UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

LAIS YGLECIAS MATTOS ORTEGA

EFICACIA TERAPEUTICA PRE-CLINICA TOPICA DE UM NOVO OLEO DE
CANNABIS FULL SPECTRUM PARA O TRATAMENTO DA PSORIASE

CURITIBA

2023



LAIS YGLECIAS MATTOS ORTEGA

EFICACIA TERAPEUTICA PRE-CLINICA TOPICA DE UM NOVO OLEO DE
CANNABIS FULL SPECTRUM PARA O TRATAMENTO DA PSORIASE

Dissertacdo apresentada ao curso de Pos-
Graduagdo em Farmacologia, Setor de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do Parana, como
requisito a obtengao do titulo de Mestre.

Orientador: Profé. Dra. Daniela de Almeida Cabrini

Co-orientador: Prof. Dr. Michel Fleith Otuki

CURITIBA

2023



DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAQ NA PUBLICACAO (CIP)
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA )
SISTEMA DE BIBLIOTECAS — BIBLIOTECA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Ortega, Lais Yglécias Mattos

Eficacia terapéutica pré-clinica tépica de um novo 6leo de
cannabis full spectrum para o tratamento de psoriase / Lais
Yglécias Mattos Ortega. — Curitiba, 2023.
1 recurso on-line : PDF.

Dissertagao (Mestrado) — Universidade Federal do Parana,
Setor de Ciéncias Biolégicas, Programa de Pés-Graduacao em
Farmacologia.

Orientador: Profé. Dra. Daniela de Aimeida Cabrini.

Co-orientador: Prof. Dr. Michel Fleith Otuki.

1. Cannabis. 2. Psoriase. 3. Doencas inflamatdrias da pele. I.
Cabrini, Daniela de Almeida, 1970. Il. Otuki, Michel Fleith. lII.
Universidade Federal do Parana. Setor de Ciéncias Biologicas.
Programa de Pés-Graduacao em Farmacologia. IV. Titulo.

Bibliotecaria: Giana Mara Seniski Silva CRB-9/1406




MINISTERIO DA EDUCAGAO

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

l ' I: P R PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
ONIVERSIDADE FEDERAL DO FARANA PROGRAMA DE POS-GRADUACAO FARMACOLOGIA -
40001016038P0

ATA N°330

ATA DE SESSAO PUBLICA DE DEFESA DE MESTRADO PARA A OBTENGAO DO
GRAU DE MESTRA EM FARMACOLOGIA

No dia vinte e quatro de julho de dois mil e vinte e tres as 13:30 horas, na sala PG, Anexo 1, foram instaladas as atividades
pertinentes ao rito de defesa de dissertagdo da mestranda LAIS YGLECIAS MATTOS ORTEGA, intitulada: EFICACIA
TERAPEUTICA PRE-CLINICA TOPICA DE UM NOVO OLEO DE CANNABIS FULL SPECTRUM PARA O TRATAMENTO DA
PSORIASE, sob orientagdo da Profa. Dra. DANIELA DE ALMEIDA CABRINI. A Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do
Programa de Pés-Graduagdo FARMACOLOGIA da Universidade Federal do Parand, foi constituida pelos seguintes Membros:
DANIELA DE ALMEIDA CABRINI (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA), BRUNA DA SILVA SOLEY (UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA), SERGIO JOSE MACEDO JUNIOR (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA). A presidéncia iniciou os
ritos definidos pelo Colegiado do Programa e, apds exarados os pareceres dos membros do comité examinador e da respectiva
contra argumentagéo, ocorreu a leitura do parecer final da banca examinadora, que decidiu pela APROVACAOQ. Este resultado
devera ser homologado pelo Colegiado do programa, mediante o atendimento de todas as indicagbes e corre¢des solicitadas pela
banca dentro dos prazos regimentais definidos pelo programa. A outorga de titulo de mestra estd condicionada ao atendimento de
todos os requisitos e prazos determinados no regimento do Programa de Pés-Graduacédo. Nada mais havendo a tratar a presidéncia
deu por encerrada a sesséo, da qual eu, DANIELA DE ALMEIDA CABRINI, lavrei a presente ata, que vai assinada por mim e pelos

demais membros da Comissdo Examinadora.

CURITIBA, 24 de Julho de 2023.

Assinatura Eletronica
26/07/2023 10:04:54.0
DANIELA DE ALMEIDA CABRINI

Presidente da Banca Examinadora

Assinatura Eletronica
26/07/2023 10:04:09.0
BRUNA DA SILVA SOLEY
Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

Assinatura Eletronica
26/07/2023 13:52:34.0
SERGIO JOSE MACEDO JUNIOR
Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

Centro Politécnico - CURITIBA - Parana - Brasil
CEP 81531990 - Tel: (04) 1336-11693 - E-mail: pgfarmacologia@ufpr.br
Documento assinado eletronicamente de acordo com o disposto na legislagéo federal Decreto 8539 de 08 de outubro de 2015.
Gerado e autenticado pelo SIGA-UFPR, com a seguinte identificagdo Unica: 299748
Para autenticar este documento/assinatura, acesse https://siga.ufpr.br/siga/visitante/autenticacaoassinaturas.jsp
e insira o codigo 299748




MINISTERIO DA EDUCAGAO

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

l ' I: P R PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
ONIVERSIDADE FEDERAL DO FARANA PROGRAMA DE POS-GRADUACAO FARMACOLOGIA -
40001016038P0

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagcdo FARMACOLOGIA da
Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigao da dissertagdo de Mestrado de LAIS YGLECIAS
MATTOS ORTEGA intitulada: EFICACIA TERAPEUTICA PRE-CLINICA TOPICA DE UM NOVO OLEO DE CANNABIS FULL
SPECTRUM PARA O TRATAMENTO DA PSORIASE, sob orientagdo da Profa. Dra. DANIELA DE ALMEIDA CABRINI, que apds
terem inquirido a aluna e realizada a avaliagio do trabalho, s&o de parecer pela sua APROVAGCAO no rito de defesa.

A outorga do titulo de mestra esta sujeita a homologagao pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagbes e corregdes

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pés-Graduagéo.

CURITIBA, 24 de Julho de 2023.

Assinatura Eletronica
26/07/2023 10:04:54.0
DANIELA DE ALMEIDA CABRINI

Presidente da Banca Examinadora

Assinatura Eletronica
26/07/2023 10:04:09.0
BRUNA DA SILVA SOLEY
Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

Assinatura Eletronica
26/07/2023 13:52:34.0
SERGIO JOSE MACEDO JUNIOR
Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

Centro Politécnico - CURITIBA - Parana - Brasil
CEP 81531990 - Tel: (04) 1336-11693 - E-mail: pgfarmacologia@ufpr.br
Documento assinado eletronicamente de acordo com o disposto na legislagéo federal Decreto 8539 de 08 de outubro de 2015.
Gerado e autenticado pelo SIGA-UFPR, com a seguinte identificagdo Unica: 299748
Para autenticar este documento/assinatura, acesse https://siga.ufpr.br/siga/visitante/autenticacaoassinaturas.jsp
e insira o codigo 299748




Aos meus filhos e esposo pela compreensao nos momentos de auséncia.

A toda minha familia que me apoiou e incentivou em todo este ciclo.



AGRADECIMENTOS

Aos meus orientadores Daniela de Almeida Cabrini e Michel Fleith Otuki, por
todo ensinamento, auxilio, compreensao e disponibilidade, contribuindo sempre para
uma formacdo de qualidade, estimulando o protagonismo dos alunos, oferecendo
oportunidades, conhecimento e auxiliando no desenvolvimento de diversas

habilidades. Muito obrigada pela paciéncia, dedicacao e confianca.

Aos amigos do laboratério PELLE, Maria Heloisa Barbieri, Kaue Cézar S& Justo
e Fernando Zonzini por todo o apoio, parceria, pelos ensinamentos e momentos
compartilhados. Em especial a Maria Heloisa por sempre estar disposta a ajudar e

apoiar cada passo do trabalho.

Aos professores do Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia, pelos

ensinamentos e apoio.

Aos servidores do Departamento de Farmacologia e Biotério, e todos os
colegas de pos-graduacao.

Ao meu esposo e aos meus filhos que me deram forgca e motivagcdo em todos

0sS momentos.
A CAPES, CNPq e INCT-INOVAMED pelo apoio financeiro.
A empresa Aura Pharma pelo fornecimento do novo 6leo full de cannabis.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizagéo desse projeto.

Muito obrigada!



RESUMO

Uma grande variedade de produtos da Cannabis sativa esta sendo cada vez mais
procurada por pacientes e médicos, devido aos estudos cientificos na area, como uma
possivel forma de aprimorar o resultado terapéutico para varias doencas. Alguns
estudos destacam o potencial terapéutico de extratos da C. sativa e de seus
fitocanabindides para uma variedade de doencgas de pele, incluindo acne, dermatite
atdpica, psoriase, prurido e dor. No entanto, quase nenhum estudo verificou o efeito
tépico desses produtos na pele. O presente estudo foi realizado com o objetivo de
avaliar o efeito tdépico de um déleo de cannabis de espectro total (OF) em
camundongos. Os efeitos do OF foram avaliados topicamente e intraperitonealmente,
em modelo de inflamagao de pele apds multiplas aplicagdes tépicas de TPA (12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato), por 9 dias. Foram avaliados ainda os efeitos do OF,
por via tépica, em modelo de psoriase induzida por imiquimode (IMQ), por 7 dias, em
camundongos C57BL/6, com n entre 3 e 8 animais por grupo. A droga de referéncia
(controle positivo) utilizada em ambos os modelos foi a hidrocortisona, 0,05 mg/orelha,
uma vez ao dia (modelo TPA) e 0,05 mg, uma vez ao dia (modelo IMQ). No modelo
de TPA foram avaliados edema de orelha, histologia e bem-estar animal. No modelo
IMQ foram analisados a gravidade da psoriase (PASI), prurido espontaneo, bem-estar
animal e analise histopatoldgica. O edema de orelha causado por multiplas aplicagdes
de TPA (2,5 ug/orelha/20 uL) foi reduzido por OF tépico 10% e 20%, e por OF
intraperitoneal (IP) (10 mg/kg) a partir do quarto dia de aplicagao e durou até o final
do experimento (nono dia). A redugao do peso da orelha ao final do experimento foi
significativa para OF tépico 20% e hidrocortisona. Espessura da orelha e o infiltrado
celular demonstrou melhora significativa em todos os tratamentos, enquanto a
espessura da epiderme reduziu significativamente para OF topico 10 e 20%. A
avaliacao do bem-estar animal apresentou melhor pontuacéo de nidificagdo com OF
topico 20%. No modelo de IMQ, o OF creme 20% causou reducédo da pontuacdo em
relacdo ao controle, a partir do quarto dia de protocolo experimental, na avaliagdo do
escore PASI (eritema, descamagédo e escarificagdo). As andlises histologicas
mostraram celularidade e espessura epidérmica mais acentuadas nos grupos IMQ e
veiculo, enquanto tratamentos com OF creme 20% e droga de referéncia promoveram
menor infiltracdo celular e reducdo da hiperplasia epidérmica induzida por IMQ. Na
avaliacdo do bem-estar animal ndo houve diferengas significativas entre os
tratamentos, enquanto na avaliagao de prurido espontaneo houve melhora para grupo
tratado com OF creme 20%. Nosso estudo demonstra que o OF foi eficaz em melhorar
o bem-estar animal, edema e espessura da orelha no modelo TPA. No modelo IMQ,
o OF foi eficaz em melhorar gravidade da inflamagéao e prurido da pele psoriatica, além
de melhorar a analise histologica. Em ambos os modelos, o OF usado topicamente,
foi capaz de inibir os parametros inflamatorios, como infiltragcao celular e hiperplasia
epidérmica. A vantagem terapéutica deste produto de cannabis pode ser cada vez
mais evidente e mostra grande potencial para o tratamento de varias condi¢des
patoloégicas da pele por meio de aplicagao topica.

Palavras-chave: Cannabis. Cannabis sativa. Psoriase. Inflamagao de pele. Oleo full
de cannabis.



