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RESUMO

A dermatite atdpica € uma doenca cronica, de carater alérgico e recidivante
que afeta de 1 a 20% da populacdo mundial, entre adultos e criangas, cuja incidéncia
crescente acompanha o nivel de industrializacdo dos diferentes paises. Sua
manifestacéo se inicia geralmente durante a primeira infancia, juntamente com outras
doencas alérgicas como asma, rinite e conjuntivite alérgica, como consequéncia da
marcha atopica. De forma semelhante, a DA acomete os caes, sendo a dermatite
atopica canina (DAC) atualmente a dermatopatia de segunda maior apresentacéo
clinica veterinaria, tornando a doenca uma preocupacédo cada vez maior na area da
salde. A teoria atualmente aceita para seu desenvolvimento envolve um conjunto de
fatores intrinsecos e extrinsecos, de natureza imunologica e n&o imunolégica.
Imunologicamente, uma hipersensibilidade tipo | mediada por IgE caracteriza um
cenario de intensa ativacao celular, enquanto alteracbes estruturais envolvendo a
expressao de proteinas epiteliais resultam em desestruturacdo da barreira cutanea.
Uma das abordagens terapéuticas da DA é a manutencao da barreira visando reduzir
a perda de agua, a exposicdo a alérgenos e a consequente resposta inflamatoria
tecidual. Neste sentido, a espécie Pereskia aculeata € uma cactacea utilizada na
medicina popular brasileira cujas folhas sdo empregadas como agente emoliente pelo
seu conteado mucilaginoso e no abrandamento de processos inflamatorios
associados a diferentes doencas de pele. Este trabalho avaliou os efeitos da atividade
de um extrato rico em polissacarideos obtidos das folhas de P. aculeata incorporado
a uma formulacéo hipoalergénica que recebeu o nome de PereSkin, sobre um modelo
animal de dermatite atépica induzido com capsaicina em ratos Wistar, em dois
periodos distintos de tratamento continuo: 2 e 4 semanas. Avaliacées clinicas
realizadas ao longo do tratamento dos animais indicaram que o uso de PereSkin esta
associado a uma reducdo do escore de dermatite, corroborado pelas avaliacdes
clinicas e histopatolégicas, demonstrando reducdo do escore de hiperplasia e da
espessura epidérmica, além de diminuicdo das alteracdes morfoldgicas associadas.
Andlises histoquimicas demonstraram redu¢ao no numero de mastdécitos infiltrados na
derme dos animais. Em conjunto, essas observacfes sugerem que PereSkin exerce
atividade anti-inflamatéria e ajuda a promover a restituicdo da barreira cutanea e
reduzir os sintomas associados a DA, podendo ser (til no tratamento tdpico
coadjuvante e na terapia de manutencéo da doenca.

Palavras-chave: Pereskia aculeata. PereSkin. Dermatite atopica. Tratamento tépico.
Capsaicina.






ABSTRACT

Atopic dermatitis (AD) is a chronic, allergic and recurrent disease that
affects 1 to 20% of the world’s population, including adults and children, whose
increasing incidence follows industrialization levels in different countries. Its
manifestation usually begins during the early childhood, along with other allergic
diseases such as asthma, rhinitis and allergic conjunctivitis, as a consequence of the
atopic march. Similarly, AD can affect dogs, and the canine atopic dermatitis (CAD) is
currently the second most common veterinary dermatopathy presented in clinical
animal health, making the disease a growing concern in the health area. The currently
most accepted theory for its development involves a set of intrinsec and extrinsic
factors, of both immunological and non-immunological nature. Immunological
responses involves a type | hypersensitivity mediated by IgE while trophic disturbances
involving the expression of epithelial proteins result in skin barrier disruption.
Terapeutic approach for this condition includes maintenance of the skin barrier, aiming
to reduce transepidermal water loss (TEWL), exposure to allergens and the
consequent inflammatory response. In this scenario, the species Pereskia aculeata is
a Cactaceae used in brazilian tradicional medicine whose leaves are used as an
emollient agent due to heir mucilaginous content, in order to reduce inflammatory
processes associated with many skin diseases. This work aimed to evaluate the effects
of an extract rich in polyssacharides obtained from the leaves of P. aculeata wich was
incorporated into a hypoallergenic formulation named PereSkin, used in the topical
treatment of an animal model of AD induced by capsaicin in Wistar rats, in two different
time points of continuos treatment, for 2 and 4 weeks. Clinical evaluations carried out
throughout the experiment indicated that the use of PereSkin is associated with a
reduction in the dermatitis score, corroborated histopathological and morfometric
evaluations, showing a reduction in epidermal thickness in addition to a decrease in
associated morphological alterations. Histochemical analyzes showed a reduction in
the dermis infiltrated of mast cells. Taken together, these observations sugest that
PereSkin exerts anti-inflammatory activitie, helping on the skin barrier restitution and
reducing the AD associated symptoms, and may be useful in the coadjuvant topical
treatment and in the maintenance therapy of AD patients.

Key-words: Pereskia aculeata. PereSkin. Atopic dermatitis. Topical treatment.
Capsaicin.
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1 INTRODUCAO

A dermatite atopica (DA) é uma das principais enfermidades cutaneas
inflamatdrias da contemporaneidade. Apresenta curva crescente mundialmente e
parece relacionada ao nivel de industrializacdo dos paises com maiores incidéncias.
A medicina veterinaria acompanha esta tendéncia, sendo a dermatite atopica canina
(DAC) hoje a segunda dermatopatia que mais acomete os cdes domesticos, atras
apenas da dermatite alérgica por picada de pulgas. E uma doenca cronica,
recidivante, que n&o possui cura e que acomete principalmente criangcas. Seu
tratamento é paliativo e sintomatico, cujo objetivo € o abrandamento das crises e
retorno do bem-estar fisico e psicossocial do individuo. A busca por alternativas que
complementem e/ou possam reduzir o uso de terapias alopéticas é de interesse tanto
das comunidades cientifica e farmacéutica quanto do consumidor final, sejam eles
portadores da doenca ou tutores de um portador. Tendo em vista este cenario, ainda
se faz necessaria a busca por terapias mais seguras, acessiveis € menos
dispendiosas para o tratamento e manutencao dos pacientes atopicos.

O Laboratério de Produtos Naturais Bioativos (LPNB) da Universidade
Federal de Juiz de Fora desenvolve projetos da linha de pesquisa “Estudo quimico e
farmacolégico de plantas bioativas”, cujo objetivo é a caracterizacdo quimica e a
avaliacdo da atividade biolégica de extratos vegetais. Dentre outras espécies, a
cactacea Pereskia aculeata Miller vem sendo amplamente estudada, demonstrando
resultados promissores para o desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas.
Esta € amplamente utilizada na culinadria e na medicina popular, apresentando
atividade emoliente, imunomoduladora, anti-inflamatoria, cicatricial, antioxidante e
antimicrobiana ja demonstrada em outros trabalhos.

O presente estudo pretende avaliar a atividade biolégica de uma
formulagdo aquosa de base gel de administracdo tépica que contém como principio
ativo um extrato rico em polissacarideos obtido a partir das folhas de Pereskia
aculeata, que recebeu o nome de PereSkin. A espécie sera investigada como possivel
agente terapéutico complementar com finalidade de promocdo da restauracdo de
barreira cutdnea para manutencdo da condigcdo da dermatite atdpica, reproduzida
através de um modelo animal induzido por capsaicina em ratos que serdo tratados

com o produto desenvolvido.
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1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 ETNOBOTANICA E FARMACOGNOSIA

Desde as primeiras civilizacdes reportadas, sabe-se que o ser humano faz
uso do reino vegetal para fins de manutencéo da saude. Os registros mais antigos do
consumo de plantas com propriedades bioldgicas de interesse datam de pelo menos
5 mil anos (INOUE et al., 2019). O uso de plantas medicinais para o tratamento de
diferentes condicbes humanas, sejam fisicas, emocionais ou espirituais, pode ser
encontrado em papiros, manuscritos, textos médicos e outros registros oriundos de
todas as civilizacbes ancestrais de que se tém noticia. A Medicina Tradicional
Chinesa, a Medicina Ayurvédica, a prépria medicina romana (que da origem as bases
da medicina ocidental que conhecemos hoje) que foi também influenciada pela
medicina egipcia, a medicina ancestral dos povos originarios das Américas do Norte,
Central e do Sul, a medicina tradicional dos povos islamicos, arabes e aborigenes
australianos: por todo o planeta o homem se desenvolveu como sociedade e
civilizacdo fazendo uso de recursos naturais para prevenir e tratar distlrbios do corpo
e da mente, expandindo e refinando seus conhecimentos a medida que alcangcavam
novos territérios, novas interacdes e novas tecnologias (BALOGUN et al.; INOUE et
al.; MINTAH et al.; KOPARDE et al., 2019).

Estima-se que cerca de 70 mil espécies vegetais sejam atualmente
empregadas em préticas de medicina tradicional (INOUE et al., 2019). Dados apontam
que, ainda hoje, mais de 60% da populacdo mundial dependa diretamente do uso de
plantas medicinais e do emprego de medicinas tradicionais como sistema de atencao
primaria a saude (MINTAH et al., 2019).

A visdo de que a medicina natural seja apenas um ramo de “medicina
alternativa” pode ndo compreender inteiramente o fato de que muitos compostos
amplamente empregados pela industria farmacéutica tenham sua origem em
compostos ativos isolados de plantas (KOPARDE et al., 2019). O termo “alternativo”
vem sendo substituido pela expressado “complementar”. A medicina alopatica e a
medicina natural tradicional ndo devem possuir relacdo de exclusédo, mas de sinergia
entre si. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece e orienta a adoc¢éo de

Praticas Integrativas e Complementares de Saude (PICS). No Brasil, o Ministério da
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Saude (MS) reconheceu no inicio do século a pratica de medicinas complementares
através da Portaria GM n° 971, sancionando a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC), que implementa diferentes préticas
tradicionais como servigos oferecidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) desde maio
de 2006 (BRASIL, 2006; MENDES et al., 2018). Ainda neste ano, o MS implantou a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), através do decreto
n® 5813, cujo objetivo é “garantir a populagao brasileira 0 acesso seguro e 0 uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional”
(Ministério da Saude, 2006). Segundo o MS (2019), desde o ano de 2019 o SUS
contava com 29 praticas integrativas incluidas no programa. Em 2009, o MS divulgou
a catalogacdo de 71 espécies vegetais de interesse etnobotanico e farmacoldgico por
meio da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS).

A nivel mundial, o Brasil se destaca no campo dos estudos fitoterapicos por
possuir um terco da flora do planeta. Além disso, a Amazbnia é a maior reserva de

produtos naturais com acao fitoterapica do mundo (MENDES et al., 2018).

1.1.2 A ESPECIE Pereskia aculeata Miller

As cactaceas, conhecidas popularmente como cactos, sao representantes
da familia Cactaceae. Pertencem ao grande grupo das Angiospermas, o que significa
gue sao plantas que possuem sementes protegidas pela estrutura que chamamos de
fruto. Os cactos sdo nativos do continente americano, distribuidos desde o norte do
Canada até o sul da Argentina (NYFFELER, 2002). E uma familia botanica com usos
relatados para varias espécies na medicina popular, culinéria tradicional e ceriménias
religiosas (ZAPPI, 2015).

Possui atualmente 176 géneros e compreende 2233 espécies divididas em
4 subfamilias: Maihuenioideae, Pereskioideae, Opuntioideae e Cactoideae (THE
PLANT LIST, 2021). E caracteristico dos seus exemplares um caule suculento como
principal 6rgao fotossintético e folhas vestigiais ou ja substituidas por espinhos. O
objetivo das adaptagfes evolutivas das cactaceas é, em suma, minimizar a perda de
agua atraves da respiracdo. A essas caracteristicas somam-se ceélulas ricas em
mucilagem, um estoque complexo de polissacarideos que pode conter até trinta mil

subunidades de acucar e funciona como um reservatorio de moléculas de agua
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(OGBURN e EDWARDS, 2009). Dentro das subfamilias Maihuenioideae e
Pereskioideae, alguns membros sé&o considerados os representantes botanicos mais
antigos por ainda conservarem folhas fotossintéticas bem desenvolvidas
(BUTTERWORTH et al., 2008).

Os representantes do género Pereskia foram os primeiros cactos a serem
estudados pelos botanicos (LEUENBERGER, 2008), e séo nativos da América do Sul
(BUTTERWORTH e WALLACE, 2005). Este género compreende 17 espécies
(EDWARDS et al.,, 2005) e mantém caracteristicas ancestrais que ja ndo se
apresentam em outros géneros da mesma familia, como folhas suculentas
fotossintéticas, caules finos e pouco espinhosos, lenhosos ou sublenhosos, flores
terminais dispostas em cimeiras e habitos arboreos ou arbustivos. O metabolismo do
tipo CAM também é limitado nestes individuos, o que garante a planta uma
capacidade adaptativa em ambientes mais Umidos (DUARTE e HAYASHI, 2005;
FARAGO et al., 2004; OGBURN, 2009). Sua distribuicdo esta associada a ocorréncia
do clima seco, podendo ser encontrada ao longo da faixa tropical do continente
americano. No territorio brasileiro estédo distribuidas 7 espécies do género Pereskia
(ZAPPI, 2015). Sem grande importancia econdmica, exemplares podem ser
encontrados com relativa facilidade em campos, beiras de estrada, cercas-vivas e
quintais (MIRANDA, 2013; ZAPPI, 2015).

A partir do nosso continente, sua distribuicdo se deu até outras regides
tropicais do mundo, como a india, América Central e Panama, Califérnia, Filipinas,
Bermudas, Hawai, Israel, Australia e sul da Africa (ALMEIDA FILHO; CAMBRAIA,
1974; MORTON, 1987; WEED MANAGEMENT GUIDE, 2003; OLCKERS, 2004).
Apesar de se desenvolver inicialmente em regides levemente aridas (DUARTE e
HAYASHI, 2005; EDWARDS et al., 2005), sua ocorréncia em florestas tropicais
alteradas é relatada em estudos fitossociologicos e floristicos, que pode ser explicado,
em parte, pelas caracteristicas evolutivas destes exemplares que permitem sua
adaptacdo a ambientes moderadamente Umidos, diferentemente de outras cactaceas
(UDULUTSCH, 2010).

No Brasil, duas espécies do género Pereskia recebem destaque. Pereskia
aculeata (Figura 1) e Pereskia grandifolia sdo popularmente conhecidas como ora pro
nobis (derivado do latim, significa “rogai por nés” e faz referéncia a utilizagado que data
da época colonial desta planta), e utilizadas na culinaria e na medicina popular

regional. Embora possam ser confundidas, principalmente em periodos nao férteis
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guando néo apresentam floracdo, P. aculeata é utilizada em maior escala na culinaria
enquanto P. grandifolia € normalmente cultivada para fins ornamentais e formacao de
cercas vivas (FARAGO et al., 2004; ALMEIDA, 2012).

Figura 1. A cactacea Pereskia aculeata Miller: flores e folhas.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Pela natureza rastica comum as cactaceas e sua facil propagacao, seu
cultivo é favoravel e de boa adaptacdo (MIRANDA, 2013), resultando em um arbusto
perene, de caules finos, que geralmente se apresenta na forma de trepadeira. E
destituida de um pacote tecnolégico para produc¢do como cultivo agricola (MIRANDA,
2013), sendo considerada uma planta alimenticia ndo-convencional (PANC). Pode
atingir até dez metros de altura e possui ramos largos, espinhos e folhas tenras e
medianamente carnosas, com presenca de mucilagem e sabor caracteristico, com
pequenos frutos de formato arredondado (DUARTE e HAYASHI, 2005). As flores
possuem de cerca de 3cm de diametro e coloracédo brancas e amarelo-alaranjadas
para a espécie P. aculeata e rosa-arroxeadas para a espécie P. grandifolia (MORTON,
1987; ROSA e SOUZA, 2003).

Na medicina popular, suas folhas sdo empregadas como emoliente pelo
seu conteudo mucilaginoso, usadas para tratamento de feridas por queimaduras,
abrandamento de processos inflamatorios e no tratamento de doencgas de pele. Os
frutos séo tidos como expectorantes e antisilfidicos (SARTOR et al., 2010; DUARTE
e HAYASHI, 2005; FARAGO et al., 2004).

Também é consumida como hortali¢ca e faz parte da culinaria tradicional de
algumas regides do sudeste do pais, sendo bem distribuida no territério brasileiro

(Figura 2). Seu consumo € incentivado pelo Governo Federal no Manual de Hortaligas
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N&o-Convencionais desenvolvido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2010).

Figura 2. Distribuicao geografica de P. aculeata Mill. no Brasil por regiGes
Fonte: Flora do Brasil, 2021

Apresenta significativos teores de ferro e outros minerais, conteudo de
fibras dietéticas e elevado teor proteico — o que a tornou conhecida como “carne dos
pobres”. E ingrediente para sopas e refogados (QUEIROZ, 2015), farinhas, saladas,
tortas e massas alimenticias como o macarrdo (ROCHA et al., 2008), e caracterizada
como nutracéutica pelo seu alto valor nutricional (SARTOR et al., 2010).

Estudos de avaliacéo nutricional encontraram valores que variam de 17,4
a 28,99 de proteina nas folhas para cada 100g de matéria seca de OPN (CORREA,
2012). A composicado de aminoacidos caracteriza a OPN como uma fonte de proteinas
de alto valor biolégico pelo teor de aminoacidos essenciais presentes nas folhas,
acima do necessario ao consumo humano segundo a Organizacao de Alimentacao e
Agricultura da ONU (em inglés Food and Agriculture Organization — FAO). Por
definicAo, amino&cidos essenciais sdo aqueles cuja obtencdo depende da
composicado da dieta do individuo, ou seja, ndo podem ser sintetizados livremente pelo
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organismo. Os aminoacidos mais abundantes encontrados nas folhas de OPN séo
triptofano e lisina (MERCE et al., 2001; TAKEITI et al., 2009).

O teor de lisina corresponde a até 23 vezes o valor encontrado em outros
vegetais (MERCE et al.,, 2001). A lisina um aminoacido essencial envolvido na
manutencdo do sistema imune, no metabolismo de calcio, na producdo de colageno
e no desenvolvimento corporal saudavel. Seu consumo é um dos limitantes das dietas
a base de cereais quando ndo suplementado. Isto é significativo, uma vez que muitas
comunidades de baixo poder aquisitivo tém sua dieta baseada neste grupo alimentar.
O triptofano, por sua vez, € um aminoacido essencial envolvido na sintese de
serotonina, um neurotransmissor responsavel pelo desempenho de processos
cognitivos, manutencao do ritmo circadiano e outras fun¢des organicas, cuja falta esta
relacionada a quadros de depressao e outros disturbios psicolégicos (TAKEITI et al.,
2009; MERCE et al., 2001).

Pesquisas também demonstraram importantes quantidades de outros
fatores nutricionais presentes nas folhas de P. aculeata, como: fibras dietéticas;
minerais como calcio, ferro, zinco, manganés e magnésio; vitaminas A, C, E e B9;
assim como niveis reduzidos de lipideos e calorias (GIRAO et al., 2003; MERCE et
al., 2001; ROCHA et al., 2008; TAKEITI et al., 2009). Um estudo considerou a OPN
uma fonte de ferro mais rica quando comparado a outras espécies reconhecidas como
boas fontes de ferro, como o espinafre (4,48 mg/100 g); o feijao (9,64 a 10,37 mg/100
g), couve-manteiga refogada (2,70 mg/100 g), e a beterraba cozida (2,13 mg/100 g)
(MOURA E CANNIATTI-BRAZACA, 2006; KINUPPI, 2008).

O contetdo mucilaginoso nas folhas de OPN se mostrou rico em
arabinogalactanas e galactomananas, biopolimeros de potencial interesse das
industrias quimica, alimenticia e farmacéutica pelas suas propriedades reoldgicas e
de ligacdo com ions metalicos como ferro, cobre, cobalto, manganés e niquel. Além
disso, unidades de arabinofuranose, arabinopiranose, galactopiranose, acido
galactopiranosil urénico, ramnopiranose e glicopiranose também estao presentes nas
folhas de P. aculeata. (MARTIN et al., 2017).

Sua atividade biol6gica vem sendo estudada por diferentes pesquisadores
de forma mais frequente desde a ultima década (MORAES et al., 2018). Trabalhos
anteriores revelaram o potencial na promocéo da cicatrizacdo de feridas cutaneas
excisionais (PINTO et al., 2016) e no tratamento de dermatites induzidas de forma
aguda e crbnica (SOUZA et al., 2016; PINTO et al., 2015). Dentre as propriedades
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reportadas, vem sendo destacado seu potencial antioxidante (PINTO et al., 2012;
BESSA, 2020; CRUZ et al., 2021). Foi encontrada também atividade antinociceptiva
(PINTO et al.,, 2015), A acdo de um extrato de P. aculeata em ensaio animal
demonstrou que sua acao analgésica e anti-inflamatoéria é similar ao mecanismo de
acao de glicocorticoides sem que fossem observados os efeitos adversos causados
por estes farmacos, mesmo em tratamento prolongado (PINTO et al., 2015). Atividade
antimicrobiana (SOUZA et al., 2016) e antitumoral (PINTO et al. 2016; SOUZA et al.,
2016) também foi identificada para a espécie. Bessa (2020) constatou o efeito
hipoglicémico, antilipidémico e prebidtico intestinal de uma fragdo obtida a partir das
folhas desta planta. Além disso, recentemente foi relatado para a espécie, o efeito
antipsoriatico (PINTO et al., 2020), antihemolitico (CRUZ et al., 2021), neuroprotetivo
(TORRES et al., 2021) e imunomodulador sobre cultivo isolado de células de sangue
periférico humano (ANDRADE et al., 2020).

1.1.3 POLISSACARIDEOS

Polissacarideos sdo macromoléculas de estrutura complexa, formados por
unidades de monossacarideos unidas por ligacdes glicosidicas, formando imensas
moléculas de carboidratos (CHEN et al., 2020). Os monossacarideos podem ainda
estar ligados a outras cadeias de carboidratos lineares ou ramificadas, o que garante
a complexidade destes compostos e faz com que a maior parte deles possua um
altissimo peso molecular (YU et al, 2018).

Abundantemente encontrados em plantas (na forma de amido e celulose,
por exemplo), animais (heparina e acido hialurdnico, por exemplo), microorganismos
(zimosan e dextrano, por exemplo) e algas (alginato, por exemplo), possuem grande
diversidade em termos de estrutura quimica, composicéo, peso molecular, potencial
e sequéncias de ligacdo, o que garante um leque de funcionalidade e de atividades
biologicas (LI et al.,, 2018). Na célula, sdo empregados como fonte energética e
desempenham importante papel em atividades como adesao e comunicacgao celular,
reconhecimento molecular, processos de imunomodulacdo e caracteristicas
reoldgicas teciduais (YU et al., 2018; CHEN et al., 2020).

Estudos recentes vém identificando esses polimeros naturais como uma
nova classe molecular que pode ser empregada com objetivos antivirais, antifingicos,

anticoagulantes, antidiabéticos, antitumorais e antioxidantes no tratamento de
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diferentes afeccbes (YU et al., 2018). Amido e glicogénio sdo polissacarideos ja
conhecidamente utilizados como biocombustiveis, compostos adjuvantes e aditivos
alimentares (LI et al. 2018).

Devido a suas aplicacBes préticas, sdo biomoléculas de interesse de
industrias alimenticias, farmacéuticas, cosmeéticas e outras (SHARIATINIA, 2019;
DRAGAN & DINU, 2019; CHEN et al., 2020). Suas propriedades naturais de
estruturacdo de matriz extracelular e de manutencédo da adesao e da proliferacao
celular sdo empregadas em areas biomédicas na forma de agentes terapéuticos,
veiculos farmacéuticos e na engenharia de tecidos, o que vem incentivando estudos
aprofundados desta classe molecular nos ultimos anos (LI et al.,, 2018). Os
polissacarideos naturais tém sua bioatividade intrinseca derivada de propriedades
mucoadesivas, antimicrobianas e anti-inflamatérias versateis (DRAGAN & DINU,
2019). Sua aplicabilidade se da, de forma geral, pelo aproveitamento de duas
propriedades: sua capacidade de formacdo de hidrocoloides com alta presséo
osmatica, viscosidade e absorcdo de agua, com propriedades fisico-quimicas que
configuram uma alternativa no preparo de veiculos farmacéuticos; e suas diferentes
atividades bioldgicas (YU et al., 2018; SHARIATINIA, 2019).

