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Resumo

O herpesvirus tipo 1 (HSV — 1) é responsavel por causar lesdes orofaciais
na forma de vesiculas agrupadas, podendo evoluir para crostas. O
tratamento padrédo consiste na administracdo de analogos de nucleosideos,
como o Aciclovir, que é altamente seletivo. Porém, mutagdes virais podem
selecionar cepas resistentes, tornando necessario a busca de novos
compostos ativos. O Tanacetum parthenium € uma planta usada na
medicina popular e 0 seu extrato hidroetandlico, obtido de partes aéreas da
planta, apresentam atividade anti-HSV-1 in vitro. Sendo assim, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de irritacdo dérmica in vivo na
pele de roedores através de analise histoldégica e morfométrica. As amostras
foram micrografadas e as medidas de crista e papilas dérmicas realizadas,
seguidas de analise estatistica. Os resultados mostraram que o0 extrato nao
causou irritacdo dérmica nas concentracfes testadas, sendo segura sua
utilizagédo neste modelo.

Introducao

O herpes simplex tipo 1 (HSV -1) é um virus envelopado, com DNA de fita
dupla e estda associado a lesdo orofacial branda, benigna e latente
(SANTOS, et al., 2015). Segundo Brady & Bernstein (2004) estas lesbes se
manifestam sob forma de vesiculas agrupadas sobre base eritematosa com
posterior evolugao para crostas.

O tratamento padrdo destas infeccbes consiste na administracdo de
analogos de nucleosideos, como o Aciclovir, que atua de forma seletiva em
células infectadas pelo herpesvirus. Entretanto, ha o surgimento de cepas
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mutantes resistentes ao aciclovir, sendo necessario buscar novos farmacos
com atividade anti-herpética (SANTOS, et al, 2015).

O Tanacetum parthenium é uma planta amplamente utilizada na medicina
popular para tratamento de quadros inflamatorios gerais (ALONSO, 1998) e
ja foi descrito pelo nosso grupo de pesquisa que o extrato hidroetanolico
obtido a partir das partes aéreas da planta, apresentam atividade anti-HSV-1
in vitro (ZANQUETA, 2014).

Quando a leséo é tratada de forma precoce e efetiva a auto contaminacéo e
a contaminacdo de outras pessoas € reduzida; embora ja estejam
disponiveis medicamentos na forma de creme, géis e liquidos contendo
diversos agentes anti-HSV muitos casos permanecem sem solucéo
terapéutica, principalmente em pacientes infectados com as cepas
resistentes ao aciclovir e seus derivados. Sendo assim, propor um novo
tratamento topico com o extrato hidroetandlico de T. parthenium para o HSV-
1 é importante. Porém, € necessario avaliar o potencial de irritacdo que pode
ocorrer na pele néo lesionada em modelos roedores, permitindo determinar
doses seguras, e conduzir posteriormente os testes de eficacia terapéutica.

Materiais e métodos
Teste de irritacdo dérmica dos extratos de T. parthenium

As amostras de pele foram obtidas pela aluna de doutorado Erica Benassi
Zangueta, do Programa de Pos Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
UEM, cujo protocolo foi aprovado pelo comité de ética (parecer namero
122/2014). O procedimento foi realizado conforme descrito por
Chattopadhyay e colaboradores (2009), em que diferentes concentragdes do
extrato (2,5%, 5,0% e 10%) foram administrados na pele de ratos adultos da
linhagem Wistar, previamente depilada, pelo periodo de 24 horas e
removidos com agua morna, a fim de avaliar a sua capacidade de causar
irritacdo dérmica. Esta etapa do ensaio foi realizada no biotério experimental
do Laboratorio de Inovacdo Tecnoldgica no Desenvolvimento de Farmacos e
Cosméticos, Bloco B08, da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Apos
sacrificio dos animais, a pele tratada ou néo, foi removida e processada para
analise histologica.

Preparacao das laminas histologicas para analise em microscopia Optica

Toda a etapa de histologia foi executada sob supervisdo da professora Dr2
Maria Raquel de Marcal Natali no Laboratorio de Histologia Animal, bloco
H79 da Universidade Estadual de Maringa.

Inicialmente as peles foram fixadas em solucdo de Bouin. Em seguida, foram
feitas as etapas de desidratacdo e diafanizagdo, passando o material por
concentracfes crescentes de etanol (70-100%) e pelo Xilol, deixando o
material translucido.

A pele foi incluida em parafina 56-60 °C. O material foi resfriado e, com
auxilio de um micrétomo (Leica, RM 2245) foram realizados cortes semi-
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seriados com espessura de 6um; permitindo a confeccdo de laminas que
foram coradas com hematoxilina-eosina, seguindo o protocolo do
Laboratério de Histologia.

Andlise histopatoldgica

Primeiramente foram capturadas 30 imagens por animal, em objetiva de 40x
com microscoépio 6ptico BX-41 (Olympus, Tokyo, Japan) com camera de alta
resolucdo Q Color 3 (Olympus American Inc. Canada). Posteriormente, 0
epitélio foi mensurado, totalizando 200 medidas por animal: 100 medidas de
crista (R;) e 100 medidas de papila (R2). Para tal, foi utilizado o software
Image Pro Plus Version 4.5 (Media Cybernetics, Inc).

Analise estatistica
Foi realizada a andlise de variancia Two Way ANOVA, seguida de Dunnett.
Resultados e Discussao

A andlise morfométrica da epiderme mostrou que nao houve diferenca
estatistica das medidas de cristas e papilas entre 0s grupos tratados e o
controle, bem como, diferenca entre os tratamentos (Tabela 1). Este
resultado corrobora a andlise macroscopica realizada durante o experimento
in vivo, onde n&o foram observados sinais de irritacdo e inflamacao na pele
dos animais.

Tabela 1 — Resultado das medidas de crista e papila para cada
tratamento com o extrato hidroetandlico de T. parthenium

Regido da epiderme (Média + DP)

Tratamento
R1(UM) Rz (UM)
Machos
Veiculo 34,49+ 13,29 36,96 £ 8,90
EBH 2,5% 29,35 £5,45 27,56+ 11,45
EBH 5,0% 30,36 £ 5,96 29,01 £ 6,23
EBH 10,0 32,76 £ 6,31 30,70 £ 5,16
Fémeas
Veiculo 28,62+ 11,13 26,44 10,60
EBH 2,5% 25,27+ 10,30 25,92 +9,40
EBH 5,0% 26,57+ 12,96 25,26 11,32
EBH 10,0% 21,04+ 8,19 20,1G- 8,00

R:: medida da epiderme até o fim da crista
R,: medida da epiderme até o inicio da papila.
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Sendo assim, como 0 extrato ndo apresentou irritacdo dérmica nos animais
testados, foi possivel ampliar e prosseguir com o0s estudos do mesmo,
analisando, por exemplo, a eficacia terapéutica topica in vivo.

Conclusodes

Com os resultados obtidos é possivel concluir que o extrato hidroetandlico
de Tanacetum parthenium néo causou irritacdo dérmica na pele dos animais
testados em nenhuma concentracdo, mostrando-se seguro no modelo
utilizado.
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