ABSTRACT

A wide variety of Cannabis sativa products are being increasingly sought after by
patients and doctors, due to scientific studies in the area, as a possible way to improve
the therapeutic result for various diseases. Some studies highlight the therapeutic
potential of C. sativa extracts and its phytocannabinoids for a variety of skin conditions,
including acne, atopic dermatitis, psoriasis, itching and pain. However, almost no
studies have verified the topic effect of these products on the skin. The present study
was carried out with the aim of evaluating the topic effect of a full-spectrum (OF)
cannabis oil in mice. The effects of OF were evaluated topically and intraperitoneally,
in a model of skin inflammation after multiple topic applications of TPA (12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate), for 9 days. The effects of OF, topically, were also
evaluated in a model of psoriasis induced by imiquimod (IMQ), for 7 days, in C57BL/6
mice, with n between 3 and 8 animals per group. The reference drug (positive control)
used in both models was hydrocortisone, 0.05 mg/ear once a day (TPA model) and
0.05 mg once a day (IMQ model). In the TPA model, ear edema, histology and animal
welfare were evaluated. In the IMQ model, psoriasis severity (PASI), spontaneous
pruritus, animal welfare and histopathological analysis were analyzed. Ear edema
caused by multiple applications of TPA (2.5 ug/ear/20 uL) was reduced by topic OF
10% and 20%, and by intraperitoneal (IP) OF (10 mg/kg) from the fourth day onwards
of application and lasted until the end of the experiment (ninth day). The reduction in
ear weight at the end of the experiment was significant for topic OF 20% and
hydrocortisone. Ear thickness and cellular infiltrate showed significant improvement in
all treatments, while epidermal thickness significantly reduced for topic OF 10 and
20%. The evaluation of animal welfare showed a better nesting score with topic OF
20%. In the IMQ model, the 20% OF cream caused a reduction in the score in relation
to the control, from the fourth day of the experimental protocol, in the evaluation of the
PASI score (erythema, desquamation and scarification). Histological analyzes showed
more pronounced epidermal cellularity and thickness in IMQ and vehicle groups, while
treatments with OF cream 20% and reference drug promoted less cellular infiltration
and reduction of epidermal hyperplasia induced by IMQ. In the evaluation of animal
welfare, there were no significant differences between treatments, while in the
evaluation of spontaneous pruritus, there was improvement for the group treated with
OF cream 20%. Our study demonstrates that the OF was effective in improving animal
welfare, edema and ear thickness in the TPA model. In the IMQ model, the OF was
effective in improving the severity of inflammation and itching of the psoriatic skin, in
addition to improving the histological analysis. In both models, the OF used topically
was able to inhibit inflammatory parameters, such as cellular infiltration and epidermal
hyperplasia. The therapeutic advantage of this cannabis product may be increasingly
evident and it shows great potential for the treatment of various pathological skin
conditions through topic application.

Keywords: Cannabis. Cannabis sativa. Psoriasis. Skin inflammation. Full spectrum
cannabis oil.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Pele e processos inflamatérios

A pele é responsavel por muitos processos complexos e dinamicos na
manutencdo de funcbes de barreira e imunoldgicas, além de producédo de
melanina, sintese de vitamina D, sensacgdes, regulagao térmica, protegao contra
traumas e composicao estética (BOHJANEN, 2017). A epiderme compreende as
barreiras fisicas, quimicas/bioquimicas (antimicrobianas, imunidade inata) e
imunoldgicas adaptativas (PROKSCH et al., 2008). A barreira epidérmica, criada
pela diferenciacdo dos queratindcitos, protege a pele de microrganismos,
substancias quimicas, traumatismos fisicos e perda de agua. As células epiteliais
na interface entre a pele e o meio ambiente representam a primeira linha de defesa
via sistema imune inato. A ativacdo mediada por receptores semelhantes ao toll
(TLRs) das células epiteliais também esta associada a produgao de defensinas e
catelicidinas, familias de peptideos antimicrobianos. Células dendriticas (CDs)
fazem a ponte entre o sistema imune inato e o adaptativo. As CDs dérmicas
podem induzir a auto proliferacdo de células T e a producdo de citocinas
(BOHJANEN, 2017).

Durante a evolugdo, a pele desenvolveu um ambiente imunoldgico
especifico conhecido como tecido linféide associado a pele (SALT). O SALT
consiste principalmente em células de Langerhans (CL) e células apresentadoras
de antigenos dérmicos (CAA), que circulam entre a pele e os ganglios
linfaticos; queratindcitos e células endoteliais, que produzem uma ampla gama de
citocinas imunes e reguladoras do crescimento; e linfocitos, que extravasam da
circulagdo para a pele. Todos os componentes trabalham em conjunto para
otimizar a detecgao de antigenos ambientais (DE BENEDICTIS et al.,1993)

A inflamagédo da pele pode ser induzida por varios estimulos externos
(radiacao UV, exposicao a alérgenos, infecgao, contato com irritantes ou estimulos
mecanicos), bem como devido a fatores intrinsecos, por exemplo, respostas
autoimunes, mutacdes hereditarias, etc. Disturbios inflamatérios da pele sao
caracterizadas pela ativacdo do sistema imune inato e/ou adaptativo, aumento da

producdo de citocinas pro-inflamatérias e mudanga da expressdo génica e
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programa comportamental em queratindcitos e fibroblastos para o fendtipo de
cicatrizacdo de feridas. Dependendo da citocina, da prevaléncia de células
imunoldgicas especificas e da extensao da reacao, diferentes tipos de inflamagao
na pele podem se desenvolver (SHUTOVA et al., 2022).

As doencas inflamatérias da pele podem ser produzidas por causas
exogenas ou enddgenas. Na dermatite de contato, o rompimento da barreira por
irritantes e alérgenos € o evento primario, seguido de sensibilizagao, inflamacéao,
aumento da proliferacdo epidérmica e alteracdes na diferenciacdo. Na dermatite
atépica e na psoriase, € discutivel se a ruptura da barreira de permeabilidade é
seguida por inflamacéao ou se a inflamacgao leva a alteragdes epidérmicas, incluindo
disfungdo da barreira (PROKSCH et al., 2008). A integridade da barreira
epidérmica e sua eficiéncia sdo importantes na regulagcdo da sintese do DNA
epidérmico. Quando ha uma interferéncia na integridade da fungéo da barreira da
pele, desenvolve-se uma hiperplasia epidérmica, sendo um estimulo para doencgas

cutaneas hiperproliferativas, como a psoriase (WOLF et al., 2012).

Os queratinécitos compreendem 90% das células encontradas na
epiderme e sao capazes de desencadear uma resposta imune. Além de seu papel
na manutencao da barreira de queratina, os queratinécitos sdo bioquimicamente
ativos por dar suporte a outros componentes celulares do microambiente epitelial
(DE BENEDICTIS et al.,1993). Os queratinécitos desempenham um papel ativo na
geracao e expressao de respostas imunes protetoras e imunopatologicas. Em
doencas de pele geneticamente determinadas, como dermatite atdpica e psoriase,
os queratinécitos podem ter anormalidades intrinsecas na capacidade de

responder ou produzir moduladores imunolégicos (ALBANESI, 2005).

Os neutréfilos desempenham um papel fundamental na defesa
antimicrobiana do hospedeiro (principalmente na imunidade inata) reconhecendo
microrganismos através de seus varios sistemas de receptores e formando uma
das primeiras linhas de defesa contra os microrganismos invasores (NEMETH et
al., 2012). O acumulo de neutrdfilos € uma caracteristica de doencgas inflamatorias
cutaneas e a presenga destes em lesbes de pele pode ter relagdo com a
fisiopatologia do processo. Durante a infecgéo, os neutréfilos podem reverter ou

acentuar o processo inflamatério. Em ambos os casos, a quantidade de neutréfilos
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na pele pode ser tomada como uma medida da intensidade do processo da doenca
(BRADLEY et al.,1982).

A maioria das condi¢des inflamatdrias crdénicas da pele, como psoriase,
ndo tém etiologia e fisiopatologia elucidadas. Desta forma, tratamentos
terapéuticos atuais ndo sio eficazes ou podem mostrar efeitos colaterais
indesejaveis quando eficaz. A falta de terapia ideal defende a necessidade de
buscar intervencdes seguras e eficazes que previnam o edema, o extravasamento
de plasma e o recrutamento de mediadores inflamatdrios para combater reacdes

inflamatorias excessivas (STERN et al., 2004).

1.2 Psoriase

A psoriase € uma doenca da pele, inflamatéria e crénica que possui uma
fisiopatologia complexa e se caracteriza por um disturbio do sistema imunolégico.
Afeta mais de 120 milhdes de pessoas no mundo todo e confere sofrimento fisico e
psicoldgico significativo, resultando em um impacto prejudicial na qualidade de vida
do paciente (AYALA-FONTANEZ, et al., 2016). Mulheres e homens sdo afetados
igualmente e a doenga pode se manifestar em qualquer idade, mas o inicio geralmente

ocorre entre 18 e 39 anos ou entre 50 e 69 anos (GREB, et al, 2016).

Diversos fatores podem desencadear a psoriase, como traumas, infeccoes,
medicamentos, predisposicao genética, queimaduras solares, lesdes, estresse severo
e deficiéncia de vitamina D (HARSHA, 2021). A doenca se caracteriza pelo
aparecimento de lesées na pele resultantes do acumulo de células da epiderme,
causando manchas, placas, escamas e espessamento da superficie da pele. Além
disso, pode causar edema, coceira, dor, queimacao e as vezes até sangramento. Os
locais mais comuns de ocorréncia da psoriase sdo nos joelhos, couro cabeludo,
cotovelos e pernas (HARSHA, 2021). No entanto, pode ocorrer em qualquer outra
parte do corpo (BOLOGNIA, 2015).

A gravidade das placas é quantificada por dois sistemas de pontuagao
principais: o indice de area e gravidade da psoriase (PASI) e a avaliagdo global do

médico (PGA). A escala PASI permite quantificar a extensdo da doenga como medida
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de area e intensidade (eritema, endurecimento, descamacéo e area de superficie
corporal). O PGA calcula uma avaliagao global estatica ou dindmica da gravidade da
lesdo (AYALA-FONTANEZ, 2016).

A psoriase € caracterizada também por ser uma doenca sistémica, associada
a outras comorbidades, como artrite psoriatica, doencas cardiovasculares, doencas
autoimunes, doengas psiquiatricas, ansiedade, depressado e desconforto social. A
doenga aumenta a liberagao de citocinas pré-inflamatorias e a ativacdo de células
relacionadas ao sistema imunolégico inato e adaptativo, que causam danos a longo

prazo a varios tecidos e 6rgaos (GREB et al, 2016).

O tratamento do paciente psoriatico precisa focalizar ndo apenas a pele, mas
também as comorbidades existentes e as que possam vir a se desenvolver. Um
regime de tratamento adequado para um paciente especifico € selecionado a partir da

medicacao sistémica e tépica disponivel, além de fototerapia (BOLOGNIA, 2015).

Atualmente a psoriase leve é geralmente tratada com terapia tépica isolada
ou em combinacdo com outros agentes. As principais classes de terapias topicas na
psoriase sao por exemplo: alcatrdo de carvao, ditranol (antralina), analogos da
vitamina D, corticosteroides, ceratoliticos, inibidores de calcineurina e retindides
(AYALA-FONTANEZ, 2016). O alcatréo de carvéo tem sido usado no tratamento da
psoriase ha mais de cem anos, no entanto, os efeitos adversos do alcatrdo de carvao
incluem baixa tolerancia em pacientes devido ao seu odor e coloragao, irritagdo da
pele, dermatite de contato, foliculite e fotossensibilidade, além disso, potencial
carcinogénico em humanos, bem como em varios modelos animais (MENTER, 2009).
A antraciclina seu uso diminuiu a alguns efeitos secundarios que incluem irritagcao e
descoloracgao da pele, bem como bolhas e necrose quando usado em excesso. Os
analogos da vitamina D atualmente disponiveis para o tratamento da psoriase s&o
calcitriol, tacalcitol e calcipotriol (LAWS, et al, 2009). A irritacdo da pele e a
fotossensibilidade sédo os efeitos colaterais mais comuns dos analogos da vitamina D
(NAST, et al, 2006).

Os corticosteroides incluem os medicamentos tépicos mais importantes e
frequentemente utilizados para a psoriase. Eles sdo usados para todos os graus de
psoriase em placas como monoterapia ou como complemento de terapias sistémicas.

