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Efeito do oleo essencial da Lavanda (Lavandula angustifolia Mill) sobre a

resposta inflamatéria aguda

RESUMO

Neste estudo foi avaliado a atividade anti-inflamatéria do LEO administrado via oral e
topicamente. O processo inflamatdrio € uma resposta complexa do tecido vascularizado a
estimulos irritantes, por meio da ativacéo e liberacdo de diferentes mediadores inflamatorios,
visando uma reparagdo ao dano tecidual. Os produtos naturais e seus 0leos essenciais vém
sendo muito utilizados como alternativa ao tratamento de diversas doencas inflamatdrias, e no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, pois apresentam baixa toxicidade e poucos
efeitos adversos. O Oleo essencial da lavanda (LEO) apresenta diversos efeitos
farmacoldgicos, tais como, anticonvulsivante, ansiolitico, antioxidante, anticolinesterasico,
atividades antimicrobiana e antifingica. O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade de
LEO em modelos experimentais de inflamacdo aguda, utilizando os modelos de edema de
orelha induzido por 6leo de créton e edema de pata induzido por carragenina e dextrana.
Além disso, foi determinada a atividade da enzima mieloperoxidase e concentracdo de 6xido
nitrico. Foram determinados os constituintes de LEO e seus efeitos citotoxicos e
guimioatraente. Os resultados demonstraram que 0s constituintes majoritarios do LEO séo
1,8-cinel, borneol e canfora. LEO possui uma atividade anti-inflamatéria in vivo capaz de
diminuir a infiltracdo de neutrofilos para o tecido inflamado, tanto no tratamento topico
quanto por via oral, capaz e reduzir o edema e a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)
no edema de orelha e no edema de pata induzido por dextrana e carragenina. O tratamento
com LEO também reduziu a producdo de oxido nitrico (NO). O LEO ndo apresentou ter
potencial quimioatraente para nenhuma concentracdo testada no modelo de quimiotaxia in
vitro, e em baixas concentragdes (0,5, 1, 3, 10 pg/ml), ndo mostrou-se ser citotoxico. Estes
efeitos podem estar relacionados com a inibicdo de diferentes mediadores inflamatorios e/ou
alérgicos, onde estavam envolvidos principalmente com a histamina, e parcialmente com o
NO.

Palavras-chave: Produtos naturais; Lavandula angustifolia Mill; Inflamacé&o.



Effect off Lavender essential oil (Lavandula angustifolia Mill) in acute

inflammatory response

ABSTRACT

This study evaluated the anti-inflammatory activity of LEO administered orally and topically.
The inflammatory process is a complex response of vascularized tissue to irritant stimuli by
activating and release of various inflammatory mediators aiming to repair tissue damage.
Natural products and their essential oils have been widely used as an alternative to the
treatment of various inflammatory diseases and the development of new therapeutic
strategies, since they have low toxicity and few adverse effects. The essential oil of lavender
(LEO) shows various pharmacological effects such as anticonvulsant, anxiolytic, antioxidant,
anticholinesterase, antimicrobial and antifungal activities. The objective of this study was to
investigate the LEO activity in experimental models of acute inflammation using ear edema
models induced by croton oil and paw edema induced by carrageenan and dextran.
Furthermore, it was determined the activity of the enzyme myeloperoxidase and nitric oxide
concentration. It was determined the constituents of LEO and its cytotoxic effects and
chemoattractant. The results showed that the main constituents of LEO are 1,8-cineol, borneol
and camphor. LEO an anti-inflammatory activity in vivo can reduce the infiltration of
neutrophils into the inflamed tissue, both in the topical treatment as orally, capable and reduce
edema and activity of the enzyme myeloperoxidase (MPO) in the ear edema and paw edema
induced by carrageenan and dextran. Treatment with LEO also reduced nitric oxide (NO)
production. The LEO showed no chemoattractant have the potential for any concentration
tested in the in vitro chemotaxis model, in low concentrations (0.5, 1, 3, 10/ml), showed to be
cytotoxic. These effects may be related to the inhibition of various inflammatory and/or
allergic mediators, which were primarily concerned with histamine and partially with NO

Keywords: Natural products; Lavandula angustifolia Mill; Inflammation.
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CAPITULO |
O PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamagdo ou processo inflamatorio € uma resposta complexa do tecido
vascularizado a estimulos irritantes, tais como: infeccdo, trauma mecanico, temperatura,
agentes quimicos, radiacdo, autoimunidade, isquemia e/ou necrose. Inicialmente ocorre a
formacéo de edema devido ao extravasamento celular, aumento da permeabilidade vascular e
do fluxo sanguineo local, por meio da ativacéao e liberacdo de diferentes substancias, visando
destruir o agente nocivo (SCHMID-SCHONBEIN, 2006; ALESSANDRI et al., 2013).

O processo inflamatdrio é caracterizado por cinco sinais cardinais cléssicos: o calor,
rubor, tumor e dor, quando esta resposta ndo ¢ modulada, pode culminar com a perda de
funcdo do tecido. Ele é dividido em duas fases distintas a fase aguda e a fase crdnica
(SCHMID-SCHONBEIN, 2006; ALESSANDRI et al., 2013).

A fase aguda é de curta duracdo, e corresponde a resposta inicial do organismo aos
estimulos nocivos, seguido de uma cascata de acontecimentos que inclui: alteracGes do calibre
vascular, aumento do fluxo sanguineo e migracdo de leucdcitos para o local inflamado, onde
diversos mediadores inflamatdrios séo liberados, sendo responsaveis pela inducao da resposta
inflamatéria aguda (SCHMID-SCHONBEIN, 2006; KUMAR, ABBAS & ASTER, 2013).

A segunda fase do processo inflamatério, a fase crnica, pode durar de semanas a
meses. Nesta fase, a inflamacgdo encontra-se associada a presenca de linfécitos e macréfagos,
proliferacdo vascular, fibrose e necrose tecidual, e as tentativas de reparo ocorrem
simultaneamente (KUMAR, ABBAS & ASTER, 2013).

Entre os mediadores inflamatdrios, apresentam grande destaque as acdes dos
eicosanoides (prostaglandinas e leucotrienos), aminas vasoativas (histamina e serotonina),
citocinas (IL-6, IL-10 e TNF-0), quimiocinas (IL-8), interferons e Oxido nitrico
(MEDZHITOV, 2008).

A histamina esta presentes nos mastdcitos, basoéfilos e nas plaquetas e é secretada
mediante traumas, toxinas ou presenca de alérgenos. Ela apresenta acdo imediata, provendo
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. A serotonina € oriunda das plaquetas e
possui um efeito semelhante & histamina (BOLAM & ELLENDER., 2015).

As citocinas sdo mediadores proteicos ou polipeptidicos sintetizados e secretados por
células do sistema imune durante o processo inflamatdrio. Sdo capazes de mediar a acdo das

células inflamatorias e do sistema imunoldgico, apresentando efeitos complexos sobre



leucdcitos, células endoteliais, mastdcitos, células tronco hematopoiéticas e regulando a
proliferacédo e ativacdo dessas células (SHAKOLA et al., 2015).