Uma variedade de polissacarideos vegetais, incluindo a celulose,
hemicelulose, as pectinas e outros oligossacarideos séo classificados pela FAO como
fibras dietéticas de interesse (LI et al., 2018).

A celulose, um dos biopolimeros mais conhecidos e empregados
industrialmente, serve de base para fabricacdo de diversos materiais de interesse
comercial como produtos adsorventes, filtros, fabricacéo téxtil de roupas protetoras e,
devido a sua biocompatibilidade, na engenharia médica, sendo empregado na
reconstrucdo de diferentes tecidos, como vascular, 6sseo, cardiaco, hepético e
nervoso (LI et al., 2018).

Alguns polissacarideos tém recebido especial atengdo pela sua estrutura
semelhante a matriz extracelular de tecidos humanos, apresentando importantes
vantagens além da alta biocompatibilidade, como sua propriedade biodegradavel,
baixa toxicidade, capacidade de retencdo de umidade e propriedades coloidais
(KUZNETSOVA et al., 2020). Polissacarideos também vém sendo utilizados na
confeccéo de hidrogéis para administracdo de drogas como proteinas e peptideos de
interesse farmacoldgico, por constituirem veiculos estaveis e versateis (DRAGAN &
DINU, 2019; SHARIATINIA, 2019). Quitosana, alginato, dextrana, celulose, acido
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hialurbnico e o proprio amido estdo entre os polissacarideos mais utilizados
industrialmente, inclusive na confeccao de veiculos farmacéuticos de utilizacéo in vivo
e in vitro (DRAGAN & DINU, 2019).

Especialmente as arabinogalactanas, as galactomananas e as pectinas
derivadas de plantas superiores, B-glicanas e glicoproteinas derivadas de fungos e
polissacarideos sulfatados derivados de algas marinhas tém sido alvo de estudo com
enfoque nas suas propriedades antioxidantes e imunomoduladoras (YU et al., 2018).

Embora o0s mecanismos através dos quais 0s polissacarideos
desempenham sua funcdo imunomoduladora ainda ndo tenham sido completamente
elucidados, a acdo imunoestimulante de alguns polissacarideos ja foi observada,
principalmente, sobre macrofagos (LI et al., 2018; SHARIATINIA, 2019). Estudos
anteriores demonstram que glicanos podem ser capazes de modular funcdes
macrocitarias através de diversos mecanismos, estimulando sua capacidade de
fagocitose, citotoxicidade tumoral, producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e oxido nitrico (NO), e secrecao de citocinas e quimiocinas (LI et al., 2018).

O uso de polissacarideos também estd associado a promocgdo de
processos cicatriciais. A cicatrizacdo de feridas cutaneas é um dos fatores mais
importantes no tratamento e manutencao de muitas patologias. O desenvolvimento de
filmes derivados de biopolimeros aplicados como curativos vem recebendo crescente
atencdo, uma vez que possuem a capacidade de mimetizar a pele sobre o local
exposto, dada sua morfologia e biocompatibilidade (SHARIATINIA, 2019). Os
materiais usados para fins de revestimento curativo desempenham um papel de
barreira que permite a hidratacdo e a troca gasosa tecidual sem deixar de oferecer
protecdo fisica a area cuja solugcdo de continuidade da pele foi interrompida,
particularmente contra a exposi¢cdo a microrganismos, além de promover absorcéo do
exsudato e a umectacao dos tecidos adjacentes (GOKARNESHAN, 2019). Filmes
porosos podem ser fabricados a partir de quitosana, amido, celulose, queratina, acido
hialurénico e outros polissacarideos, geralmente associados a outros componentes
que garantem caracteristicas apropriadas necessarias a um curativo comercial
(GOKARNESHAN, 2019; SHARIATINIA, 2019).

Uma das plantas medicinais mais amplamente utilizadas no tratamento de
diferentes afeccdoes é a Aloe vera, da familia das liliaceas. Seu uso popular esta
fortemente associado a propriedades cicatriciais, calmantes e umectantes. Embora

seja composta de 98,5 a 99,5% de agua, mais de 200 compostos ja foram identificados
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em sua porcdo sOlida, sendo a maior parte deles pertencentes a classe dos
polissacarideos e considerados os principais responsaveis pelas atividades biolégicas
associadas a espécie (MINJARES-FUENTES et al., 2018).

Estudos também tém demonstrado a acao protetora dos polissacarideos
sobre o tecido neural através de uma variedade de mecanismos. O estresse oxidativo
descompensado que configura condicdo patolégica € apontado como um fator
potencial na patogénese de desordens neurodegenerativas do sistema nervoso
central (SNC) (GAO et al., 2017). O alto consumo de oxigénio que ocorre no tecido
nervoso, torna este tecido especialmente susceptivel a danos causados pelos EROs.
Alguns polissacarideos tém demonstrado acéo protetiva contra o estresse oxidativo e
a inflamacéo associada, apoptose de células neurais e na promog¢éo de neurogénese
e da viabilidade celular. Outros mecanismos de ag¢ao, como a interagdo com fatores
de transcricdo e sinalizacao proteica, também vem sendo elucidados como parte do
principio pelo qual estas moléculas exercem atividade benéfica sobre tecidos neurais
(GAO et al., 2017).

O uso de polimeros naturais possui vantagens como sua facil obtencao,
disponibilidade de modificacdo quimica, caracterizacéo de fonte renovavel, economia,
auséncia de toxicidade, estabilidade, hidrofilia, biocompatibilidade e
biodegradabilidade quando comparados aos polimeros desenvolvidos artificialmente,
que apresentam ndo raramente empecilhos relacionados a toxicidade e danos
ambientais (SHARIATINIA, 2019). Além disso, os biopolimeros demonstram maior
efetividade na cicatrizacdo de feridas que os polimeros obtidos de forma sintética
(GOKARNESHAN, 2019).

Cada vez mais pesquisadores vem indicando esta classe molecular como
uma importante alternativa para o desenvolvimento de biotecnologias, demonstrando
a relevancia de novos estudos sobre a empregabilidade dos polissacarideos em

diferentes areas de manutencao e promocéao da saude (SHARIATINIA, 2019).

1.1.4 POLISSACARIDEOS DE P. aculeata

Uma variedade de polissacarideos extraidos de fontes vegetais é
empregada industrialmente para aproveitamento de suas diversas propriedades
fisico-quimicas (MARTIN et al., 2017). O estudo de novas fontes de hidrocoloides visa

a busca de funcionalidades estruturais, fisico-quimicas e funcionais especificas que
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atendam sua demanda como insumo industrial para producdo de agentes
espessantes, emulsificantes, ligantes, formadores de gel e estabilizantes (SILVA et
al., 2019). Carboidratos complexos com grande capacidade de absorcdo de agua
possuem a capacidade de formar mucilagem, o que lhes garante propriedade
hidrocoloidal e a perspectiva de utilizacdo nas esferas industriais alimenticias,
farmacéuticas e cosméticas (MARTIN et al., 2017).

As plantas pertencentes a familia das cactaceas séo conhecidas pelo seu
alto contetdo mucilaginoso (MARTIN et al., 2017). Como membro desta familia, a
espécie P. aculeata apresenta ha composicdo das suas folhas um consideravel aporte
de carboidratos, proteinas e aminoacidos essenciais e ndo essenciais, vitaminas,
fibras dietéticas, hemicelulose e minerais como calcio, magnésio, manganés e zinco
(MARTIN et al., 2017; SILVA et al., 2019). Além de ser considerada uma PANC e fazer
parte da culinaria regional, sua utilizacdo pela medicina tradicional emprega as folhas
como um emoliente capaz de abrandar processos inflamatérios e promover a
cicatrizagédo de queimaduras (SILVA et al., 2019).

De forma especial, os polissacarideos presentes nas folhas desta planta
vém sendo estudados como uma fonte alternativa de obtencédo de mucilagem, dada
sua auséncia de toxicidade e a alta concentracdo destes polimeros (SILVA et al.,
2019). Tendo em vista 0 seu alto conteudo proteico e mucilaginoso, a espécie P.
aculeata é tida como uma fonte potencial para a extracdo de hidrocoloides com
capacidade emulsificante e estabilizante (JUNQUEIRA et al., 2018).

Os primeiros pesquisadores a estudar a composicdo das folhas de P.
aculeata foram Almeida Filho e Cambraia (1974), enquanto mais tarde Sierakowski et
al. (1990) extrairam sua por¢cdo mucilaginosa, caracterizando os polissacarideos
presentes nas folhas como altamente ramificados, contendo unidades de
arabinofuranose, arabinopiranose, galactopiranose, acido galactopiranosil urénico e
ramnopiranose. Concluiram a presenca de arabinogalactanas, polissacarideo que é
principalmente constituido de um heteroglicano estruturado a partir de galactose,
arabinose, rhamnose e acido galacturénico, tanto na sua forma isolada quanto em
associacdo com proteinas tissulares, formando proteinas arabinogalactanas. Além
disso, estes estudos também demonstram sua capacidade de interacdo com ions
CO?%*, Cu?*, Mn?* e Ni?* (ALMEIDA FILHO E CAMBRAIA, 1974; SIERAKOWSK et al.,
1990).
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Martin et al. (2017) recentemente extrairam e caracterizaram a porcao
mucilaginosa das folhas de P. aculeata através de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (NMR), concluindo que a extracdo aquosa de polissacarideos
apresenta arabinogalactanas tipo | como principal componente, juntamente com acido
galacturdnico parcialmente esterificado e unidades de fucose, sendo estas Ultimas
pela primeira vez descritas em associacdo com tal polissacarideo (MARTIN et al.,
2017).

Amaral et al. (2019), avaliando as propriedades reoldgicas de solucdes
mucilaginosas de OPN adicionadas de diferentes componentes, concluiram que sua
mucilagem é carregada negativamente com polieletrolitos em solucdo e que sua
viscosidade € aumentada quando do aumento da concentracdo, aumentando
concomitantemente seu comportamento elastico e a formacdo de géis fortes
(AMARAL et al., 2019).

Jungueira et al. (2018) avaliaram a estabilidade e o comportamento
reoldgico da mucilagem obtida a partir das folhas de P. aculeata atravées de diferentes
métodos de secagem, concluindo que estas se apresentam mais estaveis quando da
maior concentracdo de polissacarideos hidrocoloides e que o extrato liofilizado é o
gue se apresenta mais estavel e uniforme dentre os processamentos avaliados,
possuindo também maior capacidade emulsificante e estabilidade morfolégica
(JUNQUEIRA et al., 2018).

Oliveira et al. (2019) afirmam que a mucilagem obtida a partir das folhas de
P. aculeata possui a propriedade de formar filmes biodegradaveis coesivos e flexiveis,
tendo estes pesquisadores desenvolvido um filme de embalagem flexivel a base de
OPN e glicerol. Segundo os autores, essa mucilagem é capaz de ser utilizada como
fonte alternativa para a fabricacdo de filmes biodegradaveis e comestiveis (OLIVEIRA
et al., 2019).

Segundo Martin et al. (2017), a mucilagem obtida de P. aculeata possui
perfil macromolecular heterogéneo, de comportamento polieletrolitico e relativo
potencial estabilizador de emulsbes, caracteristica proveniente da propriedade de
adsorcao deste extrato. Segundo os mesmos autores, a solubilidade e a organizacao
e interagcdo moleculares dos polissacarideos obtidos sdo melhoradas apos
aguecimento, demonstrando a influéncia da temperatura sobre a viscosidade
caracteristica da mucilagem. O aumento da temperatura afeta a interacéo

intermolecular e as ligacdes de hidrogénio presentes, aumentando a vibragdo das
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moléculas e reduzindo a propriedade espessante do extrato aquoso mucilaginoso,
melhorando também a solubilidade e a organizacdo molecular dos polissacarideos
extraidos (MARTIN et al., 2017).

Além de suas propriedades reoldgicas, emulsificantes e estabilizantes, a
mucilagem obtida a partir das folhas de OPN pode possuir aplicabilidade biomédica
pelo aproveitamento de propriedades bioldgicas que envolvem a imunomodulacéo
(AGOSTINI-COSTA et al., 2020), atividade hipoglicémica e capacidade de modulacao
de popula¢gdes de microrganismos (BESSA, 2020), ja tendo sido demonstrado sua
atividade de promocao da saude da microbiota intestinal (AGOSTINI-COSTA et al.,
2020; BESSA, 2020).

As arabinogalactanas (AGs) sao polissacarideos de alto peso molecular
gue apresentam em sua estrutura muitas ramificacdes, consistindo principalmente de
residuos de arabinose e galactose. Encontradas em vegetais e em alguns
microrganismos, nos primeiros estdo geralmente ligadas a um peptideo. Neste caso,
sdo chamadas proteinas arabinogalactanas (AGPs), que compdem uma familia de
glicoproteinas comumente presentes nas secrecdes vegetais e na superficie celular
(SAEIDY et al., 2021).

Por possuirem uma ampla diversidade estrutural e serem encontradas em
todo o reino vegetal, as AGPs séo provavelmente envolvidas com a modulacdo de
funcdes fisioldégicas importantes como a divisdo e expansdo celular, resposta ao
estresse ambiental, diferenciacdo do xilema, sinalizagdo hormonal, embriogénese
somatica e desenvolvimento reprodutivo (SAEIDY et al., 2021).

As mucilagens obtidas de cactaceas sdo caracterizadas como ricas em
polissacarideos do tipo arabinogalactanas, que sdo polimeros de estrutura molecular
complexa e dificil caracterizacdo, presentes nas sementes, raizes, caules, folhas e
flores de todas as plantas superiores, e fazem parte do grupo de moléculas chamadas
de hidrocoloides ou mucilagens (MARTIN et al., 2017; SAEIDY et al., 2021).

Sao agrupadas, segundo sua estrutura molecular, em dois tipos: as
arabinogalactanas do tipo I, de cadeia principal linear, desempenham funcéo
estrutural da parede celular e se encontram ligadas a pectinas, enquanto as
arabinogalactanas do tipo Il possuem cadeias ramificadas, geralmente conectadas
umas as outras, e estao principalmente associadas ao espaco extracelular (SAEIDY
et al., 2021).
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Além do seu comportamento reologico e das habilidades espessante e
emulsificante, as arabnogalactanas tém sido reconhecidas por desempenhar
atividades biol6gicas como agente imunomodulador, antitumoral, anti-inflamatorio,
antitussigeno, antioxidante, antiobesogénico, gastroprotetivo, antilipidémico, entre
outras atividades reportadas. Como se diferenciam importantemente a medida que
sofrem ramificacfes, sua atividade bioldgica depende da estrutura molecular particular
de cada AG ou AGP (SAEIDY et al., 2021).

De forma geral, o estudo das arabinogalactanas aborda uma molécula ou
uma fonte vegetal especifica, dada sua alta diversidade em termos estruturais e
funcionais. Recentemente, uma série de pesquisas vem elucidando sua acéo sobre
diferentes desequilibrios fisioldgicos, demonstrando que as arabinogalactanas podem
exercer atividade bioprotetora através do desempenho de sua propriedade adesiva.
Isso faz com que promovam inibicdo de sintomas ulcerativos através da formacéao de
uma camada sobre a superficie ulcerada. Além de atuarem como agente protetor,
podem desempenhar atividade antioxidante correlacionada com sua composicao de
unidades de monossacarideos (SAEIDY et al., 2021).

Desempenham também atividade antitumoral, dada a habilidade de
estimular processos como a apoptose de células tumorais, modulacdo do sistema
imune e acédo inibidora de angiogénese. Também desempenha atividade antiviral
através de diferentes mecanismos (SAEIDY et al., 2021). Além disso, possuem acao
prebibtica, pois sua ingestdo promove alteracdes especificas na composi¢cdo e/ou
atividade da microbiota gastrointestinal e confere beneficios a saitde humana pela
modulacdo benéfica da populacdo de microrganismos residente no trato digestivo
(SAEIDY et al., 2021; BESSA, 2020).

Foi recentemente desenvolvido um extrato rico em polissacarideos obtidos
das folhas de P. aculeata, cuja atividade vem sendo estudada no Laboratério de
Produtos Naturais Bioativos da UFJF. Mediante os resultados encontrados por Bessa
(2020) para este extrato, e as informagdes expostas anteriormente neste trabalho, foi
levantado o questionamento a respeito da atividade deste extrato sobre diferentes
condicdes patologicas. O presente trabalho investiga a acdo de uma formulagéo
contendo o dado extrato em uma condigdo dermatolégica de crescente incidéncia e
expressiva importancia no cenario atual tanto da medicina humana quanto veterinaria:

a dermatite atopica.
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1.1.5 O TEGUMENTO

O tegumento é constituido pela pele e seus anexos. A pele constitui a
primeira barreira seletiva entre o individuo e o ambiente. E considerada como o maior
e um dos mais importantes 6rgdos do corpo, representando cerca de 15% do peso
corporal total de um individuo (LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021). Cumpre a funcéo
primaria de protecdo contra o meio externo, formando uma barreira fisica e
imunolégica entre o organismo e ambiente, impedindo a entrada de agentes
causadores de danos fisicos, quimicos e patogénicos, além de controlar a perda de
fluidos e outros componentes e participar na termorregulacio (CANEDO-DORANTES
& CANEDO-AYALA, 2019; LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021). Sua espessura,
pigmentacao e distribuicdo de estruturas especializadas dependem da regiao corporal
em questédo e da funcionalidade exercida em cada area (LAI-CHEONG & MCGRATH,
2021).

Possui um sistema imune-neuroendrdcrino proprio que contribui para a
manutencdo da homeostase corporal. Sua circulacdo é realizada -capilares
subepidérmicos responsaveis pelo aporte de oxigénio e pela remocéo de CO: e de
produtos metabdlicos da epiderme (CANEDO-DORANTES & CANEDO-AYALA,
2019). Sua estrutura € uma estratificacdo complexa de tecido epitelial e de tecido
conjuntivo que compreende a epiderme e suas estruturas anexas, como foliculos
pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas, e derme, com suas células e matriz
extracelular contendo fibras colagenas e elasticas, além da substancia fundamental
amorfa. O tecido adiposo pode estar presente no subcutaneo de algumas topografias
(LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021). E didaticamente dividida em duas camadas
principais: derme e epiderme (CANEDO-DORANTES & CANEDO-AYALA, 2019).

A epiderme possui localizacdo mais externa e contém ceratinécitos como
as principais células associadas, representando 95% do conteudo celular (LAI-
CHEONG & MCGRATH, 2021). Além destes, melanocitos, células de Langerhans,
células dendriticas, células imunes e axonios sensoriais (CANEDO-DORANTES &
CANEDO-AYALA, 2019) constituem os outros 5% (LAI-CHEONG & MCGRATH,
2021). E dividida em quatro subcamadas: camada cérnea (CC), camada granulosa
(CG), camada espinhosa (CE) e camada basal (CB) (Figura 3). Uma quinta camada
denominada estrato licido delgado, fortemente acidofila, situada entre as camadas
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granulosa e cérnea, pode ser observada com mais evidéncia em topografia palmo-
plantar (LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021).

O processo de renovacao da epiderme depende do ciclo de diferenciagéo
celular terminal que culmina com o que chamamos de ceratinizagdo ou cornificacéo
celular. Este ciclo tem inicio com a migracéo de ceratindcitos da CB até as camadas
CG e CE, resultando em uma estrutura multilaminar de envelopes cornificados que &
resultante do depdsito estratificado de células mortas (DRISLANE & IRVINE, 2019).

A CB é formada por uma Unica camada celular de ceratinécitos em estado
de proliferacdo e diferenciacdo que, tendo atingido sua maturacdo, migram para
formacdo da CC. Fisiologicamente, este processo dura aproximadamente 40 dias,
embora algumas doencas, como a psoriase, possam acelerar patologicamente este
processo (LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021).
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Figura 3. Pele humana (HE)
Fonte: adaptado de Lai-Cheong & McGrath, 2021

Os melandcitos fazem parte das populacdes celulares da epiderme, e séo
células dendriticas provenientes da crista neural que também estdo localizados na
CB. A melanina, proteina responséavel pela pigmentacdo epidérmica, € sintetizada
pelos melandcitos e transferida aos ceratinocitos em vesiculas chamadas
melanossomas, onde formam uma camada protetora supranuclear que protege o DNA
epitelial dos efeitos da radiacao ultravioleta. Variagdes de pigmentacdo da pele séo
fruto da sintese de diferentes moléculas de melanina e do nimero e tamanho dos
melanossomas (LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021). O pH da pele humana varia entre
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4.5 e 5.3. A melanina também é responsavel pela acidificacdo da pele: peles negras
possuem pH acidificado pela producdo de metabdlitos acidos derivados da melanina
(LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021).

A CC é a camada mais externa da epiderme (LAI-CHEONG & MCGRATH,
2021). Constitui a barreira fisica e a primeira linha de defesa do organismo contra
ameacas externas, além de desempenhar importante papel na regulacdo da
homeostase de adgua (DRISLANE & IRVINE, 2019).

E formada por lipideos estruturais e células anucleadas e destituidas de
organelas citoplasmaticas chamadas cornedcitos, cujas membranas plasmaticas sao
altamente insollveis e estruturadas por envelopes cornificados resultantes de ligacdes
cross-linking entre precursores de proteinas sollveis como involucrina e loricrina (LAI-
CHEONG & MCGRATH, 2019). Este envelope cornificado é formado por lipideos
produzidos pelos ceratinécitos em diferenciacdo e liberados para o espaco
extracelular. Estes componentes formam uma estrutura associada ao esquema de
“tijolos e cimento” (Figura 4) (DRISLANE & IRVINE, 2019).
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Figura 4. Representacdo esquemética da epiderme: barreira cutanea e modelo
de “tijolos e cimento”
Fonte: adaptado de Yang et al., 2020

7

A estrutura da camada de ceratinocitos da CB é mantida por um
citoesqueleto de filamentos intermediarios de citoceratina. A medida que ocorre a
diferenciacdo da epiderme, uma proteina estrutural chamada filagrina (FLG),

envolvida na construcdo da barreira cutanea, é responsavel pela compressao e
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achatamento dos ceratindcitos (LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021). A FLG é uma
proteina rica em histidina capaz de agregar os filamentos intermediarios de
citoceratina (em inglés FILAGGRIN = filament aggregatin protein) (DRISLANE &
IRVINE, 2019). Junto com a citoceratina, compde aproximadamente 90% da massa
da epiderme (LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021).

A derme, por sua vez, é a camada que contém os apéndices cutaneos,
fibroblastos, mastocitos, células apresentadoras de antigenos e células imunes
residentes e circulantes. Inclui a matriz extracelular que suporta as conexdes
intercelulares, a dinamica de mobilidade celular e a regulacdo de fatores de
crescimento e da expresséo de citocinas (CANEDO-DORANTES & CANEDO-AYALA,
2019). E separada da epiderme pela membrana basal, uma regido de macromoléculas
que ligam filamentos de ceratina provenientes dos ceratindcitos basais e fibras de
colageno na porcdo superficial da derme. A principal funcdo desta membrana
constituida de proteinas e glicoproteinas € a adesado destas duas camadas, e defeitos
nestas estruturas resultam em prejuizos na integridade da pele (LAI-CHEONG &
MCGRATH, 2021).

Seu tecido intersticial, composto majoritariamente de agua, é elastico e
permeado por fibras colagenas que constituem aproximadamente 70% das estruturas
da derme, predominantemente as fibras tipos | e Ill. Elastina e microfibrilas elasticas
conferem flexibilidade a pele, embora sejam menos resistentes que as colagenas, e
constituem cerca de 5% da massa estrutural tecidual. Os fibroblastos sédo células
mesenquimais de diferenciacdo multipotencial responsaveis pelo depdésito de fibras
elasticas e colageno, regulacdo da homeostase, cicatrizagéo de feridas e estruturacao
de foliculos capilares (LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021).