O efeito no metabolismo celular pode variar e a resposta terapéutica € mediada por
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efeitos vasoconstritores, anti-inflamatérios e imunossupressores. A eficacia e efeitos
colaterais dependem da poténcia, veiculo, oclusao e adesao do paciente (LAWS, et
al, 2009). Alguns efeitos colaterais sistémicos observados apds terapias com
corticosteroides incluem hipertensdo, osteoporose, catarata, glaucoma e diabetes,
entre outros (AYALA-FONTANEZ, 2016).

Pacientes com psoriase moderada a grave sdo geralmente tratados com
fototerapia e produtos biolégicos sistémicos, mas o uso de medicamentos topicos em
combinagcdo com essas terapias pode ser util na reducdo da quantidade de outras
terapias necessarias para atingir o controle da doenga (AYALA-FONTANEZ, 2016).
Ainda existe a terapia sistémica para pacientes com psoriase moderada a grave e
podem ser utilizados medicamentos como o metotrexato e ciclosporina (BOLOGNIA,
2015).

Até o momento, nenhum tratamento demonstrou curar a doencga, por isso é
aconselhada orientacao psicolégica ao paciente e a familia sobre a evolugao da
doencga e as estratégias de tratamento (BOLOGNIA, 2015). O tratamento da psoriase
precisa ser individualizado, levando em consideragdo o grau da psoriase e seus
efeitos na qualidade de vida do paciente, os beneficios provaveis e os efeitos
colaterais em potencial de tratamentos especificos. A natureza crénica da psoriase
requer uma abordagem de longo prazo que evite “curas” de curto prazo que podem

resultar em um estagio mais reativo da doencga (GREB, et al, 2016).

1.3 Mecanismo fisiopatolégico psoriase

Na psoriase algumas populagdes de ceélulas tém papeis centrais, como 0s
queratindcitos, as CDs e as células T. A patogénese da psoriase tem a fase de
iniciacao que desencadeia a inflamacao patoldgica, seguido por uma fase inflamatéria

cronica e sinais de amplificacéo (GREB, et al, 2016).

Os principais mediadores de doencas incluem peptideos antimicrobianos
(AMPs), que auxiliam na protecdo contra patdégenos, citocinas pré-inflamatdrias e
quimiocinas, como TNF, IL-23, IL-17, IL-11 e CC- ligante de quimiocina 20 (CCL20),
entre varios outros (GREB, et al, 2016).
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Diversos fatores podem desencadear a psoriase e por alguma razdo podem
causar a liberacdo de auto nucleotideos que vao formar complexos com os AMPs
(TAKAHASHI, T., YAMASAKI, K, 2020). Os AMPs sao liberados dos queratinécitos e
juntamente com auto nucleotideos vao se ligar a receptores na superficie de CDs, que
sdo as células apresentadoras de antigeno. As CDs sdo essenciais, ndo apenas como
apresentadoras de antigenos, mas também sao produtoras de citocinas, ativando uma
expansao clonal de células T CD8+. Este processo ativa também células residentes e
células T de nddulos linfaticos (AYALA-FONTANEZ, 2016; GREB, 2016; LOWES,
2014).

A sinalizagcdo de células T € essencial para compreender a patogénese,
tratamento e comorbidades associadas a psoriase. Multiplas linhagens de células T
tém sido descritas, incluindo células T helper 1 (Th1), Th2, Th9, Th17, Th22 e células
T regulatdrias. Cada linhagem de células T produz suas préprias citocinas, por meio
de um conjunto de fatores de transcricdo (LOWES, 2014; GREB, 2016; SHON, 2019).

Posteriormente, as células T CD8 + ativadas migram até a epiderme, na
superficie de queratinécitos e desencadeiam a liberagcdo local de citocinas,
quimiocinas e mediadores imunes, que podem aumentar ainda mais a inflamacao

local e estimular a proliferagao de queratinécitos (GREB, 2016; SHON, 2019).

Os queratinécitos sao responsaveis pelo estabelecimento e manutencao da
barreira da pele, porém eles também produzem citocinas inflamatorias. Eles vao se
proliferar de forma irregular e descontrolada, se acumulando nas camadas da
epiderme, causando o espessamento do estrato corneo (hiperqueratose), retengéo de
nucleos nas camadas superiores da pele, causando espessamento da camada de
células escamosas (paraqueratose), alongamento de cristas epidérmicas, aumento no
numero e tamanho dos vasos sanguineos dérmicos e um aumento do infiltrado de
células inflamatdrias, consistindo principalmente de neutréfilos no estrato cérneo e na
epiderme (AYALA-FONTANEZ, 2016; GREB, 2016).

As células dendriticas mieldides liberam também os mediadores inflamatorios
interferon-a (IFNa) e IFN(, e vao se diferenciar em células dendriticas plasmocitdides,
estimulando a secrecao de mediadores pro-inflamatérios adicionais, como IL - 12, IL
- 23 e TNF. Estes mediadores estimulam as atividades das principais populagdes de

células T, como células Th1, Th2 e Th17, que liberam citocinas e quimiocinas
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adicionais. A célula Th17 libera a IL-17 que vai atuar em queratinécitos, estimulando-
os a produzir mais TNF e CCL20 (um quimiotatico para células T e CDs). A IL-17
estimula também o recrutamento de mais células inflamatérias na lesdo. A IL-22,
liberada pela Th22, contribui para o fendtipo histolégico da psoriase, como a
hiperplasia epidérmica, acantose e paraqueratose (queratinizagdo incompleta com
retencao de nucleos) (figura 1). (LOWES, 2014; GREB, 2016; SHON, 2019).
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Figura 1: Representagdo esquematica da imunopatogénese da Psoriase. Insultos externos, como
trauma, infecgdo ou medicagao, podem causar a liberagdo de auto nucleotideos, que podem formar
complexos com peptideos antimicrobianos (AMPs) que séo liberados dos queratinécitos. Os complexos
formandos podem se ligar a receptores em células apresentadoras de antigenos (células dendriticas
plasmocitoides - CDp). Estas células ativadas promovem maturagéo das células dendriticas mieldides
(CDm), que migram para os linfonodos mais préximos, ativando e proliferando as células Th1 e Th17,
que liberam citocinas e quimiocinas, aumentando ainda mais a inflamagéo local e estimulando a
proliferagéo de queratindcitos. Uma fase cronica e sintomatica de inflamagao psoriatica é estabelecida.
Fonte: SOLEY, 2019.

1.4 Cannabis sativa

Cannabis sativa, da familia Cannabaceae, € uma planta herbacea, que
geralmente é encontrada em regies temperadas e tropicais do mundo. E uma planta
anual, polinizada, geralmente florida. Muitas variedades diferentes dessa planta se
desenvolveram ao longo dos séculos devido a criacado e selegcdo. No entanto, devido
a falta de um reconhecimento universal, a classificagdo taxondmica nos varios grupos

de plantas pertencentes ao género Cannabis, € comumente aceito referenciar todos
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os tipos como C. sativa. Desde os tempos antigos, esta planta tem sido importante e
merece destaque o uso terapéutico, que tem suas raizes na medicina tradicional
chinesa ha cerca de 5.000 anos como remédio para dores e inflamacdes (MARTINS
et al 2022; MARTINELLI et al 2022).

Os primeiros usos medicinais da cannabis datam de quando o imperador
Chen Nung, o “pai” da agricultura chinesa, elaborou a primeira farmacopeia chinesa,
na qual a cannabis era recomendada para fadiga, reumatismo e malaria, e suas
sementes, devido a sua riqgueza em acido linoleico, foram recomendados para tratar
eczema, psoriase e doencas inflamatdrias. No entanto, e apesar de todo o
conhecimento sobre inumeras aplicagdes e efeitos terapéuticos benéficos da cannabis
que foram coletados, documentados e compartilhados entre as culturas ao longo da
historia, a cannabis foi banida no século XX devido aos seus efeitos psicoativos
(MARTINS et al., 2022). O aumento do uso recreativo da maconha nos paises
ocidentais levou a retirada de preparagdes de cannabis de farmacopeias, no entanto,
posteriormente com a identificacdo de A9-tetrahidrocanabinol (THC) como principal
principio psicoativo da maconha abriu uma nova era de canabindides sintéticos como
agentes farmacoldgicos (NAMAZI, 2005).

A C. sativa é caracterizada por uma composicdo quimica complexa, incluindo
terpenos, hidratos de carbono, acidos graxos e ésteres, amidas, aminas, fitoesterdis,
compostos fendlicos, e os compostos especificos desta planta, nomeadamente, os
canabindides (PELLATI, et al., 2018). Aproximadamente 150 canabindides ja foram
identificados e os mais estudados sdo o THC e o canabidiol (CBD) (FERBER, et
al.,2020).

1.5 Canabindides

Os canabindides sao conhecidos como compostos ativos da Cannabis sativa
com fortes atividades anti-inflamatodrias e antiangiogénicas. Esses compostos s&o
divididos em trés classes principais: endocanabinodides, que s&o produzidos
fisiologicamente no corpo, fitocanabindides, derivados de plantas e canabindides
sintéticos. (NOROOZNEZHAD et al., 2017). Sao caracterizados por ser um grande
grupo de compostos que sao estruturalmente e bioquimicamente semelhante ao

composto psicoativo primario derivado de Cannabis sativa, o THC (SHERIFF et al.,
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2020). Os canabindides séo identificados e classificados em diversos tipos, porém, a
proporcdo entre as diferentes classes depende das condi¢cbes de cultivo, area,
métodos de processamento e variedade da planta (MARTINELLI et al., 2022).

Os fitocanabindides sdo encontrados em abundancia nos tricomas produtores
de resina da Cannabis sativa. Embora existam muitos cultivares de C. sativa, os
orgaos reguladores geralmente os segmentam em um dos dois quimiotipos
diferentes. O canhamo industrial € o quimiotipo com uma quantidade minima de THC
e niveis mais altos de CBD, enquanto o quimiotipo da maconha contém altos niveis
de THC (por exemplo, acima de 0,3% por peso seco). Em particular, o CBD, um
composto ndo psicoativo da planta cannabis, atraiu atencao significativa nos ultimos
anos por seu potencial terapéutico aneddtico para varias patologias, incluindo
disturbios cutédneos e cosméticos. (BASWAN, et al., 2022).

De acordo com Norooznezhad et al (2017) a descoberta de receptores de
canabindides enriqueceu muito o conhecimento da base molecular da agdo dos
canabindides no sistema nervoso central (SNC) e nos sistemas imunoldgicos.
Receptor canabindide 1 (CB1) é expresso principalmente por neurbnios e o receptor
canabindide 2 (CB2), por células imunes. O CB2 ¢é o principal alvo molecular periférico
responsavel pelas propriedades inibitérias dos canabindides no sistema imunoldgico
(BERDYSHEV, 2000).

Endocanabindides ou canabindides endégenos, como anandamida (AEA) e
2- araquiodonoilglicerol (2-AG) sao derivados da membrana celular, fosfolipidios e séo
os ligantes naturais para CB1 e CB2. Estes receptores, em conjunto com AEA e 2-
AG, compreendem o sistema endocanabindide. CB1 esta associado com os efeitos
psicoativos dos canabindides e é altamente concentrado no sistema nervoso central
e, em menor grau, nos tecidos periféricos. CB2 esta associado com o imunomodulador
e efeitos anti-inflamatérios dos canabindides e é expresso principalmente em 6rgaos
periféricos (SHERIFF et al., 2020).

Segundo a revisdo de literatura por Sheriff et al. (2020), estudos
demonstraram que os canabindides possuem propriedades anti-inflamatdrias,
antipruriginosas e antienvelhecimento, por varios mecanismos, proporcionando assim
uma alternativa promissora aos tratamentos tradicionais. Um estudo de Wilkinson e
Williamson (2007) sugere uma opg¢ao terapéutica para a psoriase com o0s

canabindides, através de efeitos antiproliferativos em queratinécitos humanos, no
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entanto, os canabindides inibem a proliferacdo de queratinécitos independentemente

da ativacdo do receptor canabindide.

