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RESUMO

Introducdo: Dermatite atdépica (DA) é uma doenca inflamatoria cronica da pele,
caracterizada por intenso prurido, lesbes eczematosas, xerose, liquenificacdo. Além
de alteragdes histologicas, a DA é marcada por alteragbes imunoldgicas, como
aumento do numero de mastacitos, aumento de IgE e subpopula¢cdes de linfécitos
TCD4". Como o uso de corticoides e imunomoduladores causam diversos efeitos
colaterais, ha necessidade pela busca de fitoterapicos com atividade antinflamatoria
e reduzidos efeitos adversos. Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial terapéutico do 6éleo de copaiba e do trans-cariofileno em lesdes de pele na
DA experimental. Método: Camundongos Balb/c (N = 32) foram divididos nos
grupos GO (sem DA); GI (grupo inflamado - LesAD), GllI (dexametasona), Glll
(tacrolimus), GIV (6leo de copaiba), GV (trans-cariofileno). A dermatite foi induzida
com dinitroclorobenzeno e ovalbumina, por sete dias, e os tratamentos iniciados no
oitavo dia, por sete dias. A eutanasia foi realizada no 15° dia para obtencéo da area
lesionada para andlise histopatoldgica (HE e azul de toluidina) e imuno-histoquimica
(T-bet, GATA-3, IL-17, Foxp3 e peroxidase eosinofilica). Resultados: Amostras
coradas por HE demonstraram no Gl todas as caracteristicas necessarias para
diagndstico da DA; GlI foi semelhante ao Gl, porém com tipo de infiltrado diferente;
Glll exibiu infiltrado linfocitico intraepitelial; em GIV e GV houve boa recuperacdo
epidérmica. Nas amostras coradas por azul de toluidina, foram observadas
guantidades elevadas de mastécitos nos Grupos |, II, Il e V em comparagdo com
GO, enquanto que GIV, houve consideravel diminuicdo dos mastoécitos. Por
imunohistoquimica, o 6leo de copaiba reduziu significativamente a expressao de T-
bet, GATA-3, Foxp3 e peroxidase eosinofilica. Ja o trans-cariofileno reduziu a
expressdo de GATA-3, Foxp3 e peroxidase eosinofilica. Conclusao: Os resultados
sugerem que o Oleo de copaiba e trans-cariofileno séo potenciais substratos para

novas drogas a serem utilizadas no tratamento da DA.

Keyword: Dermatite atopica. Fitoterapia. Antinflamatorios. Oleo de copaiba.



ABSTRACT

Background: Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease
characterized by intense pruritus, eczematous lesions, xerosis and lichenification. In
addition to histological changes, AD is marked by immunological changes, such as
an increased number of mast cells, increased IgE and changes in CD4" T lymphocyte
subpopulations. Because the use of corticosteroids and immunomodulators causes
several side effects, there is a need for new phytotherapeutic agents with anti-
inflammatory activities that lack adverse effects. Objective: The objective of this
study was to evaluate the therapeutic potential of copaiba oil and trans-caryophyllene
in skin lesions from experimental AD. Methods: Balb/c mice (N = 32) were divided
into groups: GO (no AD), GI (inflamed group, LesAD), Gll (dexamethasone), Glll
(tacrolimus), GIV (copaiba oil), and GV (trans-caryophyllene). Dermatitis was induced
with dinitrochlorobenzene and ovalbumin for seven days, and treatments started on
the eighth day for seven days. Euthanasia was performed on the 15th day to obtain
the lesioned area for histopathological analysis (hematoxylin-eosin (HE) and toluidine
blue) and immunohistochemistry (T-bet, GATA-3, IL-17, Foxp3 and eosinophilic
peroxidase). Results: HE-stained samples showed all the characteristics necessary
for the diagnosis of AD in GI; GIl was similar to Gl but with a different infiltrate; GlII
exhibited an intraepithelial lymphocytic infiltrate; and in GIV and GV, there was good
epidermal recovery. In samples stained with toluidine blue, high numbers of mast
cells were observed in GI, Gll, Glll and GV compared to GO, whereas GIV exhibited
a considerable decrease in mast cells. Copaiba oil significantly reduced T-bet, GATA-
3, Foxp3 and eosinophilic  peroxidase  expression observed by
immunohistochemistry. Conversely, trans-caryophyllene reduced GATA-3, Foxp3
and eosinophilic peroxidase expression. Conclusions & Clinical Relevance: The
results suggest that copaiba oil and trans-caryophyllene are potential substrates for

new drugs to be used in AD treatment.

Keywords: Atopic dermatitis. Phytotherapy. Antinflammatory. Copaiba oil.
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1. INTRODUCAO

Dermatite atopica (DA), ou eczema, € uma doenca de pele que geralmente
esta associada a outras desordens atopicas, como rinite alérgica e asma (AKDIS et
al., 2006). As manifestagbes clinicas da DA variam de acordo com a idade e
geralmente trés estagios sdo identificados. Na primeira infancia, as primeiras lesdes
eczematosas geralmente surgem nas bochechas e no couro cabeludo, causando
intenso prurido. Durante a infancia, as lesdes envolvem regifes de flexdes, nuca e
os aspectos dorsais dos membros. Na adolescéncia e na idade adulta, as placas
liquenificadas afetam as flexuras, a cabeca e o pesco¢o. Em cada estagio, a coceira
gue continua ao longo do dia e piora a noite causa perda de sono e prejudica
substancialmente a qualidade de vida do paciente (BIEBER, 2008).

As caracteristicas da DA sdo uma forma cronica e recidivante de inflamacéo
da pele, um disturbio de funcéo da barreira epidérmica que culmina na pele seca e a
sensibilizacdo mediada por imunoglobulina E (IgE) a alérgenos alimentares e
ambientais (LEUNG; BIEBER, 2003). Algumas hipdteses sao propostas como
mecanismos da DA. Uma delas sustenta que o defeito priméario reside em um
distarbio imunoldgico que causa sensibilizacdo mediada por IgE, com a disfuncao da
barreira epitelial vista como consequéncia da inflamacao local. A outra propde que
um defeito intrinseco nas células epiteliais leva a disfuncdo da barreira (BIEBER,
2008). Tanto as alteragdes imunoldgicas quanto os defeitos de barreira de pele
estdo fortemente associados a fatores genéticos ou ambientais (BOGUNIEWICZ;
LEUNG, 2011).

Como forma de controlar a inflamacao, o tratamento da DA envolve uso de
corticosteroides e imunossupressores, a longo prazo. A terapia acarreta uma série
de efeitos colaterais ao longo do seu uso, o que diminui a adesao dos pacientes ao
tratamento (ASCHOFF et al.,, 2011; JENSEN et al., 2012; EICHENFIELD et al.,
2014). O aumento da prevaléncia da doenga, principalmente em paises
industrializados, e a pouca melhora observada nos pacientes que fazem uso do
tratamento convencional, foi o fator mais decisivo para a busca por novos

tratamentos.
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Newman e Cragg (2012), defenderam fortemente a expansao da exploracao
da natureza como forma de buscar medicamentos eficazes para uma grande
variedade de doencas. Entre tais produtos, o éleo-resina (OR) da copaiba constitui
uma das mais importantes fontes renovaveis de medicamento natural para as
populacdes da regido amazonica (GELMINI et al., 2013).

O OR extraido do caule dessas arvores é amplamente utilizado na medicina
popular por habitantes da Amazbnia devido a diversas acdes, inclusive a
antinflamatéria, que é, sem davida, a mais difundida na medicina popular (VEIGA
JUNIOR et al., 2007; YAMAGUCHI; GARCIA, 2012). A atividade antinflamatéria do
O0leo de copaiba é, por muitos autores, atribuida ao seu constituinte, o trans-
cariofileno (FERNANDES et al., 2007; VEIGA JUNIOR et al., 2007; GERTSCH et al.,
2008; GUIMARAES-SANTOS et al., 2012). Assim, o estudo buscou avaliar os efeitos
do 6leo de copaiba e do trans-cariofileno em animais com DA.

