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RESUMO

Introducéo: A inflamagdo € um mecanismo de defesa priméria que protege 0 organismo
de estimulos nocivos ou prejudiciais. Os medicamentos anti-inflamatorios tais como os
Anti-Inflamatérios Nao Esteroidais (AINES) e os corticosteroides sdo utilizados para
tratar os distarbios inflamatdrios, porém, diversos efeitos colaterais tém sido relatados.
Neste contexto, produtos naturais tém contribuido bastante para o desenvolvimento de
terapias farmacoldgicas modernas e eficazes. Alguns medicamentos naturais apresentam
grande potencial terapéutico, como por exemplo, o Oxyflower®. Este remédio baseia-se
na acdo de esséncias florais, porém seus efeitos bioldgicos ainda ndo foram devidamente
investigados. Objetivos: Investigar o0s possiveis efeitos anti-inflamatério e
antiedematogénico do gel Oxyflower® em modelo animal de inflamagdo cronica.
Metodologia: 25 ratos machos da linhagem Holtzman foram aleatoriamente divididos em
5 grupos experimentais (controle, veiculo do Oxyflower®, Oxyflower®, triancinolona
acetonida e diclofenaco dietilamonio). A inflamacao foi quimicamente induzida por meio
da injecdo de 200 pL de Adjuvante Completo de Freund (ACF) na pata traseira direita
dos ratos. O volume e espessura das patas dos ratos foram mensurados com pletismémetro
de pata e paquimetro digital, respectivamente. Durante 14 dias, os animais foram tratados
com os farmacos e tiveram acompanhamento de sua massa corporal. Neste periodo a
temperatura das patas traseiras foram avaliadas com um termografo digital. Foram
realizadas andlises histologicas e leucometria. Os dados foram analisados como média +
erro padrdo ou desvio padrdo da média e apresentados como a variacao (delta) do volume,
espessura e temperatura das patas traseiras. As diferencas entre os grupos foram
analisadas pelos testes de variancia ANOVA (two e one-way), seguidos do post hoc de
Tukey e teste Qui-Quadrado. Valores de p< 0,05 foram considerados significativos.
Resultados: O gel Oxyflower® promoveu reducdes no volume, espessura e temperatura
das patas dos ratos, injetados com ACF, quando comparados aos animais do grupo
controle. N&o houve diferenca em relacdo ao ganho de massa corporal nos diferentes
grupos experimentais. Os resultados para leucometria e histologia ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos. Conclusdo: O gel Oxyflower® apresentou
atividade antiedematogénica semelhante a Triancinolona e ao Diclofenaco. A termografia
infravermelha € um método aplicavel na avaliacdo da temperatura tecidual associada ao
edema, neste modelo experimental.

Palavras chave: Esséncias florais; Edema de pata; Ratos; Adjuvante Completo de
Freund; Termografia



ABSTRACT

Introduction: Inflammation is a primary defense mechanism that protects the body from
harmful or harmful stimuli. Anti-inflammatory drugs such as non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) and corticosteroids are used to treat inflammatory
disorders, but several side effects have been reported. Thus, natural products have
contributed greatly to the development of modern and effective pharmacological
therapies. Some natural medicines have great therapeutic potential, such as Oxyflower®.
This drug is based on the action of flower essences, but its biological effects have not yet
been properly investigated. Objectives: To investigate the possible anti-inflammatory
and anti-infective effects of Oxyflower® gel in an animal model of chronic inflammation.
Methods: 25 male rats of the Holtzman strain were randomly divided into 5 experimental
groups (control, Oxyflower® vehicle, Oxyflower®, triamcinolone acetonide and
diclofenac diethylammonium). Inflammation was chemically induced by injecting 200
uL of Complete Freund's Adjuvant (CFA) into the right hind paw of rats. The volume and
thickness of the paws of the rats were measured with a paw plethysmometer and digital
caliper, respectively. During 14 days, the animals were treated with the drugs and had
monitoring of their body mass. In this period the temperature of the hind legs were
evaluated with a digital thermograph. Histological analysis and leukometry were
performed. Data were analyzed as mean =+ standard error or standard deviation of the
mean and presented as the variation (delta) of the volume, thickness and temperature. The
differences between the groups were analyzed by ANOVA (two and one-way) variance
tests, followed by Tukey post hoc and Chi-Square test. Values of p <0.05 were considered
significant. Results: The Oxyflower® gel promoted reductions in the volume, thickness
and temperature of the legs of the rats injected with ACF when compared to the animals
of the control group. There was no difference in relation to body mass gain in the different
experimental groups. The results for leucometry and histology did not show significant
differences between the groups. Conclusion: Oxyflower® gel presented anti-
edematogenic activity similar to Triamcinolone and Diclofenac. Infrared thermography
is an applicable method for evaluation of tissue temperature associated with edema, in
this experimental model. Infrared thermography is an applicable method for assessing
tissue temperature associated with edema in this experimental model. The anti-
inflammatory effect of Oxyflower® gel could not be confirmed. However, biomolecular,
immunological and immunohistochemical analyzes may help confirm the possible anti-
inflammatory effect of Oxyflower® gel.

Key words: Flower essences; Paw edema; Rats; Complete Freund's Adjuvant;
Thermography
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1 INTRODUCAO

A resposta inflamatoria consiste em um importante evento das imunidades inata e
adaptativa e, nos quais células e mediadores colaboram para neutralizar e eliminar o
estimulo prejudicial, permitindo assim, a manutencdo da homeostase e possibilidade do
inicio do processo de cicatrizacdo (DHINGRA, 2015; MEDZHITOV, 2010). Acredita-se
que a inflamac&o seja uma resposta fisiologica, que, em Ultima instancia, visa restaurar a
arquitetura e a funcdo tecidual. Nessa circunstancia, a resposta inflamatoria inicial
protege o individuo e é considerada auto-limitante, progredindo para a completa
resolucdo da situacdo (SOUZA et al., 2013).

Tipicamente, a inflamacdo é caracterizada por sinais como vermelhiddo, calor,
inchaco, dor e perda funcional. A vermelhiddo (hiperemia) / calor e o inchaco ocorrem
devido ao aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular, respectivamente. A
dor € provocada pela sensibilizagdo dos nervos aferentes primarios, enquanto que a perda
de funcdo é, provavelmente, consequéncia do somatorio de varios fatores, especialmente
do edema e da dor (MONTENEGRO et al., 2006; LEVINE, 1999).

A inflamac&o costuma ser dividida em trés fases: a inflamacao aguda, a resposta
imune e a inflamacédo cronica. A inflamacdo aguda refere-se a resposta inicial a lesdo
tecidual; € mediada pela liberacdo de autacdides e, em geral, precede o desenvolvimento
da resposta imune. Ocorre resposta imune quando as células imunologicamente
competentes sdo ativadas em resposta a organismos estranhos ou substancias antigénicas
liberadas durante a resposta inflamatéria aguda ou crénica. O resultado da resposta imune
pode ser benéfico para o hospedeiro, quando faz com que 0s microorganismos invasores
sejam fagocitados ou neutralizados. Por outro lado, o resultado pode ser deletério se
resultar em inflamagé@o cronica sem regressé@o do processo subjacente. A inflamacao
crénica envolve a liberagéo de diversos mediadores que ndo sao proeminentes na resposta
aguda (KATZUNG, 2003).

A lesdo celular associada a inflamacdo atua sobre as membranas celulares,
provocando a liberacdo de enzimas lisossomais pelos leucdcitos; a seguir, ocorre
liberacdo de &cido araquidbnico a partir de compostos precursores, e sdo sintetizados
varios eicosandides, como as prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos entre outros
(KATZUNG, 2003)
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Modelos experimentais de inflamacéo, com o uso de animais, tém sido utilizados
para avaliar a produgdo de mediadores inflamatorios locais, o processamento da
nocicepcdo em sitios do Sistema Nervoso Central (SNC), além das propriedades anti-
inflamatdrias e a eficacia analgésica de alguns farmacos (MACCARSON, 2015). O
modelo de inflamacéo induzida por Adjuvante Completo de Freund (ACF) é um dos mais
utilizados em pesquisa. O Adjuvante Completo de Freund é preparado a partir de 6leos
ndo metabolizaveis, como por exemplo o 6leo de parafina e contém cepas de
Mycobacterium tuberculosis inativas. Desenvolvido pela primeira vez por Jules Freund,
na década de 1940. O ACF promove a liberacdo lenta de antigenos, necessarios para
estimular uma forte e persistente resposta inflamatéria (FREUND, 1956; FREUND,
1947; FREUND & McDERMOTT, 1942).

A resposta inflamatdria é caracterizada por aumentos na permeabilidade dos vasos
sanguineos, o que resulta em aumento do fluxo sanguineo tecidual, o que altera o padréo
de calor. A temperatura das extremidades e da pele depende em grande parte da taxa
subjacente de circulacdo e do metabolismo tecidual (BERRY et al., 2003). Neste
contexto, a termografia infravermelha é caracterizada por ser um método ndo invasivo,
por meio do qual € possivel acompanhar vérias leses inflamatdrias, que podem evoluir
para doengas cronicas como a periodontite, o abscesso lingual, tumores mistos das
glandulas salivares ou a sinusite maxilar crénica (DOBRZYNSKI et al., 2009). O uso do
termografo vem sendo utilizado também para auxiliar no exame de outras doengas, como
por exemplo, cancer do colo do Utero, cancer oral, cAncer de mama e artrite (EYK, 2009;
BOAS, 2006; KIM, LEE & JEONG, 2004; HAYASE et al., 1992; OBLINGER, ENGEL
& FRANKE, 1985).

Os medicamentos anti-inflamatorios tais como os Anti-Inflamatérios N&o
Esteroidais (AINES) e os corticosteroides sdo utilizados para reduzir os disturbios
inflamatdrios originalmente em seu mecanismo de ativacdo. No entanto, podem
apresentar sérios efeitos adversos, como impactos gastrointestinais e imunossupressao,
respectivamente (DAR et al., 2016). Grande numero de compostos anti-inflamatorios
com propriedades estruturais diversas foram isolados, principalmente de plantas e atuam
em multiplos alvos nas vias inflamatdrias. Os produtos naturais fornecem uma rica fonte
para a descoberta de novas terapias, o que levou ao desenvolvimento de vérias das drogas
mais utilizadas no mundo, como por exemplo o &cido salicilico, um precursor da aspirina,

derivado da casca de salgueiro (Salix spp.); a reserpina, uma droga antipsicética e anti-
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hipertensiva de Rauwolfia spp e antimalaricos tais como a quinina de casca de Cinchona
(GOSSLAU et al., 2011; LI & VEDERAS, 2009; RICHTON, 2008; SCHMIDT et al.,
2008). Mais de 100 medicamentos baseados em produtos naturais estdo em estudos
clinicos (LI & VEDERAS, 2009) e dos 252 medicamentos na lista de medicamentos
essenciais da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 11% sao exclusivamente de origem
vegetal (SAHOO et al., 2010).

As terapias complementares e alternativas correspondem a uma diversificada
gama de préticas relacionadas a salde e possuem utilizacdo fora do ambito biomédico
convencional (HALL et al., 2017). Entre as praticas de Medicina Alternativa e
Complementar encontram-se: a acupuntura, a quiropraxia, ervas, esséncias florais e a
homeopatia (KIDD, 2012).

A terapia moderna baseada em esséncias florais foi desenvolvida pelo médico
britanico, Edward Bach, em meados da década de 1930 (KIDD, 2012; GRAHAN &
VLAMIS, 1999; KAMINSK,1998). Neste contexto, inclui-se o Oxyflower®, um remédio
composto de esséncias florais. Ao entrar em contato com as células, estimula a agdo das
moléculas de oxigénio do organismo, acionando as enzimas antioxidantes enddgenas e
desencadeando os processos fisioldgicos benéficos da respiracdo e reparacdo celular.
Estas esséncias vibracionais podem interferir na atividade imunoldgica, regulando a
matriz bioldgica e ampliando a biorreceptividade das células (KOCHHANN, 2013;
BOVOLON, 2015).

Segundo o fabricante, possui indicacdo para tratamento de halitose, periodontite,
aftas, higiene bucal, assepsia de prétese dentaria fixa e removivel, candidiase, artrite,
artrose, entre outras. Basicamente, sua formulag&o consiste em polimero
carboxivinilico, espessante, agua purificada, conservantes e esséncias florais de Viola,
Rosa canina e Wedelia paludosa. Alguns estudos envolvendo os efeitos dessas plantas
separadamente foram desenvolvidos in vivo, entre os quais podemos citar: o efeito anti-
inflamatdrio relacionado a familia Violaceae (DROZDOVA & BUBENCHIKQV,
2005) e a familia Rosaceae (LATTANZIO et al., 2011) e efeitos antinociceptivos
relacionados a Wedelia paludosa (BLOCK et al.,1998).