1.1.6 DERMATITE ATOPICA

Dentre as principais inflamacgfes que acometem a pele, a dermatite atopica
(DA) € uma doenca cutanea cuja epidemiologia aponta uma crescente incidéncia nas
ltimas décadas, chegando a atingir 10% da populacdo adulta e 15-30% da populacéo
infantil, principalmente em paises com altos niveis de industrializacdo (ZHONG et al.,
2022). Com uma prevaléncia variavel de 1 a 20% da populacao global, entre adultos
e criangas, a doenca tem se tornado uma preocupacdo cada vez maior na area da

saude (DAS et al., 2022). De forma semelhante, na medicina clinica veterinaria a
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doenca tem ganhado casuistica cada vez mais significativa, sendo a dermatite atopica
canina (DAC) a segunda dermatopatia mais observada em caes (GONCALVES et al.,
2018). Caracterizada por quadros clinicos recidivantes de prurido moderado a intenso
com descamacdo e ressecamento da pele, esta enfermidade traz, além de
desconforto fisico e expressivos gastos financeiros, um importante desgaste
psicolégico-social para os pacientes, uma vez que as lesbes podem se manifestar
com aspecto desagradavel em partes expostas do corpo (ANTUNES et al., 2017).

O pico da manifestacdo da dermatite atopica geralmente ocorre entre 3 e 6
meses de vida (ZHONG et al., 2022). A doenca costuma iniciar sua manifestacao
durante a primeira infancia, juntamente com outras manifestacfes alérgicas como
asma, rinite, conjuntivite alérgica, etc (DAS et al., 2022). Aproximadamente metade
dos pacientes pediatricos tardios apresentam propensdo a rinite e asma como
consequéncia da marcha atopica (ZHONG et al., 2022).

A fisiopatologia da DA é complexa, sistémica, genética e multifatorial, ndo
tendo sido ainda completamente esclarecida (ANTUNES et al., 2017; BIEBER, 2010).
Envolve uma série de condi¢des imunoldgicas e ndo imunoldgicas que se relacionam
entre si, como disfuncdo da barreira cutanea, estimulos ambientais alergénicos e
predisposicao ao desencadeamento de uma reacdo imunoldgica exacerbada com a
ativacdo de mastécitos e células T helper 2, elevada producdo de citocinas
inflamatérias relacionadas como IL-4, -5, -13, -17, -31, IFN-y e anticorpos IgE. Esta
condicdo caracteriza um aumento da permeabilidade da pele, promovendo tanto a
perda excessiva de agua quanto a entrada de alérgenos e patdégenos. Combinados,
esses fatores desencadeiam um quadro inflamatério cutaneo generalizado e atopico,
resultando nos sintomas eczematosos caracteristicos da doenca: xerodermia, prurido,
eritema, exantema e descamacdo (GONCALVES et al., 2018; BRUNNER et al., 2017).
Por ser uma doenca de natureza crbnica, pruritogénica e recidivante cujas
manifestagcdes clinicas afetam expressiva e negativamente a qualidade de vida dos
pacientes, a DA/DAC influencia o individuo de forma fisica, emocional e financeira,
requerendo muitas vezes um tratamento complexo e possivelmente prolongado (DAS
et al., 2022; ZHONG et al., 2022).

Ao ocorrer a penetracdo de um alérgeno, células apresentadoras de
antigeno, como as células de Langerhans presentes na epiderme, internalizam-no e
apresentam informacdes alergénicas as células T CD4+ imaturas. Estas, entao,

sofrem diferenciacdo em células T helper 2 (Th2), induzindo a secrecao de citocinas
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pré-inflamatérias que incluem IL-4, IL-13, além da diferenciacéo de novas células Th2,
recrutamento de eosindfilos e a ativacdo de células B e mastocitos. Quando
imunoglobulinas IgE secretadas pelos linfécitos B ativados, presentes no plasma, se
ligam a receptores de alta afinidade (FceRI) presentes na superficie dos mastocitos, o
complexo IgE-FceRI induz a degranulagdo mastocitaria promovendo liberagdo de
histamina e outras substancias alergénicas. Além dessa cascata imunoldgica, 0s
mastocitos também séo responsaveis pela diferenciagdo de novas células Th2 e pela
inducéo da sintese de novas moléculas de IgE (KIM et al., 2023).

As abordagens terapéuticas atuais incluem a hidratacéo e restauracéo da
barreira cutanea com o uso de hidratantes e emolientes, alteragcdes ambientais e na
rotina do paciente para evitar exposicao a alérgenos, antibioticoterapia, uso sistémico
e/ou tépico de drogas anti-inflamatorias esteroidais ou inibidoras de calcineurina ou
de fosfodiesterase (DRAELOS et al., 2019). Normalmente, o tratamento constitui uma
combinacéo destas. As terapias farmacoldgicas, porém, tendem a se tornar menos
efetivas em quadros recidivantes e podem implicar em importantes efeitos adversos,
prejudicando a adesao ao tratamento (NYGAARD et al., 2017).

Para controle das crises atopicas normalmente sdo empregados
glicocortioides. No entanto esta classe de medicamentos esta relacionada a uma série
de efeitos adversos que afetam desde o metabolismo de tecidos ésseos, proteinas,
lipideos e carboidratos, a regulacdo do eixo hipotalamico-hipofisario e do sistema
imune, incluindo uma maior predisposicdo a infeccbes sistémicas e cutaneas,
toxicidade hepatica e esplénica, distlrbios gastrointestinais, atrofia epidérmica e
reducdo de volume de orgados linfoides decorrentes do seu uso prolongado
(DRAELOS et al., 2019). As terapias alternativas ao uso de glicocorticoides por vezes
se apresentam invidveis para alguns pacientes dado seu custo elevado e/ou
dificuldade de acesso (ELIAS et al., 2019). Dessa forma, biofarmacos que se
apresentem seguros e eficazes constituem relevantes objetos de pesquisa no

desenvolvimento de novas alternativas de tratamentos.
1.1.7 A PELE ATOPICA
A pele atopica é caracterizada por um distarbio na diferenciagéo tecidual

que inclui aumento de proliferacdo celular e disfuncdo da barreira epidérmica,

disfuncdo esta que possui etiologia complexa e cujo desenvolvimento esti
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condicionado a combinacao de fatores estruturais, genéticos, imunologicos e externos
(ZHU et al., 2018).

Os principais fatores que levam a condicdo cutédnea atdpica estdo
associados a anormalidades de barreira cutdnea e envolvem a reducdo da proteina
estrutural FLG, de ceramidas e de peptideos antimicrobianos; aumento dos niveis de
serinoproteases e reducao da sua inibicdo; desordens a nivel de TJs (YANG et al.,
2020). Estes fatores estardo, por sua vez, relacionados com uma composicao lipidica
disfuncional da epiderme, deficiéncia de proteinas estruturais, aumento do pH da pele
e alteracdo na diversidade da microbiota residente (ZHU et al., 2018). Os niveis
reduzidos de ceramidas e de fatores de hidratacdo natural (FHNs) séo resultantes da
expressdo deficiente de FLG. Juntamente com as anormalidades das juncdes
celulares TJs, esses fatores impedem a efetiva estruturacdo de uma barreira cutanea
integra, o que culmina em uma maior perda de agua transepidérmica (em inglés,
TEWL - traspidermal water loss) e menores niveis de hidratacdo do estrato cérneo
dos pacientes atopicos (Figura 5) (NAKAHARA et al., 2021).

A reducdo do nivel de ceramidas e alteracbes na sua composicao, a
reducdo da expressao de moléculas moduladoras da diferenciacédo epidérmica como
FLG, loricrina e involucrina também sao fatores associados com a reducdo da
efetividade da barreira observada nos pacientes atopicos e resultam em menores
niveis de hidratacdo cutanea (NAKAHARA et al., 2021).
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Figura 5. Esquematizacéo da disfunc@o da barreira cutdnea em dermatite atépica.
Fonte: adaptado de Nakahara et al., 2021
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Alteracfes de permeabilidade cutanea podem ser mensurados através de
medidas de perda de agua transepidérmica e niveis de hidratacdo cutanea, e estédo
correlacionados com a severidade da doenca. Além disso, alterag6es da microbiota
podem influenciar a durag&o, a severidade e a resposta dos sintomas as terapéuticas
adotadas (ZHU et al., 2018).

A FLG é uma proteina relacionada a manutencdo da forgca mecanica,
integridade e hidratacdo do estrato corneo. A perda de funcdo decorrente de mutacdes
no gene relacionado a expressdo de FLG estd fortemente associada a dermatite
atopica, e 0 processamento alterado desta proteina precursora esta relacionado a
disfuncéo da barreira cutdnea e ao desenvolvimento de DA/DAC (KIM et al., 2018;
ZHU et al., 2018). Mutac¢bes que acarretam a perda de funcéo da FLG sdo comuns e
afetam cerca de 10% da populacdo mundial, constituindo o maior fator de risco para
o desenvolvimento da dermatite atopica, de outras doencas alérgicas associadas e de
asma (DRISLANE & IRVINE, 2019; LAI-CHEONG & MCGRATH, 2021), e sao
comumente associadas com todos os subfenotipos da doenca e com a manifestacao
persistente de sintomas de inicio precoce (DRISLANE & IRVINE, 2019).
Camundongos livres de FLG exibem altera¢cdes na funcionalidade da barreira cutanea
e aumentada resposta imune percutanea (KAWASAKI et al., 2012).

Apesar de ser o maior fator de risco associado ao desenvolvimento de
DA/DAC, dentre os individuos que apresentam mutacdes envolvendo os genes de
FLG 40% nao desenvolvem a doenca, e essas mutagcdes apenas sdo observadas em
15-50% dos pacientes. Isso indica que alteracdes isoladas no processamento de FLG
nao sejam suficientes para explicar a disfuncdo de barreira cutanea observada em
condicdes atépicas (NAKAHARA et al., 2021). Mesmo 0s pacientes que nao possuem
tais alteracbes genéticas tendem a apresentar reduzido conteudo desta proteina,
sugerindo que a expressao desta esteja associada a alteracdes do microambiente
cutadneo ao longo do desenvolvimento da doenga. Foi demonstrado que respostas
imunes tipo 2 podem reduzir a expressdo de FLG em pacientes atdpicos. Estudos
epidemiologicos indicam que a umidade do ambiente possa reduzir a contribuicdo das
mutacdes deste gene no desenvolvimento da atopia (NAKAHARA et al., 2021).

Pacientes atOpicos apresentam conteddo de ceramidas reduzido e
alteracdes nas cadeias moleculares destes componentes, tanto na pele lesionada
quanto ndo-lesionada (NAKAHARA et al., 2021). Mais especificamente, na DA/DAC

observa-se um aumento na quantidade de ceramidas de cadeia curta e redugao nas
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ceramidas de cadeia longa, o que promove desequilibrio na conformacéo estrutural e
acaba por aumentar a perda de agua transepidérmica (ZHU et al., 2018). A proporcéo
de ceramidas e colesterol também € alterada, estando reduzida em pacientes atdpicos
(NAKAHARA et al., 2021). E sabido que citocinas inflamatérias reduzem a express&o
de enzimas envolvida na sintese de ceramidas, impactando a estruturacao lipidica da
barreira epidérmica (ZHU et al., 2018). O aumento de pH e a elevada atividade de
proteinases resultam na inativagdo de outras enzimas envolvidas na sintese das
ceramidas (NAKAHARA et al., 2021).

De forma anéaloga, as cadeias de acidos graxos livres também influenciam
a estruturacdo da matriz lipidica cutanea. Acidos graxos de cadeia longa s&o
principalmente responsaveis pela manutencdo da estrutura da CC, enquanto acidos
graxos de cadeia curta podem prejudicar a conformidade desta estrutura. O
desbalanco lipidico em pacientes de DA/DAC é consequéncia da reducao dos niveis
de elongase, enzima envolvida no alongamento das cadeias de acidos graxos, que
pode ocorrer em decorréncia da resposta Th2 envolvida na fisiopatologia da dermatite
atopica. Lipideos sebaceos secretados na superficie da pele sao responséaveis pela
lubrificacdo e manutencéo da hidratacdo cutanea, além de possuirem propriedades
antimicrobianas e antioxidantes. Em condi¢c@es atopicas, a producéo de sebo cutaneo
se encontra prejudicada, o que sugere uma correlacdo entre a reducdo da atividade
de glandulas sebaceas e a disfuncéo de barreira observada em pacientes atépicos
(ZHU et al., 2018). Como resultado destas alteracGes a estrutura lamelar lipidica da
barreira cutdnea em pacientes atopicos sofre importante disrupcdo, permitindo a
penetracdo de alérgenos e a perda de agua através desta (NAKAHARA et al., 2021).

Os complexos estruturais TJ que formam as barreiras intercelulares exibem
alta seletividade para permeabilidade de substancias e estdo presentes nas
membranas de ceratinécitos no SG (NAKAHARA et al., 2021). Sdo compostos de
proteinas transmembrana localizadas nos espacos intercelulares, e algumas séo
responsaveis pela formacédo da interface liquido-sélido da barreira epidérmica,
exercendo a funcdo de uma segunda barreira fisica (ZHU et al., 2018) Pacientes
atopicos apresentam condi¢gfes de reducéo da expressao de proteinas claudinas e
alteracdes morfologicas associadas (NAKAHARA et al., 2021). A disrupcdo dos TJ
enfraquece sobremaneira a funcao de barreira ao alterar o processamento de lipideos

e de profilagrina (ZHU et al., 2018), permitindo a entrada de alérgenos que ativam a
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resposta inflamatéria sistémica associada as condi¢des de atopia (NAKAHARA et al.,
2021; DRISLANE & IRVINE, 2019; ZHU et al., 2018).

A disrupcdo de barreira em pacientes atdpicos também pode ser
influenciada pela acdo anémala de proteases ativadas por substancias exdgenas.
Alérgenos proteoliticos podem iniciar uma degradacédo epidérmica ao ligar receptores
de proteases na superficie de ceratindcitos, desencadeando uma resposta
inflamatdria mediada por Th2. A inibicdo de serinoproteases pode também ser
prejudicada, o que contribui para o agravamento da doenca (ZHU et al., 2018).

Dentre os principais sinais manifestados pelos pacientes, o prurido pode
ser considerado, em muitos casos, a manifestacdo de principal impacto sobre a
qualidade de vida do individuo atdpico e pode agravar o quadro da doenca ao
promover constante erosao do tecido epitelial. (NAKAHARA et al., 2021; ZHU et al.,
2018). A manifestacao do prurido é resultado da atividade sensorial primaria de fibras
neurais -C e -Ad, que transmitem estimulo tatil através do trato espinotalamico para o
talamo e centros de processamento superiores para modular a percep¢ao pruriginosa,
formacdo de memodria e comportamento repetitivo de se cocar (ZHU et al., 2018).

Apesar de nao ter sido ainda completamente elucidado o mecanismo
através do qual as vias de manifestacédo de prurido podem ser ativadas, sabe-se que
gatilhos enddgenos e exdgenos como proteases, histamina, substancia P, algumas
interleucinas e alérgenos ambientais podem servir de sinalizadores para vias
especificas ativadas nos terminais neurais da pele, enquanto uma condi¢cdo de
hiperinervacao cutanea é responsavel pelo agravamento do quadro (NAKAHARA et
al., 2021). O prurido observado nos pacientes atopicos é resultante de uma complexa
interacdo de fatores que perpassam a disrup¢ao da barreira e a condicdo inflamatéria
da pele (NAKAHARA et al., 2021).

ApOs ter sua entrada facilitada através de uma barreira cutanea
comprometida, alérgenos e patdégenos podem atravessar a epiderme e ativar a
resposta inflamatéria alérgica Th2 mediada, aumentando a permeabilidade
venolinfatica e iniciando o recrutamento de mais moléculas desencadeadoras de
prurido para o sitio da inflamacao (ZHU et al., 2018). A resposta a esse estimulo pode,
além de promover a eroséo da pele, predispor a uma infec¢do bacteriana secundaria,
gue age como fator perpetuante do ciclo de prurido associado a DA/DAC (NAKAHARA
et al., 2021; ZHU et al., 2018).
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1.1.8 ABORDAGEM TERAPEUTICA TOPICA

As terapias tdpicas constituem a principal forma de manutencdo da
dermatite atépica (KLEINMAN et al., 2022; DRAELOS et al., 2019). As principais
abordagens para controle das crises atopicas incluem a utilizacdo de corticosteroides
topicos (CTs) ou alternativas ndo-esteroidais como inibidores tépicos de calcineurina
(ITCs) e de fosfodiesterase (KLEINMAN et al., 2022; DRAELOS et al., 2019; ELIAS et
al., 2019). Atualmente, as recomendagcbes mais recentes para o0 tratamento e
manutencdo desta condicdo preconizam o uso de hidratantes juntamente com o0s
agentes anti-inflamatorios (ELIAS et al., 2019).

Desde a década de 50, a corticoterapia topica permanece sendo a principal
ferramenta terapéutica para o tratamento da dermatite atopica pela sua capacidade
de reduzir o prurido e a inflamacéo devido a sua acao vasconstritora, anti-inflamatoria
e imunosupressiva, atuando sobre mecanismos diretos e indiretos reduzindo os
sintomas da doenca (KIM et al., 2023; KLEINMAN et al., 2022; DRAELOS et al., 2019).
Sao supressores do processamento de antigenos e da liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias (DRAELOS et al., 2019) disponibilizados em diferentes apresentacoes,
como lo¢Bes, cremes e pomadas (KIM et al., 2023).

Seu uso prolongado ou indiscriminado pode causar efeitos adversos,
dentre eles a atrofia da pele, telangiectasia, estrias, dermatite perioral, acne,
hiperpigmentacéo, hiperglicemia e desenvolvimento da Sindrome de Cushing (KIM et
al., 2023; KLEINMAN et al., 2022; DRAELOS et al., 2019). Ha ainda um risco de
absorcao sistémica que deve ser considerado e que pode provocar supressao do eixo
hipotalamico hipofisario adrenal, afetando o crescimento linear de criangas e a
densidade 6ssea de individuos adultos (KLEINMAN et al., 2022).

A segunda linha terapéutica inclui os inibidores topicos de calcineurina
(ITCs), que inibem a ativacdo de células T mediada por calcineurina. E recomendada
para pacientes ndo responsivos a corticoterapia, quando seu uso é contra-indicado ou
para manutencédo ativa da doenca (KLEINMAN et al., 2022). Essas alternativas
apresentam menores riscos de efeitos adversos, podendo ser utilizadas por periodos
mais longos e por pacientes infantis. Podem, também, ser aplicadas em regides
sensiveis, onde CTs séo contraindicados (PAIVA-SANTOS et al., 2022).

Tacrolimus e pimecrolimus fazem parte da classe de medicamentos

inibidores topicos de calcineurina (ITCs). Seu uso foi aprovado no inicio do século XXI
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para uso intermitente ou a curto prazo no caso de pacientes nos quais a corticoterapia
seja ndo responsiva ou contraindicada (KLEINMAN et al., 2022; PAIVA-SANTOS et
al., 2022). Esses farmacos agem como imunossupressores inibindo a ativacao de
células T, reduzindo a expressdo de citocinas pro-inflamatérias (KLEINMAN et al.,
2022). O uso de pimecrolimus é recomendado no tratamento de DA leve a moderada
gque acomete areas sensiveis da pele de pacientes ndo comprometidos
imunologicamente maiores de 2 anos de idade, enquanto o tratamento com tacrolimus
é considerado para casos severos a graves (KLEINMAN et al., 2022; PAIVA-SANTOS
et al., 2022; LUK et al., 2021).

Embora as terapias com ITCs ndo cause atrofia da pele, podem causar
efeitos adversos como irritacdo local e ardor (KLEINMAN et al., 2022; DRAELOS et
al., 2019). De acordo com a Academia Americana de Dermatologia e a Academia
Americana de Alergia, Asma e Imunologia, as recomendacfes incluem o
aconselhamento do paciente por parte dos profissionais quanto aos efeitos adversos
esperados da terapia com ITCs (DRAELOS et al., 2019).

No ano de 2016 um novo farmaco inibidor de fosfodiesterase foi aprovado
para uso em adultos e criancas maiores de 2 anos com quadro leve a moderado de
dermatite atépica (KLEINMAN et al., 2022). Crisaborole € um medicamento capaz de
reduzir a inflamacéo cutanea e o prurido associado a dermatite atopica através de
mecanismos ainda ndo completamente elucidados (KLEINMAN et al., 2022; PAIVA-
SANTOS et al., 2022; DRAELOS et al., 2019). Existem evidéncias de que pacientes
atopicos possuem elevada atividade de fosfodiesterase leucocitaria, impactando na
liberacdo de histamina e citocinas (KLEINMAN et al., 2022).

Outras vias de interesse, como a da ativacdo da proteina Janus-quinase,
foram identificadas como participantes no desenvolvimento da DA (KLEINMAN et al.,
2022; PAIVA-SANTOS et al., 2022). Um namero de citocinas, como as interleucinas
IL-4, -5, -13, -31, -22 e a linfopoietina timica ativam a via da proteina ativadora de
transcricdo JAKSTAT para recrutamento celular, envolvendo ceratindcitos, células
imunes e fibras sensoriais periféricas na propagacao da inflamacéo e do prurido. No
quadro de dermatite atdpica, essa via de sinalizacdo é superativada. Ruxolitinib,
brepocitinib, delgocitinib e jaktinib estdo entre os medicamentos aprovados ou em fase
de testes clinicos que atuam sobre esta via (KLEINMAN et al., 2022).

O sistema imune inato desempenha importante papel nas fases iniciais do

desenvolvimento de DA. Tapinarof € um medicamento que consiste de uma molécula
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moduladora de receptores hidrocarboneto em estudo para o tratamento de psoriase e
DA, cujo mecanismo de acdo parece ser através da inibicdo da sinalizacéo de IL-4 e
IL-13, além de aumentar a expressdo de FLG, loricrina e involucrina, proteinas
associadas a integridade da barreira cutanea (KLEINMAN et al., 2022).

Outros estudos tém identificado a participacdo da microbiota da pele na
patogénese da DA (KLEINMAN et al., 2022; AMBROZEJ et al., 2021). Neste cenario,
microrganismos atuam como moduladores das respostas imunes inata e adaptativa,
e em pacientes atOpicos essa microbiota € menos diversificada e possui menor
proporcao de microrganismos comensais benéficos, além de maior colonizacdo por
Staphylococcus aureus (KLEINMAN et al., 2022). Microrganismos patogénicos, como
S. aureus, Candida e Trichophtyton contribuem para respostas alérgicas sistémicas
nos individuos atopicos ao sinalizarem para o desenvolvimento de inflamacéo local
(AMBROZEJ et al., 2021). A maioria dos individuos atépicos apresentam colonizacao
positiva para S. aureus (KLEINMAN et al., 2022; AMBROZEJ et al., 2021). No entanto,
antibiéticos tépicos ndo apresentam acao benéfica e seu uso nao é recomendado em
nenhuma diretriz de tratamento atualmente. A diversidade da microbiota parece estar
relacionada com a severidade da doenca (KLEINMAN et al., 2022).

Um estudo clinico prospectivo preliminar avaliou o uso de um spray
veterinario contendo lactobacilos mortos por calor (L. rhamnosus e L. reuteri) como
terapia adjuvante para cdes atépicos. Os autores observaram reducdo no escore
clinico e no nivel de prurido dos animais, mesmo apos 2 semanas da interrupcéo do
uso do produto (SANTORO et al., 2020). Agentes terapéuticos tdpicos que consistem
em cepas de bactérias comensais benéficas estdo em estudo pré-clinico ou em
modelos animais com o objetivo de suprimir o desenvolvimento de S. aureus na pele
de individuos com DA (KLEINMAN et al., 2022).

Antioxidantes também vem sendo utilizados como alvo terapéutico dentro
das estratégias de manutencdo de pacientes atépicos. Fatores exdgenos como
poluicdo e radiacdo solar, além de outros processos fisiolégicos normais, podem
aumentar a concentracdo de radicais livres e seu acumulo pode, eventualmente,
exceder a capacidade do sistema de defesa antioxidante do organismo. Essa
condicdo define o estresse oxidativo, e € sugerido que desempenhe um papel
importante no desenvolvimento patogenético do quadro de DA (BERTINO et al.,
2020). Um estudo duplo-cego unilateral com controle placebo investigou o tratamento

da dermatite atopica com emprego de um extrato antioxidante composto de Brassica
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olerace, Malus domestica e Camellia sinensis sobre a sinalizacédo inflamatoria e
promocao de barreira cutanea em ensaio com ceratinocitos humanos e no tratamento
de pacientes diagnosticados com dermatite atépica, concluindo que o extrato foi capaz
de reduzir a expressdo de citocinas inflamatérias e melhorar a expressédo de
moléculas ligadas a manutencao da barreira cutdnea em ceratinécitos humanos. O
uso de uma formulacdo contendo o0 mesmo extrato reduziu os sintomas clinicos de
pacientes diagnosticados com DA leve a moderada como prurido, escore de dermatite
local e melhorando a fungéo de barreira e hidratacéo cutanea (ZHANG et al., 2022).