17



2. REVISAO DE LITERATURA

A DA é uma doenca inflamatoria crénica da pele, caracterizada por prurido
intenso, lesdes eczematosas, xerose e liquenificacdo (FUJITA, 2013; WU et al.,
2014) que, geralmente, se iniciam nos primeiros anos de vida, mas podem ocorrer
em qualquer idade (ZEPPA; BELLINI; LISI et al., 2011). Um total de 45% dos casos
de DA inicia-se dentro dos seis meses de vida, 60% durante o primeiro ano de idade
e 85% antes dos cinco anos de vida (ILLI et al., 2004). Est4 associada a outras
doencas atopicas como a asma, rinite alérgica, urticaria e reacdes alérgicas agudas
aos alimentos (WU et al., 2014). Essa relacao da presenca de mais de um processo
alérgico é conhecida como “marcha atdpica” ou “marcha alérgica” (GUTOWSKA-
OWSIAK; OGG, 2013; MU et al., 2014). O diagnéstico da doenca é basicamente
clinico; alguns exames laboratoriais, como dosagem de IgE e biopsia de pele,
podem ser utilizados para auxiliar a confirmagéo da doenca (EICHENFIELD et al.,
2015).

O termo atopia refere-se a uma tendéncia genética de desenvolver doencas
alérgicas, tais como rinite alérgica, asma e dermatite atOpica. Estas doencas
atopicas resultam de uma interacdo entre a susceptibilidade genética do individuo e
exposicao a fatores ambientais, como acaros, alimentos e pélen (JENEROWICZ et
al., 2012). A exposicao a inumeros fatores ambientais tem desencadeado o aumento
crescente das doencas alérgicas nas ultimas cinco décadas (PAWANKAR et al.,
2013).

Estima-se que a prevaléncia de DA em humanos seja de 3% em adultos e
de 15 a 20% em criancas, sendo uma das doencas mais comuns no mundo
ocidental, principalmente em paises industrializados (EYERICH; NOVAK, 2013). A
menor prevaléncia de DA em é&reas rurais quando comparado a areas urbanas
sugere associagao com a “hipétese da higiene”, a qual postula que a auséncia da
exposi¢cdo na infancia precoce a agentes infecciosos aumenta a susceptibilidade a
doencas alérgicas (STRACHAN, 1989). No Brasil, entre adolescentes, a primeira
fase do International Study of Asthma and Allergy Diseases in Childhood (ISAAC)
possibilitou revelar prevaléncia de diagnédstico médico de DA oscilando entre 10%

(Curitiba) e 14% (Sao Paulo). Entretanto, ao empregar-se o critério que combina
18



respostas afirmativas as questdes “manchas com coceira na pele que apareceram e
desapareceram nos ultimos doze meses” e “manchas com localizagao caracteristica”
(critério combinado) a prevaléncia foi de 3,7% (CAMELO-NUNES et al., 2004).
Embora a patogénese da DA nao esteja claramente definida, as principais
causas abordadas na literatura englobam fatores genéticos, ambientais, distarbios
na barreira da pele e reac¢des imunoldgicas (Figura 1) (CHOI et al., 2013; WU et al.,
2014). Individuos sem o defeito de barreira de pele tem uma integridade total da
epiderme, marcada por uma perda transepidermal minima de agua e adequada
protecdo contra microrganismos e alérgenos ambientais. Influéncias ambientais na
integridade da barreira de pele, tais como uso frequente de detergentes e dureza da
agua, estdo associados com o risco de DA, provavelmente devido a reduc¢éo no fator
de hidratacdo, aumento do pH da pele, e aumento da atividade da protease
(FLOHR; MANN, 2014). Todavia, uma série de argumentos suportam a hipétese de
gue a origem primaria dessa doenca seja imunologica (EYERICH; NOVAK, 2013).

Figura 1: Interagdo entre meio ambiente, pele, fatores genéticos e fatores imunoldgicos relacionados

a DA
:
Fraquéncia de lavagens :
Detergantas contendo protesss :
.
Dumﬂm :
.
- —
4 |Aurpalmmhi
Fiisgrina e outros
genas barrsira 08

\ Fendtipo imunolégico de DA na pele e sistemicamente

Fonte: FLOHR; MANN, 2014.

2.1 Alteragbes imunologicas

A DA é uma doenca inflamatéria cronica caracterizada pela infiltracdo e
acumulo de eosinodfilos, linfécitos T e mastocitos, e a severidade da doenca €

marcada pelo influxo adicional de neutrofilos (SOUWER et al., 2010).
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Classicamente, é caracterizada por um desequilibrio entre as populacfes de
linfocitos T helper do tipo 1 (Thl) e T helper do tipo 2 (Th2), desencadeada por
antigenos ambientais, que em condi¢cdes normais seriam incapazes de desencadear
um processo imune (SOUWER et al.,, 2010). Porém alguns estudos mostram
também a presenca de linfocitos T helper do tipo 17 (Th17) e linfécitos T helper do
tipo 22 (Th22) desempenhando um papel importante na manutengéao da inflamacéo
na DA. Todas essas populagbes de linfocitos T s@o provenientes de células T
virgens (Th0), por meio de estimulos como as citocinas e fatores de transcricao
(TODA et al., 2003; BONIFACE et al., 2005; NOGRALES et al., 2008; SIMON et al.,
2014).

A interleucina 12 (IL-12) secretada por macrofagos, ceélulas dendriticas,
neutrofilos e linfécitos B, juntamente com o fator de transcricdo T-bet e STAT-4 induz
a diferenciacdo de ThO para Thl, o qual produz citocinas como o interferon-gama
(IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que s&o responsaveis por ativar
macrofagos e induzir a apoptose de células teciduais. Ja a inducédo de células Th2
ocorre quando a interleucina 4 (IL-4) interage com seu receptor, ativando o fator de
transcricdo STAT-6, que junto com o fator de transcricdo GATA-3, estimulam a
producdo de citocinas de perfil Th2, como a IL-4, IL-5 e IL-13, responsaveis pela
elevacdo dos niveis de IgE e infiltracdo de eosindfilos. Os mastécitos, por
apresentarem receptor de alta afinidade para IgE em sua superficie, sdo ativados
por ela e sofrem degranulacdo, liberando fator de agregacao plaquetaria (PFA),
histaminas, prostaglandinas E2 e leucotrienos, os quais contribuem para intensificar
0 processo alérgico. Linfécitos Th2 também produzem IL-10, que € inibidora da
ativacdo de macrofagos, inibindo, portanto, a acdo de citocinas secretadas por Thl
(MOSMANN; COFFMAN, 1989; KORN et al., 2009).

Citocinas de padrdo Th17 sao sintetizadas apés ativacdo dessa linhagem de
linfocitos pelas citocinas IL-6, transforming growth factor beta (TGF-B), IL-21 e IL-23,
juntamente com o fator de transcricdo ROR-yt. As citocinas produzidas por Th17,
como a IL-17, sdo responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos; por isso esse
padrao de linfocitos T sustenta a inflamacéao, ja que o influxo de neutrofilos coincide
com a severidade da doenca. A IL-17 também é importante na defesa contra
patégenos extracelulares, e como estad ausente na fase cronica, ocorre frequente

colonizagdo e infeccdo por Staphylococcus aureus nos pacientes com DA nessa
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fase da doenca. Além disso, Th17 também secreta IL-22, que possui efeitos pré e
antinflamatérios, participando da inducdo de agentes antimicrobianos, inducdo da
acantose e defeito na diferenciacdo de queratindcitos. Seus efeitos pro-inflamatérios
sdo em menor grau quando comparados aos efeitos da IL-17, pois IL-22 ndo atrai
células imunes. Linfocitos Th22, encontrados em fase cronica da DA, também
secretam IL-22 (MANGAN et al., 2006; VELDHOEN et al., 2006; KORN et al., 2009).

