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RESUMO

As radiagOesultravioleta dos tipos A e B (UV) (315-400nm e 280-315nm
respectivamente) sdo osprincipais componentes presentes na luz
solarconhecidas por causaremdanos e lesdes de pele. No entanto a radiagéo
UVB é conhecida por causar queimaduras de pele, e até carcinogénese. A
Arnica montana é uma planta que vem sendo amplamente estudada por conter
propriedades anti-inflamatoérias, cicatrizantes e analgésicas capazes de
prevenir ou amenizar lesbes.Portanto, o presente estudo buscou investigar o
efeito terapéutico da aplicacéo tépica de Arnica Montana (30gramas contendo
30% tintura de Arnica montana) sobre parametros como edema, estresse
oxidativo e reacdao inflamatéria na orelha de camundongos apds uma exposi¢cao
aguda a radiagdo UVB. Os resultados do presente estudo mostraram que o
tratamento topico com Arnica montana reduziu a resposta inflamatéria induzida
por UVB, como demonstrado pela redu¢cédo do edema da orelha e a inibicdo da
ativacdo da mieloperoxidase e do fator de transcricdo génica de moléculas
inflamatorias (fator nuclear kappa B, NF-kB), o que contribuiu para a reducéo
das citocinas inflamatorias como, interleucina 1-beta (IL-1B), interleucina-6 (IL-
6), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interferon-gama (IFN-y). Além disso,
o tratamento com Arnica montana amenizou os danos oxidativos mediados
pela radiacdo UVB, como demonstrado pela reducédo da peroxidacao lipidica,
da oxidacdo de proteinas e pela elevacdo das capacidades antioxidantes
teciduais e do contedudo de glutationa. Em conclusdo, o presente estudo
demonstrou a eficacia do tratamento homeopatico com a pomada de Arnica
montana em aliviar o processo inflamatorio e os danos oxidativos induzidos
pela radiacdo UVB aguda, sustentando o uso tradicional de Arnica montana

para o tratamento de distarbios da pele.

Palavras-chave
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ABSTRACT

Ultraviolet radiation types A and B (UV) (315-400nm and 280-315nm
respectively) are the main components present in sunlight known to cause
damage and skin lesions. Arnica montana is a plant that has been widely
studied for containing anti-inflammatory, healing and analgesic properties
capable of preventing or ameliorating lesions. Therefore, the present study
sought to investigate the therapeutic effect of topical application of Arnica
montana (30 grams containing 30% Arnica montana dye) on parameters such
as edema, oxidative stress and inflammatory reaction in the ear of mice after
acute exposure to UVB radiation. The results of the present study showed that
topical treatment with Arnica montana reduced the UVB-induced inflammatory
response as demonstrated by the reduction of ear edema and the inhibition of
myeloperoxidase activation and the gene transcription factor of inflammatory
molecules (nuclear fator kappa B, NF-kB), which contributed to the reduction of
inflammatory cytokines such as interleukin-1 beta (IL-1B), interleukin-6 (IL-6),
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and interferon-gamma (IFN-y). In addition,
Arnica montana treatment ameliorated oxidative damage mediated by UVB
radiation, as demonstrated by the reduction of lipid peroxidation, protein
oxidation and elevated tissue antioxidant and glutathione content. In conclusion,
the present study demonstrated the efficacy of homeopathic treatment with
Arnica montana ointment in alleviating the inflammatory process and oxidative
damage induced by acute UVB radiation, sustaining the traditional use of Arnica

montana for the treatment of skin disorders.
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Solar radiation, inflammation, oxidative stress, herbal medicines.
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1. Introducéo

A pele humana é o 6rgao mais externo do corpo,que tem como funcéao
primordial a defesa do organismo contra danos causados por agentes
estressores, como por exemplo, meio ambiente,poluicdo, penetracdo de micro-
organismos na pele, incluindo a exposi¢céo a luz solar [1,2].

As radiagbes UVA (315-400nm), UVB (280-315nm) e o UVC (100-
280nm) sdo os principais componentes presentes na luz solar, e sé&o
conhecidos por causarem danos e lesdes de pele, sobretudo asradiagdes UVA
e UVB [3].Quando a pele fica exposta em longo prazo aos raios UVA e UVB,
estessdocapazes de atravessar a epiderme e alcancar a derme da pele,
causando inflamacdo e aumento do estresse oxidativo [4]. Nesse sentido,
oestresse oxidativo, causard danos aos componentes celulares,podendo
resultar em envelhecimento e carcinogénese[5]. Em resposta, s&o
produzidasespécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas de
nitrogénio (ERN) como forma de eliminar agentes agressores, na forma de
fagocitose, pois desempenham importante funcéo fisiologica [6,7,8].