A maioria dos estudos observa sinais moleculares que demonstram o
aumento de reacOes de oxidacdo e de danos oxidativos e uma reducdo no potencial
antioxidante do organismo. Isso € esperado em se tratando de uma doenca de extenso
carater inflamatério crénico. Em concordancia com estes achados, os poucos estudos
gue avaliaram os efeitos de tratamentos voltados para a DA sobre o estresse oxidativo
reportaram que a melhora clinica acompanha uma reducdo nas alteracbes de
biomarcadores relacionados a essa condicao, e que a administracdo de certos niveis
de alguns antioxidantes pode reduzir o risco da doenga (BERTINO et al., 2020).

Quando da abordagem clinica, a manutencdo da barreira epidérmica deve
sempre ser objetivada (ELIAS et al., 2019). Terapias topicas ndo-esteroidais para
regioes delimitadas que desencadeiem efeitos sistémicos minimos podem controlar a
doenca sem oferecer os riscos de atrofia, telangiectasia, estrias, ou dermatite perioral
que estao associados ao uso de CTs (KLEINMAN et al., 2022). Isso é particularmente
importante visto que os agentes utilizados como supressores da inflamacédo séo
frequentemente contraindicados para criancas ou pacientes com doencas
relativamente limitantes (ELIAS et al., 2019).

E recomendado pela Academia Europeia de Dermatologia e Doencas
Venéreas 0 uso regular de emolientes para a manutencéo da barreira cutanea, alivio
dos sintomas e abrandamento da irritacdo (DRAELOS et al., 2019). Esta abordagem
tem coeréncia sob a otica de que a hidratacéo continuada pode ajudar na reducéo da
necessidade do uso de esteroides tdpicos para controle da dermatite atopica (ELIAS
et al.,, 2019). A primeira linha desta terapéutica é constituida de hidratantes e
emolientes (DRAELOS et al., 2019), sendo a principal ferramenta terapéutica auxiliar
no tratamento anti-inflamatério de doencas da pele (PAIVA-SANTOS et al., 2022;
ELIAS et al., 2019).
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Estudos com animais sugerem que o uso de hidratantes de forma isolada
pode, por si sO, reduzir a producdo de citocinas ao promover a restituicdo da
hidratacdo cutanea, reduzindo a hipertrofia e a degranulagdo de mastocitos, além da
hiperplasia da epiderme (ELIAS et al., 2019).

Seu uso pode atenuar o desenvolvimento da chamada “marcha atépica”
caracteristica de individuos portadores de atopia, mas nem todos os hidratantes sao
recomendados para este tratamento (HEBERT et al., 2020; ELIAS et al., 2019). Alguns
produtos podem agravar o quadro, piorando o estado disfuncional do epitélio e
promovendo sensibilidade e inflamac¢des (DRAELOS et al., 2019; ELIAS et al., 2019).
Por outro lado, terapias reparadoras de barreira através do uso de lipideos fisiologicos,
quando em propor¢cdes corretas e contemplando os trés principais lipideos que
compdem o extrato corneo, podem melhorar a funcionalidade da barreira cutanea e
reduzir o quadro inflamatério (ELIAS et al., 2019).

Hidratantes oclusivos sdo como produtos que contém substancia com
poder oclusivo da superficie da pele, como petrolato ou lanolina, formando uma
camada hidrofébica que impede de forma bidirecional que a 4gua atravesse a barreira
cutanea. Ao impedir a perda de agua tecidual, promovem uma melhora temporaria no
quadro de xerose caracteristico da dermatite atdpica e de desordens eczematosas
relacionadas a idade (ELIAS et al., 2019). A melhora na hidratacdo do extrato corneo
€ capaz de atenuar a inflamacao (DRAELOS et al., 2019; ELIAS et al., 2018), mas, no
entanto, o uso exclusivo de hidratantes oclusivos ndo é capaz de contemplar as
alteracdes bioquimicas que culminam no desenvolvimento da atopia (HEBERT et al.,
2020; ELIAS et al., 2019).

E importante observar também que toda formulacdo de uso tépico com este
objetivo deve ter seu pH ajustado para valores menores que 5, com objetivo de
compensar o aumento de pH da regido inflamada. A reducdo do pH promove, por si
s6, beneficios que incluem a reducdo do quadro inflamatério, melhora da
permeabilidade da barreira e da coeséo celular do SC, bem como da defesa contra
microrganismos (ELIAS et al., 2019).

Estes produtos hidratantes vem sendo cada vez mais comumente
acrescidos de outros compostos vegetais benéficos. Alguns 6leos vegetais, como 0
Oleo de girassol, de milho e cartamo sé&o ricos em acidos graxos essenciais e/ou acido
linoleico. Estes Oleos podem promover a melhora da funcdo de barreira, promover

beneficio nutricionais e reduzir a inflamacdo. A camomila, por exemplo, contém
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substancias anti-inflamatérias como a flavona apigenina, capaz de atenuar os
sintomas da dermatite atépica (ELIAS et al., 2019).

Os lipideos de aplicagédo tépica sao absorvidos rapidamente pelas camadas
mais profundas de células nucleadas e ndo sdo capazes de formar uma camada de
superficie ocludente. Uma vez nestas células, sdo incorporados a novos corpos
lamelares em formacao nos estratos granuloso e espinhoso. Estudos demonstram que
os trés compostos lipidicos essenciais devem estar presentes de forma balanceada
para que a acao hidratante seja benéfica. A inclusdo de ceramidas nas formulacdes
hidratantes, quando realizada de forma isolada, pode piorar o comprometimento da
barreira cutanea ao invés de promover beneficios (ELIAS et al., 2019).

Nos Estados Unidos da América, a organizagdo Food and Drug
Administration (FDA) postula que produtos hidratantes com finalidade terapéutica
sobre a DA devem conter, obrigatoriamente, aveia coloidal em sua composicdo. A
aveia coloidal conttm em sua composicdo uma série de compostos ativos
dermatologicos que ajudam a manter a hidratagdo e melhorar a funcao protetora da
pele, possuindo capacidades anti-inflamatéria, antioxidante, antipruriginosa e
oclusiva, sendo capaz de exercer alivio local (HEBERT et al., 2020).

Outros trabalhos identificaram o potencial do uso de produtos naturais
como ferramenta na abordagem da dermatite atdpica por diferentes mecanismos de
acdo, que perpassam a supressao da condicao inflamatéria, a inducdo de apoptose e
até a prevencdo de infeccfes associadas. Neste sentido, folhas da espécie Coffea
arabica (Rubiaceae) exibiram forte atividade antioxidante associada ao alivio dos
sintomas de dermatite atopica, melhorando a resposta inflamatéria de ceratinécitos
humanos (CHANG et al., 2023). A orquidacea Dendrobium nobile Lindley,
amplamente utilizada na medicina tradicional coreana, demonstrou efeitos anti-
inflamatorios sobre caracteristicas patolégicas e histoldgicas de lesbes analogas a DA
induzidas em camundongos BALB/c, com inibi¢cao de citocinas inflamatorias e redugéo
da expressao de IL-6, dos niveis de IgE, da presenca de infiltrado inflamatorio e da
espessura da derme e epiderme dos animais tratados (HONG et al.,, 2022). Um
produto desenvolvido contendo como ativo o extrato obtido a partir da Anacardiaceae
Mangifera indica, popularmente conhecida como mangueira, demonstrou acao sobre
lesGes de pele atopica reduzindo marcadores inflamatorios como IL-6, TNF-q, e IL-13

e de atividade de células como CD68, enquanto uma formulagdo gel contendo
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naringenina, outro composto natural bioativo, foi reportada com acéo na reducdo do
infiltrado inflamatoério e espessamento da epiderme pele (DAS et al., 2022).

Até o ano de 2022, mais de 40 estudos para desenvolvimento de novos
tratamentos tdpicos visando o controle da doenca estavam em conduc¢éo (KLEINMAN
et al., 2022). O principal objetivo do desenvolvimento de alternativas terapéuticas é o
controle da inflamacdo e do prurido, promovendo melhora da funcédo da barreira
cutanea e reducao dos efeitos adversos reportados em relacéo ao uso de CTs e ITCs
(KLEINMAN et al., 2022; AMBROZEJ et al., 2021; ELIAS et al., 2019).

1.1.9 MASTOCITOS

Os mastdcitos sao células imunes que emergem da medula éssea como
basdfilos e permanecem na circulagdo sanguinea até sofrerem maturagéo, que ocorre
guando atravessam capilares terminais e se estabelecem em tecidos especificos
(ATIAKSHIN et al., 2020; WANG et al., 2020; YANG et al., 2018; CASTRO et al.,
2017), formando populacdes o6rgao-especificas em praticamente todo o corpo
(ATIAKSHIN et al., 2020).

Sao encontrados dentre as células residentes de vérios tecidos,
particularmente observados em topografia perineural ou perivascular (incluindo tanto
vasos sanguineos quanto linfaticos) e em regibes que fazem interface com o meio
externo. Na pele, podem compor até 10% da populagéo de células imunocompetentes
(ATIAKSHIN et al., 2020). Quando atingem a maturacdo celular, podem ser
identificados histologicamente pela habilidade de ligacdo de seus granulos
intracelulares com corantes catibnicos como o azul de toluidina, demonstrando
propriedades de heterocromasia (ATIAKSHIN et al., 2020; YANG et al.,2018;
CASTRO et al., 2017).

Sua migracdo acontece por quimiotaxia ou estimulacdo mecanica
(ATIAKSHIN et al., 2020; YANG et al., 2018). InteracOes entre essas células e
componentes da matriz extracelular parecem ter importancia no processo de migracao
e distribuicdo nos tecidos (WANG et al., 2020; YANG et al., 2020; YANG et al., 2018;
CASTRO et al.,, 2017) onde desempenham importante papel na regulacdo na
homeostase, sendo considerados promissores objetos de estudo da regulacéo
homeostéatica da matriz intercelular (ATIAKSHIN et al., 2020; WANG et al., 2020).
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As caracteristicas funcionais dos mastécitos permitem com que eles atuem
como indutores e reguladores de fungbes béasicas como a homeostase do
microambiente tecidual, ativacdo da imunidade inata ou adaptativa,
desencadeamento e desenvolvimento de reacdes alérgicas e inflamatérias,
angiogénese, cicatrizacdo, proliferacdo celular e outros processos fisiologicos.
Desempenham ainda importante papel na secrecdo de componentes como proteases
e proteoglicanos que participam direta e indiretamente da remodelacdo da matriz
intersticial (ATIAKSHIN et al., 2020; YANG et al., 2018; CASTRO et al., 2017). Estudos
tém notado o aumento do numero de mastécitos quando ha o desenvolvimento de
fibrose, o que tem servido como evidéncia indireta para que a populacdo mastocitaria
seja frequentemente associada com alterac6es na densidade tecidual através da
inducdo de colagénese e manutencao de estagios da fibrinogénese, incluindo sua
participacdo0 em processos patoldégicos que apresentam excessiva formacdo de
componentes da matriz (ATIAKSHIN et al., 2020). O aumento da degranulacéo de
mastocitos durante a cicatrizagcao por segunda intencdo pode estar relacionado com
a persisténcia da fase aguda pela manutencdo da quimiotaxia neste periodo. A
inibicdo da degranulacdo mastocitaria esta associada a uma reducdo no tempo de
cicatrizacdo (CASTRO et al., 2017).

Atiakshin et al. (2020) foram capazes de demonstrar a evidéncia
morfolégica da co-localizacdo de mastdcitos e fibroblastos, o que pode ser um critério
estrutural do efeito regulatorio dos mastdcitos sobre a biogénese de colageno e outras
proteinas intercelulares provenientes da atividade transcricional de fibroblastos e
miofibroblastos. Esta interacdo pode ser observada especialmente em condi¢Bes de
regeneracao tecidual em superficies epiteliais (ATIAKSHIN et al., 2020).

Durante o processo de colagénese da fase de remodelacdo tecidual,
moléculas de colageno deixam o citoplasma do fibroblasto formando aglomerados de
topografia pericelular. Nestas regibes, as moléculas permanecem em arranjos
paralelos, separadas por moléculas de agua. Um aumento do pH aumenta as
interacdes hidrofébicas culminando na formagdo de microfibrilas sem alterar a
orientagcao molecular inicial (ATIAKSHIN et al., 2020).

A localizacdo préxima de mastécitos pode estar envolvida com a
participacdo de proteoglicanos mastocitarios na elongacdo e espessamento das
fibrilas de colageno. A degranulacdo destes pode desencadear a sinalizacéo

molecular daquele microlocus, e o0s granulos provenientes podem agir como
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nucleadores para iniciar a polimerizacdo de moléculas de colageno no processo de
fibrinogénese (ATIAKSHIN et al., 2020).

Proteinas de superficie presentes na membrana de fibroblastos s&o
responsaveis por mediar sua interagdo com mastécitos. A ligacdo entre as duas
células desencadeia a ativacdo de ambas em sequéncia e degranulacdo mastocitaria
como resposta imediata. Uma vez degranulado, o mastoécito disponibiliza substancias
ativadoras de fibroblastos como histamina, triptase, quimase, interleucinas e TGF-3.
Em sequéncia ocorre a producédo de IL-4 e -13 pelos mastdcitos ativados, induzindo a
proliferacéo dos fibroblastos (ATIAKSHIN et al., 2020).

Estas células também tém sido correlacionadas como mediadores chave
no desencadeamento de respostas IgE mediadas em casos de hipersensibilidade e
alergias (WANG et al., 2020). Em individuos com DA, as células mastocitarias sao
encontradas em maior numero e também em topografia alterada, podendo ser
observados em grande proximidade com a epiderme e até mesmo infiltrados nessa
camada. Também podem ser encontrados em degranulacdo em feixes nervosos
guem contém substancia P (YANG et al., 2020).

A ativacdo de mastocitos por IgE desencadeia a liberacdo de varios tipos
de mediadores quimicos, que resulta no recrutamento de células imunes para a pele.
Citocinas liberadas por linfocitos Th2, como IL-4 e IL-13 s&o responsaveis também por
desencadear a sintese de IgE e a ativacdo de células T CD4+ em novos linfocitos Th2.
Estas interleucinas foram encontradas aumentadas nos niveis séricos e na pele da
maioria dos pacientes com dermatite atopica (WANG et al., 2020).

Os mastécitos da pele também produzem IL-31, que age como agente
pruritogénico e sensibiliza fibras nervosas, podendo induzir seu alongamento (WANG
et al.,, 2020; YANG et al.,, 2020). Em individuos atdpicos, os mastdcitos liberam
preferencialmente triptase em lugar de histamina. A triptase mastocitaria cliva e ativa
seu receptor ativado por protease (PAR-2), cuja expressao acontece em nervos
sensoriais primarios e ceratinécitos. Isso implica no envolvimento aumentado da via
de ativagao triptase/PAR-2 na pele de individuos atépicos (WANG et al., 2020).

Ha evidéncias de que os mastécitos e células neurais formem unidades
operacionais (WANG et al., 2020; YANG et al., 2020). Segundo alguns autores, a
proximidade topogréfica destas células em varias alteracdes epiteliais encontradas
em pacientes com DA sugeriu uma intensa comunicagdo, principalmente em

comparacao com a pele de individuos saudaveis (YANG et al., 2020). As associacdes
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entre mastoécitos e fibras neurais sdo predominantemente positivas para substancia
P. Este mediador é capaz de ativar os mastocitos através do receptor NK1, e a
liberacdo de TNF-a promove a estimulagcdo de terminais neurais. Esses achados
demonstram que o prurido caracteristico da DA esta direta e indiretamente

relacionado com a atividade mastocitaria nestes individuos (WANG et al., 2020).

1.2 O MODELO ANIMAL

Baseado em estudos prévios, Back et al. (2012) foram capazes de
desenvolver um modelo animal de inducdo de dermatite atopica a partir da
administracdo de capsaicina em ratos neonatos. Em estudos anteriores e em
conformidade com outros pesquisadores, os autores observaram que a aplicacao
subcutdnea neonatal de capsaicina induz o aparecimento de lesBes cutaneas
duradouras e ocasionalmente recorrentes na regidao dorsal dos animais tratados, de
desenvolvimento relacionado a respostas comportamentais de prurido e a um quadro
complexo que associa a disrup¢do cutanea a alteracdo da natureza da resposta
imune, desordens neuroldgicas e dermatologicas (BACK et al., 2012).

No modelo descrito, uma aplicacdo subcutanea de capsaicina € realizada
dentro das primeira 48 horas de vida de ratos machos. Esta aplicacédo é responsavel
por desencadear 0 aparecimento de lesdes cutaneas histopatolégica e
imunologicamente semelhantes aquelas observadas em pacientes com dermatite
atopica, envolvendo o aumento persistente do niumero de mastdcitos infiltrados na
derme, dos niveis de IgE sérica e da expresséo de IL-4. O aparecimento dos sinais
clinicos se da a partir da terceira semana de vida, apés o desmame dos animais. O
aumento dos niveis de IL-4 pode ser observado a partir da primeira semana apés o
tratamento com capsaicina, enquanto o aumento de IL-13 ocorre mais tardiamente,
sugerindo que o desenvolvimento da dermatite atopica induzida pela aplicacdo de
capsaicina seja dependente de IL-4 (BACK et al., 2012).

A aplicacao neonatal de capsaicina também induz a disrupcéo da barreira
cutanea, manifestada por hiperplasia epitelial e deficiéncia de proteinas estruturais.
Andlises de imunorreatividade para FLG mostram a expressdo génica para esta
proteina completamente abolida antes e depois do aparecimento das lesdes, o que
mimetiza a mutacdo no gene FLG observada em alguns pacientes de DA. A completa

inibicdo da imunorreatividade para esta proteina neste modelo parece ser responsavel
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pelo aumento da perda de agua transepidérmica e da consequente reducdo da
hidratacdo cutanea observadas nos animais induzidos (BACK et al., 2012).
Posteriormente, Kim et al. (2019) observaram que 0 processamento
proteolitico de FLG e corneodesmosina sofre alteracdes quando da aplicacdo de
capsaicina. O processamento de profilagrina e corneodesmosina envolve uma série
de enzimas proteases cuja funcionalidade apropriada também é necessaria (YSHIDA-
YAMAMOTO & IGAWA, 2014). O tratamento neonatal com capsaicina é capaz de
promover a desregulacéo de proteases epidérmicas como a matriptase e as KLKs, o
que altera a protedlise das proteinas estruturais FLG e corneodesmosina de forma
modulada pelo estado de maturacdo do tecido epidérmico que ocorre apds o
nascimento (KIM et. al, 2019), e este processo proteolitico alterado parece ser o
responsavel pelo desenvolvimento das altera¢des cutaneas. Como se pode observar
na Figura 6 a seguir, o estudo imuno-histoquimico para identificacdo de FLG
demonstra auséncia desta proteina nas idades de 3 e 6 semanas de vida na pele ndo-
lesional dos animais tratados com capsaicina quando neonatos, em comparagao com

animais tratados apenas com veiculo (BACK et al., 2012).

Vehicle-treated Cap-treated
3w

Dermis  Epidermis

Dermis Epidermis
]
iy
: 4.\ |
A
{; /
¥

Dermis Epidermis
Dermis  Epidermis

Figura 6. Avaliagdo imuno-histoquimica para filagrina em animais nao-induzidos (Vehicle-
treated) e induzidos (Cap-treated) com aplicacdo neonatal de capsaicina.
Os numerais seguidos de “W” representam as semanas de vida.
Fonte: Back et al., 2012
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De forma concomitante, a perda de funcéo da barreira epidérmica também
pode ser resultante da perda de fibras peptidérgicas. E possivel que a inflamacdo
neurogénica causada pela liberacdo de neuropeptideos apds a aplicacdo de
capsaicina esteja relacionada com a reducao expressiva e aparentemente irreversivel
no numero de fibras nervosas periféricas dos animais tratados (BACK et al., 2012).

Este modelo animal também apresenta elevados niveis de fator de
crescimento neural (NGF) na pele (BACK et al., 2012). Este peptideo € um importante
mediador de reparacdo e manutencdo de fibras periféricas responsaveis pela
inervacdo cutanea. Outros autores sugerem que haja participacdo de NGF no
desenvolvimento da DA, demonstrando correlacdo entre o aumento da inervacao
cutanea e dos niveis de séricos e topicos de NGF com a severidade dos sintomas
(YAMAGUCHI et al., 2009).

A combinacdo destas alteracBes configura uma alteracdo da barreira
cutdnea que aumenta os riscos de exposicao a alérgenos e patdégenos e precede o
desenvolvimento clinico da dermatite neste modelo. Analogamente, os animais
tratados com capsaicina apresentam infeccado por microrganismos patogénicos como

S. aureus, independentemente da presenca de sinais clinicos (BACK et al., 2012).

A pele do rato

A pele do rato ndo possui diferencas significativas em relagdo a sua
funcionalidade quando comparada com a pele humana. E similarmente estruturada
em camadas celulares de origem mesodérmica e ectodérmica. Possui sistemas
enzimaticos similares, embora ndo compartilhe de todas as enzimas que a espécie
humana possui, e algumas apresentem atividade diferente, o que requer cuidado na
interpretacdo de resultados bioquimicos quando utilizada como modelo de estudo de
doencas cutaneas (NICZYPORUK, 2018).

Algumas diferencas chamam a atencdo quando comparamos as duas
espécies. No rato, ha uma estrutura fibrosa ausente na pele humana localizada na
camada mais profunda do tecido subcutdneo, formada por pequenos feixes de
colageno suspensos em tecido conectivo permeado por vénulas e nervos, de
consisténcia mucosa, que recebe o nome de estrato fibroso. Outra camada inexistente
na pele humana € o paniculo carnoso, uma camada muscular localizada abaixo do

estrato adiposo. Este ultimo, no rato, ndo possui limite bem definidos, e sua estrutura
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€ mais frouxa que a derme (NICZYPORUK, 2018).

Outra diferenca pode ser notada em relacédo a producéao de pigmento, que
acontece proximo ao bulbo do pelo e ndo na camada basal da epiderme, como em
seres humanos. O estrato espinhoso, bem demarcado na pele humana, néo é tao
evidente na epiderme do rato. As células dessa regido tém forma poligonal e se
aderem umas as outras formando um padrédo frouxo, distantes entre si. Em relacdo a
epiderme, o rato possui um estrato granuloso claramente definido, que acompanha
toda a superficie da pele (NICZYPORUK, 2018).

Localizacdo das lesGes

Consideracdes especiais foram feitas nos trabalhos que descrevem este
modelo a respeito da localizacdo das lesGes nos animais submetidos ao tratamento
com capsaicina. Segundo Carrillo et al. (1998), as lesdes se distribuem seletivamente
em regides amplamente inervadas e vascularizadas da cabeca e pescoco. Os locais
mais acometidos pelas lesbes sdo de inervacdo do nervo trigémeo, que contém
expressivo numero de fibras sensiveis a capsaicina (CARRILLO et al., 1998; KIM et
al., 2019). Thomas et al. (1994) também consideram o fato de que o sistema nervoso
associado a face tende a amadurecer primeiro que outras regides sensoriais, 0 que
pode ajudar a proteger as por¢des caudais do animal dos efeitos neurotdxicos da
aplicacdo de capsaicina (KIM et al., 2019). O acesso as regides de face e pescoco
pelas patas dianteiras para manifestacdo do comportamento de se cocar também
pode estar relacionado com a localizacdo rostral das les6es (BACK et al., 2012).

A aplicacdo subcutanea de capsaicina em ratos neonatos desencadeia
manifestacdes cutaneas apoés o inicio da maturacao epidérmica. A especulagéo sobre
o modelo de dermatite atépica induzido por capsaicina pode se justificar, em parte,
pelo atraso do aparecimento dos sinais clinicos, que ocorre diferentemente dos efeitos
imediatos do uso de capsaicina como alternativa de tratamento de dermatite atdpica.
Estudos sobre este modelo animal objetivaram elucidar este fato sob diversos
aspectos (KIM et al., 2019).

Neonatos sao individuos estrutural e funcionalmente imaturos, e € comum
nos mamiferos que alguns o&rgdos continuem seu desenvolvimento apds o
nascimento, principalmente durante o primeiro ano de vida. Estimulos que ocorrem no

periodo pos-natal exercem influéncia sobre a maturacdo destes tecidos e sistemas,
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podendo causar alteracGes prejudiciais e aumentar a susceptibilidade do individuo a
diferentes doencas. Tanto o sistema nervoso quanto o tecido epidérmico dos neonatos
sofrem maturacdo apds o nascimento. Isto parece ser relevante na resposta a
aplicacdo subcutanea de capsaicina, uma vez que os efeitos observados sdo mais
proeminentes em animais tratados quando neonatos (KIM et al., 2019).