Os primeiros estudos reconheciam linfécitos Th2 presentes somente em fase
aguda da doenca (MOSMANN; COFFMAN, 1989). Hoje, sabe-se que ha citocinas
de perfil Th2 presentes em fase crénica da DA, como mostra a Figura 2, justificada
pela presenca de quimiocina CCL27, sintetizada por Th2, que possui um ligante na
guimiocina CCR10, sintetizada por Th22. Assim, se CCL27 esta presente em lesdes
de pele de pacientes com DA, e se células Th22 particularmente expressam CCR10,
isso pode explicar a presenca de Th2 e Th22 na fase cronica da doenca (HOMEY et
al., 2002).

Figura 2: Mecanismos imunolégicos envolvidos na DA
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Fonte: SOUWER et al., 2010.

Em meio aos subtipos de linfécitos T diferenciados a partir de células ThoO,

encontram-se também os linfocitos T regulatorios (Treg), que sdo subpopulagbes de
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linfécitos que se apresentam na tentativa de controlar a expressdao dos outros
subtipos de linfécitos T, por meio da secre¢do de citocinas IL-10 e TGF-j,
responsaveis, respectivamente, pela supressdo de Thl e supressdo de Thl, Th2 e
Th1l7. Observa-se, entdo, que linfocitos Thl7 e Treg sdo células interconectadas,
pois, na presenca de TGF-B, os linfécitos T virgens podem ser direcionados a
expressarem um fator de transcricdo, o Foxp3, e se tornarem uma célula Treg. O
que leva as células T virgens a diferenciarem em Th17 ou Treg, é a presenca e
combinacao das citocinas estimulatérias (KORN et al., 2009). Na presenca de TGF-
B, juntamente com IL-6 e IL-21, leva a diferenciacdo de ThO a Th17 (BETELLI et al.,
2006; KORN et al., 2009), ao passo que altas concentracdes de TGF-3, e auséncia
de IL-6 e IL-21, induz a diferenciacdo de ThO em Treg, por induzir o fator de
transcricdo Foxp3, especifico de Treg (KRETSCHMER et al., 2005). A Figura 3
ilustra os subtipos de linfocitos T diferenciados de ThO na DA, bem como os fatores
de transcricdo e citocinas que induzem as diferenciacdes, e as citocinas secretadas

por cada subpopulacéo linfocitaria.

Figura 3: Subpopulagdes de linfocitos na resposta adaptativa, com suas respectivas citocinas
produzidas e fun¢des desempenhadas por elas, e fatores de transcricdo que as induzem, juntamente
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Em pacientes com DA, os linfécitos Treg encontram-se comprometidos ou
alterados. Trés hipéteses apontadas na literatura justificam tal comprometimento. A
primeira € a teoria da higiene, em que a ndo exposi¢cdo da criangca nos primeiros
anos de vida a microrganismos, leva a um defeito na producdo de Treg, e,
consequentemente, a nado regulacdo de Th2, aumentando a susceptibilidade a
doencas alérgicas. A segunda é a mutacao, rara, no gene que codifica o fator de
transcricdo Foxp3, especifico de Treg. E por fim, uma menor eficacia na inibicdo de
células Th2 pelas Treg, pelo fato de alguns individuos atopicos mostrarem respostas
vigorosas de Th2 ao alérgeno (HAWRYLOWICZ; O'GARRA, 2005).

2.2 Caracteristicas histopatoldgicas da dermatite atépica

Pacientes com DA apresentam alteracdes histopatolégicas como hiperplasia
epitelial, edema intercelular (espongiose), perda de coesao intercelular (acantélise)
e, consequentemente, espessamento da epiderme (acantose), degeneracgéo
hidrépica, presenca de crosta, eroséo, hiperqueratose, infiltrado linfocitario na derme
e linfdcitos intraepiteliais (AKDIS et al., 2006; BIEBER, 2008) (Figura 4).

Figura 4: Pele demonstrando algumas caracteristicas de DA
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Fonte: ELSEVIER SAUDE, 2019.
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2.3 Alteracdes na funcéo de barreira epidérmica

A barreira epidérmica € a primeira linha de defesa contra microrganismos e
alérgenos, sendo integrante essencial da imunidade inata (GUTOWSKA-OWSIAK;
0OGG, 2013).

Os queratindcitos, células presentes na epiderme, formam uma estrutura
multicamadas altamente especializada para fornecer forte suporte mecéanico, assim
como a protecao contra a evaporacao e penetracao de antigenos. A formacao de tal
sistema se baseia no crescimento e diferenciacdo dessas células, as quais,
fisiologicamente, se encaminham em direcdo as camadas superiores da epiderme,
iniciando na camada basal, seguindo para a espinhosa, granular e, finalmente, para
a Ultima, o estrato cérneo, onde o0s queratinécitos sofrem apoptose, liberando
queratina na superficie da pele. Este processo de queratinizagdo forma o
revestimento corneo, formado por queratinécitos fragmentados e por remanescentes
de outras estruturas celulares as quais fornecem membranas lipidicas (lamelas)
(GUTOWSKA-OWSIAK; OGG, 2013).

Outros componentes, tais como as juncdes e moléculas de aderéncia que
realizam a ligacdo entre as células das diferentes camadas, também sao
fundamentais para a organizacdo da epiderme (GUTOWSKA-OWSIAK; OGG, 2013).
O desenvolvimento de uma epiderme saudavel se baseia, entre outros fatores, no
equilibrio entre a proliferacdo e a maturacdo dos queratindcitos (NAKAHIGASHI et
al., 2011).

Diversos genes relacionados com anormalidades estruturais na epiderme
tém sido estudados na patogénese da DA. Dentre eles, o gene que codifica a
proteina filagrina (FLG) € o mais comumente associado a ela. Ele produz,
inicialmente, a proteina profilagrina que € processada no estrato granuloso em
proteina FLG. Esta contribui para a funcdo de barreira do estrato cérneo da pele,
bem como para a integridade da epiderme, constituindo um importante marcador na
diferenciacdo de queratinocitos. Uma barreira da pele intacta protege a pele contra a
penetragdo ambiental de substancias irritantes, alérgenos e contra a perda trans-
epidérmica de agua (PTEA) (CHO; CHO, 2013).
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A PTEA esté relacionada ao dano na barreira lipidica do estrato cérneo e a
consecutiva diminuicdo da adesdo dos cornedcitos. Essas alteracdes atuam como
biomarcadores da severidade e intensidade da DA o que reflete em uma aparéncia
clinica de pele seca e escamosa (CHO; CHO, 2013; GUTOWSKA-OWSIAK; OGG,
2013).

Os peptideos derivados da FLG agregam o citoesqueleto de queratina,
causam a conversdo de células granulares em células achatadas escamosas e
anucleadas, ou seja, contribuem para a formacdo dos cornedcitos. No estrato
coérneo, caspase 14 e calpaina 1 degradam unidades desses peptideos em
aminoacidos hidrofilicos livres, os quais formam o Fator de Hidratacdo Natural
(FHN). O FHN é crucial para a manutencdo da hidratacdo e dos niveis de pH da
epiderme superior e, especialmente, o acido urocanico, para a protecdo da pele
contra a luz ultravioleta (KYPRIOTOU et al., 2013).

Mutacdes na FLG e consequente perda de funcao tém sido associadas com
o risco de desenvolvimento de DA (MARGOLIS et al., 2014; MU et al., 2014). A
figura 5 mostra uma pele normal, com a presenca da proteina, e outra pele com

dermatite atdpica, sem a proteina.