Assim, 0 objetivo desse estudo foi avaliar as atividades anti-inflamatoria e
antiedematogénica do gel Oxyflower® em um modelo de edema de pata em ratos,

guimicamente induzido pelo Adjuvante Completo de Freund (ACF).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os possiveis efeitos anti-inflamatorio e antiedematogénico do gel
Oxyflower® em modelo experimental de inflamacéo cronica induzida quimicamente pelo

Adjuvante Completo de Freund (ACF) em ratos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do gel Oxyflower® sobre a resposta inflamatoria nas patas de

ratos, apos a injecao do ACF;

e Avaliar o efeito do gel Oxyflower® sobre a resposta edematogénica nas patas de

ratos, apos a injecdo do ACF;

e Comparar os efeitos do gel Oxyflower® com drogas anti-inflamatérias padroes,
sobre 0 edema e a inflamacdo induzida nas patas de ratos ap6s a injecdao do ACF;

e Auvaliar o efeito do gel Oxyflower® sobre a quantidadede leucécitos do sangue

periférico em animais com edema de pata induzido pelo ACF;

e Realizar analises histoldgicas nas lesdes nas patas dos ratos com edema induzido
pelo ACF, ap6s o tratamento com gel Oxyflower® ou com drogas anti-

inflamatérias padrao;

e Realizar avaliagcbes termograficas teciduais, durante a evolucdo do processo

inflamatorio induzido nas patas de ratos pela injecdo do ACF.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Inflamacéo: aspectos gerais

A inflamacdo é uma reacdo complexa de tecidos vascularizados a infec¢do ou
lesdo celular, que envolve acumulo extravascular de proteinas plasmaticas e leucocitos e
que desempenha um papel crucial na defesa do organismo (HANCOCK et al., 2016;
ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015). E desencadeada por fatores exdgenos, em
resposta a invasdo por um agente infeccioso ou por lesGes de origem térmica, quimica,
fisica ou mecéanica e, ainda, por rea¢fes autoimunes, que resultam em um conjunto de
respostas locais e sistémicas (CARLBERG et al., 2016). A inflamagdo também é
desencadeada por fatores enddgenos, sintetizados por células, como resultado de lesdo
tecidual, morte celular, necrose ou metabolismo celular deficiente (CARLBERG et al.,
2016).

A principal funcéo da inflamag&o é remover os estimulos nocivos e proteger o0s
tecidos de injurias adicionais (TAKEUCHI, 2016; NATHAN, 2002; TEDGUI &
MALLAT, 2001).

O processo inflamatorio € composto por respostas vasculares, celulares e
bioquimicas envolvendo uma complexa interacdo entre as células inflamatorias
(neutrdfilos, linfocitos, mondcitos/macréfagos, plaquetas) e vasculares (células
endoteliais e da musculatura lisa) (VISHWANADHAM, SUNITHA & RAMESH, 2016).

Modificagdes na microcirculacdo, tais como os fendbmenos angiogénicos,
migracdo de leucdcitos pelo leito vascular e liberacdo de moléculas solUveis nos tecidos
danificados séo as principais caracteristicas da inflamac&o, que é uma reacdo secundaria
em resposta as lesdes, para se atingir a homeostase tecidual (ABBAS, LICHTMAN &
PILLAI, 2008).

Embora o processo inflamatorio seja conhecido pela humanidade ha milhares de
anos, o primeiro a definir seus sinais clinicos foi 0 médico romano Cornelius Celsus. Os
sinais descritos por ele sdo conhecidos hoje como os sinais cardinais da inflamagé&o: rubor

(vermelhiddo, devido ao aumento do aporte sanguineo no local da inflamagdo -
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hiperemia), tumor (edema causado pelo aumento da permeabilidade vascular), calor
(aumento da temperatura no local da inflamagao, associado com ao aumento do fluxo
sanguineo) e dolor (dor, em parte devido a sensibilizacdo das terminacbes nervosas,
provocada por mediadores inflamatorios). Mais tarde, em 1858, foi descrito por Rudolph
Virchow o quinto sinal cardinal, functio laesa (perda de funcdo dos 6rgdos e tecidos
envolvidos), esse sinal é considerado um sinal universal da inflamac&o, pois acompanha
todos os processos inflamatdrios, j& os quatro sinais descritos por Celsus, se aplicam a

inflamacédo aguda que acompanha as feridas e infec¢cbes (MEDZHITOV, 2010).

Em uma inflamag&o, podemos evidenciar trés fases. A primeira corresponde a
alteracOes causadas diretamente pela agressdo (o tecido destruido por uma queimadura,
por exemplo), caracterizando uma fase alternativa. Segue-se a fase exsudativa,
caracterizada pelas alteragdes vasculares que propiciam a saida dos vasos de seus
constituintes liquidos e de suas células. Por fim, desenvolve-se a fase produtiva,
caracterizada pela proliferacdo local de vasos e células. Esta ultima, corresponde a tentiva
de reparar as alterac@es causadas pela agressdo e pela fase exsudativa (MONTENEGRO
& FRANCO, 2006).

Os fatores solUveis que medeiam a resposta inflamatdria sdo classificados em
quatro categorias principais: (1) metabdlitos inflamatérios de lipidios como o fator
ativador de plaquetas (PAF) e os inumeros derivados do acido araquiddnico
(prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas), os quais sdo gerados a partir de fosfolipidos
celulares; (2) trés cascatas de proteases (coagulacdo, complemento e cininas), que geram
varios peptideos pro-inflamatérios; (3) o 6xido nitrico, um potente vasodilatador
enddgeno e (4) um grupo de substancias derivadas de polipeptideos e conhecidas como
citocinas, determinantes principais na composi¢do do infiltrado celular, na ativagéo

celular e respostas sistémicas a inflamacéo (GALLIN et al., 1992).

Na fase aguda da inflamacdo, os neutréfilos sdo os primeiros a responderem aos
varios estimulos nocivos e danos teciduais (HARLAN,1985). Os neutrofilos rapidamente
extravasam da circulacdo para o local da lesdo, onde inativam microorganismos
invasores, liberando granulos antimicrobianos e realizando a fagocitose. Durante a
fagocitose, os neutréfilos engolfam microorganismos invasores em fagossomos, dentro
dos quais as células produzem altos niveis de superoxido. O superoxido dos fagossomos
é a principal fonte de muitas espécies reativas de oxigénio (EROs) (BEDARD &
KRAUSE, 2007; REST & SPITZNAGE, 1977).
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A medida que as respostas inflamatorias persistem, os mondcitos circulantes
migram gradualmente para o local da leséo e se diferenciam em macr6fagos maduros
(SINGER & CLARK, 1999), cuja funcdo fagocitica ajuda a remover patdgenos
inativados e detritos celulares. Além disso, como um regulador chave na fase tardia da
inflamacdo, macrofagos promovem o reparo tecidual ao produzir citocinas anti-
inflamatdrias (SERHAN & SAVILL, 2005) e gerar EROs extracelulares em um nivel
inferior aos neutrofilos (BEDARD & KRAUSE, 2007). As EROs geradas neste estagio
regulam a remodelacéo do tecido, a formacéo de novos vasos e a reepitelizacdo (JIANG
etal., 2011).

O efetivo reparo tecidual é fundamental para a sobrevivéncia de todos os
organismos vivos (ERMING, MARTIN & TOMIC-CANIC, 2014). Quando uma célula
sofre agressao focal, as organelas inviaveis podem ser isoladas num vacuolo limitado por
membrana, digeridas e eliminadas, enquanto as partes perdidas sdo reconstituidas,
voltando a célula a sua estrutura normal. Por vezes, as membranas lipidicas peroxidadas
formam um residuo quimicamente heterogéneo, de dificil digestdo (lipofuscina), que €
entdo posto de lado no interior da célula, enquanto ela continua a viver. Quando, em vez
de atingir focalmente as células no seu citoplasma, a lesdo causa a perda de muitas células,
0 reparo € mais complexo e pode assumir duas possibilidades: a) se as células
parenquimatosas morrem, mas 0 estroma permanece integro, o reparo se faz a partir de
células do mesmo tipo das que se perderam, voltando o 6rgdo a sua estrutura normal
(regeneracdo); se 0 estroma € destruido, o reparo se faz fundamentalmente as custas do
tecido conjuntivo (cicatrizagdo), o que quase sempre aparece combinado com certo grau
de regeneracdo dos elementos epiteliais, 0s quais podem ou ndo reproduzir a estrutura
que tinham anteriormente. Neste Gltimo caso ocorre uma regeneracdo atipica
(MONTENEGRO & FRANCO, 2006).

O grau e a duracado da resposta variam e isso influencia o resultado final. Existem
grandes beneficios em aumentar a resposta inflamatoéria, mas também ha consequéncias
negativas, incluindo a ativacdo de uma resposta fibrdtica, que é definida pelo acimulo
excessivo de tecidos conjuntivos e coldgenos que podem debilitar a funcdo do tecido e,
em alguns casos, levar a perda de funcionalidade dos érgdos envolvidos (ERMING,
WYNN & MARTIN, 2017).

Durante muitos anos, as inflamacdes cronicas e agudas foram pensadas como

processos distintos, envolvendo diferentes células e mediadores inflamatorios e com
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resultados bastante diferentes. No entanto, considera-se que 0S processos estdo
interligados, sendo que quando o agente inflamat6rio ndo é eliminado pelo processo
inflamatorio agudo, pode haver evolugdo para a inflamacéao cronica (LO et al., 1999).

3.1.1 A inflamacéo aguda

A principal maneira pela qual o sistema imune lida com as infecgdes e lesdes
teciduais é estimulando a inflamacdo aguda, que é o acimulo de leucdcitos, proteinas
plasmaticas e fluido derivado do sangue em tecido extravascular, local de infec¢do ou
lesdo. Os leucdcitos e as proteinas plasmaticas normalmente circulam no sangue e sao
recrutados para os locais de infecgdo ou lesdo, onde elas realizam varias funcdes efetoras
que servem para matar oS microorganismos e iniciar o reparo do tecido danificado
(ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).

Tipicamente, o leucdcito mais abundante que é recrutado do sangue para os locais
de inflamacdo aguda é o neutrofilo, mas os monadcitos sanguineos que se tornam
macrofagos no tecido, sdo cada vez mais importantes ao longo do tempo e podem se
tornar a populacdo dominante em algumas reacées (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI,
2015). Estas células sdo responsaveis pela liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias,
incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina beta (IL-B) e IL-6,
histaminas, prostaglandinas e leucotrienos na area afetada (MURPHY & WEAVER,
2016).

Entre as proteinas plasmaticas importantes e que entram nos locais inflamatorios,
incluem-se as proteinas do complemento, anticorpos e reagentes de fase aguda. A
distribuicdo destes componentes derivados do sangue para os locais inflamatérios é
dependente de alteracfes reversiveis nos vasos sanguineos dos tecidos infectados ou
danificados. Essas alteragdes abrangem mudangas no fluxo sanguineo para o tecido
atribuidas a dilatacdo arteriolar, adesividade aumentada dos leucdécitos circulantes para o
revestimento endotelial das vénulas e permeabilidade aumentada dos capilares e vénulas
as proteinas plasmaticas e fluidos. Todas essas alteragdes séo induzidas por citocinas e
pequenas moléculas mediadoras inicialmente derivadas das células residentes nestes
tecidos, tais como os mastdcitos, macrofagos e células endoteliais (MURPHY &
WEAVER, 2016; ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).
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A inflamagdo aguda pode ser dividida em 2 fases gerais: iniciacao e resolugédo
(Figura 2). A iniciacdo é marcada pelo edema tecidual resultante do aumento do fluxo
sanguineo e permeabilidade da microvasculatura, processos que sdéo mediados, em parte,
por mediadores lipidicos (por exemplo, leucotrienos e prostaglandinas) e outros produtos
vasoativos (por exemplo, histamina e bradicinina). Subseqlientemente, os neutréfilos
polimorfonucleares (PMN) migram para a area afetada, direcionados para o local da lesdo
por meio dos sinais quimicos exsudados, incluindo mediadores lipidicos pro-
inflamatdrios tais como leucotrienos B4 (LTB4) e quimiocinas. Os PMN’s atravessam 0s
vasos sanguineos devido as interacfes precisas com receptores de adesdo endotelial e
posteriormente fagocitam e degradam patdgenos dentro dos fagossomos (GIMBRONE &
GARCIA-CARDENA, 2016; KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013; GRANGER et al.,
2010).