1.6 Sistema endocanabindide da pele

O sistema endocanabindide (SEC) compreende os canabindides sintetizados
endogenamente (endocanabindides) por muitos organismos, que sao produzidos a
partir de lipidios da membrana e enzimas responsaveis pela sua sintese, transporte e
degradagdo. Os endocanabindides mais estudados sdao a anandamida (N-
araquidonoiletanolamina; AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG) (DEVANE, et al,
1992; SUGIURA, et al, 1995). Estes endocanabindides exercem seus efeitos
fisiolégicos principalmente via CB1 e CB2 (receptores canabindides de membrana
acoplados a proteina G) porém outros receptores de superficie celular e nucleares
também tém foram implicados na sinalizagcdo canabinéide (ROCWELL, et al, 2006;
BOUABOULA, et al, 2005).

O SEC esta envolvido em multiplas fungdes bioldgicas, como aprendizagem
e memoria, ingestao, percepgao da dor, neuroprotegao e resposta imunoldgica, entre
outras (DI MARZO, et al, 2004). O CB1 foi inicialmente descrito no sistema nervoso
central (SNC), mas posteriormente foi descoberto também em outros tecidos como
figado, musculo, endotélio e tecido adiposo (LIU, et al, 2000). O CB2 acreditava-se
originalmente que sua expresséo de se limitava as células do sistema imunolodgico.
Novas pesquisas mostraram que o SEC também esta presente em tecidos periféricos
e esta envolvido na fungao cutanea, regulando, entre outros, o crescimento celular, a
diferenciagao e a sobrevivéncia, além disso, respostas imunoldgicas e inflamatorias e
os fendmenos sensoriais. CB1 e CB2 estao distribuidos em queratindcitos humanos,
foliculos capilares e glandulas sebaceas, e ainda, também foi confirmada em
melandcitos, fibroblastos dérmicos e células mioepiteliais de glandulas sudoriparas.
CB1 e CB2 foram encontrados em mastécitos e macrofagos presentes na pele, mas
também sua expressdo em células T e B (STANDER, et al, 2005).

A desregulacdo do SEC pode estar envolvida em doengas de pele e
demonstrou estar alterada em condi¢des patoldgicas da pele. O papel do SEC na
regulacao imunoldgica apoia os seus efeitos terapéuticos locais na pele (MANN, et al,

2012). Portanto, a grande quantidade de elementos do SEC na pele fornece uma
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justificativa para avaliar a terapéutica potencial dos canabindides em diferentes

doencgas de pele.

1.7 Papel anti-inflamatério dos canabindides

Os canabindides tém sido apreciados como potenciais agentes anti-
inflamatorios em um amplo espectro de contextos inflamatérios, no entanto, o
mecanismo permanece pouco compreendido (NIEKERK, et al., 2019). Insights sobre
os mecanismos dos efeitos anti-inflamatérios dos canabindides foram obtidos muito
antes da descoberta dos receptores canabindides. Os experimentos do inicio da
década de 1970 ja demonstravam um efeito antiedematoso e antiartritico do THC
(SOFIA et al., 1973).

A cannabis, no tratamento de doencas inflamatérias da pele, demonstrou ter
fungdes reguladoras nas células da pele, controlando proliferacdo celular,
diferenciacdo e células imunologicas na pele, dependente ou ndo do sistema
endocanabindéide (NAMDAR et al., 2017). Um estudo piloto em dermatite atépica teve
como objetivo avaliar a eficacia e a seguranca da aplicacédo, duas vezes ao dia, de
uma emulsao tépica contendo adelmidrol 2% (um analogo de endocanabindide) em
20 pacientes (11 homens e 9 mulheres, idade média de 8 anos (intervalo 3-16) anos)
acometido por dermatite atopica leve. Foi observado resolugdo completa dos sintomas
sem efeitos colaterais em 16 (80%) pacientes apds 4 semanas de tratamento, sem

recidivas em 8 semanas de acompanhamento (PULVIRENTI et al., 2007).

Em um estudo de Blazquez e colaboradores (2006) foi evidenciado que a
ativacado do CB1 e CB2, presentes em melanomas humanos e células de melanoma,
diminuiram o crescimento, proliferagdo, angiogénese e metastase e aumentaram a
apoptose de melanomas em camundongos, sugerindo uma potencial terapia
canabindide para este tipo de cancer. Em experimentos de cultura celular, a ativagéo
farmacologica de receptores canabinoides induziram a morte apoptotica de ceélulas
epidérmicas tumorigénicas, enquanto a viabilidade de células epidérmicas néo
transformadas permaneceram inalteradas. Neste estudo a administragdo local do
agonista CB1, agonista CB2 ou o agonista CB2 seletivo induziu uma inibicéo
consideravel do crescimento de tumores malignos gerados pela inoculagao de células
tumorais epidérmicas em ratos (CASANOVA, et al.,2003).
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A regulacdo de células imunes por canabindides foi descrita em diversos
estudos. Alguns estudos avaliaram que AEA, 2-AG, THC e CBD controlam a fungéo
dos macroéfagos inibindo a producado de citocinas, a liberagdo de 6xido nitrico e a
fagocitose (CORREA et al.,2008; FITZPATRICK et al., 2020; CHIURCHIU et al.,2016).
E ainda, a AEA e o THC inibem a producdo de citocinas pré-inflamatérias e a
capacidade das CDs de polarizar as respostas Th1 e Th17 (CHIURCHIU et al.,2013;
HENRIQUEZ et al., 2019; KARMAUS et al., 2013). O THC induz a apoptose em CDs
murinas, fornecendo um potencial mecanismo de imunossupressao de células imunes
(DO et al., 2004). Os canabindides suprimem principalmente as respostas adaptativas
das células T, inibindo a proliferagao e a producao de citocinas (HENRIQUEZ et al.,
2020; MARTIN-FONTECHA et al., 2018).

Diversas outras evidéncias experimentais convincentes sustentam que os
canabindides exercem poderosos efeitos anti-inflamatérios nas células imunes, mas
0s mecanismos pelos quais eles exercem tais efeitos precisam ser melhor
compreendidos (KLEIN et al., 2005).

2. JUSTIFICATIVA

A evidente necessidade de novas ferramentas terapéuticas, eficazes e
seguras para o tratamento da psoriase e estudos que busquem desvendar os
processos fisiopatolégicos dessa doenga de maneira a apontar novos alvos
terapéuticos sdo bastante promissores. Uma vez que as evidéncias apontam para um
envolvimento do sistema endocanabinoide na pele e também na fisiopatologia da
psoriase, torna-se interessante o estudo do comportamento desse sistema frente a
doenga, de maneira a apontar possiveis novos alvos de intervengao terapéutica.
Estudos na area dermatolégica apontam o possivel potencial terapéutico da Cannabis
sativa para o tratamento de doencas inflamatérias da pele, como a psoriase. Os
fitocanabindides sdo compostos de interesse em dermatologia devido as suas

propriedades anti-inflamatdrias, antipruriginosas e antinociceptivas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Testar um novo 6leo de cannabis de espectro total (OF) em modelo de

inflamacé&o de pele e modelo de psoriase em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

= Avaliar o efeito do OF no edema e na espessura da orelha, espessura da
epiderme e infiltrado celular em modelo agudo e crénico de inflamagao induzida
por TPA;

= Testar efeito do OF em diferentes concentragdes por via tépica em modelo
agudo e crénico de inflamacao de orelha por TPA para selecionar dose para
uso em modelo crénico (IMQ);

= Testar efeito do OF por via intraperitoneal (IP) em modelo agudo de inflamagéao
de orelha por TPA;

= Avaliar o bem-estar animal em modelos de inflamagao por TPA e modelo de

psoriase induzida por IMQ;

* Analisar o efeito do OF (em creme), por via tdpica, no prurido e sobre a
proliferacdo e diferenciacdo dos queratindcitos epidérmicos no modelo de

psoriase induzida por IMQ em camundongos;

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Os experimentos foram conduzidos em camundongos machos adultos (25-35
g, 8-10 semanas de idade), da linhagem C57BL/6, provenientes do biotério do Setor
de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana, em condigbes

padronizadas de laboratorio. Os animais foram alojados em sala sob condi¢des
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controladas de temperatura (23 + 2°C) e umidade (60 + 10%) e ciclo claro/escuro de
12 horas, com livre acesso a comida e agua. Os camundongos foram mantidos em
grupos de quatro a sete animais em caixa de polipropileno com fundo macico
(tamanho: 18 cm x 34 cm x 41 cm), com maravalha autoclavada (raspa de madeira
picada) e grades em INOX (Insight Equipamentos). Todos os animais foram
aclimatados por pelo menos 48 horas antes do experimento e foram utilizados apenas
uma vez. Os experimentos foram conduzidos durante a fase clara. Os animais foram
divididos aleatoriamente em grupos experimentais. Todos os cuidados com os animais
e procedimentos experimentais seguiram as recomendagdes das diretrizes vigentes
para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério, de acordo com os principios éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram
aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Secao de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO) sob o numero 1479. Além disso,
foram levadas em consideracado diretrizes experimentais subscritas em ARRIVE
(Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments Guidelines), com objetivo de
reduzir fatores que possam vir a promover variagées nos resultados e contribuindo
para posteriores replicagbes (KILKENNY et al.,2011). Os experimentos foram
realizados de forma que, o numero de animais utilizados e seu sofrimento fossem

minimizados.

Os valores de n foram escolhidos com base em protocolos experimentais
anteriores e semelhantes, considerando os principios dos 3Rs (Substituicao, Redugao
e Refinamento). Além disso, a coleta de dados e a avaliagéo dos experimentos foram
as cegas (prurido, bem-estar animal, PASI, ninho, plus maze).

4.2 Oleo full espectro de Cannabis

O produto de cannabis testado foi fornecido pela Aura Pharma (Curitiba,
Brasil), industria que produz e fornece produtos a base de canabidiol.
O dleo foi elaborado a partir de folhas secas de Cannabis sativa, conforme protocolo
estabelecido pelo fornecedor. A composi¢ao do 6leo esta em processo de analise e

quantificacao, para que se possa determinar os principais componentes presentes no
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oleo. A extragdo e manipulacdo do 6leo segue rigorosos padrdes de fabricacéo,

oferecendo qualidade e seguranga do produto.

4.3 Modelo de inflamacgao de pele induzida por TPA

O edema de orelha foi induzido por uma unica aplicagao tépica de TPA (2,5
Mg/orelha/20 pL) diretamente na orelha direita de camundongos, e a resposta
inflamatdria foi avaliada medindo o aumento na espessura antes da aplicacdo de TPA
(medida basal) e 6 h depois, com auxilio de um micrémetro digital (MT-045B, Shanghai
Metal Great Tools Co., Ltd., Xangai, China) (DE YOUNG et al, 1989). O edema foi
calculado e expresso como a diferenca de espessura entre a medida basal e a
medicdo apds a aplicacdo do TPA. Os tratamentos OF e hidrocortisona foram
aplicados topicamente imediatamente apds a aplicagado do agente flogistico, e OF via
IP (10 mg/kg, preparado em solugao salina) foi injetado 30 min antes da aplicagéo do
TPA. ApoOs avaliar o edema agudo, os experimentos continuaram com objetivo de
avaliar a inflamacéao cronica da pele. Sendo assim, os camundongos foram tratados
pelos proximos 9 dias com TPA (2,5 mg/orelha/20 ul), em dias alternados. Os
tratamentos foram mantidos todos os dias, com OF topico 10% ou 20% (duas vezes
ao dia), OF IP (10 mg/kg, uma vez ao dia), hidrocortisona (0,05 mg/orelha, uma vez
ao dia), ou veiculo sozinho (acetona duas vezes ao dia). A resposta inflamatdria foi
avaliada diariamente através da formacédo de edema, que foi expresso pelo aumento
da espessura da orelha do camundongo (mm). O edema foi medido, diariamente,
aproximadamente 6 horas apds a aplicacdo de TPA e/ou tratamentos (STANLEY et
al.,1991). Para minimizar variagdes na técnica, um unico investigador sempre realizou
os experimentos. No penultimo dia do protocolo experimental foi preparado o teste de
construgdo de ninho e avaliado no ultimo dia, no inicio da fase clara. No ultimo dia dos
experimentos, foram coletadas bidpsias (circulo de 6 mm) das orelhas para pesagem

e posterior avaliagao histoldgica.