Durante este periodo, as zonas de pele glabra e pilosa sofrem intenso
desenvolvimento em conjunto com suas respectivas estruturas anexas, cCOmo
glandulas sebaceas, musculos piloeretores e foliculos pilosos (CARRILLO et al., 1998;
KIM et al., 2019). Este crescimento esta condicionado a uma série de fatores, como a
disponibilidade nutricional, acdo hormonal e de fatores de crescimento, inervagao
sensorial e autbnoma. E possivel que a neurotoxicidade sobre as fibras neurais
periféricas sensiveis a capsaicina seja compensada pela imaturidade dessas
estruturas (CARRILLO et al., 1998).

O sistema nervoso do animal neonato pode ndo ser maduro o suficiente
para identificar ou mesmo responder aos estimulos pruritogénicos com um
comportamento intenso de se cocgar. Alternativamente, este comportamento pode
depender da reorganizacdo do sistema nervoso apds o efeito neurotdxico causado
pela capsaicina, o que pode explicar o intervalo entre a aplicacdo do farmaco e o
desenvolvimento das lesées enquanto esta reorganizacao se estabelece (CARRILLO
et al., 1998; KIM et al., 2019). Durante o periodo de desenvolvimento pds-natal das
estruturas que compdem o sistema tegumentar, a proporcao de células neurais que
expressam os receptores TRPV1 na raiz dorsal ganglionar sofre aumento até os 20
dias de vida em um rato neonato (KIM et al., 2019).

Apesar do periodo refratario que antecede o aparecimento das lesdes nos
animais tratados com capsaicina enquanto neonatos, que dura aproximadamente da
32 a 42 semana de vida, outras alteracdes observadas neste periodo sugerem que o
desequilibrio do tecido tegumentar promovido pela disfuncéo das células sensiveis a
capsaicina que expressam o receptor TRPV1 é seguido de eventos compensatorios
que promovem o desenvolvimento dos sintomas observados (BACK et al., 2012).

Outro alvo de especulacdo que pode ser responsavel pela manifestacao
tardia das lesdes foi proposto por Kim et al. (2019). Os autores especulam que a
aplicacdo de capsaicina tenha efeito sobre um fator intrinseco da epiderme,
possivelmente o receptor ligado a proteina G Lgr6 responsavel pelo desenvolvimento

epidérmico pds-natal (KIM et al., 2019). O receptor Lgr6 é uma proteina receptora
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acoplada a proteina G contendo repetices ricas em leucina. Durante a maturacao do
tecido cutaneo pos-natal ocorre a expressao deste receptor, que € tido como um
marcador de células-tronco adultas responsaveis pela renovacao de estruturas como
glandulas sebaceas. Sua expressdo se distribui pela epiderme de neonatos e
concentra-se no istmo de foliculos pilosos em aproximadamente 2 semanas apos 0
nascimento. Em ratos adultos, as células expressoras de Lgr6 podem se diferenciar
em qualquer componente cutaneo, incluindo foliculos pilosos. A aplicacdo de
capsaicina desencadeia expressao persistente de receptores ligados a proteina G
Lgr6 na epiderme interfolicular por até 6 semanas pds-natais. Ratos néo tratados com
capsaicina tem esta expressdo reduzida a partir da 32 semana, 0 que sugere uma
alteracdo no desenvolvimento epidérmico causada pela capsaicina (KIM et al., 2019).

Animais mais velhos tratados com capsaicina de forma subcutanea
apresentam sintomatologia mais rapida, porém menos intensa e duradoura, de forma
inversamente proporcional a idade de tratamento. A proteélise de corneodesmosina
também segue este padrao (KIM et al., 2019).

Além destes fatores, € interessante pontuar que o comportamento natural
da espécie demonstra que os habitos de autolimpeza e de arranhadura se exacerbam
naturalmente quando estes animais atingem a maturidade, o que também poderia

estar relacionado com desenvolvimento tardio das lesdes (CARRILLO et al., 1998).

1.2.1 CAPSAICINA: CARACTERIZACAO QUIMICA, ESTRUTURA MOLECULAR,
ORIGEM E ANALOGOS

Capsaicina (8-metil-N-vanilil-1,6-nonamida) € um alcaloide cristalino,
lipofilico e desprovido de cor ou aroma, que caracteriza 0 composto primario e mais
abundante do grupo dos capsaicinoides, uma familia de compostos que possuem
semelhancas estruturais e biolégicas, responsaveis pela pungéncia e sabor das frutas
das plantas do género Capsicum (FATTORI et al., 2016; REYES-ESCOGIDO et al.,
2011; NELSON e DAWSON, 1923).

Foi descrita em 1919 (NELSON, 1919) apds ter sido cristalizada pela
primeira vez em 1876, quando foi nomeada (THRESH, 1876). Sua férmula molecular
€ CisH27NOs, disposta em um anel aromatico e uma cadeia hidrofébica unidos por
uma ligacdo amida (FATTORI et al., 2016; REYES-ESCOGIDO et al., 2011). Sao

conhecidos mais de vinte capsaicinoides, sendo todos eles uma amida formada pela
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condensacao de acidos graxos e vanililamina (REYES-ESCOGIDO et al., 2011). A
capsaicina corresponde a aproximadamente 80% dos capsaicinoides presentes nas
pimentas, dos quais € o composto mais potente (FATTORI et al., 2016).

Enquanto a regido do anel de benzeno é a responséavel pela atividade e
pungéncia comum a todos os capsaicinoides, o numero de cadeias laterais de carbono
e a presenca ou ndo de insaturacOes caracterizam os diferentes compostos deste
grupo, que sao naturalmente biossintetizados através da reacdo enzimatica de uma
capsaicina sintase (REYES-ESCOGIDO et al., 2011). No fruto, se encontram
principalmente ao redor do tecido placentario, o que esta diretamente relacionado as
suas funcdes biolégicas ligadas a germinacdo das sementes e protecdo contra
parasitas (FATTORI et al., 2016).

Devido a sua estrutura fendlica apolar, estes compostos sao insolUveis em
agua. Para extrair e manter as propriedades da capsaicina é necessario a preparagao
em solventes apolares como éter ou benzeno, além de também ser solubilizada em
etanol (FATTORI et al., 2016; REYES-ESCOGIDO et al., 2011).

1.2.2 APLICACAO FARMACOLOGICA

Embora a utilizacdo das propriedades da capsaicina seja relatada na
medicina popular no tratamento de doencas infecciosas, alivio da dor e conservagéo
de alimentos (FATTORI et al., 2016; VELOSO, 2014), os estudos cientificos a respeito
de suas atividades se intensificaram apenas no final do século passado (REYES-
ESCOGIDO et al., 2011).

Vérios estudos tém demonstrado que o grupo dos capsaicinoides, em
particular a capsaicina, exerce acao seletiva sobre canais TRPV1 mediando respostas
nervosas GABAérgicas e glutamatérgicas (FERREIRA et al., 2020; ZHANG et al.,
2020), aléem de promover respostas celulares a partir da sua interagcdo com
biomembranas (FERREIRA et al., 2020; HANSON et al., 2015). Esta relacionada a
efeitos anticancerigenos (FERREIRA et al., 2020; WEBER et al., 2016), hipertensivos,
hiperalgesia inflamatéria, regulacdo da homeostase de glucose (FERREIRA et al.,
2020), no tratamento de sindromes dolorosas e dores neuropaticas (FERREIRA et al.,
2020; FATTORI et al., 2016; CABEZON-GUTIERREZ et al., 2020), atuante na reducéo
da acumulacéo lipidica, estimulante do metabolismo energético e antiobesogénico
(WANG et al., 2020; FATTORI et al., 2016).
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Apesar de apresentar efeito irritante quando aplicada sobre a pele, a
capsaicina também é empregada com o0 objetivo de promover nocicepcdo em
condi¢bes de dor neuropatica (FATTORI et al., 2016). Esta molécula e seus anélogos
sdo utilizados em formulacbes tdpicas para tratamento de sindromes dolorosas
relacionadas a osteoartrite e artrite reumatoide, neuropatia diabética, neuralgia pés-
herpética e quadros de dor musculoesquelética (REYES-ESCOGIDO et al., 2011).

Estudos clinicos em humanos apontaram que sua absor¢cdo é rapida
gquando administrada topicamente, possuindo meia vida aproximada de 24 horas
(REYES-ESCOGIDO et al., 2011). Estudos in vitro realizados com pele humana
demonstraram que a biotransformacdo da molécula ocorre de forma lenta e apenas
uma pequena fracdo € metabolizada em vanililamina e &cido vanilico (CHANDA et al.,
2008; REYES-ESCOGIDO et al., 2011).

Uma avaliagcdo farmacocinética demonstrou 94% de absorcdo quando
administrada via oral, atingindo concentracdo maxima no sangue, figado, rins e
intestinos apdés 1 hora de administracdo e sendo indetectavel apés 4 dias (REYES-
ESCOGIDO et al., 2011). Seu metabolismo ocorre via hepatica e € aparentemente
similar no cdo, no rato e em seres humanos, com a formacéo de trés metabdlitos
identificados: 16-hidroxicapsaicina, 17-hidroxicapsaicina e 16,17-hidroxicapsaicina
(CHANDA et al., 2008). Sua excrecédo ocorre principalmente via renal, enquanto uma
pequena fracdo de moléculas ndo metabolizadas também € excretada nas fezes
(CHANDA et al., 2008; REYES-ESCOGIDO et al., 2011).

1.2.3 MECANISMO DE ACAO

Via canal receptor de potencial transitério vaniloide subtipo 1 (TRPV1)

A capsaicina se liga seletivamente a um receptor de membrana celular
presente em uma importante populacdo de nervos sensoriais aferentes, inicialmente
chamadas de “fibras aferentes sensiveis a capsaicina” (ELOKELY et al., 2016). Estes
receptores foram identificados e clonados por Caterina et al. (1997), e entéao
chamados VR-1. Estudos posteriores identificaram a molécula receptora de ligacéo
da capsaicina como sendo um canal receptor de potencial transitério vaniloide subtipo
1 (TRPV1). Os receptores TRPV1 estdo associados a um canal de cations que pode

ser ativado por calor nocivo, prétons e compostos vaniloides como a capsaicina
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(CATERINA et al.,, 1997; ELOKELY et al., 2016) ou seu ultra-potente agonista
resiniferatoxina (RTX). Estes receptores também estdo envolvidos em processos de
hiperalgesia inflamatoria (DAVIS et al., 2000).

A sensacdo dolorosa provocada pela capsaicina é um mecanismo TRPV1
dependente. Por este motivo e, de forma significante, a capsaicina e seus analogos
tém sido considerados uma importante ferramenta no estudo da fisiopatologia da dor
e de sindromes dolorosas, possibilitando a expansado do entendimento sobre a
complexidade das rotas de nocicep¢ao (HANSON et al., 2015; ELOKELY et al., 2016;
FATTORI et al., 2016).

Os canais receptores de potencial transitério (TRP) sdo um grande grupo
de moléculas responsaveis pela deteccdo e transducdo de estimulos sensoriais
nociceptivos (ELOKELY et al.,, 2016). Também s&o envolvidos na regulacdo da
homeostase ibnica, pois atuam como canais de cations ndo-seletivos, distribuidos em
diversos tecidos onde sdo expressados nos terminais livres de fibras neurais
nociceptivas e também na pele (ELOKELY et al., 2016). Nos mamiferos, séo divididos
em 6 subfamilias, cada qual ativada pela ligacdo com diferentes moléculas como
mentol, canfora, mostarda e capsaicina (HANSON et al., 2015; ELOKELY et al., 2016).
Os receptores da subfamilia dos vaniloides do tipo 1 (TRPV1) sdo expressos de forma
abundante nos terminais livres de nervos sensoriais de fibras aferentes do tipo C e
Ad, cuja estrutura é organizada simetricamente ao redor de um poro central
(ELOKELY et al., 2016).

Os receptores TRPV1 estdo envolvidos com o registro de sensacodes
dolorosas e podem ser ativados via fosforilagdo de proteinas quinases em seu
terminal-N (CATERINA et al., 1997), o que pode ser desencadeado por uma série de
mediadores de algesia e inflamacéo: temperaturas acima de 43°C, acidificagéo do pH
externo, alteracbes osmoticas extracelulares, mediadores enddgenos como
bradicinina e anandamida, metabdlitos do acido araquidénico, toxinas de aranhas e
aguas-vivas e a ligacdo com moléculas vaniloides, como o0 potente agonista
resiniferatoxina e, de forma menos potente, a capsaicina (FERREIRA et al., 2020).

A ativacao dos receptores pela capsaicina acontece atravées da ligagdo da
sua regido aromatica (ou vaniloide) com o do receptor vaniloide (FATTORI et al., 2016;
ELOKELY et al., 2016). Uma vez ativado, o TRPV1 promove um rapido influxo de
cations como Na+ e Ca’+. Subsequentemente, essa ativacdo modula a liberagdo de

segundos mensageiros e altera a fisiologia de outras organelas intracelulares, como
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mitocondrias (FERREIRA et al., 2020). Por ser um canal i6bnico que esta distribuido
principalmente em células neurais, como fibras do nervo trigémeo e na raiz dorsal de
neurdnios ganglionares (FATTORI et al., 2016), a ativacdo de canais TRPV1 pela
capsaicina promove o aumento do influxo de ions nessas regides, reduzindo seu limiar
de ativacdo termossensorial (SHARMA et al., 2013), e ativa o centro de controle
térmico central, o que é responsavel pela sensacéo de calor experimentada apds seu
consumo (FERREIRA et al., 2020).

Receptores TRPV1 também estdo amplamente expressados em
ceratindcitos. Quando ativados, promovem a liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios no local (SHARMA et al.,, 2013). De modo interessante, aplicacbes
repetidas de capsaicina resultam em degeneracéo de fibras autbnomas, o que culmina
na reducdo da sensacéo dolorosa (CABEZON-GUTIERREZ et al., 2020; SHARMA et
al., 2013). Recentemente, estudos clinicos utilizando aplicacdes topicas de capsaicina
tém demonstrado seu potencial de acdo no tratamento de estimulos dolorosos
variados, em especial a dor neuropatica (CABEZON-GUTIERREZ et al., 2020;
FERREIRA et al., 2020). Além destes dados, outro estudo demonstrou que aplicacbes
topicas de capsaicina 0.025% exercem moderado efeito supressivo na liberacéo de
histamina e substancia P, bem como na reduc¢éo de prurido mediado pela ativacao de
receptores via proteinase (SHARMA et al., 2013).

Aparentemente, a capsaicina desempenha sua a¢ao analgésica através de
uma cascata de eventos que culminam com a perda de fungéo das fibras nociceptivas
(SHARMA et al., 2013). ApGs sofrer ativagdo via capsaicina, o receptor TRPV1 entra
em estado refratario prolongado, sofrendo dessensibilizacdo e se tornando resistente
a estimulos mecanicos, térmicos, algésicos e pro-inflamatérios (FATTORI et al., 2016;
ELOKELY et al., 2016). A nivel molecular, este estado € resultante do fechamento do
canal de calcio cuja conformacao é calcio-dependente, e desfosforilacéo via fosfatase
(SHARMA et al., 2013).

Sob excitagdo, TRPV1 libera neuropeptideos sensoriais em niveis dose-
dependente de capsaicina. ApOs esse estado, um bloqueio no transporte de
substancia P e somatostatina nos neurbnios sensoriais inibe a producao
compensatoria destes neuropeptideos, que culmina com a deplecéo destes (FATTORI
et al., 2016; SHARMA et al., 2013). De forma complementar, além do esgotamento de
neuropeptideos, esta perda de funcdo parece envolver a perda de potencial de

membrana, perda da capacidade de transporte de fatores neurais e uma retracao
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reversivel de fibras nervosas terminais presentes na derme e epiderme (SHARMA et
al., 2013). A inviabilizacdo de neurdnios aferentes causada pela estimulacdo de
receptores TRPV1 promove alteragbes funcionais e fenotipicas em toda a estrutura
neural a longo prazo (SHARMA et al., 2013).

Os mecanismos envolvidos na degeneracdo celular provocada pela
capsaicina ainda néo foram completamente elucidados. Estudos sugerem que ocorra
inducdo de apoptose celular tanto via ativacao da caspase 9 (SHARMA et al., 2013;
FATTORI et al., 2016) quanto relacionada a alteragcdo de permeabilidade da
membrana mitocondrial (FERREIRA et al., 2020; SHARMA et al., 2013) e ao aumento
de espécies reativas de oxigénio (FERREIRA et al., 2020).

O incremento de célcio intracelular resultante da ativacdo dos canais
TRPV1 parece resultar na perda de fungcdo mitocondrial. A alteracdo metabdlica
proveniente desta disfuncéo pode provocar alteracdes na estabilidade da membrana
plasmatica, causando o colapso do terminal nervoso (SHARMA et al., 2013). Ja foi
demonstrado que a capsaicina desencadeia neurotoxicidade em neurdnios aferentes
e seus prolongamentos nos terminais nervosos sensoriais, provocando excitacao,
dessensibilizacdo e levando a destruicdo de fibras nervosas que prejudicam a
nocicepcao provocada por agentes quimicos e a neurotransmissao sensorial de
temperatura (FERREIRA et al., 2020; FATTORI et al., 2016; SHARMA et al., 2013).

Via interacdo com a membrana lipidica celular

O canal-receptor TRPV1 € uma proteina integral transmembrana capaz de
ser ativado pela ligacdo com a capsaicina que é, por sua vez, uma molécula alcaloide
lipofilica. Isto sugere que outras interacdes envolvendo membranas lipidicas possam
mediar seus efeitos no organismo. Neste sentido, estudos demonstraram atividades
relacionadas a capsaicina que ocorrem de maneira independente a ativacdo destes
receptores (FERREIRA et al., 2020; HANSON et al., 2015).

Diferentes ensaios envolvendo métodos como calorimetria, difracdo de
raios-X e espectroscopia demonstraram alteragbes na fluidez de membranas
plasmaticas causadas pela capsaicina. Aparentemente a capsaicina ocupa o espacgo
entre as interfaces agua-lipideo, provocando uma alteracdo estrutural na
biomembrana. (FERREIRA et al., 2020). Estudos biofisicos foram capazes de

demonstrar efeitos como a formacao de poros, alteracao da temperatura de transicao
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de fase lipidica e aumento da fluidez da bicamada (HANSON et al., 2013). A nivel
molecular, a distribuicdo das moléculas de capsaicina na bicamada lipidica se da
alinhando os grupos aromaticos da molécula aos grupos carbonila dos lipideos
(HANSON et al., 2013; DAVIS et al., 2000).

Foi demonstrado que a elevacao dos niveis de calcio intracelular promovida
pela capsaicina ocorre através da mobilizacdo de reservatérios intracelulares e de
forma independente da concentracdo de célcio extracelular e da ativacdo de canais
TRPVL1. A capsaicina também possui acdo na cadeia respiratoria. Isso se da a partir
da ligacdo com complexos presentes na membrana mitocondrial, bloqueando o
transporte de elétrons, aumentando a permeabilidade e alterando o potencial de
membrana das mitocondrias, além de induzir a translocagdo de proteinas proibitinas
da membrana para o nucleo destas organelas (FERREIRA et al., 2020).

Uma série de outros estudos demonstram o efeito citotoxico mediado pela
sua interacdo com mitocondrias, envolvendo o aumento dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (ROS), inducdo a apoptose via citocromo C, ativacdo de
caspases e clivagem de poli-ADP-ribose polimerase (PARP), reducéo dos niveis de
glutationa e da expressdo dos genes Bcl-2, que regulam a permeabilidade da
membrana mitocondrial externa e podem desempenhar funcéo pro- ou antiapoptotica
(FERREIRA et al., 2020). De forma complementar, Skrzypski et al. (2014) relatam a
reducdo dos niveis de ROS, sendo sua formacéo independente do efeito citotoxico da
capsaicina, mas das alteragdes mitocondriais (FERREIRA et al., 2020; SKRZYPSKI
et al., 2014).

Um estudo recente demonstrou que a capsaicina também é capaz de
modular a transmissao sinptica através de mecanismos pré- e poés-sinapticos. Os
autores Thakre e Bellingham (2019) e Ferreira et al. (2020) encontraram resultados
de transmissdo sinaptica excitatoria para capsaicina mesmo na presenca de
antagonistas TRPV1, o que sugere que a excitagdo via glutamato n&o requer a
ativacdo destes receptores. Os autores também sugerem que a capsaicina pode
reduzir a amplitude e a frequéncia de correntes poés-sinapticas inibitérias de
transmissao mediadas por glicina, que € um neurotransmissor inibitério de sinapses
glutamatérgicas envolvido com o mecanismo de dor neuropética (FERREIRA et al.,
2020; THAKRE & BELLINGHAM, 2019).

Outras evidéncias apontam que a capsaicina pode ter efeitos sobre a

sensibilidade de nociceptores baseado na acao inibitéria sobre canais de potassio
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voltagem-dependentes, cuja regulacdo esta envolvida em mecanismos de dor
neuropatica e dor inflamatoria (FERREIRA et al., 2020; YANG et al., 2014). Além
disso, a capsaicina exerce efeito inibitorio sobre a agregacao plaquetéria e associado
a alteracdes de fluidez de membrana destas (FERREIRA et al., 2020).

1.2.4 APLICACAO CUTANEA

A capsaicina € um composto neurotoxico que possui acdo seletiva em
fibras-C sensoriais desmielinizadas, causando ablacdo neural (NAGY et al., 1983). O
tratamento neonatal de roedores com aplicagcbes de capsaicina foi comumente
utilizado para investigar a funcdo de nervos sensoriais (MINAMI et al., 1999; LYNN,
1992), e culmina em uma denervacao permanente com 80-90% de reduc¢éo dos niveis
teciduais de peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e de substancia P
(JANCSO et al., 1977; HOLZER et al., 1982; HOLZER, 1991; NAGY et al., 1981).

A aplicacdo subcutanea de capsaicina em animais neonatos € responsavel
pela destruicdo de fibras C de nervos aferentes primarios, resultando em denervagéo
periférica aferente (CARRILLO et al., 1998; HIURA et al., 2000). Como as fibras C séo
responsaveis pela transmisséo de impulsos nociceptivos, esta aplicacdo termina por
promover um estado de hipoalgesia que vem sendo estudado para elucidacdo e
tratamento de uma série de sindromes dolorosas (FATTORI et al., 2016).

Estudando estes efeitos, Thomas et al. (1994) relataram que manifestacdes
de dermatite, prurido e lesGes cutaneas superficiais podem ser induzidas através da
aplicacao subcutanea de capsaicina em animais neonatos. Posteriormente, Carrillo et
al. (1998) identificaram que este tratamento promoveu o desenvolvimento de lebes
cutaneas transitérias a partir da terceira semana de vida em animais com e sem
presenca de colar protetor, concluindo que estas lesdes sdo desencadeadas por
disturbios tréficos e estruturais do epitélio, e ndo somente pela leséo fisica provocada
pelo ato de se cocar do animal.

A sensacdo de prurido € dependente de nervos sensoriais sensiveis a
capsaicina (LOTTI et al., 1994; KIM et al., 1999). Mihara et al. (2004) confirmaram a
destruicdo dos nervos sensoriais periféricos sensiveis a capsaicina quando da
aplicacdo neonatal desta substancia e demonstraram que estes receptores
possivelmente exercem importante papel no desenvolvimento do prurido em quadros

de dermatite atépica em modelos. Avaliando a resposta de animais NC/Nga (NC)
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submetidos e ndo submetidos a aplicacdo subcutadnea de capsaicina nos primeiros
dias de vida, os autores observaram que 0s animais tratados responderam com
elevada inibicdo do comportamento de se cocgar, enquanto 0s animais néo tratados
apresentaram aumento gradativo do prurido. ISso sugere que o comportamento de se
cocar € oriundo da atividade de fibras sensiveis a capsaicina e tem papel agravante
mais do que desencadeador das condicfes alérgicas dos animais.