Outros mediadores inflamatorios sdo os derivados do &cido araquidénico, um &cido
graxo poli-insaturado encontrado na membrana plasmatica das células, importante para a
fluidez da membrana. A cascata do &cido araquiddnico é dividida em duas vias principais, a
da ciclooxigenase (COX) e a da lipoxigenase (LOX).

A LOX produz os leucotrienos que promovem vasodilatagdo e extravasamento
plasmatico. As acdes pro-inflamatorias dos leucotrienos sdo controladas e mediadas pelas
lipoxinas, uma classe de eicosanoides oxidados que se ligam a receptores celulares
blogueando o fluxo de neutr6filos (URQUHART et al., 2014; HARIZI, 2015).

A COX é uma enzima responsavel por converter o acido araquiddnico em
prostaglandinas. As prostaglandinas desempenham uma atividade importante nas condi¢fes
fisiopatoldgicas, incluindo a resposta imune inflamatoria e a alérgica. Elas promovem a
vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011;
HARIZI, 2015). Os tromboxanos atuam em conjunto com as prostaglandinas na regulacéo de
importantes acGes do processo inflamatorio, como vasoconstricdo e sdo potentes fatores de
agregacdo plaquetaria (HAMMOND & O'DONNELL., 2012).

Hé& duas isoformas de COX principais envolvidas no processo de conversdo de acido
araquidénico: a COX-1 e a COX-2. A COX-1 é expressa na maioria das células e tecidos, e
participa de funcdes de manutencdo celular indispensaveis para a atividade fisioldgica. Ja a
COX-2 é usualmente induzida sempre que as células sofrem estimulos inflamatérios, atuando
no local inflamado (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011; HARIZI, 2015).

Atualmente, ha diversos farmacos utilizados na terapéutica para a reducdo dos sinais e
sintomas da inflamacdo, como os anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINES), que atuam pela
inibicdo da COX e prostaglandinas (RAHMAN & MALCOUN., 2014). Ja os anti-
inflamatorios esteroidais (AIES) ligam-se a receptores intracelulares interagindo com o DNA
e modificam a transcricdo génica, podendo induzir ou inibir a sintese proteica. Os AIEs
apresentam graves efeitos adversos quando utilizado por um tempo prolongado ( BRUNE K
& PATRIGNANI., 2015).

Todavia, este arsenal terapéutico muitas vezes ndo modifica de forma satisfatoria o
processo patologico responsavel pela resposta inflamatdria, podendo gerar efeitos adversos
importantes, como lesbes gastrintestinais, insuficiéncia renal, efeitos cardiovasculares,
osteoporose, alteragdes metabdlicas e outras, limitando a utilizacdo destes farmacos
(KONTOGIORGIS & HADJIPAVLOU-LITINA., 2002; BATLOUNI, 2010). Desta forma,
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0s produtos naturais e seus 6leos essenciais vém sendo muito utilizados para o tratamento de
diversas doengas inflamatorias e no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
(BARBOSA-FILHO et al., 2006).

PRODUTOS NATURAIS: Oleo essencial da Lavandula angustifolia Mill

O emprego de produtos naturais para terapia, cura e prevencdo de doencas é uma das
praticas medicinais mais antigas que existe. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
divulgou que, para 65 a 80% dos individuos de paises em desenvolvimento, os produtos
naturais eram o0s mais utilizados nos cuidados basicos de saude. Mesmo com o
desenvolvimento da medicina alopéatica, no momento ainda ha barreiras em sua utilizago
pelas populagdes dos paises em desenvolvimento, a partir do acesso aos centros médicos até a
obtencdo dos exames e medicamentos. Desta forma, o facil acesso e a tradicdo da utilizacéo
dos produtos naturais colaboram em seu uso pelas populacdes desfavorecidas (VEIGA
JUNIOR et al., 2005).

A utilizacdo de produtos naturais como matéria-prima para a composi¢do de novos
farmacos vem sendo amplamente descrito ao longo dos anos, visando a substituicdo de
substancias ndo naturais (BARREIRO & BOLZANI, 2009; GU et al., 2013). Seu uso tem
aumentado significativamente, impulsionando a receptividade dos mercados mundiais no
campo de fitoterapicos no cuidado de feridas, cicatrizacdo, febre, infecgdes, edemas e entre
outras injurias, sugerindo que seu uso pode ser mais seguro que grande parte dos farmacos,
gracas a sua baixa toxicidade e efeitos adversos (ETHUR et al., 2011; GOSSLAU et al.,
2011).

A maior parte dos farmacos utilizados na clinica é de origem natural ou ainda
produzidos com base nos produtos naturais que apresentam diversas substancias com
atividades bioldgicas, uma das classes mais relevantes € a dos dleos essenciais (BARREIRO
& BOLZANI, 2009; GU et al., 2013).

Deste modo diversas, pesquisas visam desvendar a atividade farmacoldgica de
produtos naturais, pois existe um grande interesse em seu uso, na industria farmacéutica e
alimenticia (BAKKALLI, et al., 2008; de SOUZA, 2012).

As plantas da familia Lamiaceae possuem distribuicdo cosmopolita, sendo mais
abundante na regido do Mediterrdneo, Asia e Europa. Englobam aproximadamente 300

géneros e 7500 espécies, presentes no mundo todo. No Brasil sdo encontrados por volta de 28
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géneros e 350 espécies pertencentes a esta familia. Destaca-se a enorme quantidade de
espécies aromaticas incluindo a alfavaca (Ocimum basilicum L.), o orégano (Origanum
vulgare L.), o alecrim (Rosmarinus offinalis L.), o tomilho (Thymus vulgaris L.) e a hortela
(Plectranthus barbatus Andrews) (LORENZI & SOUZA, 2008).

As plantas da familia Lamiaceae s@o constituidas principalmente de plantas
aromaticas que apresentam uma enorme fonte de polifendis e, consequentemente, podem
possuir diversas propriedades antioxidantes. Dentre 0s principais géneros aromaticos da
familia Lamiaceae, estd o género Lavandula (BIASI & DESCHAMPS, 2009;
McNAUGHTON, 2006)

O género Lavandula é constituido por plantas medicinais aroméaticas com cerca de 25-
30 espécies, denominadas por lavandas ou alfazemas. S8o arbustos ou subarbustos eretos e
com caules lenhosos. O seu nome vem proveniente do latim “lavare” com o significado
“lavar”, referente a sua utilizacgdo em banhos (BIASI & DESCHAMPS, 2009;
McNAUGHTON, 2006). Dentre o género lavandula encontramos a Lavandula angustifolia
Mill, uma planta aromatica que tem apresentado diversas propriedades terapéuticas e
atividades bioldgicas (VERMA et al., 2011; MEFTAHIZADE et al., 2011).

