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RESUMO

A pele é uma importante barreira bioldgica que interage com inumeros estimulos
ambientais. O desequilibrio entre essas interacdes pode resultar em alteragcdes metabdlicas
importantes, como processos inflamatdrios freqlientes e agressivos ao tecido cutaneo.
Assim, produtos com atividade anti-inflamatéria tdpica sdao de grande interesse
farmacéutico e cosmético. Physalis angulata L. (camapu) da familia Solanaceae ocorre
principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil, onde é usado na medicina popular
como anti-inflamatério e no tratamento de problemas da pele. Com base nestas
informacOes, a espécie foi escolhida para esse estudo, onde avaliamos a atividade anti-
inflamatdria do extrato de camapu em culturas de queratindcitos humanos. Culturas de
queratinécitos foram sensibilizadas com LPS (200 pg/ml) e depois tratadas com o extrato
hidrometandlico (70%) liofilizado de camapu nas concentragdes 15,23; 7,62; 3,81 ulL/mL.
Avaliamos a atividade anti-inflamatéria no sobrenadante das culturas pela quantificacao dos
mediadores: Interleucinas 1 alfa (IL-1a), 6 (IL-6) e 10 (IL-10), prostaglandina E2 (PGE2) e
histamina através de ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Os dados foram submetidos a
andlise estatistica (ANOVA e Dunnett). As duas menores concentra¢cbes do extrato foram
capazes de reduzir a sintese de histamina em até 70% e, em média, 50% da sintese de PGE2,
em comparagao aos controles incubados apenas com LPS. A maior concentragdo avaliada do
extrato reduziu em 60% a produgdo de IL-6 e houve diminui¢ao de 30% para as outras duas
concentragdes quando comparadas ao controle inflamado, enquanto que as duas maiores
concentragdes do extrato reduziram em 45% a sintese de IL-1 a. Para o perfil da citocina
anti-inflamatadria IL-10 apenas a menor concentracao do extrato foi capaz de aumentar em
40% a concentragao dessa interleucina no sobrenadante. Esses resultados indicam uma
atividade anti-inflamatdria do extrato hidrometandlico liofilizado de Physalis angulata L. e
nos levam a sugerir que este composto tem potencial para ser utilizado como ativo em

produtos para os cuidados da pele.
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ABSTRACT

The skin, as the primary interface between the body and the environment can respond to a
great range of environmental stimuli. Altered responses can lead to important alterations in
the tissue physiology such as an excessive inflammation condition, which can produce
effects ranging from mild discomfort to permanent impairment of tissue integrity. The
pharmaceutical and cosmetic use of natural products is increasing; therefore, products with
potential anti inflammatory activity are very significant for the research in this area. Physalis
angulata L. belongs to the Solanaceae family and grows in the North and Northeast regions
of Brazil where it is known as Camapu. It is used in popular medicine as anti inflammatory
and for skin disorders. Based on this information the extract of this species was assayed in
the search for anti inflammatory activity on human keratinocytes cultures. Theses cultures
were incubated with LPS (200ug/ml) and then treated with hydromethanolic (70%) extract
of lyophilized P. angulata at three concentrations (1.523x10-2, 7.62x10-3, e 3.81x10-3
mg/ml). We evaluated the anti inflammatory activity in cultures supernatants through
quantification of inflammatory mediators: Interleukine-6 (IL-6) and 10 (IL-10), prostaglandin
E2 (PGE2), Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and histamine. Statistical analysis was
performed (ANOVA e Dunnett) and significant difference was taken as p < 0.05. At the lower
concentrations the extract was able to reduce 70% the concentration of histamine and 50%
of prostaglandin E2. IL-6 concentrations were reduced by the three concentrations of the
extract compared to LPS controls, while the two higher concentrations of the extract
reduced by 45% the synthesis of IL-1a. For the profile of anti-inflammatory cytokine IL-10
the lowest concentration of the extract was able to increase 40% its concentration in the
culture supernatant. These results indicate an anti-inflammatory activity of the
hydromethanolic Physalis angulata L extract and encourage us to suggest that this

compound has potential to be used as an effective alternative in products for skin care.
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INTRODUCAO

1. A pele

A pele pode ser definida como um conjunto de tecidos com organizacao estratificada
gue reveste 0 corpo e possui componentes estruturais e metabdlicos que devem trabalhar
em harmonia com o meio ambiente para manter a saude do organismo que envolve
(Holbrook, 1983). Representando de 10 a 12% do peso corpdéreo é o maior 6rgdo do
organismo humano e atua como a interface biolégica entre o ambiente interno e externo,
possuindo como principais fungdes: prote¢ao contra danos mecanicos, substancias nocivas,
invasdo por microorganismos e radiacdo solar (Slominski & Wortsman, 2000; Boelsma et al.,
2001). A pele atua também na termorregulacdo, na sensibilidade a dor e calor (Wysocki,
1999), além de possuir varias atividades neuroimunoenddcrinas (Streilein, 1983; O’Sullivan
et al., 1998; Slominski & Worts man, 2000). Porém, a caracteristica da pele que possibilitou a
vida terrestre foi sua funcdo de barreira permedvel que é capaz de manter o balango hidrico
e eletrolitico necessario a vida (Feingold, 2007). Além dessas fun¢bes bioldgicas vitais, a pele
tem um importante papel no bem estar e na atracao fisica (Boelsma et al., 2001).

A pele esta continuamente exposta a influéncias internas e externas que podem alterar
sua condi¢dao e funcionamento, gerando altera¢bes que levam ao fotoenvelhecimento,
inflamacgao, disfungdo imune, desequilibrio da homeostase epidérmica ou outras desordens
cutdneas (Boelsma et al., 2001).

Os tecidos da pele sdo formados por um conjunto heterogéneo de tipos celulares e
componentes extracelulares, os quais produzem estruturas especializadas denominadas
apéndices (foliculo piloso, glandulas sudoriparas, sebaceas e apdcrinas), e encontram-se

organizados em 3 camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme (Freinkel, 2001; Kanitakis,
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2002; Junqueira & Carneiro, 2005; Costin & Hearing, 2007) (Figura 1).

cixo do cabelo

B glindula sebicea

Epiderme
Vasos sanguineos
corpusculo de Meissner
musculo eretor do pélo
Derme fibra nervosa
corpusculo de Pacini
glindula écrina
' 2 = glindula apocrina
RAS v L d L l;frm. ..
.......................... R = o
e L /) y e
A e sAigas
e e (T e i da de gordura subcutiine:
Hipoderme PACy AP ,':. /’;‘,ri‘t s o) .,.'_. +—— camada de gordura subcutinea
Figura 1. Estrutura basica da pele e seus apéndices. Adaptado de Costin & Hearing, 2007.

1.1. Epiderme

A epiderme é um epitélio estratificado em constante renovacdo, que exibi um processo
de diferenciagdo progressiva de queratinizacdo (cornificacdo) que ocorre no sentido basal (
camada mais interna) para superficie. A epiderme é formada por multipos tipos celulares

com diferentes origens embriondrias: queratindcitos, melandcitos, células de Lagerhans e

células de Merkel, sendo que os queratinécitos correspondem a aproximadamente 90% da

populacdo celular da epiderme (Slominski & Wortsman, 2000; Freinkel, 2001; Kanitakis,

2002; Junqueira & Carneiro, 2005).
A estrutura e funcdo da epiderme dependem de varios processos que se iniciam

durante o desenvolvimento e continuam durante toda a vida do organismo. A manutenc¢ao

do numero de células depende de um fragil equilibrio entre a proliferacdo e a perda (por
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apoptose ou diferenciacdo) de queratindcitos. Outros fatores importantes para a
manutencdo da homeostase epidérmica sdo a adesdo dos queratindcitos entre si e com a
[amina basal, a interacdo com as outras células da epiderme e com a camada subjacente, a
derme (Slominski & Wortsman, 2000; Freinkel, 2001; Kanitakis, 2002; Costin & Hearing,
2007).