A resposta inflamatdria aguda € auto-regulada, em parte devido ao feedback
negativo apresentado pelas vias inflamatdrias de sinalizagdo, por exemplo, o0s
antagonistas dos receptores enddgenos, quando o estimulo é eliminado (PERRETTI,
2015; SERHAN, CHIANG & DALLI, 2015; HEADLAND & NORLING, 2015;
GILROY & DE MAEYER, 2015; CREAN & GODSON, 2015; COLGAN, 2015; VIOLA
& SOEHNLEIN, 2015; HAWORTH & BUCKLEY, 2015; MONTERO-MELENDEZ,
2015; WALLACE et al., 2015).

Em geral, a imunidade inata inicia a inflamag&o aguda em poucos minutos, e com
o0 estimulo removido, a resposta inflamatéria resolve a situacdo em poucas horas ou no
maximo em 3 dias (FRANCESCHI & CAMPISI, 2014).
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Figura 1: Eventos temporais coordenados da inflamacdo  aguda.

INICIO Q REPARACAO
PMN PMN Eferocitose Mo pr6- — Mo
apoptoticos dos Mg inflamatdrio inflamatério

Magnitude

Reparo tecidual e
regeneracao

Mondcitos!/ Macrofagos

Tempo

Legenda: mg = macréfago (Adaptado de SANSBURY & SPITE, 2016).

3.1.2 Ainflamacéo cronica

A inflamacdo crénica é caracterizada por uma resposta de duracdo prolongada,
podendo originar-se a partir de infeccBes persistentes, exposicdo prolongada a agentes
toxicos e autoimunidade (ROBBINS,1994). A inflamacédo pode ser benéfica quando bem
controlada. No entanto, em excesso, pode-se tornar prejudicial devido a sua potente agéo
de destruicdo tecidual, progredindo para a inflamacdo cronica, degeneracdo tecidual,
cicatrizacao e fibrose local, o que pode provocar disfuncdo tecidual (CARLBERG et al.,
2016; MEDZHITOV, 2010). Na maioria dos casos, esse dano tecidual é provocado pelo
acumulo excessivo de leucdcitos (NORLING & SERHAN, 2010).

A inflamac&o crénica € reconhecida por ndo apresentar um padrdo, ou seja, varia
de acordo com os tipos de mediadores celulares e humorais envolvidos (TASAKA, 2006).
Além disso, pode estar associada ainda a presenca de linfécitos e macrofagos e também
a proliferacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) e de tecido conjuntivo (GALLIN
et al., 1999). Ocorre um predominio da resposta imune adaptativa, com maior presenca
de mondcitos e linfocitos (SERHAN et al., 2007).
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A persisténcia do processo inflamatdrio parece estar associada a fatores de risco
na génese e/ou aumento da incidéncia de uma ampla gama de doencas cronicas tais como
alergia (por exemplo, asma enfisema, reagOes oculares e cutaneas), hipertenséo arterial,
diabetes, complicacdes cardiovasculares, acidente vascular encefalico, aterosclerose,
artrite, artrite reumatoide, osteoporose, doenca de Alzheimer e Parkinson, esclerose
maltipla bem como muitos canceres (por exemplo, prostata, colorretal, pulméo, ovério,
mama, pancreas, figado, estbmago e melanomas) (KHATAMI, 2009; KHATAMI, 2008;
KHATAMI, 2005).

3.2 Farmacoterapia da inflamacao

3.2.1 Farmacos Anti-inflamatorios Nao Esteroidais (AINES)

Os Anti-inflamatdrios Nao Esteroidais (AINEs) sdo comumente usados em todo o
mundo. Devido a ampla gama de indicacOes e propriedades terapéuticas os AINES estdo
entre os produtos farmacéuticos mais utilizados em todo o mundo, principalmente devido
as suas propriedades analgésicas e anti-edematogénicas (PEREIRA-LEITE et al., 2017;
BLUMBERG & FOX, 2001). Séo indicados para tratamentos em curto prazo de
condicdes dolorosas comuns, incluindo dores de cabeca, dor menstrual e também para
terapias prolongadas de doengas inflamatdrias cronicas, incluindo osteoartrite e artrite
reumatoide (MARTINDALE, 2011).

Os AINEs inibem as enzimas cicloxigenase-1 e 2 (COX-1, COX-2) envolvidas na
sintese de mediadores inflamatdrios como as prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs)
(SEIBERT et al., 1994; VANE, 1971; VANE, 1996). Também reduzem a dor, febre e,
também, a inflamac&o. A maior parte dos AINEs ndo é seletiva para a COX-1 ou para a
COX-2, contudo, alguns farmacos mais recentes desse grupo tendem a ter seletividade ou
preferéncia paraa COX-2. Os inibidore da nova geracéo de COX-2 podem reduzir o efeito
colateral gastrointestinal dos farmacos antiinflamat6rios, mas eventualmente podem
aumentar o risco cardiovascular, pois sua inibicdo seletiva da COX-2 induz o
desequilibrio entre PGI2 e TXA2 e a reducdo do NO vasodilatador (MAO, LI & SUN, 2014;
DAY & GRAHAN, 2013; BACCHlIl etal., 2012; SIMMONS, BOTTING & HLA, 2004).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mao%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25751962
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20XY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25751962
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25751962
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25751962
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A COX-1 € uma isoenzima constitutiva com fungbes em muitos processos
fisiologicos, incluindo a citoprotecdo da mucosa gastrointestinal e manutencdo da
homeostase renal. Contrariamente, a expressdo de COX-2, é geralmente induzida por
mediadores inflamatdrios e catalisa a producdo de prostaglandinas em condicOes
inflamatdrias e oncologicas (PATRIGNANI & PATRONO, 2015; CONAGHAN, 2012).

Os efeitos adversos mais comuns dos AINEs estéo relacionados a sua administracéo
crénica e mais comumente, afetam o trato gastrointestinal. Sintomas que variam desde
eventos leves, como o refluxo gastroesofagico e sintomas dispépticos até situacdes mais
complexas como sangramento, perfuracdo e obstrucdo do trato gastrointestinal e
nefropatia, principalmente quando se utilizam farmacos ndo seletivos para COX-1 ou
COX-2 (HARIRFOROOSH, ASGHAR & JAMALLI, 2013; SOSTRES, GARGALLO &
LANAS, 2013). Além disso, devido a sua facil disponibilidade comercial, ocorrem
também casos de abuso, mau uso, descumprimento de prescricbes médicas e combinagdes
injustificadas com outras drogas, o que configuram grandes problemas (WILCOX &
CRYER, 2005).

3.2.2 Farmacos Anti-inflamatorios Esteroidais (AIES)

Os Anti-inflamatérios Esteroidais (AIES) sdo farmacos cujo mecanismo de acdo
envolve a ligacdo a receptores especificos, localizados no citoplasma das células de
tecidos-alvo. Exercem um efeito modulatério sobre a expressdo de um grande nimero de
genes. O efeito induzido por esses farmacos pode ser resultado da interacdo direta sobre
sequéncias especificas de DNA, promovendo transativacdo de genes de proteinas anti-
inflamatorias ou, indiretamente, a inibicdo dos fatores de transcricdo de genes que
codificam mediadores inflamat6rios como citocinas, moléculas de adesdo e enzimas.
Como consequéncia, ocorre supressdo da producdo de citocinas inflamatorias,
quimiocinas e moléculas de adesdo, por meio da inibicdo da fungdo das células
apresentadoras de antigenos/ macréfagos (responsaveis pela ativacdo dos linfécitos T),
inibicdo da degranulagdo dos mastocitos, reducéo da producéo de protaglandinas (PGs) e
leucotrienos pela reducdo da expressdo do gene para ciclooxigenase (COX-2), entre
varios outros efeitos que, contribuem para as atividades anti-inflamatéria e

imunossupressora dessa classe de farmacos (BOZIMOWSKI, 2015).
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Embora sejam farmacos anti-inflamatdrios eficazes, a sua administracdo cronica
frequentemente resulta em reac¢Ges adversas graves como reducdo da densidade dssea,
desequilibrio de fluidos e eletrolitos, elevagdo da glicemia, imunossupressdo, aumento da
pressdo intraocular, elevacao da pressao arterial, entre outras (SCHIMMER & FUNDER,
2011).

3.2.3 A terapia e os remedios florais

O conhecimento de que os produtos naturais representam uma rica fonte para a
descoberta terapéutica levou ao desenvolvimento de muitas drogas utilizadas no mundo.
Em vista do aumento da necessidade de agentes anti-inflamatérios eficazes, os produtos
naturais ganharam atencéo crescente. No entanto, tais extratos devem ser rigorosamente
avaliados e caracterizados quimicamente para assegurar uma adequada consisténcia em
seu desempenho (GOSSLAU et al., 2011).

Com o intuito de suprimir o processo inflamatério, diversos agentes
farmacoterapéuticos vem sendo empregados (DAR et al., 2016). Os medicamentos a base
de plantas estdo presentes na humanidade desde a antiguidade até os dias atuais
(NEWMAN, 2000). De acordo com o relatério da Organizacao Mundial da Saude (OMS),
mais de 80% da populacdo global ainda depende dos remédios tradicionalmente
utilizados (UMAMAHESWARI, SHREEVIDYA & NUNI, 2000).

Os medicamentos a base de plantas podem ser utilizados, como extrato bruto ou
como compostos puros isolados para o tratamento de varias doencas. A terapéutica
convencional atualmente disponivel contém principios ativos que visam um caminho
especifico, porém as drogas a base de plantas atuam de maneira mais abrangente. Tais
drogas sdo compostas por multiplos constituintes ativos que podem agir sinergicamente,

seguindo caminhos celulares complexos (KUMAR et al., 2013).

Atualmente, varios mecanismos relacionados a agdo anti-inflamatéria de
compostos derivados de plantas tém sido investigados. Em termos gerais, esses
mecanismos incluem a inibi¢do de enzimas inflamatodrias, por exemplo, fosfolipase A2
(PLA-2), COX, lipoxigenase (LOX), Oxido Nitrico Sintase (NOS), a regulacdo da

atividade das células inflamatorias tais como linfocitos, macréfagos e mastécitos, a
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inibicdo de mediadores pro-inflamatdrios (TNF-«, IL-6, IL-1a, IL-1) entre outros (DAR
et al.,2016).

A terapéutica com esséncias florais utiliza de principios semelhantes a
homeopatia, embora os remédios individuais dessas esséncias nao tenham sido
reconhecidos como remédios homeopaticos. A terapia moderna baseada em esséncias
florais foi desenvolvida pelo médico britanico, Edward Bach, em meados de 1930 (KIDD,
2012; GRAHAN & VLAMIS, 1999; KAMINSK,1998). Tais remédios s&o produzidos
pela diluigdo dos componentes florais em agua, o que resulta em uma “tintura mae”. Tal
“tintura mae” constitui em uma preparacao resultante da extracdo por contato de longo
periodo de vegetais, dessecados ou naturais, pelos processos de maceracao e percolagéo.
E a forma farmacéutica basica, ponto de partida de formas homeopaticas derivadas,

possuindo assim, semelhancas com medicamentos homeopaticos (ERNST, 2010).

As terapias complementares e alternativas correspondem a uma diversificada
gama de praticas relacionadas a satde, que possuem utilizacéo fora do &mbito biomédico
convencional (HALL et al., 2017). Atualmente, muitos pacientes utilizam uma ou mais
praticas de medicina alternativa, sendo que a maioria destes tem consciéncia desses
medicamentos e de como eles podem ser usados para 0 seu completo bem-estar. Entre as
praticas de Medicina Alternativa e Complementar, encontramos: a acupuntura, a

quiropraxia, uso de ervas, esséncias florais e a homeopatia (KIDD, 2012).

Por sua propria natureza, as Esséncias Florais ndo tém impacto direto sobre a
bioquimica do corpo, como os alimentos, medicamentos ou drogas psicoativas. Nao séo
medicamentos e ndo interferem na sua acdo, pois ndo possuem principios ativos. (Vade
Mecum das Esséncias Vibracionais, 2010; ALCOFORADO, 2012)

3.2.3.1 O Gel Oxyflower®

O Oxyflower® e um gel comercialmente disponivel para uso tépico ou oral.
Segundo o fabricante, o remédio caracteriza-se por ser um modulador do peroxido de
hidrogénio, que ao entrar em contato com o organismo estimula a acdo oxidativa das
moléculas de oxigénio, acionando as enzimas antioxidantes enddgenas e desencadeando

o0s processos fisioldgicos benéficos da respiracdo e reparacdo celular. Ainda segundo o


https://pt.wikipedia.org/wiki/Macera%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Percola%C3%A7%C3%A3o
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fabricante, possui diversas indicacdes, entre elas: tratamento da halitose, periodontite,
aftas, higiene bucal, assepsia de protese dentéria fixa e removivel, candidiase, dores
reumaticas, artrite, artrose, fibromialgia e lombalgia. Basicamente, sua formulagdo
consiste em Polimero carboxivinilico, espessante, agua purificada, conservante e
esséncias vibracionais florais de Viola, Rosa canina e Wedelia pal.