O excesso de exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV) ativa o fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) como via de sinalizagdo celular em
resposta ao processo inflamatério da pele e também no processo de
envelhecimento [9]. Os danos mediados por UVB faz com que os leucdcitos
circulantes na corrente sanguinea, neutréfilos, mondcitos e linfécitos
migremrapidamente para a area afetada [10,11], promovendo a liberacdo de
citocinas pro-inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e as
interleucinas 1-beta (IL-1B) e interleucina-6 (IL-6),todas reguladas pelo NF-kB
[11,12].

O organismo humano possui sistemas antioxidantes, que exercem papel
fundamental na protecdo ao estresse oxidativo e na detoxificacdo de drogas
[13,14]. Tendo assim, a glutationa como um componente protetor celular, que
desempenha papel fundamental na manutencdo e no equilibrio normal entre
espécies oxidantes e antioxidantes, regulando muitas funcdes vitais da célula,
como sintese e reparacdo do DNA, sintese de reparacdo de proteinas e
ativacdo e regulacdo de enzimas [15,16]. A superproducdo de EROS
geramorte celular por necrose ou apoptose, através de interacbes com

moléculas de lipideos, proteinas e com o &cido desoxirribonucleico (DNA) [8].



O desiquilibrio fisiolégico gerado dentro da célula ou tecido/érgéo, provoca
desordens entre os niveis de radicais livres produzidos e suas defesas
antioxidantes [8,17].

Diante a essas problematicas a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
tem incluido o uso de plantas medicinais in natura ou de produtos que as
contenham no contexto da medicina tradicional [18]. De modo que promova a
saude, estes medicamentos sdo de baixo custo, facil aquisicdo e que vem
sendo muito utilizados na forma de tratamento de diversas patologias [19].
Além disso, podem influenciar na minimizacdo de interacfes medicamentosas
e na reducdo da polifarméacia. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) vem elaborando normas para a regulamentacdo da
producdo e comercializacdo dos medicamentos fitoterapicos. A ANVISA define
como fitoterapico “o medicamento obtido empregando-se exclusivamente
mateérias-primas ativas vegetais” [20].

Dentre as diversas plantas que desempenham papel terapéutico, em
razdo de suas propriedades funcionais, podemos destacar a Arnica montana,
pertencente a familia compositae, com mais de 1.530 géneros e mais de
20.000 espécies, considerada a maior familia do reino vegetal [21]. A Arnica
montana é uma planta que se apresenta como um arbusto perene, podendo
atingir entre 20 a 60 cm de comprimento. Ela produz flores amarelas que
desprendem um aroma agradavel, as quais juntamente com as raizes, sdo
utilizadas na fabricacdo de medicamentos [22]. Embora seja oriunda de regides
montanhosas da Europa e América do Norte, a Arnica montana parece estar
bem aclimatada no Brasil, sobretudo nas regides montanhosas de Minas
Gerais e da regido Sul [23].

Os primeiros registros sobre os efeitos farmacologicos da Arnica
montana se deram na Alemanha do século XIl, guando a mesma era utilizada
para curar as feridas dos soldados durante a segunda guerra mundial [24].
Desde a sua descoberta até os dias de hoje, esta planta vem sendo utilizada
em ensaios pré-clinicos e clinicos com acdo anti-inflamatéria eantioxidante
comprovada [25], também como cicatrizante, antisséptica, analgésica e para o
tratamento de condi¢cOes pds-reumaticas e pos-operatorias que ocasionam dor

tecidual e edema [26].



Nesse sentido, a fim de ampliar os usos terapéuticos da Arnica montana
e elucidar ainda mais a sua acdo anti-inflamatéria e antioxidante, este estudo
buscouverificar a acdo desse fitoterapico em um modelo de lesdo cutanea por
radiacdo UVB em camundongos. Para tanto, foi investigado o efeito terapéutico
da aplicacdo tdpica de Arnica montana sobre parametros como edema,
estresse oxidativo e reacdo inflamatéria na orelha de modelo animal de

exposicao (camundongos) expostos a uma irradiacdo aguda de UVB.