A epiderme estd organizada em camada basal, espinhosa, granular e cérnea (Figura 2).
Os queratindcitos sdao formados por mitose na camada mais interna, e ascendem para
camadas mais superficiais, sofrendo alteragdes na sua forma e composicdo. Este processo de
diferenciacdo da epiderme é denominado de queratinizacdo ou cornificacdo (Freinkel, 2001;
Jungueira & Carneiro, 2005; Costin & Hearing, 2007). A camada basal, também conhecida
como stratum germinativum, é o mais profundo e consiste de queratindcitos mitoticamente
ativos e células do sistema imune. Os queratindcitos basais sao colunares e possuem um
citoesqueleto suficientemente flexivel para divisdao e migragao celular, enquanto que a
camada espinhosa recebeu esta denominagdo em virtude da aparéncia histolégica de seus
queratindcitos, que devido a abundancia de jun¢des focais (desmossomos) entre as células
adjacentes lembram “espinhos”. Os queratinécitos dessa camada possuem grandes
guantidades de queratina organizadas concentricamente ao redor de seu nucleo e inseridas
perifericamente dentro dos desmossomos. As células da camada granulosa tém como
caracteristica a presenca de granulos no citoplasma, os quais sao constituidos por proteinas,
principalmente, filamentos intermediarios de queratina, pro-filagrina e loricrina. A camada
cérnea forma a principal barreira do organismo contra a desidratacdo, perda de eletrdlitos e
a penetracdo de agentes ambientais, além de contribuir para a prote¢ao mecanica. Esta

barreira é formada por multiplas camadas de queratindcitos terminalmente diferenciados,
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chamados de cornedcitos. O cornedcito é o maior dos queratinécitos, possuem forma
achatada e sdo formados por queratinas de alto peso molecular, encontram-se envoltos por
um envelope cérneo formado por proteinas intensamente interligadas entre si como a
filagrina, loricrina e involucrina garantindo a resisténcia mecanica da epiderme. Ao mesmo
tempo, esse envelope com os cornedcitos estdao embebidos em uma matriz extracelular rica
em lipidios (hidrofébica) que forma a barreira contra o movimento de agua e eletrdlitos

(Freinkel, 2001; Junqueira & Carneiro, 2005; Feingold, 2007).

Corneocitos < Camada cornea

) )

<« Camada granulosa

. <« Camada espinhosa
Queratinocitos ——» p

< Camada basal

N

Figura 2. A epiderme organizada em camadas. Adaptado de Costin & Hearing, 2007.

Melanocitos

1.2. Derme

A derme é um tecido conectivo que garante a pele flexibilidade, elasticidade e
resisténcia a tragdo. Tem como fungdo proteger o corpo contra agressdes mecanicas, reter
agua e auxiliar na regulacdo térmica. Na derme ainda sdo encontrados foliculos pilosos,
glandulas sudoriparas, glandulas sebdceas, glandulas apdcrinas, receptores de estimulo
sensorial, vasos linfaticos e vasos sanguineos. A derme é composta principalmente de matriz
extracelular fibrosa (formada por colageno e elastina) e ndo-fibrosa (formada por filamentos

de glicoproteinas, proteoglicanos, e glicosaminoglicanos) e por varios tipos celulares como
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fibroblastos, mastdcitos, células dendriticas (Slominski & Wortsman, 2000; Kanitakis, 2002),
macréfagos e linfocitos T (Slominski & Wortsman, 2000).

Os fibroblastos sao o principal tipo celular da derme e se caracterizam por serem
células migratdrias responsaveis pela sintese e degradacdo do tecido conectivo (fibroso e
nao-fibroso) e de numerosos mediadores. Existe um grande interesse na regulacdo dos
fibroblastos devido a sua alta taxa proliferativa e sintética durante o processo de
cicatrizacdo. Fibroblastos proliferativos e em repouso sdao capazes de responder a diversos
mediadores imunes como IL-1¢, IL-1B e IL-8 (Freinkel, 2001).

Duas regides distintas podem ser observadas na derme: a camada papilar que esta
em contato com a epiderme e a camada reticular mais interna. Essa distingdo é feita com
base no tipo de tecido conjuntivo, na densidade celular e nos padroes de organizacdo de
nervos e vasos. A camada papilar é formada por tecido conjuntivo frouxo caracterizado por
pequenos feixes de coldgeno de baixo didmetro, de modo que as caracteristicas desta matriz
permitem que a pele suporte estresse mecanico. Além disso, possui uma alta densidade
celular principalmente de fibroblastos com altas taxas metabdlicas e de proliferacao. A
camada reticular é formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado composto de fibras
de coldgeno de grande diametro organizadas em feixes entrelacados, circundados por uma
superestrutura formada por ramificacdes de fibras de elastina (Freinkel, 2001; Junqueira &

Carneiro, 2005,).

1.3. Jun¢ao Dermo-Epidérmica
A epiderme e a derme sdo conectadas por uma juncdo dermo-epidérmica (JDE) que
ancora o epitélio ao tecido conjuntivo frouxo da derme. A JDE é constituida por uma

complexa membrana basal sintetizada por queratindcitos basais e por fibroblastos da derme.
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Além de possuir um papel fundamental na adesdao mecanica destes dois compartimentos, a
juncdo dermo-epidérmica também atua como um facilitador na migracdo de varios tipos
celulares durante processos tais como a cicatrizacdo, reacGes imunoldgicas e/ou

inflamatdrias, entre outros (Kanitakis, 2002; Junqueira & Carneiro, 2005).

1.4. Hipoderme

A hipoderme consiste em um tecido conectivo frouxo que conecta a pele aos musculos
e 0ssos subjacentes (Junqueira & Carneiro, 2005). Tem como principais fungdes o isolamento
térmico do organismo, e armazenamento de energia, além apresentarem importancia
cosmética ja que é responsavel por modelar as curvas do corpo. A transicdao entre a derme e
a hipoderme ocorre de forma abrupta de um tecido conjuntivo fibroso para um tecido rico
em gordura, mas as duas regides sdo estrutural e funcionalmente muito bem integradas
através das redes neurovasculares (Freinkel, 2001).

Os adipdcitos sdo o principal tipo celular desse tecido (Slominski & Wortsman, 2000;
Kanitakis, 2002; Junqueira & Carneiro, 2005), que é composto também por fibroblastos,

dendrdcitos e mastocitos (Kanitakis, 2002).

2. A epiderme como parte do sistema imune

A complexa e elaborada estrutura que a pele apresenta agregando tecidos de varias
origens (epitelial, conectivo, vascular, muscular e nervoso) (Kanitakis, 2002), |he confere a
capacidade de reconhecer e responder a diferentes estimulos. Os estimulos, de origem
endégena ou exdgena (ambientais), desencadeiam no tecido cutdneo uma resposta
imunoldgica inflamatéria que é geralmente acompanhada de alteragbes fisioldgicas,

envolvendo inimeros tipos celulares e até mesmo outros sistemas organicos. O dinamico
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processo de transmissdo de sinais e processamento da informacdo ocorre de uma maneira
complexa e, essa resposta multifacetada denominada inflamacdo, pode ocorrer de forma
benéfica ou prejudicial para o hospedeiro. A ocorréncia de um aumento da perfusao
vascular local, o extravasamento de liquidos e a formagao de codgulo podem agir de forma a
facilitar o fluxo de leucdcitos, diluir ou inativar o patégeno e favorecer a cicatrizagdao. Por
outro lado, a inflamagao é prejudicial quando causa lesdo temporaria ou permanente dos
tecidos e interfere nas fungdes normais (Stites et al., 2000).

A principal fungdo do sistema imune é proteger o organismo, eliminando ou
neutralizando moléculas estranhas e reconhecendo e tolerando particulas que interagem de
forma benéfica com o organismo. A epiderme é parte integral desse sistema, visto que é o
principal local de entrada e de destruicio de antigenos, assim como é constituida por
diferentes células, tais como as células de Langerhans, linfécitos T e os queratinécitos que
participam ativamente na inicia¢do e regulagdo de respostas imunes (Slominski & Wortsman,
2000; Goodman & Gilman, 2006).

Os queratindcitos representam a maioria das células epidérmicas (>90%) e sdo capazes
de secretar e responder a uma grande variedade de mediadores imunomoduladores que
podem atuar estimulando ou inibindo respostas imunes; as células de Langerhans sdo
derivadas da medula dssea, que apesar de representar uma pequena por¢cao das células
epidérmicas (2-5%) sdo as principais células apresentadoras de antigeno da pele e, os
linfécitos T que sdo encontrados na epiderme em pequena proporcdo (<1%) e responsaveis

por colaborarem na resposta imune. (Freinkel, 2001).