Figura 5: A) Pele normal com a presenca de granulos de filagrina, marcados por imuno-histoquimica,

destacados na cor preta. B) Pele com dermatite atépica, sem granulos de filagrina
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Fonte: McLean, 2010.
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Essas mutacfes tém sido relatadas em 8 a 48% dos pacientes com DA, o
qgue enfatiza a importancia dessa proteina na manutencdo da integridade da
epiderme (WEIDINGER et al., 2007). A deficiéncia da FLG tem sido associada ao
aumento dos niveis de RNAm para IL-17 em lesdes de pele apos aplicacédo
epicutanea de ovalbumina (OVA) (OYOSHI et al.,, 2009). Além da IL-17, a IL-22
também se mostrou regular negativamente a expressdo de genes, in Vvitro,
envolvidos na formacado de mondmeros de FLG, o que poderia afetar a geracéo do
FHN (GUTOWSKA-OWSIAK; OGG, 2013; MU et al., 2014).

No entanto, como existe um grande numero de pacientes com DA que néo
apresentam esta predisposicao geneticamente determinada (mutacdo do gene de
FLG) para uma permeabilidade epidérmica disfuncional, mas ainda demonstram a
diminuicdo da expressdo de FLG, faz-se admitir que fatores adquiridos também
possam desempenhar um papel na doenca, o que reforgca o papel do processo
imune. Citocinas presentes na pele durante a inflamacao alérgica, como IL-4 e IL-13
se mostraram agentes perturbadores da manutencdo da integridade da barreira
epidérmica (HOWELL et al., 2007; SOUWER et al., 2010; GUTOWSKA-OWSIAK;
OGG, 2013; MARGOLIS et al., 2014; MU et al., 2014).

O conteudo lipidico do estrato cérneo também é essencial para a integridade
da epiderme. Desequilibrios desse conteudo sdo observados na DA, principalmente
na fracdo de ceramidas. Ha indicio de que esse fenbmeno ocorra devido a um
aumento da atividade da enzima glucosil ceramida esfingomielina desacilase (SM-
GCer), resultando numa supressdo de vias metabdlicas que conduzem a producédo
de ceramidas na pele (GUTOWSKA-OWSIAK; OGG, 2013).

As ceramidas, com longas cadeias de acidos graxos, na camada mais
externa do estrato corneo humano, sdo responsaveis pela manutencdo de um
ambiente hidréfobo e desempenham um papel importante no desenvolvimento e
manutencdo de uma barreira de permeabilidade a agua (TAWADA et al., 2014;
UCHIDA, 2014).

Para Park et al. (2010), a IL-4 inibe a sintese de ceramidas e essa afirmacao
parte de estudos que realizaram aplicacdo exogena dessa citocina, em que esta
impediu a recuperacéo da barreira permeavel apés perturbacdes agudas. De acordo
com Tawada et al. (2014), na DA é abundante a presenca de IFN-y e, ao testar a

influéncia de diferentes citocinas (IL-1, IL-4, IL-5, IL-8, IL-17, IL-18, IFN-y, TNF-q,
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GM-CSF), somente o IFN-y foi capaz de diminuir a expressao de enzimas envolvidas
na formacdo da cadeia de &cido graxo das ceramidas. Para estes autores, a
quantidade e o perfil da por¢ao de acido graxo das ceramidas desempenham funcéo
critica no estrato corneo.

Além dos queratindcitos, das filagrinas e de lipideos presentes na pele, os
peptideos antimicrobianos, como as catelicidinas e as defensinas, participam da
integridade da barreira epidérmica e contribuem para uma permeabilidade
adequada. Disfuncdes desses componentes levam a deficiéncias hereditarias,
traumas, comprometimento do sistema imune, alteracdes de pH e surgimento de
infeccdes, devido a perda de funcdo de barreira epidérmica. A entrada de antigenos
na epiderme promove a ativacdo de células imunes, levando ao aumento da
secrecdo de mediadores inflamatorios, o que pode induzir o desenvolvimento da DA
ou outras desordens imunes como alergias alimentares, rinite alérgica e asma
(HAMMAD; LAMBRECHT, 2008; MCGRATH; UITTO, 2008).

Um dos grandes problemas desencadeados pela DA é o estabelecimento de
infeccBes cutaneas, tanto localizadas quanto disseminadas. Noventa por cento dos
pacientes sdo colonizados e/ou infectados por S. aureus, sendo que diferentes
fatores sdo indicados como possiveis contribuintes para esse grande numero.
Dentre eles, as citocinas de padrao Th2, como IL-4 e IL-13, apresentam um efeito
permissivo sobre a invasdo microbiana na barreira epidérmica por diminuir a
producdo de catelicidina e trans-defensina, entre outros peptideos antimicrobianos.
Essas mesmas citocinas também estdo sendo relacionadas com o aumento da
toxina estafilococica, a qual induz a morte dos queratinécitos através da via de
sinalizacdo Signal Transducer and Activation of Transcription (STAT 6) (PARK et al.,
2010; CZARNOWICKI et al., 2014).

Para Park et al. (2010), citocina de perfil Th2, como a IL-10, inibe a producgéo
de citocinas de padrédo Thl, como IFN-y e IL-18, as quais por sua vez s&o
mediadores que beneficiam a expressao de peptideos antimicrobianos. Ou seja, as
citocinas Th2 agem tanto diretamente sobre a expressdo dos peptideos
antimicrobianos quanto indiretamente atraves da supressao da via Thl.

Todas essas alteracbes na integridade da barreira epidérmica contribuem

para a penetracdo de alérgenos e microrganismos na pele.
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2.4 Impactos na qualidade de vida

Um dos maiores impactos da DA sobre a qualidade de vida é a perda do
sono, devido ao prurido e associa¢cdes com outras doencas alérgicas, a qual afeta a
familia como um todo. Depresséo, ansiedade, diminuicdo da qualidade de vida e
aspectos relacionados a morbidade, podem ser comparaveis aos ocasionados por
outras doencas nao transmissiveis como, por exemplo, diabetes e asma (BARBEAU,;
LALONDE, 2006; WILLIAMS, 2013).

Em estudo realizado por Yano et al. (2013), com adultos, no Japéo, foram
avaliados os efeitos da DA no comprometimento da produtividade total no trabalho
levando em consideracdo a abstencdo (porcentagem de horas perdidas) e a
presenca (porcentagem de comprometimento durante o periodo do trabalho) e o
comprometimento total de atividade, que representa prejuizo nas atividades diarias
de pessoas ndo empregadas. Os autores observaram impactos negativos tanto na
produtividade do trabalho quanto na atividade, e estes tendem a ser maiores dos
gue os observados em pacientes com psoriase e que podem se aprofundar ainda

mais em pacientes com DA severa.

2.5 Tratamento da dermatite atépica

As terapias atualmente padronizadas para o tratamento da DA nédo levam a
cura sendo utilizadas com objetivo de reduzir o quadro inflamatério e aliviar os sinais
e sintomas. Por se tratar de uma doenga crbnica, 0s tratamentos precisam ser
seguros e bem tolerados. A terapia basica da DA inclui o uso de emolientes e
hidratacdo constante da pele. Uso topico de corticosteroides e inibidores de
calcineurina (tacrolimus e pimecrolimus) foram as primeiras linhas terapéuticas
descritas para o tratamento da DA em fase aguda, com efeitos imunomodulatorios
(HANIFIN et al., 2001; DARSOW et al., 2005; LUGER et al., 2015).

