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RESUMO

Atividade anti-inflamatdria do extrato hidroetan6lico do fruto de Vaccinium
macrocarpon. Vieira, Arielly Andrade, 2019. A inflamac&o € uma resposta natural
do organismo visando manter a integridade do mesmo. Porém, quando ocorre de
maneira exacerbada, pode levar a processos patologicos. Varios sao 0s
medicamentos existentes para tratar tal condicdo, mas trazem consigo efeitos
indesejados. Nesse sentido, existe a necessidade de buscar outras alternativas
terapéuticas e as plantas medicinais sdo um caminho promissor visto que,
representam historicamente uma fonte de compostos para o0 tratamento da
inflamacé&o. A Vaccinium macrocarpon é uma planta popularmente utilizada para tratar
processos inflamatorios e quadros infecciosos, neste contexto, o presente estudo teve
como objetivo investigar o efeito anti-inflamatério do extrato hidroetanadlico do fruto da
Vaccinium macrocarpon (EHVm).Para isso, utilizou-se camundongos Swiss (20-30 g)
machos, apds aprovacdo pelo Comité de Etica da UFS (protocolo 66/17). Para todos
0s ensaios in vivo, foram realizados edema de orelha induzido por 12-O-
tetradecanoilforbol acetato (TPA), no qual foram avaliados o edema, atividade de
mieloperoxidase (MPO), concentracdo de interleucina (IL)-1pB, alteracdes histologicas
e marcadores de alteracGes oxidativas. Como resultado, na inflamacé&o induzida na
orelha, a administracdo do EHVm (3 mg/orelha) concomitante ao TPA reduziu o
edema (p<0,001), a atividade da MPO (p<0,01) e a concentracédo de IL-1B (p<0,05)
guando comparado ao grupo veiculo, o que corroborou a analise histologica, na qual
verificou-se menor presenca de infiltrado inflamatorio agudo e auséncia desse
infiltrado em regido perianexial na orelha de animais tratados com o EHVm. Houve
também diminuicdo da peroxidacao lipidica com nas orelhas tratadas com o EHVm
(0,3; 1 e 3 mg/orelha; p<0,001) e nas doses de 1 e 3 mg/orelha de EHVm houve
aumento do poder antioxidante do tecido medido pelo potencial reducional de ferro
(p<0,01 ou p<0,001 respectivamente) quando comparado ao grupo veiculo. Estes
resultados conduziram a conclusédo de que o EHVm possui atividade anti-inflamatoria

gue pode estar parcialmente atrelado ao seu efeito antioxidante.

Descritores: Inflamagé&o, Antioxidante, Vaccinium macrocarpon, Planta medicinal.
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1. INTRODUCAO

7 b

A inflamagdo é um mecanismo multiplice e necessério a sobrevivéncia,
geralmente benéfica ao organismo e que busca restabelecer a estrutura e funcao do
tecido e/ ou 6rgdo pela eliminacdo do agente inicial da lesdo e a protecdo do
organismo. E uma resposta mediada pelo sistema imune e caracterizada por uma
cascata de eventos fisioldgicos que incluem alteracdes na microcirculacdo no local
inflamado (CHANDRASEKHARAN et al.,2015; CHAMUSCA et al., 2012). No entanto,
em condi¢ces em que a resposta inflamatdria se perpetua, os produtos celulares como
as proteases neutras entre outros podem acometer o parénquima tecidual intacto
(LIMA et al, 2007; TENORIO, et al, 2012), levando a agress&o aos tecidos saudaveis
e consequentes processos patolégicos (LAWRENCE et al., 2007).

Neste sentido, muitas sdo as pesquisas e atencdes voltadas para o
desenvolvimento de terapias que busquem tratar tais condi¢cdes. Entre estas
destacam-se o uso dos glicocorticoides e dos anti-inflamatorios ndo esteroidais
(AINES). No entanto, o uso prolongado ou em altas doses desses farmacos produzem
efeitos indesejados, como leséo gastrica, nefrotocixidade, nausea e vomitos (BADRI
et al., 2016). Este fato leva a comunidade cientifica a buscar outras opc¢des

terapéuticas que agreguem maior seguranca, eficacia e economia.

Dentre estas outras alternativas destacam-se o uso de produtos derivados de
plantas medicinais, pois estas possuem compostos promissores, com possibilidade
de menos efeitos indesejados e menor custo (GHASEMIAN et al.,2016).
Aproximadamente 85% da populacdo brasileira faz uso da medicina tradicional
(BRASIL,2006), embora muitos compostos ou preparacdes de plantas podem
apresentar toxicidade relevante, uma questao que precisa ser considerada durante o

screening de novas alternativas terapéuticas.

Neste interim, a Vaccinium macrocarpon Aiton, € uma pequena planta verde que
contem flores cor-de-rosa escuras, cujos frutos sdo popularmente conhecidos como
cranberry e sdo usados na forma de sucos em diversas regides, faz parte da familia
da Ericaceae e é desenvolvida em ambientes iumidos, como florestas e pantanos nos

paises norte-americanos (SAONA et al., 2011). Estudos sugerem seu uso em uma



variedade de condi¢8es inflamatérias, nos quais observou-se efeito inibitério sobre IL-
6, IL-8 e prostaglandinas (BODET et al.,2007; XIAO et al., 2015).

E importante mencionar também que o cranberry foi utilizado em um estudo de
cancer de bexiga e foi demonstrada a reducéo no peso, indicando uma diminuicdo no
tamanho do tumor e na proliferacdo celular (PRASAIN et al.,2008). Também ha relatos
de que preparacdes de cranberry possuam efeito hepatoprotetor (GLISAN et al.,
2016), cardioprotetor (NOVOTNY et al., 2015), adjuvante no tratamento da obesidade
(ANHE et al., 2015) e no tratamento de infec¢bes do trato urinario (MUTLU et al, 2012).

Frente a tais dados, verifica-se que ha estudos publicados sobre as diversas
possibilidades terapéuticas advindas do cranberry, inclusive as anti-inflamatérias,
porém esté ainda € pouco referida em modelos de inflamagédo aguda, principalmente
apos aplicacdo por via topica. Neste sentido, o presente trabalho foi delineado
objetivando avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato hidroetandlico da

V.macrocarpon (EHVmM) em modelo de inflamacéo de orelha.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1lInflamacgéo

A inflamacdo é um mecanismo homeostatico de defesa dos tecidos
vascularizados, com o objetivo de remover os agentes lesivos e restabelecer as
funcdes normais do organismo (RAHMATI et al.,2016). Tais agentes podem ser de
natureza fisica (trauma mecanico, radiacéo, calor, frio), quimica (substancias irritantes
e alcalis) e biolégica (fungos, bactérias, virus e protozoarios) (LIMA et al 2007). A
agressao advinda desse processo suscita mudancas vasculares, celulares e
imunoldgicas tais como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade capilar e migracéo
celular, o que leva aos cinco sinais clinicos locais da inflamacéo: dor, calor, rubor,
edema e perda de funcdo (MEDZHITOV,2010).