2.1. Inflamagao

A resposta inflamatdria é um evento no qual o sistema imune combate um agressor
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com o objetivo de neutralizd-lo e ndo ocorre somente em resposta a um processo infeccioso,
mas também diante de outros estimulos exdgenos (radiagdo ultravioleta, substancias
toxicas/alérgicas e danos mecanicos) e a estimulos enddgenos como alteragdes
imunoldégicas, hormonais e estresse (O’Sullivan et al., 1998; Kanitakis, 2002). Considerando
que a pele estd exposta constantemente a esses fatores, a inflamagdo tem papel
fundamental na manutencdo da homeostase da pele. Estd claramente reconhecido que
processos inflamatérios podem resultar em alteragdes na aparéncia e na atividade
metabdlica da pele como o fotoenvelhecimento, edema, atividade imunolégica reduzida,
entre outras desordens cutaneas (O’Sullivan et al., 1998; Boelsma et al., 2001), as quais nao
sé significam uma perda da integridade bioldgica do érgdo, mas também promovem efeitos
substancialmente negativos na auto-estima e no bem-estar social do individuo (Cosgrove et
al., 2007), visto que a pele também possui um papel central na sensacdo de bem-estar e na
atracao fisica (Slominski & Wortsman, 2000; Boelsma et al., 2001).

Na inflamacdao ha uma resposta do tecido agredido que envolve vdrios eventos da
resposta imunoldgica. Esses eventos sdo iniciados, amplificados e/ou coordenados pela a¢do
de varios mediadores que possuem intensa atividade fisioldgica e fisiopatolégica, agindo de
forma autdcrina promovendo efeitos na propria célula, de forma paracrina, atuando em
células epidérmicas vizinhas ou ainda ter um efeito enddcrino em células distantes. Entre
eles encontram-se o éxido nitrico, o fator ativador de plaquetas, as cininas, os eicosandides,
a histamina e as citocinas (Silva, 2002).

Em seres humanos, praticamente todos os tecidos contém histamina pré-formada
em quantidades varidveis sendo que niveis altos sao encontrados na pele, nos pulmdes, e na

mucosa intestinal (Silva, 2002). A histamina foi um dos primeiros mediadores identificados
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no processo inflamatério, exercendo um papel central na hipersensibilidade imediata, nas
respostas alérgicas e na cicatrizacdo. A histamina manifesta efeitos pro-inflamatérios como a
inducdo da producdo de IL-6, IL-8 em queratindcitos em uma ag¢do conjunta ou ndo com
outras interleucinas inflamatdrias como TNF-¢; ou IL-1. Também atua acelerando o processo
de cicatrizacdo através da inducdo de angiogénese e recrutamento de macréfagos (Silva,
2002; Goodman & Gilman, 2006; Kanda & Watanabe, 2007).

Os eicosandides sdao um grande nimero de compostos produzidos a partir do acido
araquidonico durante a resposta inflamatdria, e incluem tromboxanos, leucotrienos,
lipoxinas e prostaglandinas. As prostaglandinas sao divididas em dez grupos estruturalmente
distintos nomeados de A-J e sdo importantes mediadores da inflamac¢ao aguda (Silva, 2002).
A prostaglandina E,, por ser um potente vasodilatador, intensifica as acdes da histamina e
leucotrienos, favorecendo assim a formacdo de edema e potencializando a atividade
hiperalgica da bradicinina, em adicdo, aumenta a infiltracdo de leucécitos pela exarcebacao
do fluxo sanguineo na regido inflamada (Silva, 2002; Goodman & Gilman, 2006).

As citocinas sdo liberadas por células imunocompetentes e agem sobre linfécitos,
macréfagos e outras células do sistema imune atuando como mensageiros protéicos que
influenciam e interligam o sistema imune com os outros sistemas fisiolégicos do organismo
(Blok, et al., 1996; Silva, 2002; Goodman & Gilman, 2006).

As citocinas pré-inflamatdrias como as interleucinas 1 (IL-1¢x), 6 (IL-6), 8 (IL-8) e 0
fator de necrose tumoral alfa (TNF-¢t) produzem efeitos principais na resposta inflamatdria
de fase aguda, enquanto que outras interleucinas como IL-2, IL-3, IL-12, IL-15 exercem
efeitos metabdlicos e/ou sistémicos. Por outro lado, as interleucinas 4 (IL-4) e 10 (IL-10)

possuem acdo anti-inflamatdria, diminuindo a producdo de vdrias citocinas inflamatodrias e
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induzindo a producdo do antagonista do receptor de IL-1¢; (Plotnikoff, 1998; Silva, 2002;
Goodman & Gilman, 2006). Sdo exemplos de interleucinas e suas acoes:
e IL-1¢x (co-fator estimulatdrio de células B e T, e também agente quimiotatico para
células de Langerhans, macréfagos e neutrdfilos)
s |IL-3 (fator de crescimento para células tronco hematopoiéticas e mastdcitos)
s |IL-6 (fator de crescimento para células B e aumenta o poder citotéxico de células
natural killer frente a células tumorais)
s IL-8 (promove quimiotaxia de células T e mondcitos)
s IL-10 (aumenta a diferenciacado de células T para o perfil Th2)
e |L-12 (aumenta a diferenciagdo de células T para o perfil Thl)

e IL-15 (fator de crescimento para células T e natural killer)

2.2. Queratinadcitos e mediadores inflamatérios

Queratindcitos possuem um papel central na indugdo da inflamacdao frente a
estimulos como danos mecanicos, invasdao por microorganismos e radiacao ultravioleta
(RUV). Essa caracteristica deve-se ao fato de que os queratinécitos sdao responsaveis pela
sintese de citocinas e mediadores lipidicos inflamatdérios em resposta a um estimulo e
também em resposta a outros mediadores inflamatérios, jd que possuem numerosos
receptores em sua membrana. Por esse motivo a compreensdo do papel dos queratindcitos
na inflamac¢do cutdnea mudou de espectador passivo para participante ativo (Grone, 2002).

Agressdes fisicas e a exposicdo a RUV geram estimulos inflamatérios e podem
provocar a perda da integridade cutanea se ndao houver um reparo adequado (Cardoso et al.,
2011). O processo de reparagdao tecidual é fundamental para manuteng¢do da fungdo da

barreira cutanea e se nao ocorrer de forma eficiente pode interferir com a aparéncia da pele
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através de sinais de envelhecimento precoce, como rugas e manchas. A reparagao tecidual
envolve a ativacdo da reposta imune local e sistémica e complexas interacdes entre células e
mediadores sollveis sendo regulada, portanto, por fatores de crescimento, citocinas e
metaloproteinases (MMPs) (Cardoso et al., 2004; Cardoso et al., 2011).

Os queratinécitos sdao os primeiros a responder, liberando IL-1 pré-estocada. Essa
interleucina, com ac¢ao autdcrina e paracrina, estimula células e tecidos préximos, inclusive
os préprios queratindécitos a produzirem e liberarem uma série de moléculas sinalizadoras
gue iram produzir efeitos pro-inflamatérios e quimiotaticos, tais como IL-6, IL-8, IL-10, TNF-

o, Histamina e PGE; (Marcatili et al., 1997; Kupper & Fuhlbrigge, 2004) (Figura 3).

O queratinécito como fonte e alvo de citocinas
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Figura 3. Queratindcito como fonte e alvo de citocinas (adaptado de Grone, 2002).

A IL-6 estimula a proliferacdo de queratinécitos, induz a infiltracdo de leucdcitos
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estando relacionados com varios estados inflamatérios patolégicos como dermatoses e a
psoriase (Sawamura et al., 1998). Em contraste a IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria com
um papel chave na resposta inflamatdria sistémica, pois-atua atenuando ou bloqueando a
producao de citocinas pré-inflamatérias como TNF-¢, IL-1, IL-6 e IL-8, além de ser capaz de
modificar a atividade de células do sistema imunitario sendo, por exemplo, um potente
desativador de macréfagos (Berg et al., 2001; Gunnett et al., 2000).

