo as espécies reativas de oxigénio (ROS) (ex. perdxido
de hidrogénio), e espécies reativas de nitrogénio (RNS) (ex. oxido nitrico) (Fried! et al, 2004).
Desta forma extratos ou compostos isolados de plantas podem ser testados quanto a sua
capacidade em inibir a ativacdo de macrofagos e consequentemente inibir a producdo de
citocinas pré-inflamatorias.

Modelos in vivo de inflamagao sao definitivamente as melhores ferramentas para estudar
0 papel biologico, porque nenhuma outra abordagem permitira a investigacdo simultanea de
células e mediadores que interagem durante o processo inflamatério. O modelo de edema de
orelha é bastante Util na avaliagéo da atividade anti-inflamatéria topica de compostos, uma vez
que é uma metodologia bastante simples e que permite verificar a atividade de compostos no
edema induzido por diferentes agentes irritantes, e ainda identificar compostos que tenham a
capacidade de penetrar na pele (GARBOR, 2000).

Desenvolvimento
2.1 Fundamentacdao tedrica

As plantas foram por muito tempo, e continuam sendo até os dias atuais, a base de
muitos sistemas medicinais tradicionais no mundo todo, como homeopatia, fitoterapia e outros
sistemas de medicina alternativa. Além disso, as plantas medicinais s&o uma das melhores e
mais efetivas fontes de compostos candidatos a novas classes de medicamentos, ja que
representam fontes riquissimas de diversidade natural ao considerarmos a amplitude dos
compostos que sintetizam, muitos dos quais tém se mostrado util na terapéutica para tratar uma
variedade de doencas e males humanos. O conhecimento medicinal tradicional, junto a técnicas
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modernas tém acelerado o processo de descoberta de drogas derivadas de plantas. Todas as
espécies de Protium exsudam por incisdo do tronco um oleo-resina branco esverdeado, que
endurece em contato com o ar, denominado almecega, breu-branco e breu burceraceas.
Quimicamente, a resina é formada por uma mistura de 30% de protamirina, 25% de
protelemicica e 37,5% de proteleresina (SCHULTES; RAFFAUF, 1990), constituidas de
triterpenos, principalmente das séries oleano, ursano e eufano, com 6leo essencial rico em
compostos mono e sesqueterpénicos (CRAVEIRO et al., 1981). Essa resina € um agente
curativo eficaz, dotado de propriedades analgésicas e anti-inflamatorias (SIANI et al., 1999). Os
componentes desta resina sao misturas isoméricas de triterpenos pantaciclicos, denominados a-
amirina, -amirina, a-amirona, -amirona. Breina e maniladiol (VIEIRA et al., 2005). Varios
relatos da literatura tém mostrado a eficacia da af-amirina em estudos com modelos de
inflamagéo, porém a literatura com a-amirona € escassa. Esse composto, aB-amirona, foi
fornecido pelo Dr Emerson Silva Lima (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UFAM), que ja
realizou estudos com este tendo extensa competéncia na area de fitoterapicos, e participara
como colaborador e consultor desse projeto.

Com base nessa pequena revisdo de literatura, decidimos avaliar os efeitos
farmacoldgicos da af-amirona sobre a inflamagéo topica. O modelo de inflamagéo que iremos
utilizar é o de edema de orelha induzido por agentes flogisticos, que € bastante Util na avaliagdo
da atividade anti-inflamatoria topica de compostos, uma vez que é uma metodologia bastante
simples e que permite verificar a atividade de compostos no edema induzido por diferentes
agentes irritantes, e ainda identificar compostos que tenham a capacidade de penetrar na pele
(GARBOR, 2000). Modelos in vivo de inflamagdo sdo definitivamente as melhores ferramentas
para estudar o papel biolégico, porque nenhuma outra abordagem permitira a investigacéo
simultdnea de células e mediadores que interagem durante o processo inflamatério. De uma
forma geral os testes in vivo ou in vitro estdo presentes em todas as etapas do desenvolvimento
de novos farmacos. Porém, a industria farmacéutica brasileira precisa ser viabilizada através de
grandes investimentos em pesquisa basica e desenvolvimento. Na situagédo atual, cerca de 85%
das industrias transnacionais sediadas no Brasil praticam toda a pesquisa de descoberta e
desenvolvimento em seus paises de origem (Montanari e Bolzani, 2001). As Universidades
Brasileiras tem competéncia instalada na area de produtos naturais, sintese quimica e quimica
medicinal (biologia molecular, bioquimica, farmacologia, toxicologia € medicina), o que falta séo
investimentos e profissionais qualificados locados nas regides detentoras da matéria prima para
producdo destes novos farmacos.