A espécie Lavandula angustifolia Mill, origindria das regiGes montanhosas do
Mediterraneo € cultivada em grande parte da Europa, em especial, na Franga, Italia e Espanha.
No entanto, seu cultivo ampliou-se para outros continentes, como o Asiatico e Americano
(VERMA, R. S. et al.,, 2011; MEFTAHIZADE, H. et al., 2011). Exibe algumas sinonimias
boténicas aceitas, como: Lavandula vera DC., Lavandula spica L. e Lavandula officinalis
Chaix ex Vill. (BARRETT, 1949; McNAUGHTON, 2006; PLATT, 2009).
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Figura 1 — Lavanda
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Fonte: UPSON & ANDREWS, 2004.

Devido ao aumento da aplicacdo da fitoterapia e aromaterapia, recentemente, as
lavandas tem sido mais conhecidas comercialmente e o seu 6leo essencial tem sido muito
utilizado na perfumaria, em cosmeéticos e na producdo de farmacos (McNAUGHTON, 2006;
PLATT, 2009).

Os 6leos essenciais sdo substancias volateis derivados de produtos naturais, sintetizado
e armazenado em ceélulas especificas em diversas partes do organismo vegetal como flores,
folhas, ramos, frutos, rizomas e etc. Podem ser obtidos por meio de hidrodestilacdo, englobam
misturas complexas de produtos volateis, lipofilicas e frequentemente odoriferas que, sdo
formados por moléculas de alcoois, aldeidos, ésteres, cetonas e fendis associados a classe dos
terpendides (AMORATI et al., 2013; TONGNUANCHAN & BENJAKUL, 2014).

Os constituintes majoritarios do 6leo essencial da Lavandula angustifélia Mill sdo:
1,8-cineol, canfora e endo-borneol, porém, outros componentes também podem ser
encontrados, em quantidade inferior, como, o oa—pineno, canfeno, B-pineno, limoneno, -
canfonelal, terpinen-4-ol, criptona, entre outros (HAJHASHEMI et al., 2003; PRASHAR et
al., 2004). Entretanto, a composi¢do quimica deste Oleo pode variar de acordo com o
gendtipo, meio ambiente, processamento e método de extracdo (ZHELJAZKOV et al., 2012).

O dleo essencial de lavanda apresenta diversas atividades farmacoldgicas, tais como,
anticonvulsivantes (SHAHRIYARI et al., 2004), ansiolitico e depressor do sistema nervoso
central (KRITSIDIMA et al., 2010; WOELK & SCHLAFKE, 2010), antioxidante e
propriedades anticolinesterases (COSTA et al., 2011; MESSAOUD et al., 2011), atividade
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antimicrobiana (VARONA et al., 2013) e antifungica (BENABDELKADER et al., 2011,
ZUZARTE et al., 2012). Em vista disto, muitos pesquisadores dedicam-se a investigacéo

deste 6leo essencial.

JUSTIFICATIVA

A maioria dos farmacos utilizados na terapéutica apresentam varios efeitos adversos e
ndo sdo eficazes em todos o0s casos. Assim, estudos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo
de encontrar novos compostos anti-inflamatorios de origem natural, que apresentem maior
eficacia farmacologica e menores efeitos adversos. Neste sentido a lavanda pode ser uma

planta promissora com potencial anti-inflamatorio.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

e O objetivo desta pesquisa foi investigar a atividade do 6leo essencial da lavanda
(Lavandula angustifélia Mill) em modelos experimentais de inflamacéo aguda.

Objetivos Especificos

e Avaliar a citotoxicidade do Oleo essencial da lavanda.

e Determinar o efeito do 6leo essencial da lavanda sobre a resposta inflamatoria aguda,
utilizando diversos modelos experimentais de inflamacao.

® Esclarecer o possivel mecanismo de a¢ao do 6leo essencial da lavanda.
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CAPITULO 11

Artigo 1: “EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DA LAVANDA
(LAVANDULA ANGUSTIFOLIA MILL) SOBRE A RESPOSTA
INFLAMATORIA AGUDA”
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Efeito anti-inflamatorio do 6leo essencial da Lavandula angustifolia Mill sobre a resposta
inflamatdéria aguda.

Gabriel Fernando Esteves Cardia, Roberto Kenji Nakamura Cuman.

Laboratdrio de inflamacéo, Departamento de Farmacologia e Terapéutica da Universidade
Estadual de Maringa, Maringa, Parand, Brasil.

Resumo: O o6leo essencial da Lavandula angustifolia Mill (LEO), apresenta diversos efeitos
farmacologicos, tais como: anticonvulsivante, ansiolitico, antioxidante, anticolinesterasicos,
antimicrobiano e antifungico. O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade de LEO em
modelos experimentais de inflamacdo. LEO foi utilizado para avaliar o efeito anti-
inflamatorio topico e oral através do modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton e
edema de pata induzido por carragenina e dextrana, adicionalmente determinamos a atividade
da enzima mieloperoxidase, concentracdo de oxido nitrico, o efeito citotoxico e
quimioatraente do LEO. Os resultados sugerem que LEO possui uma atividade anti-
inflamatdria in vivo capaz de diminuir a infiltracdo de neutrofilos no tecido inflamado, tanto
no tratamento topico quanto por via oral. Estes efeitos poderiam estar relacionados com a
inibicdo de diferentes mediadores quimicos da resposta inflamatdria e/ou alérgica como a
histamina, e parcialmente com o NO.

Palavras Chave: Produtos naturais; Lavanda; Inflamacdo.

Introducéo

A utilizacdo de produtos naturais como matéria-prima para a obtencdo de novos
farmacos vem sendo amplamente descrita ao longo dos anos. Os produtos naturais e seus
6leos essenciais vém sendo popularmente utilizados para o tratamento de diversas doencas
inflamatdrias, e no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Estudos sugerem que o
uso de produtos naturais pode ser mais seguro e eficaz, uma vez que apresentam baixa
toxicidade e poucos efeitos adversos (Gosslau et al., 2011).

As plantas da familia Lamiaceae representam uma grande fonte de polifendis e
propriedades farmacoldgicas ja descritos na literatura. Pertencente a familia Lamiaceae, a
Lavandula angustifolia Mill é originaria das regibes montanhosas do Mediterraneo,
apresentando diversas propriedades terapéuticas e atividades bioldgicas (Verma et al., 2011).

Estudos fitoquimicos revelaram que os constituintes majoritarios do 6leo essencial de
Lavandula angustifolia Mill (LEO) sdo 1,8-cineol, canfora e endo-borneol. Outros

componentes também podem ser encontrados em menores quantidades, como: o a—pineno,

canfeno, B-pineno, limoneno, a-canfonelal, terpinen-4-ol, criptona, dentre outros. No entanto,
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a composicdo quimica do dleo essencial de lavanda pode variar de acordo com o genotipo,
meio ambiente, processamento e método de extracdo (Hajhashemi et al., 2003; Prashar et al.,
2004; Lakusi¢ et al., 2014).

