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RESUMO

Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae) € uma planta que possui relevancia
etnofarmacoldgica consideravel, sendo comumente utilizada na medicina tradicional
e conhecida por nomes populares como “vassourinha” ou “alecrim do campo”. Possui
diferentes usos terapéuticos pela populacéo, sendo utilizado como imunoestimulante,
antibiético e anti-inflamatério. Porém, apenas alguns estudos na literatura
demonstram indicios de seu potencial anti-inflamatério, e ainda, nenhum trabalho
anterior a este investigou a eficacia da aplicagao tépica de seu 6leo essencial. Visto
isso, o0 objetivo desse estudo foi a avaliagdo da atividade anti-inflamatéria do d6leo
essencial de Baccharis dracunculifolia (OEBd) em modelos de inflamagao em pele de
camundongos. Foram avaliados parametros como o potencial anti-edematogénico do
Oleo e atividade de inibicdo de migracao celular frente a modelos de inflamagao
induzidos por acido araquidénico, TPA agudo e crénico. No modelo crbnico de
inflamacao de pele, adicionalmente, foram avaliados parametros de proliferacéo e
diferenciagcao epidermal, importantes caracteristicas em doencas de pele, como a
psoriase. Além disso, investigou-se um possivel perfil de seguranga e mecanismo de
acao associado ao o6leo essencial da planta. Como resultado obtivemos que a
aplicacao tépica de OEBd foi capaz de reduzir a formagdo do edema de orelha
induzido por Acido Araquidénico e TPA em modelo agudo e crénico, reduzindo
também o influxo celular para o tecido inflamado, como visto pela menor presenca das
enzimas MPO e NAG. Ademais, a aplicagao topica de OEBd foi capaz de reduzir a
hiperproliferagao e alterou a diferenciagado de queratindcitos na epiderme em modelo
cronico de inflamagéo de pele. Quando comparado com a dexametasona o OEBd
demonstrou nao interferir no peso de érgaos linfoides sistémicos, mesmo apesar do
fato de seu efeito ter sido revertido pelo antagonista de receptores glicocorticoides
(mifepristona). O presente estudo traz novas evidéncias sobre a agao anti-inflamatadria
do OEBd quando aplicado por via tépica, sugerindo dessa forma, que o OEBd pode
representar uma nova ferramenta para o tratamento de doencgas inflamatdrias de pele.

Palavras-chave: Dermatites; Inflamacao; Edema; B. dracunculifolia; Psoriase.



ABSTRACT

Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae) is an ethnopharmacological
relevant plant commonly used in traditional medicine. Known as “vassourinha” or
“alecrim do campo”, has several different therapeutic uses reported, such as
immunostimulant, antibiotic and anti-inflammatory. However, only a handful of studies
has shown its anti-inflammatory potential and no reports of its topical anti-inflammatory
efficacy exist. Even more so for the plant’s essential oil. Therefore, the aim of this study
was the evaluation of the anti-inflammatory activity of Baccharis dracunculifolia
essential oil (OEBd) in models of skin inflammation in mice. We evaluated the essential
oil's anti-edematogenic potential and inhibitory activity over cell migration after
challenges with Arachidonic Acid and TPA (acute and chronic). On the chronic TPA
model we also evaluated parameters of epidermal differentiation and proliferation as
models for important characteristics present in skin diseases such as psoriasis.
Furthermore, we briefly investigated the safety profile and mechanism of action of
OEBAd. The results obtained showed that topical application of OEBd reduced edema
formation in both arachinonic Acid, acute and chronic TPA models. It also reduced cell
influx into the tissue by detected with enzymatic activity of MPO and NAG. Also, topical
application of OEBd reduced hyperproliferation and altered keratinocytes
differentiation at the epidermis in the chronic skin inflammation model. Compared to
dexamethasone, OEBd did not interfere with lymphoid organs weight, although at least
part of the effects seen are due to a glucocorticoid -dependent mechanism, as seen in
the mifepristone assay. Altogether the current study brings new evidence for the anti-
inflammatory activity of essential oil obtained from Baccharis dracunculifolia when
used as a topical agent. This suggests that OEBd might be a new tool for treating skin
diseases.

Keywords: Dermatitis; Inflammation; Edema; B. dracunculifolia; Psoriasis.
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INTRODUCAO




17

1 INTRODUGAO

1.1 ASTERACEAE E GENERO Baccharis

A familia Asteraceae € um grupo bastante numeroso dentro das
angiospermas, possuindo em torno de 23 mil espécies, sendo que a América do sul
apresenta maior quantidade de espécies, seguida pelo continente asiatico (Figura 1).
Possuem aspectos variados, tendo como representantes da familia desde pequenas
ervas até arbustos com mais de 3 metros de altura (SFORCIN et al., 2012).

Sabe-se que essa familia apresenta algumas espécies que possuem
compostos toxicos ou extremamente amargos e que por isso conferem a elas prote¢ao
contra herbivoria, uma das razdes pela qual a familia apresenta grande ocorréncia
mundial proliferando-se vastamente. Além disso, também é demonstrado que a
presenca de frutanos do tipo inulina (polimeros aquosos de frutose) estao associados
com a habilidade dessas plantas em adaptar-se a diferentes condi¢cbes climaticas
(LIVINGSTON; HINCHA; HEYER, 2009).

Em um aspecto fitoquimico, tal grupo destaca-se por uma diversidade de
metabdlitos secundarios, dentre eles, principalmente os terpenos e flavonoides,

conhecidos amplamente por suas capacidades bioativas (SFORCIN et al., 2012).

FIGURA 1 — Distribuicdo mundial da familia Asteraceae.

Os numeros representam a quantidade de espécies pertencentes a familia em cada continente.
Fonte: (PANERO; CROZIER, 2016).
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O género Baccharis, pertencente a esta diversa familia também ocorre em
grande concentragédo no Brasil, em sua maioria, no Sudoeste do pais, onde acredita-
se ser proveniente seu taxon (GOMES; FERNANDES, 2002). Este género
compreende mais de 500 espécies descritas na literatura, dentre as quais 120
parecem ocorrer no Brasil, com morfologias complexas que variam em aplicabilidades
como combate a erosdo do solo, algumas outras consideradas plantas invasoras ou
ervas daninhas, que podem, como consequéncia, levar um gado a morte com uma
dose letal baixissima (entre 0,25 a 0,50 g) da espécie ingerida. Ainda, existem as
especies com aplicabilidades ornamentais que sao cultivadas por sua beleza, além de
outras com wusos relatados na medicina tradicional (VERDI; BRIGHENTE;
PIZZOLATTI, 2005; RAMOS CAMPOQOS et al., 2016).

Dentre elas, algumas espécies ja foram descritas na literatura por suas agdes
benéficas em diversas comorbidades. B. trimera conhecida popularmente como
‘carqueja” aparenta ter efeitos protetivos contra o diabetes, demonstrando uma
melhora no perfil glicémico e fungédo pancreatica de ratos diabéticos, em um modelo
experimental de diabetes induzida por aloxana (DO NASCIMENTO KAUT et al., 2018).
O potencial terapéutico dessa espécie também ja foi testado em um modelo nao
clinico de doencga cardiovascular, onde a diabetes foi induzida por aplicacdo de
estreptozotocina em ratos expostos ao cigarro e a ragao enriquecida com altos niveis
de colesterol por 4 semanas. Durante o estudo, diversos parametros foram testados
e o tratamento com B. frimera reverteu alteracdes lipidicas plasmaticas, danos renais
e de estresse oxidativo (SOUZA et al., 2019).

Além disso, em relacdo a atividade anti-inflamatoria exercida por espécies de
Baccharis, sabe-se que a B. uncinella aparenta ser eficaz em modelo de edema de
pata induzida por carragenina e por PLA2 (ZALEWSKI et al., 2011). Assim como B.
medulosa e B. rufescens quando administradas via intraperitoneal aparentam reverter
o0 edema induzido por carragenina 5h apds a injegdo do composto na pata de

camundongos.
1.2 Baccharis dracunculifolia (ASTERACEAE), A FONTE DE PROPOLIS VERDE
A Baccharis dracunculifolia (B. dracunculifolia) € uma planta com forte impacto

etnofarmacoldgico devido a seu uso tradicional pela populagao de diferentes regides

no Brasil. Este uso vem sendo relatado para atividade antimicrobiana e desordens de
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pele (Dos Santos et al., 2010). Conhecida popularmente como “alecrim-do-campo”,
“alecrim dourado” e também como “vassourinha”, a B. dracunculifolia € uma planta
nativa do pais, ocorrendo principalmente no cerrado brasileiro, compreendendo a
regido sudeste e centro-oeste, porém com importante ocorréncia também na regiao
Sul do Brasil (SFORCIN et al., 2012).

E uma espécie perene, o que significa que possui um longo ciclo de vida,
adaptando-se a condic¢des climaticas diversas. Morfologicamente, B. dracunculifolia é
um arbusto lenhoso com capacidade de formacdo de madeira em seus caules,
podendo atingir até dois metros de altura e sendo caracterizada por dioicidade, ou
seja, apresentando espécimes masculinos e femininos caracterizados por suas
florescéncias em pés separados (Campos et al., 2016).

Suas folhas (Figura 2) possuem tricomas glandulares, responsaveis por
produgao de algumas secregdes como a resina, além disso, possui tricomas tectores
qgue sao responsaveis por formagao de uma barreira mecéanica que ajuda a espécie
na redugéo da perda de agua proporcionando assim, sua adaptacao a longos periodos
de estiagem (SFORCIN et al., 2012).

FIGURA 2 — Folhas de B. dracunculifolia coletadas na cidade de Santa Helena, Parana, Brasil.
Fonte: O Autor

A funcdo dos diferentes tipos de tricomas na folha estad intimamente
relacionada com a interacdo de abelhas da espécie Apis mellifera L. com a B.
dracunculifolia, visto que essa planta apresenta Oleos essenciais com aroma

fortissimo, facilitando o reconhecimento dessa espécie pelas abelhas citadas
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(KUMAZAWA et al., 2003). O alecrim-do-campo é uma planta bastante estudada
devido a essa interacdo com abelhas, assim como por possuir uma diversidade de
compostos fendlicos (PARK et al., 2004). Seus tricomas secretores, ricos em
metabdlitos secundarios, sao estruturas que produzem e armazenam os Oleos
essenciais. A importadncia comercial deste oleo, direcionado para industria de
cosmeticos, esta diretamente relacionada com a concentragcdo dos compostos
nerolidol e espatulenol (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). O fruto dessa
interagcdo resulta na coleta de resina de suas folhas pelas abelhas culminando na
producao de proépolis de alta qualidade e com fungdes bioldgicas ja conhecidas
(PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002).

Denominado prépolis verde, esse produto apicola de grande interesse
econdmico e farmacolégico é o principal produto da B. dracunculifolia. Seu potencial
terapéutico vem sendo fortemente descrito, principalmente no que concerne a
atividade fungicida, antibiética e de ativagcao do sistema imune, fato pelo qual seu uso
tem crescido cada vez mais em aplicagdes cientificas e comerciais (AGA et al., 1994;
CHANG et al., 2008). Na América do Sul, muito por esta razdo, a B. dracunculifolia
tem um papel importante na economia, onde seu 6leo essencial desperta grande
interesse, sobretudo para a industria de perfumaria, conforme descrito por Budel et al.
(BUDEL et al., 2005), assim como também na medicina tradicional, sendo o prépolis
derivado desta planta utilizado como imunomodulador, agente hipoglicemiante e
muitas outras fungbes (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005; TROJAN-
RODRIGUES et al., 2012; FREIRES et al., 2015).

Alguns relatos na literatura demonstram que B. dracunculifolia parece ser
quimicamente composta por mono e sesquiterpenos, dos quais o nerolidol, o
germacreno-D, o biciclogermacreno, B-cariofileno, e artepillin C ja foram descritos
como seus principais constituintes, além disso, esses estudos também demonstram
que o Oleo essencial da planta apresenta caracteristicas semelhantes em fitoquimica
quando comparado ao seu produto derivado, o prépolis verde (KLOPELL et al., 2007;
MISSIMA et al., 2007; PAULINO et al., 2008).

Estudos in vitro e modelos animais foram relatados mostrando o efeito do
extrato hidroalcodlico bruto obtido de folhas de B. dracunculifolia em edema de pata
induzido por carragenina e formalina, onde o extrato produziu um efeito anti-
nociceptivo de longa duragdo no modelo agudo de dor inflamatéria, sendo este
associado a inibicdo das atividades de COX-2 (Cicloxigenase-2) e NFk-B (DOS
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SANTOS et al., 2010). Além disso, alguns experimentos conduzidos com o extrato e
acido caféico (um composto isolado de folhas de B. dracunculifolia) induziram agao
imunomoduladora em macréfagos murinos apos desafio com LPS, estimulando a
producao de IL-1B e inibindo a producdo de IL-6 e IL-10 (MISSIMA et al., 2007;
BACHIEGA et al., 2013).