As descricbes destas caracteristicas clinicas foram encontradas em papiros

egipcios, datados de aproximadamente 3000 a.C., mas o primeiro autor a listar os



quatro sinais cardinais da inflamacéo foi Celsius, um escritor romano do século | d.C.,
sendo o quinto sinal acrescentado por Virchow no século XIX (LAPA et al., 2007).
Essa conjuntura demonstra o interesse desde os primérdios acerca dos fundamentos
e sinais desse processo, considerando sua importancia na patologia e na

sobrevivéncia humana.

A inflamacdo como o processo complexo que se constitui, envolve alteracbes
vasculares caracterizadas por vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular e
eventos celulares caracterizados pela migracao dos leucdcitos da microcirculacéo
com acumulo no foco de infeccdo, o que sinaliza recrutamento e ativacao celular.
(BILATE, 2007). O processo atua destruindo (fagocitose e anticorpos), diluindo
(plasma extravasado) e isolando ou sequestrando (malha de fibrina) o agente
agressor, além de abrir caminho para 0s processos reparativos (cicatrizacdo e
regeneracao) do tecido afetado (FULLERTON et al., 2016).

O delineamento destas acdes dependera da intensidade, natureza e duracéo do
estimulo lesivo. Em casos onde este for de curta duragcédo, ou rapidamente anulado
pelos mecanismos de defesa do organismo, as alteracfes inflamatorias sofrerédo
rapida resolucao, sendo denominadas de agudas (REUTER et al., 2010). Entretanto
em condi¢cdes em que o estimulo nocivo é de duracdo mais longa e a leséao tissular é
perpetuado, ha um retardo no processo de reparacao tecidual e tem-se a inflamacéo

cronica.

Caracteriza-se como inflamacéo aguda, aquela na qual ha uma progresséao de
horas a dias, sendo caracterizada por vasodilatacdo, exsudacdo plasmatica e
migracao de células para o sitio lesado, com a participacdo de células leucocitarias,
como os macrofagos, neutrdfilos, mastocitos e basofilos que agem mediante a
liberacdo de citocinas, como as interleucinas (IL)-1 e 6 e o fator de necrose tumoral
(TNF)-a ou mediadores inflamatérios como as prostaglandinas e leucotrienos e a
producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) (SAH; DAWRA;
SALUJA, 2013). Diversos sistemas bioquimicos, como o sistema complemento e de
coagulacado, sdo ativados e auxiliam no estabelecimento e resolugcdo do processo
inflamatorio (CRUVINEL et al 2010).



As desordens crbnicas por sua vez séo caracterizadas por longa duracéo
(semanas, meses ou anos) com inflamagao ativa, destruicao tecidual e tentativa de
reparo ocorrendo simultaneamente, mas de forma insuficiente. Infiltragdo de células
mononucleares, neoangiogénese e fibrose sdo caracteristicas histoldgicas tipicas de
inflamacé&o crénica (NORLING, 2010), além da presenca de produtos celulares como
as proteases neutras, metaloproteinases e elastases que podem levar a degradacéo
de colageno, elastina e fibrina do parénquima tecidual intacto, o que ocasiona uma
agressio aos tecidos saudaveis do hospedeiro (LIMA et al, 2007; TENORIO, et al,
2012).

Para tratar o quadro inflamatério a estratégia principal consiste em reduzir a formacao dos
mediadores da inflamagdo. Os anti-inflamatorios néo esteroidias (AINES) séo
amplamente empregados na terapéutica, sendo representados por medicamentos
como diclofenaco e ibuprofeno, possuem atividade na inibicdo especifica da ciclo-
oxigenase (COX-1 e COX-2) e levam a consequente reducéo da conversédo do acido
araquidénico (AA) em prostaglandinas (JUNIOR et al.,2007). No entanto, o uso
prolongado ou em altas doses desses farmacos produzem efeitos indesejados, como
lesdo gastrica, nefrotoxidade, nausea e vomitos (BADRI et al., 2016), o que contribui

para uma busca por novas alternativas terapéuticas.

2.2Plantas Medicinais

Historicamente, as plantas medicinais se constituiram como uma ferramenta
primordial na terapéutica clinica. Compreende-se que desde os tempos mais antigos
até os dias atuais, as mais diversas patologias tém sido tratadas com chas e infusées,
obtidas a partir deste ambito terapéutico (HARVEY, 2015). Dados da OMS demostram
gue pelo menos 80% da populacdo mundial faz uso de algum tipo de planta para fins
medicinais, o que valida o papel fundamental do estudo das plantas medicinais na

salde.

Sao inumeros os beneficios relatados para a terapia com fitoterpicos, como
menor custo com pesquisas, vantagens culturais, e eficacia no tratamento de

maleficios, além de apresentarem varios componentes com ac¢des similares aos ja
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existentes no mercado, mas com relativa diminuicdo dos riscos de efeitos colaterais
(ASADI et al., 2015).

O Ministério da Saude, reconhecendo o potencial terapéutico das plantas
medicinais e com o objetivo de promover o0 maior aproveitamento de recursos pela
populacdo brasileira, aprovou a RENISUS, que inclui 71 espécies vegetais
selecionadas pelo amplo uso popular. Isso reitera a importancia da medicina
tradicional e medicina complementar (HARVEY, 2015) e corrobora para o processo
de busca por espécies vegetais que possam ser utilizadas na fabricacdo de novos
compostos de interesse médico e farmacéutico (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006;
DE FREITAS et al., 2017).

Entretanto, se faz necessario ressaltar o temor frente ao uso incorreto de plantas
medicinais pela populacdo, sendo fundamental o apoio ao estudo etnoboténico e
etnofarmacolodgico, pelo do aporte a pesquisa cientifica e o estreitamento de lacos
entre a academia, a sociedade e a indastria, para assim incrementar 0s
conhecimentos relacionados a eficacia e seguranca dessas plantas, oferecendo
alternativas terapéuticas seguras e acessiveis a comunidade e aos profissionais de
saude (DUTRA et al., 2016).