Essas etapas experimentais, descritas até aqui com TPA, foram utilizadas
para selecionar a concentracdo adequada de OF topico para etapas posteriores no
modelo de IMQ. A concentracao de 20% foi selecionada e preparada em um creme-

base nao idnico.
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Figura 2: Representagdo esquematica do delineamento experimental do modelo de inflamagéao
induzida por TPA. Camundongos C57BL/6 foram submetidos a multiplas aplicagdes de TPA, durante
9 dias alternados. Diariamente os animais receberam os tratamentos OF tépico 10 e 20%, OF IP,
controle positivo e acetona (naive). No inicio da fase clara do ultimo dia do protocolo foi realizado a
avalicdo da construgéo do ninho. Ao final (9.° dia), os animais s&o eutanasiados e amostras teciduais
da orelha foram coletadas para pesagem e analise histolégica. Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

20 pL

4.4 Modelo de psoriase induzida por IMQ

A pele do dorso do camundongo foi raspada 24 h antes de qualquer tratamento
(Dia 0). No dia 1, os animais foram tratados topicamente com creme comercial de
imiquimode 5% (Ixium, FQM FARMA S.A, Sédo Paulo, SP) na pele raspada do dorso,
duas vezes ao dia, por seis dias consecutivos, adaptado de Fits et al. (2009). No
terceiro dia de IMQ, iniciou-se a aplicagao topica dos tratamentos com OF creme 20%
(duas vezes ao dia), veiculo (creme n&o ibnico-duas vezes ao dia) e o creme de
hidrocortisona (0,05 mg, uma vez ao dia). Os tratamentos eram aplicados
aproximadamente 2 horas apds a aplicagdo do IMQ para néo ter interferéncia na
absorcao de cada um deles. Ao final dos tratamentos (no sétimo dia), foi realizado
teste de prurido espontaneo e construcdo do ninho para avaliar o bem-estar dos

animais. A gravidade da inflamagéo da pele (PASI) também foi avaliada diariamente
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(SOLEY et al, 2020). No sétimo dia, os animais foram sacrificados e amostras de pele

foram coletadas para analise histoldgica.

Animais:
C57BL/6 IMQ 5%
L )
- *  Plus Maze
= Teste construgao
Tricotomizacdo 2x dia f=b de ninho
} | ma ma Ma ima ma maq i" o
'Yyi1 Yy ¥Y VY.vY V¥V vy iy
1 I 1 !
o} 1 2 3 a4 5 6 17|
1
- Dias [—
: . + Avaliagio ninho
Tratamentos — dia 2 ao dia 7: + Teste Prurido
OF creme 20% - 2x/dia = Coleta bidpsias da pele

Hidrocortisona {controle positivo) - 1x/dia

: . : para andlise histoldgica
Veiculo — creme base ndo-idnico — 2x/dia

Figura 3: Representagcao esquematica do delineamento experimental do modelo de psoriase
induzida por IMQ. No dia 0 do protocolo experimental, os camundongos C57BL/6 foram submetidos
tricotomizacéao e, a partir do dia 1 entdo, receberam diariamente administragdes de IMQ 5%, 2 vezes
ao dia, por 6 dias consecutivos. A partir do segundo dia do protocolo experimental os animais comegam
a receber os tratamentos, OF creme 20%, veiculo e controle positivo. Ao final (7.° dia), os animais sdo
eutanasiados e amostras teciduais coletadas para analise. Fonte: Adaptado de Soley (2019).

4.5 Gravidade da inflamagao induzida por IMQ

No modelo de psoriase induzida por IMQ, um sistema de pontuacao é utilizado
para avaliar a severidade da inflamacgao, induzida pelo IMQ, na pele do dorso raspado
dos camundongos C57BL/6, com base no PASI (Psoriase Area and Severity Index).
O PASI é um indice clinico utilizado para expressar a gravidade da psoriase, onde
sdo analisados o eritema, a escarificagdo e a descamacgao da pele, expressos em
porcentagem da area afetada. Os animais foram avaliados diariamente e
individualmente quanto a eritema, descamacao e espessamento. Cada indice foi

pontuado independentemente em uma escala de 0 a 4 (0, nenhum; 1, leve; 2,
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moderado; 3, acentuado; 4, muito acentuado). A pontuagcdo cumulativa (eritema,
descamacao e espessamento) foi usada para medir a gravidade da inflamacéo da
pele (escala 0-12; FITS et al., 2009; SOLEY et al., 2020). Todas as avaliagdes foram
realizadas por trés a quatro investigadores diferentes de maneira cega. Foi calculada
a média da pontuagéo para cada camundongo e linhas de tendéncia foram geradas

para observar mudancas nas lesdes de pele.

4.6 Teste de construgao de ninho

O teste de construgcao do ninho é um teste comportamental simples e versatil
adequado para avaliar mudangas na saude geral ou bem-estar dos animais. O teste
foi realizado sem a presencga do experimentador, durante a fase escura, no penultimo
dia de cada modelo animal avaliado (TPA e IMQ). Na véspera do término do
experimento, os animais, previamente familiarizados com o material para os ninhos,
sao transferidos para caixas individuais, com maravalha limpa, cerca de 1 h antes da
fase escura com um quadrado de algodao (5 cm x 5 cm) prensado de 3,0 g ou material
suficiente para atingir este peso. No inicio da fase clara, os ninhos formados foram
fotografados e posteriormente avaliados em uma escala de 1 a 5 por trés a quatro
avaliadores diferentes cegos para os tratamentos. A pontuagdo utilizada foi (0)
material intocado; (1) material manuseado, mas espalhado pela gaiola; (2) material
usado para fazer o ninho plano; (3) material usado para fazer um ninho de xicara; (4)
material finamente moido aninhado com uma cupula incompleta; e (5) ninho com
cupula completa e fechada (GASKILL, et al, 2013; SOLEY et al, 2020).
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Figura 4: Representagdao esquematica da avaliagdo do bem-estar animal a partir do teste de
construgao de ninho. Os camundongos foram submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ e
no 6° dia do protocolo experimental, os animais foram separados e mantidos em gaiolas individuais
com um quadrado de algodao em cada gaiola. O teste é iniciado na fase escura e finalizado no ultimo
dia (7°) na fase clara, com a avaliagéo e fotos dos ninhos, posterior analise e pontuagcdo em uma escala
de nidificagao pré-definida. Fonte: SOLEY, 2019.

4.7 Teste de prurido espontaneo

Vinte a vinte e duas horas apés a ultima aplicacdo do IMQ, os animais foram
colocados individualmente em uma arena de acrilico por 60 min (minimo) para
ambientacado e em seguida foi realizada a avaliagao do prurido. O tempo que o animal
gasta cogcando a regiao do dorso foi quantificado, por meio de um cronédmetro, por um
observador treinado e cego para a condigéo de tratamento. Um ataque de arranh&o é
definido como um ou mais movimentos rapidos para frente e para tras da pata traseira
direcionados e em contato com a area tratada, terminando com lamber ou morder os
dedos ou colocar a pata traseira no chdo. Os movimentos das patas traseiras
direcionados para longe da area tratada (por exemplo, cogar as orelhas) e os
movimentos de limpeza nado foram contados. Essa avaliagéo foi contabilizada, com
auxilio de crondbmetro, cumulativamente por 15 min e foi analisado o tempo total que
o animal gastou cocando a area tratada (SAKAI et al, 2016). Trés a quatro

investigadores diferentes realizaram a avaliagao.
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Figura 5: Representagcdo esquematica da avaliagao do prurido espontidneo. Os camundongos
foram submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ e no 7° dia do protocolo experimental, os
animais foram separados e mantidos em caixas de acrilico individuais. O tempo que o animal gasta
cogando a regido do dorso foi quantificado, por meio de um crondmetro, durante 15 minutos. Fonte:
Elaborada pelo autor (2023).

4.8 Plus maze — Labirinto em cruz elevada

No dia 6 do protocolo experimental, no modelo animal de psoriase induzida
por IMQ, foi realizado o teste no labirinto em cruz elevada (Plus Maze). Este € um dos
testes animais de ansiedade e é baseado no comportamento natural dos animais, nao
oferecendo nenhum tipo de punicdo aos mesmos. O aparato utilizado neste teste, é
constituido por dois bragos abertos unidos perpendicularmente a dois bracos
circundados por paredes (bragos fechados), em madeira. Durante todo o teste foi
realizado a filmagem de cada animal, individualmente, para posterior avaliagdo. Os
camundongos foram colocados um a um no labirinto em cruz elevada para que o
explorasse livremente durante um periodo de tempo determinado de 5 minutos. Na
sequéncia, durante e analise dos videos, foram avaliados os parametros: tempo total
de permanéncia nos bracos abertos e fechados, entradas no braco aberto e fechado,
avaliacdo de risco (quando o animal estica o pescogo em dire¢do ao brago aberto). A
preferéncia por estar nos bragos abertos em relagao aos bragos fechados é calculada
para medir o comportamento semelhante a ansiedade. Trés a quatro investigadores

diferentes realizaram a avaliagao dos videos.
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Figura 6: Representagao esquematica da avaliagao no labirinto em cruz elevada. Os camundongos
foram submetidos ao modelo de psoriase induzida por IMQ e no 6° dia do protocolo experimental, os
animais foram colocados, individualmente, por 5 minutos, no aparato de madeira com bragos fechados
e abertos. O tempo que o animal permanece em cada brago, o numero de entradas em cada braco,
avaliacao de risco sdo analisados posteriormente com os videos capturados durante o teste. Fonte:
Elaborada pelo autor (2023).

4.9 Avaliacao histologica da epiderme e derme

As amostras coletadas de orelha (modelo TPA) e da pele do dorso dos
animais (modelo IMQ) foram fixadas em solu¢cdo de formol a 4% por 48 horas.
Posteriormente, as amostras foram desidratadas, clarificadas e infiltradas com
parafina fundida a 65°C, em aparelho automatizado (processador de tecidos OMA -
modelo D40). As amostras foram seccionadas a seco com espessura de 4 um
(Equipamento: American Optical Manual Rotary Microtome - Modelo: 820 - Série:
54637), trangadas em banho histolégico contendo agua a temperatura de 50° C. Os
cortes foram aderidos a um vidro lamina e enviado para estufa de secagem a 65°C
por 30 min. Para a remocao total da parafina, as laminas foram submersas em solucao
de xileno a 65° C por 5 min, seguindo as cores HE (Harris Hematoxylin e 2% Eosin-

Floxin). Por fim, as laminas foram seladas com balsamo do Canada e laminula.

Para avaliar a espessura da orelha, espessura e a celularidade da epiderme

e derme, os cortes foram fotografados em incrementos de 200x e as fotografias
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analisadas com o software Image J versao 1.41 (National Institute of Health (NIH),
EUA). Cinco campos foram analisados em cada um dos trés cortes de cada lamina. A
espessura da epiderme foi expressa em mm, medindo a distancia entre o topo e a
base. Foram avaliados os grupos tratados com OF, veiculo e hidrocortisona, além dos

grupos naive e controle.

4.10 Analise estatistica

Os valores para cada grupo foram calculados como média + SEM em
comparagao com os valores dos grupos de controle. Os conjuntos de dados foram
analisados por ANOVA de uma via ou duas vias, seguido por um teste post-hoc de
Newman-Keuls, conforme indicado nas legendas das figuras, usando GraphPad Prism
versao 6.0 (GraphPad Software, CA, EUA). Os resultados sédo apresentados como

média = SEM e o nivel de significancia aceito para os testes foi p < 0,05.

Para os dados PASI e Nest Building, trés a quatro investigadores diferentes

realizaram a avaliacdo de pontuacao.