Quanto ao seu 6leo essencial, existem pouquissimos estudos na literatura,
dentre eles destaca-se o estudo de Massignani et al. (MASSIGNANI et al., 2009) que
sugeriu que o 6leo essencial extraido das folhas da B. dracunculifolia apresenta agao
gastroprotetora, aumentando os fatores defensivos da mucosa gastrica em modelos
de ulcera induzida por etanol e indometacina. No entanto, apenas alguns estudos
demonstraram a atividade farmacoldgica desta planta e, em menor medida, sua

atividade anti-inflamatoéria em sitios especificos, como a pele.

1.3 O PROCESSO INFLAMATORIO NA PELE

A pele, por representar a interface entre o ambiente externo e o organismo,
tem como principal fungao a protecéo fisica e imunoldgica frente a estimulos nocivos,
como rupturas de barreira, entrada de patégenos e outros tipos de lesbes como
impactos mecanicos ou radiagdes (LOWES; BOWCOCK; KRUEGER, 2007). Com
uma area aproximada de 1,9 m? a pele é responsavel também por auxiliar nos
processos homeostaticos do corpo humano, atuando como termorreguladora,
evitando perda de agua e de calor (GOLDSMITH et al., 2012).

E comum que somente quando a pele esta doente, seja pelo processo de
envelhecimento, por uma lesédo fisica ou um processo cicatricial mal resolvido,
passemos a apreciar a importancia desse 6rgao. Pois nossas visdes da estrutura da
pele tendem a focar-se apenas na aparéncia ou aspecto que ela apresente,
esquecendo-nos por sua vez da dinamicidade desse 6rgao, capaz de fornecer um
feedback de tantos processos fisioldgicos a nivel sistémico (OH et al., 2014). Afinal, a
pele fornece para nés informagdes bastante importantes sobre nossa saude real,
como quando sinaliza o rubor e edema, o suor ou até mesmo a palidez. Além disso,
em muitos casos os diagndsticos de diversas doengas ndo dermatologicas sao
afirmados mediante a um sinal clinico que apresentemos na nossa pele (e.qg: Ictericia
ou doenga de Cushing (WONG et al., 2016).
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Ainda, células constitutivas da pele sdo capazes de prover auxilio para
sinalizar outros sistemas frente a estimulos diversos, como por exemplo,
queratinoécitos, melandcitos e células residentes do sistema imunitario, sendo elas
Células de Langerhans, Células Dendriticas e Linfécitos T (CD8+), atuando dessa
maneira, como uma interface entre nosso corpo e tudo que acontece ao nosso redor.
Por muitos autores, a pele é analogo ao ecossistema, denotando que quando ha um
desequilibrio entre meio interno e meio externo, podem ocorrer diversas doencas
(GRICE; SEGRE, 2011).

Funcionalmente, a pele humana pode ser dividida em trés camadas principais
com caracteristicas especificas, diferentes fungdes ou graus de funcionalidade (Figura
3). A mais externa das camadas € chamada de epiderme, a intermediaria € a derme,
enquanto a mais profunda, hipoderme, também pode ser conhecida como tecido
subcutaneo (PASPARAKIS; HAASE; NESTLE, 2014).

A epiderme é constituida de queratindcitos, células de Merkel e melandcitos,
e pode ser considerada a camada mais biologicamente ativa da pele. Da camada mais
externa para a mais profunda, existe uma diferenga pronunciada na morfologia das
células, sendo que as tight junctions selam os espacos intracelulares entre elas. Sua
porcado mais externa, conhecida como estrato basal, esta em constante renovacao,
passando por processos de cornificacdo que sao adaptativos e comuns a diversas
espécies (CAl; FLEMING; YAN, 2012).

Os queratindcitos proliferam somente no estrato basal e, conforme se
diferenciam, migram em direcdo as camadas mais externas, tornando-se
queratinécitos sem presenca de nucleo, onde entdo, passam a ser conhecidos como
corneécitos, seguindo um fluxo de diferenciacdo e rotatividade, conforme
representado na Figura 3. Esse turnover constante permite também que substancias
externas que estdo aderidas a pele sejam descartadas com a escamacéo diaria. E o
estrato cérneo que atua permitindo a perda de agua e solutos em excesso para 0 meio
externo e também evita penetracdo de microrganismos do meio externo para o interno
(TERUI, 2000).

Linhagens hematopoiéticas também residem na epiderme, como as Células de
Langerhans (LC), transmitindo informagdes aos linfonodos regionais para gerar
ativamente respostas imunes protetoras e reguladoras do hospedeiro (KOBAYASHI;
NAIK; NAGAO, 2019).
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A derme, por sua vez, € composta principalmente de proteinas da matriz
extracelular que conferem estrutura e elasticidade a pele, apresentando fibras
reticulares, elastina, além de células produtoras de colageno. Ao contrario da
epiderme, permite a livre migragao de populag¢des celulares, uma vez que é uma
camada com maior irrigagdo de vasos sanguineos, quando comparada a camada
mais externa. A derme e a epiderme sao separadas pela membrana basal, uma fina
folna de proteinas da matriz extracelular que regula o movimento de células e
proteinas entre essas duas camadas. Constituintes imunes dérmicos incluem varios
subconjuntos distintos de células dendriticas (DC) e células T que estado localizados
em forte apelo ao epitélio e, em particular, foliculos capilares. Macréfagos, mastécitos,
basdfilos e eosindfilos também sdo componentes cruciais do meio imunolégico
dérmico, como podemos observar na Figura 4 (PASPARAKIS; HAASE; NESTLE,
2014; RICHMOND; HARRIS, 2014; KABASHIMA et al., 2019).

A hipoderme é composta principalmente por adipocitos, mas também contém
nervos, sangue e vasos linfaticos. Os adipocitos s&o células de gordura que
sequestram acidos graxos potencialmente inflamatorios e sdo capazes de produzir
citocinas pro-inflamatérias. Os constituintes hematopoiéticos da hipoderme e suas
funcdes permanecem relativamente inexplorados, uma vez que os estudos que mais
se destacam em relacdo a essa camada da pele tratam-se de estudos sobre
termorregulagédo (RICHMOND; HARRIS, 2014; KOBAYASHI; NAIK; NAGAO, 2019).
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FIGURA 3 — As camadas da epiderme.
Fonte: Adaptado de (GOLDSMITH et al., 2012)
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FIGURA 4 — Células do sistema imune da pele.
Fonte Adaptado de (RICHMOND; HARRIS, 2014)

Devido ao seu posicionamento estratégico na interface entre o corpo e o meio
ambiente, os queratindcitos epidérmicos recebem sinais do ambiente externo e os
transmitem as células imunologicas da pele (PASPARAKIS; HAASE; NESTLE, 2014).
Células de Langerhans, células dendriticas dérmicas, macrofagos, outras células
inatas (mastécitos, células NK, células NKT, células y&-T) e células T de memodria
compreendem o sistema imunoldgico residente na pele no estado estacionario. As
células de Langerhans, células dendriticas dérmicas, macréfagos e células yo-T
primeiro detectam infec¢cao ou lesao e iniciam uma resposta rapida e inata que inclui
o recrutamento de células efetoras. Os efetores inatos (populagdes NK) fornecem uma
resposta rapida, inespecifica ao antigeno, enquanto as células T da memodria
fornecem uma resposta rapida e especifica a memoria do antigeno aos patégenos
encontrados anteriormente (GRICE; SEGRE, 2011).

Na ativacdo do sistema imunoldgico residente na pele, células imunes
adicionais sao recrutadas para ajudar a conter e combater a infecgao e/ou remover
detritos celulares para ajudar no processo de cicatrizag&o. Isso inclui células inatas,
como neutréfilos e eosindfilos, bem como populacdes adaptativas, como células T ou
com memodria central e células B (BASLER; BRANDNER, 2017).
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As células dendriticas ajudam no controle continuo da absorgéo de proteinas
na pele, distinguindo se ser&o apresentadas em contexto critico e de alerta, como no
caso de uma infecgdo, ou em um contexto seguro, como a renovagao celular normal
durante a homeostase tecidual. Para isso existem alguns padrées moleculares que
alertam as células imunolégicas para o perigo. Esses padrées geralmente estdo
presentes apenas quando os processos celulares normais foram interrompidos, como
visto na infecgdo, malignidade ou morte celular necrética. Sdo amplamente referidos
como padrbées moleculares associados ao dano (DAMPSs), ou a patogenos (PAMPs).
Os exemplos incluem lipopolissacarideo (LPS), flagelina e peptidoglicano de
bactérias, RNA de fita dupla de virus, entre outros, e para reconhecimento destes,
existem receptores que como os tipo Toll (TLRs) e receptores do tipo NOD (NLRs) séo
expressos principalmente por DCs (RICHMOND; HARRIS, 2014).

A ativagao desses receptores promove o processamento e a apresentagao de
antigenos, a regulacao positiva de receptores co-estimuladores para a ativagao de
células T e a secrecao de citocinas pré-inflamatérias, incluindo IL-6, IL-1B, TNF-a e
outras. O processo resultante do acionamento dessas células culmina na resposta
inflamatdria, na ativacao, as células residentes nos tecidos secretam citocinas pro-
inflamatdrias que promovem o recrutamento de células efetoras inatas, incluindo
neutrofilos, mondcitos e células NK. Esses “socorristas” podem iniciar o ataque
usando os mecanismos descritos acima. No entanto, uma resposta imune eficaz
geralmente requer o envolvimento subsequente do sistema imunoldgico adaptativo e,
portanto, as DCs devem interagir com uma infinidade de células T para regular uma
resposta imune precisa e eficaz, ajudando estas a migrarem para a pele. Dessa forma,
esse processo de migracao € auxiliado por moléculas de adesdo das células
endoteliais no local da inflamagao, como a familia das moléculas de adeséo celular
(cell-adhesion molecules, CAMs) e integrinas e selectinas que ajudam a guiar as
células para o local correto (DENG; CHANG; LU, 2016).

Existem também subfamilias de células T com fungdes especializadas,
incluindo aquelas que sao diretamente citotoxicas, outras que suprimem respostas e
outras que supervisionam e ajudam a moldar a resposta através da secregédo de
citocinas. Elas sdo geralmente designadas com um numero para delinear quais tipos
de citocinas produzem. Por exemplo, as células Th1 produzem IFN-y e TNF-a; Células
Th17 produzem IL-17, IL-21 e IL-22; e células ThH2 produzem IL-4, IL-5 e IL-13

(HEINEMANN et al., 2014). Esses diferentes padrdes de citocinas geralmente estdo
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associados ao recrutamento de tipos ligeiramente diferentes de populagdes efetoras
imunoldgicas. Por exemplo, as respostas Th2 recrutam basofilos, eosinofilos e
mastocitos para coordenar uma resposta antiparasitaria, enquanto as respostas Th1
resultam no recrutamento de células para uma resposta antiviral ou antitumoral, e o
Th17 promove uma resposta antibacteriana ou antifungica através do recrutamento
de neutrdfilos e produgao de citocinas e peptideos antimicrobianos. As respostas Th1
e Th17 também podem promover a autoimunidade, enquanto as respostas Th2 podem
mediar a alergia. Sabe-se por exemplo que respostas Th17 e Th2 medeiam parte
importante da sintomatica de doencas como psoriase e dermatite atopica,
respectivamente (STUMHOFER et al., 2010).

A resposta inflamatoria € crucial nas reacdes aos possiveis danos que a pele
ou outros tecidos possam sofrer. Essa resposta complexa envolve diferentes tipos
celulares que em fungao do processo inflamatdrio, liberam substancias especializadas
como aminas e peptideos vasoativos, eicosanoides, citocinas pro-inflamatorias e
proteinas de fase aguda, que mediam o processo inflamatorio, impedindo dano
tecidual adicional e, finalmente, resultando em cura e restauragao da fungao tecidual
(ABDULKHALEQ et al., 2018)

Ainflamacéao pode ser dividida em duas principais categorias - aguda e crbnica
- com base no tempo e nas caracteristicas patologicas. A inflamagao aguda tipica tem
uma duragao relativamente curta (horas a dias) e € caracterizada por vasodilatacéo,
exsudagdo de liquido rico em proteinas (plasma) e migragdo de células
(principalmente neutrdfilos) no local da lesdo e, em alguns casos, ativagao da cascata
de coagulagado. Ja a inflamagao cronica € caracterizada pela duragédo prolongada
(semanas a meses ou anos) em que a inflamacgao, destruicéo tecidual e tentativas de
reparo estdo ocorrendo. A infiltragcdo de células mononucleares e fibrose séao
caracteristicas histolégicas tipicas da inflamagédo crénica. A inflamagédo excessiva
pode, no entanto, levar a lesées nos tecidos e, se grave, causar descompensagao
fisiolégica, disfungao organica e morte (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Atualmente os tratamentos terapéuticos disponiveis para a maioria das
doencas inflamatérias cutaneas crbnicas nao sao totalmente eficazes, visto que os
que promovem melhoras na sintomatologia do paciente, muitas vezes ocasionam
diversos efeitos indesejaveis. Portanto, a busca por novas estratégias efetivas e

eficazes é extremamente necessaria e importante. Nesse sentido, as plantas
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medicinais sdo uma fonte crucial para a pesquisa de novos tratamentos devido a sua

grande diversidade de compostos bioldgicos e ativos.