As esséncias vibracionais florais tém sua dispensacdo e comercializagédo
permitidas em farmacias, pois constam da lista de Produtos Permitidos da Instrucéo
Normativa — IN N° 9 de 17 de agosto de 2009, que faz parte da Resolucdo — RDC N° 44
de mesma data, da ANVISA.

3.3 Modelos experimentais de inflamagéo

Os modelos animais sdo amplamente utilizados, com sucesso, para melhorar a
compreensdo do ser humano em relacdo as diferentes doencas e contribuem

significativamente para o desenvolvimento de novas terapias (WEBB, 2014).

Os modelos animais de inflamag@o séo utilizados para avaliar a producgédo de
mediadores inflamatoérios locais, o processamento da sensacdo de dor em sitios do
Sistema Nervoso Central (SNC), propriedades anti-inflamatérias e analgésicas dos
farmacos (MCCARSON, 2015). Estes modelos sdo estudados pela humanidade ha mais
de 80 anos (WEBB, 2014).

Diferentes disciplinas terapéuticas desenvolveram afinidade por determinadas
espécies animais em grande parte em razdo da disponibilidade, facilidade de uso, custo e
capacidade reprodutiva, com o intuito de desenvolver modelos semelhantes as doencas
humanas (HELDRICH, 2012; FOX et al., 2002).

3.3.1 Modelo de inflamagéo induzida por injecdo do Adjuvante Completo de Freund
(ACF) em roedores
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O modelo experimental com injecdo intraplantar de Adjuvante Completo de
Freund (ACF) € rotineiramente usado para estudar a inflamacdo cronica,
hipersensibilidade e artrite reumatdide em animais (PARVATHY & MASOCHA, 2013;
KOO et al., 2013; CORVO et al., 2000; KNIGHT et al., 1992). A inflamacéo provocada
nestes modelos também pode ser utilizada para avaliar a producdo de mediadores
inflamatorios, as propriedades anti-inflamatdrias de agentes como os AINEs e a eficécia
de compostos analgésicos putativos na reversdo da hipersensibilidade cutanea
(MCCARSON, 2015).

A injecdo do ACF resulta em edema localizado, bem como hiperalgesia mecanica
e térmica (SIMJEE et al., 2007; NEGRI et al., 2006; WATANABE et al., 2000; LI et al.,
2005). O edema atinge seu auge em 24 horas apo6s a inducdo inflamatoria podendo
persistir por pelo menos 7 dias, desencadeando rea¢6es imunologicas (ZHAO et al., 2015;
GRIS et al., 2014; KUSUDA et al., 2011; BENDELE, 2001; IADAROLA et al., 1988;
STEIN et al., 1988).

Dentro de um dia ap6s a injecao de ACF, a resposta inflamatéria aguda é iniciada
e a pata injetada torna-se vermelha e edematosa (van DEN BERG, 2009;
KRISHNASWAMY, ORTMANN & KIMPEL, 2005). Esta reacdo de fase aguda
continua envolvendo tecidos intra-articulares e sinoviais até o 5° dia. A partir do 5° dia a
inflamacéo se espalha para os tecidos para-articulares e também envolve 0ssos nha regiao
subcondral (formacéo de paniculite). A inflamacdo das articulagdes locais continua se
ndo tratada. Apds cerca de 12 dias a inflamacéo torna-se crénica com dano extensivo das
articulac6es no local da injecdo. As articulagbes nos locais ndo injetados também sédo
afetadas (NARENDHIRAKANNAN, SUBRAMANIAN & KANDASWAMY, 2007;
HENSON & BRUNSON, 1970; PEARSON & WOQD, 1963).

A maioria dos estudos sobre 0os mecanismos de acdo do ACF foram realizados nos
primeiros anos apds sua descoberta, quando pouco se sabia sobre o destino do antigeno
injetado perifericamente. Freund, em 1956, sugeriu trés mecanismos de acdo: 1)
prolongar a presenca de antigenos no local da injecdo, 2) transporte mais efetivo dos
antigenos para o sistema linfatico e para os pulmdes, onde o adjuvante promove a
acumulo de células relacionadas com a resposta imunoldgica e 3) outros mecanismos que
permaneceriam ndo identificados, porque seus esclarecimentos exigiriam conhecimento
sobre "como os anticorpos sdo formados e como a sensibilizagdo se desenvolve”
(BILLIAU & MATTHYS, 2001; FREUND, 1956).
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Atualmente, sabe-se que a injecdo de ACF provoca a liberacdo de mediadores
inflamatdrios como a PGE2, 6xido nitrico, leucotrienos B2 (LTB2), TNF-a, IL-2 e IL-17
(NISAR et al., 2015). Esses mediadores pro-inflamatérios podem causar sinovite,
inflamacdo poliarticular, reabsorcdo 6ssea e também resultar em degeneracdo articular
(BENDELE, 2001). Além disso, essas citocinas pro-inflamatdrias desempenham um
papel importante na inducdo de dor nas articulacdes, provocando sensibilizacdo de
neurénios, direta ou indiretamente, pela sintese de prostaglandinas (KIDD & URBAN,
2001).

Estudos envolvendo a injecdo de ACF em roedores constituem excelentes
modelos para a avaliacdo da hiperalgesia mecéanica e da alodinea, por produzir dor
persistente, a qual se assemelha & dor pds-operatéria e dores cronicas observadas em
humanos. Além disso, 0 uso de AINEs apresenta boa eficacia neste modelo. Como
desvantagem, este modelo apresenta a possibilidade de os animais ficarem doentes devido
a inducao inflamatdria, desenvolvendo uma inflamacao nos sitios injetados e também a
possibilidade de formacdo de granulomas e outras lesbes. (MULEY, KRUSTEV &
MCDOUGALL, 2016). De acordo com Muley e colaboradores (2016), este modelo pode

apresentar dados pouco confiaveis se desenvolvido em camundongos.

3.4 Termografia infravermelha

A termografia € um método de obtencdo de imagens com a utilizacdo de
equipamento para deteccdo de radiacdo infravermelha, emitida a partir de uma
determinada superficie. Em seguida essas imagens sdo organizadas como um diagrama
de distribuicdo com informacg6es sobre a temperatura (HAMAGUCHI, 2014). Consiste
em um método ndo invasivo caracterizado que pode apresentar sensibilidade (SOROKO
et al.,, 2014; DIAKIDES & BRONZINO, 2008; MERLA & ROMANI, 2006) e
reprodutibilidade (MEIRELES et al., 2017).

O metodo termografico permite o registro das condices troficas dos tecidos, bem
como 0s mecanismos termorreguladores, que se encontram alterados em &reas com
metabolismo tecidual aumentado, ou com resposta inflamatéria (HEIMMAN et al., 2014;

JIANG et al., 2005). Por este método, a temperatura corporal é representada graficamente
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(termograma), com cores diferentes para cada escala de temperatura (CALKOSINSK et
al., 2015). Cada pixel no termograma representa a temperatura medida da superficie de
um objeto. As informagdes podem ser exibidas em tons de cinza ou como uma escala de
cores. Em uma escala de cores, as areas mais quentes sdo retratadas como brancas ou
vermelhas, enquanto as areas mais frias aparecem azuis ou pretas. As variacdes no padréo
térmico (cor) refletem gradientes térmicos que representam mudangas de temperatura na
pele devido as anormalidades subjacentes (COLAK et al., 2008; EDDY, van
HOOGMOED & SNYDER, 2001).

A termografia infravermelha € um método bastante Gtil na determinacéo do efeito
terapéutico de tratamentos especificos. (HAMAGUCHI, 2014). Por meio das imagens
obtidas é possivel identificar lesdes inflamatorias, que podem evoluir para doencas
crénicas como a periodontite, o abscesso lingual, tumores mistos das glandulas salivares
ou a sinusite maxilar crénica (DOBRZYNSKI et al., 2009). O termografo vem sendo
utilizado também, como exame complementar no diagnostico de outras doencgas, como
por exemplo, cancer do colo do Utero, cancer oral, cancer de mama e artrite (EYK, 2009;
BOAS, 2006; KIM, LEE & JEONG, 2004; HAYASE et al., 1992; OBLINGER, ENGEL
& FRANKE, 1985). Nem sempre fornece detalhes especificos de uma doenga, no entanto,
pode auxiliar definindo a localizagdo da area inflamada e/ou a progressdo da lesdo. A
resposta inflamatdria é caracterizada por aumentos na permeabilidade dos vasos
sanguineos, o que resulta em aumento do fluxo sanguineo, que altera o padréo de calor.
A temperatura das extremidades e da pele depende em grande parte da taxa subjacente de
circulacdo e metabolismo tecidual (BERRY et al., 2003).

A termografia é um indicador extremamente sensivel de variacdes nos padrdes de
calor. Por esta razdo os termogramas tambem podem ser facilmente influenciados por
fatores externos, que podem induzir variagdes em seus resultados. Por este motivo, as
imagens devem ser realizadas sob controle das condi¢cBes ambientais. As influéncias
internas e externas podem ainda, alterar a regulacdo da dinamica do fluxo sanguineo e da
temperatura. Além disso, é provavel que ocorram variac¢des individuais nos animais, em
diferentes horas do dia (HEIMMAN et al., 2014).

A Food and Drug Administration (FDA/Estados Unidos) afirma que se trata de
um exame complementar (Ventura, 2011) que dispensa radiacdo ionizante, acesso venoso

ou qualquer outro procedimento invasivo. Portanto, € uma tecnologia com amplo uso
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como ferramenta auxiliar podendo ainda ser empregada em estudos animais e clinicos
(CALKOSINSKI et al. 2015; SNEKHALATHA et al. 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo

O presente trabalho trata-se de um estudo experimental realizado nas
dependéncias do Laboratorio de Ensaios Biologicos (LEB) e do Laboratorio de
Imunologia (Labimuno) pertencentes ao Centro Integrado de Pesquisa e P0s-Graduacao
em Saude (CIPq), localizados no Campus JK da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM). Foram utilizadas, ainda, as dependéncias do
Laboratdrio de Histopatologia, localizado no Campus | da UFVJIM.

4.2 Material Utilizado

Tabela 1: Material permanente e de consumo.

Material Permanente Material de Consumo
Balanga digital (Balmak) Cassetes Histoldgicos
Céamara hemocitométrica de Neubauer Corantes: Eosina, Hematoxilina
Instrumental Cirdrgico Formaldeido 10%
Paquimetro digital (ZAAS, 150 mm) Laminas e laminulas  para

microscopia

Termografo digital (FLIR i7®, EUA) Luvas de latex descartaveis
Crondmetro Mascaras descartaveis
Microscopio de Luz (Olympus — Japéo) Parafina
Micrétomo (LEICA, Alemanha) Potes coletores
Micropipetas de volumes variaveis Recipiente para medicamentos
Pletismbmetro de Pata (ScienLabor, Brasil) Seringas Descartaveis 5 mL e 50 Ul

Tubos coletores heparinizados
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4.3 Farmacos Utilizados

e Adjuvante Completo de Freund (ACF - Santa Cruz Biotechnology, Inc, EUA) —
agente indutor de inflamacéo cronica

e Cloridrato de cetamina 10% (CETAMIN®; Syntec, Brasil) — agente anestésico

e Cloridrato de xilasina 2% (SEDALEX®, Syntec, Brasil) — sedativo,
miorrelaxante e analgésico

e Diclofenaco dietilaménio 10 mg/g (Gel creme; Medley, Brasil) — anti-
inflamatorio nédo esteroidal

e Triancinolona acetonida 0,1% (creme manipulado) — anti-inflamatério esteroidal

e Oleo mineral parafinico de grau farmacéutico (Naturol, Farmax, Brasil)

e Oxyflower® (Fisioquantic, Brasil) — modulador frequencial floral

e Polimero Carboxivinilico (Carbopol - Fisioquantic, Brasil) — veiculo para preparo
de suspensoes.

4.4 Preparacgdes

e Adjuvante completo de Freund (ACF) — Corresponde ao agente flogbgeno. Foi
aliquotado em eppendorfs estéreis de 2 mL.

e Oleo mineral parafinico de grau farmacéutico (Naturol, Farmax, Divindpolis,
Brasil) — Corresponde ao veiculo do agente flogdgeno. Foi filtrado em microfiltro
0,22 um e aliquotado em eppendorfs estéreis de 2 mL.

e A solugéo de cetamina foi utilizada na proporgéo de 60 mg/kg de peso corporal,
por via intraperitoneal, juntamente com a xilasina.

e A solucéo de xilazina foi utilizada na proporc¢ao 8 mg/kg de peso corporal, por via

intraperitoneal, juntamente com a cetamina.
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4.5 Consideracdes éticas

Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFVIM
(CEUA/UFVJM) sob o protocolo 050/2016 em 26/10/2016 (vide anexo A).