2.2 Descricao Metodoldgica

2.2.1- Sujeitos Experimentais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas, da linhagem Balb-c pesando entre 30-
35g. Todos os animais experimentais foram mantidos em condi¢bes padronizadas no Biotério
Central - UFAM. O trabalho foi realizado observando-se os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal - COBEA (1991). Informo ainda que
esse projeto foi submetido & avaliagio do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Amazonas (CEUA/UFAM) antes de seu inicio.
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2.2.2. Avaliacdo do Edema

O composto, drogas padréo e agentes flogisticos foram dissolvidos em acetona. Os
mesmos foram sempre administrados topicamente em um volume de 20 UL na orelha direita de
camundongos, sendo que os compostos em testes foram administrados logo em seguida da
administracao de fenol e na mesma orelha. Uma hora apds os tratamentos, os animais foram
anestesiados com solugdo de uretana 1mg/kg, e a eutanasia ocorreu com injegao intracardiaca
de cloreto de potassio 3M. Em seguida, foram coletados fragmentos circulares de ambas as
orelhas, com auxilio de um punch de biépsia dermatolégica de 5 mm de didmetro, e pesados. A
diferenga de peso entre os fragmentos das orelhas direita e esquerda representou o edema. A
atividade antiinflamatéria da droga de referéncia foi expressa como percentual de inibicdo do
edema, calculado em relagdo aos controles positivos (Luo et al., 2008). Para minimizar variagdes
referentes a técnica, os experimentos foram realizados sempre pelo mesmo experimentador.

2.2.3 Avaliacao da Reversao do Edema de Orelha Induzido pela Aplicacao
Topica de Fenol e Tratado com aB-amirona

A dermatite induzida por fenol € um dos modelos animais de dermatite de contato
utilizado para produzir irritacdo imediata. E um modelo de inflamagéo cutdnea que mimetiza a
dermatite de contato que ocorre em humanos (LIM et al., 2004). Para verificar a atividade do
extrato nesse modelo o edema é induzido pela aplicagéo topica de fenol 10% em acetona (20
uL/orelha) na orelha direita de camundongos. O extrato (0,6 mg/orelha), (0,3 mg/orelha) e (0,1
mg/orelha) assim como a dexametasona (0,1 mg/orelha), usada como controle positivo, foram
aplicados imediatamente ap6s o fenol nos grupos experimentais.

2.2.4 Avaliacao da Reversdo do Edema de Orelha Induzido pela Aplicacao
Tépica de Fenol e Tratado com Passiflora nitida Kunth

Em virtude dos 6timos resultados obtidos em outros testes com a Passiflora nitida onde
se obteve uma indicacdo de efeito anti-inflamatério in vitro (Carvalho, 2008), decidimos utiliza-la
para o teste de inflagéo tdpica utilizando o modelo de edema de orelha ja padronizado por nés.

Apos a indugao do processo inflamatério feito através da aplicagao topica de solugao de
fenol, o extrato hidroetandlico de Passiflora nitida foi dissolvido em acetona e aplicado, de
acordo com o grupo e em concentraces diferentes (0,6mg/orelha), (0,3mglorelha) e
(0,1mglorelha) em volume de 20ul.

2.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se primeiramente o teste de Bartlet para
determinagdo da distribuicdo paramétrica ou ndo paramétrica. Por esta andlise os dados
considerados com distribuicdo paramétrica foram analisados utilizando o teste ANOVA seguido
do teste de Tukey Kramer. O intervalo de confianga aceitavel foi de 5% (p<0,05).
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2.3 Resultados e Discussodes

A ap-amirona € um dos compostos presente na resina de arvores do género Protium,
resina esta com conhecidos efeitos antiinflamatérios. Varios tripertenos semelhantes ja foram
isolados e testados, porém o composto denominado af-amirona carecia de estudos, e por este
motivo tornou-se o alvo deste projeto. Observando-se a figura 2, podemos notar a poténcia do
composto como antiinflamatorio, pois, independente da dose, este possui reversdo do edema
topico de forma semelhante a Dexametasona. Apesar de uma tendéncia do composto em ser
mais potente nas doses maiores (0,3 e 0,6mg), a analise estatistica dos dados ndo aponta
diferenga entre a agao antiinflamatéria da dexametasona e da af-amirona. Resaltamos que os
dados da orelha esquerda representam o tecido sem tratamento, e nos da a média do peso do
seguimento de orelha de camundongos; ja o grupo fenol representa a média do peso maximo do
seguimento de orelha com edema. Esse resultado corrobora com a literatura que atribui a
compostos oriundos da resina de vegetais do género Protium pronunciado efeito antiinflamatorio
(Calixto JB, et. al, 2004; Siani AC, et. al., 1999 e 2004; Oliveira FA, et. al., 2005; Iwalewa EO, et.
al.,2007; Medeiros R, et. al.,2007).