1.4 DOENCAS DERMATOLOGICAS

As doencgas dermatolégicas podem ser denominadas como “dermatites”,
sendo este um termo geral usado como referéncia para doengas inflamatdrias da pele.
Estes podem ser considerados como dermatite de contato alérgica, dermatite de
contato irritativa, psoriase e muitas outras doencas frequentes que tém grande
impacto na qualidade de vida dos individuos expostos a elas (GOFF et al., 2015;
KOSTNER et al., 2017).

A fisiopatologia dos diferentes tipos de dermatites n&o € totalmente
compreendida e pode estar associada a uma sensibilizagao inicial ou “start’, assim
como a defeitos na barreira cutanea (ALAVI et al., 2016; KOSTNER et al., 2017). Na
psoriase, por exemplo, pode estar relacionado a fatores ambientais, além do
envolvimento imunologico ou hereditario, combinando-se com a expressao de varios
genes que podem predispor a doenga. A prevaléncia de psoriase na Europa e na
América do Norte é de cerca de 2% e estd aumentando a cada ano, estima-se que
mundialmente 125 milhdes de pessoas sofrem com psoriase, de acordo com a World
Psoriasis Day consortium (STERN et al., 2004; WAGNER et al., 2010). Além disso,
existe uma preocupagao constante relacionada ao fato de que individuos com
doengas dermatoldgicas apresentam maior risco de desenvolver diversas
comorbidades crénicas e graves, como ansiedade, artrite reumatoide ou depressao
(VALDIMARSSON, 2007; CAIl; FLEMING; YAN, 2012; STROBER et al., 2018). Fica
evidente que a etiologia da psoriase ainda néo € bem conhecida e descrita, e, embora
haja um envolvimento genético evidente, ele parece nao ser suficiente para a que os
sintomas aparecam, mesmo que atue como um predisponente para isso, sendo
necessaria a interagcdo com estimulos ambientais para a expressdo de genes
importantes e posterior desenvolvimento da doenga (ORTONNE, 1996).

Dentre as principais manifestacdes clinicas da psoriase destacam-se as placas
eritematosas elevadas e descamativas, que ocorrem principalmente em locais de
grande tensao como as dobras corporais (JIN; WANG, 2014). A ocorréncia de
comorbidades em saude mental também é relatada, visto que ndo € incomum que

esses pacientes desenvolvam sintomas depressivos e de ansiedade, uma vez que a
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influéncia negativa da doenca psoriatica no bem-estar fisico e mental do paciente, em
combinagdo com a fisiopatologia sobreposta, aumenta o risco de condigbes
psiquiatricas clinicamente significativas (WU et al., 2018).

As caracteristicas histolégicas mais proeminentes na psoriase sdao o aumento
da espessura da epiderme, proliferacdo de vasos sanguineos da derme e infiltrado
inflamatoério (LOWES et al.,, 2013). Eventos imunoldgicos que colaboram para a
patogénese da doencga envolvem desregulagdo de mediadores envolvidos na resposta
imune capazes de modificar a estrutura da pele, como resultados obtém-se uma
resposta inflamatdria prolongada com reepitelizacao continua, por essa razao alguns
autores defendem a ideia de que lesdes psoriaticas funcionam de maneira semelhante
a um processo de cicatrizagéo prolongado (DENG; CHANG; LU, 2016)

A inflamacdo observada na pele de pacientes com psoriase provém de
reconhecimento de antigenos epidérmicos que estimulam persistentemente a
resposta de linfécitos T. Dentre elas foram identificadas como predominantes na
doenga células Th1 (AUSTIN et al., 1999) e Th17, sendo estas mais relacionados com
a exacerbacgdo da doenga (TEUNISSEN et al., 1998; DENG; CHANG; LU, 2016).

Além disso, células da imunidade inata incluindo as células apresentadoras de
antigenos (APC) e as células NK também participam da patogénese da psoriase
através da secregao de citocinas imunorreguladoras, como interleucina (IL)-12, IL-23
e outras (GASPARI, 2006) Essas citocinas modulam profundamente a diferenciagao
e a funcao de linhagens de células T multiplas, contribuindo assim para a progressao
da psoriase (STUMHOFER et al., 2010; HEINEMANN et al., 2014).

A patogénese da psoriase € extensa e complexa, assim como seu tratamento,
que pode variar dependendo da gravidade do quadro. Existem hoje algumas
alternativas terapéuticas disponiveis, porém nenhum tratamento € completamente
eficaz, pois a maioria leva a efeitos indesejaveis que prejudicam a adesao
medicamentosa. Para isso torna-se de extrema importancia a busca de novas terapias
efetivas e seguras (COHEN; BARON; ARCHER, 2012).

1.5 FARMACOTERAPIA E O USO DE PLANTAS MEDICINAIS EM DOENCAS DE
PELE

Os tratamentos topicos sdo os mais comumente utilizados nas doencgas de

pele mas, dependendo da gravidade da lesdo, sdo insuficientes ou apresentam
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inumeros efeitos adversos, como observado na terapia com corticosteroides (HUANG
et al.,, 2019). Por esse prisma, plantas medicinais sdo alvos de grande interesse
quando o assunto é busca de novas drogas para o tratamento de doencgas nas quais
ha falhas na terapia medicamentosa ou demasiados efeitos adversos. Isto traz ainda
mais importédncia para a investigacdo das capacidades bioativas e potenciais
aplicagcdes medicinais das plantas (HUANG et al., 2019).

Os produtos naturais sao o principal recurso de estudo de novas drogas nos
ultimos 30 anos, sendo que representam cerca de 51% das aprovagdes da FDA (Food
and Drug Administration), agéncia regulatéria dos Estados Unidos da América. Dentre
essas aprovagoes, encontram-se drogas proveniente de produtos naturais, sejam elas
sintéticas ou semissintéticas (NEWMAN; CRAGG, 2016). Alguns estudos
demonstram que aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos séo derivados
de plantas medicinais, e 11% dos medicamentos considerados essenciais sao
exclusivamente de origem vegetal (SAHOO; MANCHIKANTI; DEY, 2010).

Pacientes que sdo acometidos com doencas inflamatodrias crénicas da pele
constantemente sofrem com a auséncia de terapias precisas e seguras, com eficacia
comprovada. Grande parte da terapéutica disponivel ndo é efetiva ou apresenta
extensos efeitos adversos, que tornam sua aplicacao inviavel. Nesse aspecto, essa
tematica torna-se extremamente impactante, levando tanto a industria farmacéutica
como a ciéncia e pesquisa a estarem em busca de novas alternativas para
implementagcdo na terapia clinica dos pacientes acometidos por doengas
dermatolégicas severas (GARCIA-PEREZ; JEAN; POULIOT, 2012).

O uso de plantas medicinais pode, portanto, fornecer grandes beneficios no
que concerne ao tratamento de doencgas de pele, sendo que uma das vantagens dos
fitoterapicos em relacdo a um composto isolado € a sua composi¢gdo complexa,
considerando que suas atividades biolégicas podem ser resultado da combinagéo de
varios compostos atuando dinamicamente entre si, levando a um efeito sinérgico e
que muitas vezes pode resultar em melhora clinica comprovada (NIKAM et al., 2012).

As plantas utilizam de misturas complexas e diversas, seus metabdlitos
secundarios, de diferentes classes estruturais € quimicas, auxiliam as plantas a se
protegerem de herbivoros ou para adaptagéo a diferentes condigdes que favoregam
sua reprodugdo. Essas misturas complexas de metabdlitos podem fornecer
compostos com diferentes mecanismos de agao, e, uma vez que um composto &

isolado, torna-se possivel descobrir seu mecanismo de agdo e investigar seus
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possiveis efeitos fisiologicos em um determinado sistema. Porém, a maioria dos
metabdlitos secundarios aparentam interferir com diversos alvos intracelulares, uma
vez que 0s componentes sdo nao apenas aditivos, mas aparentemente sinérgicos em
sua bioatividade. Logo, a fitoterapia € capaz de empregar a terapia medicamentosa a
oportunidade de utilizagdo desse sinergismo dinamico como uma abordagem
terapéutica unica, com vantagens sobre os compostos isolados, uma vez que
comprovada sua eficacia e seguranca (WINK, 2008).

Atualmente existem diversas familias de plantas pelas quais o interesse tem
crescido a partir do ponto de vista da pesquisa. Dentre elas destacam-se estudos
botanicos e farmacoldgicos com o género Baccharis, pertencente a familia Asteraceae
(BUDEL et al., 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

Uma vez que as evidéncias apontam que o uso de plantas medicinais e/ou
seus compostos isolados possuem agdes positivas no tratamento de diversas
doengas inflamatérias, torna-se interessante o estudo da participacdo do dleo
essencial do B. dracunculifolia, uma planta ainda pouco estudada, em um modelo de
doenga dermatoldgica. Logo, pode ser possivel obter novas informagdes que
permitam maior compreensdo dos pontos de controle enddégeno da resposta
inflamatodria, oferecendo, assim, perspectivas promissoras sobre a patogénese de
dermatites para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais precisas e
eficazes. Além disso, esse estudo busca evidenciar e ajudar a estabelecer a
comprovacao cientifica do uso popular da planta, assim como obter novos dados de
seguranga e a aplicabilidade etnofarmacoldégica da B. dracunculifolia e seu 6leo

essencial.
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3 OBJETIVOS

3.1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anti-edematogénica e anti-inflamatoéria do oleo essencial
de Baccharis dracunculifolia (OEBd) na pele.

3.1.2 Objetivos especificos

. Verificar o efeito da aplicagao tépica do OEBd na resposta inflamatoria
causada pelo ester de forbol 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e alteragdes
causadas pelo 6leo essencial de B. dracunculifolia no modelo de edema de orelha
induzida por aplicagao unica de TPA,;

. Analisar a acao do tratamento topico com OEBd no modelo de edema
de orelha induzido por acido araquiddnico;

. Verificar o efeito do tratamento tépico com o OEBd em modelo de
hiperproliferagcao da epiderme por aplicagdes repetidas de TPA;

. Analisar potenciais efeitos sistémicos do tratamento topico de OEBd no
modelo de TPA,;

. Verificar a influéncia da aplicagéo repetida do OEBd na pele e em 6rgéaos
linfoides;

. Averiguar se o efeito anti-inflamatorio do o6leo essencial envolve

receptores glicocorticoides.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DROGAS

Todas as drogas utilizadas no estudo estdo apresentadas na Tabela 1, assim
como o veiculo e via de administragdo escolhidos para realizacédo do trabalho.

DROGAS E DOSES UTILIZADAS Texto
12-O-tetradecanoilforbol-acetato 2,5ug TOPICA: ACETONA
Acido Araquidénico (AA) 2mg TOPICA: ACETONA
Dexametasona (DEXA) 0,1 mg TOPICA: ACETONA
Indometacina (INDO) 2 mg TOPICA: ACETONA
Mifepristona RU-486 (50 mg/kg) SUBCUTANEA: PEG 400

TABELA 1 — Drogas e doses utilizadas no estudo
Fonte: O Autor

4.2 REAGENTES

N-acetil-B-D-glicosaminidase; Brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB); a
tetrametilbenzidina (TMB) comprados de Chemcil Co (St. Louis MO); acetona,
formaldeido, acido acético glacial, parafina, dimetilformamida, Hematoxilina
tamponada com fosfato (PBS) e Eosina foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). Anticorpo policlonal anti-PCNA (sc-9857) 1:100, Anticorpo secundario
conjugado com peroxidase (HRP - peroxidase de rabano, sc-2020) 1:100 (Santa Cruz
Biotechnology®, EUA), DAB substrato de diaminobenzidina com peroxidase (BD
Biosciences harmigen®, EUA). Outros reagentes quimicos de grau analitico foram

comprados de fornecedores quimicos locais.

4.3 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Folhas de B. dracunculifolia foram coletadas em Maio de 2018, na cidade de
Santa Helena no Oeste do Estado do Parana, Brasil. A identificagao botanica foi
realizada pelo professor Dr. Gustavo Heiden do Herbario ECT - Embrapa Clima
Temperado, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, onde as exsicatas foram

depositadas com os numeros de registro: ECT0003428.



38

4.4 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O material vegetal foi seco a temperatura ambiente por 4 dias e aproximadamente
100 gramas de folhas foram submetidas a hidrodestilagao por 3 h usando um aparelho
do tipo Clevenger (ASCARI et al., 2019), conforme representado na Figura 5. O 6leo
essencial obtido foi separado do hidrolato utilizando éter etilico e a fase organica foi
seca com N2SOa. A solucéo foi filtrada e o solvente foi evaporado a baixa temperatura.
Os rendimentos das amostras de 6leos essenciais foram calculados levando em conta

a massa material vegetal inicial seco.