2. Materiais e Métodos
2.1 Animais

Foram utilizados 25camundongos Swiss jovens (90 dias de idade)
machos, pesando entre 40-50 g, obtidos da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), foram mantidos em caixas de polipropileno sob condi¢gdes
controladas de luz, ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura (22 + 2°C), com
livre acesso a alimento e agua.Todos os procedimentos foram conduzidos de
acordo com as diretrizes do Comité de cuidados e uso de animais experimentais,
sendo a pesquisa aprovada pelo comité de ética no uso de animais (CEUA) da

Universidade Federal do Pampa (Unipampa).

2.2 Pomada de Arnica montana

A pomada de uso tépico de Arnica montana (25 gramas) foi manipulada
na farmacia local, contendo 30% da tintura da Arnica montana. E, a pomada de
Dexametasona (15 gramas) para fins de controle positivo foi adquirida
comercialmente da marca Teuto.Ap6s 20 horas da aplicagdo das pomadas,
todos os animais foram submetidos & eutanasia e tiveram as orelhas removidas

para as analises bioquimicas (Fig. 1).

2.3Delineamento Experimental

O experimento ocorreu com 25 camundongos foram divididos em 5 grupos
(n=5): (1) naive; (2) veiculo; (3) UVB/veiculo; (4) UVB Arnica montana; e (5) UVB
dexametasona. Os animais do grupo 1 (naive) ndo receberam irradiacdo e
nenhuma formulagdo topica (grupo controle). Os animais do grupo 2 nao
receberam irradiacdo e foram tratados com uma pomada sem principio ativo

(veiculo). Os animais dos grupos 3, 4 e 5 foram expostos a radiacdo UVB em um



periodo de 3 horas. ApGs uma hora do término da radiagcdo, os animais do grupo
3 foram tratados com uma pomada sem principio ativo (controle negativo), os
animais do grupo 4 foram tratados com a pomada de Arnica montana e nos
animais do grupo 5 foi aplicada a pomada de dexametasona (controle positivo).
Antes e 20 horas ap0s a irradiagdo UVB, foi avaliado o edema da orelha dos
animais através da mensuracdo de suas espessuras. Com o auxilio de uma
espatula, aplicou-se a pomada de Arnica Montana (30/g contendo 30% tintura de
Arnica montana) e a pomada de dexametasona (15/g com concentracdo de

1mg/g) até que toda a orelha fosse coberta pelas pomadas.

Parametros avaliados na ocrelha:

Edema Inflamatarios: Estresse Coadativa:
_ IL- 18 MPD
4 @ Naive IL- & TRAF
= Vi THNF-a TAR
e MF- kb TBARS
- UwWBNYesculo IFN-y PC

4 UWVEB Amica
& UWB Dexa

Arnica
montana= 25g
(30% tintura
Arnica

Horas 0Q - - 3 4 - : Eutanasia montana)
Irradiacio Tratamento Dexa= 159

Espessurs Espesswra

Figura 1. Procedimentos experimentais: Raios ultravioleta B,
UVB;dexametasona,Dexa;interleucina-1beta IL-1B; interleucina-6, IL-6; fator de
necrose tumoral alfa, TNF-a; fator nuclear Kappa B, NF-kB;interferon-gama,
IFN-y; mieloperoxidase, MOP; potencial reativo antioxidante total, TRAP;
reatividade antioxidante total, TAR; substancias reativas ao &cido tiobarbitarico
(TBARS); Proteina carbonilada, PC.

2.4 Modelo de radiacdo UVB

A fonte de irradiacdo UVB consistiu em uma lampada Philips TL40W / 12
RS (Medical-Eindhoven, Holanda) montada a 20 cm acima de onde o0s
camundongos foram colocados e que emitiram um espectro de luz continua
entre 270 e 400 nm com pico de emissado a 313 nm [27]. No tempo de 20h ap6s

a aplicacdo das pomadas, todos os animais foram submetidos a eutanasia



através de uma dose de pentobarbital (180 mg/kg; intraperitoneal). As orelhas
dos animais foram removidas e homogeneizadas em tampé&o Tris 50 mM(pH
7,4), centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos, o sobrenadante (S;) foi
removido e as amostras imediatamente congeladas a -20°C paraas 0s ensaios

bioquimicos.