O LEO apresenta variados efeitos farmacologicos ja descritos na literatura, tais como:
atividade anticonvulsivante (Shahriyari et al. 2004), ansiolitica (Woelk and Schlafke, 2010),
antioxidante, propriedades anticolinesterasica (Costa et al., 2011; Messaoud et al., 2011),
atividade antimicrobiana (Verona et al., 2013), e antifungica (Zuzarte et al., 2012). Desta
forma, o objetivo desta pesquisa foi investigar a atividade do 6leo essencial de Lavandula

Angustifolia em modelos experimentais de inflamagéo aguda.

Materiais e métodos

Obtencédo do 6leo essencial

As folhas e caule frescos da Lavandula angustifolia Lamiceae foram comercialmente
adquiridas no ano de 2014 na Central Regional de Comercializacdo do Centro Oeste do
Parana (Cercopa) Guarapuava, PR, Brasil. O 6leo essencial foi extraido por hidrodestilagao,
utilizando um aparelho do tipo Clevenger durante 3h. O 6leo foi armazenado sob refrigeracéo

(3-4 °C) em um frasco escuro.

Analise e identificacdo dos componentes do 6leo essencial

O 6leo essencial foi analisado por Cromatografia gasosa aclopada a espectrometria de
massa (CG-EM). A cromatografia de gas foi efetuada sob as seguintes condicdes: DB-5 de
coluna capilar (30m x 0,32mM, 0,25mM), temperatura da coluna (60°C durante 1min a 180°C
a 3°C/min), temperatura do injetor (220°C), temperatura do detector (220°C), razdo de
separacgdo (1:10), o gas transportador (He), e taxa de fluxo (1,0 mL/min). O volume injetado
(1pl) foi diluido em acetona (1:10). A analise de CG-EM foi realizada num espectrémetro de
massa Quadrupolo (modelo DSQ Il, Thermo Electron Corporation) operado a 70v. A
identificacdo dos componentes individuais foi baseada na comparagdo do seu indice de
retencdo CG (IR) e os espectros de massa, com padrédo auténtico adquirido a Sigma-Aldrich e
0 composto isolado do 6leo essencial obtido no nosso laboratorio. O indice de retencéo (IR)
foi calculado em relagdo a um conjunto de alcanos (Cg-Cao, Sigma Aldrich) em coluna DB-5,

utilizando a equagéo de Van den Dool e Kratz (1963). Os doze componentes menores de 6leo
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foram identificados comparando seus espectros de massa e IR com os relatados por Adams
(2007).

Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, com peso entre 25-35 g.
Os animais foram mantidos em condicao padrdo de biotério (temperatura controlada de + 23
°C, ciclo claro/escuro + 12horas, agua e ragdo ad libitum). O protocolo dos experimentos foi
aprovado pelo CEUA/UEM (Parecer n. 3024210315).

Ensaio da viabilidade celular - MTT

O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio) é
baseado na reducdo do corante tetrazolio pela enzima mitocondrial para determinar a
viabilidade celular. Os leucocitos foram isolados a partir da cavidade peritoneal de
camundongos quatro horas apds a injecdo de 200 pl de solucdo
de zymosan (Img/cavidade i.p.). As células foram plaqueadasa uma densidade de 5x10°
células/poco em um volume de 100 ul de meio RPMI (suplementado com soro fetal bovino
10% e penicilina 100 U/ml + estreptomicina 100 pg/ml) em placa de 96 pocos. As células
foram expostas a diferentes concentragdes de 0,5, 1, 3, 10, 30 e 90 pg/ml do LEO por 90
minutos, e apos esse intervalo foi adicionado 10 ul da solucdo de MTT (5 mg/mL) em cada
poc¢o. Apos 2 horas de incubacdo a 37°C foi removido 150 pl do sobrenadante e adicionados
100 pl de DMSO em cada poco. As células foram incubadas por 10 minutos a 25°C e a
absorbancia foi medida em leitor de ELISA em um comprimento de onda de 540 nm. A
porcentagem de viabilidade foi calculada segundo a equacéo:

% Viabilidade celular=

Absorbancia células tratadas — absorbancia do branco X 100
Absorbancia do controle — absorbancia do branco

Quimiotaxia in vitro

Para avaliar a quimiotaxia leucocitaria in vitro induzida por LEO, os neutrofilos foram
obtidos da cavidade peritoneal de camundongos, 4 horas apds injecdo com zymozan (200
pg/cavidade, i.p.). As células foram contadas em camara de Neubauer e 0 nimero de células
foi ajustado para 1x10° células/ml em meio RPMI contendo 0,1% de albumina de soro bovino
(BSA). O ensaio de quimiotaxia foi realizado utilizando a cAmara de Boyden de 48 pocos

(Probe, Inc., Cabin John, MD-USA). No compartimento inferior da camara de quimiotaxia
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foram pipetados e adicionados 28,4 pl do agente quimiotaxico, fMLP (10° mM), e do 6leo
essencial de lavanda nas concentracGes de 2, 15 e 150 pg/ml, e como controle da migracao foi
utilizado o meio RPMI 1640. Sobre o compartimento inferior foi colocado uma membrana de
policarbonato (5um; Poretics Membranes; Osmonics, Laboratory & Specialty Products
Group; Livermore, CA-USA). Sobre essa membrana foi colocada uma membrana de
polietileno, onde a parte superior da camara foi encaixada. No compartimento superior
colocamos 50pL da suspensdo dos leucocitos (1x10° células/ml). Em seguida, a camara foi
incubada em estufa a 37 °C com 5% CO2 por 1 hora. Apés este periodo, a membrana de
policarbonato foi retirada, passada em solugdo fisioldgica, corada com o kit de coloracdo Diff-
Quik (Baxter Scientific Products; Baxter Health Corporation, McGaw Park, IL — USA) e
fixada em lamina. Os neutréfilos foram contados em microscopio Optico, cinco campos

(1000X) em cada poco. O ensaio foi realizado em triplicata.

Avaliacao do efeito anti-inflamatdrio topico

O modelo de edema de orelha, induzido pelo 6leo de créton foi utilizado para avaliar
o efeito anti-inflamatorio tépico do LEO. A orelha esquerda dos camundongos foram tratadas
topicamente com diferentes concentragfes de LEO (0,125 mg, 0,250 mg, 0,500 mg, 1 mg,
2,5 mg e 5 mg) diluidas em acetona/agua, o grupo controle foi tratado com dexametasona
(0,1 mg), uma hora antes da aplicacdo do 6leo de créton. O edema foi induzido pela
aplicacdo de 20 pL de 6leo de croton (200 pg) dissolvido em solucdo de acetona/dgua na face
interna da orelha esquerda dos camundongos de cada grupo. Na orelha direita foi aplicado
somente o veiculo (acetona/agua) (20 pL). Apds 6 horas, os animais foram eutanasiados com
overdose de solucdo anestésica contendo quetamina (20 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), as
orelhas foram seccionadas em discos circulares de 6,0 mm de diametro e pesadas (mg) em
balanca analitica. O grau do edema foi expresso como aumento percentual na orelha
perfurada pelo peso da mesma (%), utilizando a seguinte formula: porcentagem de peso do
edema = [(peso da orelha esquerda (inflamada) — peso da orelha direita (ndo inflamada)) X
100] / peso da orelha direita (ndo inflamada). A média do percentual (%) de inibicdo do

edema foi calculado por comparagdo com o grupo controle negativo.