4.6 Animais

Foram utilizados 25 ratos (Rattus novergicus) da linhagem Holtzman, machos,
com massa corporal entre 240 e 280g e aproximadamente, 8 semanas de vida. Os animais
foram provenientes do biotério da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
mantidos no Biotério do CIPq - Salde.

Os animais experimentais foram mantidos no Biotério Setorial do CIPg, em caixas
de polipropileno com dimens@es de 41x34x16 cm, com livre acesso a dgua filtrada e racéo
padrdo para roedores. As caixas contendo os animais foram alocadas em gabinetes
fechados, com sistemas de ventilacdo, exaustdo e ciclos Claro/Escuro de 12 horas, em
sala climatizada com temperatura controlada (22+2°C). As caixas foram lavadas e a
maravalha substituida duas vezes por semana, para manter as adequadas condicdes de
higiene. O ambiente de manutengéo dos animais era fechado e 0 acesso restrito ao pessoal
previamente autorizado e treinado, portando equipamentos de protecdo individual
(EPI's).

4.7 Caracterizacao dos grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos experimentais, de

acordo com a tabela 2.



Tabela 2: Caracterizagédo

utilizados.

39

dos grupos experimentais de acordo com os farmacos

Grupos  Substancias Quantidade () Protocolo de Administracéo
utilizadas Via Tempo Local Amostra
1 Controle * -- -- 1 Pata direita 5
minuto**
Veiculo do Gel
0,3 o . o
2 Oxyflower® Topica 1 minuto  Pata direita 5
3 Gel Oxyflower® 0,3 Tépica 1 minuto  Patadireita 5
Triancinolona
0,3 L. . .
4 acetonida 0,1% Topica 1 minuto Pata direita 5
Diclofenaco
5 dieltiamdnio 10 0,3 Tépica 1 minuto Pata direita 5
mg/g

* No grupo controle ndo foi utilizada nenhuma substancia. ** Somente massagem.

Em todos os grupos, a terapéutica medicamentosa foi realizada diariamente, uma

vez ao dia, no mesmo horéario, durante os primeiros 14 dias experimentais. Entretanto, no

grupo 1 (Controle) em todos os momentos experimentais foi realizada somente a

massagem para simular a aplicacdo tdpica do farmaco. Apds o 14° dia, os animas

continuaram sendo acompanhados e avaliados, contudo, sem nenhuma intervengéo

terapéutica. No 28° dia todos os animais foram eutanasiados.

4.8 Caracterizacdo dos tempos experimentais

As avaliagdes da espessura, volume e registros termograficos das patas traseiras

direita e esquerda, de cada animal foram realizadas de acordo com o seguinte protocolo

e tempos experimentais, apresentados na tabela 3:
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Tabela 3: Caracterizagdo dos tempos experimentais.

Tempos experimentais Procedimento/ tempo decorrido da injecdo de ACF
Tempo 0 Afericdes iniciais / Injecdo intraplantar de ACF
Tempo 1 AferigGes / 30 minutos

Tempo 2 Afericdes / 24 horas (1 dia)

Tempo 3 Afericdes / 48 horas (2 dias)

Tempo 4 Aferigdes / 72 horas (3 dias)

Tempo 5 Afericdes / 96 horas (4 dias)

Tempo 6 Afericdes / 7 dias

Tempo 7 Aferi¢des / 14 dias

4.9 Inducéo da inflamacao

A inflamacéo foi induzida quimicamente utilizando-se o Adjuvante Completo de
Freund (ACF, ImmunoCruz, EUA), por aplicacdo intradérmica na superficie intraplantar
das patas posteriores dos ratos, como descrito previamente por Stein et al., (1988). O
protocolo experimental foi baseado nos estudos de Mo e colaboradores (2013), com

algumas alteracdes.

Inicialmente os animais tiveram sua massa corporal avaliada. Em seguida foram
posicionados em decubito ventral, em uma bancada, previamente preparada, sob
contencdo mecanica (contencdo manual), por aproximadamente 2 minutos, para o

procedimento de injecdo das suspensdes, de acordo com a tabela 4:



Tabela 4: Caracterizagdo das suspensées/emulsdes injetadas nas patas dos ratos.
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Suspensao/ Concentracao Volume Superficie
Emulséo intraplantar
injetada
Adjuvante 5% miv 0,2mL Direita
Completo de

Freund (ACF)

Oleo mineral 90% v/v 0,2mL Esquerda

4.10 Avaliacdo da Espessura e do Volume das patas traseiras dos animais

Um pesquisador foi responsavel por realizar as medidas da espessura e do volume

de ambas as patas traseiras de todos os animais, antes da inducao quimica do edema e nos

tempos experimentais especificados anteriormente. Com o intuito de aumentar a

confiabilidade dos dados obtidos, cada avaliacdo foi realizada trés vezes consecutivas,

sendo utilizada a média das trés medidas para obter o registro de cada momento.

A espessura (em mm) das patas traseiras foi obtida por meio de um pagquimetro

digital posicionado em um local padrdo previamente definido (Figura 2).
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Figura 2: Imagem demonstrativa do local de afericdo da espessura das patas traseiras dos

ratos, com o paquimetro digital

Fonte: Arquivo pessoal

Para a verificacdo dos volumes das patas, foi utilizado um pletismémetro de Pata
(ScienLabor, Brasil). No momento da avaliacdo as patas traseiras de cada animal foram
emergidas na solugéo do pletismdmetro, dentro da cubeta do equipamento, até um ponto
previamente definido (articulacdo tibio-tarsica). Durante o processo de avaliagdo do
volume, ap0s a insercédo da pata do animal na cubeta do equipamento, o deslocamento do

fluido, aciona um transdutor cujo sinal é transformado em mililitros e registrado em um
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painel digital do equipamento. O sinal elétrico produzido é proporcional ao volume de
liquido deslocado pelas patas avaliadas (Figura 3).

Figura 3: Imagem demonstrativa da utilizacdo do pletismdmetro de pata para aferi¢cdo do
volume das patas traseiras dos ratos.

Fonte: Arquivo pessoal
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O célculo do edema foi obtido por meio da subtracdo dos valores médios
encontrados para a pata posterior direita menos os valores medios encontrados para a pata

posterior esquerda, em cada animal avaliado (A, em mL).

4.11 Tomadas termograficas

Outro pesquisador foi responsavel por realizar as tomadas termogréaficas de ambas
as patas traseiras dos animais, antes da inducdo quimica do edema e nos tempos
experimentais especificados, segundo o estudo realizado por Calkosinski et al., (2015)

com modificagdes.

As imagens foram registradas (Figura 4) com camera termografica digital, portatil
(FLIR i7®, Flir Systems, Portland, EUA). A camera possui tela LCD colorida de 7.1 cm,
capta temperaturas entre -20 a 250°C e apresenta resolucdo de imagem de 120x120
(14400 pixels) com 0,1°C de sensibilidade térmica. A camera foi posicionada
perpendicularmente a uma distancia de 0,6m da superficie plantar das patas traseiras dos
ratos. A calibragdo prévia (Figura 5) do equipamento foi realizada em todas as avalia¢des
pelo registro de fita isolante de emissividade conhecida (0,95) fixada nas paredes do local
de medida. A temperatura e a umidade do ambiente também foram registradas em cada
avaliacdo. Em cada tempo e para cada rato foram realizados 3 registros da pata direita e
3 registros da pata esquerda. Posteriormente as imagens foram tratadas pelo software Flir
Tools, usando a temperatura ambiente, umidade e uma emissividade padrdo de 0,97. Os
resultados foram expressos pela variagao de temperatura (AT, em °C) dos animais de cada

grupo nos tempos experimentais especificos.
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Figura 4: Imagem demonstrativa da utilizacdo do termdégrafo digital para afericdo da

temperatura das patas traseiras dos ratos.

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 5: Registros termograficos adquiridos com termdgrafo portatil. Durante a
calibracdo do equipamento os testes de repetitividade mostraram valores de desvios de
0,00 a 0,54°C.

Imagem gentilmente cedida pela Dra. Agnes Batista Meireles

4.12 Eutanésia e finalizacdo humanitaria

No 28° dia do experimento, todos os animais foram anestesiados, com solucdo
anestésica contendo cetamina (60 mg/kg) e xilasina (8 mg/kg) por via intraperitoneal.
Ap0s adequada anestesia, procedeu-se a coleta de amostras de sangue por puncéo cardiaca

e 0s animais foram eutanasiados pelo processo de exsanguinagéo.

4.13 Analises leucocitarias

Com o intuito de estabelecer uma comparagdo com o0s parametros leucocitarios
normais para ratos machos, especificamente da linhagem Holtzman, animais saudaveis
que foram descartados pelo Biotério Setorial do CIPq, em diferentes momentos,
forneceram sangue para a realizacdo das leucometrias global e diferencial, seguindo os

mesmos protocolos aplicados aos animais dos grupos experimentais.
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4.13.1 Realizacdo do leucograma

Foram coletados 5 mL de sangue dos animais, por puncéo cardiaca. O sangue foi
armazenado em tubos heparinizados para posterior contagem global e diferencial dos
leucdcitos, conforme descrito a seguir. O balanco das diferentes populacdes leucocitarias
(leucograma diferencial) foi realizado pela da analise do esfregaco sanguineo, utilizando-

se microscopia de luz (microscépio Olympus — BX41 TF — Jap&o).

4.13.1.1 Leucometria Global

Para a contagem do numero total de leucdcitos, foi utilizada a técnica de
macrodiluicdo em solucédo de Turk (solucdo evidenciadora para contagem de leucécitos).
Em um tubo de ensaio, foram adicionados 380 pL da solucéo de Turk e 20 pL de sangue
homogeneizado. Ap6s 5 minutos, a solucdo final foi homogeneizada por inverséo do tubo
e 10 pL da solucéo foram depositados na camara de Neubauer com auxilio de uma pipeta
com a ponteira rinsada. A contagem foi realizada a partir do nimero de leucdcitos
encontrado em 4 quadrantes da cadmara de Neubauer, sob microscopia de luz e objetiva
de 40 vezes. Os resultados foram expressos como numero total de leucécitos por
quadrante multiplicado por 50.

4.13.1.2 Leucometria Diferencial

A contagem diferencial dos leucdcitos informa a quantidade relativa dos
diferentes tipos de leucdcitos do sangue periférico (neutréfilos, linfécitos, basofilos,
eosinofilos e mondcitos) de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas. Aliquotas de
15 puL do sangue de cada animal foram utilizadas para o preparo do cito-esfregago. A
aliquota sanguinea foi depositada em uma lamina de vidro com extremidade fosca e com
o0 auxilio de uma lamina de vidro lisa, percorreu-se a superficie da lamina (com angulacéo
de 45°) de maneira a realizar o esfregaco sanguineo. Apds secagem dessa superficie, a

lamina foi identificada e corada através do método May Grunwald e Giemsa (composto
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por corante de May-Grunwald, alcool metilico puro, giemsa em pé e glicerina), conforme

protocolo a seguir.

Cada esfregaco foi recoberto com 20 gotas do corante May Grunwald, deixando-
0 atuar por 3 minutos, em um suporte especifico para coloracéo de laminas. Decorrido
este tempo, 20 gotas de agua destilada foram acrescentadas de forma homogénea por toda
superficie da lamina. Apds 1 minuto, o excesso foi desprezado e cobriu-se a lamina com
20 gotas do corante Giemsa. Apds 15 minutos, a lamina foi lavada em agua corrente e

aguardou-se sua secagem total, com a lamina na posicéo vertical.

Ap0s secagem, a lamina foi examinada sob microscopia de luz, primeiramente
com a objetiva de 40 vezes, para avaliar a viabilidade da mesma. Para a contagem celular
desprezou-se a cabeca e a cauda do esfregaco, utilizando-se somente a regido
correspondente ao corpo (Figura 6). Com a objetiva de imersédo, contou-se 100 leucdcitos,
fazendo a diferenciacdo entre estes tipos celulares. A contagem foi iniciada na borda
lateral, movendo-se para o centro da lamina em movimento de zigue-zague, com o intuito
de reduzir o erro apresentado pela distribuicdo ndo uniforme de células no esfregaco. Os

resultados foram expressos em %/mm?,

Figura 6: Desenho esquematico das regies da ldamina de esfregaco sanguineo.

Cabega Cormpo Cauds

4.14 Processamento e analises histologicas

Ap0s a eutanasia, um fragmento correspondente ao tecido do local da injecdo de
ACF das patas posteriores, direita e esquerda, de cada animal foram removidas

cirurgicamente, com auxilio de laminas de bisturi estéreis e descartaveis. As amostras a


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81lcool_met%C3%ADlico
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serem fixadas foram imersas, imediatamente apds a sua retirada, em um pote coletor

contendo 50 mL de solugédo de formol tamponado a 10%, durante 72 horas.