2.3Vaccinium macrocarpon

Entre as plantas medicinais com importantes atividades terapéuticas, temos a
Vaccinium macrocarpon Aiton, conhecida popularmente como cranberry, encontrada
em grande escala na América do Norte (SKROVANKOVA, SUMCZYNSKI, MLCEK,
JURIKOVA, SOCHOR, 2015). A Vaccinium macrocarpon € um arbusto perene, da
familia Ericaceae e do género Vaccinium, com folhas pequenas e flores de cor rosa
escura, sendo seu fruto inicialmente uma baga de cor branca, mas que se torna
vermelho escuro (Figura 1) quando completamente maduro, sendo comestivel, de
sabor adocicado e levemente acido (DINH et al., 2014).E descrito seu consumo de
varias formas, desde a baga fresca ao seu sumo concentrado, baga desidratada, chas

e até mesmo em suplementos alimentares (comprimidos/capsulas) (PARDO-MATES
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et al.,, 2017), no entanto os principais achados estédo relacionados ao uso de seus
frutos sobretudo em forma de suco (BARTIKOVA et al., 2014).

Figura 1 - Vaccinium macrocarpon Aiton. Adaptado de: New
England Wild Flower Society

Diversos estudos foram realizados a fim de caracterizar as atividades
farmacologicas do cranberry, entre elas o uso no tratamento de infeccbes, de
condi¢Bes inflamatorias e suas propriedades antioxidantes e anticancerigenas
(KRESTY et al.,, 2011). BARTIKOVA et al. (2014) e HAMILTON et al. (2014)
demonstram, por exemplo, o uso dos frutos do cranberry em processos inflamatérios
relacionadas ao trato urinario, como também foi demonstrado por VALENTOVAA et
al. (2007), que avaliaram a efetividade do consumo de 400 e 1200 mg de extrato de
cranberry no quadro de infeccéo do trato urinario em 65 mulheres com idade de 19 a
28 anos, durante 8 semanas. Estes autores concluiram que doses de 1200 mg de
extrato de cranberry podem reduzir significativamente a oxidacdo protéica e a
aderéncia da E. coli no tecido. Resultado semelhante também encontrado por
STOTHERS (2002). Ademais, existem relatos cientificos sugerindo seu uso em uma
variedade de condi¢des inflamatdrias, nas quais observa-se efeito inibitorio sobre IL-
6, IL-8 e prostaglandinas (BODET et al.,2007; XIAO et al., 2015).

E importante destacar também o papel do cranberry em pesquisas relacionadas
ao cancer, como a realizada por PRASAIN et al. (2008), com um grupo de 344 ratos
durante 6 semanas, com a dose de 1 mL de suco de cranberry ao dia. Os autores
observaram que houve uma redugéo no peso da bexiga, indicando uma diminui¢ao

no tamanho do tumor e na proliferacao celular. O uso clinico do cranberry esta voltado
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principalmente para o tratamento de doengas do trato urinario e inflamacéao vascular
(DURHAM; STAMM; EILAND, 2015; HISANO et al., 2012).

O cranberry possui em sua composi¢cao diversas substancias biologicamente
ativas de origem inorganica e organica. Entre os inorganicos destacam-se: agua,
potassio, célcio, sédio, fésforo, magnésio, ferro e iodo. Em relacdo aos constituintes
organicos, o cranberry apresenta: glucose, frutose, proteinas, ceras, pectinas,
vitaminas C, A, B1 e B2, acidos orgéanicos (a4cido malico, quinico, citrico e benzbico) e
compostos fendlicos, tais como, antocianinas, flavonéides, proantocianidinas e
taninos condensados (SKROVANKOVA et al., 2015). Estudos evidenciam que as
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, anticancerigenas e antibacterianas que
0 cranberry possui € em significativa parte conferida por estes compostos fendlicos.
(PARDO-MATES et al.,, 2017; MARTIN, M et al., 2015). Tais compostos S&0
predominantemente os flavanois (flavano-3-ol), flavonois, proantocianidinas tipo A
(PAC-A), antocianinas e acido ursolico (KOWALSKA, K et al.,2016)

Neste interim, verifica-se que ha estudos publicados sobre as diversas
possibilidades terapéuticas advindas do cranberry, inclusive as anti-inflamatérias,
porém esta ainda € demonstrada de maneira incipiente, principalmente em modelos
de avaliacdo topica no contexto da inflamacdo aguda. Tal fato associado a
potencialidade do uso de plantas na terapéutica motivaram a realizacao deste trabalho
gue visou avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato hidroetandlico dos frutos da

Vaccinium macrocarpon em modelo tépico de inflamacéo aguda.

3. OBJETIVO

3.10bjetivo Geral

> Investigar o efeito do extrato hidroetandlico da Vaccinium macrocarpon

Ainton (EHVm) na inflamacéo topica em orelhas de camundongos.
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3.20bjetivos Especificos

» Avaliar o efeito do EHVm sobre alteragbes vasculares e celulares no
edema de orelha;

» Investigar se o tratamento com EHVm altera a concentragéo de IL-13 na
inflamac&o na orelha;

> Avaliar se o tratamento com EHvm afeta as altera¢cfes histolégicas nas
orelhas inflamadas;

> Avaliar o efeito do EHVm sobre a peroxidagdo lipidica e o potencial

reducional de ferro em orelhas inflamadas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

O extrato hidroetandlico dos frutos de Vaccinium macrocarpon (EHVmM) foi
adquirido comercialmente da Fagron BV (Sdo Paulo — Séo Paulo, Brasil), lote
14083757D, com certificado de analise de controle de qualidade e cedido pela Dose
Certa Farmacia de Manipulacdo sob a responsabilidade do Me. Farm. Leandro de
Oliveira Porfirio. Este extrato foi caracterizado em estudo recente do Laboratorio de
Farmacologia do Processo Inflamatério, no Departamento de Fisiologia da UFS
(SANTANA et al., 2018). Neste estudo foram identificados sete compostos pela
técnica de cromatografia liquida de alta performance acoplada a espectrometria de
massa, sendo trés flavan-3-ols que constituiram 93,3% do total de flavonoides
(catequina, epicatequina e epicatequina galato); um flavonol (quercetina-3-O-
rutinosideo) que contribuiu com 4,3% deste total e trés antocianinas (cianidina-3-O-
galactosideo; cianidina-3-O-glucosideo e cianidina-cumaroil-hexosideo) que