Os primeiros corticosteroides topicos foram descritos na década de 50 e,

desde entdo sdo amplamente utilizados no tratamento da DA. S&o agentes
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antinflamatérios, pois atuam nas células dendriticas, mondcitos, macréfagos e
linfocitos T e impedem a sintese de interleucinas (TANG et al., 2014; CARVALHO et
al., 2017). Os corticosteroides controlam os principais sintomas da DA, como o
prurido e as lesdes eczematosas, mas podem apresentar efeitos colaterais,
especialmente locais e sistémicos, incluindo afinamento da pele, acne, estrias,
infeccdes secundéarias e sensacdo de queimacdo quando utilizados na regido da
face (ASCHOFF et al., 2011; JENSEN et al., 2012). Seu uso deve ser a longo prazo
em pele previamente afetada para reducdo do risco de recaidas subsequentes
(GLAZENBURG et al., 2009; TANG et al, 2014). Apesar desta classe
medicamentosa ser eficaz no tratamento da DA, os potenciais efeitos colaterais tém
levado a uma rejeicdo ao uso dos corticosteroides e reduzida aderéncia ao
medicamento (AUBERT-WASTIAUX et al.,, 2011). Foi observado, por meio de
guestionarios aplicados, que 80,7% dos pais ou pacientes apresentam medo do uso,
e gue 36% n&o aderiam ao tratamento em decorréncia disto (AUBERT-WASTIAUX
et al., 2011; EICHENFIELD et al., 2014).

Os inibidores da calcineurina, por sua vez, utilizados a partir do ano de 2000,
sdo utilizados nos surtos para o controle da inflamacédo na DA, porém ndo sédo a
primeira escolha. A calcineurina € uma proteina citoplasmatica presente em diversas
células, incluindo linfocitos e células dendriticas e, apds sua ativagdo, atua como um
fator de transcricdo de interleucinas inflamatorias, tais como IL-2, IL-3, IL-4 e TNF-a.
Inibir a calcineurina significa minimizar a acao do linfocito e este processo deve ser
feito de maneira controlada para garantir a melhora das crises de DA, sem
comprometer a funcdo imunoldgica do organismo (EICHENFIELD et al., 2014
SIGURGEIRSSON et al., 2015; SIEGFRIED et al., 2016). Encontram-se disponiveis,
para uso topico, dois inibidores de calcineurina, o pimecrolimus e o tacrolimus. No
Brasil, o pimecrolimus pode ser indicado a partir dos trés meses de idade e com
Unica apresentagédo, em creme, na concentragdo de 1%. O tacrolimus é indicado a
partir dos dois anos de idade, com apresentacées em pomada contendo 0,03% (uso
pediatrico em face de adultos), e 0,1% (uso em maiores de 16 anos, corpo) da
droga. Como nao apresentam os mesmos efeitos colaterais que a corticoterapia
topica, podem ser utilizados com maior seguranca na face, nos genitais e nas areas
proximas a mucosas (CARVALHO et al., 2017). A terapia também deve ser feita a

longo prazo para evitar o risco de recaidas subsequentes (TANG et al., 2014).
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Desde 2006, o Food and Drug Administration (FDA) exige que estas medicacdes
apresentem um aviso na caixa sobre risco tedrico de malignidades (incluindo
linfomas e cancer de pele ndo-melanoma), porém esta associacao nao foi observada
em revisdes e metandlises realizadas desde entdo (SIEGFRIED et al., 2016). Nos
Estados Unidos, estas drogas séo indicadas nos pacientes que apresentam contra-
indicacbes ou efeitos colaterais com o0 uso de corticosteroides topicos
(EICHENFIELD et al., 2014; SIGURGEIRSSON et al.,, 2015; SIEGFRIED et al.,
2016).

Em casos mais graves em que a doenca ndo consegue ser controlada por
tratamento topico, faz-se necessario o uso de terapia sistémica, com administracéo
de corticosteroides e imunossupressores, como a ciclosporina (AYLETT et al., 1992;
BERTH-JONES et al., 1996; ZAKI et al., 1996). A ciclosporina € um polipeptideo
ciclico lipofilico que inibe as vias dependentes da calcineurina, resultando em niveis
reduzidos de vérias citocinas pré-inflamatoérias, tais como IL-2 e IFN-y, e promove a
inibicdo da ativacdo de células T (ROEKEVISCH, 2014; SIMON; BIEBER, 2014).
Estudo de revisdo sistematica recomendou a ciclosporina como tratamento para DA
moderada a grave, em que a terapéutica convencional foi ineficaz ou inapropriada
(ROEKEVISCH et al., 2014). Porém, deve ser realizado monitoramento da funcao
renal e da pressao arterial e considerar que, em criancas, as vacinas podem nao ser
eficazes durante o seu uso, decorrente da imunossupressao (AKDIS et al., 2006).

Em 2017, foi aprovado pelo FDA o emprego do anticorpo Dupilumab,
antagonista do receptor IL-4 e IL-13, para o tratamento de DA e asma, apresentando
resultados extremamente satisfatérios. Entretanto, para as formas leve e moderada
da DA, séo escassas as opcdes, contando apenas com o uso de imunomoduladores
tépicos, como o tacrolimus e pimecrolimus, e corticoides (JOHNSON et al., 2019).

Como as opcoes terapéuticas sdo limitadas, especialmente nos casos de DA
cronica, apesar do aumento da prevaléncia dessa condi¢cdo, e a pouca melhora
observada nos pacientes que fazem uso de medicamentos convencionais para DA,

foram os fatores mais decisivos para a busca por tratamentos alternativos.
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2.6 Busca por produtos naturais

Newman e Cragg (2012) defenderam fortemente a expanséo da exploracéo
da natureza como fonte de novos agentes ativos que possam servir como um guia
ou suporte para elaboracédo, extremamente necessaria, de medicamentos eficazes
para uma grande variedade de doengas. O conhecimento popular, principalmente
relacionado a biodiversidade da Amazonia, tem sido utilizado como uma importante
ferramenta no desenvolvimento de produtos farmacéuticos (LIMA et al., 2011).

Entre tais produtos, o Oleo-resina (OR) da copaiba constitui uma das mais
importantes fontes renovaveis de medicamento natural para as populacdes da
regido amazoénica. Nos Estados Unidos se tornou uma droga oficial na U.S.P. de
1820 a 1910 e, em 1940, foi admitido no National Formulary. Em 1972, o OR foi
aprovado como suplemento alimentar pelo FDA, ap6s avaliacdo de sua seguranca e,
mais recentemente, foi também aprovado na Italia pelo Ministério da Saude Italiano
(GELMINI et al., 2013).

2.7 Oléo-resina de copaiba e o trans-cariofileno

As copaibas (Copaifera sp., Fabaceae) sdo arvores nativas da América do
Sul. No Brasil, a copaiba é uma arvore nativa e esta localizada na regido sudeste,
centro-oeste e, principalmente, regido amazoénica. O OR extraido do caule dessas
arvores é amplamente utilizado na medicina popular por habitantes da Amazonia
devido a suas ac¢les antissépticas do aparelho urinario, cicatrizante, antinflamatoria,
antitumoral (YAMAGUCHI; GARCIA, 2012), antipsoriase (LEANDRO et al., 2012;
GELMINI et al., 2013) e antimicrobiana (LORENZI; MATOS, 2008). Dentre estas, a
atividade antinflamatoria €, sem duvida, a mais difundida na medicina popular
(VEIGA JUNIOR et al., 2007; YAMAGUCHI; GARCIA, 2012).

Os OR sao compostos por uma grande quantidade de hidrocarbonetos
sesquiterpenos que constituem, aproximadamente, 90% do total do OR, seguidos

dos diterpenos que estado presentes em menor concentracao. O trans-cariofileno é o
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constituinte majoritario dentre os sesquiterpenos (SACHETTI et al., 2011; SOUSA et
al., 2011; DIAS et al., 2012). Entretanto, a composi¢cdo do OR pode sofrer variacbes
decorrentes, principalmente, das espécies de arvores, da época da coleta e também
das caracteristicas geogréficas e climaticas em que estas se encontram (SACHETTI
et al., 2011).