Ap0s este periodo, as amostras de cada animal foram lavadas com solucdo salina
e cada espécime foi transferido para cassetes previamente identificados. Em seguida, os
cassetes foram armazenados em solucdo-tampdo de formol 10% até a realizacdo das

etapas subsequentes.

O processamento histoldgico consistiu de trés etapas: desidratacdo com alcool
etilico 70,80, 90, 95 e100% (1 h para cada concentra¢do), diafanizacdo com xilol I, 1l e
Il (1 h para cada concentracdo) e inclusdo em parafina I, Il e Il (2 h, 12 h e 2 h, para
cada tipo de parafina). Por fim, procedeu-se a confeccdo dos cortes (3-4 pm) em um
micrétomo. Em seguida os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. O protocolo

de avaliacgdo histoldgica utilizado foi adaptado de Brenner et al., (2005).

A analise histoldgica foi realizada por um Gnico examinador, em microscopia de
luz com aumentos de 40, 100 e 400 vezes (Opton®, Guiyang, China), por meio de uma
descricdo qualitativa dos eventos microscépicos do processo inflamatério. As laminas
foram previamente codificadas para que o observador néo tivesse conhecimento sobre 0s

grupos experimentais.

As secgdes dos tecidos das patas traseiras foram analisadas segundo os parametros
qualitativos para células inflamatérias e variou de escasso (1), moderado (2) ou intenso
(3) (FRANCISCHI et al., 2000; CHERNIAK et al., 1995 - com modificacdes), sendo
analisadas em 3 areas distintas do corte histolgico, em aumento de 400 x.

As imagens foram realizadas com a cdmera miscroscopica AxioCam ERc 5s, com
tamanho de pixels a 2,2 x 2,2 pixels (ZEISS, Alemanha) utilizando-se o microscopio Carl
Zeiss Primo Star (ZEISS, Alemanha), nas objetivas de 40, 100 e 400 vezes. O software
AxioVision Release 4.8 — 2.5 P2 (ZEISS, Alemanha) foi utilizado para a captura das fotos
(Resolugédo 2560 x 1920 pixels).

4.15 Andlise estatistica
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Os resultados foram analisados como média + erro padrdo ou desvio padrdo da
média , admitindo-se diferenca significativa a partir de p<0,05. Os dados relacionados ao
volume, espessura e termografia foram analisados por meio do teste ANOVA two-way,
seguido do post hoc de Tukey (software STATISTICA 7.0, StatSoft, South America). Os
dados estatisticos relacionados a histologia foram comparados por meio do teste qui-
quadrado (software SPSS versdo 22.0, IBM Analytics, EUA). Na anélise estatistica do
peso corporal e do leucograma, utilizou-se o teste ANOVA one-way. Estas analises e as
representacdes graficas dos resultados foram obtidas por meio do software Graphic Prism
5.0 (San Diego, CA, EUA).



Delta volume (L)

51

5 RESULTADOS

5.1 Variagédo do volume das patas traseiras dos ratos para cada grupo experimental

Ap0s a indugdo do edema por ACF, os volumes das patas traseiras de cada animal

foram verificados por meio da pletismografia durante 0os tempos experimentais

previamente especificados. A variacdo do volume de cada grupo foi calculada por meio

do delta volume (Avol), que correspondeu as médias dos volumes das patas direitas (em

mL) subtraidas das médias dos volumes das patas esquerdas (em mL), para cada grupo e

tempo experimental.

Os resultados da variacdo do volume das patas dos ratos estdo expressos no grafico

1, a sequir.

Gréfico 1: Representacdo gréfica da variacdo do volume (Delta volume) das patas dos

ratos, para cada grupo experimental. Diferencas significativas (p<0,05), entre todos os

grupos @ ou apenas os grupos veiculo, triancinolona e diclofenaco ® comparados ao

grupo controle. ANOVA two-way e post hoc de Tukey.
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5.2 Variagdo da espessura das patas traseiras dos ratos para cada grupo experimental

Apos a inducdo do edema por ACF, as espessuras das patas traseiras de cada
animal foram verificadas por meio de um paquimetro digital durante os tempos
experimentais previamente especificados. A variacdo da espessura de cada grupo foi
calculada por meio do delta espessura (AE), que correspondeu as médias das espessuras
das patas direitas (em mm) subtraidas das médias das espessuras das patas esquerdas (em

mm), para cada grupo e tempo experimental.

Os resultados da variagdo da espessura das patas dos ratos estdo expressos a

seguir, no grafico 2.

Gréfico 2: Representagdo grafica da variacdo da espessura (Delta espessura) das patas
dos ratos, para cada grupo experimental. Diferencas significativas entre o grupo controle
@ ou entre todos os grupos ® comparados ao grupo controle. ANOVA two-way e post

hoc de Tukey.
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5.3 Alterac6es termogréficas

Com o intuito de acompanhar a variacdo da temperatura das patas traseiras dos
animais, foram realizadas tomadas termogréficas em cada grupo e em cada tempo
experimental. A variacdo da temperatura (AT), que correspondeu a temperatura da pata
direita subtraida da temperatura da pata esquerda, pode ser observado a seguir, no grafico
3.

Gréfico 3: Representacdo gréfica da variacdo da temperatura (Delta temperatura) das
patas de ratos, para cada grupo experimental. Diferencas significativas entre todos os
grupos @; grupos controle e veiculo ®; grupos controle, Oxyflower e triancinolona © e
entre controle e Oxyflower @ comparados ao grupo controle. ANOVA two-way e post

hoc de Tukey,

-~ CONTROLE

~ VEXCULO

= QXYFLOWER

- TRIANCINOLONA ACETONIDA
DICLOFENACO DIETILANMONIO

Tempos experimentais



Peso em gramas (g)

54

5.4 Variacdo da massa corporal dos animais

A média da massa corporal dos animais foi avaliada durante os 28 dias

experimentais e sua distribuicdo por grupo esta representada a seguir, no grafico 4.

Gréfico 4: Distribuicdo das médias das massas corporais dos ratos de cada grupo
experimental (p> 0,05 de acordo com o teste ANOVA para medidas repetidas)
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5.5 Andlise dos leucdcitos circulantes

As avaliacbes dos parédmetros globais e diferenciais das células da série
leucocitéria foram realizadas ao final dos tempos experimentais, aos 28 dias, por meio de

coleta e esfregacos sanguineos, conforme descrito na secdo Material e Métodos.

5.5.1 Leucometria global

Para a determinacdo do numero total de leucdcitos circulantes por milimetro
clbico (mm?®) de sangue, observou-se a lamina com esfregaco sanguineo em um

microscopio na objetiva de 40 x.

A distribuicdo das células inflamatdrias esta representada a seguir, no gréafico 5.

Gréfico 5: Leucometria Global de leucdcitos do sangue de ratos.
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N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p> 0,05,
conforme o teste ANOVA one-way)
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5.5.2 Leucometria diferencial

A contagem diferencial dos cinco tipos de leucdcitos encontrados no sangue
circulante (neutréfilos, mondcitos, linfécitos, eosindfilos e baséfilos) foi realizada
utilizando-se coloracéo especifica, cAmara de Neubauer, sob microscopia de luz em um
aumento de 40 x. A quantidade de células por mm? de sangue esta representada conforme

o gréafico 6 e a média e porcentagem destas células estdo representadas na tabela 5.

Grafico 6: Leucometria diferencial de ratos em cada grupo experimental
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Tabela 5: Leucometria diferencial e suas respectivas porcentagens. Nesta tabela, os

valores podem ser comparados com os valores da Leucometria diferencial de ratos

machos saudaveis da linhagem Holtzman.

Grupos Leucécitos %  Neutrofilos %  Mondcitos %  Linfocitos %  Eosindfilos %  Basofilos %
(Tratamento) totais
Naive (sem 7025 100 2243 32 1270 18 3461 49 37 1 0 0
tratamento)
Controle 5880 100 3132 53 790,7 13 1936,2 33 7,2 0 13,9 1
Veiculo 5140 100 2780,3 54 608,8 12 1707,5 33 43,4 1 0 0
Oxyflower 4310 100 2268, 1 53 542,1 13 1480,1 34 19,7 0 0 0
Triancinolona 5180 100 32274 62 528,4 10 1374,8 27 335 1 15,9 0
Diclofenaco 7510 100 47135 63 1176,7 16 1587,7 21 13,9 0 18,2 0
dietilaménio

5.6 Andlises histoldgicas

As analises histologicas e as imagens foram realizadas por um pesquisador o qual

desconhecia o protocolo realizado em cada animal.
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Figura 7: Representacdo histologica da estratificacdo da presenca do infiltrado

inflamatorio nas patas de ratos apds 28 dias de indu¢do com ACF. Escasso (A), moderado

(B) e intenso (C). Coloragdo com HE e aumento de 400x.

Apo6s a andlise qualitativa dos escores, os dados foram tabulados. Houve
associacao estatisticamente significante entre pata e avaliacdo histolégica. A pata direita

mostrou se com maior frequéncia de infiltrado intenso, conforme a tabela 6.

Tabela 6: Analise qualitativa da presenca do infiltrado inflamatdrio das patas direita e
esquerda dos animais e valor de p entre os diferentes escores observados, nos trés campos
histolégicos analisados, conforme o teste Qui-Quadrado.

Pata esquerda  Pata direita

n (%) n (%) Valor de p
Escasso 1(1,3) 0 (0,0)
Moderado 18 (24,0) 0 (0,0) <0,001
Intenso 56 (74,7) 75 (100,0)

Todos os animais tiveram suas patas traseiras analisadas histologicamente. Ambas
as patas apresentaram caracteristica intensa da presenca de infiltrado inflamatério, no
entanto, a pata direita (pata induzida) dos animais de todos 0s grupos, apresentou

frequéncia constante (em todas as laminas) de macrofagos espumosos (Figura 8a),
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granulomas epitelidides de corpo estranho e areas de necrose (Figura 8b). Na pata
esquerda, em sua maioria, foram observados somente a presenca de alguns macréfagos

€Spumaosos.

Figura 8: Aparéncia histolégica da presenca de areas de tecido necrotico (N) e neutréfilos
margeando esta area necrética (A) e de macrofagos espumosos (ME) e granuloma (G)
nas patas de ratos injetados com ACF (B). Coloracdo HE e aumento de 40 e 400 x,

respectivamente.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, buscou-se averiguar a eficacia anti-inflamatéria e
antiedematogénica do gel Oxyflower® quando comparado aos medicamentos
triancinolona acetonida e diclofenaco dietilaménio (utilizados como drogas-referéncia) e
com o veiculo do Oxyflower®, em modelo de inflamacao induzida por ACF em ratos.

Todos os farmacos utilizados foram aplicados topicamente, em concordancia com
Muller et al., (1997), que inferiu que a rota transdérmica para a administracdo de
formulacGes topicas de anti-inflamatdrios apresenta vantagens em comparacdo com a
administracdo oral, pois permite uma acdo direta na area inflamada, evitando as
inconveniéncias da terapia intravenosa (IV). Além disso, Byl (1995) afirmou que o
aquecimento apresentado pelas patas dos ratos aumenta a energia cinética das moléculas
das drogas e na membrana celular, dilatando os foliculos pilosos e as glandulas
sudoriparas, aumentando a circulacdo nas areas inflamadas. Essas mudancas fisioldgicas
podem facilitar a difusdo das moléculas do farmaco através da camada cornea para serem
coletadas pela rede capilar na derme.

Os modelos animais vém sendo utilizados para a investigacdo dos mecanismos de
inflamacdo e de auto-imunidade, entre outros, ha mais de 80 anos. Uma vez que a
compreensdo destes mecanismos ainda se encontra em construcdo, os modelos animais
contribuem significantemente para o0 desenvolvimento de novas terapéuticas
farmacoldgicas (WEBB, 2013; SUNDBERG et al., 2012; MESTAS & HUGHES, 2004)
e investigacdo dos mecanismos relacionados aos diversos compostos, entre eles, o

Oxyflower®, objeto desta investigacao.

Neste contexto, diferentes metodologias (WALDER et al., 2014; COBOS et al.,
2012; GUPTA, SHARMA & CHAND, 1994; MURAYAMA et al., 1991; IADAROLA
et al.,1988; CHANG et al., 1987; TSUMURI et al., 1986; De YOUNG, 1984; HATT,
MEHTA & SHRIVASTAVA, 1977; SINGH & GHOSH, 1968; SCHONHOFER, 1967,
TONELLI, THIBAULT & RINGLER, 1965) sdo utilizadas com o intuito de avaliar
clinicamente as mudancas fisioldgicas procedentes do processo inflamatorio. Entre estes
métodos, a verificagdo quantitativa do volume de um edema induzido é o mais
comumente aplicado em estudos experimentais (SHEJAWAL, MENON &
SHAILAJAN, 2014). Em nosso estudo, foi utilizado o modelo de edema de pata induzido

guimicamente por Adjuvante Completo de Freund (ACF) em ratos machos da linhagem
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Holtzman. O edema, em seu volume e espessura, foi avaliado por meio da pletismografia
e por um paquimetro digital, respectivamente, ambos mensurados em triplicata, conforme

preconizado por Ferreira (1979).