contribuiram com 2,4% do mesmo.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (20-30 g) provenientes do Biotério
Setorial do Departamento de Fisiologia da UFS. Esses animais foram alocados em

grupos de cinco, com livre acesso a comida e agua, e foram mantidos em ciclo
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claro/escuro de 12/12h, a uma temperatura de 22°C + 2°C. Os animais foram
distribuidos nos grupos experimentais de forma randomizada e os experimentos foram
conduzidos de forma encoberta, isto é, os experimentadores observadores nao
conheciam a identidade dos grupos em estudo. Os protocolos foram realizados de
acordo com os principios éticos de experimentacdo animal e foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFS sob o nimero 66/17 (Anexo A). Ao
término dos experimentos foi realizada a eutanasia dos animais com dose excessiva
de isoflurano (Cristalia, Itapira-SP) inalatério. As carcacas foram acondicionadas em
sacos plasticos e guardadas em freezer especifico até o descarte definitivo de acordo
com a rotina do Departamento de Fisiologia, pelo servico de coleta seletiva de lixo
biologico da UFS.

4.3 Edema de orelha induzido pelo 12-O-tetradecanoilforbol acetato
(TPA)

O edema de orelha foi realizado de acordo com a metodologia revisada por
Young et al. (1989). Para tanto, os animais (n=6-8) foram anestesiados com isoflurano
inalatorio para aplicacdo de 20 uL de TPA (1 ug/orelha, dissolvido em acetona) nas
superficies interna e externa da orelha direita, com o auxilio de uma ponteira de
polipropileno, na auséncia ou presenca simultanea de EHVm (0,3, 1,0 ou 3,0 mg/
orelhna) ou dexametasona (0,05 mg/orelha). Foi administrado acetona (20 uL)
topicamente na orelha esquerda dos animais de todos os grupos e cada animal serviu
como seu controle. A eutanasia foi realizada por excesso de isoflurano inalatério, 6

horas apos a inducao da inflamacéo (BOMFIM et al, 2014).

4.3.1 Massa das orelhas de camundongos estimuladas com TPA

Apébs eutandsia, sitios das orelhas foram recortados com um punch de 8 mm de

didmetro e as orelhas foram pesadas em uma balanca digital. Os valores foram
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expressos em mg e representaram a subtracdo da massa das orelhas direita em

relacéo a esquerda de cada animal (OLIVEIRA et al., 2017).

4.3.2 Atividade de mieloperoxidase (MPO) nas orelhas de

camundongos estimuladas com TPA

A atividade da enzima MPO foi utilizada como um marcador de infiltrado
neutrofilico em todos os grupos experimentais. Amostras da orelha dos animais foram
coletadas, pesadas e mantidas em tubos teste na presenca de tampao fosfato [50
mmol/L, pH 6,0 contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilambnio (HTAB)]. Cada
amostra foi homogeneizada e aliquotas do homogenato foram centrifugadas. Em
placa de 96 pocos, aliquotas do sobrenadante foram adicionados a solucéo de di-
hidrocloreto de o-dianisidina (0,167 mg/mL em tampéao fosfato 50 mmol/L contendo
0,005% de H202). As alteracdes nos valores de absorbancia (460 nm) foram
registradas durante 180 segundos e os resultados foram expressos como unidades
de MPO (UMPO)/sitio de orelha, considerando-se que 1 UMPO se refere a quantidade
de enzima que degradada 1 pmol de H202/minuto (BRADLEY et al, 1982; CAMARGO
et al, 2008).

4.3.3 Determinacao de IL-1B na orelha de camundongos estimuladas
com TPA.

As concentracfes de IL-13 foram determinadas no homogenato das orelhas
(n=4-5) de camundongos estimuladas com TPA wusando kit comercial
imunoenzimaticos (ELISA), segundo as instru¢des do fabricante (R&D systems). Os

valores foram expressos como pg de citocinas/mg de proteina.
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4.3.4 Determinagdo da concentracdo de TBARS na orelha de

camundongos estimulada com TPA

Amostras de orelha de todos 0s grupos experimentais foram pesadas e
homogeneizadas em 10 volumes de solucao de fosfato de potassio (50 mmol/L, pH
7,4) contendo butil-hidroxitolueno (BHT, 12,6 mmol/L). A seguir, aliquotas do
homogenato foram incubadas a 90°C durante 45 min com solugéo contendo TBA a
0,37%, em meio acido (&cido tricloroacético a 15% e HCl a 0,25 mol/L). Apés
incubacado e posterior centrifugacdo (5 min, 8000xg), aliquotas dos sobrenadantes
foram extraidas com n-butanol e solucéo saturada de NaCl, seguido de centrifugacéo
(2 min a 8000xg). Logo apas, aliquotas foram pipetadas em microplaca para leitura
dos valores de absorbancia em leitor a 535 nm (corrigidos pelos valores de
absorbancia a 572 nm). Os resultados foram expressos como nmol de MDA por mg
de tecido, utilizando-se para o célculo o coeficiente de extingcdo molar de 1,55 x 10s
L.molt.cm™* (BOSE; SUTHERLAND; PINSKY, 1989).

4.3.5 Avaliacdo da capacidade antioxidante do EHVm pelo FRAP na

orelha de camundongos estimulada com TPA

Para avaliacdo da capacidade antioxidante do EHVm pelo potencial reducional
de ferro, a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996) foi utilizada com pequenas
modificacdes. Amostras de orelha de todos 0s grupos experimentais foram pesadas e
homogeneizadas em 10 volumes de solucédo de fosfato de potassio (50 mmol/L, pH
7,4). Em placa de 96 pocos foram adicionados aliguotas do homogenato, 9 uL de
EHVm (1, 3, 10, 30 ou 100 pug/mL), 27 pL de agua destilada e uma solucéo contendo
tampédo acetato (0,3 mol/L; pH 3,6), 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ; 10 mmol/L) e
cloreto férrico (Fe3Cl; 20 mmol/L). Durante 30 min a mistura reacional foi incubada a
37°C por 30 min e posteriormente a absorbancia foi mensurada a 595 nm. Para
calcular o FRAP do extrato foi gerada uma curva padréo de sulfato ferroso (FeSO4) e

usada a equacéo linear. O trolox (100 pg/mL) foi usado como controle positivo. Os
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valores foram comparados como 0 meio reacional sem adi¢cdo de extrato ou controle

positivo (sistema).