2.5Mensuracdo do edema na orelha e migracao de leucécitos
2.5.1 Edemadaorelha

As lesdes fotodinamicas da pele foram induzidas por irradiacdo UVB e o
processo inflamatério foi avaliado através da formagédo de edema na orelha. O
edema foi medido pelo aumento da espessura da orelha apos a irradiagdo
UVB. A espessura da orelha foi avaliada antes e 20h apds a irradiacdo UVB
usando um micrémetro digital (Digimess) em animais anestesiados com
pentobarbital. O micrémetro foi aplicado perto da ponta da orelha apenas distal
aos cumes cartilaginosos. A espessura foi expressa em mm. Para minimizar a
variacdo, um Unico investigador realizou as medi¢cGes ao longo de cada
experimento, no inicio da radiacdo e ao final de 20 horas do tratamento em

uma Unica vez.

2.5.2 Atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

A migracao de leucécitos induzida por irradiacdo UVB na pele da orelha
foi avaliada usando o ensaio da atividade da enzima MPO. Para a sua
avaliacdo, a amostra foi incubada com tampdo de acetato e solugdo de
3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (18,4 mM) a 37°C. A reacdo foi interrompida no
gelo pela adicdo de &cido acético. A cor formada foi analisada por um

espectrofotdmetro a 630nm [28].

2. 6 Marcadores de estresse oxidativo
2.6.1 Peroxidacao lipidica

Uma aliquota de 200/ul de enxofre (S;) a partir de tecido da orelha dos
camundongos pertencentes aos grupos experimentais foram adicionadas a
mistura reacional contendo 500/ul de &cido tiobarbitirico a 0,8%, 200/ul de
dodecilsulfato de sodio a 8,1% e 500/ul de acido acético (pH 3,4), e foram

incubadas a 95°C durante 2h. As espécies reativas ao acido tiobarbitlrico



(TBARS) foram determinadas conforme descrito por [29]. O malondialdeido
(MDA), formado como um produto final de peroxidacéo lipidica, serviucomo
indice da intensidade do estresse oxidativo. O MDA reage com o acido
tiobarbiturico para gerar um produto colorido que pode ser medido opticamente
a 532 nm. A peroxidacéao lipidica foi expressa como nanomoles de equivalentes

de MDA por mg de tecido.

2.6.2 Potencial Antioxidante Total (TRAP)

A medida da capacidade antioxidante total (TRAP) do tecido foi realizada
segundo o método de [30].Esta determinacdo € dada pela medida da
intensidade de quimiluminescéncia do luminol induzida pelos radicais peroxila
gerados através da decomposi¢ao térmica do 2,2’-azo-bis-(2-amidinopropano)
(ABAP) a temperatura ambiente. Para a preparacdo das solucdes de uso
(ABAP 10mM, luminol 4 mM e Trolox 80/uM) foi utilizado tampé&o glicina 0,1M,
pH 8,6. A solugdo de ABAP foi utilizada como formadora de radicais livres, a de
luminol como amplificadora do sinal de quimiluminescéncia e a Trolox (vitamina
E hidrossollvel) como padrdo antioxidante. Os tubos utilizados para o ensaio
permaneciam vazios no escuro por pelo menos 30 minutos. Para a contagem
basal (120 segundos), foram adicionados 4 ml de solu¢édo de ABAP 10 mM ao
vial. A seguir 10/uL da solucéo de luminol foram acrescentados e lidos por mais
120 segundos. Essa medida foi considerada o valor inicial. Foram colocados
entdo, 10/ul da solugcdo de Trolox 80/uM, o qual diminuiu essa luminescéncia
por determinado tempo até os valores iniciais. Para a medida das amostras,
adicionou-se 10/l de homogeneizado previamente incubado com o referido
acido nas concentracdes testadas. O tempo necessério para que a
luminescéncia retornasse ao valor inicial foi considerado o tempo de inducéo. O
tempo de inducdo é diretamente proporcional a capacidade antioxidante do
tecido comparado com o tempo de indugcdo do Trolox. Os resultados foram

expressos em nmol de Trolox/mg de proteina.