O trans-cariofileno (Figura 6) € um sesquiterpeno biciclico, constituinte
comum de muitos 6leos essenciais e de plantas alimenticias. Vérias atividades
biologicas tais como antinflamatéria, antimicrobiana, antioxidante, anticarcinogénica,
antiespasmaodica, antiviral, propriedade anestésica local e habilidade de penetracéo
na pele séo a ele atribuidas (CHO et al., 2007; HORVATH et al., 2012; PANT et al.,
2014). De acordo com Fernandes et al. (2007), o trans-cariofileno apresentou
marcante atividade antinflamatéria quando administrado oralmente na dose de 50
mg/kg, levando a reducdo do edema de pata traseira, induzido por injecédo de salina
(0,9%) e carragenina (300ug/pata) comparando com a pata que sO recebeu injecédo
de 100 pL de salina. Essa substancia também foi capaz de inibir a ciclo-oxigenase-2
(COX-2) e o oOxido nitrico sintase (INOS), importantes enzimas envolvidas nos
processos inflamatérios, e o TNF-a, citocina envolvida em processos pro-

inflamatérios, sintetizada por macrofagos e linfécitos T.

Figura 6: Estrutura quimica do trans-cariofileno
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Fonte: NIST, 2018.

Estudos in vitro sugerem que o trans-cariofileno seja um canabinoide com

pronunciado efeito antinflamatério exercido através da inibicdo seletiva de
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receptores canabinoides do tipo 2, os quais acarretam a subsequente inibicdo das
vias pro-inflamatorias, o que normalmente levam a producédo de IL-1, IL-6, IL-8, e
TNF-a (GERTSCH et al., 2008; GUIMARAES-SANTOS et al., 2012). Carvalho et al.
(2005) avaliaram o uso do 6leo de copaiba em diferentes doencas induzidas em
camundongos, dentre estas, a dermatite. O modelo de dermatite produzido nos
animais foi o induzido por 6leo de créton, o qual gera um processo inflamatério
agudo com a presenca de mediadores da COX. O tratamento topico com o OR da
copaiba (517 mg/kg, 1035 mg/kg e 1802 mg/kg) produziu 52%, 58% e 62% de
inibicho do processo inflamatorio, respectivamente. Os autores atribuiram os
resultados a presenca de terpenos, tais como o trans-cariofileno. Veiga Junior et al.
(2007), ao estudarem diferentes espécies de copaibas, concluiram que a espécie
gue obteve a maior atividade antinflamatoria, foi aquela que continha o mais alto teor
de trans-cariofileno, 57,5%.

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram o efeito
imunomodulatério do 6leo de copaiba e do trans-cariofileno. Dias et al.,, 2014,
demonstraram os efeitos imunomodulatérios do 6leo de copaiba na producdo de
oxido nitrico (NO), peréxido de hidrogénio (H.0;), TNF-a, IFN-y e IL-17 em culturas
de células de camundongos C57BI/6 com encefalomielite autoimune experimental.
Niveis de NO, H,0,, TNF-a, IFN-y e IL-17 foram significativamente reduzidos apos
tratamento com 6leo de copaiba, 0 que sugere que o 6leo age nos mecanismos de
desenvolvimento da encefalomielite autoimune experimental pela inibicdo de IFN-y,
TNF-a e IL-17, modulando a resposta imune em ambas as células Thl e Th17 (DIAS
et al., 2014). Fontes et al. (2017), observaram reducéo dos niveis de NO, H,0,, IFN-
Y, TNF-a e IL-17, em camundongos C57BIl/6 com encefalomielite autoimune
experimental, apds tratamento com trans-cariofileno.

Um compilado de trabalhos, na literatura, que demonstraram a atividade
antinflamatéria do OR extraido de diferentes espécies de copaiba e do trans-

cariofileno, pode ser visualizado no Quadro 1.
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Quadro 1: Compilado de trabalhos que demonstram atividade antinflamatdria de espécies de

copaibas e do trans-cariofileno

MEDIADOR . .
_QUIMICO OU MODELO UTILIZADO ET%ZiCsI-Ec?\EégEAEINBé/
CELULAS INIBIDOS
Lesdao induzida por
X Reduc¢éo da necrose neurotoxin N-Methyl-
GUIMARAES- : . . .
SANTOS et al., 2012 tecidual, ma,c_rofagos ) D-Aspartate, no Copaifera reticulata Ducke
e neutrofilos cérebro e na medula
espinhal
Migracéo de Edema de pata
MEDEIROS et al., neg}rofllos para a . |ndq2|do por trans-cariofileno
2007 regido inflamada e lipopolissacarideo
ativacdo da NF-kB (LPS)
VEIGA JUNIOR et al., Producéo de 6xido c:an\rilg;?jaegaloeggl Copaifera reticulata Ducke
2007 nitrico (NO) o cay P (185% NO)
induzida por zymosan
Inflamac&o da - Copaifera cearenses
Numerq t(_)tal de cavidade pleural Huber ex Ducke )
leucdcitos . : - Copaifera multijuga
induzida por zymosan
Hayne
- Copaifera cearenses
Inflamacdo da Hl?: ra?e%ur?wkuelti'u a
Numero de neutréfilos cavidade pleural Hayr?e Jug
induzida por zymosan - Copaifera reticulata
Ducke
CHO et al., 2007 Infiltrado inflamatario Colite induzida por trans-cariofileno
elL-6 sulfato de dextram
BAYLA;:(,)OF;ACINE, 5-lipoxigenase In vitro Copaifera officinalis
Encefalomielite
NO, H,0,, INF-y, . . .
DIAS et al., 2014 TNE-g & IL-17 autoimune Oleo de copaiba
experimental
Encefalomielite
FONTES et al., 2017 NO, H,0,, INF-y, autoimune trans-cariofileno
TNF-a e IL-17 .
experimental

Considerando promissores os resultados alcangados em diferentes modelos
experimentais, nos quais o OR de copaiba/trans-cariofileno demonstraram atividade
antinflamatéria, destacamos ser relevante estudar os possiveis efeitos dessas

substancias sobre o processo inflamatério na dermatite atépica.
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3. HIPOTESE

A atividade antinflamatoria do trans-cariofileno e do 6leo de copaiba
levam a melhora das les6es dermatologicas na DA via diminuicdo da expressao de
T-bet, GATA-3, IL-17, e peroxidase eosinofilica modulando, in situ, os perfis Th que

participam da histéria natural da doenca.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial terapéutico do 6leo de copaiba e do trans-cariofileno em

lesdes de pele com dermatite atdpica experimental em camundongos BALB/c.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar, histopatologicamente, a acao antinflamatoria do 6leo de copaiba e
do trans-cariofileno, aplicados topicamente nas lesdes de pele de dermatite atépica
experimental;

Avaliar e quantificar os perfis Thl, Th2, Thl7 e Treg pela expressao de T-
bet, GATA-3, IL-17 e Foxp3, in situ, em amostras de lesdes de pele, provenientes do
modelo proposto, por meio de muno-histoquimica.

Avaliar a atividade de eosindfilos, pela expressao de peroxidase eosindfilica,
em amostras de lesdes de pele também por meio de imuno-histoquimica.

Comparacéo do efeito antinflamatério do 6leo de copaiba e trans-cariofileno

com os grupos tratados com dexametasona e tacrolimus.
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5. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado na Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), no
Laboratdrio de Imunopatologia e Patologia Experimental do Centro de Biologia da
Reproducdo (CBR), aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
UFJF, pelo parecer numero 016/2014.