A histamina manifesta seus efeitos pro-inflamatdrios estimulando a producdo de IL-6
e IL-8 em queratinécitos (Kanda & Watanabe, 2007) enquanto que a PGE;, representante
dos eicosandides, é responsavel pela formagdo de eritemas na pele e por mediar a liberagao
de IL-6 e IL-8 (Storey et al., 2007). Além disso, promove a degradacdo do tecido conectivo da
pele através do aumento da producdo de enzimas proteoliticas denominadas matriz
metaloproteinases (MMPs), as quais degradam colageno, elastina e outras macromoléculas
da matriz extracelular (MEC) (Shapiro, 1998; Scharffetter-Kochanek, 2000; Baumann, 2007).
Essa degradacdo das proteinas da MEC pode comprometer o processo adequado de reparo
tecidual e promover uma desorganizagao da estrutura derme-hipoderme que é refletida

através do aparecimento de rugas.

3. Pesquisa e Desenvolvimento de produtos dermocosméticos

A descoberta de novos produtos capazes de manter a homeostasia da pele e amenizar
ou mesmo inibir os efeitos indesejaveis induzidos pelo processo inflamatdrio é de grande
importancia para a pesquisa e desenvolvimento na area da dermatologia cosmética. Estudos
para a obtencdao de novos produtos com atividade bioldgica podem ser realizados por meio
de varias estratégias, principalmente a partir da modificagdo molecular de substancias ativas

jd conhecidas, pela sintese total ou ainda por meio da bioprospeccdo de compostos de
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origem natural, especialmente de espécies vegetais encontradas em biomas tropicais como a
Amazonia, o Cerrado e a Mata Atlantica. Estudos mostram que as florestas tropicais
compreendem mais da metade das espécies vegetais encontradas no mundo, das quais
menos que 1% tem sido estudada quanto suas potencialidades terapéuticas (Conte, 1996).
Poucos estudos sobre espécies vegetais destes biomas tém sido realizados com o enfoque de
obtencdo de novos ativos vegetais de interesse farmacéutico e fitocosmético, caracterizando
a geracdao de um pequeno nimero de informa¢des que também restringem o uso
sustentavel de nossa biodiversidade. Além disto, é importante constar que espécies vegetais
de biomas tropicais, devido as caracteristicas de alta competitividade para sobrevivéncia em
seu ambiente, produzem 3 a 4 vezes mais constituintes quimicos que espécies do mesmo
género botanico encontradas em biomas temperados, nos quais a pressao ecoldgica para
sobrevivéncia é menor e envolve a producdo de um menor nimero e concentracdo de
compostos secunddrios (Rodrigues & West, 1995). Assim sendo, a sele¢do de espécies
medicinais nativas de biomas tropicais representa de forma incontestavel uma fonte
inesgotavel de novos ativos vegetais que precisam ser amplamente estudados tendo-se em
vista a selecdo de espécies vegetais ativas e de matéria-prima vegetal fonte de produtos com
atividade terapéutica. Neste contexto, extratos de espécies vegetais destes biomas sdo

importantes fontes de compostos farmacologicamente ativos.

7

E importante constar ainda que a demanda destes produtos de origem vegetal no
mercado é alta, mas o uso das espécies vegetais nativas é complexo visto a falta de
informacgdes técnico-cientificas que permitem sua sele¢do como matéria-prima para a

producao industrial. De fato, é incontestdvel que o setor produtivo, que atua na producao de

insumos e produtos de interesse farmacéutico e cosmético, prioriza espécies medicinais
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exéticas ja amplamente conhecidas para inclusdo em seus produtos. Desta forma, é claro
gue reconhecer as potencialidades de espécies nativas de formacgdes tropicais brasileiras,
permitira o inicio de uma mudanca de enfoque do setor produtivo, gerando divisas
importantes que garantiriam a sustentabilidade das espécies e consequentemente a
conservacdao ambiental. Neste sentido, deve-se salientar ainda que além da enorme
diversidade de espécies vegetais brasileiras, praticamente inexploradas pela ciéncia, existe
uma diversidade quimica incomensuravel nestas espécies vegetais. Tais compostos quimicos,
oriundos do metabolismo secunddrio e que garantem a sobrevivéncia da espécie em
condicOes tdo indspitas e de intensa competicdo como a que ocorre nos biomas tropicais,
podem obviamente representar uma série de importantes principios ativos Uteis para o

tratamento e cura de inUmeras doencas que atingem a espécie humana.

4. Physalis angulata L.

A planta utilizada no presente estudo foi selecionada a partir de estudos preliminares
ja realizados com a mesma, mas envolvendo outros parametros e modelos experimentais,
conforme apresentamos abaixo.

O Camapu (Physalis angulata) (Figura 4) é uma espécie que pertence a familia
Solanaceae, com ampla ocorréncia e distribuicdo (Soares et al., 2003). Segundo Lorenzi &
Matos, 2002, é uma espécie nativa brasileira que cresce principalmente como erva daninha
nas regides norte e nordeste do pais. Extratos e infusdes desta planta sdo utilizados na
medicina popular para uma grande variedade de doencas, incluindo hepatite, malaria,
reumatismo, asma, dermatite, otite, febre, entre outras (Silva et al., 2005; Soares et al.,

2006), além de possuir uma série de estudos que corroboram sua importancia como fonte
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de ativos de interesse para o presente projeto, especialmente aqueles que descrevem sua
atividade imunomoduladora e anti-inflamatdria.

A espécie Physalis angulata apresenta uma variavél e extensa composi¢cdo quimica, e
grande parte desses componentes ja foram isolados e caracterizados quimicamente,
incluindo alcaldides (Basey et al., 1992); flavondides simples e glicolisados; acidos graxos;
carotendides (Ismail & Alam, 2001); terpendides (Barbi et al., 1999; Shim et al., 2002); e
esterois (Chiang et al., 1992; Januario et al., 2002; Shingu et al., 1991; Shingu et al., 1992;
Shingu et al., 1992-2). O principal grupo de esterdis presente nessa espécie sdo as fisalinas,
moléculas derivadas do ergostano do tipo 13,14-seco-16,24 ciclo ergostano, carboxilados em
C-15, dentro do género Physalis ja foram identificadas dezenove fisalinas (Makino et al.,
1995), sendo que a espécie P. angulata possui emsua constituicdo as fisalinas B, D, E, F, G, H,
I, J, K (Chiang et al., 1992; Chiang et al., 1992-2; Januario et al., 2002; Makino et al., 1995;
Purushothaman & Vasanth, 1988; Row et al., 1978; Row et al., 1978-2; Soares et al., 2003).

As atividades biolégicas descritas na literatura dos compostos presentes no extrato
de plantas do género Physalis compreendem: atividade antimicrobiana (Janudrio et al.,
2002; Silva et al., 2005), antitumoral (Chiang et al., 1992; Chiang et al., 1992-2; Hsieh et al.,
2006; Wu et al., 2004), imunomoduladora (Lin et al., 1992; Soares et al., 2006), anti-
inflamatdria (Choi & Hwang, 2003; Soares et al., 2003; Soares et al., 2006; Vieira et al.,
2005), tripanossomicida (Nagafuji et al., 2004), antileishmanial (Choudhary, 2005), dentre

outras.
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Figura 4. Physalis angulata L.
Foto: Wakana (Chemyunion set/09)

5. Justificativa

O projeto proposto envolve uma pesquisa integrada entre a universidade e
pesquisadores do setor produtivo, especificamente da empresa Chemyunion Quimica Ltda.
Esta parceria ja estd bem estabelecida por projetos anteriores e estudo é uma etapa, de
carater cientifico, de um projeto mais amplo cujo objetivo principal é a obtencao,
padronizacdo, producdo e comercializacdo de novos produtos Uteis na indUstria cosmética,

na forma de extratos padronizados utilizando uma inovadora abordagem.

Esse estudo visa caracterizar a habilidade do extrato de Physalis angulata L em
modificar a aparéncia geral da pele mantendo seu equilibrio fisiolégico, sendo capaz de
diminuir e até prevenir os efeitos indesejaveis de alteragdes fisioldgicas como, por exemplo,
de processos inflamatdrios. Com a unido de resultados serd possivel demonstrar o potencial
desse extrato como novo ativo dermocosmeético.

Inserido nesse contexto, a nossa hipdtese de trabalho é: o extrato de Physalis
angulata é capaz de modular a producdo de mediadores da resposta inflamatdria da pele in

vitro.



OBJETIVOS
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OBIJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos in vitro do extrato de Physalis angulata
L. sobre a resposta inflamatdéria em culturas de queratindcitos humanos, verificando assim,

seu potencial como ativo dermocosmético.