FIGURA 5 — Aparelhos utilizados na extragéo do 6leo essencial.
Fonte: O Autor (2019)

O ¢leo essencial foi analisado em Cromatégrafo Gasoso Shimadzu GCMS-
QP2010 Plus com uma coluna apolar RTx5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm).
Utilizaram-se as seguintes condi¢des de analise: razdo de 1/20, 250 °C e temperatura
do injetor de 250 °C na fonte de ions e 280 °C na interface. A temperatura do forno foi
programada para 60 °C durante os primeiro 5 min, aumentando a uma taxa de 3
°C/min para atingir a temperatura final de 240 °C. Os componentes foram identificados

com base na comparacéo dos indices de retencao relativos calculados utilizando uma
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série de n-alcanos (C8-C19) e os espectros de massas do banco de dados do
aparelho, seguindo pela comparagdo com os indices de retencdo com os dados
publicados na literatura (Adams, 2009).

A analise quantitativa permitiu a determinagdo das proporcdes relativas dos
componentes das amostras dos Oleos essenciais utilizando um cromatografo
Shimadzu Gas 2010 com detector de ionizagao de chama (GC-FID) e uma coluna OV-
5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pym). O gas He foi utilizado como gas de arraste a um fluxo
continuo de 1mL/min, razdo de 1/20, e o volume de injecéo foi de 1 uL de amostra
diluida em éter etilico com o detector a 280 °C e injetor a 250 °C. A temperatura inicial
da coluna foi ajustada para 60 °C durante 5 minutos e programada para aquecimento

a uma taxa de 3 °C/min até atingir a temperatura final de 240 °C.

4.5 ANIMAIS

Os experimentos foram realizados em camundongos Swiss fémeas 8-10
semanas de idade, com peso entre 20-25 g. Os animais foram alocados
aleatoriamente em diferentes grupos e racdo e agua foram fornecidos ad libitum
enquanto foram alojados no biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana, sob condi¢cdes padronizadas de biotério: ciclo claro/escuro de 12
h com luzes acesas as 7h, sob temperatura ambiente controlada (23 + 2 ° C) e
umidade (60 £ 10%). Os camundongos foram mantidos em grupos de seis animais
em caixas de polipropileno de fundo sdélido e autoclavavel contendo as medidas de
41x34x17,8 cm, forradas com cepilho comercial. O periodo de adaptacao foi de 48h
antes do inicio dos experimentos e todos os animais utilizados nesse trabalho
passaram por experimentos uma unica vez.

Todos os experimentos aqui realizados seguem a recomendagdo das
diretrizes ARRIVE - do inglés, Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments
(KILKENNY et al., 2011), assim como do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
(COBEA). Esse projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de
Animais do setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA/BIO — UFPR), sob numero de registro 1257.

4.6 EXPERIMENTO 1: MODELOS EXPERIMENTAIS DE DERMATITE AGUDA
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Foram utilizados dois modelos pré-clinicos para inducéo de dermatite de contato
do tipo irritativa, o primeiro deles, utilizado como pega-chave no desenvolvimento de
todo esse trabalho foi 0 modelo de aplicagao unica e topica de TPA. Este € um modelo
reprodutivel e de facil manuseio, que consiste na aplicagdo do agente causador da
estimulac&o inflamatdria (TPA) na orelha direita dos animais, sendo que a resposta
inflamatdria foi avaliada através da formacao do edema e verificacdo da migracao
celular em posterior analise histologica (DE YOUNG et al., 1989).

Dessa maneira, a formagcao do edema foi avaliada através da afericao da
espessura basal da orelha dos animais, na regiao medial da orelha, com auxilio de
um micrometro digital (MT-045B, Shangai Metal Great Tools Co., Ltd., Xangai, China),
antes da inducao do processo inflamatério e depois da indugdo, em dois pontos no
tempo: 6 e 24 h apds a aplicagdo de TPA na dose de 2.5 ug / orelha (DE YOUNG et
al., 1989; GABOR, 2000). O OEB(d foi aplicado nas doses de 0,1; 0,3 e 1,0 mg/orelha,
assim como o controle positivo dexametasona 0,1mg/orelha, sendo que todos os

tratamentos foram aplicados no volume de 20 ul/orelha (Figura 6).

48 h 15 min 15 min 6h 24h
| o I _———— } |
Ambientagéo Espessura TPA Veiculo \/,/’/’
Basal OEBd
\ DEXA Espessura Coleta

*i} - . "i}

U
e e

FIGURA 6 — Representagédo esquematica do modelo de dermatite induzida por TPA.
Fonte: O Autor

O modelo do acido araquidénico (AA) também foi empregado com o intuito de
avaliar a atividade anti-edematogénica do 6leo essencial. Nesse modelo, o agente
indutor da inflamacéao é o AA (2 mg/orelha), que se assemelha em alguns parametros
ao modelo do TPA. Uma diferenca € que no modelo do AA o pico da resposta
inflamatdrio ocorre 1 h apds a aplicagao, portanto é neste tempo que a espessura da
orelha é medida. Nesse modelo OEBd foi aplicado nas doses de 0,1; 0,3 e 1,0
mg/orelha, assim como o controle positivo indometacina (2,0 mg/orelha). Todos os

tratamentos foram aplicados no volume de 20 uL/orelha (Figura 7).
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FIGURA 7 — Representagédo esquematica do modelo de dermatite induzida por AA
Fonte: O Autor

4.7 EXPERIMENTO 2: INFLAMACAO CRONICA DE PELE INDUZIDA POR
MULTIPLA APLICACAO DE TPA

Com o objetivo de avaliar a agdo do OEBd em um processo inflamatério
cronico estabelecido, foi realizado o modelo de multiplas aplicagdes de TPA (2,5
pg/orelha) em dias alternados por 9 dias. OEBd foi diluido em acetona e aplicado na
dose de 1,0 mg/orelha, (dose determinada por dados preliminares obtidos nos
experimentos anteriores), e dexametasona na dose de 0,1 mg/orelha, os tratamentos
foram aplicados duas vezes ao dia a partir do quinto dia do protocolo experimental
ilustrado na figura 8. O edema foi avaliado diariamente seguindo a metodologia
descrita anteriormente (STANLEY et al., 1991). No nono dia do experimento os
animais foram eutanasiados e amostras de tecido da orelha (punch de 6 mm) foram
coletadas, para avaliagao das atividades enzimaticas assim como analise histolégica

e imunohistoquimica.
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FIGURA 8 — Representagédo esquematica do experimento crénico induzido por mdultiplas aplicagdes
de TPA

Fonte: O Autor

4.8 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO DA SEGURANGA DO TRATAMENTO
CRONICO COM OLEO ESSENCIAL DE B. DRACUNCULIFOLIA E DE EFEITO
TIPO CORTICOIDE.

Para investigar se a aplicacdo cronica do OEBd poderia causar alguma
alteracdo nos orgaos linfoides similar aos causados por terapia com corticoides,
verificamos inicialmente seu possivel efeito sistémico. Para isso, TPA em uma unica
aplicagéao tépica (2,5 pg/orelha, inseridos em 20 pl) foi utilizado para induzir inflamagao
local na orelha direita (conforme descrito anteriormente). Em segida o OEBd (1,0
mg/orelha) e dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo) diluidos em acetona,
foram aplicados topicamente na orelha contralateral (orelha esquerda), seguindo o
mesmo procedimento descrito no item 4.6. A variagdo da espessura da orelha foi
avaliada 6 h apds a aplicacdo de TPA (DE YOUNG et al., 1989).

Em outro momento, os animais foram tratados com OEBd (1,0 mg/orelha) ou
dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo), por via topica duas vezes ao dia. Os
animais foram pesados todos os dias durante 7 dias e a espessura da orelha foi
medida antes do inicio do tratamento e apds o ultimo dia de tratamento como ilustrado

na figura 9. No oitavo dia, os animais foram eutanasiados e o peso do baco, glandulas



43

adrenais, linfonodos auriculares e timo foram pesados para comparacdo com 0s

parametros do controle (Naive).

12 h OEBd ou DEXA + Naive
I_Iﬁ |
48 h '
I A I T T T T T S
I } | | | | } |
Ambientagao Espessura — ESPE;JSUI'EI
Basal 24 h Diaria

Coleta
|\ -, T

FIGURA 9 — Representagdo esquematica do experimento crénico para avaliagdo da segurancga da
aplicacdo de OEBd

Fonte: O Autor
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Para verificar um possivel envolvimento dos receptores de corticosterdides na
atividade anti-inflamatdéria tépica do OEBd, os animais foram pré-tratados com o
antagonista RU486 (mifepristona) (50 mg/kg, sc) ou com o veiculo polietilenoglicol 400
(PEG400, v/v, sc) e apdés 30 min o edema de orelha foi induzido pela aplicagdo de
TPA (Figura 10). Em seguida os tratamentos topicos foram realizados com OEBd (1,0
mg/orelha) e dexametasona (0,1 mg/orelha). A espessura da orelha e a medida da
atividade da mieloperoxidase (MPO) foram utilizadas como um indicadores do
processo inflamatério, e para avaliar a possivel reversao causada pelo antagonista
(CASTINETTI; BRUE; CONTE-DEVOLX, 2012).

48 h 15 min 30 min 15 min 6h 24h
|.______| ........... | ........... | ........... : : _______ .!
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FIGURA 10 — Representagao esquematica do experimento crénico para avaliagdo de um possivel
mecanismo de acao do OEBd

Fonte: O Autor
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4.9 ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA MIELOPEROXIDASE (MPO) E N-
ACETIL-R-D-GLICOSAMINIDASE (NAG)

A avaliagdo da atividade das enzimas MPO e NAG, presentes em vesiculas de
leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares, respectivamente, foi utilizada como
marcador indireto da presenca destes tipos celulares. Amostras (punch de 6 mm de
tecido) foram coletadas ao final do tratamento e adicionadas a 0,75 mL de tampao
fosfato de sddio 80 mM (pH 5,4) contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e
homogeneizado por cerca de 45 s a 0°C, seguido da adigao de 0,75 mL do tampao
anteriormente descrito. O homegenato foi centrifugado a 12000 xg a 4 °C por 15 min.
Para analise de MPO, ftriplicatas de 30 yL do sobrenadante foram colocadas em
placas de 96 pocos, adicionando 200 pL de solugdo (PBS 80 mM, PBS 0,22 M e
peroxido de hidrogénio 0,017%) em cada pogo. Nessa analise enzimatica a reagéo €
iniciada com a adi¢ao de tetrametilbenzidina (TMB) 18,4 mM em solugé&o aquosa de
dimetilformamida a 8%. A placa foi incubada a 37°C por 3 min a reacao interrompida
pela adigao de acetato de sédio 1,46 M em cada pogo. Para analise de NAG, triplicatas
de 25 pl do sobrenadante foram colocadas em placas de 96 pocgos e posteriormente
foi adicionado solugdo de NAG (p-nitrofenil-2-acetamida-3-D-glucopiranoside) 2,24
mM e tampao citrato 50 mM. As amostras foram incubadas durante 60 minutos a 37 °
C e a reagao interrompida com a adi¢gao de tampao de glicina 200 mM em cada pocgo.
A atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente usando leitor de placas
(Bio-Tek Ultra Microplate reader EL 808) com comprimento de onda de 620 nm (MPO)
e 450 nm (NAG), sendo expressa em mDO/biopsia. (BRADLEY et al., 1982; DE
YOUNG et al., 1989; SANCHEZ; MORENO, 1999).

4.10 ANALISE DE ALTERACOES HISTOLOGICAS

As amostras da pele dos animais tratados foram coletadas e fixadas em solugéo
ALFAC (85 mL de alcool 80%, 10 mL de formol 40% e 5 mL de acido acético glacial)
num periodo de 16 h, sendo em seguida conservadas em alcool 70% até inicio do
processo de desidratacdo. As orelhas foram posteriormente desidratadas,
emblocadas em parafina, seccionadas em cortes de 5 ym com auxilio de um

microtomo e posteriormente foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E). A
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infiltracao de leucocitos, edema, espessura da epiderme, distribuicdo das camadas da
epiderme e a presencga de células nucleadas na epiderme foram avaliadas em areas
representativas com aumento de 200x e/ou 400x. A quantificagdo dos leucdcitos
presentes na derme e epiderme sera realizada através da contagem dessas células
por campo com aumento de 400x, sendo analisados 5 campos de 3 ou mais cortes
histologicos distintos. Estas analises foram realizadas com auxilio do software

Imaged.

4.11 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA PARA ANTIGENO NUCLEAR DE
PROLIFERACAO CELULAR (PCNA).