Avaliacgéo do efeito anti-inflamatorio sistémico

O efeito anti-inflamatdrio sistémico foi avaliado por meio da técnica de edema de pata.
Os animais foram tratados por gavagem, com uma emulsdo estavel do O6leo essencial de

lavanda com &gua, em doses crescentes de 50, 75, 100 e 250mg/kg. Uma hora apos, 0s



22

animais receberam uma injecdo intraplantar (via intradérmica) de 20uL de uma solucdo com
500 pg/pata de dextrana ou carragenina, dissolvidos em salina 0.9% (veiculo) na pata
posterior esquerda e 0 mesmo volume de veiculo na pata posterior direita. O volume das patas
foi mensurado nos periodos de 30, 60, 120 e 240 minutos apos a aplicacao de dextrana, ou 1,
2, 4 e 6 horas ap0s a aplicacdo de carragenina. Com o auxilio de um pletismografo digital
(Ugo Basile®), conforme técnica de Winter, Risley e Nuss (1962) e Paszcuk et al. (2008), o
aumento do volume final da pata foi calculado subtraindo o volume da pata injetada com

salina (pata controle) pelo da pata injetada com o agente flogistico.

Determinacéo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

A determinacdo da atividade da enzima MPO, uma medida indireta da migracéo de
leucdcitos foi determinada no sobrenadante dos homogenados obtidos das seccbes das
orelhas e tecido das patas, e € um indicativo de resposta inflamatoria. Os tecidos das orelhas
e das patas foram colocados em tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6.0, contendo 0,5%
de brometo de hexadeciltrimetil-am6nio em homogeneizador de Potter. O homogenato foi
agitado em vortex e centrifugado durante 20 minutos a 5.000g. Dez microlitros do
sobrenadante foram adicionados a microplaca de 96 pocos, em triplicata, sendo a seguir,
adicionados 200 pL de solugdo tampdo contendo diidrocloreto de o-dianisidina (16,7 mg),
agua bidestilada (90 mL), tampédo fosfato de potassio (10 mL) e H,O, 1% (50 uL). A
atividade da enzima foi determinada pela técnica de ponto final por meio da medida de

absorbéancia (460 nm) em leitor de microplaca (Biochrom Ltda® - ASYS Expert Plus).

Concentracéo de oxido nitrico (NO)

O &xido nitrico esta envolvido no processo inflamatério agudo, sendo um marcador da
inflamacdo. A concentracdo de NO foi determinada pelo método de Griess, o qual avalia a
producdo de nitrito como uma medida indireta do NO. O sobrenadante do homogenato do
tecido plantar e das seccbes da orelha foram colocados em microplaca de 96 pocos, em
triplicata, e a seguir adicionado solucdo de Griess (1% de sulfanilamida em 5% de
acido forférico e 0,1% de di-hidrocloreto de N-1-naftiletilonodiamina em agua) a temperatura
ambiente. Ap6s 10 minutos foi realizada a leitura utilizando um leitor de placas de ELISA
(Biochrom Ltda® - ASYS Expert Plus)em comprimento de ondade 550nm. As
concentragfes de NO foram calculados a partir de uma curva padrdo de nitrito de sédio. Os

resultados foram expressos em pM.
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Analise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente e expressos pela médiaterro padrdo
da média. A comparacdo entre os grupos foi realizada pela anélise de variancia ANOVA,
utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism Software Inc. versdo 5.0, seguido pelo

teste Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados como significativos estatisticamente.

Resultados
Analise e identificacdo dos componentes do 6leo essencial

O oleo essencial obtido apresentava cor amarelo palido, e foi seco com sulfato de
sodio e armazenado a 4 °C em frascos escuros até ser utilizado nos experimentos. O
rendimento do LEO foi 0,14 % v/w. O resultado da analise por Cromatografia gasosa-
Espectrometria de massa (CG-EM) (Figura 1) evidenciou a presenca de 27 constituintes no
LEO, com predominancia de 1,8-cineol (39,8%), endo-borneol (22,6%) e canfora (22,1%),
conforme demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial de Lavandula angustifolia Mill

IR Compostos %AR" Métodos®
922 Tujeno 0,15 (EM, IR)*
932 o-pineno 1,26 EM, IR
948 Canfeno 1,50 EM, IR
971 Sabineno 0,23 EM, IR
977 B-pineno 1,44 EM, IR
088 a-felandreno 0,17 EM, IR
1008 8-3-carene 0,17 (EM, IR)*
1019 p-cimeno 0,37 EM, IR
1024 0-cimeno 1,45 (EM, IR)*
1028 Limoneno 1,62 EM, IR
1031 1,8-cineol 39,83 EM, IR
1069 cis-hidrate de sabineno 0,31 (EM, IR)*
1126 o-canfonelal 0,15 (EM, IR)*
1140 trans-pinocarveol 0,22 (EM, IR)*
1147 Canfora 22,12 EM, IR
1163 Pinocarvona 0,42 (EM, IR)*
1172 Borneol 22,63 EM, IR
1180 terpinen-4-ol 0,31 EM, IR
1186 Criptona 0,72 (EM, IR)*
1195 Dihidrocarveol 0,56 (EM, IR)*
1227 Acetato de cis-hidrate de sabineno 1,12 (EM, IR)*
1242 Cuminaldeido 0,60 EM, IR
1283 acetato de bornila 0,31 (EM, IR)*
1416 B-cariofileno 0,23 EM, IR
1452 E-B-farneseno 0,21 EM, IR
1510 y-cadineno 0,27 (EM, IR)*
1578 Oxido de cariofileno 0,17 EM, IR
----- Outros compostos minoritarios 1,06 EM, IR

O ®indice de retencdo (IR) foi calculado em relagdo a um conjunto de alcanos CgH1g-CooHaz
em coluna DB-5, utilizando a equagdo de Van den Dool e Kratz (1963). "Area Relativa (4rea
do pico em relacgdo a area total do pico). ‘Identificacdo baseada no indice de retencgdo (IR) e
espectros de massa (EM) dos compostos auténticos. *Identificacdo com base na literatura
(Adams, 2007).

Ensaio de viabilidade celular

As células tratadas com diferentes concentragdes de LEO (0,5, 1, 3, 10, 30, e 90
pg/ml) apresentaram uma viabilidade celular de 79, 77, 76, 76, 68 e 60%, respectivamente. Os

nossos dados indicam que o LEO possui baixa citotoxicidade in vitro em baixas
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concentragOes, apresentando viabilidade celular maior que 75%, até a concentracdo de 10

pg/mil.

Efeito quimiotéatico do 0leo essencial de lavanda in vitro.