4.4 Analise Histologica de orelhas

A andlise histoldgica das orelhas (n=8) foi realizada em colaboracdo com a Profa.
Dra. Rosilene Calazans Soares (Departamento de Morfologia da UFS). Para analise
histolégica, o edema foi induzido conforme o item 4.3. Esta etapa foi realizada com
orelhas tratadas com a maior dose do EHVm (3,0 mg/orelha) ou do controle positivo
(dexametasona, 0,05 mg/orelha). Apdés a inducdo, o tecido da orelha foi
cuidadosamente retirado e fixado em solucao de etanol (70%) por um periodo de 24
horas. Apoés este periodo, os tecidos foram retirados e conservados em formol (10%)
até o momento da realizacdo dos cortes histologicos. Posteriormente, as orelhas
foram desidratadas, incluidas em parafina e em seguida seccionadas
transversalmente num microtomo em cortes de 5 um de espessura. Estes cortes foram
fixados em laminas e corados com hematoxilina e eosina. As laminas foram
visualizadas em microscopio optico (Nikon, Toquio, Japdo) com aumento de 40x e
entdo fotografadas com o auxilio de uma camera fotogréafica (Nikon, Téquio, Japédo)
acoplada ao microscoépio para andlise de infiltrado inflamatério. Foram selecionadas 4
fotografias para os grupos Acetona e 0s grupos tratados com Dexametosa ou EHVmM

e 10 fotografias para o grupo Veiculo (CHIBLI et al., 2014).

4.5 Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. Estes foram
analisados quanto a normalidade de sua distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilk. Como
nao houve impedimento para aplicacdo de testes paramétricos, os dados foram
analisados por analise da variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey.

Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

A acdo tépica do EHVm foi testada utilizando o modelo de edema de orelha
induzido por TPA. Na figura 2 pode ser observado que a variagdo de massa da orelha
foi diminuida (p<0,001) pela coadministracdo de 3 mg/orelha de EHVm, bem como
com a coadministracéo de dexametasona (p<0,001) quando comparado aos animais
gue receberam somente veiculo. Também pode ser verificado que o tratamento com
as doses de 0,3 e 1 mg/orelha de EHVm né&o alterou a variagdo de massa da orelha

guando comparado ao grupo veiculo.

20+
>
e
~ 154
©
<
(]
© 10
©
ho]
o
v g * %%
o -
o
<
0-
Veiculo 0,3 1,0 3 Dexa

EHVm (mg/orelha)

Figura 2. Efeito do extrato hidroetanélico da Vaccinium macrocarpon (EHVm) na massa das
orelhas de camundongos. Os camundongos foram submetidos a inflamacé&o da orelha induzida por
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato, concomitantemente ao tratamento com EHVm ou dexametasona
(Dexa). A variacéo (A) do peso da orelha (n=6-8), mensurada 6 horas apds a indu¢cdo. ANOVA de uma
via F,32) = 16,71, p<0,001, seguido do teste de Tukey ***p<0,001 vs. grupo tratado com veiculo).

O efeito anti-inflamatério também foi analisado verificando-se a atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO). A figura 3 mostra o aumento da atividade de MPO

apos a administracéo de TPA (p<0,001) quando comparado as orelhas que receberam
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apenas acetona. O tratamento com a dose de 3 mg/orelha do EHVm (p<0,01) ou 0,05
mg/orelha de dexametasona (p<0,001) diminuiu este parametro quando comparado
ao grupo veiculo. Também pode ser verificado que o tratamento com as doses de 0,3
e 1 mg/orelha de EHVm n&o alterou a atividade de MPO nas orelhas quando

comparado ao grupo veiculo.
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Figura 3. Efeito do extrato hidroetanélico de Vaccinum macrocarpon (EHVm) na atividade da
mieloperoxidase (MPO) em orelhas de camundongos. Os camundongos foram submetidos a
inflamacéo da orelha induzida por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), concomitantemente ao
tratamento com EHVm ou dexametasona (Dexa). A atividade de mieloperoxidase (MPO) (n=6-8) foi
mensurada 6 horas apos a inducdo. ANOVA de uma via (Fs, 39) = 13,41, p<0,001) seguido do teste de
Tukey (*¥p<0,001 vs. grupo tratado com acetona; **p<0,01 ou ***p<0,001 vs. grupo tratado com

veiculo).

Verificou-se também que a administracdo de TPA na orelha aumentou a
concentracgdo de IL-1B (p<0,01) em comparacdo ao grupo acetona. A coadministracéo
de 3 mg/orelha de EHVm (p<0,05) ou dexametasona diminuiu a concentracdo desta
citocina (p<0,05), quando comparado ao grupo que recebeu veiculo, como

demonstrado na figura 4.
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Figura 4. Efeito do extrato hidroetanodlico de Vaccinum macrocarpon (EHVm) na concentracao
de IL-1B nas orelhas de camundongos. Os camundongos foram submetidos a inflamacé&o da orelha
induzida por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), concomitantemente ao tratamento com EHVm
ou dexametasona (Dexa). A variacdo da concentracdo de IL-1B (n=4-5) foi mensurada 6 horas apés a
inducdo. ANOVA de uma via (F@, 15) = 8,34, p=0,0017), seguido do teste de Tukey (*p<0,01 vs. grupo

tratado com acetona; *p<0,05 vs. grupo tratado com veiculo).

Complementarmente, foi realizada a analise histolégica nas orelhas dos animais
dos diferentes grupos. No corte histologico do grupo acetona foi observado tecido sem
alteracdes morfologicas (Figura 5). Por sua vez, a aplicacdo de TPA nas orelhas
permitiu observar a presenca de intenso infiltrado inflamatorio rico em leucdcitos
invadindo o tecido epitelial pavimentoso estratificado queratinizado de revestimento,
tecido conjuntivo e em regido perianexial, caracterizando inflamacao aguda além da
presenca de tecido conjuntivo fibroso dérmico exibindo intenso edema intersticial e
grande quantidade de vasos sanguineos capilares dilatados e congestos

(hiperemiados) (Figura 6 e Figura 7).