Cortes de (6 mm) de tecido previamente fixado em ALFAC e embebidas em
parafina foram colocadas em laminas de vidro revestidas com gelatina e
desparafinizadas duas vezes com xileno, seguido de reidratado através de um banho
de alcool graduado. Para bloquear o radical aldeido, cada corte foi incubado com
glicina (0,1 M) e com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol para bloquear a
peroxidase endogena. Os cortes foram também incubados com albumina de soro
bovino a 1% (BSA) em solugao salina tamponada com fosfato (PBS) para diminuir a
chance de coloragdo nao especifica. Para a detecgao de PCNA, as laminas foram
incubadas com diluigées 1:100 de um anticorpo policlonal anti-PCNA (1:100, sc-9857-
Santa Cruz Biotech, Inc., EUA) em PBS/BSA 1% em temperatura ambiente em
camara umida por 2h e lavado com PBS/BSA 1%. Posteriormente, os cortes foram
incubados utilizando um anticorpo secundario IgG HRP (Santa Cruz Biotechnology,
Inc, EUA) diluido 1: 100 em PBS/BSA a 1% em temperatura ambiente em camara
umida por 1 h. Os sitios de ligagao a peroxidase foram detectados por coloragédo com
o kit de substrato DAB (BD Bioscience, Califérnia, EUA) e incubados por 15 min.
Finalmente os cortes foram contrastados com hematoxilina de Mayer e depois as

laminas foram desidratadas e montadas.
4.12 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA PARA CITOQUERATINA 14 (CK-14)
Cortes de (6 mm) de tecido previamente fixado em ALFAC e embebidas em

parafina foram colocadas em laminas de vidro revestidas com gelatina e

desparafinizadas duas vezes com xileno, seguido de reidratado através de um banho
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de alcool graduado. Para bloquear o radical aldeido, cada corte foi incubado com
glicina (0,1 M) e com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol para bloquear a
peroxidase endogena. Os cortes foram também incubados com albumina de soro
bovino a 1% (BSA) em solucao salina tamponada com fosfato (PBS) para diminuir a
chance de coloragdo nao especifica. Para a deteccdo de CK-14, as laminas foram
incubadas com diluicdes 1:100 de um anticorpo policlonal anti-CK-14 (sc-17104 -
Santa Cruz Biotech, Inc., EUA) em PBS/BSA 1% em temperatura ambiente em
camara umida por 2 h e lavado com PBS/BSA 1%. Posteriormente, os cortes foram
incubados utilizando um anticorpo secundario IgG HRP (Santa Cruz Biotechnology,
Inc, EUA) diluido 1: 100 em PBS/BSA a 1% em temperatura ambiente em camara
umida por 1 h. Os sitios de ligagdo a peroxidase foram detectados por coloragédo com
o kit de substrato DAB (BD Bioscience, Califérnia, EUA) e incubados por 15 min.
Finalmente os cortes foram contrastados com hematoxilina de Mayer e depois as

laminas foram desidratadas e montadas.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M).
A significancia estatistica entre os grupos foi avaliada por meio de analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida de teste post-hoc de Bonferroni, ou ANOVA de duas
vias, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni para o modelo cronico de TPA e para
0 experimento com antagonista farmacolégico RU-486. O nivel de significancia aceito
para os testes foi de p<0,05. Todos os testes foram realizados utilizando o software
Statistical GraphPad Prism versao 6.0, La Jolla California, USA.
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5 RESULTADOS

5.1 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA

A analise fitoquimica do OEBd foi realizada na Universidade Tecnologica
Federal do Parana, situada na cidade de Santa Helena, com a colaboracdo dos
professores Dra. Jociane Ascari e Dr. Gustavo Heiden. Na caracterizagdo do perfil
cromatografico do OEBd foram detectados 31 compostos principais, representados
na Figura 11A. As maiores porcentagens relativas foram para os compostos Limoneno
(6.76%), B-cariofileno (8.44%), Biciclogermacreno (14.18%) e Nerolidol (8.02%)
(Figura 11B).



A Compostos RF RI°P OEBd

a-Pineno 933 939 164
B-Pineno 977 979 5,25
Mirceno 992 990 0,81
Limoneno 1030 1028 6,76
Ocimeno <(E)-p-> 1049 1050 0,26
Terpinen-4-ol 1179 1177 0,14
a-Terpineol 1192 1188 0,20
&-Elemeno 1339 1338 0,65
a-Cubebeno 1352 1351 0,35
a-Ylangeno 1374 1375 0,14
Isoledeno 1375 1376 0,16
a-Copaeno 1378 1376 0,48
B-Elemeno 1395 1390 0,91
a-Gurjuneno 1413 1409 0,74
B-Cariofileno 1423 1419 8,44
B-Gurjuneno 1432 1433 0,28
Aromadendreno 1442 1441 2,40
a-Humuleno 1457 1454 164
allo-aromadendreno 1464 1460 1,46
y-Muuroleno 1481 1479 0,53
Germacreno D 1486 1481 994
Biciclogermacreno 1502 1500 14,18
a-Muuroleno 1505 1500 1,09
y-Cadineno 1518 1513 1,36
8-Cadineno 1529 1523 5,51
trans-Cadina-1,4-dieno 1537 1534 0,26
a-Cadineno 1542 1538 0,28
a-Calacoreno 1547 1545 0,13
Nerolidol 1570 1563 8,02
Espatulenol 1584 1578 4,79
Viridiflorol 1597 1592 2,34
Porcentual de compostos (%) 81,11
Rendimentos (m/m) (%) 1,28
Biciclogermacreno
14,18%

OEBd p-Cariofileno
Limoneno 8,44%
6,76% B> " i,
/ ' \ Nerolidol
| ﬂ ‘ 8,02%
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FIGURA 11 — Caracterizagcado dos compostos isolados do OEBd, por extragdo através de CGMS.

O dleo das folhas de OEBd foi submetido a cromatografia gasoso acoplado a espectrometria de
massas (Shimadzu -GCMS-QP2010 Plus)
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5.1 EFEITO ANTIEDEMATOGENICO DO OEBd TOPICO NA DERMATITE
IRRITATIVA INDUZIDA POR TPA

A aplicagao tépica do TPA promoveu um aumento significativo na espessura
da orelha medida 6 e 24 h apds a sua administracdo. Todas as concentragcdes
testadas do OEBd reduziram a formacao de edema induzido por TPA quando aplicado
topicamente (Figura 12A E 12B). As maiores inibicbes do edema as 6 h foram
observadas nas doses de 0,1 e 1,0 mg/orelha, sendo elas de 67,4 + 9,4% e 81,8
5,9%, respectivamente, em comparagao com o grupo controle (Figura 12A). 24 h apés
a aplicacao de TPA, o efeito do 6leo ainda pdde ser visto, atingindo inibicées de 85,6
t 7,4% para 0,1 mg/orelha e 950 £ 5,0% para 1,0 mg/orelha (Figura 12B).
Curiosamente, a dose de 0,3 mg/orelha foi menos eficaz, também reduzindo o edema
de orelhaem 6 e 24 horas (44,4 + 7,9% e 52,6 £ 10,2%, respectivamente). O controle
positivo dexametasona apresentou diminui¢cado de 94,7 + 3,4% em 6 h e 96,1 + 3,8%

em 24 h do edema de orelha quando comparado com o grupo controle
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FIGURA 12 — Efeito antiedematogénico do OEBd em modelo de inflamagao aguda induzida por TPA.

O processo inflamatdrio foi induzido pela aplicagéao topica de 2,5 ug de TPA, inseridos em 20uL de
acetona. Logo apds, o tratamento com OEBd nas doses de 0,1, 0,3 e 1,0 mg/orelha, assim como
dexametasona (0,1mg/orelha) foram realizados. Apos 6h (A) e 24h (B) da aplicacdao do TPA a
espessura da orelha dos animais foi aferida. As barras verticais representam a média + EPM (n=6). Os
simbolos representam o nivel de significAncia em comparagéo ao grupo controle: ***p<0,001 realizados
por ANOVA de uma via seguido por post-hoc de Bonferroni.)
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5.1 EFEITO DO OEBd TOPICO SOBRE A MIGRACAO CELULAR NA DERMATITE
IRRITATIVA INDUZIDA POR TPA

Como mostrado na Figura 13A, a aplicagdo de TPA promoveu um aumento
na atividade da enzima MPO, enquanto o tratamento topico com OEBd reduziu a
atividade da MPO em todas as doses. As inibigdes foram de 77,6 + 22,2% (0,1 mg /
orelha), 71,1 + 13,9% (0,3 mg / orelha) e 93,6 + 0,6% (1,0 mg / orelha) quando
comparadas ao grupo controle. O controle positivo, a dexametasona, foi capaz de
reverter o aumento da atividade enzimatica da MPO em 98,5 + 0,4%.

Além disso, através da analise histoldgica, observamos que o tratamento com
OEBd reduziu o numero de células em 64,3 + 3,9% (0,1 mg / orelha), 82,7 £ 2,7% (0,3
mg / orelha), 97,1 £ 0,4% (1,0 mg / orelha) enquanto a dexametasona reduziu em 97,6
1 0,6% (Figuras 13 B e C).
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FIGURA 13 — Efeito do OEBd sobre a enzima MPO e sobre a migragdo celular em modelo de
dermatite aguda induzida por TPA.

O processo inflamatério foi induzido pela aplicagéo tépica de 2,5 pg de TPA, inseridos em 20uL de
acetona. Os tratamentos foram diluidos em acetona e aplicados diretamente na orelha dos animais.
Apos 24h os tecidos foram coletados para analise enzimatica (A) e histologica (B e C). A quantificagéo
foi realizada através da contagem do ndmero de células na derme, com aumento de 200x em cinco
campos distintos de trés cortes histolégicos. Os simbolos (*) representam o nivel de significAncia em
comparagao ao grupo controle: **p<0,01; ***p<0,001 e (#) em relagdo ao controle quando comparado
ao Naive. As barras verticais representam a média + EPM (n=3-6).0s testes foram realizados por

ANOVA de uma via seguido por post-hoc de Bonferroni.
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5.2 EFEITO TOPICO DO OEBd DERMATITE INDUZIDA POR AA

A aplicagao do AA é um modelo de dermatite de contato que produz uma
reacao inflamatoria imediata causando edema de orelha. A administragcéo topica de
AA provocou um aumento na espessura da orelha 1 h apds a aplicagéo (Figura 14).

As diferentes doses de OEBd foram capazes de inibir o edema em 46,0 +
5,1% (0,3 mg/orelha) e 54,6 £ 6,0% (1,0 mg/orelha). A dose de 0,1 mg/orelha ndo
causou alteracao significante (Figura 14). A indometacina (2 mg/orelha), utilizada

como controle positivo, inibiu o edema em 55,1 + 5,9% quando comparado ao grupo

controle.
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FIGURA 14 - O tratamento topico com OEBAd. causa inibicado do edema causado pelo AA

O processo inflamatério foi induzido pela aplicacédo tépica de 2,0 mg/orelha de AA. O OEBd e a
indometacina foram diluidos em acetona e aplicados diretamente na orelha dos animais. As barras
verticais representam a média + EPM (n=6). Os simbolos (*) representam o nivel de significancia em
comparagéo ao grupo controle: *p<0,05 e **p<0,01 analisados por ANOVA de uma via seguido por
post-hoc de Bonferroni.

5.3 ACAO DO OEBd NO MODELO DE HIPERPROLIFERAGCAO CAUSADA POR
MULTIPLAS APLICACOES DE TPA

As multiplas aplicacbes de TPA promoveram um aumento significativo na
espessura da orelha a partir do primeiro dia como visto na Figura 15. O tratamento
tépico com OEBd causou redugao do edema desde o sétimo dia até o ultimo dia do
experimento (9° dia) atingindo 61,4 + 5,5% de inibicdo. O grupo controle positivo,
dexametasona, apresentou inibigdo do edema ao longo do modelo, mostrando uma

inibigdo maxima no dia 9 de 87,2 + 3,5% em relagdo ao grupo controle.
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FIGURA 15 —Efeito de inibigdo da atividade edematogénica do TPA pelo tratamento crénico com
OEBd.

O processo inflamatdrio foi induzido pela aplicagao tépica de 2,5 pg/orelha de TPA em dias alternados,
por 9 dias. O OEBd (1,0 mg/orelha) e a dexametasona (0,1mg/orelha) foram aplicados diretamente na
orelha dos animais logo apés o TPA. As barras verticais representam a média + EPM (n=6). Os
simbolos (*) representam o nivel de significancia em comparagcdo ao grupo controle: *p<0,05;
***p<0,001. Os testes foram realizados por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de Bonferroni.

As multiplas aplicagdes de TPA também causaram aumento significativo na
atividade das enzimas MPO e NAG (Figura 16A e 16B). Novamente, o tratamento com
OEBd (1,0 mg/orelha) e dexametasona (0,1 mg/orelha) foi capaz de reverter o
aumento da MPO para os niveis basais. O mesmo efeito foi observado para a
atividade da NAG, sendo igual a 85,5 £+ 4,7% e 86,7 + 7,3%, para o OEBd e

dexametasona respectivamente.
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FIGURA 16 O tratamento com OEBd inibe atividade enzimatica de MPO e NAG induzidas pelo
tratamento repetido com TPA.