MATERIAL E METODOS
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MATERIAL E METODOS

1. Extrato de Physalis angulata L.

O material vegetal da espécie Physalis angulata foram obtidos de culturas orgéanicas
estabelecidas pela Chemyunion Quimica Ltda (Sorocaba-SP), devidamente certificado pela
ECOCERT (Anexo 1). As plantas foram coletadas no periodo de 062009 (lote CC008-1108),
desidratadas e pulverizadas em moinho de facas, resultando em 285g de amostra. A
extracdo foi feita com 2,85L de solucdo de metanol a 70% durante 72 horas com filtracGes a
cada 24h. A solucdo obtida foi desidratada em um rotoevaporador e depois foi colocada em
um liofilizador (Liotop, L101), onde foram obtidos 33,4g do extrato hidrometandlico
liofilizado de Physalis angulata (EHLPA) utilizado nos testes. O rendimento do extrato a partir
do material seco e pulverizado foi de 11,71%.

A andlise quantitativa da composicdo graxa do extrato (Cromatografia gasosa,
equipamento Agilent, 6890N) revelou a presenca dos dacidos palmitico (42,62% p/p),
estearico (8,16% p/p), oléico (7,54% p/p), linoléico (31,30% p/p), linolénico (8,58% p/p) e
araquidico (1,80% p/p) (Anexo 2).

Além da certificacdo, o material vegetal florido foi coletado e submetido a
identificacdo taxondmica pelos Prof. Dr. Roberto Rodella e Profa. Dra. Rita de Cassia
Sindrénia Maimoni-Rodella, do Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias de

Botucatu, UNESP, onde exsicata da mesma foi depositada.

2. Estudos in vitro
A utilizacdo de linhagem de células humanas para realizacdo destes estudos foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu da

UNESP, sob parecer n° 3287-2009 (Anexo 3).
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2.1. Determinacdo da viabilidade/citoxicidade celular
2.1.1. Linhagem de fibroblastos humanos

Fibroblastos humanos criopreservados de origem dérmica (Clonetics™ NHDF -
Normal Human Dermal Fibroblasts, CC-2511) foram cultivados e expandidos em garrafas de
75 cm2 (Corning Inc, New York, NY) até pelo menos a quinta passagem, em estufa Umida a
37°C em presenga de 5% de CO2 (Nuare, NU-5100), utilizando meio de cultura especifico,
contendo 500 ml de meio de cultura basal para fibroblastos (RPMI + GlutaMAX medium,
1640, Invitrogen) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS — Fetal Bovine Serum,
CC-4101J, Vitrocell), 5 pg/mL de fator de crescimento epidérmico humano recombinante
(Hu EGF — Recombinant Human Epidermal Growth Factor, PHG0311, Invitrogen) e uma
associacdo de antibidticos contendo penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100ug/ml)
(Penicillin-Streptomycin, 15070063, Invitrogen).

O meio de cultura foi substituido duas vezes por semana e ao atingiram
aproximadamente 80-90% de confluéncia, as células foram tripsinizadas (Tryple Express,
Gibco/Invitrogen, Cat. 12604), neutralizadas com o proprio meio de cultura, centrifugadas
220 g por 15 minutos e semeadas em placas de 96 pogos (Nunc, Roskilde, DM) na densidade
de 1x10* células/poco.

2.1.2. Protocolo de incubagcdao com a amostra

Cada placa 96 pocos permite a avaliacdo de 18 concentra¢cbes do EHLPA em triplicata,
com controle negativo e positivo. O EHLPA foi dissolvido em meio de cultura especifico para
fibroblastos e foi adicionado a placa em uma diluicdo seriada partindo da concentracdo de
7,8 a 0,00006 %(p/v) (7,8 a 0,00006 mg/ml). A cultura foi incubada por um periodo de 48

horas.
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2.1.3. Avaliagdo da viabilidade celular pelo método de XTT

A viabilidade celular foi determinada por ensaio colorimétrico para a quantificacao
do metabolismo mitocondrial de da atividade de cadeia respiratéria celular. Esse ensaio é
baseado na conversdo do hidroxido de tetrazolium amarelo XTT (sodium 3’ -al-
(phenylaminocarbonyl) — 3,4-tetrazolium - bis (4-methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid
hydrate) para formatazam laranja (soltvel em agua) pela enzima succinato desidrogenase
mitocondrial nas células viaveis metabolicamente ativas.

Apos 48h de incubagdo com o EHLPA o conteddo dos pogos foi removido e os pogos
foram lavados com meio de cultura até a total retirada de residuos do EHLPA,
posteriormente todos os pocos foram preenchidos com 200 uL de meio de cultura novo. A
solugdo de XTT (In citotox XTT Kit, Xenometrix AG) foi entdo adicionada a cultura
(50uL/pogo) e incubado por 4 horas em incubadora a 37°C e 5% CO2 (Nuare, NU-5100). A
absorbancia de todos os pocos foi determinada a 450nm em um espectrofotémetro (LGC,

LMLGC). A taxa de morte celular foi expressa em porcentagem, conforme férmula abaixo:

absorbancia da amostra (poco tratado)
% células mortas = 100 - x 100
absorbancia do controle

2.2. Avaliagdo da atividade anti-inflamatéria in vitro
2.2.1. Linhagem de queratindcitos humanos
Queratindcitos humanos criopreservados de origem dérmica (Cascade Biologics, USA)
foram cultivados e expandidos em garrafas de 75 cm2 (Corning Inc, New York, NY) até pelo

menos a quinta passagem, em estufa Umida a 37°C em presenga de 5% de CO2 (Nuare, NU-
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5100). Foi utilizado meio de cultura especifico, contendo 500 ml de meio de cultura basal
para queratindcitos (Epilife, MEPIS00CA, Invitrogen) suplementado com Supplement S7 (S-
017-5, Invitrogen) e uma associa¢do de antibidticos contendo penicilina (100 U/ml) e
estreptomicina (100ug/ml) (Penicillin-Streptomycin, 15070063, Invitrogen);

O meio de cultura foi substituido duas vezes por semana e ao atingiram
aproximadamente 80-90% de confluéncia, as células foram tripsinizadas (Tryple Express,
Gibco/Invitrogen, Cat. 12604), neutralizadas com o proprio meio de cultura, centrifugadas
220 g por 10 minutos e semeadas em placas de 24 pogos (Nunc, Roskilde, DM) na densidade
de 1x105 células/poco.

2.2.2. Protocolo de incubagao com o extrato

O EHLPA foi dissolvido em meio de cultura especifico para queratinécitos e aplicado
nas culturas nas concentragdes de 15,23; 7,62; 3,81 uL/mL. A selecdo destas concentracdes
foi baseada em ensaios prévios de viabilidade celular através do método XTT (item 2.1.3). Os
queratinécitos foram incubados com o extrato e estimulados com lipopolissacarideo
bacteriano (LPS) (Sigma) a concentracdo de 200 pg/mL. Apds 48 horas de incubacdo o
sobrenadante e o lisado celular foram coletados para quantificagdo dos mediadores
inflamatdrios: Prostaglandina E2 (PGE2), Histamina, Interleucina 1 alfa (IL-1a), Interleucina 6
(IL-6), Interleucina 10 (IL-10).