A injecdo intraplantar do adjuvante é responsavel por induzir uma resposta
inflamatoria prolongada (OMOTE et al., 2002), apresentando sinais caracterizados por
hiperemia, aumento da circunferéncia da pata (edema) e dor (LI et al., 2005) alem de
manifestacdes imunolodgicas tais como potencializacdo da ativacdo de linfécitos T e
acumulo de células apresentadoras de antigenos (APC) (ABBAS, LICHTMAN &
PILLALI, 2008). O edema induzido por este agente flogdgeno atinge seu pico em 24 horas
e persiste por pelo menos 7 dias, desencadeando respostas imunologicas (IADAROLA et
al., 1988; STEIN et al., 1988; KUSUDA et al., 2011; GRIS et al., 2014; ZHAO et al.,
2015; BEN et al., 2017). Em conformidade com esses autores, no presente estudo 0s
animais apresentaram os valores maximos, tanto nas variaveis volume quanto espessura,
1 dia apos a injecdo e mantiveram o edema nos dias experimentais seguintes. No grupo
controle, que recebeu injecdo de ACF e ndo recebeu tratamento e também no grupo
tratado com Oxyflower® observou-se que o edema foi resolvido no 14 ° dia, onde nédo
mais se observou diferenga estatistica em relacdo ao tempo inicial, quando a variavel
analisada foi o volume. Quanto a espessura, ndo podemos inferir que houve resolugéo do
processo inflamatorio dentro do tempo experimental, com base nos dados estatisticos pois
o instrumento utilizado (paquimetro) é utilizado manualmente e também pode apresentar
erros de medicdo (100 a 200 mm), conforme previsto pelo fabricante, ao contrario do
pletismdmetro de pata, o qual apresenta resultados mais fidedignos.

No presente estudo, o protocolo terapéutico foi realizado durante 14 dias seguidos.
Isto se deve ao fato que a resposta ao Mycobacterium tuberculosis presente na
composi¢cdo do ACF é considerada agressiva e biféasica, conforme relatado por Ben e
colaboradores (2017) e van Eden, Wagenaar-Hilbers & Waben (2001). Isto significa que
o0 periodo a ser utilizado para a avaliagdo dos efeitos das drogas na modulagéo do processo
inflamatdrio é limitado. Sendo assim, é indicado que a terapéutica seja iniciada antes que
a doenca seja visivel clinicamente, o que acontece 10 dias apés a injecdo do M.
tuberculosis. A concentracdo dos bacilos presentes na emulséo de ACF pode se apresentar
em torno de 5 mg/mL ou menos, como consequéncia, a intensidade ou incidéncia da

doenca podem diminuir em casos de uso de doses insuficientes. Sendo assim, no presente
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estudo os ratos foram injetados com uma dose Unica de 200 puL de ACF, estando o bacilo

na concentracgdo de 5% m/v na pata direita.

Sendo o veiculo do ACF de composicao oleosa, na pata esquerda (pata controle)
de cada rato foi realizada a injecdo de 6leo mineral de grau farmacéutico em mesmo
volume, conforme também realizado nos estudos de Oliveira e colaboradores (2007) e
Lussier, De Médicis & Tétreault (1981). O 6leo mineral é responsavel por produzir um
edema persistente enquanto que a injecdo da suspensao do bacilo em salina, induz uma
resposta inflamatdria rapida seguida de um decréscimo também répido do edema
(LUSSIER, DE MEDICIS & TETREAULT, 1981). A opcéo pelo veiculo oleoso, neste
estudo, se deu pela necessidade de obtermos um processo mais cronico, a fim de

verificarmos melhor os efeitos da substancia teste.

Em sua investigacdo, Ben e colaboradores (2017) avaliaram o efeito do extrato
vegetal de Trichilia monadelfa utilizando o modelo de inducdo de artrite animal por
injecdo de ACF e de 6leo mineral na pata controle de ratos da linhagem Sprague-Dawley.
Os autores observaram a presenca do edema em ambas as patas traseiras, 0 que se
relaciona a resposta bifasica apresentada pela injecdo de ACF em suspensao oleosa. Na
fase aguda, observou-se o0 edema apenas na pata injetada (direita) enquanto que na fase
subsequente, a fase cronica, constatou-se o edema também na pata contralateral (pata
controle). Em consonancia com estes autores, nos animais do nosso estudo, a pata néo
injetada com ACF (pata esquerda) também apresentou ligeiro edema nas fases mais

tardias do experimento (dados ndo apresentados).

No presente estudo os animais ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05) entre as médias de suas massas corporais conforme o decorrer do
tempo. Este fato sugere a manutencdo da salde geral destes animais, mesmo na presenca
de uma inflamacé&o crénica induzida. Aos animais foram oferecidos dgua e racao especial
para roedores ad libitum, ou seja, ndo houve controle sobre a ingesta de alimentos e agua.
Este achado contradiz o estudo desenvolvido por Francischi, Pereira & Castro (1997), no
qual induziram a condicéo de artrite experimental por meio da inje¢édo do ACF na veia da
cauda de ratas da linhagem Holtzman, com intuito de avaliar o efeito inibitério da
ciclosporina no SNC. Estes autores observaram perda de massa corporal nos animais,
resultado da diminuicdo do apetite e dos sinais patognomonicos da doenca. Alem disso,
van Eden, Wagenaar-Hilbers & Waben (2001), que também utilizaram o modelo de artrite

experimental em ratos da linhagem Lewis observaram que 0s animais doentes
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apresentaram um declinio na massa corporal, que foi relacionado com o desenvolvimento
da artrite, enquanto os animais do grupo controle mantiveram o0 ganho de peso
normalmente. Estes resultados corroboram a caracteristica da curva da média da massa
corporal do presente estudo, a qual apresenta comportamento normal de ganho de massa
corporal dos animais injetados com ACF, sugerindo assim o ndo desenvolvimento de
artrite induzida. No entanto, nestes dois estudos, 0s animais apresentaram ganho de peso
a partir do 30° dia experimental, periodo este que nao foi avaliado no nosso estudo.

A utilizacdo de corticoesteroides, segundo Millward e colaboradores (1976) €
responsavel pela diminuigdo na sintese protéica. Num estudo desenvolvido por Blaauw e
colaboradores (2004) a perda de massa corporal de ratos da linhagem Wistar foi associada
a utilizacdo da triancinolona, devido ao efluxo de proteina/ aminoacidos dos musculos
destes animais. No presente estudo, apesar de ndo haver diferenca estatisticamente
significativa entre as massas corporais dos animais dos diferentes grupos, percebe-se uma
menor massa corporal em todo o periodo experimental no grupo tratado com
triancinolona, quando comparado aos demais grupos.

Embora os anti-inflamatérios ndo esterdides (AINES) e os corticosterdides
continuem a serem os principais tratamentos anti-inflamatdrios para varias doencas, seus
beneficios sdo comprometidos pelos efeitos colaterais (PRICE et al., 1996). O uso cronico
de AINEs é restrito devido as suas toxicidades gastrointestinais relacionadas (LENZER,
2005). Os corticosterdides proporcionam alivio efetivo para um amplo espectro de
sintomas inflamatdrios, mas seu uso em longo prazo deve ser evitado devido a
imunossupressao, entre outros efeitos colaterais (SAAG et al., 1994). A aplicacdo tdpica
€ uma via alternativa para a administracdo de AINE’s sem que haja efeitos colaterais
sistémicos, no entanto, esta via é prejudicada pela baixa disponibilidade da droga nos
locais da inflamacdo (SUBRAMANIAN et al., 2005). Contudo, no presente estudo, foi
observado um efeito significativo dos tratamentos topicos sobre o processo inflamatério,
inclusive no tratamento com o Oxyflower®, sugerindo a resolucdo do processo
inflamatdrio dentro dos 14 dias experimentais, tendo em vista que 0s medicamentos nao
apresentaram diferencga estatisticamente significativa (p>0,05) quando comparados ao
tempo 0 (baseline) do grupo controle.

O Oxyflower® é composto por esséncias florais de rosa canina, Wedelia paludosa
e Viola. Separadamente estes compostos apresentaram diversas atividades observadas na
experimentacdo in vivo. A rosa canina (familia Rosaceae), foram atribuidos efeito

neuroprotetor (prevencdo dos mecanismos que conduzem & morte neuronal)
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(Daneshmand et al., 2016) e anti-inflamatério (Lattanzio et al., 2011). Efeitos
hepatoprotetores (Meotti et al., 2006), nociceptivos (Block et al., 1998) e hiploglicémicos
(Meotti et al., 2006; Bresciani et al., 2004) foram atribuidos & Wedelia paludosa. J& a
Viola (familia Violaceae), apresentou atividades anti-hipertensivas (Siddiqi et al., 2012)

e também anti-inflamatdrias (Drozdova & Bubenchikov, 2005).

No presente estudo foi possivel observar uma reducdo clinica (dados néo
apresentados) e estatisticamente significativas da espessura e do volume das patas dos
animais tratados com o Oxyflower®, quando comparandos ao grupo tratado com somente
com o veiculo do Oxyflower® ou o grupo controle (ndo tratado). Sendo o Oxyflower®
composto de esséncias de varias flores, ainda ndo é possivel sugerir com precisdo um
mecanismo terapéutico especifico de acdo. Além disso, na composicao do Oxyflower®
existe a presenca do polimetro carboxivinilico (Carbopol), um espessante comumente
utilizado em formulagBes topicas. Um estudo in vitro realizado por Gartlan e
colaboradores (2016) demonstrou que este polimero polibnico desencadeou um
recrutamento rapido e robusto de leucdcitos e citocinas pro-inflamatdrias, principalmente
em mondacitos. Este achado sugere uma exarcebacdo benéfica na resposta inflamatoria, o
que pode aumentar as chances de recuperacdo do tecido inflamado. Os resultados do
nosso estudo demonstram que tanto o grupo tratado com o Oxyflower® quanto o grupo
tratado somente com o veiculo do Oxyflower® apresentaram redu¢do no volume e na
espessura da pata. Neste sentido poderiamos sugerir a possivel ocorréncia de um efeito
sinérgico envolvendo as esséncias florais e o veiculo do gel Oxyflower® como
responsaveis pela reducdo do edema.

Com o intuito de investigar o efeito anti-inflamatdrio do 6leo das sementes de
soja, Jayshree, Pandit, & Bhagyashree (2011) utilizaram o modelo experimental de
injecdo de ACF em ratos da linhagem Wistar comparando o efeito do 6leo das sementes
com o diclofenaco dietilaménio. Estes autores observaram que o O6leo da semente
apresentou eficacia semelhante ao diclofenaco no 12° dia, enquanto que, no 21° dia de
experimento, o 6leo foi significantemente mais efetivo (p<0,05) que o diclofenaco. Sendo
assim, concluiram que o diclofenaco atuava com maior eficicia na fase aguda da
inflamacéo induzida. Segundo Narendhirakannan, Subramanian & Kandaswamy (2007),
Henson & Brunson (1970) e Pearson & Wood (1963), aproximadamente 12 dias apos a
injecdo de ACF, a inflamacdo torna-se cronica.
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No presente estudo, observamos que o farmaco diclofenaco dietilamonio
apresentou menor eficacia em reduzir o edema ao final dos 14 dias experimentais, quando
comparado com o Oxyflower® e com o seu veiculo. O fato de o diclofenaco néo
apresentar um efeito antiedematogénico na fase aguda, pode ser explicado pelo aumento
da expressdo da COX-2, apds a administracdo deste AINE (HSUEH et al., 2004). O efeito
antiedematogénico deste farmaco na fase cronica pode ser atribuido principalmente a
inibicdo da vasodilatagdo e exsudacdo mediada pela agdo das prostaglandinas (KU,
WASVARY & CASH, 1975). Outra possivel acdo do diclofenaco na reducédo do edema
da pata é a supressdo das citocinas TNF-a e IL-1p (ZAKI et al., 2011).