5. RESULTADOS

5.1 Efeito do OF no processo inflamatério cutaneo agudo e crénico no edema
de orelha induzido por TPA

A aplicacdo topica de TPA, no primeiro dia do protocolo, promoveu um
aumento no edema da orelha em 59 * 19,13%, demonstrando uma indugao de
inflamacéao cutanea, quando comparado ao grupo acetona. Os tratamentos com OF
topico 10% e 20%, e OF IP (10 mg/kg) ndo causaram redugédo no edema de orelha
induzido por TPA ap6s 24 horas (dia 1), enquanto o tratamento com hidrocortisona
(0,05 mgl/orelha), uma vez ao dia (farmaco de referéncia) apresentou uma diminuigao

de 40 £ 4,37 % na espessura da orelha (Fig. 7 a).
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As multiplas aplicagbes de TPA, por 9 dias, aumentaram o edema de orelha
ao longo do tempo (Fig. 7 a) e o peso das orelhas no ultimo dia (Fig. 7 b). O tratamento
com OF topico 10%, OF IP e hidrocortisona tdpica, promoveu reducgéao significativa do
edema a partir do quarto dia de aplicagao até o ultimo dia do experimento (Fig. 7 a).
O OF tépico 10% causou uma inibicado de 78 £ 22,07% e o OF IP 81 £ 18,57%, quando
comparado ao grupo controle TPA. O grupo OF 20% apresentou pico de inibicdo do
edema no oitavo dia de aplicagdo, que foi de 57 £16,09%. O efeito inibitério dos
tratamentos foi observado até o final do experimento, para OF tépico 10% e 20%, IP

e hidrocortisona (droga referéncia) (Fig. 7 a).

Conforme ilustrado na figura 7 b, um efeito inibitorio significativo foi obtido no
peso da orelha. Redugao de 21,5 +0,06% para o grupo tratado com o OF tépico 20%
e redugcédo de 26 +0,06% para o grupo controle positivo hidrocortisona, quando
comparado ao grupo TPA. Os tratamentos com OF 10% e OF IP ndo causaram
alteracao significativa no peso da orelha. Nos animais do grupo acetona nao foi

detectada diferenga no edema e no peso da orelha (Fig. 7 b).

A andlise histologica das amostras de orelha coletadas no ultimo dia do
protocolo experimental revelou aumento da espessura da orelha, hiperplasia
epidérmica grave e aumento da celularidade no grupo controle TPA, quando
comparado ao grupo acetona, enquanto o tratamento tépico com OF 10 e 20%, OF IP
ou hidrocortisona melhoraram esses parametros (Fig. 8 d). O tratamento tépico com
OF 10% apresentou reducao de 31 £2,55% na espessura da epiderme, enquanto o
OF 20% reduziu em 39 + 257% e OF IP em 11 £2,53%, semelhante ao grupo
hidrocortisona que reduziu a espessura da epiderme em 14 3,08% quando

comparado ao grupo de controle TPA (Fig. 8 a).

A aplicacdo topica de TPA causou um aumento na espessura da orelha
quando comparada ao grupo acetona. Os tratamentos com OF induziram uma
melhora significativa deste parametro, sendo que o grupo OF 10% reduziu em 34
1£1,86%, o grupo OF 20% reduziu em 36 +1,87% e o grupo IP OF reducdo de 26
1+1,88% a espessura da orelha. A hidrocortisona grupo foi capaz de inibir em 47

12,24% a espessura da orelha, quando comparado ao grupo TPA (Fig. 8 b).

Em relac&o ao infiltrado celular, o grupo OF 10% apresentou redugéo de 70
12,02%, OF 20% reducdo de 59 £3,52%, OF IP 69% 2,17 aproximando-se do
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controle positivo, hidrocortisona, que reduziu o infiltrado celular em 65 +£6,85%, em

comparacado ao TPA ao controle (Fig. 8 c).

Conforme ilustrado na figura 9, camundongos tratados com TPA reduziram a
pontuacado na constru¢cdo do ninho quando avaliados no ultimo dia de experimento,
indicando uma influéncia na redug¢ao do bem-estar animal. Ambos os tratamentos com
OF topico 20% (56 +0,49%) e OF IP (54 +£0,37%) melhoraram a condigdo de bem-
estar dos animais e conseguiram construir um ninho mais elaborado (escore 4-5). A
hidrocortisona de controle positivo também melhorou a pontuagao de constru¢cao do

ninho (51 £0,57%), mas sem significancia (Fig. 9).



35

a)
=@~ Controle TRPA —A—  Oleo full 1P 10mokg
500 B Oleo full topico 10% —¥~ Acetona
- Oleo full thpico 20% —4— Hidrocortisona
= 400+
E
=
e 300+
r
® 200
E
S
w 100+
- r—T—TT T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dias
b)

0.015-
'.'. [ ]
2 o010 [I] . o
m =
< ® #
g =
[=]
[=]
@ 0,005
o
0000l L1111

FIGURA 7: Efeito do OF no edema de orelha induzido por TPA. a) Aplicacao tépica de TPA na orelha
direita de camundongos, por 9 dias alternados, em todos os grupos, exceto em camundongos naive.
Os tratamentos foram realizados logo apés a aplicagéo do TPA, topicamente com OF 10% ou OF 20%
diluido em acetona (20 pl/orelha/duas vezes ao dia), OF IP diluido em salina (10 mg/kg, uma vez ao
dia) ou hidrocortisona em acetona (topico, 0,05 mg/orelha, uma vez/dia) por 9 dias. Ap6s 6 h de
aplicacao de TPA e/ou tratamentos, a espessura da orelha foi medida usando um micrémetro digital. A
analise estatistica entre os grupos foi verificada através da anadlise de variancia Two-way ANOVA,
seguida pelo teste de Newman-Keuls. b) Bidpsias de orelha de 6 mm foram coletadas e pesadas logo
apos a eutanasia dos animais. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de
variancia One- way ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam p < 0,05
estatistico, quando comparado ao grupo controle TPA.
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FIGURA 8: Efeito do OF tépico 10 e 20% na inflamagéao cronica da pele induzida por TPA. Analise
histoldgica do efeito do OF topico 10 e 20% (diluido em acetona), OF IP diluido em salina (10 mg/kg) e
hidrocortisona em acetona (C+) (0,05 mg/orelha) em modelo de edema de orelha induzido por multiplas
aplicacbes de TPA (2,5 pgl/orelha/20 pL). a) Quantificacdo da espessura da epiderme, espessura da
orelha e infiltrado celular. b) Imagens representativas de cortes histolégicos de orelhas de
camundongos coradas com hematoxilina-eosina (H&E), apds multiplas aplicagdes de TPA e
tratamentos com 10 e 20% OF, OF IP ou hidrocortisona. A analise estatistica entre os grupos foi
verificada através da anadlise de variancia One- way ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os
asteriscos representam p < 0,05 estatistico, quando comparado ao grupo controle TPA. Aumento 50x,
escala 50um.
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FIGURA 9: Avaliagdo do bem-estar animal apés multiplas aplicagdes de TPA e tratamentos (OF
10 e 20%, OF IP, hidrocortisona) na orelha de camundongos. O comportamento de construgao de
ninhos de camundongos é usado como um indicador de bem-estar em doencgas inflamatérias da pele.
a) Escore de construgao do ninho, animais naive e grupos tratados com aplicagées multiplas de TPA,
por 9 dias alternados, e os respectivos tratamentos, OF 10 e 20%, OF IP e hidrocortisona. Os dados
significam + SEM com n de 3 a 7 animais por grupo. A analise estatistica entre os grupos foi verificada
através da analise de variancia One- way ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos
representam p < 0,05 estatistico, quando comparado ao grupo controle TPA. b) Fotos representativas
do grupo OF tépico 20%.
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5.2Efeito do OF no processo inflamatério induzido por IMQ

A inducdo de psoriase por IMQ causou um aumento no escore PASI
cumulativo (eritema, descamagdo e escarificagdo) no grupo controle quando
comparado ao grupo acetona (ndo tratado). O tratamento com OF creme 20%
provocou reducao significativa na avaliagao do escore, em relagao ao controle, a partir
do quarto dia de aplicacao (redugao de 68 £0,10%), e essa melhora foi observada até
o ultimo dia do experimento. Quando comparada ao grupo veiculo, redugao
semelhante foi obtida para o escore PASI no quarto dia de experimento. O grupo
controle positivo (hidrocortisona) teve reducao significativa de 48 +0,15% no escore
PASI a partir do quarto dia do protocolo experimental e manteve a melhora até o final
do experimento quando comparado ao grupo controle IMQ. O grupo acetona nao teve

alteracdo do escore PASI (Fig. 10).

As analises de celularidade demonstraram infiltrado celular mais pronunciado
nos grupos IMQ e veiculo, assim como espessura epidérmica (Fig 11 a e b). Por outro
lado, tratamentos com creme OF 20% e hidrocortisona promoveram menor infiltracéo
celular (38 +1,73% e 37 +1,06%, respectivamente) (Fig. 11 a) e redugdao em torno de
36% da hiperplasia epidérmica induzida por IMQ (Fig. 11 b). Conforme mostrado em
imagens representativas (Fig. 11 c¢), hiperplasia epidérmica e aumento da celularidade
foram observados no grupo controle quando comparado ao naive, enquanto o

tratamento com creme 20% OF e o controle positivo melhoraram esses parametros.

Na avaliagdao do bem-estar animal, com o teste de constru¢édo do ninho,
camundongos psoriaticos (tratados com IMQ) apresentaram uma redugao no escore
de constru¢cdo do ninho em comparagao com o grupo naive (43 +0,53%). Animais
tratados com creme OF 20% apresentaram aumento de 18 +0,53% no escore de
nidificacdo em relagdo ao grupo controle IMQ, assim como ao grupo controle positivo,

assemelhando-se ao grupo naive (Fig. 12 a).

No teste de prurido espontaneo, os animais tratados com IMQ apresentaram
comportamento de prurido intenso, enquanto os camundongos naive nao
apresentaram prurido. O tratamento OF creme 20% foi capaz de melhorar
significativamente em 60 +36,83% o tempo gasto com coceira em comparagao ao

grupo IMQ. Os grupos veiculo e controle positivo também mostraram uma redugéo no
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prurido de 56 +37,61 e 57 %38,01%, respectivamente, mas sem significancia
estatistica (Fig. 12 b).

No teste de labirinto em cruz elevada, realizado no penultimo dia do
experimento, ndo foi observado resultados significativos dos parametros avaliados.
Em relacdo ao numero de entradas nos bragos abertos e nos bracos fechados, nao
houve efeito significativo do tratamento com OF. Observa-se que o brago aberto é
evitado pelos animais, no entanto, houve variagao entre os animais de cada grupo.
Para o tempo de permanéncia no brago fechado e aberto o grupo tratado com OF nao
apresentou resultados significativos, assim como os outros grupos avaliados.
Observa-se também a preferéncia pelo brago fechado, onde os animais ficam mais
tempo. O grupo tratado com OF e os demais grupos nao apresentaram diferengas na
avaliacéo de risco (Fig. 13).

3 - == Naive == Controle =de= OF creme 20%
== Veiculo =4= Hidrocortisona

Score acumulado PAS]

Diias

FIGURA 10: Avaliagao do efeito do creme OF no desenvolvimento e progressao do escore PASI
induzido por IMQ. O IMQ foi aplicado diariamente no dorso raspado dos camundongos e o PASI foi
avaliado cegamente todos os dias (1 a 7), por quatro investigadores diferentes, os escores de cada
grupo de animais foram calculados e a comparagao entre os grupos foi avaliada. A seta indica o inicio
dos tratamentos com controle positivo (hidrocortisona), veiculo (creme nao iénico) ou OF creme 20%.
Os valores sao apresentados como média + SEM. A analise estatistica entre os grupos foi verificada
através da analise de variancia Two-way ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos
representam p < 0,05 estatistico, quando comparados ao grupo controle IMQ.
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FIGURA 11: Efeito do éleo de espectro total (OF) no modelo de psoriase induzida por IMQ. Efeito
de OF creme 20% (2x/dia), veiculo (creme base n&o ibnico) (2x/dia), controle positivo (hidrocortisona)
(1x/dia), por via tépica, em modelo de psoriase induzida por IMQ. No dia 7 do protocolo experimental,
amostras de pele dorsal foram coletadas e submetidas a avaliacdo histopatoldgica. a) Quantificagdo da
espessura epidérmica e do infiltrado celular, em modelo de inflamagéo cutanea tipo psoriase, induzida
por IMQ. Amostras de pele de animais que nao receberam tratamento (naive) foram submetidas a
mesma analise. b) Imagens representativas de cortes histolégicos da pele do dorso de camundongos,
corados com H&E, apds tratamentos com IMQ e OF creme 20%, veiculo ou hidrocortisona. A analise
estatistica entre os grupos foi verificada através da andlise de varidncia One- way ANOVA, seguida
pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam p < 0,05 estatistico quando comparado ao
grupo de controle IMQ.