Banvolgyi et al. (2005) observaram um aumento na reacdo de dermatite de
contato em animais que sofreram deplecado quimica e genética dos receptores TRPV1,
0 gque sugere que 0 componente neurogénico associado aos neurbnios sensiveis a
capsaicina possa exercer acdo moduladora no sentido de reduzir a hipersensibilidade
cutanea e possivelmente influenciar o estado imune da pele ao promover a auséncia
de neuropeptideos anti-inflamatoérios.

A supressdo de TRPVL1 nas fibras nervosas pode estar envolvida com a
inibicdo da liberacdo de neuropeptideos, contribuindo para a reducéo da inflamacéo
na derme e da ativacéo neurogénica (BANVOLGY! et al., 2005; YUN et al., 2011). Os
receptores TRPV1 parecem estar relacionados a sinalizagdo de prurido, e seu
bloqueio causa reducédo do comportamento de se cocar (YUN et al., 2011).

De forma analoga, Yun et al. (2011) demonstraram que a acdo antagonista
da capsazepina nos receptores TRPV1 acelera a recuperacdo da barreira cutanea
danificada, inibindo o desenvolvimento de sintomas relacionados a dermatite atopica
como o aumento dos niveis séricos de IgE, degranulacdo de mastdcitos, inflamacao
cutanea e prurido (YUN et al., 2011). Anteriormente, Denda et al. j& haviam sugerido
gue a ativacao dos canais receptores TRPV1 presentes em ceratindcitos pudesse
estar relacionada a disrupcdo da barreira cutdnea (DENDA et al.,, 2007). Estes
trabalhos evidenciam a importancia da ativacéo dos receptores TRPV1 na ocorréncia
de danos a barreira cutanea e o potencial terapéutico destes receptores como alvo e
manutencdo da DA, além de esclarecer, em parte, 0 mecanismo de inducédo de
dermatite atopica em animais tratados com capsaicina pela ativacdo destes

receptores.

1.3 EXTRATO RICO EM POLISSACARIDEOS DE P. aculeata Miller (EPA)

O potencial prebiotico de uma extracdo semelhantemente rica em

polissacarideos de OPN foi comprovado por Bessa (2020) sobre linhagens de
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bactérias acido laticas e o estudo de sua atividade sobre as desordens metabolicas
de ratos Wistar causadas por superalimentacdo demonstraram resultados sobre a
modulagéo intestinal, apresentando atividades antioxidante e imunomodulatoria,
refletindo positivamentente sobre os niveis séricos de glicemia, fracdes de colesterol
e trigliceridios, além de melhorar o perfil de intolerancia a glicose, reduzir os niveis de
transaminases hepaticas e evitar lesdes relacionadas a doenca hepatica gordurosa
nao alcodlica (BESSA, 2020).

Outros estudos realizados por pesquisadores do Laboratorio de Produtos
Naturais Bioativos da UFJF continuaram a caracterizacao e a avaliacao das atividades
in vitro de EPA e da formulacdo em questédo. Dados néo publicados retratam sua acao
sobre linhagens de bactérias de pele humana, demonstrando potencial modulador de
microbiota que pode culminar no efeito inibidor do crescimento de S aureus e
estimulante de S. epidermidis, que se destaca como microrganismo comensal
residente da pele humana. Bessa et al. (2020) também demonstraram o potencial
antioxidante da mucilagem obtida de P. aculeata, dados que estdo de acordo com o
encontrado em outro estudo realizado por Andrade et al. (2020). Estas atividades
reportadas para o0 extrato rico em polissacarideos de P. aculeata sdo de grande
interesse, uma vez que esta planta ja possui historico de utilizacdo popular para o
tratamento de inflamacdes de pele, e corroboraram para a justificativa de relevancia
deste estudo. Os potenciais de acdo anti-inflamatorio, prebidtico e antioxidante séo de
importéancia para o tratamento de diversas condi¢bes alteradas de pele, como
psoriase, pele acneica, dermatite seborreica e a propria dermatite atopica (ANDRADE
et al., 2020; BESSA et al., 2020).
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2 OJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

e Avaliar os efeitos da formulag&o de base gel Pereskin, contendo o extrato rico em
polissacarideos extraidos das folhas de Pereskia aculeata Mill., no tratamento

topico de dermatite atopica induzida com capsaicina em ratos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a extracdo dos polissacarideos presentes nas folhas de Pereskia aculeata;

¢ Desenvolver uma formulacao natural e hipoalergénica de uso topico contendo como
principio ativo o extrato rico em polissacarideos obtido a partir das folhas de
Pereskia aculeata (EPA);

e Avaliar os efeitos do tratamento tdépico com Pereskin sobre parametros clinicos
gerais e escore de dermatite dos animais;

¢ Qualificar e quantificar as alteracfes histopatoldégicas dérmicas e epidérmicas
observadas em microscopia 6tica de campo claro;

e Auvaliar o efeito do tratamento sobre o nimero de mastocitos infiltrados na derme

dos animais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de Pereskia aculeata Miller foram coletadas em Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil (coordenadas -21.667775, -43.295569). Uma exsicata (CESJ n® 57539)
encontra-se depositada no Herbario Leopoldo Krieger da UFJF, a espécie foi
identificada pela Dr2. Daniela Zappi (Royal Botanic Gardens, Kew).

As coletas foram realizadas no periodo manh& entre meses de janeiro a maio
de 2021. As folhas foram secas a uma temperatura de aproximadamente 35°C,

durante quinze dias.

3.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS DE Pereskia aculeata Mill.

Uma série de etapas de extracdo e purificacdo do material vegetal (Figura
7) resultam em um extrato mucilaginoso de consisténcia gelatinosa e aspecto marrom-
esverdeado, posteriormente liofilizado para obtencdo do p6é da mucilagem de P.
aculeata (EPA).

Inicialmente, as folhas coletadas foram limpas, secas e trituradas em
liquidificador industrial, aproximadamente 100g por vez durante 45 segundos. Entéo,
0 po das folhas secas foi submetido a um processo de deslipidizacdo em etanol 95°
GL por meio de maceracao estatica ao abrigo da luz durante 72 horas. ApGs este
periodo, foi submetido a filtracdo em papel filtro e o filtrado foi descartado. O material
vegetal resultante foi ressuspenso em agua destilada e aquecida a 80°C por 3 horas,
para promover a evaporacdo do etanol remanescente e a extracdo dos
polissacarideos presentes. A partir dai, um processo de filtracdo a vacuo dupla
separou o conteudo mucilaginoso que foi submetido ao gotejamento lento de etanol
para precipitar os carboidratos (Figura 8). O precipitado foi levado a centrifugacdo em
5000rpm por 20 minutos e o etanol completamente retirado em rotavapor para
obtencéo do extrato rico polissacarideos das folhas de P. aculeata (EPA). Ap0s estas
etapas, foi realizada a liofilizacdo do extrato obtido e este foi armazenado sob

refrigeracdo a 5°C em frasco de vidro abrigado da luz.
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Trituragdo das folhas secas em liquidificador
industrial por 45s/3x

em Erlenmyer de 500mL com 300mL de etanol
96°GL por 96h ao abrigo da luz

Filtracdo em papel Whatmann e ressuspenséo em
agua destilada 1:15 p/v

{ Maceracgao estatica do po de folhas secas (100g) }

Aquecimento em banho-maria a 80°C por 3h

Filtracdo dupla para obtengéo do sobrenadante
mucilaginoso

Precipitacao de polissacarideos por gotejamento
lento de etanol 96°GL em proporgao 3:1

Centrifugacdo a 500rpm por 20min e descarte do
sobrenadante

Rotaevaporagéo do etanol remanescente a 50°C

Liofilizagao do precipitado

Figura 7. Esquema de etapas para obtencéo do extrato de P. aculeata rico em polissacarideos.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.
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Figura 8. Obtenc¢ao do extrato rico em polissacarideos de P. aculeata (EPA).

(A) Filtracdo apds 72h de maceracao estatica do po das folhas secas para obtenc¢éo da torta
deslipidizada. (B) Amostras em banho-maria a 80°C para extra¢do dos polissacarideos da torta
filtrada. (C) Precipitagéo dos polissacarideos por gotejamento lento de etanol.

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

3.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE EPA

Para melhor conhecimento do extrato obtido, este foi submetido a

caracterizacao fisico-quimica. As analises realizadas estédo descritas a seguir.

3.3.1 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A pesquisa de metabdlitos secundarios como alcaloides, flavonoides, fendlicos,
cumarinas, antragquinonas, triterpenos e esteroides em EPA foi conduzida segundo as

metodologias descritas por Matos (1997).

3.3.2 QUANTIFICACAO DE CARBOIDRATOS

O teor de carboidratos totais do extrato EPA foi mensurado segundo o método
fenol-sulfarico (FS) proposto por Dubois et al. (1956). Para quantificacdo comparativa
dos valores encontrados na leitura das amostras de EPA, foram realizadas curvas
padrdo de glicose e inulina.

Diferentes concentracfes de EPA foram preparadas em agua destilada (100,
200 e 300ug/mL) a partir da diluichio de uma solucdo estoque de 1mg/mL. Em

triplicata, foi adicionada uma aliquota de 0,5mL de cada concentragdo a tubos de
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ensaio. A cada tubo foi acrescentado 0,5mL de solucéo de fenol 5% e 2,5mL de acido
sulfurico concentrado diretamente sobre a superficie do liquido.

O branco da amostra foi realizado com adicdo das aliquotas de amostras nas
respectivas concentracdes e adicdo de agua destilada no volume correspondente aos
reagentes. O branco do teste foi realizado em triplicata com agua destilada no volume
correspondente as aliquotas de amostra e adicdo dos reagentes. Apoés resfriamento,
as amostras foram transferidas para uma placa de 96 pocos e a leitura foi realizada
por espectrofotometria em leitor de placas no comprimento de onda de 490nm.

Uma curva padrdao com um monossacarideo e um polissacarideo conhecidos,
glicose e inulina, foi realizada com os pontos de calibracdo nas concentracdes de 6,25,
12,5, 25, 50, 75 e 100 ug/mL. O mesmo procedimento descrito anteriormente foi
realizado.

Os valores obtidos foram transformados em uma equacéo da curva, utilizada
como curva padrdo. Esta deve configurar um ponto na curva conhecida para
estabelecer um valor de concentracdo em funcdo do padrdo conhecido, como
demonstrado a seguir:

Equacéo da reta da curva padrao:

y=ax+bhb

Onde:

y = absorbancia da amostra de EPA

a = coeficiente linear da reta;

b = coeficiente angular da reta;

X = concentracdo experimental da amostra de EPA.

Célculo do teor de carboidrato em equivalentes de glicose/inulina

Concentracao tedrica da amostra (100 pg/mL) 100%

Concentracao experimental (X pg/mL) X%
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3.3.3 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS, LIPIDEOS E CINZAS

A avaliagdo do teor de proteinas presentes em EPA foi realizada em
quadruplicata pelo método de digestao de Kjeldahl (KABAT, MAYER, 1964), no qual
foi realizada a quantificacdo de nitrogénio presente na amostra e convertida no teor
de proteina bruta, com fator de converséo de N = 6,25. A quantificacéo de lipideos foi
realizada em duplicata pela extragdo com éter etilico em extrator GoldFish. As cinzas,
ou teor de residuo mineral fixo, foram determinadas como descrito no manual do
Instituto Adolfo Lutz (2008) em mufla a 550 °C, realizado em duplicata. Esses ensaios
foram realizados em colaboracéo com o Laboratério de Anélise de Alimentos e Aguas
(LAAA) da Faculdade de Farmécia da UFJF sob a supervisdo da Professora Dra
Juliana de Carvalho da Costa.

3.4 PERESKIN

O p6 da mucilagem de P. aculeata foi incorporado a outros ingredientes
para desenvolvimento de uma formulacéo gel, entdo chamada de PereSkin.

Utilizando-se pistilo e gral para execucdo da formulacdo, foram
incorporados 3% de EPA como principio ativo; glicerina 5% como agente molhante;
natrosol 0,75% como agente espessante; sorbato de potassio 0,2% como agente
conservante; &cido citrico 0,05% como agente antioxidante da formulagéo;
trietanolamina como agente neutralizante; solucdo de &cido citrico 50% (p/v) para

correcdo de pH; e 4gua destilada g.s.p (Figura 9).

Figura 9. Preparo da formulacdo Pereskin.

(A) Insumos e vidrarias utilizados para formulagéo. (B) Preparo do gel de natrosol 0,75% e
solubilizacdo do extrato de OPN. (C) Incorporacao do extrato ao excipiente. (D) Envasamento
da formulagcéo em frasco plastico estéril de bico conta-gotas.

Fonte: elaborado pela autora, 2023.
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Para monitoramento e ajuste do valor de pH da formulacao foi utilizada fita
papel indicadora de pH, e a correcao foi feita com solucdo de acido citrico 50% (p/v),
até a obtencao de valores equivalentes a faixa de pH de 4-5.

Todos os excipientes utilizados foram escolhidos com o objetivo de manter
a formulacdo caracteristicamente hipoalergénica e atoxica, minimizando possiveis
reacoes de hipersensibilidade e toxicidade oral, dada a natureza inflamatoria da
doenca estudada e a possibilidade de certo grau de ingestédo do produto, ao passo

que 0s animais possuem comportamentos de autolimpeza naturais da espécie.

3.5 ANIMAIS

Foram utilizados 38 ratos machos Wistar (Rattus novergicus), provenientes
do Centro de Biologia da Reproducéo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora,
obtidos com até 48 horas de vida. Durante todo o experimento os animais foram
mantidos no Centro de Biologia da Reproducéo da UFJF, em dependéncia localizada
em area isolada, climatizada e com ciclo de claro/escuro padronizado para luzes
desligadas a partir das 18 horas. As gaiolas foram alojadas em prateleiras verticais
com sistema de ventilacdo mecéanica. Agua e alimento foram disponibilizados ad
libitum, gaiolas e camas trocadas uma vez por semana. Todos o0s protocolos
experimentais e procedimentos estdo de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal
e foram aprovados pela Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal (aprovacéo do

protocolo 019/2021 em anexo no Anexo Il) da Pro-Reitoria de Pesquisa/UFJF.

3.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para o experimento foram utilizados 38 ratos Wistar machos, dos quais 32
receberam a indugc&o como descrito previamente por Back et al. (2012) dentro das
primeiras 48 horas de vida. O modelo foi induzido através de uma aplicacao
subcuténea de capsaicina na regidao do dorso de cada animal na dose de 50 mg/kg
veiculada em 80% de solucdo fisiologica, 10% de etanol e 10% de Tween 80,
administrada em seringa de 30UI.

Apés a aplicagdo, os animais foram devolvidos a ninhada e seu

desenvolvimento pré-desmame ocorreu normalmente. O desmame foi realizado com
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21 dias, quando os animais foram alojados em gaiolas individuais identificadas e
mantidos dessa forma até o final do experimento, apds serem pesados e distribuidos
aleatoriamente em 5 grupos, a saber:

GRUPO NAIVE (n = 6): animais ndo-induzidos que nao receberam nenhum tipo de
tratamento.

GRUPO CTRL+ (n = 8): animais induzidos que receberam tratamento com
dexametasona creme 1mg/g.

GRUPO CTRL- (n = 8): animais induzidos que n&o receberam nenhum tipo de
tratamento.

GRUPO CTRLve (n = 8): animais induzidos que receberam tratamento com o veiculo
da formulacao PereSkin.

GRUPO PERESKIN (n = 8): animais induzidos que receberam tratamento topico com
a formulacao PereSkin.

O veiculo da formulacao utilizado no tratamento do grupo CTRLve objetivou
elucidar se o resultado obtido poderia ser decorrente da acao biolégica de algum dos
compostos utilizados na fabricacdo de Pereskin que ndo o extrato estudado. Foi
constituido de todos os excipientes utilizados sem a incorporacédo de EPA, a saber:
glicerina 5%; natrosol 0,75%; sorbato de potassio 0,2%; acido citrico 0,05%;
trietanolamina; acido citrico 50% (p/v); agua destilada g.s.p.

A partir da 42 semana os animais foram avaliados semanalmente quanto
ao ganho de peso e a cada dois dias quanto a evolucdo do escore de dermatite e
condicdo clinica geral por meio de registros fotogréaficos. A partir da 52 semana de
vida, uma semana apoés o inicio dos sintomas clinicos, foi dado inicio aos protocolos
de tratamento. A aplicacdo tépica dos respectivos produtos foi realizada em dias
alternados no periodo da manhd, e o volume utilizado foi padronizado no que
compreendia uma quantidade de creme ou gel suficiente para recobrir todas as areas
anatdmicas de interesse, havendo manifestacéo clinica de leséo visivel ou néo.

Todos os grupos foram subdivididos em dois tempos de tratamento, T1 e
T2, que corresponderam respectivamente a 2 e 4 semanas. Isto objetivou a avaliacédo
comparativa dos resultados obtidos para a utilizagcdo da formulagdo em questao
durante um periodo de curta duragéo (T1) e para periodo de duracéo prolongada (T2).

Os animais nao induzidos (grupo NAIVE) ndo receberam nenhum tipo de
tratamento, e foram considerados para parametros clinicos de desenvolvimento e

histopatoldgicos de pele higida normais da espécie.
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3.7 AVALIACAO CLINICA

Escore de dermatite

Para avaliacdo clinica dos animais foi determinado um escore de dermatite
calculado seguindo a metodologia proposta por Back et al. (2012), com modificacdes.

De acordo com a condi¢éo clinica determinada pelos parametros expostos
na Tabela 1, para cada regido anatdbmica avaliada obteve-se um escore de 0-4. A
meédia dos valores das quatro areas determinou o escore de dermatite do individuo
naquele dia. Ao final de cada semana, a média da soma dos escores diarios
determinou sua evolugcdo semanal. Os dados coletados de todos os individuos
avaliados, dentro de seus respectivos grupos, estao dispostos no Anexo lll.

Tabela 1. Caracterizacdo do escore de dermatite

Escore Condicao da pele

Normal/sem alteracdo aparente
Pelagem fragil/esparsa, alopecia ou
cicatriz (para lesbes pré-existentes)
Leséo ulcerada com crosta

Leséo ulcerada recente

Leséo ulcerada profunda/extensa

~AOWN B O

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Registros de imagem

Os animais foram fotografados em todos os dias de tratamento para
acompanhamento da evolucéo das lesdes. Este banco de imagens tém o objetivo de
ilustrar clinicamente os resultados apresentados quantitativamente através do escore
de dermatite. O registro completo da evolucdo clinica semanal dos animais se
encontra no Anexo | deste documento.

Cada animal teve registrado as seguintes regides anatdmicas: regides
esquerda e direita da face, regido dorsocaudal da base das orelhas esquerda e direita,
regido occipital, regido ventral do pescoco (Figura 10). Os registros obtidos de cada
regido anatdbmica de interesse em cada animal foram organizados de forma a entregar

uma imagem representativa da média da condi¢ao clinica de cada grupo.
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Figura 10. RegiGes anatdmicas de registro fotografico de evolucéo clinica.
Regides esquerda (A) e direita (C) da face, regido ventral do pescoco (B), regido dorsocaudal da base
das orelhas esquerda (D) e direita (F), regido occipital (E). Animal NAIVE, 5 semanas de vida.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Ganho de peso

A partir do desmame e separacao dos animais em grupos e em gaiolas de
alojamento individual, os animais foram pesados semanalmente para monitoramento

do ganho de peso corporal e desenvolvimento geral, como ilustrado na Figura 11.

Figura 11. Pesagem dos animais.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.
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3.8 MATERIAL BIOLOGICO

ApOs o respectivo periodo de tratamento, em T1 com 7 semanas de vida e
em T2 com 9 semanas de vida, os animais foram eutanasiados por meio de sedacao
e anestesia segundo as diretrizes do Conselho Nacional de Experimentacdo Animal
(CONCEA) utilizando-se protocolo de associacdo farmacologica de um agonista de
adrenorreceptores alfa-2 e um anestésico dissociativo (BRASIL-CONCEA, 2018). A
administragao da dose letal foi realizada com xilasina 30mg/kg + cetamina 180mg/kg
via intraperitoneal, seguida de exsanguinacdo por puncdo cardiaca. A coleta dos

materiais biologicos foi realizada imediatamente apds a confirmacao do o6bito.

Figura 12. Coleta de material bioldgico.
(A)Demarcacao das areas a serem coletadas para corte com bisturi. (B) Regido excisada.
(C) Padronizacao dos fragmentos coletados. (D) Armazenamento do material coletado.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Apds a eutanasia, foram excisados das quatro regibes monitoradas
utilizando-se bisturi, lamina para bisturi e uma pin¢a anatémica, retalhos de pele
previamente tricotomizada com aparador elétrico de pelos. Os retalhos cutédneos
foram distendidos sobre papel aderente e entédo recortados utilizando-se um punch de
10mm (Figura 12) com o objetivo de padronizar a dimensdo das amostras a serem

submetidas a técnica histolégica. Em seguida as amostras foram imersas em tubos
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Falcon de 15mL contendo formalina 10% em solucéo tampéao fosfato de sédio (PBS)

visando a preservacao da morfologia tecidual.

3.9 HISTOPATOLOGIA

3.9.1 TECNICA HISTOLOGICA

Apos a fixacdo, os fragmentos de pele devidamente identificados foram
submetidos a clivagem e os fragmentos contidos em “cassetes” foram submetidos as
etapas do processamento histolégico: desidratacdo em alcool (em diferentes
concentracdes, sendo a inicial de 70% e finalizando com 100%). Logo apds seguiu-se
a diafanizacao com xilol, seguida de impregnacao em parafina fundida (Figura 13).

Figura 13. Técnica histologica.
(A)Preparo para clivagem e armazenamento dos fragmentos em cassetes identificados.
(B) Fragmento clivado (bisseccionado). (C) Momento da inclusdo do fragmento em bloco de parafina.
(D) Central de incluséao.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Apds o processamento histolégico, as amostras foram emblocadas em
parafina. Os blocos rigidos com os fragmentos foram levados ao micrétomo, onde
foram seccionados cortes de 4 ym de espessura em diversos niveis de profundidade.
Em seguida, os cortes foram distendidos em |aminas, desparafinizados em estufa e
submetidos a colorag&o de rotina hematoxilina-eosina (HE) e Azul de Toluidina (AT)
(TOLOSA et al., 2003). Apés a montagem com laminula e Balsamo do Canada, as
laminas foram analisadas em microscopio de luz em aumentos de dez, vinte e
quarenta vezes.

Dos 38 animais utilizados, foram coletados fragmentos de pele de 4 regides
distintas. Das regifes de face, base da orelha e dorso, foram coletados 2 fragmentos
(1 de cada lado), totalizando pelo menos 7 fragmentos de pele pertencentes a cada

animal. Todos os fragmentos foram submetidos a processamento histologico,
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reunindo, ao final, 266 blocos de parafina. De cada regido anatémica foi selecionado
o fragmento com melhor qualidade representativa para conducdo das analises
histopatolégicas, de forma que foram analisadas 144 laminas coradas em HE e 144
laminas coradas em AT.

Toda a técnica histolégica e a avaliacao histoquimica foram realizadas no
laboratorio de Histologia, do Departamento de Morfologia, enquanto as analises
morfométricas e histopatologicas foram feitas no Laboratério Integrado de Pesquisa
(LIP), pertencentes ao Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de

Juiz de Fora.
3.9.2 ANALISE HISTOQUIMICA
A andlise semiquantitativa do nimero de mastocitos presentes na derme

identificados por heterocromasia foi realizada nas laminas submetidas a técnica

histoquimica do AT, como ilustra a Figura 14.
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Figura 14. Mastécitos em heterocromasia.
Indicados pela seta amarela. Animal NAIVE. Azul de toluidina 50x.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.

A contagem considerou o numero de mastécitos em ‘hot spots”
identificados em sete campos em objetiva de aumento de 50x, realizada por trés

avaliadores distintos. A partir da soma das contagens dos campos de cada lamina
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obteve-se uma média da respectiva lamina para cada avaliador. A média da contagem
dos avaliadores serviu como numero de mastocitos representativo de cada lamina. Ao
final da contagem de todas as regides, a média das quatro laminas (uma de cada
regido) serviu como numero de mastécitos representativo de cada animal.
Analogamente, a média dos animais de cada grupo serviu como representativo deste

em cada fase do experimento.