Um estudo realizado por Lewis, Bishop & Aspinall (1995) teve o intuito de
determinar os efeitos de drogas anti-infllamatorias e anti-reumaticas em edema de pata
de ratos, durante a inflamacdo aguda e cronica induzidas por ACF. Utilizaram como anti-
inflamatorios esteroidais, a prednisolona, a triancinolona, dexametasona e hidrocortisona.
A prednisolona e a triancinolona apresentaram reducdo significativa do edema até o 6°
dia. Este achado corrobora os resultados do presente estudo. Foi observado ainda que a
triancinolona apresentou efeito mesmo ap6s os 14 dias experimentais (dados ndo
apresentados). Em comparacdo com o efeito dos outros farmacos, inferia-se que este AIE
resolveria o processo antes dos outros farmacos. O segundo pico de edema observado por
volta do 7° dia, possivelmente se deve ao recrutamento de citocinas, conforme observado
por Lewis, Bishop & Aspinall (1995).

O modelo de inflamagdo induzida por ACF é mediado na fase aguda
principalmente por neutréfilos e no estagio crénico, por linfocitos T, sendo que em ambos
0s casos, monaocitos/macrofagos participam ativamente (ROMAS et al., 2002; FRANCH,
CASTELLOTE, & CASTELL, 1994; BUTLER et al., 1992;). A ativacdo de macréfagos
conduz ao aumento dos niveis de enzimas lisossomais, producao de citocinas como TNF
a e IL-1B, fatores de crescimento entre outros mediadores da inflamagdo. Além disso, o
TNF o induz a sintese de Oxido Nitrico (NO) através da ativacio de sua isoforma (iNOS),

0 que aumenta a resposta dos neutrofilos ao estimulo inflamatorio. (KUMAR et al., 2010).

No presente estudo, foi observado as taxas de neutréfilos circulantes no sangue
periférico dos animais (diclofenaco > triancinolona > controle > veiculo > Oxyflower®,
p>0,05 em todos 0s grupos). Este achado estd em consonancia com o estudo realizado
por Mo e colaboradores (2013), no qual avaliaram o efeito anti-inflamatorio da aplicacéo

topica de extrato de romd, comparando-o com triancinolona e diclofenaco em modelo de
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injecdo de ACF. Neste estudo, os autores observaram que o extrato de roma apresentou
uma forte inibicdo da infiltracdo de neutrofilos. Na presente investigacdo, a taxa de
neutrofilos dos animais tratados com Oxyflower® foi a que mais se aproximou ao nimero
de neutrofilos correspondentes a um animal saudavel (naive). Pode-se inferir que algum
mecanismo do Oxyflower® interceda na supressdo da produgao da citocina TNFa e
consequentemente, na resposta dos neutréfilos e mais indiretamente, na producdo de

mieloperoxidase (MPO).

O actmulo de neutrofilos no local da lesdo permite a producdo acentuada de
substancias toxicas como os radicais livres que levam a ativacdo de enzimas proteoliticas
causando danos no tecido de granulagdo incipiente, inibindo fatores de crescimento e
dificultando o processo de reparacdo (GRAGNANI et al., 2013; HORTON, 2003;). Neste
contexto, apesar de o diclofenaco suprimir a acdo de TNF-a e IL-1P ¢ consequentemente,
a proliferacdo de neutrdfilos (ZAKI et al., 2011), em nosso estudo foi observado grande
namero de neutrofilos circulantes no grupo tratado com diclofenaco. Este achado
contradiz os resultados apresentados por Macedo e colaboradores (2016), onde estes
autores avaliaram o efeito anti-inflamatério sinérgico da associacdo de terpinoleno e
diclofenaco em um modelo de inflamacdo crénica com ACF. No presente estudo, €
possivel observar uma supressdo na migracdo de mondcitos, sendo esta uma caracteristica
inerente ao uso de glicocorticoides, como a triancinolona, conforme descrito por Klippel
e colaboradores (2001).

Nesta investigacdo, percebeu-se uma tendéncia a diminuicéo da porcentagem de
linfécitos e mondcitos no sangue periférico dos animais, quando comparado com o animal
saudavel (naive) embora ndo estatisticamente significativa (p>0,05). O que sugere que

ocorra maior migracéo dessas células sanguineas para o tecido inflamado.

A analise histopatologica foi realizada em ambas as patas traseiras dos animais.
Observou-se uma inflamagéo crénica granulomatosa na derme e em regido subcutanea
presente em todos 0s grupos. Apos 28 dias de experimento, um infiltrado denso de
neutrdfilos, margeando as areas necroticas e formagéo de granulomas pode ser observada
nas analises dos tecidos da pata injetada de todos os grupos. Além disso, é possivel
perceber nos tecidos a presenca de macréfagos espumosos e de substancia oleosa de corpo
estranho, presentes nos vacuolos lipidicos, rodeados por macrdfagos, linfocitos e
fibroblastos. Esta descricdo corrobora os achados do estudo de Wiedemann e

colaboradores (1991) e confirma a eficacia do modelo que utilizamos. Entre os grupos
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foi encontrada diferenca estatisticamente significativa (p <0,001) para os diferentes
escores relacionados a anélise quantitativa realizada. A histogénese de um granuloma é
dependente de varios tipos de células. A composi¢do tipica é um centro de macrofagos /
histiocitos com linfécitos em sua margem. A sequéncia de eventos que conduzem a
formacéo de granulomas é regulada por varios tipos de células e citocinas: enquanto 0s
mecanismos associados ao Th1l promovem o desenvolvimento de granulomas, parece que
as células T reguladoras, bem como os macréfagos M2 juntamente com IL -10 e IL-13
promovem a sua degeneracdo e a cicatrizacdo do tecido. As doencas inflamatorias
crénicas baseiam-se principalmente na baixa modulacéo dos processos inflamatorios que

conduzem e mantém a formag&o destes granulomas (von STEBUT, 2017).

No presente estudo foi utilizada a termografia a fim de acompanhar a variacao da
temperatura da superficie das patas traseiras dos ratos, apés a inducdo da inflamacéo pelo
ACF. Percebeu-se que a variacao da temperatura foi semelhante a variacdo da intensidade
de formacdo do edema tecidual, nos diferentes tempos experimentais. Além disso, foi
possivel observar que o tratamento com os farmacos anti-inflamatérios padrao e também
com o gel Oxyflower® reduziu a temperatura das patas dos ratos, paralelamente a reducéo
do volume e da espessura (edema) dessas patas. Este fato nos leva a sugerir que a
termografia podera ser um método Gtil no acompanhamento da evolugdo do processo
inflamatdrio tecidual, de forma ndo invasiva, neste modelo experimental.

O valor maximo de temperatura, registrado na pata dos ratos, no nosso estudo foi
de 33°C, ap6s 24 horas de inducédo da inflamacéo (dados ndo apresentados). Este registro
esta de acordo com o estudo de Phillipe e colaboradores (1997). Segundo Abbas (2015)
nas respostas inflamatorias, pirdgenos endogenos, como o TNFa e a IL-1, ou exdgenos,
como os lipopolissacarideos derivados de microorganismos, agem no hipotdlamo para
induzir um aumento da temperatura corporal por meio do aumento da sintese de
prostaglandinas nas células hipotalamicas (ABBAS, 2015). Os inibidores da sintese de
prostaglandinas como os AINEs, reduzem a febre pelo blogueio da a¢éo dessas citocinas.

Nossos resultados mostraram para todos 0S grupos experimentais, aumento
significativo da temperatura da pata dos ratos, nos primeiros momentos apds a indugéo
da inflamagdo (30 minutos e 24 horas) com um pico maximo em 24 horas. Este fato
condiz com uma variacao exacerbada da temperatura durante a fase aguda da inflamacéo.
Apos esta fase aguda do processo inflamatorio, foi observada uma tendéncia a reducéo

progressiva da temperatura até os ultimos tempos experimentais, quando ocorreu a
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aproximacéo dos valores de temperatura com relacdo aos valores do momento antes da
inducdo da inflamac&o (tempo 0). Contudo, essa tendéncia a redugdo da temperatura ndo
ocorreu de forma linear, nos grupos tratados, pelo contrério, os grupos tratados
demonstraram caracteristicas oscilatorias na perda de temperatura que também foram
relatadas em outros estudos como o de Phillipe e colaboradores (1997) e Calkosinski e
colaboradores (2015). Curiosamente, no momento em que ocorreu o pico de temperatura
em todos os grupos experimentais (24 horas) todos 0s grupos tratados demonstraram
maiores picos de temperatura em relacdo ao grupo controle. Mas, com o passar do tempo,
o efeito da reducdo da temperatura nos grupos tratados fica mais evidente em relacéo ao
grupo controle (14 dias), com melhor atuacdo do gel Oxyflower®. Contudo esse carater
oscilatorio da temperatura neste modelo experimental pode dificultar a analise da
capacidade antitérmica das substancias utilizadas no presente estudo.

Em estudo recente, Snekhalatha e colaboradores (2012) utilizaram a termografia
infravermelha para avaliar a temperatura das patas de ratos da linhagem Wistar, ap6s a
injecdo de 0,2 mL de ACF. As injecGes foram realizadas em dois momentos, no primeiro
dia e novamente no quinto dia de experimento. Contudo, foram avaliados somente dois
tempos experimentais, antes da aplicacdo do ACF e apds 30 dias da injecdo. Além disso,
n&o houve qualquer tipo de tratamento.

E importante ressaltar que na presente investigacéo a temperatura ambiente foi de
19°C (%0,7°C) e ndo variou significativamente durante o tempo experimental, sendo
semelhante a outros estudos (SNEKHALATHA et al., 2012), (CALKOSINSKI et
al.,2015).
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7 CONCLUSAO

O gel Oxyflower® apresentou atividade antiedematogénica semelhante aos
farmacos padréo utilizados neste estudo (triancinolona e diclofenaco dietilamonio), com
resolucdo do edema induzido na pata de ratos ja no 14° dia experimental. Verificou-se,
ainda, que a atividade antiedematogénica do gel Oxyflower® no 14° dia, foi um pouco

mais eficaz do que a atividade dos farmacos padrdo utilizados no presente estudo.

Apesar do efeito antiedematogénico verificado para o gel Oxyflower®, o qual
pode estar associado a um efeito anti-inflamatorio, os resultados do presente estudo ndo
foram suficientes para confirmar o efeito anti-inflamatdrio dessa substancia. Contudo,
foram observadas alteracdes no comportamento das subpopulacdes leucocitérias do
sangue dos animais tratados com o gel Oxyflower®, em especial na série de linfdcitos e
monocitos. Sabendo-se que estas células estdo envolvidas na formacdo do granuloma
tecidual, caracteristica histol6gica marcante neste modelo experimental, estas alteracdes

precisam ser mais bem investigadas.

O presente trabalho foi util também, para corroborar outros estudos, sobre a
utilizacdo da termografia como método diagndstico ndo invasivo em processos
inflamatorios. Este método mostrou eficacia e aplicabilidade, que poderdo ser exploradas
em estudos futuros envolvendo o modelo de inflamacdo pela injecdo do Adjuvante

Completo de Freund.

Sabendo que a formacdo do edema é um dos eventos associados a inflamacéo,
estudos futuros poderdo contribuir para a verificacdo dos mecanismos de atuacdo do gel
Oxyflower® nas diferentes cascatas do processo inflamatério. Assim, analises
biomoleculares, imunoldgicas e imunohistoquimicas poderdo ajudar a elucidar os
possiveis mecanismos antiedematogénicos relacionados ao gel Oxyflower®, bem como

averiguar melhor um possivel efeito antinflamatorio para este gel.
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CERTIFICADO

Diamanting, 26 de Qutabro de 2016,

Certificamos que a  proposta  intitulada *  Avaliagdo do  Potencial  Antinflamaténio,
Antiedematogénico ¢ Antinociceptivo do Gel Oxyflower® em Modelo de Edema de Pata
Quimicamente Induzido ", registrada com o n® 502016 sob a responsabilidade de WAGNER DE
FATIMA PEREIRA - que envolve a produgdo, manutengiio ou utilizagio de animais pertencentes
a0 filo Chordata, subfilo Vertehrata (exceto humanos), parm fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os precentos da Let n” 11,794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n" 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA/UFVIM) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DOS
VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI, em reuniio de 26/102016

Finalidade ( ) Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
‘Vigéncia da Autorizagio vl9llli20|6 - 181172018

Espécie/linhagem/raga Rattus novergicus da linhsgem Holtzman

N* de animais 65

Peso/ldade 6 semanys / 180 - 220 g.
Sexo Macho

Origem Biotério UFMG

Com o recebimento deste parecer, o responsavel compromete-se a entregar o relatorio final
da proposta até 60 dias apés o término. Em caso de planos de aula, a cada seis mesey extes
deverdo ser revalidadoy

Ressaltamos que, conforme a Resolugdo Normativa 1, de 9 de Julho de 2010, qualquer
alteragdo no protocolo previamente aprovado, na eguipe iécnica. bem como acidentes
emvolvendo os animals, competem ao responsavel a comunicagdo a CEUA/UFVIM.
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