41

a) b)
6n 600 o
'§, s s o o .
£ 4- rhy s @ 400-
= ¢ * ? g i *
s 1 . 5 -I- LA ™
=] - ® L
S 24 . e 2004 Pet
g R
0 T T T T T ﬂ-_: @" N \F.',QP &o‘a
A 4&? ‘ﬁ?l' 20 4 @ 5 <
¢ J n«‘sp *-‘-‘i'f ¢ Cpéoéf T
& & o &

FIGURA 12: Avaliagdo do bem-estar animal e prurido espontaneo apés modelo de psoriase
induzida por IMQ com prurido espontaneo e tratamento com OF creme 20%. a) O comportamento
de construgdo de ninhos dos camundongos foi usado como indicador de bem-estar animal em modelo
de psoriase induzida por IMQ. Aplicagdes diarias de IMQ, durante 7 dias, e inicio dos tratamentos no
dia 2 do protocolo experimental (OF creme 20%; veiculo; hidrocortisona) com aplicagdes na pele do
dorso dos camundongos. b)No ultimo do protocolo, os animais sdo colocados individualmente em arena
de acrilico por 60 min (minimo), para avaliagao do prurido. O tempo que o animal passa cogando a
regido do dorso € quantificado, por meio de um crondmetro, por um observador treinado e cego para a
condigao de tratamento. A avaliagao é contada cumulativamente por 15 min e € analisado o tempo total
que o animal gasta cogando a area tratada. Média dos dados + SEM de grupos de 5 a 8 animais
individuais por grupo. A anadlise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de varidncia
One- way ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam p < 0,05
estatistico quando comparado ao grupo de controle IMQ. c) Fotos representativas do grupo OF creme
20%.
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FIGURA 13: Avaliagdo da ansiedade animal apés modelo de psoriase induzida por IMQ. O teste
de labirinto em cruz elevada foi utilizado para avaliar o comportamento tipo ansioso em modelo animal
de psoriase induzida por IMQ. Aplicacdes diarias de IMQ, durante 7 dias, e inicio dos tratamentos no
dia 2 do protocolo experimental (OF creme 20%; veiculo; hidrocortisona) com aplicagbes na pele do
dorso dos camundongos. a) e b) Numero de entradas no brago fechado e aberto, respectivamente. c)
e d) Tempo de permanéncia no brago fechado e aberto, respectivamente. e) Avaliagdo de risco do
animal, em que ele permanece no centro do labirinto levando a cabega para as entradas do brago
aberto, mas sem entrar no brago de fato. Média dos dados + SEM de grupos de 5 a 8 animais individuais
por grupo. A analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de varidncia One- way
ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os asteriscos representam p < 0,05 estatistico quando
comparado ao grupo de controle IMQ.

6. DISCUSSAO

As aplicagdes terapéuticas da cannabis e dos canabindides sao topicos cada
vez mais evidentes, a medida que a descriminalizacdo e a legalizagdo desses
produtos continuam a se expandir. Um numero limitado de compostos canabinoides

foi aprovado para um conjunto especifico de condigdes, tais como CBD e extratos de
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Cannabis sativa contendo THC (abaixo ou acima de 0,2%, desde que sejam
destinados a cuidados paliativos exclusivamente para pacientes sem alternativas
terapéuticas e em situagdes clinicas irreversiveis ou terminais) (ANVISA, RDC
327/2019). No entanto, o papel atual dos canabindides para o tratamento de
condigdes dermatoldgicas ainda nao foi definido (EAGLESTON et al., 2018), apesar
de muitos estudos sugerirem tal aplicagao (revisado por SHAO et al., 2021; Sheriff et
al., 2020; MARTINELLI et al., 2022). Por isso, neste estudo avaliamos um novo
produto canabinoide, o OF, a partir das folhas secas de C. sativa em dois modelos de
inflamacédo de pele em camundongos. Infelizmente até o momento ndo temos a
informacédo sobre a composicdo fitoquimica do OF, mas, devido ao método de
extragao é provavel que diversos componentes canabindides, terpenos, flavondides,
entre outros, estejam presentes. Assim, podemos fazer a analise dos resultados
obtidos comparando com o que € sabido a respeito de fitocanabindides e outros

componentes da planta.

Os fitocanabindides, compostos naturais da Cannabis sativa, possuem
diferentes afinidades com diferentes mecanismos de agao e seus efeitos biolégicos
sao muitas vezes resultado da interacao com varios alvos moleculares, distribuidos
de forma diferente em varios tipos de células (MORALES et al., 2017). As potenciais
acdes metabdlicas dos fitocanabindides estdo sendo testadas individualmente ou em
combinagdes de varios componentes (extratos/dleos contendo misturas de diferentes
compostos). Além disso, os ultimos anos trouxeram novos dados de ensaios clinicos
em outros componentes da Cannabis sativa, como o CBG (canabigerol) e o 6leo
contendo CBD e THC (WRONSKI et al., 2023).

A aplicagao topica repetida de TPA € um modelo valido para avaliagdo de
compostos com potencial anti-inflamatérios e antiproliferativo (JANG et al., 1998;
MURAKAWA et al., 2006) e foi essencial para avaliar a eficacia tépica do OF. O TPA
€ um éster de forbol que ativa diretamente a proteina quinase C, que quando aplicado
na pele promove inflamagdo cutanea. A aplicacdo repetida causa a hiperplasia
epidérmica, devido ao aumento da proliferacdo de queratindcitos, além da migragao
leucocitaria e aumento de mediadores inflamatérios (GUPTA, et al., 1988),

semelhante ao processo da psoriase no local.

O modelo de psoriase induzida por IMQ demonstrou as caracteristicas tipicas

do modelo, hiperplasia epidérmica, hiperqueratose e infiltrado inflamatério na derme.
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No caso da psoriase humana, € uma doenga que apresenta imunopatogénese
complexa e histopatologia caracteristica (KIMMEL et al., 2018). A indugao de lesdes
tipo psoriatica é através da aplicagao tépica do IMQ, uma amina imidazoquinolina,
disponivel comercialmente para o tratamento topico de verrugas genitais externas e
perianais. Seus beneficios clinicos provavelmente estdo relacionados a sua acao
imunomoduladora, que exibe efeitos antivirais e antitumorais através da indugéo de
citocinas e aumento da atividade antiviral citolitica mediada por células (SAUDER,
2000). Embora o mecanismo de agao do IMQ né&o é claramente compreendido, relatos
mostram que a aplicagao clinica de IMQ pode induzir psoriase em pacientes com
predisposi¢cao genética, ou exacerbar a doenga em pacientes com psoriase leve ou
controlada (KIM, 2019; UEYAMA et al., 2014; SOLEY et al., 2020). A administracédo
repetida de IMQ na pele de camundongos é capaz de induzir eventos inflamatorios
que espelham a psoriase humana, incluindo caracteristicas histopatologicas, ativagéo
de citocinas pro inflamatdrias e recrutamento de infiltrados celulares (FITS et al., 2009;
KIM, 2019; SOLEY et al., 2020). Por esses motivos, atualmente, o modelo de
inflamagao crdnica tipo psoriatica induzida por IMQ € um dos modelos murinos mais
utilizados em estudos néo clinicos de psoriase (HAWKES et al., 2017; SOLEY et al.,
2020).

O OF foi bastante eficaz em reduzir o edema causado pelo TPA e todas as
demais caracteristicas da inflamacéo e da hiperplasia epidermal. A aplicacdo do OF
foi além da inflamagéo e melhorou o bem-estar animal, analisado por meio do teste
de construgao do ninho. No modelo de IMQ, a avaliagao PASI e a histologia da pele
demonstraram que o OF melhora a severidade da inflamacéo, a espessura epidérmica

e o infiltrado celular.

Provavelmente, parte deste efeito do OF pode ser explicado pelo efeito
entourage, que foi inicialmente hipotetizado por Ben-Shabat e colaboradores (1998),
em que compostos ativos combinados produzem efeito maior do que compostos
individuais separados. Além dos canabindides presentes na planta C. sativa, centenas
de outros metabdlitos secundarios sdo produzidos por inflorescéncias de cannabis,
como por exemplo os terpendides, esterois e flavondides (DE MEIJER, 2014). O
espectro completo de canabindides, terpenos e 6leos essenciais extraidos da planta
trabalham juntos para amplificar os beneficios terapéuticos de cada canabindide
individual (FERBER et al, 2020; ANAND et al, 2019). Em um estudo de Kim e
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colaboradores (2015) foi medido o efeito anti-inflamatorio de um agonista de receptor
canabindide (a-oleoil oleilamina serinol 1% - A-OOS 1%) em modelo de inflamacé&o
induzida por TPA em camundongos Balb/c. A aplicagao tépica de 1% A-OOS preveniu
significativamente o aumento do peso da orelha. Além disso, foi observado também
um aumento na hidratagdo da pele em locais tratados com veiculos, sugerindo que o
proprio veiculo pode ter um efeito positivo na hidratacdo da pele, assim como

demonstrado em nossos dados no modelo de IMQ (Fig. 11).

O OF foi capaz de reduzir significativamente a espessura da epiderme nos
dois modelos de inflamacdo. As modificagdes na espessura da epiderme, apods
indugcdo da inflamagédo, sao visivelmente observadas nos cortes histoldgicos
examinados, em que ocorre um aumento da proliferagao de queratindcitos, migracao
de leucdcitos para epiderme e o aumento de mediadores inflamatoérios (GUPTA, et al.,
1988). Em um estudo de Winkinson e Williamson (2007) foi avaliado o efeito do
tratamento com canabindides na proliferacdo de queratindcitos. Os canabindides
THC, CBD, canabinol e cannabigerol foram isolados de um extrato de C. sativa e foi
avaliado a capacidade destes compostos em inibir a proliferacao de uma linha celular
de queratindcitos humanos. Todos os canabindides testados isoladamente inibiram a
proliferacdao de queratinécitos de maneira dependente da concentracado. No entanto,
a variedade de plantas de cannabis difere amplamente na composicdo de
canabindides, terpenos, flavondides e outros metabdlitos secundarios e esses
componentes podem trabalhar em combinagao para produzir grandes variagdes nos

beneficios e modular os efeitos colaterais (ANAND et al., 2019).

A psoriase € uma das dermatoses mais comuns de etiologia desconhecida.
Um desequilibrio redox a oxidagao pode levar ao estresse oxidativo, resultando em
modificagdes, principalmente de lipidios e proteinas, e ativagao prolongada de células
imunes e aumento da geragdo de citocinas pro-inflamatérias, resultando em
inflamacéo crénica. Dada a atividade biolégica dos fitocanabindides, eles se tornaram
foco de pesquisa como componentes da farmacoterapia para psoriase (WRONSKI et
al., 2023). Em Karpowicz e colaboradores (2020) foi examinado o efeito do CBD no
equilibrio redox e no metabolismo fosfolipidico em queratinécitos irradiados com
UVA/UVB, isolados da pele de pacientes psoriaticos ou voluntarios saudaveis. Foi
demonstrado que o CBD, por meio de suplementacdo das células, se acumula

principalmente nos queratinocitos da membrana, especialmente de pacientes com
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psoriase. Este fitocanabindide conseguiu reduzir o desequilibrio redox observado nos
queratindcitos irradiados por UV de individuos saudaveis e, no caso de queratinocitos
de pacientes com psoriase, o CBD apenas impediu o aumento dos niveis de espécies

reativas de oxigénio, sob a influéncia da radiacdo UV.