O processo inflamatdrio foi induzido pela aplicagao topica de TPA (2,5 pg/orelha), em dias alternados,
por 9 dias. O OEBd e a dexametasona foram aplicados nas doses de 1,0 e 0,1 mg/orelha,
respectivamente. Ao final do Ultimo dia, amostras da orelha foram retiradas com auxilio de um punch
para posteriores andlises. (A) Analise enzimatica da atividade da MPO. (B) Analise enzimatica de NAG.
As barras verticais representam a média + EPM (n=6). Simbolos (*) representam o nivel de significancia
em comparagdo ao grupo controle: **p<0,01; ***p<0,001 e (#) em relagdo ao controle quando
comparado ao Naive. Os testes foram realizados por ANOVA de uma via seguido por post-hoc de
Bonferroni.
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Conforme apresentado nas Figuras 17, a analise histolégica demonstrou que
o tratamento com OEBAd inibiu a migrac&o celular em 74,1 £ 2,0% e dexametasona
em 95,3 + 1,5% em comparacgéo ao controle. Além disso, as multiplas aplica¢des de
TPA promoveram um aumento expressivo da espessura da epiderme, o qual foi
revertido parcialmente pelo tratamento com o 6leo essencial em 85,0 £ 1,4%, e com
dexametasona em 91,8 + 1,5%, quando comparado ao controle (Figura 17C).



58

B) C)
T 200-
E' 200 - 100 - "
S i 3
% 1504 i
E E 80
‘% 3 60
© 100+ a Y]
%]
- s 40
L) L]
g 501 5 -
c g 204 =
3 o & L
O w
NAIVE CONTROLE 1,0 DEXA 0- T
NAIVE CONTROLE 1,0 DEXA

OEBd (mglorelha)
I 1 OEBd (mglorelha)

TPA }
TPA

FIGURA 17 —Efeito do OEBd sobre a migracao celular e espessura da epiderme analisados por
histologia no modelo de aplicagdes repetidas de TPA.

O processo inflamatério foi induzido pela aplicagéo tépica de 2,5 ug de TPA, inseridos em 20uL de
acetona por 9 dias em dias alternados. Os tratamentos foram diluidos em acetona e aplicados
diretamente na orelha dos animais. Ao final do ultimo dia do experimento os tecidos foram coletados
para analise histologica. A quantificagdo foi realizada através da contagem do numero de células na
derme, com aumento de 200x em cinco campos distintos de trés cortes histoldgicos (A) Fotos
representativas de cortes histoldgicos. (B) Celularidade obtida através da contagem de células contra-
coradas com H&E presentes na derme. (C) Espessura da epiderme obtida com auxilio do software
Image G. As barras verticais representam a média £+ EPM (n=6). Os simbolos (*) representam o nivel
de significAncia em comparagdo ao grupo controle: ***p<0,001 e (#) em relagado ao controle quando
comparado ao Naive. Os testes foram realizados por ANOVA de uma via seguido por post-hoc de
Bonferroni.
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5.1 EFEITO DO OEBd SOBRE A DIFERENCIACAO E PROLIFERACAO DE
QUERATINOCITOS INDUZIDOS PELA APLICACAO REPETIDA DE TPA

Como podemos analisar na figura 18, as células positivas para PCNA na
epiderme foram detectadas em todos os grupos como uma indicagao de proliferagao.
Desse modo, o tratamento repetido com TPA crénico aumentou o numero de
queratinécitos em proliferagdo em toda a epiderme, nao apenas na camada basal
como visto no grupo Naive (Figura 18A). A aplicagao repetida de TPA induziu a
hiperproliferacdo (aumento de células da epiderme) em mais de 6x a espessura da
epiderme (627,7 + 186,52%) em comparagéo ao naive. Esse aumento na proliferagao
dos queratinécitos foi significativamente revertido pelo tratamento continuo com OEBd
em 74,3 + 2,4% enquanto o tratamento com controle positivo provocou inibicdo de
93,1 + 1,3% (Figura 18B).
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FIGURA 18 —Efeito do OEBd na proliferagao de queratindcitos através de marcagéo
imunohistoquimica para PCNA

O processo inflamatoério foi induzido pela aplicagéo tépica de 2,5 ug de TPA, inseridos em 20uL de
acetona por 9 dias em dias alternados. Os tratamentos foram diluidos em acetona e aplicados
diretamente na orelha dos animais. Ao final do ultimo dia do experimento os tecidos foram coletados
para analise imunohistoquimica. (A) Fotos representativas dos cortes histolégicos. (B) Contagem de
células imunomarcadas para PCNA na epiderme dos cortes histolégicos. As barras verticais
representam a média + EPM (n=6). Os simbolos (*) representam o nivel de significAncia em
comparacgao ao grupo controle: ***p<0,001 e (#) em relacao ao controle quando comparado ao Naive.
Os testes foram realizados por ANOVA de uma via seguido por post-hoc de Bonferroni.



61

Como pode ser observado nas fotos representativas (Figura 19A), a marcagéo
imunohistoquimica para CK-14 demonstrou que a aplicacao repetida de TPA levou ao
aumento das células positivas para CK-14. Ja o tratamento com OEBd causou
reducdo de 76,8 + 2,3% das células imunomarcadas e o controle positivo

dexametasona em 83.5 + 1,3% (Figura 19B).
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FIGURA 19 —Efeito do OEBd na diferenciacéo de queratindcitos através de marcagéao
imunohistoquimica para CK-14.

O processo inflamatério foi induzido pela aplicagéo tépica de 2,5 pg de TPA, inseridos em 20uL de
acetona por 9 dias em dias alternados. Os tratamentos foram diluidos em acetona e aplicados
diretamente na orelha dos animais. Ao final do ultimo dia do experimento os tecidos foram coletados
para analise imunohistoquimica. As barras verticais representam a média + EPM (n=6). Os simbolos
(*) representam o nivel de significancia em comparagao ao grupo controle: ***p<0,001 e (#) em relagdo
ao controle quando comparado ao Naive. Os testes foram realizados por ANOVA de uma via seguido
por post-hoc de Bonferroni.
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5.2 INVESTIGACAO DO POSSIVEL EFEITO TIPO CORTICOIDE DO OEBd

A fim de avaliar a atividade anti-inflamatéria sistémica do tratamento topico
com o OEBd, o experimento de TPA contra-lateral foi realizado com o tratamento
sendo aplicado na orelha oposta ao agente inflamatorio. Nesse cenario, o OEBd uma
reducao significativa no edema induzido por TPA de 46,0 + 4,7% (Figura 20). A

dexametasona também induziu reducgéo (77,4 + 3,5%) do edema.
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FIGURA 20 - Efeito antiedematogénico sistémico do OEBd quando aplicado por via tépica.

O processo inflamatério foi induzido pela aplicagéo tépica de 2,5 ug de TPA, inseridos em 20uL de
acetona. Os tratamentos foram realizados na orelha oposta a orelha em que o TPA foi aplicado. O
edema foi avaliado apds 6h da indugdo do processo inflamatério. As barras verticais representam a
média £ EPM (n=6). Os simbolos (*) representam o nivel de significAncia em comparag¢éo ao grupo
controle: *p<0,05 e **p<0,01 analisados por ANOVA de uma via seguido por post-hoc de Bonferroni.

As multiplas aplicacbes tépicas de dexametasona induziram redugado na
espessura da orelha (redugéo de 36,3 + 6,0 um) (Figura 21A). Diferentemente, a
aplicacao repetida do OEBd (1,0mg/orelha) ndo causou alteragdo significativa na
espessura da orelha. Ainda, nenhuma mudanga no peso de 6rgaos linfoides pelo
OEBAd foi detectada, como no bacgo, timo ou linfonodo auricular (Figura 21B, C, D e F).
O efeito sistémico da dexametasona foi observado pela redug¢ao do peso do bago em
73,1+ 3,0% (Figura 21B), do timo em 84,7 £ 2,1% (Figura 21C) e do linfonodo auricular
em 61.95 + 2.5% (Figura 21D), quando comparado ao Naive. No entanto, nao
observamos diferenga estatistica no peso das adrenais, ou no peso corporal total com

qualquer tratamento (Figuras 21E e 21F).



64

A) B)
20 - 0.008 -
E
i —
= 0 G
i =
: - :
[
@ -20 a
° -
= o
E I
3 _40- I & 0.002- ey
1] hedete
<]
60 i i . 0.000 — :
NAIVE OEBd DEXA NAIVE OEBd DEXA
C) D)
0.0025+ 0.0004 -
0.0020 o
Chll 8 = 0.0003 -
o c~
£ 0.0015- &8
s = & 0.0002 -
© o3
> 0.0010- ot o
4 o 3 joind
& 0.0005- _ E 0.0001
0.0000 L L [ . | 0.0000 X .
NAIVE OEBd DEXA NAIVE OEBd DEXA
E) F)
0.0004 - S 40+
= n
— [
o E
m 0.0003- T £ 30-
O [
e -
w 0.0002- © 20-
© $
= ful
o =]
¢ 0.0001 £ 101
o (1)
[+]
wn
0.0000 a 0

NAVE OEBd DEXA NAVE OEBd DEXA

FIGURA 21 — Efeito da aplicagéo topica repetida do OEBd sobre a pele e 6rgaos linfoides.

Os tratamentos com OEBd e Dexametasona foram realizados por 7 dias consecutivos, duas vezes ao
dia. O edema da orelha foi avaliado antes do primeiro dia do experimento e ao final do ultimo dia. Os
animais foram pesados diariamente e no ultimo dia do experimento foram eutanasiados para coleta dos
orgaos descritos. As barras verticais representam a média £+ EPM (n=6). Os simbolos (*) representam
o nivel de significAncia em comparagao ao grupo controle: *p<0,05 e **p<0,01 analisados por ANOVA
de uma via seguido por post-hoc de Bonferroni.
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FIGURA 22 — Fotos representativas dos érgaos linfoides dos animais tratados repetidamente com
OEBd ou Dexametasona.

Na sequéncia estdo apresentados o linfonodo auricular, bago, timo e adrenais. Os tratamentos com
OEBd e Dexametasona foram realizados por 7 dias consecutivos, duas vezes ao dia. Os animais foram
eutanasiados ao final do tratamento para coleta dos érgaos. Escala: 5 mm.
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5.3 INFLUENCIA DO OEBd NA ACAO DOS GLICOCORTICOIDES

Como mostrado na figura 23, o pré-tratamento com mifepristona (50 mg/kg,
via subcutanea), ndo causou nenhuma alteragdo na formacédo de edema de orelha
induzido pelo TPA. Entretanto, a aplicagdo topica com OEBd (1,0 mg/orelha) ou
dexametasona (0,1 mg / orelha) tiveram seus efeitos inibitérios sobre o edema de
orelha revertidos pela mifepristona, n&o apresentando significancia quando
comparado ao controle. Quando administrado apenas o veiculo do antagonista
(PEGA400) o efeito inibitério do OEBd permaneceu em 40,5 + 6,7% e da dexametasona

em 98,8 + 3,0%, como visto nos resultados anteriores.
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FIGURA 23 — Evidéncia para um possivel mecanismo de agdo do OEBd.

Os animais foram pré-tratados com o antagonista farmacolégico de receptores glicocorticoides
(mifepristona) ou seu respectivo veiculo (PEG400), 30 min antes da indugao do processo inflamataério.
O processo inflamatério foi induzido pela aplicagdo de TPA 2,5 pg/orelha. Os tratamentos com OEBd
e Dexametasona foram realizados logo apds o tratamento com o agente inflamatério. O edema da
orelha foi avaliado apdés 6h da indugdo com auxilio de micrometro digital. As barras verticais
representam a média + EPM (n=12). Os simbolos (*) representam o nivel de significancia em
comparagdo ao grupo controle: ***p<0,001 e analisados por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc
de Bonferroni.

Resultados semelhantes foram obtidos na analise de MPO, onde o tratamento
com OEBd (1,0 mg/orelha) reduziu a atividade da enzima em 68,6 + 9,7%, enquanto
a dexametasona reduziu em 95,9 £ 3,9% (Figura 24). Porém, quando realizado o preé-

tratamento com mifepristona esse efeito foi significativamente revertido.
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FIGURA 24 - Influéncia do antagonista de glicocorticoide no efeito inibitério do OEBd sobre infiltracéo
de neutrofilos.