2.6.3 Reatividade Antioxidante Total (TAR)
A medida da reatividade antioxidante total (TAR) representa a qualidade
dos antioxidantes de um determinado tecido ou 6rgdo. A TAR é determinada

através da medida da intensidade de quimiluminescéncia do luminol induzida



pelo 2,2’-azo-bis-(2-amidinopropano) (ABAP) a temperatura ambiente [31].
Para a preparacéo das solucdes de uso (ABAP 10/mM, luminol 4/mM e Trolox
80/uM) foi utilizado tampéo glicina 0,1 M, pH 8,6. A solucdo de ABAP foi
utilizada como formadora de radicais livres, a de luminol como amplificadora do
sinal de quimiluminescéncia e a de Trolox (vitamina E hidrossoluvel) como
padrdo antioxidante. Inicialmente, a quimiluminescéncia basal é medida em
cintilador através da adicao de 4/ml de ABAP 2,0/mM em um tubo no escuro.
Em seguida 15/ul de luminol foram adicionados ao vial e a quimiluminescéncia
foi medida. Este foi considerado o valor inicial. 10/ul de Trolox 10-100/uM
(curva de calibragcdo) ou amostras foram entdo adicionados a
quimiluminescéncia foi medida durante 60 seg. O Trolox ou a amostra reduz a
guimiluminescéncia inicial e essa rapida reducdo na intensidade gerada pelo
luminol € considerada uma medida da TAR. A medida da TAR foi expressa

como nmol de Trolox/mg de proteina.

2.6.4 Niveis de Glutationa (GSH)

Os niveis de GSH da pele da orelha foram determinados usando o teste
de fluorescéncia [32]. A fluorescéncia foi determinada apos 15 min (Aexc =
350/nm; Aem = 420/nm) e os valores referidos em uma curva padrédo preparada
com 0-40/um de GSH. Os resultados sdo apresentados como pm de GSH/

mg/tecido.

2.6.5 Niveis de Proteina Carbonilada (PC)

O teor de carbonilo foi ensaiado por um método baseado na reacéo de
carbonilos de proteina com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) formando
dinitrofenil-hidrazona, um composto amarelo, medido por espectrofotometria a
370 nm [33]. O homogeneizado (sem centrifugacdo) foi diluido com tampéo
Tris-HCI, pH 7,4, numa proporcao de 1: 8 (p / v). Trés tubos contendo aliquotas
de 01 ml do homogeneizado diluido foram incubados a 37 graus durante 2
horas. Um volume de 200 pl de DNPH 10 mM dissolvido em HCI 2,0 M foi
adicionado a dois tubos (duplicado). No terceiro tubo, adicionou-se 200 pl de
solucdo de HC1 2,0 M (em branco). Ap6s a incubagdo, a temperatura
ambiente, durante 1 h numa atmosfera escura, 500 pl de tampédo de

desnaturacao (tampéo de fosfato de sédio 150 mM, pH 6,8, contendo 3% de



dodecilsulfato de sodio), 1,5 ml de heptano (99,5%) e 1,5 ml de etanol (99,8%)
foram adicionados sequencialmente. Os tubos foram agitados com um
misturador de vortice durante 40 s e centrifugados durante 15 min. Em seguida,
a proteina isolada da interface foi lavada duas vezes com 01 ml de acetato de
etilo / etanol 1: 1 (v/ v) e suspensa em 1 ml de tamp&o de desnaturacdo. A
carbonilacéo total foi calculada utilizando um coeficiente de extingdo molar de
22,000 M-1 cm-1. Os resultados foram expressos como conteudo de carbonilo

(MM/mg de proteina).

2.7 Niveis de marcadores inflamatorios

Foram medidos os niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6,INF-y e NF-kB no tecido
da orelha usando aliquotas de amostra de 100yl e kits ELISA
RatCytokineDuoSet de R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA) de acordo com
as instru¢cdes do fabricante (intervalo de proteina 31.25-2000pg). O nivel de
citocina foi estimado por interpolagcéo a partir de uma curva padrao por medidas
colorimétricas a 450nm (comprimento de onda de correcdo 540nm) em um
leitor de placas ELISA (Berthold Technologies-Apollo 8-LB 912, KG,
Alemanha). Os resultados estdo expressos em pg/mg de tecido da pele da

orelha.

2.8 Andlises Estatisticas

Os resultados foram apresentados em média e erro padrdo da média. As
comparagOes entre os grupos foram analisadas por meio de ANOVA de uma
via, seguida do teste de post hoc de Newman-Keuls. Um valor de p<0.05 foi
considerado significativo. Todos os testes foram realizados utilizando o
software Graph Pad Prism 5.0.