Para investigar o efeito terapéutico de uma pomada de CBD, administrada em
condicdes crénicas graves da pele, um estudo espontaneo, aneddtico e retrospectivo
avaliou 5 pacientes com psoriase, no qual o paciente foi instruido a administrar uma
pomada tépica enriquecida com CBD em éareas lesadas da pele, durante trés meses
de tratamento. Com base em avaliacbes da pele (hidratacdo e elasticidade),
questionarios clinicos (PASI) apoiados por dados fotograficos e avaliacao clinica dos
investigadores, os resultados mostraram que o tratamento topico com pomada
enriquecida com CBD melhorou os parametros da pele, os sintomas e também o
escore PASI (PALMIERI et al., 2019). Neste projeto a avaliacao diaria do PASI, nos
camundongos que foram submetidos a indugédo da psoriase, demonstrou diminuicao
significativa na pontuacao, melhorando os parametros da pele nos animais tratados
com OF topico. De acordo com Baswan et al. (2020), embora nos ultimos anos um
conjunto de evidéncias pré-clinicas indique que a aplicagao tépica de CBD pode ser
eficaz para algumas condicbes de pele, como eczema, psoriase, prurido e condicdes
inflamatorias, a confirmagédo da eficacia clinica e a elucidagdo dos mecanismos
moleculares subjacentes ainda ndo foram totalmente identificados. Nossos
resultados, em modelos animais, sugerem que o conjunto de componentes presentes
no OF demostrou ter papel relevante na regulacdo da hiperproliferacdo de
queratinécitos da epiderme, na inflamacao induzida por TPA ou no modelo de

psoriase induzida por IMQ.

Os dados obtidos em nosso estudo, no modelo de IMQ, mostram que OF creme
20% topico teve papel importante também na redugao do prurido da pele psoriatica
dos animais. As evidéncias na literatura sugerem o efeito antipruriginoso dos
canabindides sao devidos a uma combinacdo de efeitos na ativagdo neuronal,
transmissao ao longo da via aferente e modulagao local de queratindcitos e mastocitos
(AVILA et al., 2020). Um estudo identificou um novo agonista seletivo do receptor CB2
(S-777469), que suprimiu significativamente o comportamento de cogar induzido por
composto pruritogénico (composto 48/80, polimero produzido pela condensacao de

N-metil-p-metoxifenetilamina com formaldeido, que promove liberagdo de histamina),
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em camundongos de maneira dependente da dose quando administrado por via oral
(ODAN et al., 2012; HARUNA et al., 2015).

Nos modelos animais utilizados neste estudo, optou-se por utilizar
principalmente a via tépica e, no modelo TPA, também a via IP. Neste protocolo
experimental, os resultados demonstram que o OF IP foi capaz de reduzir o edema
de orelha, assim como o OF por via topica, no entanto, os resultados da via tépica
foram mais significativos, tanto para o peso da orelha, quanto para construgdo do
ninho. A utilizagado das duas diferentes vias de administracao foi relevante para que
se pudesse ter um comparativo entre as vias de administracao e selecionar uma via
para etapa do modelo de IMQ. Além disso, segundo Martinelli et al. (2022), alguns
estudos sugerem aspectos sobre a permeabilidade topica e a biodisponibilidade de
outros canabinodides, além do THC ou CBD. A biodisponibilidade do THC inalado é de
10% a 35%. Depois que o THC é absorvido, chega ao figado, onde a maior parte &
eliminada ou metabolizada. Ja a biodisponibilidade do THC ingerido € de apenas 4%
a 12%. O THC ¢é altamente soluvel em lipidios e, portanto, é rapidamente absorvido
pelo tecido adiposo. A biodisponibilidade do CBD por inalacdo € de 11% a 45%,
enquanto a do CBD oral é de 6%. O CBD tem alta lipofilicidade e, portanto, é
rapidamente distribuido no cérebro, tecido adiposo e outros 6rgaos. O CBD tem baixa
solubilidade em agua e farmacocinética variavel, sendo assim, quando administrado
em derivados de petrdleo e por via oral-mucosa/sublingual por meio de sprays ou
pastilhas apresenta menor variabilidade (CHAYASIRISOBHON, 2020).

Nos ultimos anos, foram identificados alvos moleculares para alguns
fitocanabindides, além do sistema endocanabindide classico (WRONSKI et al, 2023).
Nossos achados com OF mostraram menor infiltragdo celular e menor hiperplasia
epidérmica induzida pelos agentes inflamatérios (TPA e IMQ). Esses resultados nos
levam a criar a hipétese de que muitos componentes do OF nao estédo interagindo
apenas com o sistema endocanabindide na modulagao da inflamacgéo. O OF avaliado
neste trabalho, além dos diversos componentes presentes em sua composigao,
possivelmente possui também pequenas quantidades de THC. Um estudo avaliou o
impacto do THC, aplicado topicamente, na dermatite alérgica de contato em
camundongos selvagens e com deficiéncia de receptores CB1 e CB2 (ambos
expressos na pele). A aplicagao tépica de THC pode atenuar a inflamacéao alérgica de

contato, diminuir os mediadores pro-inflamatorios, o inchago alérgico da orelha e a
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infiltracdo de células imunes em camundongos, independente do sistema
endocanabinoide (GAFFAL et al., 2013). Ha 35 anos, com o objetivo de examinar por
via tépica o potencial anti-inflamatorio de dois extratos de cannabis, um estudo testou
em modelo de inflamagado induzida por TPA, um extrato de cannabis livre de
canabindides e outro contendo canabindides. O eritema induzido por TPA foi inibido
por ambos os extratos. Os resultados também sugerem que outras substéncias
fendlicas estruturalmente relacionadas podem estar presentes neste complexo de
extratos, explicando a atividade anti-inflamatéria observada (FORMUKONG et al.,
1988). Assim, nossa hipdtese é de que o OF possivelmente esta interagindo com

diferentes sistemas.

Até o momento, nenhum tratamento demonstrou curar a psoriase, portanto, o
tratamento dessa doenga precisa ser individualizado, levando em consideragao o grau
de psoriase e seus efeitos na qualidade de vida, os provaveis beneficios e possiveis
efeitos colaterais dos tratamentos (BOLOGNIA et al., 2015). De acordo com o estudo
Pso.BRA, realizado no departamento de Farmacologia da Universidade Federal do
Parana, 23,7% de quase 100 pacientes avaliados relataram insatisfacdo com o
tratamento (SA JUSTO, et al, 2022). A hidrocortisona, um anti-inflamatério esteroidal
(AEs), utilizado em nossos modelos como farmaco de referéncia (controle positivo) é
um dos tratamentos utilizados nas doencas inflamatérias da pele, isoladamente ou em
combinacgao com outras terapias. Em um estudo comparando o efeito anti-inflamatério
in vitro do CBD e da dexametasona, um AEs, indicou que o CBD teve um efeito anti-
inflamatodrio semelhante a dexametasona, atenuando a produgdo de NO (6xido
nitrico), IL-6 e TNF-a, induzida por LPS (WANG et al., 2022). Assim, o OF quando
administrado em processos inflamatérios da pele em camundongos, demonstrou
atividade anti-inflamatéria evidente, possivelmente, sem promover os mesmos efeitos
adversos causados pela dexametasona, o que demonstra grande potencial como

possivel fonte para desenvolvimento de um fitoterapico anti-inflamatério de uso topico.

O presente trabalho demonstrou que o OF teve atividade anti-inflamatéria
tépica sem, entretanto, demonstrar um principio ativo isolado desse material. A
identificacdo do composto de efeito majoritario em um extrato e muitas vezes
complexa e demorada. Além disso o composto isolado geralmente tem uma grande
complexidade estrutural que acaba dificultando sua sintese (CALIXTO, 2003). Os

resultados obtidos com o tratamento com o OF revelam grande potencial deste
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produto em doencas inflamatérias de pele, podendo ser uma excelente opcéo devido
ao seu efeito entourage, potencializando o tratamento e melhorando a qualidade de

vida dos pacientes.

A psoriase € uma doenga multisistémica com impacto significativo na
qualidade de vida do paciente. Alguns parametros clinicos sdo determinantes para o
paciente com a psoriase, como por exemplo a area de superficie corporal afetada,
que podem causar grandes niveis de estresse. Além disso, um tratamento com alto
custo para o paciente indiretamente leva a uma qualidade de vida inferior. E ainda o
local das lesdes, que podem afetar as atividades diarias dos individuos, além de
sintomas como coceira, dor e comorbidades associadas. E uma doenca que n&o se
limita apenas a pele e unhas, mas também pode afetar as articulacbes (artrite
psoriatica) e os olhos (uveite) e pode estar associada a morbidade cardiaca
(AGARWAL, et al., 2022). Nos dados coletados pelo estudo Pso.BRA, foi avaliado a
predominancia de obesidade, sedentarismo e circunferéncia abdominal alterada, bem
como hipertensao arterial, diabetes e colesterol elevado, quando comparados aos
dados da populagéo geral brasileira (SA JUSTO, et al, 2022).

No teste de construgcédo de ninho, do modelo TPA, & importante observar que
nosso estudo confirma que o OF demonstrou melhorar o bem-estar animal e o teste
do prurido, realizado no modelo de IMQ, demonstrou melhorar a coceira caracteristica
da pele psoriatica, o que confirma que o OF pode ter grande importancia na melhora
da qualidade de vida destes pacientes demostrando ser uma importante estratégia de
tratamento para pacientes com psoriase. O estudo Pso.BRA, que incluiu 97 pacientes
com psoriase em qualquer nivel de gravidade, o prurido foi destacado como o maior
desconforto entre os pacientes (SA JUSTO, et al, 2022).

A psoriase ndo € apenas uma doenga inflamatdria crénica da pele, mas
também um disturbio psicossomatico e a depressao é uma das doengas mais comuns
associadas, que agrava as lesdes cutaneas psoriaticas e afeta a qualidade de vida
dos pacientes (GUO et al., 2020). No modelo de IMQ, os animais foram expostos ao
teste de labirinto em cruz elevada, com objetivo de analisar o efeito do OF no
comportamento semelhante a ansiedade. Ndo foi observado mudangas no
comportamento dos animais, possivelmente devido ao IMQ, e o tratamento com OF
nao teve alteragdes significativas neste teste. No estudo de Guo e colaboradores

(2020) foi utilizado o modelo de psoriase induzida por IMQ em camundongos, com
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duracdao de 8 dias, e foram observados comportamentos tipo depressivo em
camundongos com psoriase, quando comparado aos animais tratados com
antidepressivo e medicamento de primeira linha para psoriase (metotrexato). Além
disso, foi detectado o conteudo de citocinas inflamatérias em lesdes de pele e
neurotransmissores relacionados a depressdo em diferentes regides do cérebro
destes animais. Em uma revisdo de Iglesias et al. (2023), sobre os efeitos dos
agonistas dos receptores CB1, foi analisado dados sobre canabindides e
comportamento semelhante a ansiedade em roedores expostos ao labirinto em cruz
elevada e foi demonstrado que os canabindides tendem a reduzir o comportamento
semelhante a ansiedade. No entanto, a utilizacdo do IMQ pode ter influenciado nossos
resultados, sendo necessarias maiores analises para avaliagao desses efeitos, ja que
o THC e os canabindides induzem um conjunto complexo de respostas emocionais,
representando um grande desafio para a reprodutibilidade dos dados (IGLESIAS et
al., 2023).

Assim como demonstrado em nosso estudo e em pesquisas anteriores, 0s
produtos derivados da cannabis sao geralmente bem tolerados e mostram resultados
promissores no tratamento de psoriase (MARTINS et al., 2020). No entanto, mais
estudos serdo necessarios para confirmar e avaliar completamente o potencial desses
compostos e os possiveis efeitos adversos associados ao seu uso topico. Além disso,
uma combinagdo entre canabindides e outros compostos derivados da cannabis
dificilmente foi examinada e deve ser mais investigada, pois tem grande potencial para

futuros tratamentos para psoriase.

6 CONCLUSAO

e Primeiro estudo a demonstrar a eficacia toépica de um o6leo canabindide,
reduzindo a inflamacéao da pele, coceira e melhorando o bem-estar animal;

e O OF de cannabis apresenta atividade anti-inflamatéria e antiproliferativa
quando aplicado por via topica em modelo de inflamagédo cuténea crénica,
sendo estas atividades evidenciadas pela diminuigdo da hiperplasia

epidérmica;
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Analises histologicas de amostras teciduais dos animais tratados topicamente
com o OF de cannabis demonstraram redugdes significativas no influxo de
células inflamatérias para o tecido lesionado;

O tratamento com OF de cannabis demonstrou melhorar o bem-estar animal e
o prurido da lesao tipo psoriatica;

Os efeitos anti-inflamatérios observados com o tratamento com OF parecem

ser mediados por diversos mecanismos.
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