Nos animais em que houve a aplicacdo do TPA na presenca de EHVm foi
observada a presenca de infiltrado inflamatdrio, no entanto em menor intensidade em
tecido conjuntivo e auséncia de infiltrado em regido perianexial, com preservac¢ao dos
anexos cutaneos (Figura 8). No grupo tratado com dexametasona foi possivel
evidenciar tecido epidémico exibindo caracteristicas histomorfol6gicas usuais (Figura
9).
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Figura 5. Imagens representativas de cortes histologicos (A, B, C, D, aumento de 400x) das
orelhas de camundongos submetidas a aplicagéo de veiculo (acetona). Tecido epidémico exibindo
caracteristicas histomorfolégicas normais mostrando anexos cutaneos, como glandulas sebaceas e
foliculos pilosos bem preservados. GIS indica glandula sebacea, TcF indica tecido conjuntivo fibroso,

Cart representa o tecido cartilaginoso.
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Figura 6. Imagens representativas de cortes histologicos (A, B, C, D, aumento de 400x) das
orelhas de camundongos inflamadas com 12-O-tetradecanoiforbol-13-acetato (TPA). Em todas
as imagens é possivel evidenciar intenso infiltrado inflamatdrio rico em polimorfonucleares (neutrofilos),

caracterizando inflamagédo aguda.
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Figura 7. Imagens representativas de cortes histoloégicos (A, B, C, D, E, F, aumento de 400x) das
orelhas de camundongos inflamadas com 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). A: intenso
infiltrado inflamatério agudo invadindo o tecido epitelial pavimentoso estratificado queratinizado de
revestimento, caracterizando exocitose neutrofilica; B: infiltrado inflamat6rio exibindo distribuicéo
perianexial; C: arteriola exibindo sinais morfoldgicos de vasculite, com acimulo de neutréfilos na sua
luz; em destaque neutrdfilo fazendo diapedese (transmigragdo); D: tecido conjuntivo fibroso dérmico
exibindo intenso edema intersticial; E: capilares dilatados e congestos (hiperemiados) e neutrofilos

viaveis (seta negra) e F: piocitos exibindo fragmentagdo nuclear (seta vermelha).

Figura 8. Imagens representativas de cortes histologicos (A, B, C, D, aumento de 400x) das
orelnas de camundongos inflamadas com 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e
submetidas ao tratamento concomitante com extrato hidroetandlico da Vaccinium macrocarpon
(EHVm). A, B e C: presenca de infiltrado inflamatorio agudo de menor intensidade no tecido conjuntivo;

D: auséncia de infiltrado inflamat6rio em regido perianexial.
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Figura 9. Imagens representativas de corte histoldgicos (A, B, C, D, aumento de 400x) das
orelhas de camundongos inflamadas com 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e
submetidas ao tratamento concomitante com dexametasona. A e B: tecido epidémico exibindo
caracteristicas histomorfolégicas usuais. C e D: mostrando anexos cutaneos, como glandulas sebaceas
e foliculos pilosos bem preservados, tecido conjuntivo fibroso rico em fibroblastos maduros, com
nucleos delgados e alongados e de cromatina densa (fibrocitos).

Também foi avaliado o efeito do extrato hidroetandlico da Vaccinium
macrocarpon (EHVm) nas alteracdes oxidativas em orelhas de camundongos
submetidos a inflamacéo por TPA. A figura 10 mostra que a administracao de TPA
aumentou a peroxidacao lipidica na orelha (p<0,001) quando comparado ao grupo
acetona. Além disso, a administracdo concomitante do EHVm, em todas as doses

testadas, diminuiu a lipoperoxidacéo (p<0,001) quando comparado ao grupo veiculo
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Figura 10. Efeito do extrato hidroetandlico da Vaccinium macrocarpon (EHVm) na peroxidacao
lipidica em orelhas de camundongos. Os camundongos foram submetidos a administracdo de 12-
O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), concomitantemente ao tratamento com EHVm. A formacé&o do
malondialdeido (MDA) foi mensurada 6 horas apés a inducao (n=6 animais/grupo). ANOVA de uma via
( Fe, 25) = 18,28, p<0,001), seguido do teste de Tukey (¥#p<0.001 vs. grupo acetona; ***p<0.001 vs.

grupo tratado com veiculo).

Na figura 11 estd demonstrado que a administracdo do TPA diminuiu (p<0,001)
0 poder antioxidante (FRAP) do tecido quando comparado ao grupo acetona. A
administracdo de EHVm, nas doses de 1 e 3 mg/orelha, aumentou o poder
antioxidante no tecido (p<0,01 ou p<0,001 respectivamente, quando comparado ao

grupo veiculo).
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Figura 11. Atividade antioxidante do extrato hidroetanoélico da Vaccinium macrocarpon (EHVm)
pelo potencial reducional de ferro (FRAP). Os camundongos foram submetidos a administracéo de
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), concomitantemente ao tratamento com EHVm. O potencial
reducional de ferro (FRAP) foi mensurado 6 horas ap6s a inducdo (n=6 animais/grupo). ANOVA de uma
via (F@, 25) = 96,14, p<0,001), seguido do teste de Tukey (**p<0.001 vs. grupo acetona; **p<0.01 ou

***n<(0.001 vs. grupo tratado com veiculo).

6. DISCUSSAO

No presente estudo foram apresentados resultados acerca do efeito anti-
inflamatério do EHVmM. O modelo escolhido para obter estes resultados foi a
inflamacéo de orelha induzida por TPA, que € um modelo util para a avaliacdo de
compostos com potencial eficacia na terapia anti-inflamatéria por via topica. Esse
potente agente flogistico e promotor de tumor é capaz de induzir a inflamacédo cutanea
e hiperproliferacdo celular em animais, pela formacéo de produtos da ciclo-oxigenase
e lipoxigenase, bem como de histamina e serotonina, dentre outros mediadores
(BADILLA, B et al., 2007; FERREIRA, F et al., 2010). Estes mediadores contribuem
para a infiltragdo de neutrofilos, o aumento da permeabilidade vascular e a agregacao
plaquetaria na orelha, que se inicia dentro de 2 horas e se agrava nos tempos
posteriores (ZHANG et al., 2007). Uma vantagem deste modelo é a possibilidade de

aplicacdo das substancias testes por via topica, 0 que é importante para o screening
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de substancias com atividade anti-inflamatoria (BOLLER, 2007). A aplicacao por esta
via foi utilizada no presente estudo e permitiu observar a modulagcédo da resposta

inflamatéria pelo EHVm.

Dessa forma, com o uso deste modelo foi possivel demonstrar que o EHvm
produziu efeito antiedematogénico (Figura 2), mensurado pela reducao da massa dos
sitios da orelha o que corrobora estudo anterior demonstrando que o tratamento
sisttmico com o EHVm diminui o edema pancreatico na dose de 200 mg/kg
(SANTANA et al.,2018). Concordantemente, foi demonstrado que o tratamento oral
com o extrato de frutos de Vaccinium macrocarpon reduziu a producdo de
prostaglandinas in vitro e inibiu 0 edema da pata de camundongos induzido por
carragenina (NARDI et al., 2016) e que as fracbes de extrato de Vaccinium
macrocarpon com diferentes contetdos de polifendis (polifendis de massa molecular
baixa, média ou alta) reduziram a expressdo de TNF-a e IL-6 em células de

adenocarcinoma de colon humano (Caco-2) (DENIS et al., 2015).