2.2.3. Quantificagdo de prostaglandina (PGE2) e histamina

As concentracdes de PGE; e histamina foram medidas no sobrenadante das culturas
por meio de ensaio de ligacdo competitiva, adquirido da Cayman Chemical (USA) e SPlbio
(France), 100 pL das amostras e dos respectivos padrées foram pipetados na placa de ELISA

revestida com o anticorpo policlonal. Em seguida, 50 uL do anticorpo monoclonal e 50 pL do
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conjugado de PGE2 e histamina foram adicionados e incubados por duas horas a
temperatura ambiente sob agitacdo. A placa de ensaio foi lavada com detergente ndo-idnico
diluido em salina tamponada e invertida sobre material absorvente até a secagem completa.
O cromdgeno p-nitrofenil fosfato (p-NPP) (200 pl) foi adicionado e incubado (Temperatura
ambiente - TA) durante 60 minutos. A reacao foi interrompida pela adicdo de fosfato tri-
sédio (50 ul). A placa foi submetida a leitura de absorbancia a 450 nm em um
espectrofotometro (LGC, LMLGC). O calculo dos resultados foi feito com base na curva de
referéncia de concentra¢des conhecidas do mediador em questao.
2.2.4. Quantificagcao das interleucinas IL-1 a, IL-6 e IL-10

IL-1a, IL-6 e IL-10, foram quantificadas utilizando kits de ensaios imunoenzimaticos
(ELISA sanduiche) disponiveis comercialmente (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN).
100uL do anticorpo monoclonal anti-citocina de captura foram adicionados na placa de 96
pogos (Nunc) que foi incubada por 12 horas a temperatura ambiente (TA). Apds este periodo
os pocos foram lavados com uma solugdo de tampao de lavagem (PBS/Tween) e incubados
com uma solucdao de bloqueio (300uL), contendo PBS e albumina sérica bovina (BSA)
durante 1 hora (TA). As amostras (sobrenadantes provenientes da cultura de queratindcitos)
e os padrGes (citocinas recombinantes) foram adicionados e a placa foi incubada por 2 horas
(TA). O anticorpo monoclonal de detec¢do anti-citocina foi entdo preparado e incubado por
mais 2 horas (TA). Adicionou-se uma solucdo de estreptavidina-peroxidase e incubou-se por
1 hora (TA). Finalmente, a solucdo de substrato (H202 e TMB — tetrametilbenzidina) foi
adicionada a placa e uma coloracdo azul se desenvolveu dentro de um periodo de 20
minutos. A reagdo de coloragao foi interrompida adicionando-se H2S0O4 2N e a leitura foi

realizada em leitor de microplacas a 450nm em um espectrofotometro (LGC, LMLGC). Os
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niveis de citocinas foram expressos em pg/mL, calculados a partir dos valores de referéncia
obtidos com uma curva padrdo construida com concentra¢cdes conhecidas das citocinas
recombinantes.
3. Analise estatistica

Método paramétrico de analise de variancia (ANOVA) foi utilizado para a realiza¢do
da analise estatistica seguido do teste de Dunnett para comparacdao multipla. Em todos os
grupos estudados, foram considerados estatisticamente significativos aqueles cujos valores

de P foram menores ou iguais a 0,05.



RESULTADOS
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RESULTADOS

1. Avaliagdo da viabilidade/citotoxicidade celular do extrato hidrometandlico liofilizado de
Physalis angulata (EHLPA)

A biosseguranca do EHLPA foi determinada utilizando o método de XTT em
fibroblastos humanos incubados com um grande espectro de concentracGes do extrato (7,8
— 0,00006 mg/mL) (Figura 5). A classificagdo do produto quanto ao potencial citotoxico in

vitro seguiu a escala mostrada na Tabela 1.

Tabela 1. Escala para classificagdo do potencial citotdxico estabelecido intra
laboratorialmente para ativos e produtos cosméticos.

% de Células Mortas Classificagdo
>50% Citotoxicidade importante
>25% a <50% Citotoxicidade moderada
<25% Citotoxicidade negligivel ou pouco importante
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Figura 5. Efeitos do extrato hidrometandlico liofilizado de Physalis angulata, na viabilidade celular de
fibroblastos humanos. Fibroblastos foram incubados com os extratos em diferentes concentragdes
(7,8 —0,00006 mg/mL) durante 48 horas e a viabilidade celular foi avaliada pelo método de XTT. Os
dados representam a média da porcentagem de células vidveis em relacdao ao controle obtida de 3
experimentos independentes.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 5, e seguindo a classificacdo da
Tabela 1, o EHLPA apresentou citotoxicidade importante na faixa de concentracdo de 7,8 a
0,98 mg/ml, as quais foram responsdveis por uma redugdo de até 85% da viabilidade celular.
As concentracdes de 0,049 a 0,00006 mg/ml apresentaram citotoxicidade citotoxicidade
negligivel ou pouco importante, mantendo a taxa de viabilidade celular entre 80 e 100%.
Com base nesses resultados, utilizamos as concentracdes de 0,02; 0,0076 e 0,0038mg/ml

(20; 7,6 e 3,8 pug/ml) para os estudos de eficacia in vitro.

2. Avaliacao do potencial anti-inflamatoério in vitro do extrato hidrometandlico liofilizado
de Physalis angulata (EHLPA)

O EHLPA foi aplicado nas culturas de queratindcitos humanos e incubado durante 48
horas nos seguintes grupos experimentais:
e Branco - sem nenhum tratamento
s Controle LPS - células sensibilizadas com 200 pg/ml de LPS
e Physalis 1 - LPS + 20 ug/ml de EHPLA
s Physalis 2 - LPS + 7,6 ug/ml de EHPLA
s Physalis 3 - LPS + 3,8 ug/ml de EHPLA
O sobrenadante das culturas foi coletado e os mediadores inflamatdrios foram
quantificados por método imunoenzimdtico (ELISA) através de kits disponiveis

comercialmente.

2.1. Efeitos do EHLPA na produgao de histamina em cultura de queratindcitos
humanos

A incubacdo dos queratinécitos com o LPS foi eficiente em promover uma resposta
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inflamatdria e pode ser observada pelo aumento da liberacdo de histamina do controle LPS
em relacdo ao branco. A Figura 6 mostra que o EHLPA foi capaz de reduzir essa liberagcao nas
duas menores concentragdes testadas, sendo que o tratamento com a concentragao de 7,6
ug/ml reduziu em 70% e com o tratamento com 3,8 pug/ml do extrato a redugdo foi de 55%

em rela¢do ao controle LPS.

Figura 6. Efeitos do extrato hidrometandlico liofilizado de Physalis angulata (EHLPA) na producdo de
histamina em cultura de queratindcitos humanos. As culturas celulares foram incubadas com o
extrato durante 48 horas nos seguintes grupos experimentais: Branco (sem nenhum tratamento),
Controle LPS (células sensibilizadas com 200 pg/ml de LPS), Physalis 1 (LPS + 20 pg/ml de EHPLA),
Physalis 2 (LPS + 7,6 ug/ml de EHPLA) e Physalis 3 (LPS + 3,8 pug/ml de EHPLA). Os niveis de histamnia
foram quantificados no sobrenadante da cultura celular. Os dados representam a média + desvio
padrdo obtidos de 3 experimentos independentes (n=3). **P<0,01, em rela¢do ao controle LPS
(ANOVA, Dunnett).

2.2. Efeitos do EHLPA na produgdo de prostaglandina E, (PGE;) em cultura de

queratindcitos humanos

A resposta do mediador PGE, ao tratamento com o extrato foi correspondente ao da
histamina, o LPS induziu resposta inflamatdria com aumento nos niveis de PGE; e o extrato

reduziu esses niveis nas duas menores concentracdes avaliadas (Figura 7). As incubacdes das
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culturas com 7,6 e com 3,8 pg/ml do extrato reduziram os niveis de PGE;,, em relagdo ao

controle sensibilizado com LPS, em 61 e 57% respectivamente.

Figura 7. Efeitos do extrato hidrometandlico liofilizado de Physalis angulata (EHLPA) na produgdo de
Prostaglandina E, em cultura de queratindcitos humanos. As culturas celulares foram incubadas com
o extrato durante 48 horas nos seguintes grupos experimentais: Branco (sem nenhum tratamento),
Controle LPS (células sensibilizadas com 200 pg/ml de LPS), Physalis 1 (LPS + 20 pg/ml de EHPLA),
Physalis 2 (LPS + 7,6 ug/ml de EHPLA) e Physalis 3 (LPS + 3,8 pug/ml de EHPLA). Os niveis de histamnia
foram quantificados no sobrenadante da cultura celular. Os dados representam a média * desvio
padrdo obtidos de 3 experimentos independentes (n=3). **P<0,01, em rela¢do ao controle LPS
(ANOVA, Dunnett).

2.3. Efeitos do EHLPA na liberagdo das Interleucinas 1 alfa, 6 e 10 (IL-1a, IL-6 e IL-10)

em cultura de queratindcitos humanos

Como eram esperadas, as interleucinas também responderam de forma positiva ao
estimulo do LPS mostrando a presenca de um estado inflamatdrio nas culturas de
gueratinécitos humanos. Para as interleucinas pro-inflamatdrias IL-1la e IL-6 o extrato
demonstrou sua acdo anti-inflamatéria ao reduzir a producdo dessas interleucinas nas
culturas tratadas em relagdo ao controle inflamado. As duas maiores concentragdes

estudadas (20 e 7,6 pug/ml) foram efetivas em reduzir 45% dos niveis de IL-1a em média,
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respectivamente (Figura 8). Efeitos 6timos e similares foram obtidos na producdo de IL-6
onde as trés concentracbes avaliadas apresentaram efeito sobre os niveis de dessa
interleucina diminuindo sua produgdo em até 59% (Figura 9).