Avaliamos o efeito quimiotatico in vitro de LEO em diferentes concentragdes (2, 15,
150 pg/ml). O LEO néo elevou a migracdo de neutrofilos em nenhuma das concentragdes
testadas, quando comparado com o veiculo RPMI 1640 (Vh). Entretanto o fMLP (10 mM)
induziu uma significativa migracdo de leucécitos (Figura 2). Demonstrando que o LEO néo

apresenta um perfil de agente quimiotatico.
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Figura 2. O LEO foi utilizado como um agente quimiotatico nas concentraces de 2, 15, e 150 pg/ml, assim

como o fMLP. Os neutrdfilos foram obtidos a partir de peritonite induzido por zymosan (200 pg/cavidade). Os
valores sdo média + EPM e séo representativos de trés experimentos independentes. * p <0,05 em comparacao
ao Vh (one-way ANOVA, teste de Tukey).

Efeito do 6leo essencial de lavanda sobre o edema de orelha induzido por 6leo de créton

Para avaliar o efeito topico de LEO, utilizamos a técnica do edema de orelha induzido
por dleo de croton. A aplicacdo do Oleo de créton na orelha esquerda dos camundongos
induziu uma resposta inflamatdria observada pela formacdo do edema na sexta hora apos a
aplicacdo do agente flogistico. O tratamento com LEO nas concentrac6es de 0,25; 0,5 e 1,0
mg/orelha reduziu significativamente o edema de orelna em 59,6; 36,3 e 30,6%,
respectivamente, porém em intensidade menor quando comparado com o anti-inflamatério de
referéncia, a dexametasona (78,7%). No entanto, LEO nas suas maiores concentra¢des nao foi

capaz de reduzir o edema (Figura 3A).
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Para verificar o efeito de LEO sobre a migracdo celular, avaliamos a atividade da
enzima MPO. O ¢6leo de créton aumentou em 5,3 vezes a atividade da MPO. O tratamento
com o LEO, nas concentracdes de 0,25mg, 0,5mg e 1,0,mg/orelha, inibiu a migracdo celular
em 62,5, 58,3 e 21,8% respectivamente, entretanto a dexametasona foi mais eficaz, inibindo
em 82,5% (Figura 3B).

Adicionalmente, avaliamos a concentracdo de NO, um mediador inflamatorio que esta
envolvido no processo de formacdo do edema de orelha induzido por 6leo de croton. O
tratamento com LEO, em todas as concentragdes testadas (0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0
mg/orelha), foi capaz de reduzir a producdo de oxido nitrico em 80, 76, 80,2, 71,3, 82,3 e
81,3% respectivamente, semelhante ao tratamento com dexametasona (0,1 mg/orelha) que
reduziu em 73,2% (Figura 3C).
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Figura 3. Efeito do tratamento topico com LEO, nas concentra¢@es de 0,125, 0,25, 0,5, 1,0, 2,5 e 5,0mg sobre o
edema de orelha induzido por 6leo de croton, os camundongos do grupo controle positivo foram tratados com
dexametasona (Dexa) na concentracdo de 0,1 mg/orelha. Os animais foram tratados topicamente com LEO ou
Dexa 1 h antes da aplicacdo de 6leo de croton, * p< 0,001 ** p < 0,0001 em comparac¢do com o éleo de créton
(A). Atividade da enzima myeloperoxidase * p< 0,001 ** p < 0,0001 em comparacdo com o 6leo de croton, # p
< 0,0001 em comparagdo com o veiculo (Vh) (B). Concentracdo de oxido nitrico * p< 0,0001 em comparacéo
com o 6leo de crdton (C). O edema de orelha, a atividade da myeloperoxidase e a concentracdo de oxido nitrico
foram determinados 6 horas ap6s a aplicacdo do 6leo de créton. Os dados sdo expressos em média + E.P.M.
(one-way ANOVA, teste de Tukey).

Efeito do 6leo essencial de lavanda sobre o edema de pata induzido por carragenina

A injecdo intraplantar de carragenina provocou uma resposta inflamatdria local, com
intensidade maxima de edema na 62 hora. O tratamento com LEO nas doses de 75 e 100
mg/kg, promoveu uma reducdo significativa na intensidade da resposta inflamatéria na 22, 42
e 6% hora ap0s a aplicacéo do agente flogistico (LEO7smgig = 48,7; 37,5 e 40,7%, LEO10omgig =
65,7; 56,2 e 42,4%, respectivamente). A dose de 250 mg/kg reduziu o edema na 42 hora e 6°
hora (LEOg2somgg = 39,6% e 44,1%, respectivamente) (Figura 4A). O tratamento com a
indometacina reduziu significativamente a intensidade da resposta, na 22, 4* e 62 hora em
42,3, 52,5 e 41,3%, respectivamente. O celecoxibe reduziu o volume do edema apenas na 4 e
62 hora em 40, e 37,2%, respectivamente (Figura 4B).

Adicionalmente avaliamos a concentracdo de NO 6 h ap0s a inducdo do edema de pata
com carragenina. O tratamento com LEO por via oral, nas doses de 75, 100 e 250 mg/kg,
promoveu uma reducéo significativa na concentragéo de oxido nitrico (LEO7smgig = 36,7%,
LEO100mgikg = 49,4%, LEO50mgig = 47,6%) semelhante a indometacina (54,3%) (Figura 4C).

A atividade da enzima MPO foi avaliada 6 h ap6s a inducdo do agente flogistico. O
tratamento com LEO, nas doses de 75, 100 e 250 mg/kg, reduziram significativamente a
atividade da enzima mieloperoxidase em 25%, 50,3% e 59,4%, respectivamente semelhante
a indometacina (57,1%) (Figura 4D).
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Figura 4. Efeito do tratamento por via oral com LEO no desenvolvimento do edema de pata induzido pela
injecdo intradérmica de 500 pg/pata de carragenina (Cg). Cada ponto representa o volume médio da pata +
E.P.M.,em 1, 2, 4 e 6 horas apds a injecdo de Cg, ** p < 0,0001 comparado ao grupo controle (carragenina) (A).
Os Camundongos do grupo controle positivo foram tratados por via oral na dose de 5 mg/Kg de Indometacina
(Indo) (B). Concentracdo de oxido nitrico (C), Atividade da enzima myeloperoxidase (D). * p< 0,001 ** p <
0,0001 em comparacdo com a Carragenina (one-way ANOVA, teste de Tukey).

Efeito do 6leo essencial de lavanda sobre o edema de pata induzido por dextrana

A injecdo intradérmica de dextrana na pata posterior esquerda dos camundongos
promoveu uma resposta inflamatdria local, com intensidade méaxima de edema na 12 hora apos
a aplicacdo do agente flogistico. O tratamento com LEO, nas doses de 75 e 100 mg/kg,
reduziu significativamente a intensidade da resposta, em 30, 60 e 120 minutos apos a injecéo
da dextrana (LEO7smgig = 40, 50 e 48,7% e LEO1oomgg = 53,8, 50, e 44,6%,). No entanto
LEO nas doses de 50 e 250 mg/kg nédo foi capaz de reduzir o edema de forma significativa
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(Figura 5A). O tratamento com a prometazina, droga utilizada de referéncia, reduziu
significativamente o edema em 30, 60 e 120 minutos apos a injecdo de dextrana (45,4, 60 e
67,9%, respectivamente) (Figura 5B).