3.9.3 DETERMINACAO DO GRAU DE ACANTOSE

Objetivando aprofundar a analise da distribuicho do espessamento
patoldgico da epiderme em cada fragmento de pele excisado foram estipulados graus
de acantose (Figura 15) de acordo com os critérios dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Determinacédo do grau de acantose

GRAU DE CRITERIO DE AVALIACAO
ACANTOSE AUMENTO 10x AUMENTO 40x
<
1 Espessamento leve; focal < 3 camadas
celulares
4-
2 Espessamento moderado; focal > camadas
celulares
Espessamento moderado; extenso ou 2 6 camadas
espessamento intenso em qualquer ponto celulares

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

(A) Animal NAIVE- sem acantose; (B) acantose grau 1; (C) acantose grau 2; (D) acantose grau 3.
Figuras A, B, C e D HE 20x.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.

3.9.4 MORFOMETRIA
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Além dos parametros descritivos, foi feita a analise histopatologica
semiquantitativa através da medicdo da espessura da epiderme das quatro regides
de interesse de todos os animais. Este parametro foi mensurado microscopia de
campo claro sob aumento de 800x, utilizando-se objetiva de 40x somado ao aumento

de 20x da imagem em software digital ferramentas de analises CellSens™.

Epiderme -

Derme 7

Medida morfométrica indicada pelas barras em verde.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.

A medida foi feita desde a lamina basal até o limite das células granulosas,
e expressa em micrometros (um) (Figura 16). O resultado foi obtido pelo calculo da
média de dez regides de epiderme integra escolhidas ao longo do fragmento. Por
epiderme integra, entende-se a presenca da camada granulosa preservada ou
totalmente restaurada. Por ser uma camada facilmente desprendida durante o
processo de confeccdo das laminas histologicas, a camada cérnea nao foi
quantificada em analises de espessura ou quanto sua auséncia/presenca. Para os
animais induzidos, considerou-se as areas com presenca de acantose.

3.9.5 DESCRICAO MORFOLOGICA



91

Os fragmentos de pele coletados corados com coloragéao padrédo HE foram
selecionados para analise morfolégica, cujos parametros foram agrupados em uma
tabela e entdo transformados em dados descritivos. De acordo com a regido do tecido
epitelial, foram considerados para descricdo morfologica a alteracdo do processo de
ceratinizacdo da camada cOrnea; presenca de Ulcera ou crosta; presenca de
hipergranulose representada por aumento dos granulos ceratohialinos intracelulares
e/ou aumento do numero de camadas celulares do estrato granuloso da epiderme.
Estes parametros foram avaliados de forma qualitativa, visto a caracteristica descritiva

das analises histomorfologicas.

3.10 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas das variaveis mensuradas nos testes clinicos de
ganho de peso e evolucdo de escore de dermatite foram realizadas através do teste
two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni como post hoc. Foram considerados
significativos valores de p <0,05, quando comparadas ao grupo de respectivo
interesse. Valores de significancia representados por * quando p <0.05, ** quando p
<0.01 e *** quando p <0.001. Para a execucéao dessas analises foi utilizado o programa

GraphPad Prism verséo 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE EPA

4.1.1 RENDIMENTO

O rendimento é dado pela diferenca entre os pesos de matéria vegetal
(1009) ao inicio e ao final da extragdo (14,99), e correspondeu a 14,9%.

4.1.2 PROSPECGAO FITOQUIMICA

Os resultados nao demonstraram a presenca de compostos
correspondentes a nenhum dos grupos moleculares que caracterizariam metabdlitos
secundarios.

4.1.3 QUANTIFICACAO DE CARBOIDRATOS, PROTEINAS, LIPIDEOS E CINZAS

Os resultados obtidos pelo método FS (Figura 17), juntamente com 0s

mensurados pelo método de digestdo de Kjeldahl estdo dispostos na Tabela 3.
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Figura 17. Reacédo de Dubois.

(A) Da esquerda para a direita: resultado da reacéo da adicéo de fenol e &cido sulfarico para 6,25,
12,5, 25, 50 e 100 ug/mL de glicose. (B) Preparacao de microplaca para leitura em espectrofotdmetro.
(C) Da esquerda para a direita: branco da amostra em triplicata, reacéo da adicdo de fenol e acido
sulfarico para 100, 200 e 300 ug/mL de EPA.

Fonte: elaborado pela autora, 2023.
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Tabela 3. Quantificacdo dos teores de carboidratos, proteinas e lipideos em EPA

Substéancia Resultado
Carboidratos* (%) 50,22 £ 0,99
Proteinas (%) 16,45 £ 0,03
Lipideos (%) 3,71+0,13
Cinzas (%) 30,10 + 0,37

Valores expressos em média + desvio padrdo da média (n=3)
*Teores de carboidratos expressos em equivalente de glicose
Fonte: elaborado pela autora (2023).

4.1.4 PERESKIN

O estudo das caracteristicas de estabilidade preliminar da formulacéo de
PereSkin foi realizada em paralelo, em pesquisa conduzida pela pesquisadora Naiara
Tavares no mesmo laboratério. A mesma pesquisa revelou que o potencial
antioxidante de EPA se mantém quando incorporado a formulacdo por diferentes
métodos in vitro (OLIVEIRA, 2023).

4.2 EVOLUCAO CLINICA

Escore de dermatite

A média dos escores de dermatite obtidos para cada grupo ao longo das
semanas de tratamento esta representada no Grafico 1 e ilustrado na Figura 18.

Na primeira semana de tratamento, S1, todos os grupos de animais
induzidos se encontravam em condi¢do semelhante, muito préximo ao escore 2. Ao
longo desta primeira semana a evolucdo do escore de dermatite aconteceu
diferentemente para cada grupo, de acordo com o tratamento recebido. Animais néo
tratados evoluiram para muito préximo do escore 3 enquanto os animais tratados com
dexametasona comecaram a apresentar tendéncia decrescente. Esta tendéncia foi
acompanhada pelo grupo tratado com PereSkin, enquanto o grupo tratado apenas
com o veiculo da formulacdo também apresentou escore de dermatite maior na
semana seguinte, S2, onde observou-se o pico do escore de dermatite em todos os
grupos. Em S2 também foi realizada a eutanasia dos animais incluidos no primeiro

tempo de tratamento, que configura T1.
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Grafico 1. Evolucao do escore de dermatite.

Escore de dermatite médio por grupo a cada semana de tratamento, representadas por S1, S2, S3 e
S4. Os valores expressos representam a média + desvio padrao de cada grupo. O grupo CTRL- foi
utilizado como controle para comparacao estatistica, realizada por two-way ANOVA seguido do teste
de Bonferroni como post hoc. Valores significantes representados por * quando p <0.05, ** quando p
<0.01 e *** quando p <0.001.

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Figura 18. Escore de dermatite clinico em T1 e T2.
T1 (A) CTRL- escore 2; (B) CTRLve escore 2; (C) CTRL+ escore 2; (D) EPA escore 1.
T2 (A) CTRL- escore 1; (B) CTRLve escore 1; (C) CTRL+ escore 1; (D) EPA escore 1.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Ao final do primeiro tempo de tratamento (T1), que corresponde a S2,
houve reducdo no escore de dermatite com maior significaAncia estatistica para os
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animais tratados com PereSkin e com dexametasona. Uma melhora menos
significativa foi observada no grupo CTRLve. Esta significancia, no entanto, ndo se
manteve em T2, durante S3 e S4. O grupo tratado com dexametasona também n&o
apresentou diferenca estatisticamente significante em S3, mas voltou a apresentar em
S4.

Ganho de peso

O ganho de peso dos animais de acordo com seus respectivos grupos ao

longo das semanas de experimento esta disposto no Grafico 2 a seguir.
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Grafico 2. Evolugao do ganho de peso.

Peso médio dos animais por grupo experimental em cada semana de experimento. S1, S2, S3 e S4
correspondem as semanas e tratamento. Os valores expressos representam a média + desvio padréo
de cada grupo. A analise estatistica foi realizada por teste two-way ANOVA seguido do teste de
Bonferroni como andlise post hoc. O grupo NAIVE foi utilizado como controle para comparacao
estatistica. Foram considerados significantes valores representados por * quando p <0.05, ** quando p
<0.01 e *** quando p <0.001.

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Todos os grupos, exceto o grupo CTRL+, que recebeu tratamento com o
glicorcorticoide dexametasona creme, seguiram a curva esperada para o ganho de
peso da espécie de acordo com a idade, segundo Neves (2013).

Neste altimo grupo, o peso maximo foi atingido na primeira semana apds o
desmame dos animais e apresentou tendéncia decrescente desde entdo. Além do
ganho de peso prejudicado, alguns animais do mesmo grupo apresentaram quadros
de balanopostite em diferentes momentos do experimento. Os registros de imagem

referentes a esta intercorréncia se encontram no Anexo I.
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4.3 HISTOPATOLOGIA

4.3.1 ANALISE HISTOQUIMICA

A contagem de mastdcitos identificados por heterocromasia em laminas
histol6gicas coradas pelo azul de toluidina esta expressa no Grafico 3, revelando
reducdo significativa no niumero de mastocitos infiltrados na derme em todos os
grupos tratados em relagéo ao grupo CTRL-, excetuando o grupo CTRLve.

Todos os grupos apresentaram uma reducdo numérica na contagem de
mastoécitos para o segundo tempo de tratamento. Esta foi uma reducao esperada visto
que o modelo animal utilizado nesta pesquisa possui como caracteristica a remissao
espontanea das lesdes a partir da sétima semana de vida dos animais. Esta reducéo

foi maior no grupo tratado com PereSkin, como pode ser visto abaixo.
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Grafico 3. Contagem de mastocitos.
Média das contagens de mastdcitos por grupo de acordo com os tempos de tratamento T1 e T2. Os
valores expressos representam a média + desvio padrdo de cada grupo. Os valores expressos
representam a média + desvio padrdo de cada grupo. A comparagdo estatistica entre 0os grupos
CTRLve e PERESKIN esta representada pela barra posicionada acima as respectivas colunas. O grupo
CTRL- foi utilizado como controle para comparacgéo estatistica, realizada por two-way ANOVA seguido
do teste de Bonferroni como post hoc. Valores significantes representados por * quando p <0.05, **
quando p <0.01 e *** quando p <0.001.
Fonte: elaborado pela autora (2023).

Foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos tratados com PereSkin

e somente com o veiculo da formulacéo, para ambos os tempos de tratamento.
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4.3.2 ESPESSURA DA EPIDERME

A distribuicdo das medidas de espessura da epiderme obtidas em todas as
regides anatdmicas dos animais esta disposta no Gréfico 4.

O grupo tratado com PereSkin apresentou reducdo significativa nas
medidas da epiderme tanto em T1 quanto em T2, quando comparadas com animais
gue nao receberam nenhum tipo de tratamento. Em relagéo ao grupo CTRLve, apenas
0s animais incluidos em T1 apresentaram diferenca significante quanto a espessura

da epiderme quando comparados com animais que ndo receberam nenhum tipo de

tratamento.
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Grafico 4. Medida da espessura da epiderme em pm.

Média da espessura da epiderme de cada grupo em T1 e T2, que correspondem aos tempos de
tratamento dos animais eutanasiados em S2 e S4, respectivamente. Os valores expressos representam
a média + desvio padrao de cada grupo. A diferenca estatistica entre os dois tempos de tratamento
para o grupo CTRLve esta representada pela barra posicionada acima das respectivas colunas. O
grupo CTRL- foi utilizado como controle para comparacao estatistica, realizada por two-way ANOVA
seguido do teste de Bonferroni como post hoc. Valores significantes representados por * quando p
<0.05, ** quando p <0.01 e *** quando p <0.001.

Fonte: elaborado pela autora (2023).

De acordo com o tempo de tratamento, o Unico grupo que apresentou
diferenca estatistica entre T1 e T2 foi o grupo tratado apenas com o veiculo da

formulacéo.
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Embora néo tenha sido indicada no grafico, a espessura da epiderme do
grupo CTRL+, tratado com dexametasona, apresentou expressiva reducao indicada
por significancia estatistica em relacdo a pele higida representada pelos animais do
grupo NAIVE, tanto em T1 (**) quanto em T2 (***). Foi observado nestes animais, além
da atrofia da epiderme, importante reducdo na espessura das demais camadas da
pele. Embora ndo tenham sido realizadas analises de morfometria das camadas
subepidérmicas para comparagdo estatistica, cabe a notoriedade descritiva da
observacéo.

N&o foi encontrada diferenca estatistica significante que justificasse a
distribuicdo das medidas por regido. Dessa forma, as medidas de epiderme obtidas
por software especializado foram dispostas por tempo de tratamento para cada grupo

avaliado.

4.3.3 GRAU DE ACANTOSE

A distribuicdo das médias do grau de acantose mensurado em todos os
animais e obtidas para cada grupo esta apresentada no Grafico 5, dispostas de acordo
com cada regido anatbmica e também de acordo com o tempo de tratamento, e a

significAncia estatistica calculada em relacdo ao grupo CTRL-.
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Grafico 5. Grau de acantose.

Grau de acantose por regido anatdmica (A) e por tempo de tratamento (B). F = face; P = pescoc¢o; D =
dorso; O = regido da base da orelha. T1 e T2 correspondem aos tempos de tratamento. Os valores
representam a média + desvio padrdo de cada grupo. O grupo CTRL- foi utilizado como controle para
comparacao estatistica, realizada por two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni como post hoc.
Valores significantes representados por * quando p <0.05, ** quando p <0.01 e *** quando p <0.001.
Fonte: elaborado pela autora (2023).
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Os grupos CTRLve e EPA se aproximam em relacédo ao grau de acantose
em T1, mas h& reducado significante em T2 para o grupo tratado com PereSkin
engquanto o grupo tratado apenas com o veiculo da formulagdo apresenta aumento
significante do grau de acantose e da espessura epidérmica em T2, de forma
semelhante ao grupo que n&o recebeu nenhum tipo de tratamento. O grupo tratado
com o veiculo da formulagdo demonstra reducédo quando comparado ao grupo CTRL-
apenas em T1, mas sua significancia ndo chega a ser maior ou igual a diferenca
observada no grupo tratado com PereSkKin.

O grupo tratado com dexametasona apresentou, em ambos os tempos de
tratamento e para todas as regides mensuradas, grau de acantose menor que 1, com
maior reducdo em T2. As poucas areas de acantose observadas ndo apresentaram,
via de regra, mais de 3 camadas celulares. Somado a isso, a atrofia epidérmica ainda
se manifestava com expressiva reducao do volume celular dos ceratindcitos, quando

comparado a células normais do grupo NAIVE.

4.3.4 DESCRICAO MORFOLOGICA

Nas avaliacbes histopatolégicas, analisou-se alteracdo da camada
cornea; presenca de Ulcera ou crosta; presenca de hipergranulose representada por
aumento dos granulos ceratohialinos intracelulares e/ou aumento do numero de
camadas celulares do estrato granuloso da epiderme. Estes dados foram distribuidos
em porcentagem de incidéncia e estdo demonstrados na Tabela 4.

Pequenas diferencas na inclinacdo do fragmento histolégico no momento
da inclusdo em parafina que culminem em cortes histolégicos obliquos e ajustes
micrométricos de espessura no momento do corte em micrétomo podem afetar,
respectivamente, os parametros de espessura dérmica e celularidade/densidade
celular, de forma que ndo se considerou plausivel a determinacdo de valores
numéricos para estes parametros. De forma semelhante, a observacéo dos niveis de
congestédo vascular, angiogénese e infiltrado inflamatério ndo foi expressa em valores
quantificados, dada a natureza variavel dos momentos de abordagem das lesdes em
relacdo ao seu processo cicatricial, sendo dessa forma considerados descritivamente,

e em areas distantes de Ulceras/crostas quando da presenca das mesmas.
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Tabela 4. Incidéncia dos parametros morfolégicos em cada grupo (%)

ALTERACAO DE

CERATINIZACAO ULCERA/CROSTA HIPERGRANULOSE

CTRL- 63 72 63
CTRLve 50 61 43
CTRL+ 68 14 13
EPA 9 69 38

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Concomitantemente com estes parametros, as caracteristicas morfolégicas
de cada grupo foram reunidas em uma analise descritiva qualitativa que esta

apresentada a sequir.

Andlise morfoldgica do grupo CTRL-

O padréo ortoceratotico da camada cornea foi visto em 37% das amostras,
muitas vezes em hiperortoceratose. Algumas areas de camada cérnea se
apresentaram em coloracdo mais acidofila e associadas a paraceratose ou outra
alteracdo do processo de cornificacdo em 63% dos fragmentos analisados. Esta
caracteristica, no entanto, ndo se estendeu a porc¢des extensas do fragmento, sendo

mais pontual do que o observado em outros grupos.

Figura 19. CTRL-: espessura da derme e epiderme.
Comparacao entre espessura aproximada da derme (dupla seta vermelha) e da epiderme (dupla seta
preta) de animal NAIVE (A) e animal CTRL- (B). Figuras A e B HE 20x.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.
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Fica evidente neste grupo um espessamento da derme em relacdo ao
grupo controle higido NAIVE, secundario ao estimulo mecéanico do ato de se cocar
pelo prurido e da condicdo inflamatdria associada, que também pode ser visto na
Figura 19. Embora o conceito de celularidade nao tenha sido abordado
guantitativamente, € possivel perceber neste grupo também uma densidade celular
aumentada, ocasionada pelos mesmos fatores ja citados. Ao longo de toda a derme,
mesmo distante de lesdo prévia ou recente, observa-se com facilidade células
mastocitarias evidentes mesmo na coloragéo HE.

Observou-se com uma alta frequéncia de 72% a presenca de crostas e
Ulceras nos fragmentos analisados. A epiderme perilesional encontrava-se quase
sempre muito espessada, alcancando até 15 camadas de células epiteliais e,
frequentemente, observou-se associacdo de material fibrinonecrético sobreposto
(Figura 20). Neste grupo, um achado que chamou atencdo, além da acantose

pronunciada, foi a hipertrofia e células da camada espinhosa.

Material
fibrinonecrético

* | Epiderme

Borda da ulcera acantdtica

S: [ Derme

Figura 20. CTRL-: caracteristicas histomorfolégicas.

Regido perilesional apresentando compactacéo e paralelismo de fibras colagenas em derme
superficial correspondente a regeneracgdo tecidual prévia (indicada pela seta verde). Epiderme
acantdtica grau 3 recoberta por material fibrino-necrético (indicada pela seta preta). A esquerda,
regido ulcerada (indicada pela seta vermelha). HE 20x.

Fonte: elaborado pela autora, 2023.
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Observou-se o0 estrato granuloso sempre bem evidente quando presente,
com hipergranulose decorrente de acumulo de granulos ceratohialinos e aumento
expressivo no niumero de camadas celulares, chegando até 6 camadas em algumas
areas. Estes achados justificam a alta incidéncia de hipergranulose neste grupo,

mensurada em 74%.

Andlise morfoldgica do grupo CTRLve

O grupo tratado com o veiculo da formulacdo de PereSkin possui
parametros morfolégicos muito semelhantes ao grupo CTRL-. Células da epiderme
com nucleos volumosos e presenca frequente de acantose chamam a atencdo em
relacdo a epiderme. A camada cornea se apresenta preservada em algumas regides
do epitélio, sendo frequente a ocorréncia de ortoceratose. Paraceratose ou outra
alteracéo do processo de ceratinizacdo da camada cérnea foi observado em 50% das
laminas avaliadas.

Observa-se neste grupo, concomitantemente as regides de acantose, uma
hiperplasia das células do estrato granuloso e/ou maior acumulo de granulos
cetarohialinos intracelulares, porém este achado parece restrito as areas descritas,

caracterizando 43% de hipergranulose neste grupo.

Figura 21. CTRLve: espessura de derme e epiderme.
Comparacao entre espessura aproximada da derme e epiderme (indicadas pela dupla seta vermelha)
de animal NAIVE (A) e animal CTRLve (B). Figuras A e B, HE 10x.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.
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Semelhantemente a CTRL-, fica evidente neste grupo o espessamento da
derme em relacéo ao grupo NAIVE, secundario ao estimulo mecéanico decorrente do
comportamento de cogadura responsiva ao prurido ocasionado pelo desenvolvimento
do modelo animal de dermatite atopica (Figura 21).

Material
. fibrinonecrético
Epiderme
acantotica em A
regeneracao Capilar congesto
Derme 1&

Figura 22. CTRLve: caracteristicas histomorfolégicas.

Regido perilesional em fase de regeneragéo tecidual, com presenca de epiderme acantética grau 3,
com camada granulosa ausente e recoberta por material fibrino-necroético. Presenca de capilares
sanguineos congestos contendo hemacias em seu interior. HE 40x.

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Observa-se a presenca de Ulceras e crostas em 61% dos fragmentos
analisados. E comum a presenca, em areas perilesionais ou sob epiderme acantotica,
de espessamento colagenoso e certo paralelismo das fibras coldgenas, indicativo de
possivel processo cicatricial prévio ao momento de coleta da amostra (Figura 22).

Andlise morfoldgica descritiva do grupo CTRL+

No estrato corneo do grupo tratado com dexametasona houve predominio
do aspecto compactado da camada cérnea embora, algumas tenham apresentado
regibes com disposicdo paralela das laminas de ceratina em “trangado de cesto”
caracteristico de ortoceratose lamelar. Estes achados, combinados, caracterizaram
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68% das laminas com alteracdo do processo de ceratinizacdo. Algumas amostras
apresentavam regides ortoceratoticas preservadas.

Observou-se poucas Ulceras na avaliacdo deste grupo. Apenas 14% das
amostras apresentavam presenca de Ulceras ou crostas. O discreto e focal
espessamento epidérmico observado neste grupo relacionou-se ao volume celular
(hipertrofia) de ceratinécitos mais que ao numero de camadas celulares. Das raras
vezes em que foi visto presenca de acantose, 0 niumero de camadas celulares ndo

passava, via de regra, de 3.

Figura 23. CTRL+: atrofia do epitélio por efeito de corticoterapia tépica.
Comparacao entre cortes histoldgicos de pele higida de animal NAIVE (A) e de animal CTRL+ (B).
Derme e epiderme representadas pela dupla seta vermelha. Os numerais 1 e 2 indicam,
respectivamente, as estruturas do paniculo carnoso e musculatura subcutanea, néo visiveis em
mesmo aumento na figura A. Figuras A e B, HE 10x, 20x e 40x, da esquerda para a direita.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Uma reducao significativa na espessura de todas as camadas celulares do
epitélio foi observada em todos os fragmentos analisados para este grupo,
caracterizando importante atrofia provocada pelo uso continuo da corticoterapia topica
em todas as camadas epidérmicas, dificultando a analise morfométrica. Observou-se
auséncia quase total do tecido celular subcutaneo na maior parte dos fragmentos
analisados. Uma comparacéao esta ilustrada na Figura 23.
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Figura 24. CTRL+: caracteristicas histomorfoldgicas.

Regido apresentando compactacgéo e paralelismo de fibras colagenas em derme superficial
correspondente a regeneracao tecidual prévia, com presenca de ortoceratose Atrofia de derme e
epiderme, com ceratindcitos reduzidos de volume. HE 20x.

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Neste grupo, considerou-se o estrato granuloso com uma ou mais camadas
celulares quando pbde ser identificado em alguma area do fragmento, estando
ausente ou presente dependendo do campo microscopico observado. Quando
ausente em toda extensdo da epiderme, foi considerado ausente. Os ceratin4citos
epidérmicos assumiam um aspecto fusiforme dando, inclusive, a impresséo de ter seu
namero reduzido, e o estrato granuloso raramente foi identificado (Figura 24). Quando
presente, mesmo que focalmente, foi considerada 1 camada celular, sendo por isso

classificado como baixa frequéncia de hipergranulosidade (13%).

Andlise morfoldgica do grupo PERESKIN

A ortoceratose esteve presente na grande maioria as laminas,
caracterizando o indice de 91% deste parametro no grupo tratado com PereSkin.
Apenas 9% das laminas avaliadas demonstrou algum grau de paraceratose.

Observou-se, com frequéncia, uma epiderme com baixo grau de acantose

mesmo quando sob escamo-crostas, nas bordas de lesGes recentes ou ja em fase
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avancada de processo cicatricial. Chama atencdo as células epidérmicas com
hipercromasia nuclear e provavel atividade mitética. Este estado proliferativo, no
entanto, ndo promoveu acantose tao pronunciada neste grupo quando comparado aos
grupos CTRL- e CTRLve. Uma comparagao visual das espessuras da derme e

epiderme entre estes esta ilustrada na Figura 25.