Em contraste, a IL-10 n3o apresentou alteracdo no seu padrdao entre os grupos
controle branco e tratado, porém o tratamento com o EHLPA na concentragdo de 3,8 pg/ml
foi capaz de estimular a producdo dessa importante interleucina anti-inflamatéria

aumentando em 40% sua concentragao em relagdo ao grupo inflamado, como podemos

observar na Figura 10.

Figura 8. Efeitos do extrato
hidrometandlico liofilizado de Physalis angulata (EHLPA) na producdo de Interleudna 1 alfa (IL-1a)
em cultura de queratindcitos humanos. As culturas celulares foram incubadas com o extrato durante
48 horas nos seguintes grupos experimentais: Branco (sem nenhum tratamento), Controle LPS
(células sensibilizadas com 200 pug/ml de LPS), Physalis 1 (LPS + 20 ug/ml de EHPLA), Physalis 2 (LPS +
7,6 ug/ml de EHPLA) e Physalis 3 (LPS + 3,8 pug/ml de EHPLA). Os niveis de histamnia foram
guantificados no sobrenadante da cultura celular. Os dados representam a média + desvio padrao
obtidos de 3 experimentos independentes (n=3). **P<0,01, em relacdo ao controle LPS (ANOVA,
Dunnett).



Juliana Tibério Checon 39

Figura 9. Efeitos do extrato hidrometandlico liofilizado de Physalis angulata (EHLPA) na produgdo de
Interleudna 6 (IL-6) em cultura de queratinéctos humanos. As culturas celulares foram incubadas
com o extrato durante 48 horas nos seguintes grupos experimentais: Branco (sem nenhum
tratamento), Controle LPS (células sensibilizadas com 200 pg/ml de LPS), Physalis 1 (LPS + 20 pg/ml
de EHPLA), Physalis 2 (LPS + 7,6 ug/ml de EHPLA) e Physalis 3 (LPS + 3,8 ug/ml de EHPLA). Os niveis
de histamnia foram quantificados no sobrenadante da cultura celular. Os dados representam a média
+ desvio padrdo obtidos de 3 experimentos independentes (n=6).*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em
relagdo ao controle LPS (ANOVA, Dunnett).

Figura 10. Efeitos do extrato hidrometandlico liofilizado de Physalis angulata (EHLPA) na producdo de
Interleudna 10 (IL-10) em cultura de queratindcitos humanos. As culturas celulares foram incubadas
com o extrato durante 48 horas nos seguintes grupos experimentais: Branco (sem nenhum
tratamento), Controle LPS (células sensibilizadas com 200 pg/ml de LPS), Physalis 1 (LPS + 20 pg/ml
de EHPLA), Physalis 2 (LPS + 7,6 ug/ml de EHPLA) e Physalis 3 (LPS + 3,8 ug/ml de EHPLA). Os niveis
de histaminaforam quantificados no sobrenadante da cultura celular. Os dados representam a média
* desvio padrao obtidos de 3 experimentos independentes (n=6). **P<0,01, em relagdo ao controle
LPS(ANOVA,Dunnett).
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A constante exposicdo da pele a uma variedade de xenobidticos pode resultar no
aparecimento de reacdes alérgicas, irritantes, ou inflamatérias gerando lesdo tecidual que
pode variar de alteracbes estéticas até o desenvolvimento de neoplasias (Kohen, 1999;
Goldsmith, 1996). Estas rea¢Ges envolvem a participacdo de células epidérmicas, dérmicas,
endoteliais e leucécitos infiltrados, que interagem entre si estimulados por uma série de
mediadores. Além de destruir o tecido cutdneo diretamente, esses agentes alteram o
metabolismo celular e induzem a liberacdo, formacdo ou ativacdo de mediadores, como
histamina, metabdlitos do acido araquidonico, quininas, proteinas do complemento,
espécies reativas de oxigénio e citocinas (Corsini e Galli, 2000). Na pele, esses eventos
provocam sintomas, como prurido e ardéncia em areas agredidas, ressecamento associado a
aparéncia desvitalizada, assim como aumento de rugas e hiperpigmentacdo (Briganti e
Picardo, 2003).

Assim, o estudo de novos compostos com atividade bioldgica que atuem no sentido
de manter o equilibrio fisiolégico da pele resultando em agdes preventivas dos efeitos
indesejaveis produzidos pelo processo inflamatério € uma importante drea em crescimento
na pesquisa e desenvolvimento de ativos dermocosméticos.

Embora existam no mercado produtos com atividade anti-inflamatéria, existem
poucos estudos com esse enfoque utilizando produtos de origem vegetal, e mais raros sao
os estudos com plantas nativas de biomas tropicais como a Amazdnia, o Cerrado e a Mata
Atlantica. Dessa forma investigacbes das potencialidades desses produtos na drea
farmacéutica e fitocosmética sao de grande valor, ndo sé porque a demanda destes produtos

no mercado é alta, mas principalmente, porque o conhecimento gerado poderia garantir a
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sustentabilidade das espécies com uma conseqliente conservacdo ambiental. Com base
nestas informacles, a espécie Physalis angulata, dada suas atividades bioldgicas,
composicado quimica e usos tradicionais foi selecionada para o presente estudo.

A epiderme é responsdvel por nossa comunicagao com o meio externo e, portanto, é
alvo constante de agentes agressores que podem desencadear processos inflamatérios
(O’Sullivan et al., 1998; Kanitakis, 2002), que afetam a homeostasia do orgdo e podem
resultar em importantes alteragdes metabdlicas e na aparéncia da pele (O’Sullivan et al.,
1998; Boelsma et al., 2001). Considerando que a epiderme é composta em quase sua
totalidade por queratindcitos, essas células possuem uma atuacdo fundamental na indugao
e regulacdo dos eventos inflamatérios. Isso ocorre através da sintese, liberacdo e
reconhecimento de um grande numero de mediadores inflamatérios responsdaveis por
iniciar, amplificar e coordenar esses eventos (Slominski & Wortsman, 2000; Grone, 2002;
Kanitakis, 2002; Silva, 2002).

Levando em consideracdo a atuacao dos queratindcitos no processo inflamatério,
podemos observar um expressivo potencial do extrato de Physalis angulata como ativo anti-
inflamatdrio, observando os resultados obtidos para mediadores anti e pré-inflamatdrios em
culturas de queratindcitos inflamados com LPS e tratados com o extrato, em comparagao
com os respectivos controles apenas inflamados.

A histamina teve sua producdo diminuida significativamente pelo extrato,
demonstrando que o extrato pode ter acdo em processos de hipersensibilidade, com os
quais esse mediador estd intimamente relacionado (Kanda & Watanabe, 2007), além disso,
essa diminuicdo pode significar em um menor aumento da permeabilidade vascular

refletindo em diminuicdo de edemas (Silva, 2002; Kanda & Watanabe, 2007).
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O extrato também teve sua atividade anti-iflamatéria avaliada em um importante
representante da classe dos eicosandides (substancias derivadas do acido araquidonico
resultantes da cascata de reagdes induzidas pela inflamacgdo) a protaglandina E, (PGE,). Esse
representativo mediador também teve sua liberacdo reduzida pelo tratamento com o
extrato em comparacdo ao controle, o que indica que o extrato é capaz de alterar ndo so
mediadores de resposta imediata a agressores, mas, também influencia a resposta
inflamatdria ja estabelecida.

Uma grande variedade de citocinas pré-inflamatérias tem demonstrado que atuam
de forma central na manutencdo da integridade fisica do tecido conectivo da pele, agindo
em mecanismos como regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular, sintese
dos componentes da matriz extracelular (MEC), sintese de proteases e inibidores de
proteases (Werner & Grose, 2003). Em adicdo as citocinas pré-inflamatdrias, a citocina anti-
inflamatdria IL-10 também é considerada como importante mediador da reparacao tecidual
sendo considerado fundamental para os processos de limitacdo e finalizacdo do processo
inflamatdrio, além disso, também regula o crescimento e diferenciagdo e queratindcitos e
células endoteliais (Werner & Grose, 2003).