5.1 Animais do experimento

Foram utilizados camundongos Balb/c fémeas (N = 32), oito semanas de
vida, com peso entre 18 — 22 g. Durante a confeccdo das laminas, duas laminas, de
dois animais, foram perdidas devido ao preparo incorreto de confeccdo. A escolha
dessa linhagem se baseou na literatura a qual descreve que camundongos Balb/c
sensibilizados pela ovalbumina, desenvolvem comportamento pruritico e lesées na
pele, caracterizadas pelo espessamento epidérmico e dérmico, infiltracdo de células
T CD4+, eosindfilos e regulacéo positiva das citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13). Perfil
este, bastante similar ao processo de dermatite atopica no periodo de fase aguda
(JIN et al., 2009).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (47x34x18 cm), em
um numero de um por gaiola. As gaiolas permaneceram em estantes climatizadas,
com exaustdo de ar, umidade, ventilacdo e temperatura (22+2°C) controladas; racao
(industrial) e agua (filtrada) ad libitum; ciclo claro/escuro de 12 horas (claro de 06:00
as 18:00 h). Os protocolos e procedimentos utilizados foram realizados por pessoal
treinado e de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado

pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).
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5.2 Inducédo da dermatite atopica e divisdo de grupos para tratamento

A dermatite foi induzida pela aplicacdo topica no dorso tricotomizado, por
sete dias consecutivos, de solucdo de 100uL de DNCB (2,4,dinitroclorobenzeno a
1% em acetona : azeite de oliva, 3:1) e 100uL OVA (ovalbumina).

Os tratamentos foram iniciados no oitavo dia, logo apds o periodo de
inducdo da dermatite, com aplicacdo tépica das substéancias uma vez por dia,
durante sete dias consecutivos. A divisdo dos grupos e 0s tratamentos estédo
especificados no Quadro 2. Observa-se que no grupo V ha quatro animais devido a

perda de duas laminas durante a confec¢ao incorreta das laminas.

Quadro 2. Divisao dos grupos analisados e tratamentos especificos

mm Grupo 0

- (n=2)

- Grupo controle (sem inducdo da DA)
s Grupo |

+ (n=6)

» Grupo inflamado (LesAD)

mm Grupo |l

. {n:ﬁ]
- Grupo tratado com dexametasona pomada 0,1%

- 50 mg, cada, sobre a superficie inflamada, sendo aplicado 2,083 mg de
principio ativo por quilograma do animal por dia de tratamento.

38



mm Grupo lll

. {n:ﬁ]
- Grupo tratado com tacrolimus pomada 0,1%

- 50 mg, cada, sobre a superficie inflamada, sendo aplicado 2,083 mg de
principio ativo por quilograma do animal por dia de tratamento.

s Grupo IV

. {n:ﬁ]
« Grupo tratado com éleo de copaiba 100 mg/kg/dia

Grupo V

- (n=4)
« Grupo tratado com trans-cariofileno 50 mg/kg/dia

Ainda, para determinar as dosagens do 6leo de copaiba e trans-cariofileno
foi realizado um estudo prévio, por membros do nosso grupo de pesquisa (FONTES
et al., 2017), em que foram testadas duas concentracbes para 0 Oleo resina
(50mg/Kg e 100mg/Kg) e duas concentracbes para 0 seu constituinte, o trans-
cariofileno, (25mg/Kg e 50mg/Kg). A partir dos resultados antinflamatorios obtidos
para cada concentracdo foram definidos os grupos do estudo, acima citados, com as
respectivas dosagens, de acordo com a concentracdo que apresentou melhores
resultados.

No 15° dia apds inicio do experimento, os animais foram eutanasiados
utilizando cetamina e xilazina, com aprofundamento anestésico (90:10mg/Kg),

aplicadas intraperitonealmente.

5.3 Obtencédo das amostras de pele

A éarea da pele do dorso na qual foi induzida a dermatite foi removida
excisionalmente, apdés a eutanasia, e as amostras foram submetidas ao
processamento histologico de rotina para obtencdo de laminas histologicas para
analise histopatoldgica e imuno-histoquimica.
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5.3.1 Andlise histopatologica

A coloracao por hematoxilina e eosina (HE), foi realizada utilizando formalina
neutra tamponada a 10%, solucfes acido-alcool a 1% (&cido cloridrico 1mL diluido
em etanol a 70% - 99mL), dgua amoniacal (hidroxido de aménio 2mL diluido em
800mL de &gua destilada), carbonato de litio saturado (1,549 diluido em 100mL de
agua destilada), eosina-floxina hematoxilina de Harris (5,0g diluida em 50mL de
etanol a 100%), alimen de potassio (100g diluido em 1000mL de agua destilada) e
oxido mercurico 2,5g. Foi usado um recipiente de 2000mL para o alimen e a agua e
um recipiente pequeno para o éalcool e a hematoxilina. O alimen foi dissolvido
completamente na agua destilada com auxilio de uma placa quente e um agitador
magnético; enquanto a hematoxilina foi misturada vigorosamente no alcool a
temperatura ambiente. O alimen e a 4gua destilada foram entdo removidos da fonte
de calor e lentamente combinados a solucdo de hematoxilina e alcool. Em seguida,
as duas solucdes foram retornadas a fonte de calor até entrar em ebulicdo. O
préximo passo foi novamente remover da fonte de calor e acrescentar lentamente o
oxido de mercurio. Ap6s o acréscimo do 6xido de mercurio, a solucéo foi colocada
novamente em fonte de calor até atingir a coloracdo purpura escura e, em seguida,
resfriada imergindo o recipiente em uma bacia com agua fria. Na solucéo final foi
acrescentado 20mL de acido acético glacial para intensificar a coloracdo dos
nucleos. Com a solucéo pronta, o proximo passo foi desparafinar os cortes e hidratar
até a agua destilada. Foi, entdo, realizada a coloragdo com hematoxilina de Harris
durante 10 minutos (apés ser filtrada) e, em seguida, lavada em agua da torneira por
4 minutos, diferenciada em alcool acido com um mergulho, lavada rapidamente com
agua da torneira, em seguida colocada em solucéo fraca de agua amoniacal até os
cortes ficarem azul brilhantes, lavada novamente em agua da torneira por 10
minutos, colocada em alcool etilico a 80% por 1 minuto e contracorada em solucéo
de eosina-floxina durante 2 minutos. No processo final, as laminas foram
desidratadas e clarificadas, por meio de duas passagens, de 2 minutos cada, em
alcool etilico absoluto e em xilol e, em seguida, montadas em meio resinoso.

Toda a extensdo do corte das laminas coradas em HE foi analisada em

aumento de 100X em microscopio Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha), através do
40



programa Software ZEN Lite (Blue Edition, Instituto Nacional de Saude (NIH),
Bethesda, EUA), um sistema de captura, processamento e analises de imagens para
microscopia digital e avaliadas, descritivamente, as caracteristicas histopatolégicas
classicamente descritas nas lesdes de pele da DA: hiperqueratose, crosta, erosao,
hiperplasia epitelial, espongiose, acantose, acantdlise, infiltrado celular na derme,
infiltrado linfocitico intraepitelial (BIEBER, 2008; YOO et al., 2014; BERGOT et al.,
2015). Todo o tecido, de cada lamina, foi analisado, por dois examinadores, para
avaliar as caracteristicas histopatoldgicas presentes e areas representativas de cada
amostra foram digitalizadas em aumento de 100X e 400X demonstrando tais

caracteristicas.

5.3.2 Analise histoquimica

Foi realizada a coloracdo histoquimica com azul de toluidina para
guantificacdo do namero de mastécitos presentes na derme papilar e reticular. A
distribuicdo de frequéncia do numero de mastocitos por campo histolégico foi
quantificada em 15 campos aleatdrios em todas as laminas de cada grupo.