3. Resultados
3.1 Efeito da Arnica montana sobre o edema da orelha e infiltracdo
leucocitariainduzidos pelaradiacao UVB

A exposicéo aos raios UVB causaram edema significativo na orelha dos
camundongos (p<0.001). O tratamento com Arnica montana, por sua vez,
reduziu o edema induzido por UVB (p<0.05), de modo bastante parecido com o

tratamento com dexametasona (p<0.05; controle positivo) (Fig.2A).



A MPO desempenha um importante papel no sistema imune inato por
ser considerado um marcador bioquimico da infiltracdo de células inflamatérias
em tecidos danificados. Como evidenciado pela figura 2B, observou-se
aumento significativo da enzima MPOap0s a exposicdo a radiacdo UVB
(p<0,001). O tratamento com a pomada deArnica montana, reduziu
parcialmente o processo inflamatério, de modo semelhante ao grupo

dexametasona (p<0,05).
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Figura 2. Efeito topico da pomada de Arnica montanae dexametasonaem
lesBes cutaneas induzidas por irradiagdo UVB em camundongos. Edema da
orelha (A) e atividade da mieloperoxidase (B) no tecido das orelhas dos
camundongos. Os valores sdo expressos em média + S.E.M. (n =5 por grupo).
*. p <0,05, **: p <0,01 e ***: p <0,001 quando comparado com 0 grupo naive; #:
p <0,05quando comparado com o veiculo/UVB (uma ANOVA seguida do teste

de comparacado multipla post hoc Newman-Keuls).

3.2 Efeito da Arnica montana sobre o estresse oxidativo induzido por UVB
3.2.1 Avaliacdo doPotencial Antioxidante Total (TRAP) e Reatividade
Antioxidante Total (TAR)

Em relagdo ao potencial antioxidante total (TRAP) e a reatividade
antioxidante total (TAR) demonstrados nas figuras 3A e 3B, foi possivel
observar uma diminuicao significativa nos niveis de potencial antioxidantes nos

tecidos das orelhas dos camundongos em ambos 0S Qrupos expostos a



radiacdo UVB (p<0,001).Ao receberem o tratamento topico com a pomada de
Arnica montanae dexametasona, esses potenciais antioxidantes aumentaram
(p<0.05), mostrando que o tratamento com Arnica Montana foi tdo eficaz

guanto o tratamento com Dexametasona/controle positivo.

3.2.2 Niveis de glutationa reduzida (GSH)

O conteudo de glutationa reduzida (GSH) é um dos principais
componentes ndo enzimaticos de defesa antioxidante do nosso organismo e a
sua reducdo é indicativo de estresse oxidativo. Quando o tecido das orelhas
dos camundongos foi exposto a radiagcdo UVB, esse componente reduziu seu
conteudo significativamente (p<0,001). Por outro lado, o tratamento com Arnica
montana reverteu parcialmente a diminuicdo dos niveis de GSH induzidas por
UVB (p<0.01), sendo este resultado mostrando-se superior ao tratamento com

dexametasona (p<0.05)(Figura3C).

3.2.3 Niveis de proteinas carboniladas

Os resultados obtidos de proteina carbonilada (PC) demonstraram
aumento significativo de oxidacdo proteica, através da exposicdo ao UVB
(p<0,01). Nota-se que com o tratamento das pomadas de Arnica montana e
dexametasona, os camundongos tiveram acao protetora contra acao oxidativa
das espécies reativas sobre as proteinas. E importante ressaltar que o
tratamento da Arnica montana reduziu a oxidacdo de proteinas induzidas por
UVB de maneira mais significativa (p<0,01) em relacdo ao tratamento com

dexametasona (p<0.05; Fig.3D).

3.2.4 Protecéo alipoperoxidacdo de membrana

Foi relatado que a radiacdo UVB gera producao de EROs, inflamacéao e
danos na pele, promovendo aumento de todos os parametros de estresse
oxidativo. A lipoperoxidacdo exerce um papel muito importante na proliferacédo
celular, especialmente em células tumorais. No entanto, quando em excesso
causa danos celulares,dependendo da quantidade de lipideos que sofrem essa
alteracao [34].