14 -
12 -
10 4
8+ *
6
4-
24

weigthin mg

Orelha Fenol Dexa Amirona  Amirona Amirona
esquerda 0,1mg 0,6mg 0,3mg 0,1mg

Figura 2 — Avaliagdo do efeito antiinflamatério do composto af-amirona em modelo de
inflamacé&o tdpica por aplicagao de fenol. Os valores representam a média + o desvio padréo, do
peso em mg dos seguimentos da orelha esquerda (controle sem tratamento), ou da orelha direita
de camundongos submetidos aos diferentes tratamentos. N=06 para todos os grupos.

*p<0,001. ANOVA seguida de teste de Tukey Kramer. Indica diferenga entre os tratamentos e o
grupo que s6 recebeu fenol.

Depois de termos padronizado o modelo, e pelo fato de termos tempo sobrando para o
término do PIBIC, decidimos testar outros compostos usando os mesmos padrdes ja
determinados. O extrato hidroetanolico da Passiflora nitida Kunth ja estava sendo testado no
Laboratério de Farmacologia da UFAM, e em estudos anteriores mostrou ser um modulador da
reatividade vascular e ter potencial antiinflamatério (dados ndo publicados). Passamos entéo a
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utilizar esse extrato no mesmo modelo de inflamagéo topica, utilizando as mesmas doses e a
dexametasona como controle. Na figura 3 podemos visualizar o resultado da aplicagéo topica do
extrato de Passiflora revertendo o edema induzido por fenol. Nota-se que a potencia do extrato
se iguala a dexametasona, comprovando o efeito antiinflamatorio deste extrato. Outras espécies
deste género, conhecidos popularmente como maracuja, ja foram estudados quanto a agéo
antiinflamatéria. O extrato aquoso da Passiflora edulis, inibiu 0s niveis de leucdcitos induzidos
por diferentes agentes flogisticos em modelo de inflamagao aguda (Beninca JP, et. al., 2006); a
Passiflora alata Dryander apresenta importante efeito antiinflamatorio em modelos de inflamacéao
aguda, uma vez que inibiu enzimas que participam desta resposta inflamatéria como MPO e
ADA, além da PCR, um marcador de resposta inflamatoria aguda, em modelo de pleurisia
induzida por carragenina (Vargas Junior, A, 2005). Este género vegetal ja & utilizado como
composto antiinflamatério em formulagbes homeopaticas e de manipulagdo com étimos
resultados, porém existe a necessidade de no futuro isolarmos deste extrato a substancia
responsavel por esse efeito.
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Orelha Fenol Dexa Passiflora Passiflora Passiflora
esquerda 0,1mg 0,6mg 0,3mg 0,1mg

Figura 3 — Avaliagdo do efeito antiinflamatério do extrato hidroetandlico de Passiflora nitida
Kunth em modelo de inflamag&o tépica por aplicagao de fenol. Os valores representam a média
*+ 0 desvio padrdo, do peso em mg dos seguimentos da orelha esquerda (controle sem
tratamento), ou da orelha direita de camundongos submetidos aos diferentes tratamentos. N=06
para todos 0s grupos.

*p<0,001. ANOVA seguida de teste de Tukey Kramer. Indica diferenca entre os tratamentos e o
grupo que so recebeu fenol.
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Conclusodes

O composto aB-amirona, assim como os demais tripertenos que compdem a resina dos
vegetais do género Protium, possui atividade antiinflamatéria tpica, demonstrada em modelo de
edema de orelha induzido por fenol em camundongos.

O extrato hidroetandlico de Passiflora nitida Kunth possui atividade antiinflamatéria
topica, demonstrada em modelo de edema de orelha induzido por fenol em camundongos.

A potencia do efeito antiinflamatorio de ambos os compostos testados, € semelhante ao
efeito da Dexametasona.
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