Para essa coloracao foi utilizado 0,1g do azul de toluidina diluido em 100mL
de agua destilada. Inicialmente, a lamina contendo o tecido epitelial foi
desparafinada e, em seguida, hidratada com agua destilada. Logo apés, corada com
azul de toluidina por 30 minutos, e enxaguada com agua destilada apds transcorrido
o tempo citado. O corte foi coberto com laminula sobre uma gota de agua destilada
e moldurado com cera aquecida.

Nas laminas coradas com toluidina foi realizada a contagem de mastocitos,
destacados por sua metacromasia. Foram analisadas as dermes papilar e reticular
para contagem das células nos Grupos I, II, 11, IV e V.

Os mastoécitos foram quantificados em aumento de 400X, no mesmo

microscopio e programa das laminas avaliadas pela coloracao por HE.
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5.3.3 Andlise imuno-histoquimica

Por imuno-histoquimica foram avaliados, in situ, nas amostras das lesGes de
pele de DA, a resposta imune de células Thl, Th2, Thl7 e Treg por meio da
expressdo de T-bet, GATA-3, IL-17 e Foxp3, respectivamente, e a infiltracao de IgE,
pela expressado de peroxidase eosinofilica. Para avaliacdo de cada anticorpo, foram
analisados oito campos, em dois animais de cada grupo, e quantificado o nimero de
células marcadas positivamente com o anticorpo, pelo nimero de células totais
(ELBENDARY et al.,, 2016). A porcentagem encontrada era representativa do
anticorpo em cada grupo analisado. Para a realizacdo da imuno-histoquimica as
laminas contendo a amostra tecidual foram, inicialmente, desparafinadas em estufa
a 60°C durante 1 hora. Em seguida, desparafinadas em trés banhos de xilol, 5
minutos cada, e hidratadas em &lcool nas concentragcbes 100%, 90% e 70%, 3
minutos cada. O passo final da hidratacdo das laminas foi um banho em agua
destilada por 2 minutos. Apos desparafinadas e hidratadas foi realizado o bloqueio
com o peroxido de hidrogénio a 30% em metanol (2,5mL de perdxido de hidrogénio
diluido em 47,5mL de metanol), durante dois tempos de 30 minutos cada. Em
seguida as laminas foram colocadas em phosphate buffered saline (PBS) dentro do
banho-maria a 92°C, por 40 minutos, para recuperacao antigénica. Apos transcorrido
0 tempo, resfriadas durante 20 minutos e os tecidos marcados ao redor com caneta
hidrofébica. Antes do bloqueio das proteinas, em que o tecido foi coberto com o
reagente bloqueador por 15 minutos (utilizando o reagente Background Sniper), foi
realizada uma lavagem das laminas em PBS por 1 minuto. Em seguida o excesso do
reagente foi retirado com papel toalha e aplicado o anticorpo primario sobre os
tecidos durante 1 hora. O anticorpo aplicado foi diluido, previamente, em PBS
(15,0pL de anticorpo diluido em 1485,0uL de PBS). Todos os anticorpos (anti-T-bet,
anti-GATA-3, anti-IL-17, anti-TGF-B e anti-peroxidase eosinofilica), de concentragédo
200 pg/mL, foram importados da industria Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA.
Novo banho em PBS, por 2 minutos, foi realizado apos o tempo marcado. O proximo
passo foi a adicdo, no tecido, do anti-anticorpo (Link Universal Trekkie) por 20
minutos em camara Uumida e, apdés esse tempo, novo banho em PBS durante 2

minutos. A avidina (Trek Avidin HRP Label Streptavidin), para marcacao do
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complexo antigeno + anticorpo + anti-anticorpo, foi adicionada cobrindo o tecido nas
laminas em camara Umida por 10 minutos; em seguida lavadas durante 2 minutos e
adicionado o cromégeno (Betazoide DAB), diluido, previamente, em substrato (1
gota do cromégeno em 1mL de substrato). O cromogeno foi deixado no tecido
durante 5 minutos e, apds transcorrido o tempo, as laminas foram lavadas em dois
banhos com agua destilada, 2 minutos cada, e um terceiro banho com PBS durante
2 minutos. Apos as lavagens, foi adicionado sobre as laminas a Hematoxilina de
Erlich, filtrada, durante 2 minutos, para contracorar o tecido. A retirada do excesso
de corante foi realizada em dois banhos de agua destilada, 5 minutos cada. No
processo final, as laminas foram desidratadas trés vezes em alcool 100%, 1 minuto
cada, e em trés banhos de xilol, 1 minuto cada. Para visualizagdo, no microscopio, 0
tecido foi coberto com laminula adicionando entelan, para fixacdo da mesma. As
laminas foram analisadas em aumento de 400X, no mesmo microscopio e programa
das laminas avaliadas em HE e toluidina.

As células com coloragédo castanha intracitoplasmatica foram consideradas

positivas para a expressao dos anticorpos primarios pesquisados.

5.4 Analise estatistica

5.4.1 Andlise estatistica (mastécitos)

A aquisicdo, processamento e analise das fotomicrografias foram realizadas
no Software ZEN Lite (Blue Edition), um sistema de captura, processamento e
analises de imagens para microscopia digital. Os dados foram agrupados de acordo
com 0s grupos experimentais. Em seguida os dados, organizados no Microsoft
Excel, foram expressos em médias aritméticas = desvio padrdo. A normalidade dos
dados ndo parametricos (distribuicdo de frequéncia do niumero de mastécitos) foi
testada pelo teste Kolmogorov—Smirnov, a diferenca entre os grupos foi verificada
pelo Kruskal-Wallis test, e a diferenca entre grupos experimentais, tomados dois a

dois, foi verificada através do Dunn's Multiple Comparison Test. A diferenca entre as
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meédias aritméticas dos dados paramétricos foi testada através da analise de
variancia ANOVA. Foi considerado um intervalo de confianga de 95%, e significativo
guando o valor de p<0,05. Os dados estatisticos foram analisados no Graph Pad
Prism 5.0 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA).

5.4.2 Analise estatistica (anticorpos IL-17, GATA-3, T-bet, TGF-B e peroxidase

eosinofilica)

A aquisicdo das fotomicrografias foram realizadas no Software ZEN Lite
(Blue Edition), um sistema de captura, processamento e andlises de imagens para
microscopia digital. Os dados foram agrupados de acordo com 0S Qrupos
experimentais. Em seguida os dados foram expressos em médias aritméticas +
desvio padrdo. Para analise dos anticorpos T-bet, GATA-3, Foxp3 e peroxidase
eosinofilica (EPX) foi realizado o teste D'Agostino & Pearson omnibus para verificar
a normalidade dos dados. A variancia entre os grupos foi verificada pelo teste One-
way ANOVA (T-bet: p=0,0013; GATA-3 e Foxp3: p<0,0001; EPX: p=0,0001) e o po6s
teste através do Tukey's Multiple Comparison Test. A normalidade dos dados do
anticorpo IL-17 foi verificada pelo teste Kolmogorov—Smirnov. A variancia entre 0s
grupos foi verificada pelo teste Kruskal-Wallis (p=0,0043), e o pés-teste pelo Dunn's
Multiple Comparison Test. Foi considerado um intervalo de confianca de 95%, e
significativo quando o valor de p<0,05. Os dados estatisticos foram analisados no
Graph Pad Prism 5.0 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA).
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6. RESULTADOS

Os resultados sao apresentados na forma de artigo (ANEXO 1).
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7. CONCLUSAO

Os resultados sugerem gue o 6leo de copaiba e trans-cariofileno séo potenciais
substratos para novas drogas a serem utilizadas no tratamento da DA. Tais
fitofarmacos tém a vantagem de apresentarem a auséncia de efeitos colaterais em
comparacao aos corticoides. Adicionalmente, o 6leo de copaiba e o trans-cariofileno

apresentam baixo custo quando comparados aos imunomoduladores.
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