Nossa avaliagdo da atividade do extrato para o perfil das citocinas pro-inflamatodrias
IL-1a e IL-6 mostrou uma resposta coerente com os outros parametros avalidos e foi
eficiente em reduzir a producdo dessas citocinas. Quanto a citocina anti-inflamatéria IL-10 o
extrato evidenciou ser capaz de aumentar sua sintese frente ao controle inflamado.

A andlise da composicdo graxa do EHLPA evidenciou a presenca significativa de acidos
graxos poliinsaturados (PUFA) do tipo oméga 3 (w-3) acido linolénico, 6 (w-6) acido linoléico

e acido graxo monoinsaturado do tipo oméga 9 (w-9) acido oléico. A presenca desses acidos
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insaturados pode explicar a acdo bioldgica observada do EHLPA, uma vez que muitos estudos
apontam a expressiva capacidade desses acidos em modular importantes vias da inflamacao
aguda e cronica.

Os acidos graxos insaturados do tipo w-3, 6 e 9 sdo relacionados por muitos estudos
com a capacidade de modificar a producdo e atividade de varios componentes do sistema
imune influenciando, assim, a reposta inflamatéria (Cardoso, et al., 2004). Vérios
mecanismos foram propostos incluindo a alteracdo da fluidez da membrana celular,
peroxidacgdo lipidica, metabolismo do acido araquidonico e regulacdo de expressao génica de
citocinas pro-inflamatodrias (Benatti et al., 2004; Cardoso, et al., 2004; Surette, 2008;
Yashodhara et al.,2009; Cardodo et al., 2011).

A habilidade dos 4acidos graxos w-3 em interferir com o metabolismo do dacido
araquidonico é o principal mecanismo sugerido para caracterizar sues efeitos anti-
inflamatodrios. Tem sido evidenciado que estes acidos graxos atuam através da competicdo
pelas enzimas ciclooxigenase e lipooxigenase que possuem como principal substrato o dcido
araquidonico, um importante percussor de mediadores inflamatdrios, responsavel pela
sintese de prostaglandinas e leucotrienos, com conseqliente redugdo da produgdao desses
mediadores inflamatdrios (Simopoulos, 2002; Surette, 2008; Yashodhara et al.,2009).

Porém, enriquecer tecidos ou células com w-3, 6 e 9 também é capaz de interferir
com a atividade de células que atuam na resposta inflamatédria, visto que esses acidos
podem atuar como componentes estruturais da célula participando da sintese dos
fosfolipidios de membrana, e assim alteram a fluidez e a fisiologia da membrana celular
interferindo em mecanismos como a transducdo de sinais intra e intercelulares, proliferacao

celular (Boelsma et al., 2001; Cardoso, et al., 2004; Surette, 2008; Cardoso, et al., 2011) e a
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composicdo e funcao de “rafts” da membrana celular (microdominios que contém proteinas
sinalizadoras), modulando assim a expressdo de proteinas de adesdo (Surette, 2008). Os
acidos graxos do tipo w-3, em particular, sdo capazes também de alterar vias da
comunicacdo intracelular associadas com o controle de fatores de transcri¢ao (por exemplo,
o Fator de transcricdo nuclear kB, NF-kB) e de expressdo génica. Esses acidos também
podem se ligar diretamente a receptores nucleares, como o receptor de retindides X, que
operam como fatores transcricionais (Surette, 2008).

Acidos graxos insaturados sdo habeis em influenciar a reposta imune mediada por
células gerando mediadores lipdides como hidroperdxidos intermediarios, que possuem
atividade anti-inflamatoria, ou lipoxinas que favorecem o perfil Th2 (Linfécito T helper 2) da
resposta imune e assim influenciam a reparacao tecidual que é favorecida por esse perfil de
resposta. (Benatti et al., 2004; Cardoso, et al., 2004).

Dessa forma, os acidos graxos insaturados do tipo w-3, 6 e 9 sdo capazes de modular
direta ou indiretamente um grande nimero de mecanismos celulares relacionados a
inflamagdo constituindo assim componentes importantes para atividade anti-inflamatdria
do extrato de Physalis angulata observada nesse estudo.

A associacdo desses resultados demonstra a habilidade do extrato de regular a
resposta inflamatdria através de diferentes classes de mediadores reduzindo a intensidade
do processo inflamatério no tecido agredido. Essa caracteristica tem grande importancia na
avaliagdo do potencial do extrato de Physalis angulata como dermocosmético,
especialmente quando relacionamos a capacidade de modulacdo da resposta inflamatéria
com um processo de reparagao tecidual adequado que resulta na manutengao da

integridade fisica da pele prevenindo o envelhecimento cutaneo precoce.
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Assim sendo, podemos concluir que o extrato hidrometandlico liofilizado de Physalis
angulata L., quando avaliado in vitro em culturas de queratindcitos humanos, possui
significante atividade anti-inflamatdria sendo capaz de modular a sintese de diversas classes
de mediadores. Os dados permitem ainda sugerir que a atividade bioldgica detectada no
extrato pode estar relacionada a presenca dos diferentes acidos graxos identificados e
padronizados no extrato.

Portanto, o extrato é um potencial ativo dermocosmético uma vez que interage com
mecanismos de regulacdo da manutencdo e reparagao tecidual, podendo assim interferir

com a aparéncia da pele prevenindo mecanismos que levam ao envelhecimento precoce.
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ANEXOS

Anexo 1: Certificacdo organica Physalis angulata L. plantio Chmeyunion Quimica LTDA
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Anexo 2: Relatdrios de andlise através de Cromatografia gasosa da composicdo graxa do
extrato liofilizado hidrometandlico de Physalis angulata
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Data File C:\HPCHEM'2%DATAMN20110131\PHYS50001.D Sample Wame: PHYSALIS

EXTRATC HIDROMETAWOLICO LICFILIZADS DE PHYSALIS ANGULAT
A

Injection Date : 31,/1/2011 1e:30:50

Sample Mame : PHYSALIS Location @ VWial 1
ACg. Operator ! SAMUEL HIGHET inj : 1

Inj volume : HManually
Acg. Method 1 C:\HPCHEM\2\METHODS\C_GRAMAL.M
Last changed T 31/1/72011 16:18:50 by SAMUEL HIGHET

(moedified after leoading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\C_GRAMEL.M
Last changed T 31172011 17:14:45 by Elisangela Scorsato
Método para analise de composicac graxa

FID1 A, (200110121\PHYS0001.0)
Fﬁ? 2
175 o i
160 [&]
= sfa _
100 G o
] I
A
503 o oo B
3 o
= u I g
ﬂf L1 Ii [ W - J'..J,..-..m_“-‘
e S M s e e ﬁm
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified 314172011 1le:52:549
Fultiplier : 1.0000
Dilutien : 1.0000

Signal 1: FID1 A,

Feak RetTime Type width Area Area Hame
# [min] [min] [pA*s] %
- | === | E— | - R — |-
1 4.078 0.0000 0.00000 O0.00000 cA:0
2 5.102 o.o0000 0.00000 0.00000 Cl0:0
3 6.050 0.0000 0.00000 O0.00000 C12:0
4 6.750 o0.o0000 0.00000 O0.00000 c14:0
5 T.605 v 0.0205 258.00470 42.41915 Clé:0
& 7.800 0.0000 0.00000 O0.00000 Cle:l
7 B.200 0.0000 0.00000 O0.00000 €C17:0
] B.745 wvw o.0207 49.8B205 A.20122 ClA:0
9 B.BES W o.0210 45.99874 7.56276 ClA:1
10 9.179 EB 0.0281 190.87172 31.38166 CLA:2
11 9.541 vB 0.0242 52.3588e A.60844 ClA:3
12 10.383 BF 0.02el 11.11080 1.82677 C20:0
13 11.e00 0.0000 0.00000 O0.00000 C20:1
14 12.300 0.o0000 0.00000 O0.00000 c22:0
15 12.700 0.0000 0.00000 O0.00000 Cc22:1
16 14.355 0.0000 0.00000 O0.00000 C24:0
Totals : 60B.22698

Regults cbtained with enhanced integrator!
2 Warnings or Errcrs :

wWarning : cCalibraticn warnings (see calibraticn table listing)
Warning : Calibrated compound{s) not found

*#* End of Report s+«
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Anexo 3: Parecer do Comité de Etica — Universidade Estadual Paulista Faculdade de
Medicina de Botucatu
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