O tratamento com LEO, nas doses de 75 e 100 mg/kg, reduziu significativamente a
atividade da MPO em 57,4% e 62%, respectivamente, semelhante a prometazina (65,1%). Por
outro lado, as doses de 50 e 250 ndo foram efetivas na inibicéo da atividade da MPO (Figura
5C). O tratamento com LEO ndo reduziu a concentracdo de NO no edema induzido pela
dextrana (Figura 5D).
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Figura 5. Efeito do tratamento por via oral com LEO no edema de pata induzido pela injecdo intradérmica de
500 pg/pata de dextrana (Dex). Cada ponto representa o volume médio da pata £ E.P.M., em 30, 60, 120 e 240
minutos apos a injecdo de Dex, * p< 0,001 ** p < 0,0001 comparados ao grupo controle (Dextrana) (A). Os
camundongos do grupo controle positivo foram tratados por via oral na dose de 10 mg/Kg de prometazina (Prm)
** p< 0,001 *** p < 0,0001 em comparagdo com o grupo controle (Dextrana) (B). Atividade da MPO * p<

0,0001 em comparagio com a Dex (C). Concentragdo de oxido nitrico (D) (one-way ANOVA, teste de
Tukey).
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Discussao

Os resultados obtidos pela analise da composicdo quimica do LEO demonstram que 0s
seus constituintes majoritarios sdo 1,8-cineol, borneol e canfora, semelhante a outro estudo
em que foram identificadas os mesmos constituintes majoritarios do LEO, porém em
diferentes concentracdes (Hajhashemi et al., 2003).

No ensaio de citotoxicidade verificou-se que o LEO, em concentracdes elevadas (30 e
90 ug/ml) afetou a viabilidade celular. Entretanto, em menores concentragdes o LEO néo
mostrou-se ser citotdxico. Corroborando com os nossos resultados, um estudo relatou que a
citotoxicidade do 6leo essencial da lavanda é dose-dependente e pode variar de acordo com
seus constituintes (Prashar et al., 2004). Ademais, um estudo de Alnamer et al (2012),
observou que a administracdo oral do extrato da lavanda ndo apresentou toxicidade e nem
mudancas no peso corporal, indicando que o seu uso em baixas concentracBes pode ser
considerado seguro.

Vaérios estudos demonstraram que a lavanda apresenta um efeito irritativo apds a sua
exposicdo na pele (Rudzki et al., 1976; Rademaker et al., 1994; Varma et al., 2000). Um
estudo realizado no Japdo, durante um periodo de nove anos, encontrou que até 13,9% dos
individuos apresentavam dermatite de contato em exposicdo ao 6leo de lavanda (Sugiura et
al., 2000). Também hé relatos de dermatite facial devido ao uso deste dleo em travesseiros
(Coulson e Khan, 1999). Estes dados sugerem que o LEO pode apresentar um potencial
irritativo, envolvendo componentes da resposta alérgica e/ou inflamatoria.

Com o objetivo de avaliar um possivel efeito irritativo do LEO, realizamos
experimentos para determinar o seu efeito quimioatraente pelo método da quimiotaxia de
neutrofilos in vitro. Os resultados mostraram que o LEO ndo estimulou a quimiotaxia,
sugerindo que o LEO, ndo estimula a migracéo leucocitaria.

Em seguida, avaliamos o efeito anti-inflamatério tdpico in vivo de LEO, utilizando o
modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton (OC). O OC é um agente flogistico
que provoca danos celulares e ativa a enzima fosfolipase A, promovendo assim a liberagédo de
metabdlitos do &cido araquiddnico, relacionados com edema inflamatério e migracao celular
(Kremyda et al., 2011).

Nossos resultados demonstraram que o tratamento topico com LEO, nas concentragdes
de 0,25; 0,5 e 1,0mg, inibiu a formacdo de edema induzido pelo OC, efeito semelhante ao
tratamento com a dexametasona que € utilizada como farmaco de referéncia. Este efeito

também foi demonstrado por Silva et al. (2015), os quais verificaram gue o tratamento por via
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oral com o 0leo essencial da lavanda foi capaz de reduzir a formagdo do edema de orelha,
atividade esta que pode estar relacionada com a inibicdo dos mediadores inflamatdrios
derivados do &cido araquidénico. Um estudo de Kim e Cho (1999) demonstrou que o
tratamento topico com o 6leo essencial da lavanda também é capaz de reduzir o edema de
orelha, induzido pelo composto 48/80, indicando que o LEO pode reduzir o edema, pela
inibicdo de histamina, um mediador da resposta alérgica.

Os neutrdéfilos sdo as primeiras células a se deslocarem para a regido exposta a um
estimulo nocivo, liberando mediadores pré-inflamatorio e enzimas proteoliticas, como a
MPO. A atividade desta enzima esta aumentada durante a inflamacdo e, quando em alta
intensidade é deletéria ao organismo, agravando a resposta inflamatdria. Para verificar se o
LEO possui efeito sobre a infiltracdo celular, a atividade da enzima MPO foi determinada
como uma medida indireta da infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares no local inflamado
(Bradley et al., 1982; Karakas e Koenig, 2012).

Em nossos experimentos, a administracdo tdpica do LEO nas concentrac@es de 0,25
0,5 e 1,0 mg/kg inibiu o infiltrado celular, demonstrada indiretamente pela reducdo da
atividade da enzima MPO. Neste sentido, outros autores relataram que o 6leo essencial da
lavanda foi capaz de reduzir a atividade da enzima MPO, e apresentar efeito
antiedematogénico em modelo experimental de isquemia cardiaca (Ziaee et al, 2015),
mediadores inflamatdrios envolvidos na ativacdo celular, reduzindo a migracédo leucocitéria.

Adicionalmente, foi avaliado o efeito do LEO sobre a produgdo de 6xido nitrico,
atuando como um mediador inflamatério. O NO promove vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e aumento da producdo de prostaglandinas pro-inflamatorias.
Associado a estes efeito, quando produzido em quantidades elevadas, o Oxido nitrico
apresenta acao citotoxica mediada por radicais livres (Lo Faro et al., 2014).

Nossos resultados demonstraram que o tratamento tépico com LEO foi capaz de
reduzir a producdo de NO semelhante a dexametasona, sugerindo que o efeito
antiedematogénico do LEO pode estar relacionado também, a reducdo da concentracdo de
NO. Este dado pode estar indicando que 0 seu mecanismo de agdo envolve parcialmente o
NO, semelhante a outros estudos (Rahmati et al., 2013; Rufino et al., 2015).

Em seguida, avaliamos o efeito anti-inflamatorio do LEO sistemicamente (via oral),
por meio do edema de pata induzido por carragenina. Este agente flogistico induz uma reacdo
inflamatoria, envolvendo duas fases distintas. Na primeira ocorre a liberacdo de aminas

vasoativas (histamina e serotonina), responsaveis pela vasodilatagio e aumento da
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permeabilidade vascular, enquanto que a segunda fase é resultante da producdo citocinas, NO,
prostaglandinas, cininas e uma intensa infiltracdo celular (Di Rosa et al., 1971; Morris, C. J.
2003).