Figura 25. PERESKIN: espessura de derme e epiderme.
Comparacéo entre espessura aproximada da derme (indicado pela dupla seta vermelha) e epiderme
(indicado pela dupla seta preta) de animal CTRL- (A), animal PERESKIN (B), animal NAIVE (C)
e animal CTRLve (D). Figuras A, B, C e D, HE 10x.
Fonte: elaborado pela autora, 2023.

A derme, nestes animais, apresentou regibes de espessamento

colagenoso sugestivo de reparo tecidual secundario a injdria prévia. Este parametro,
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no entanto, ndo se mostrou necessariamente associado a regides de acantose, como
ilustra a Figura 26.

Nas regides de acantose, muitas vezes foi possivel observar um aumento
no numero de camadas celulares do estrato granuloso. Nao foi tdo frequente, no
entanto, o acumulo excessivo de granulos intracelulares de queratohialina,

caracterizando 38% de incidéncia de hipergranulose neste grupo.

: > Ortoceratose
Epiderme‘| 5=
Espessamento
colagenoso da
Derme o derme

Figura 26. PERESKIN: caracteristicas histomorfolégicas.

Regido apresentando compactacgéo e paralelismo de fibras colagenas em quase toda extenséo da
derme visivel, indicativo de regeneracao tecidual prévia. Epiderme acantética grau 1 com presenca
de ortoceratose. HE 20x.

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Embora seja tdo frequente quanto nos demais grupos, excetuando o grupo
tratado com glicocorticoides, a observacdo de uUlceras ou crostas em 69% dos
fragmentos histoloégicos avaliados ndo esta necessariamente associada a presenca
de acantose, cuja distribuicdo estéd explicitada no sub item 4.3.2. Observou-se com

frequéncia a presenca de capilares ectasiados e congestos na derme superficial.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, identificamos que o grupo tratado com PereSkin teve as
medidas da espessura epidérmica significantemente reduzidas tanto em T1 quanto
em T2, demonstrando uma a¢éo de PereSkin relacionada a fatores responséaveis pela
hiperproliferacdo celular dos ceratindcitos. Isso é relevante visto que os ceratindcitos
estdo envolvidos no desencadeamento do estado imunolégico associado a DA. Séo a
linha primaria de células envolvidas na patogénese da doenca, e é a partir de sua
atividade tecidual que se desencadeia a produc¢do de IgE, a migracao leucocitaria e a
ativacdo de mastécitos e eosindfilos. IL-4 e IL-13 e TSLP estéo envolvidos na reducao
de proteinas epidérmicas como FLG, ceratina e outras proteinas intracelulares, além
de participarem da modulac&o que reduz a producédo de peptideos antimicrobianos e
no desbalanco da resposta imune por parte dos ceratindcitos (DAS et al., 2022).

A reducdo da contagem de mastocitos € um parametro comumente
utilizado para avaliar a modulacdo inflamatoria de dada intervencao (HAN et al., 2020).
Além da capacidade hidratante e emoliente ja reportadas para a espécie, PereSkin
demonstrou acdo anti-inflamatéria surpreendente, uma vez que EPA ndo possui
metabdlitos secundarios geralmente associados a esse tipo de atividade bioldgica.
PereSkin foi capaz de reduzir a contagem de mastécitos identificados por
heterocromasia em amostras avaliadas por histoquimica nos animais tradados. A
sinalizagdo para recrutamento de células inflamatdrias e os niveis de citocinas
inflamatorias via células Th2 se encontram aumentados nos individuos atépicos. As
maiores quantidades de células do infiltrado inflamatério como macrofagos,
mastocitos, linfécitos, eosinofilos e células dendriticas e seus mediadores
inflamatorios séo caracteristicos da doenca (DAS et al., 2022).

O comportamento de se cocar esta intimamente relacionado ao escore de
dermatite na prética clinica, e também ao aumento dos niveis de IgE, bem como da
espessura da epiderme (HONG et al., 2022). Os anticorpos IgE induzem a
degranulacdo de mastocitos como marcador inflamatorio representativo, além de
induzir a diferenciagcdo de células Th2 e o desencadeamento de respostas
inflamatorias, como a infiltragéo de eosindfilos (DAS et al., 2022; HONG et al., 2022).
O ndmero reduzido de mastécitos em ambos os tempos de tratamento no grupo

tratado com PereSkin parece indicar uma atividade anti-inflamatoria decorrente do seu
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uso continuo. Embora tenha sido observada alguma melhora nos animais tratados
apenas com o veiculo para alguns parametros clinicos e histologicos, a contagem de
mastdcitos identificados por heterocromasia ndo apresentou reducgao estatistica para
este grupo quando comparado ao grupo controle negativo, revelando que ndo ha
atividade anti-inflamatoria sendo exercida pelo veiculo utilizado para a formulacéo de
PereSkin, e que sua atividade se da provavelmente pelo alivio do desconforto
promovido pela hidratacdo conferida pela glicerina e pelo gel de natrosol de base
aquosa. O grupo EPA apresentou significAncia estatistica inclusive quando
comparado aos animais NAIVE para a reducéo de mastocitos, confirmando a atividade
anti-inflamatoria de PereSkin.

Em relagdo aos resultados da extracdo das folhas de P. aculeata, os
resultados obtidos estdo de acordo com a literatura encontrada para a espécie. Foi
anteriormente descrita a presenca de minerais como calcio, ferro, manganés, fosforo,
zinco, soédio, magnésio e outros (MARTIN et al., 2017; TAKEITI et al., 2009). Isso esta
de acordo com o teor de cinzas encontrado nos testes realizados para este trabalho.
Martin et al. (2017) encontraram valores semelhantes para o teor de carboidratos e
proteinas a partir de uma extracdo que objetivava a conservacdo da porcao
mucilaginosa das folhas de P. aculeata, semelhantemente ao que foi realizado neste
estudo. Os teores obtidos por estes pesquisadores foram de 48% e 19% para
carboidratos e proteinas, respectivamente. Sierakowski et al. (1987) relataram a
presenca de 15% de proteinas e 41% de carboidratos. Outro trabalho, conduzido por
Lima et al. (2013) encontrou valores semelhantes, descrevendo um total de 10% de
proteinas e 47% de acucares. Este estudo identificou a presenca de aproximadamente
50% de carboidratos e 16% de proteinas, sendo plausivel considerar que estas
macromoléculas possam estar envolvidas na atividade bioldgica exercida por
PereSkin.

Li et al. (2018) afirmam que um mesmo polissacarideo pode induzir
diferentes respostas celulares. Estudando os polissacarideos derivados de vegetais,
estes pesquisadores demonstraram a ativagdo de macrofagos principalmente via
interacdo com receptores celulares especificos, conhecidos como receptores de
reconhecimento de padrdo (RRPs). Através da ativagdo destes receptores, pode
ocorrer uma cascata de sinalizacdo que leva a producéao de fatores que modulam a

cascata inflamatoria, inibindo ou promovendo a inflamacéo (LI et al., 2018). Agostini-
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Costa et al. (2020), Bessa (2020) e Oliveira (2023) também encontraram atividade
imunomoduladora para a mucilagem obtida de P. aculeata.

Analisando sua atividade sobre o modelo animal da doenca, o ganho de
peso é um dos principais parametros clinicos que podem ser avaliados no estudo dos
efeitos de determinada intervencédo sobre animais jovens. A curva de ganho de peso
esperada varia de acordo com a espécie e com a faixa etaria estudada (NEVES,
2013). Neste trabalho, o grupo CTRL+, tratado com creme de dexametasona, um
farmaco da classe dos glicocorticoides que constitui o medicamento tépico de eleigdo
no tratamento de ataque a dermatite atopica, atingiu seu peso maximo com uma
semana pés-desmame e demonstrou, a partir de entdo, uma curva com tendéncia
decrescente, indicativa de perda de peso.

A classe dos glicocorticoides é normalmente utilizada na abordagem
imediata de algumas doencas com objetivo de modular a resposta inflamatoria (KIM
et al., 2023; DRAELOS et al., 2019). N&o obstante seja considerado um farmaco de
ataque, seu uso muitas vezes ultrapassa o periodo de administracdo recomendado,
tanto na pratica da medicina humana quanto veterinaria. Estes farmacos possuem
efeitos adversos bem descritos na literatura, e interferem sobremaneira no
desenvolvimento de individuos jovens. Atrofia da pele, reducédo do desenvolvimento,
aumento da predisposicdo a infeccbes, hepatotoxicidade, dentre outros, séo
esperados como achados apés tratamentos continuos prolongados ou intermitentes
(DRAELOS et al., 2019). Isto explica a curva de ganho de peso observada nos animais
tratados com o farmaco controle positivo, assim como a atrofia de pele observada
nesse estudo.

Paralelamente a isso, o grupo NAIVE demonstrou diferenca estatistica em
relacdo a todos os animais que foram induzidos com o modelo animal por capsaicina,
enguanto a menor diferenca estatistica foi em relagéo ao grupo CTRL-. Embora deva-
se considerar o estresse causado pelo desenvolvimento das lesbes nao-tratadas,
pode-se explicar este fato pela auséncia de manipulacdo excessiva dos animais ao
longo do experimento. Sabe-se que a manipulagdo humana é fator de estresse
ambiental para os animais de experimentacédo (NEVES et al., 2013). O fato de os
animais deste grupo ndo terem sido contidos para administracdo tépica de nenhum
tipo de produto pode ter sido relevante para que se estressassem menos e, dessa

forma, expressassem uma curva de ganho de peso melhor.
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Alguns estudos avaliam os efeitos do estresse oxidativo atraves de
marcadores biolégicos no desenvolvimento da DA (BERTINO et al., 2020). Foi
reportada a capacidade antioxidante de EPA, que & mantida em PereSkin, em estudos
conduzidos paralelamente no LPNB por Oliveira (2023), por determinagdo em
diferentes ensaios in vitro. Esta € uma atividade biolégica de grande importancia,
principalmente em se tratando de um quadro de inflamacdo cronica de pele. A
atividade dos radicais livres no epitélio pode afetar de forma significativa a capacidade
de regeneragdo tecidual, impactando a restauracdo da barreira cutdnea e
perpetuando o ciclo de desenvolvimento dos sintomas atopicos. E possivel que a
atividade antioxidante esteja envolvida na melhora clinica dos animais vista atraves
do escore de dermatite, embora ndo somente. A melhora no processo de
reepitelizacdo e de restauracdo da funcao da barreira cutanea também esta associada
a reducéo de prurido e do processo inflamatoério associado.

De forma a potencializar a utilizacdo de compostos como alternativa
terapéutica, a associacao de emolientes e/ou hidratantes pode ser incluida dentro da
abordagem de controle e manutengéo dos sintomas da doenca (DAS et al., 2022).
Hidratantes com funcdo terapéutica para DA sdo formulados com ingredientes
especificos que possuem acao sobre a manifestacdo de seus sintomas, como prurido,
inflamacé&o e comprometimento da funcéo de barreira cutanea (HEBERT et al., 2020).
Por si, a composicdo da formulacdo de PereSkin constitui um produto hidratante. A
incorporacao de agentes umectantes, como a glicerina, também beneficia a condicao
de hidratacdo da pele ao reter a agua por meio de ligacées moleculares (HEBERT et
al., 2020). A extracao da mucilagem das folhas de P. aculeata néo foi capaz de tornar
EPA um composto destituido de gorduras em sua composicao, tornando PereSkin um
produto cujo ativo pode incluir a presenca de lipideos, o que a classifica um produto
emoliente e oclusivo. Os lipideos, em suspensdo ou emulsdo, na composicao de
formulagbes de base agua reduzem a perda de agua transepidérmica e exercem
funcdo de protecdo contra agentes externos que possam desempenhar atividade
alergénica (HEBERT et al.,, 2020). As formula¢des hidratantes com capacidade
oclusiva sado recomendadas pela sua capacidade de protecdo, podendo estar
envolvidas na redugédo do escore de dermatite ao exercer efeito calmante e
melhorando a condicdo de hidratacdo, reduzindo a entrada de alérgenos e o prurido
associado e, consequentemente, os danos provocados pelo estimulo mecanico

ocasionado pelo ato de se cocar. Os emolientes sdo a terapia de primeira linha para
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ressecamento da pele e fazem parte das terapias de manutencédo na DA (PANAHI et
al., 2020).

Considerando que prurido e ressecamento da pele sdo caracteristicas
marcantes da manifestagcdo da DA, a restauracdo das condicbes de hidratacao
cutanea € um importante alvo terapéutico na manutencdo da doenca, principalmente
ao considerarmos que a capacidade de retencao de agua tecidual reflete na condicéo
de disbiose local (BARBOSA et al., 2021). Sendo uma formulacéo gel de base agua,
PereSkin exerce efeitos de promocéao da hidratacdo com o adendo de possuir em sua
prépria composicao glicosideos e proteinas que podem atuar de forma terapéutica
sobre a pele atopica. A restauracao da condicdo de hidratacéo da pele é responsavel
pelo abrandamento dos sintomas associados a doenca, promovendo melhora na
capacidade de barreira e reduzindo a entrada de alérgenos que desencadeiam o
estado inflamatério crénico, melhorando tanto o aspecto clinico quanto morfolégico da
doenca, como visto na incidéncia de parametros morfoldgicos e na descricdo da
morfologia tecidual realizada em conjunto com as andlises histopatoldgicas. Além da
atividade anti-inflamatéria e antioxidante, a acao sobre as condi¢des de hidratacéo e
manutencdo de barreira estdo intimamente relacionadas aos efeitos sobre a estrutura
da pele e dos sintomas associados a doenca.

Hebert et al. (2020) publicaram uma revisdo sistematica que revelou que o
uso diario de produtos hidratantes é uma recomendacdo consistente para a
manutencdo da melhora da DA, sendo prescrita a sua utilizacdo tanto sobre pele
lesionada quanto ndo-lesionada (HEBERT et al., 2020). Outra revisdo sistematica com
meta-analise de estudos randomizados realizada por Zhong et al. (2022) avaliou a
eficacia do tratamento profilatico com emolientes nas 6 primeiras semanas de vida
com objetivo de prevenir a DA na primeira infancia, revelando que, embora né&o
previna o desenvolvimento da doenca, ja que ndo é capaz de modular os fatores
genéticos e ambientais responsaveis pela sua patogénese, o tratamento retarda o
aparecimento dos sintomas e atenua os efeitos deletérios da perda de agua
transepidérmica na primeira infancia (ZHONG et al.,, 2022). O uso continuo de
produtos como PereSkin pode ter grande impacto na vida de pacientes atdpicos,
considerando que o pico de manifestagcdo da doenga ocorre nos primeiros anos de
vida. A promocdao do alivio dos sintomas é de importancia crucial, visto que a reducao
no bem estar afeta a condi¢cdo geral e o pleno desenvolvimento fisico e cognitivo de

pacientes jovens. Paralelamente a isso, a manutengéo das condi¢cdes de hidratacao
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da pele ajuda a preservar a aparéncia do idividuo, o que afeta sobremaneira suas
interacdes sociais.

As formulagdes de uso tépico devem considerar, também, sua faixa de pH,
idealmente encontrado entre 4-5, com objetivo de restabelecer o pH fisioldgico da pele
(HEBERT et al., 2020) A faixa de pH de PereSkin é cuidadosamente ajustada para
valores no intervalo de 4 a 5. O pH cutaneo € fator importante na manutencdo da
homeostase, e a disbiose cutanea afeta diretamente a imunidade inata e o quadro
inflamatdrio, além de pré-disponibilizar a regido a infec¢des bacterianas secundérias
cronicas (DAS et al., 2022). O microbioma € um dos principais fatores envolvidos na
manutencdo da barreira cutanea. Sua interacdo com o epitélio envolve principalmente
a ativacdo de ceratindcitos da epiderme (DAS et al., 2022). Intervencbes sobre a
microbiota podem oferecer uma alternativa potencial de abordagem terapéutica para
a dermatite atopica, sendo uma ferramenta auxiliar segura e benéfica para pacientes
em tratamento e em manutencdo (AMBROZEJ et al., 2021). Foi identificado um
potencial modulador de microrganismos que compdem a microbiota cutéanea para EPA
em estudo realizado por Oliveira (2023). Conduzido paralelamente no LPNB, este
estudo identificou que EPA foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus e estimular
o crescimento de S. epidermidis em ensaio in vitro, atuando na restauracdo e
preservacdo da homeostase e da microbiota da pele (OLIVEIRA, 2023). Evidéncias
sugerem que Staphylococcus comensais coagulase-negativas sejam responsaveis
pela producdo de peptideos capazes de prevenir os danos epiteliais e a inflamacéo
causada por S. aureus (DAS et al., 2022), e a modulacdo do microbioma da pele
atopica pode reduzir a inflamacdo associada ao inibir a infeccdo por patégenos
secundarios, melhorando o quadro da doenca.

Com os resultados obtidos até aqui, € possivel sugerir que PereSkin possui
acao sobre o abrandamento da inflamacédo cutanea, com consequente melhora de
parametros clinicos e morfol6gicos associados ao desenvolvimento da dermatite
atopica. Também é possivel considerar que PereSkin possa ter alguma atividade
modulatdria sobre os ceratindcitos e suas vias de ativacdo imunoldgica. A reducao da
acantose observada em ambos os tempos de tratamento pode indicar que o uso
continuo do produto seja interessante na reducdo da hiperplasia epidérmica
provocada pela inflamacéo e prurido na pele de individuos atopicos, tanto no sentido
de evitar quanto de reduzir seu espessamento patolégico. Parte dos resultados

obtidos no presente trabalho podem ter sua explicagdo pautada pela regulacéo do
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microbioma da pele através da correcdo de pH e da promocéo do crescimento de
microrganismos benéficos, ao mesmo tempo que da inibicdo da infeccdo por
patdgenos oportunistas. E possivel que alguma parcela dos efeitos observados com
0 uso de PereSkin advenha da correcdo do pH no local de aplicagédo, além de uma
importante atividade antioxidante sobre o sitio de inflamacdo que pode estar
associada a melhora da capacidade de regeneracdo e manutencao da funcionalidade
tecidual. Tomadas em conjunto, as observacoes resultantes das andalises conduzidas
neste estudo permitem considerar o produto PereSkin como uma alternativa
terapéutica com objetivo de manutencdo da dermatite atopica, visando reduzir a
intensidade e a frequéncia das crises atépicas e melhorar a qualidade da pele dos
individuos atopicos, tanto humanos quanto veterinérios. A auséncia de toxicidade da
planta e a formulagéo hipoalergénica ao qual EPA é incorporado constituem uma
alternativa segura e viavel para uso em peles sensiveis. A composi¢cdo de sua
formulacéo inclui insumos amplamente conhecidos em relagdo a seguranca da sua
utilizacéo, além de serem economicamente viaveis pelo seu baixo custo de obtencéo,
tornando a formulagé@o PereSkin um produto de facil reproducéo e distribuicéo.

Outros estudos devem ser conduzidos para identificar os mecanismos de
acao envolvidos nos resultados obtidos até aqui. A analise dos niveis de citocinas, de
ativacdo celular de linhagens Th2, CD4+ e de ceratinécitos pode ser um alvo
interessante para estudos de continuacdo deste trabalho. Outro possivel alvo de
investigacdo da acdo de PereSkin sobre a espessura da epiderme e a inibicdo da
inflamac&o seria em relacdo a producao de anticorpos IgE, a expresséo de FLG e de
interleucinas associadas, como IL-4, -5 e -13 Visto que a patogénese da DA esta
relacionada primariamente a um desbalanco no processo de ativacao e diferenciacao
de ceratindcitos, modulada por IL-1 e IL-4 ou diretamente induzida por alérgenos, a
interacdo de PereSkin com estas células também é de importante elucidacao.

As imagens que registram a evolucdo clinica semanal dos animais
corroboram com as conclusdes deste estudo, e revelam ainda que pode haver
melhora, além de no aspecto da pele, também no aspecto da cobertura pilosa dos
animais tratados, o que € de grande interesse para a abordagem veterinaria da

doenca. Maiores estudos devem, entrentanto, investigar esta possivel atividade.



115

6 CONCLUSAO

Com este trabalho conclui-se que PereSkin foi capaz de reduzir os
sintomas associados a dermatite atopica induzida por capsaicina em ratos Wistar,
exercendo efeitos de imunomodulacéo e restauracédo da funcao de barreira cutanea.
Estes resultados indicam que PereSkin pode ser Gtil no tratamento coadjuvante e de
manutencdo de pacientes atopicos. Além disto, PereSkin € um produto que possui
viabilidade para reproducéo industrial. Outros estudos devem ser conduzidos para

elucidar as vias de acao envolvidas.
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ANEXO | — EVOLUCAO CLINICA

Foram realizados registros fotograficos de todos os animais ao longo de
todo o experimento, em todos os dias de tratamento, previamente a aplicacdo do
tratamento correspondente a cada grupo. Este apéndice contempla a evolugdo
semanal de um animal representativo de cada grupo experimental, o que significa que
as fotos das regides de interesse de cada individuo foram agrupadas por semana.

As fotos que se seguem foram realizadas por meio de contencéo manual
dos animais, sem realizacdo de sedacédo ou utilizacdo de dispositivos de contencao.
Todos os animais registrados neste documento foram cedidos por autorizacdo do
Comité de Etica no Uso de Animais de Experimentacdo do Centro da Biologia da
Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora, em submisséo de protocolo
citado anteriormente no item 3 deste documento.

Nenhum animal foi maltratado ou lesionado durante a realizacdo dos

registros fotogréficos.



Figura 1. Animal NAIVE (ndo induzido, ndo tratado — controle higido).
Fonte: da autora.
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Figura 2. Evolugdo semanal do grupo CTRL — (induzido, né&o tratado).
(A) Semana 1. (B) Semana 2. (C) Semana 3. (D) Semana 4.
Fonte: da autora.







Figura 3. Evolucdo semanal do grupo CTRL + (tratado com dexametasona creme).
(A) Semana 1. (B) Semana 2. (C) Semana 3. (D) Semana 4.
Fonte: da autora.




Figura 4. Evolucao de balanopostite em animal CTRL + (tratado com dexametasona creme).
Observado nas semanas 3 e 4.
Fonte: da autora.






Figura 5. Evolugao semanal do grupo CTRL ve (tratado com o veiculo da formulagéo).
(A) Semana 1. (B) Semana 2. (C) Semana 3. (D) Semana 4.
Fonte: da autora.







Figura 6. Evolucdo semanal do grupo EPA (tratado com PereSkin).
(A) Semana 1. (B) Semana 2. (C) Semana 3. (D) Semana 4.
Fonte: da autora.



ANEXO Il = CERTIFICADO CEUA

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAILS - CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reumio realizada em (7/12/2021, analisou o protocolo ns. 01972021
mutulado “Efeitos de uma formulacio topica contendo extrato de Pereskia aculeatanem
modelo animal de dermatite atépica induzida por capsaicina”. projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de Elita Scio Fontes ¢ colaboragio de Isabelle Costa Antoniol e Nicolas de
Castro Campos Pmto a ser realizado no periodo de 16/1272021 a 16/'1272023. Por estar de
acordo com os Prncipios Eticos na Expenmentagdo Ammal, adotados pelo Conselbo
Nacional de Controle de Experimentacio Amumal (CONCEA), for aprovado pela CEUAL
Serdo utilzados 82 ratos Wistar machos com 24 horas de vada. Projeto a ser realizado no
Centro de Biologia da Reproducio (CBR) da UFJF, Juiz de Forn-MG. O prazo de vahdade
desse certificado € equivalente a vigénaa do projeto prorrogavel por mass um ano, desde que
scja enviada justificativa a CEUA durante a vigéncsa do projeto de acordo com onentagio
tecnsca do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n= 0192021.CEUA about “Efeitos de uma formulaciio topica
contendo extrato de Pereskin aculeatnem modelo animal de dermatite atopica induzida
por capsaicina”, under responsabality of Elita Scio Fontes and collaboration of Issbelle Costa
Antomiol and Nicolkes de Castro Campos Pinto, 1s 1n agreement with the Ethical Pnnciples m
Anmal Rescarch adopted by Branlian Councal for Control of Anmal Experimentation
(Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA'UFJF — ETHICAL
COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) 1n 1207/2021. For the development of
thrs research 82 males of Wistar rats wath 1 day old will be delivered as requested m the
period of 12162021 o 12/162023. The Project will be performed at Reproduction Biology
Center — UFJF, Juiz de Fora-MG. The term of vahdity of this certificate might be extended
for coe more year by means of justificatson duning the pened of vahdity.

Juiz de Fora 1S de dezembro de 2021.

Coordenadora Vice-Coordenadora
CEUA CEUA
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