O edema esta relacionado ao aumento da permeabilidade vascular e o
extravasamento de plasma para a regido tecidual, fatores que envolvem a modulacéo
da producdo de Oxido nitrico, espécies reativas de oxigénio, bradicinina,
prostaglandinas e citocinas pro-inflamatérias (AKINOSOGLOU; GOGOS, 2014). O
EHVm possui em sua composi¢cdo uma expressiva concentracao de flavonoides que
atuam modulando células envolvidas com a inflamacéo, inibindo a proliferacédo de
linfocitos T, inibindo a producéo de citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, TNF-a e
IL-1), modulando a atividade das enzimas da via do acido araquidénico, tais como
fosfolipase A2, ciclo-oxigenase e lipoxigenase, além de modularem a enzima
formadora de 6xido nitrico, a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) (LOPEZ R.,et al
2008 ; KIM P., et al 2004). Assim, o efeito antiedematogénico do EHVm certamente &
dependente da reducéo da geracédo de mediadores inflamat6rios como citocinas pro-
inflamatoérias e pode ser atribuido, ao menos em parte, a acdo dos compostos

fendlicos presentes neste extrato.

As citocinas também estdo envolvidas na migracdo de leucdcitos. Este
parametro foi avaliado pela medida da atividade de MPO nas orelhas, que foi reduzida

pela coadministragdo do EHVm. Este € um indicativo de inibicAo da migracao de

neutrofilos para este tecido, pois a mieloperoxidase € uma enzima presente nos
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granulos azurdfilos desta célula e é descrito que os polimorfonucleares podem ser
visualizados aderindo-se a parede do vaso em até 6 horas apds a aplicacdo de TPA
(DE YOUNG et al, 1989).

Por conseguinte, o tratamento com 1,5% de p6 de extrato seco de frutos de V.
macrocarpon (incorporado na dieta) reduziu a atividade de MPO no célon de
camundongos submetidos a colite induzida por dextrano sulfato de sodio (XIAO et al.,
2015), bem como um tratamento profilatico com cranberry (100 mg/kg) diminuiu a
atividade de MPO no coracdo de ratos submetidos a cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina (ELBERRY et al., 2010). Este efeito antiquimiotatico do EHVm poderia
resultar da modulacdo de moléculas de adesdo que séo representadas pelas
selectinas (E, P e L), imunoglobulinas, integrinas e glicoproteinas. As selectinas
participam do processo de rolagem, as integrinas do processo de aderéncia firme e a
a transmigracdo depende de imunoglobulinas como a PECAM-1 (ROBBINS et
al.,2000). A expressao dessas moléculas € regulada por fatores como as citocinas
pré-inflamatérias (CORLESS J., 2003), fazendo possivel que a reducéo da atividade

de MPO esteja correlacionado a inibicdo da producéo de citocinas.

Dentre os diversos mediadores pro-inflamatorios que coordenam a migracao
celular para o sitio inflamatorio inclui-se a IL-18 (GARIN et al, 2011; XIAO et al., 2015).
Interessantemente, foi observada menor concentracao de IL-1f na orelha dos animais
estimulados com TPA na presenca de EHVm. Infere-se desta maneira, que a
administracdo tépica do extrato de Vaccinum macrocarpon tem atuacdo inibitéria
sobre a sintese ou liberacdo desse mediador, liberada por células como macréfagos
e linfocitos B. As concentracdes séricas de IL-1 e interferon-y e a expressao de RNA
mensageiro para TNF-a e IL-18 no colon foram reduzidas pelo tratamento oral com
cranberry em camundongos submetidos a colite induzida por dextrano sulfato de sodio
(XIAO et al., 2015). Além disso, estudos na doenca periodontal mostram reducao de
parametros inflamatérios mediados por tais citocinas no tratamento com cranberry
(BODET et al., 2006).

Os resultados mostrando efeitos antiedematogénico, antiquimiotatico e de
reducdo de IL-1B sdo indicativos do efeito anti-inflamatorio do EHVm apds aplicagéo
topica. Para amparar estes resultados, foi conduzida a analise histologica. Esta

analise corroborou principalmente a reducéo da resposta inflamatoria, uma vez que
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como demonstrado na figura 8, a aplicagédo do TPA concomitante ao EHVm, levou a
um infiltrado inflamatério agudo de menor intensidade no tecido conjuntivo e a
auséncia de infiltrado inflamatério em regido perianexial, quando comparado ao grupo
tratado apenas com TPA (figura 6 e 7).0s resultados apresentados estao de acordo
com os achados do MPO e do edema de orelha aqui demonstrados, uma vez que

verificou-se em ambos um menor infiltrado neutrofilico apds tratamento com EHVm.

Assim, pode-se inferir que o EHVm diminui caracteristicas aguda da resposta
inflamatdria na orelha dos animais, mas os mecanismos envolvidos nestes efeitos
precisam ser melhor elucidados. Neste sentido, considerando-se que o EHVm possui
compostos com atividade antioxidante (SANTANA et al., 2018), foi proposto que o
efeito anti-inflamatorio estivesse associado ao efeito antioxidante deste extrato. Em
relacéo a este efeito, o extrato utilizado no presente estudo foi avaliado quanto ao seu

efeito antioxidante in vitro.

SANTANA et al. (2018) demonstraram que o tratamento com o0 EHVm nas doses
de 50, 100 e 200 mg/kg reduziu os produtos de peroxidacao lipidica, em particular o
MDA, em modelo de pancreatite (tecido pancreatico), o que também ocorreu no tecido
pulmonar. No presente estudo também foi verificado o efeito do EHvm em parametros
gue inferem sobre as alteracdes oxidativas, para correlaciona-las com o efeito anti-
inflamatorio. O tratamento concomitante com EHVm levou a diminuicdo da
peroxidacéo lipidica (figura 10) e aumento do potencial redutor do ferro (figura 11). E
interessante observar que apesar das doses de 0,3 e 1 mg/orelha ndo terem reduzido
0 edema e a atividade de MPO, estas produziram efeito significativo na peroxidagéo
lipidica (ambas) ou no potencial reducional de ferro (apenas 1 mg/orelha). As razdes
para estas diferencas ndo sao claras, mas as mesmas indicam que a relacao entre as
alteracoes oxidativas e inflamatdrias induzidas pelo TPA na orelha podem nao ocorrer
na mesma magnitude, ou seja, apesar das doses menores diminuirem a
lipoperoxidacdo e o FRAP, isso nao resultou em efeito anti-inflamatério mensuravel

pelos desfechos utilizados neste estudo.