O tratamento por via oral com LEO, nas doses de 75 e 100 mg/kg inibiu a formacéo do
edema ja na primeira fase da carragenina, semelhante a indometacina, um anti-inflamatério
ndo esteroidal inibidor ndo seletivo da COX, utilizado como farmaco de referéncia. Em doses
maiores (250 mg/kg), LEO apresentou efeito apenas na segunda fase deste modelo
experimental. Resultados semelhantes foram encontrados apds o tratamento com celecoxibe,
um anti-inflamatdrio ndo esteroidal inbidor seletivo da COX-2, utilizado como farmaco de
referéncia. Corroborando com nossos resultados, um estudo realizado por Hajhashemi et al
(2003), com o dleo essencial da lavanda, também demonstrou um efeito anti-inflamatério
sobre o0 edema de pata induzido por carragenina em altas doses.

Nossos resultados sugerem que LEO pode apresentar um efeito sobre a COX, e que
em maiores doses, parece ser mais seletivo para COX-2. Da mesma forma, um estudo de
Husseini et al, (2016) demonstrou o efeito inibitério do extrato hidro-alcéolico da lavanda
sobre a atividade da enzima COX, de maneira dose dependente, tanto para COX-1 quanto
para COX-2.

O tratamento com LEO também diminuiu a migracdo celular, como observado na
avaliacdo da atividade da enzima MPO, semelhante ao tratamento com a indometacina.
Portanto o efeito antiedematogénico e inibidor da migracdo de leucdcitos do LEO pode
ocorrer por meio da inibicdo de diferentes mediadores inflamatérios liberados durante o
processo inflamatorio, principalmente com a histamina.

Adicionalmente, determinamos a concentracdo de NO, visto que, o NO desempenha
um papel importante na resposta inflamatéria induzida por carragenina (Salvemini et at.,
1996). O tratamento com LEO reduziu a concentracdo de NO, sugerindo que no efeito anti-
inflamatorio de LEO este mediador pode estar, pelo menos parcialmente envolvido. Outros
terpenos como o (-)-linalol, um dos constituintes do LEO, reduziu a producéo e a liberagdo de
Oxido nitrico, e em altas concentracdes, inibiu a expressdo de COX-2, sugerindo que a
reducdo da producdo de NO pelo LEO pode estar diretamente relacionada aos seus
constituintes (Peana et al., 2006).

O edema de pata induzido por dextrana € um teste caracterizado pelo desenvolvimento
de um edema vascular, que pode ser detectado ja nos primeiros 30 min apds sua indugdo e
apresenta uma pequena quantidade de proteinas e neutréfilos, principalmente devido a

degranulacdo de mastdcitos seguido da liberacdo de aminas vasoativas (Ankier e Neat, 1972).
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O tratamento com LEO (75 e 100 mg/kg) foi efetivo ja na primeira fase da carragenina
ao inibir o edema, e esta fase é caracterizada pela liberacdo de histamina e serotonina. Assim,
os resultados obtidos pelo teste de edema de pata induzido por dextrana, podem sugerir que o
LEO atua na liberacao e/ou acdo de autacoides, principalmente a histamina.

Verificamos também que o tratamento com LEO (75 e 100 mg/kg) reduziu o infiltrado
celular, como observado pela atividade da enzima MPO resultado semelhante ao observado
apos o tratamento com prometazina, uma droga anti-histaminica. Outros trabalhos
demonstraram também o provavel efeito anti-histaminico do 6leo essencial de lavanda, onde
Lis-Balchin e Hart (1999) constataram que o 6leo essencial da lavanda bloqueia os receptores
de histamina sobre uma resposta contratil induzida por histamina. Além disso, Kim e Cho
(1999) demonstraram que o 6leo essencial da lavanda, aplicado topicamente inibe a liberacéo
de histamina, a partir de mastocitos peritoneais, induzida pelo composto 48-80. Nossos
resultados sugerem uma agdo supressora do 6leo sobre a atividade da histamina em diferentes
locais, ou ainda, estar atuando sobre receptores histaminérgicos.

Foi possivel verificar que o edema induzido pela dextrana aumentou a concentracao
de NO semelhante ao observado por Mayhan (1994). Nossos resultados demonstraram que o
tratamento com LEO ndo reduziu a producdo de NO, sugerindo que o efeito
antiedematogénico do LEO ndo envolve a participagdo do NO.

As atividades farmacoldgicas apresentadas pelo LEO podem estar relacionadas com 0s
seus constituintes majoritarios 1,8-cineol, borneol e cénfora. O composto 1,8-cineol,
demonstrou ser um importante inibidor da migracdo de leucécitos, atuando na reducdo do
edema de pata (Yamada et al., 2013). O borneol também foi capaz de inibir a migracdo de
leucdcitos (Almeida et al., 2013), enquanto que a canfora, que apresenta propriedades anti-
inflamatdrias pois foi capaz de inibir a migracdo de neutrofilos in vitro, diminuir a infiltracéo
celular e apresentar uma atividade antiedematogénica tpica (Silva-Filho et al., 2015). Outros
compostos presentes no LEO, como a-pineno e p-cimeno, também demonstram atividade
sobre o comportamento leucocitario, indicando serem componentes uteis no tratamento de
doencas inflamatorias (Kummer et al., 2015).

Nossos resultados sugerem que o LEO possui uma atividade anti-inflamatéria
conforme demonstrado na inibicdo do edema e da infiltragdo de neutrdfilos no tecido
inflamado, tanto no tratamento topico quanto por via oral. Foi demonstrado também que o
mecanismo de acdo do LEO esta relacionado a inibicdo de diferentes mediadores do processo
inflamatdrio, principalmente com a histamina, e parcialmente com o NO. Mais estudos séo

necessarios para elucidar o mecanismo de a¢do do LEO.
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CAPITULO I11
CONCLUSOES

Neste estudo demonstramos que o 6leo essencial de Lavandula angustifolia Mill
(LEO) apresentou atividade anti-inflamatoria sobre a resposta inflamatdria aguda em
diferentes modelos experimentais. Nossos resultados sugerem que o tratamento com LEO ¢
capaz de diminuir a resposta de diferentes mediadores quimicos da resposta inflamatoria e/ou
alérgica principalmente com a histamina, e parcialmente com o NO, reduzindo edema e
infiltracdo de neutrdfilos no tecido inflamado, tanto no tratamento tdpico quanto por via oral.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar o mecanismo de acdo do LEO.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho ter& continuidade, j& que o dleo essencial de lavanda demonstrou ser uma
droga com potencial para o tratamento das doencas inflamatdrias aguda, apresentando
resultados semelhantes quando comparado com outras drogas de referencia utilizadas na
clinica médica. O 6leo essencial de lavanda pode ser Gtil no tratamento de doengas
inflamatorias, apresentando menores efeitos adversos, para isto, mais estudos devem ser

realizados.