Os animais foram pré-tratados com o antagonista farmacologico de receptores glicocorticoides
(mifepristona) ou seu respectivo veiculo (PEG400), 30 min antes da indugao do processo inflamatério.
O processo inflamatério foi induzido pela aplicagédo de TPA 2,5 pg/orelha. Os tratamentos com OEBd
e Dexametasona foram realizados logo apds o tratamento com o agente inflamatorio. 24h apds o
processo descrito, os animais foram eutanasiados para coleta dos tecidos da orelha para analise
enzimatica. As barras verticais representam a média £ EPM (n=6). Os simbolos (*) representam o nivel
de significancia em comparagao ao grupo controle: ***p<0,001 e analisados por ANOVA de duas vias
seguido por post-hoc de Bonferroni.
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

A B. dracunculifolia é uma planta nativa no Brasil conhecida por suas
atividades medicinais e por seu uso tradicional pela populagdo. As ac¢des desta planta
e de seu produto derivado, o propolis verde, sao relatadas na literatura desde meados
de 2002 quando suas atividades comecaram a ser descritas, estimulando novos
estudos com a intengcdo de buscar possiveis aplicacdes terapéuticas para ambos
(BANKOVA et al., 1999; NAGATANI; WARASHINA; NORO, 2002).

No presente trabalho, observamos que o OEBd possui uma rica composicao.
Dentre os 31 compostos encontrados, destacam-se sesquiterpénicos, fenodis e
taninos. Alguns estudos previamente publicados demonstraram que a fitoquimica de
extratos hidroetandlicos obtidos através dessa planta apresentam uma composicao
semelhante ao 6leo essencial utilizado em nosso estudo, da mesma forma que existe
uma semelhanca fitoquimica bastante acentuada em relagao ao OEBd com o prépolis
verde, derivado da planta (PARK et al., 2004). Como descrito anteriormente, o género
Baccharis possui diversas espécies com diferentes morfologias e aplicagdes
terapéuticas ou comerciais espalhados pelo continente, por esse motivo, podem
facilmente apresentar diferencas em seus metabdlitos secundarios. Apesar deste fato,
Ascari et al. (ASCARI et al., 2019) encontrou um perfil fitoquimico semelhante em um
oleo essencial obtido através de folhas de B. punctulata, muito por isso observamos
um resultado semelhante no modelo de inflamagao induzido por TPA.

Outras espécies de Baccharis ja foram descritas por suas agdes anti-
inflamatdrias, como B. trimera. Neste estudo o tratamento com os extratos aquosos
da planta demonstrou melhorar o sistema de defesa antioxidante e restaurar equilibrio
de ROS/NO que é alterado no processo de lesdo hepatica induzido por altas doses
de acetaminofeno, além disso, o extrato da B. frimera demonstrou diminuir a
expressdo de genes responsaveis pela produgdo de ROS em neutrofilos (CRUZ
PADUA et al., 2014). Esses dados corroboram com indicios encontrados por
Figueiredo-Rinhel et al. (FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2017) onde extratos
hidroetandlicos de B. dracunculifolia modulam seletivamente as funcdes efetoras de
neutréfilos humanos, inibindo principalmente a atividade de enzimas ligadas a
processos de estresse oxidativo como a MPO. Além disso, um estudo anterior do
nosso grupo de pesquisa demonstrou que o extrado das folhas de B. illinita,

popularmente conhecida como “cha ventura” também apresentou efeitos anti-
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inflamatorios em modelos de edema de orelha induzidos por TPA (BOLLER et al.,
2010).

O modelo de aplicagao unica de TPA na pele é um método bastante utilizado
para detectar possiveis efeitos anti-inflamatérios de compostos. O TPA, por sua vez
promove um potente efeito irritante, que provém de uma ativagao direta da proteina
quinase C (PKC), seguida de ativacao da fosfolipase A2 (PLA2), ciclooxigenase (COX)
e lipoxigenase (LOX). Como consequéncia, alguns eventos intracelulares
posteriormente desencadeados sao mediados através da producdo e ativacdo de
eicosandides da via das proteinas quinases ativadas por mitdbgeno, assim como um
de seus principais fatores de transcricao, o TNF- a. Esse fator € um dos responsaveis
pela manutencdo da permeabilidade vascular, fator crucial para permitir a migragao
das células do sistema imune, mediando os eventos vasculares e classicos do
processo inflamatorio. Nesse processo, a IL-13 também é secretada e passa por uma
via que resultara na transcricdo de uma seérie de genes que levarao a expressao de
moléculas importantes para o processo inflamatério, como moléculas de adesao,
quimiocinas e citocinas. O resultado € o estabelecimento de edema, eritema e
infiltracdo leucocitaria (MURAKAWA et al., 2006; SONG et al., 2008; XIAN et al.,
2018). Visto isso, o modelo de aplicagdo aguda de TPA é bastante simples e
reprodutivel tendo em vista que medeia eventos fisioldgicos interessantes para serem
avaliados numa investigagao inicial.

Com isso, pudemos observar que o OEBd se apresentou eficaz em todos os
parametros que analisamos neste modelo, ou seja, a inibicdo da formagao do edema,
da migracao leucocitaria avaliada pela atividade da MPO e pela analise histoldgica.
No edema, o 6leo essencial foi eficaz em todas as doses testadas e inibiu quase
completamente a resposta ao TPA na dose de 1 mg/orelha em ambos os tempos
testados (6 h e 24 h). Isso demonstra que o éleo essencial obtido das folhas da planta
apresenta atividade antiedematogénica importante quando utilizado topicamente.

No processo inflamatério agudo uma das primeiras e mais importantes células
qgue migram para o tecido inflamado sdo os neutréfilos (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004). Desta maneira, para avaliar indiretamente a presenca desse tipo
celular, realizamos a quantificacdo da atividade enzimatica da MPO, uma enzima
presente nos granulos destas células (STANLEY et al., 1991). Logo, a atividade da
MPO é normalmente usada como um indicativo indireto de infiltragdo de granulécitos
no local da inflamagado (AJUEBOR; SINGH; WALLACE, 2000). Os granulécitos sédo
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importantes mediadores da inflamacgéo, uma vez que os neutréfilos representam parte
importante do processo inflamatério agudo em diferentes tipos de dermatites por meio
da ativagao de outras células, como os queratindcitos e as células T (TERUI, 2000).

Os neutrdfilos sdo células capazes de modular muitos aspectos da imunidade
inata e adaptativa. Sdo células conhecidas por serem os primeiros leucdcitos a chegar
no local da infecgcéao, onde exercem papeis fundamentais na eliminacao de patdgenos,
seja por sua agao como um fagdcito, que leva a sua posterior morte ou por liberagéao
de armadilhas extracelulares dos neutrofilos (neutrophil extracelular traps, NETS).
Uma rede de NETs é criada quando um neutréfilo em morte expele os componentes
do seu nucleo, como cromatina, MPO, elastina, entre outros elementos no ambiente
externo. Isso acontece por um tipo de morte especializada conhecida como netose.
Sabe-se que esse processo facilita a captura de maior quantidade de patdégenos assim
como promove a facilitacdo da fagocitose mediada por macréfagos e até mesmo por
outros neutrofilos que seguirdo o processo de morte celular programada (apoptose)
(ODOBASIC; KITCHING; HOLDSWORTH, 2016; HUANG et al., 2019). No entanto,
através da liberagdo de alguns desses mediadores inflamatorios, os neutréfilos
também podem contribuir para lesédo tecidual e danos a dérgdos em doencgas
autoimunes ou doengas inflamatérias (SCHULTZ; KAMINKER, 1962). A MPO, como
demonstrado por alguns autores, aparenta ser a principal proteina dos granulos de
neutrofilos e a mais crucial para as fungdes de neutrofilos descritas acima
(ODOBASIC; KITCHING; HOLDSWORTH, 2016). Com isso, tornou-se importante
observar quais seriam as ac¢des do tratamento com o OEBd na atividade dessa
enzima.

Nossos resultados demonstraram que o 6leo foi capaz de reduzir a atividade
da MPO em todas as doses testadas (0,1, 0,3 e 1,0 mg/orelha). Como mencionado,
os neutrofilos tém um papel importante no processo inflamatério, e parte de suas
acdes esta relacionada a capacidade da MPO de produzir espécies reativas de
oxigénio. Simdes et al. (SIMOES et al., 2004) observaram que extratos de propolis
verde com maior presencga de flavonoides apresentam maior atividade antioxidante
nos neutrofilos.

Ainda, para confirmar que o OEBd é capaz de inibir a migragao celular
realizamos a analise histolégica. Os cortes histolégicos foram obtidos apds a indugao
do processo inflamatério com TPA, onde a contagem total de leucdcitos demonstrou

a capacidade do 6leo em inibir a infiltragdo celular. Dada a importancia da contagem
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de leucécitos, representados principalmente por neutréfilos, em doencas inflamatérias
de pele (SENRA et al.,, 2019), mais uma vez nossos resultados apontam para o
potencial terapéutico do OEBd.

A resposta inflamatéria da pele produzida pelo TPA difere, em termos de
mecanismo, da resposta desencadeada pelo modelo do AA (Figura 25).
Classicamente, este ultimo é usado para identificar possiveis inibidores de LTB4, pois
€ a parte da cascata de ativagcao que difere entre os modelos. Assim, utiliza-se
controles positivos diferentes para estes experimentos. Visto que o modelo do AA
depende da atividade da COX-2 para o inicio da ag¢ao, a indometacina é o controle
positivo neste experimento. Enquanto no modelo do TPA, a dexametasona, por
diminuir ndo so6 a atividade da COX-2 como também toda a cascata envolvendo PKC
e MAPK/ERK, é o controle positivo utilizado. Com isso, elimina-se algumas
possibilidades para os mecanismos de agdo da substancia teste. Substancias que
inibem a atividade de COX-2 e 5-LOX revertem a formagao tanto no modelo do TPA
quanto no do AA. Por outro lado, antagonistas do receptor de LTB4 s6 o fazem no
modelo de AA, ndo revertendo eficazmente o edema de orelha induzido por TPA (RAO
et al., 1993; GABOR, 2000; OTUKI et al., 2005).

TNF-a—» MAPK/ERK cox/lox

/\ Pgs Lts
==

FIGURA 25 — Via de sinalizagdo do TPA e do AA na pele.

TPA ativa a via da PKC e induz a produgao de citocinas pro-inflamatérias, culminando na ativagédo da
via da MAPK/ERK, responsaveis pela ativagdo de génes pro-inflamatoérios. A ativacdo da via da PKC
também induz a atividade da PLA2 e aumento da producao de AA.

Fonte: O Autor.
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Com isso, podemos utilizar o modelo de edema de orelha induzido por AA
com o intuito avaliar duas questdes, a primeira, se o OEBd atuaria em um diferente
modelo experimental de dermatite aguda, assim como avaliar um possivel mecanismo
de acao de algum de seus compostos referente a cascada dos eicosandides. Assim,
notamos que o foi eficaz em inibir o edema de orelha induzido pelo AA, da mesma
forma em que o faz no modelo de TPA. Portanto, isso pode ser devido a qualquer
acao a baixo da via da PLA2, sendo necessaria com mais afinco a investigacdo de um
mecanismo de acado em potencial (RAO et al., 1993).

Uma vez que observamos que o OEBd foi efetivo em modelos de dermatite
aguda, nossa intencao foi avaliar seus efeitos em um modelo de inflamacgao crénica.
A psoriase € uma doencas inflamatdrias cronicas da pele mais comum, caracterizada
pela proliferacdo excessiva de queratindcitos epidérmicos (LOWES; BOWCOCK;
KRUEGER, 2007). Para mimetizar esse evento da psoriase utilizamos o modelo de
multiplas aplicagdes de TPA onde observa-se a hiperproliferagcdo epidermal, com
marcado desenvolvimento de acantoses e intensa infiltracdo de leucécitos na derme
e epiderme, conforme ocorre na pele psoriatica em humanos (KULKARNI et al., 2015).
O tratamento nesse experimento comega apenas no quinto dia de protocolo a fim de
avaliar a agao do 6leo essencial em uma inflamagao pré-estabelecida.

A inflamacgao crénica difere da inflamagdo aguda em diversos aspectos. Na
psoriase, por exemplo, sabe-se que potencialmente ha o envolvimento no eixo da IL-
23/Th17, tado importante para a patogénese dessa doenga cronica. A expresséo de
algumas proteinas especificas na pele psoriatica parece estar relacionada com a
infiltracdo de células dendriticas plasmocitoides na derme e epiderme que liberam
IFN-a, consequentemente ativando células dendriticas mieloides, que se localizam
nos ganglios linfaticos onde apresentam antigenos e liberam sinais co-estimulatorios
e citocinas (IL-6, IL-12, IL-23). Esses sinais induzem a diferenciacao de células T naive
em células Th efetoras, que migram para a derme e epiderme onde interagbes
dindmicas e entre varias células e varios tipos de citocinas causam proliferagcao
continua dos queratindcitos, assim como recrutamento continuo de células T
(COATES et al., 2016).