As membranas e organelas celulares contém grande quantidade de lipidios poli-
insaturados que podem ser alvos de reagdes de oxidacdo, podendo levar a processos
de morte celular e inflamacgao (PIZZIMENTI et al 2010). N&o apenas a aplicagcéo de

TPA induziu estes processos, mas também a aplicagdo de EHVm impediu que
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peroxidacdo ocorresse nas orelhas. Os dados encontrados no presente trabalho
concordam com trabalhos da literatura, o qual demonstra que o extrato aquoso do
cranberry apresentou inibicdo na producao das espécies reativas ao acido tiobarturico
in vitro (ABEYWICKRAMA et al., 2016). In vivo, observa-se que a administracdo
durante 10 dias do extrato metandlico de cranberry nas doses de 50 e 200 mg/kg
reduziu a peroxidacao lipidica no figado e que a dose de 200 mg/kg reduziu a

lipoperoxidacéo na pata apos injecdo de carragenina (NARDI et al., 2016).

A capacidade redutora do ferro, uma avaliagdo baseada na producéo do ion Fe?*
(forma ferrosa) a partir da reducéo do ion Fe®* (forma férrica) presente no complexo
2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ) (THAIPONG, et al., 2006), é um parametro de
importancia, pois os ions ferro sdo muito ativos em reacdes de oxido-reducéo, o que
0s caracteriza como potentes catalisadores das reacdes de geracéo de radicais livres,
em condicdes de estresse oxidativo. A participacdo desses metais se da, de maneira
especial, por meio das reacdes de Fenton e Haber-Weiss. A primeira é referente a
geracao de radical OH’, por meio da reacdo do H>O> com os ions em questdo, em
seguinte, estes ions catalisam a reagéo entre o H2O> e o radical O, a fim de gerar,
da mesma forma, o radical OH’, que por sua vez reage rapidamente com moléculas
como lipideos, proteinas ou bases de DNA (SONEJA et al.,2005). Sendo assim,
guanto maior a reducdo do ferro, menor sera o potencial para ocasionar danos

celulares.

Em conjunto, os dados que mostram a reversao total (lipoperoxidacéo) ou parcial
(potencial reducional) de alteracfes oxidativas pelo EHVm indicam que a reducédo do
estresse oxidativo pode ter contribuido para a reducéo do processo inflamatério. Neste
sentido infere-se que os efeitos acima mencionados possam estar associados aos
compostos presentes no EHVm. Como demonstrado por PAREDES et al., 2010, o
cranberry possui em sua composicdo diversos compostos, entre eles vitaminas,
acidos organicos como o acido malico, quinico, citrico e benzoico e compostos
fendlicos, sendo que a Vaccinium macrocarpon é uma das espécies com maior
guantidade de compostos fendlicos na sua composicao (Szajdek & Borowska, 2008).
No EHVmM utilizado no presente estudo foram identificados
sete compostos (trés flavan-3-ols, um flavonol e trés antocianinas). Os principais

compostos foram catequina e epicatequina. As principais antocianinas foram
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cianidina-3-O-glicosideo, seguido por cianidina-coumaroil-hexosideo, ambos com
ions moleculares caracteristicos de cianidina. O conteudo total de flavondides foi de
875,65 mg / 100 g, onde o flavan-3-ol contribuiu com 93,3%, seguido do flavonol
(4,3%) e antocianinas (2,4%) (SANTANA et al., 2018).

Tais compostos sdo considerados responsaveis por conferir as propriedades que
o EHVm possui, principalmente as antocianidinas, as proantocianidinas e os flavondis
(Pardo et al., 2017). E mostrado na literatura que este Ultimo apresenta significativa
acdo anti-inflamatoria, que pode ser atribuida a sua capacidade de inibir as vias de
ciclo-oxigenase e lipoxigenase, as quais desempenham um papel importante na
geracao de mediadores inflamatorios (YOON et al., 2005). Ademais relata-se também
o potencial das antocianinas de inibirem a liberagdo e sintese de substancias
endogenas, que promovem inflamacédo como a histamina, TNF-a, IL-1B e IL-6, entre
outras, principalmente pela inibicdo da ativacdo da via do NF-kB (KARLSEN et al.,
2007; ABED et al., 2012) e sua capacidade antioxidante, uma vez que estas podem
participar na doacdo de hidrogénio ou elétrons, e também possui radicais

intermediarios estaveis, que impedem a oxidacdo (GOBBO. et al., 2007).

De Melo et al. (2009) avaliaram alguns flavondis individualmente quanto a
atividade anti-inflamatoria em camundongos (10 mg/kg, via oral) no teste de migracao
leucocitaria induzida por carragenina. Na dose testada, esses flavonoides inibiram a
migracdo leucocitaria em até 49,7%. Concomitantemente verificou-se que alguns
flavonoides encontrados na planta medicinal Eleusine indica (Poaceae), conhecida
popularmente como capim pé-de-galinha na dose de 400 pg/kg reduziram em até 80%
o influxo de neutréfilos pulmonares em camundongos expostos a aerossois de
lipopolissacarideo (LPS), em um modelo que mimetiza a inflamacédo pulmonar (DE
MELO et al., 2005).

Conjuntamente, os resultados obtidos corroboram dados da literatura e sugerem
gue o extrato da Vaccinum macrocarpon possui acao anti-inflamatoria por via tépica,
derivada provavelmente de sua capacidade em diminuir a migracdo celular e reduzir
a formacdo de mediadores inflamatérios e atuacdo na reducdo das alteracdes
oxidativas. Sendo necessario estudos complementares de toxicidade e possiveis vias

alternativas de acgdao.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados foi possivel concluir que o EHVm possui
atividade anti-inflamatéria e atenua alteracbes oxidativas em orelhas de

camundongos.

Este fato sugere que o EHVm pode ser uma possivel alternativa terapéutica
futura no tratamento tépico da inflamacédo, a medida em que novos estudos forem
sendo delineados para avaliar a toxicidade deste extrato e mecanismos subjacentes

ao seu efeito anti-inflamatorio.
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