Observamos em nosso estudo que o OEBd foi efetivo inibindo todos os
parametros avaliados no modelo de inflamagao crénica. A redugcédo do edema foi
significativa a partir do sexto dia até o final do experimento. A aplicagao repetida de

TPA causou intenso aumento na migragéo celular, e mais uma vez o OEBd inibiu a
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migragdo dos neutrdfilos, detectados indiretamente pela redugdo na atividade
enzimatica de MPO, como observado nos experimentos anteriores. Além disso, neste
modelo realizamos também a avaliacdo da atividade da NAG, com o intuito de
identificar indiretamente a presenga de macrofagos, que estdo mais presentes no
processo inflamatorio crénico (MURAKAWA et al., 2006). Os macréfagos sao células
importantes em diversos tipos de lesao de pele e, particularmente, nos processos
cronicos. Durante a resolugao do processo inflamatério agudo, ha uma transi¢ado na
populacao de macrofagos do estado M1, pré-inflamatorio, para o M2, anti-inflamatério.
Em lesdes cronicas, porém, ha um prejuizo também nesta transi¢ao de estado celular.
Em feridas e lesdes nao resolutivas, como as ulceras diabéticas e ulceras de pressao,
o ambiente local permanece inflamado, prejudicando o fechamento do mesmo
(KRZYSZCZYK et al., 2018). Parte da complexa patogénese de doengas inflamatérias
cronicas de pele envolve macréfagos que, também pela presenca de citocinas como
TNFa e IFNy da resposta Th1, e IL-17 da resposta Th17, encontram-se no estado M1
e, assim, contribuem para a cronificagdo do processo patolégico, (VAN LINTHOUT;
MITEVA; TSCHOPE, 2014). Como medida da quantidade de macréfagos no tecido,
avaliamos a atividade de NAG, onde o d6leo essencial reduziu os niveis deste
marcador, o que indica que possivelmente estaria diminuindo a quantidade de
macroéfagos no tecido inflamado. Este efeito também foi confirmado pela quantificacéo
da celularidade em cortes histoldgicos, onde o 6leo praticamente aboliu a presenca
de células dérmicas contra-coradas com hematoxilina e eosina.

Analisando os cortes histoldgicos, o tratamento repetido com o OEBd também
interferiu no aumento da espessura da epiderme, um evento diretamente relacionado
a hiperproliferacdo dos queratinécitos causada pelo tratamento continuo com TPA.
Esse efeito sobre a proliferacdo foi demonstrado pela imunomarcagao para o PCNA,
um antigeno nuclear de células em proliferagdo. Esta proteina esta associada a
hiperproliferacao e diferenciacdo de queratindcitos. Em doencas inflamatérias de pele,
a desregulacdo da resposta Th1 dependente de IFN-y causa um aumento na
proliferacdo de queratindcitos e, entdo, encontra-se a proteina PCNA em niveis
aumentados (BATA-CSORGO et al., 1995). Nossos resultados demonstraram uma
diminuicdo dos niveis de PCNA no tecido, o que poderia implicar numa possivel
melhora nesta resposta.

Em se tratando da hiperproliferacdo de queratindcitos, diversas células
participam deste evento, crucial na patogénese de doencgas inflamatdrias proliferativas
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como a psoriase. Brevemente, DCs da regido de lesdo permanecem na regido ou
migram para orgéos linfoides proximos quando ativadas e liberam citocinas pro-
inflamatdrias da resposta Th1 como TNFa e IL-12, e da resposta Th17 como IL-23, o
que leva a ativagao de células T helper. O acumulo de células T na regido aumenta
ainda mais a concentracdo local destas citocinas além de IFNy, IL-22, e IL-17A. Neste
ambiente a ativagdo de queratindcitos € exacerbada e estabelece-se um ciclo de
retroalimentacdo que culmina na hiperproliferagao destas células. Na psoriase isto
manifesta-se como as placas descamativas caracteristicas da doenca (VAN DER
FITS et al., 2004; ZHANG, 2019).

Nesse sentido, nossos dados corroboram com um estudo realizado para
analisar diferentes marcadores de diferenciacao e ciclos celulares, onde foi observado
aumento no numero de células positivas para PCNA nos queratindcitos dos tecidos
com psoriase (ALBANESI; DE PITA; GIROLOMONI, 2007).Tendo OEBd diminuido a
expressao deste marcador, reforca-se ainda mais o seu potencial terapéutico,
levando-se em conta, ainda, as demais vantagens observadas, como menor perfil de
efeitos adversos locais e potencial menor toxicidade que um dos agentes terapéuticos
ja utilizados para o tratamento, os corticoides. Nossos resultados mostraram que o
6leo essencial aplicado topicamente no modelo de inflamagao cronica diminuiu a
expressao de PCNA na camada basal da epiderme, indicando inibicdo do aumento da
proliferacéo epidérmica.

Além disso, como evidenciado em nosso experimento crénico com TPA, o
OEBd reduziu o numero de células positivas para CK-14, outro marcador de
proliferagdo de queratindcitos que esta aumentado na resposta Th17 desregulada,
como detalhado acima. Este marcador € uma citoqueratina do tipo 1 expressa em
queratinécitos em proliferacdo na camada basal da epiderme. Na psoriase, por
exemplo, € um dos marcadores encontrados em niveis elevados na pele lesionada
(ZHANG; YIN; ZHANG, 2019). Isto corrobora os achados e reforca o potencial do
OEBd no tratamento de afecgbes hiperproliferativas cutaneas.

E importante ressaltar que apenas doencas agudas de pele sdo tratadas
adequadamente e com sucesso. O mesmo nao acontece com doencas inflamatdrias
crénicas como a psoriase e dermatite atopica. Muito disto se da devido a suas origens
etiolégicas serem complexas e o processo patolégico n&o ser bem elucidado. Por esse
motivo, para a maioria das doengas crénicas de pele a principal escolha terapéutica é
a aplicagao topica de corticosteroides (CALOU et al., 2008; LAM; POLIFKA; DOHIL,
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2008). Até aqui, nossos resultados demonstram que OEBd tem eficacia comparavel a
dexametasona na reversao do processo inflamatorio nos modelos testados. Também
similar a dexametasona, a aplicagao tépica de B. dracunculifolia foi capaz de inibir a
formagdo de edema induzido por TPA em modelo de tratamento contralateral,
indicando um possivel efeito sistémico de seu 6leo essencial.

Esse efeito sistémico em terapia topica €& bastante comum com os
medicamentos glicocorticoides e é também parte das razdes pelas quais eles
apresentam alguns dos seus importantes efeitos adversos (PAPIER; STROWD,
2018). O experimento agudo com TPA e tratamento contra-lateral nos indica
brevemente que os constituintes ativos presentes no 6leo essencial estao permeando
a pele e atingindo a circulagdo sistémica em concentracéo significante aponto de
apresentar eficacia. Por esse motivo, passamos a verificar se o 6leo esta agindo pelas
vias do receptor de glicocorticoide e se causa efeitos semelhantes em 6rgaos do
sistema imune. Para isso, utilizamos o antagonista especifico de glicocorticoides, a
mifepristona (MENDES et al., 2016; GOLIER; YEHUDA, 2018). Ao investigar esse
possivel mecanismo de agao, observamos que o grupo pré-tratado com mifepristona,
teve os efeitos inibitérios do OEBd observados até aqui, completamente abolidos.
Como esperado, o mesmo efeito da mifepristona foi obversado para a Dexametasona
(droga que atua nos receptores glicocorticoides e serve como nosso controle positivo
do estudo). Esse resultado nos permite considerar que o O6leo essencial
provavelmente esta agindo via ativacdo desses receptores nucleares.

Por muito tempo corticosteroides topicos foram a primeira linha de terapia
para tratamento de doengas cuténeas, porém, seu uso prolongado esta associado a
efeitos indesejados que podem incluir atrofia cutanea, estrias longas e de forma geral
diversas alteragcdes na estrutura da pele que causam desestruturagcdo da barreira
fisica que ela representa. Mesmo quando aplicados por via topica os corticoides
ganham a corrente sanguinea, afetando o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal. Assim, o
agonismo prolongado dos receptores nucleares glicocorticoides passa a exercer efeito
de feedback negativo, induzindo uma redugdo nos mecanismos enddégenos de
controle da inflamacédo. Estes efeitos geram preocupagdes constantes em
profissionais de saude, assim como em pacientes ou cuidadores, levando a uma falta
de adesao a esse tipo de terapia (SIEGFRIED; JAWORSKI; HEBERT, 2013). A terapia
com glicocorticoides € normalmente associada a ativagao de sistemas proteoliticos e

alteracdo na deposicao de proteinas da matriz extracelular e, por isso, o tratamento
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com essa classe medicamentosa normalmente induz atrofia da pele, ou alteragdes
nos orgaos linféides, que perdem tamanho e/ou peso e capacidade funcional (WANG
et al., 2016).

Embora tenhamos encontrado uma eficacia sistémica para o OEBd em
relacdo a dexametasona, assim como um mecanismo através da via dos
glicocorticoides, nenhum efeito similar na espessura da pele, no peso do bacgo, timo,
linfonodos da auriculares, da glandula adrenal, ou mesmo no peso corpéreo dos
animais foi verificado, como normalmente é influenciado pelos glicocorticoides, sendo
observado diferenca estatistica para dexametasona em relacdo ao Naive em alguns
desses parametros (atrofia cutdnea medida pelo edema de orelha, peso do timo e
baco, e linfonodos auriculares). Esse resultado nos permite destacar uma possivel
seguranga da terapia com O OEBd, especialmente por curtos periodos de tempo,
ainda que sejam necessarias muitas outras metodologias para comprovacdo da
mesma, e nos permite também destacar essa planta medicinal como um possivel
agente terapéutico para doencgas inflamatorias da pele, confirmando seu uso na
medicina tradicional.

O Brasil € um pais com uma diversidade botanica riquissima e extenséao
territorial vasta, o que facilita que tenhamos a propagacdo de diversas espécies
capazes de se adaptar a climas variados. Diversos fatores alicercam o uso dos
medicamentos fitoterapicos na sociedade atual, seja por forte crescimento do
ambientalismo, um assunto que vem tomando propor¢des cada vez maiores, ou por
intervengdes de saude com abordagens mais naturais, que atualmente ganham forga
nas comunidades ao redor do mundo. Ainda, a fitoterapia é considerada essencial ao
sistema primario de saude e um dos sistemas complementares mais utilizados por
diversas culturas. E importante ressaltar que o presente trabalho demonstrou a
atividade do OEBd, uma espécie bastante utilizada na medicina tradicional local,
porém cuja utilizagdo provém de seu produto derivado, o propolis verde, ou
proveniente da fervura das folhas da planta por ingestdo de cha (BACHIEGA et al.,
2013; RAMOS CAMPOS et al., 2016).

Como descrito anteriormente, a utilizacdo de fitoterapicos em formas mais
préximas as obtidas naturalmente, como extratos brutos ou dleos essenciais de facil
extracdo, podem ser uma vantagem sobre a utilizagdo de um composto isolado de
uma planta. O ideal é que a produgao de um fitoterapico exija menor custo e maior

viabilidade quando comparado a um produto isolado, que por sua vez, muitas vezes
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exige alta complexidade para isolamento e sintese. Neste sentido, o uso popular da
planta in natura, dada a demonstragdo de sua eficacia, acaba sendo uma alternativa
ainda mais viavel para o tratamento utilizando-se produtos naturais. Além disso,
compostos isolados comumente atuam em receptores especificos, onde poderia estar
sendo perdida a capacidade de sinergismo de compostos que possam atuar em
diversos alvos moleculares (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Ainda, esse estudo teve como objetivo ressaltar a importancia do cultivo e
melhora do aproveitamento de uma espécie nativa brasileira, com distribuicao
nacional e forte interesse comercial e apicola, para utilizacdo em esquemas
terapéuticos de doencas inflamatérias da pele, além de comprovar a eficacia de seu

uso tradicional.
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7 CONCLUSOES

Nossos dados sugerem que o Oleo essencial obtido de folhas de B.
dracunculifolia apresenta acao anti-inflamatéria quando usado por via topica. O OEBd
apresentou importante agao anti-inflamatéria e anti-hiperproliferativa em modelo que
simula a psoriase. O efeito anti-inflamatdrio topico do 6leo essencial parece depender
de receptores glicocorticoides, porém o uso por curto periodo ndo causou efeitos
colaterais relacionados a imunossupressao, como ocorre com 0s agonistas desses
receptores. Nesse sentido, nosso estudo apresenta pela primeira vez a eficacia topica
do o6leo essencial obtido da principal fonte da prépolis verde brasileira, B.
dracunculifolia, em modelos de inflamacgao da pele. Além disso, aqui confirmamos o
uso popular desta planta medicinal tdo difundida no nosso pais, demonstrando um
breve perfil de seguranga relacionado ao seu uso por via tépica em modelos de
inflamacéao de pele.

Portanto, os resultados aqui apresentados corroboram com o uso popular
desta planta na inflamacdo, mostrando que o conhecimento tradicional pode
representar um alvo importante para a pesquisa e desenvolvimento de novos

medicamentos.
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