Neste estudo a capacidade de protecdo contra a lipoperoxidagdo de

membranademonstrou que o tratamento com a pomada de Arnica montana
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obteve melhores resultados (p<0,01) com relagdo ao controle positivo

bY

dexametasona (p<0,05), conferindo protecdo do tecido exposto a radiacdo
UVB(Fig.3E).
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Figura 3. Efeito da acdo antioxidante dapomada de Arnica montana e
dexametasona no tecido da orelha de camundongos. TRAP (A), TAR (B), GSH
(C), PC (D) e TBARS (E). Os valores sao expressos em média + S.E.M. (n =5
por grupo). *: p <0,05, **: p <0,01 e ***: p <0,001 quando comparado com 0
gruponaive; #: p <0,05, ##: p<0,01 quando comparado com o veiculo/UVB
(ANOVA de uma via seguida do teste de comparacGes mdultiplas post hoc

Newman-Keuls).
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3.3 Efeito da Arnica montana sobre a inflamacéo induzida por UVB

De modo geral, os resultados demonstraram que a radiacdo UVB induziu
um aumento expressivona producéo das citocinas proé-inflamatérias I1L-13, TNF-
a, IL-6, IFN-y (p<0.001) e um aumento bastante pronunciado nos niveis do
fator de transcricdo de citocinas NF-kB (p<0.001) nos tecidos das orelhas dos
camundongos (Fig. 4A, 4B, 4C e 4D, respectivamente). Em contraste, 0
tratamento com Arnica montana e Dexametasona reduziu de maneira
significativa o aumento nos niveis de marcadores inflamatorios induzidos por

UVB nos tecidos das orelhas dos camundongos (p<0.01; Fig.4).
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Figura 4. Efeito do tratamento com Arnica montana em marcadores proé-
inflamatorios induzidos por radiacdo UVB em camundongos: IL-18 (A), TNF-a
(B), IL-6 (C), IFN-y (D), NF-kB (E). Os valores sao expressos em média *
S.E.M. (n = 5 por grupo). *: p <0,05, **: p <0,01 e ***: p <0,001 quando
comparado com o grupo naive; #: p <0,05, ##: p<0,01 quando comparado com
o veiculo/lUVB (ANOVA de uma via seguida do teste de comparacdes

multiplaspost hoc Newman-Keuls).

4. Discusséao

Neste estudo foi possivel verificar a acdo tépica da pomada de Arnica
Montana em modelo de inflamacdo aguda na orelha de camundongos. Foi
avaliado o seu efeito terapéutico através da modulacdo de marcadores
inflamatorios e oxidativos ap0s a exposi¢cdo aguda a radiacdo UVB.Com a
absorcdo e retencdo tépica da pomada de Arnica montana, alguns parametros
nocivos foram reduzidos, e outros aumentaram suas propriedades protetoras.

O dano induzido por UVB é geralmente associado a superproducao de
espécies reativas (RS) e aos danos nos mecanismos de defesa antioxidante
[35]. A radiacédo ultravioleta (UV) é absorvida por diversos cromoéforos na pele,
tais como: melanina, DNA, RNA, proteinas, aminoacidos aromaticos, como a
tirosina e o triptofano, acido urocénico, entre outros [35,36].Essaabsorcao da
radiacdo UV gera reacfes fotoquimicas diferentes e interacdes secundarias,
envolvendo espécies reativas do oxigénio, resultando em efeitos prejudiciais
guando a exposicdo ocorre em excesso [35,36]. Além disso, a exposi¢cao
crbnica ao UVB pode levar a carcinogénese cutanea e ao envelhecimento
precoce da pele [37]. Nesse sentido, a radiagdo UVB apresenta amplos efeitos
biologicos na pele, levando a uma variedade de reacdes cutdneas adversas,
incluindo eritema, edema, queimaduras, hiperplasia, inflamacdo e
imunossupressao [38,39].

A radiagdo UVB pode afetar varias vias de sinalizagdo celular
responsaveis pela inflamacédo da pele [40] e aumentar a atividade da MPO.
Foisugerido que a MPO seja a responsavel pelo desenvolvimento do edema e
da inflamagéo da pele induzida por UVB, possivelmente por regular as citocinas
expressas na pele [40]. A MPO é produzida por neutréfilos e tem sido

amplamente utilizada para quantificar a inflamacéo e o influxo de neutrdéfilos
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nos tecidos [41]. No presente estudo, a exposicéo a irradiagdo UVB causou um
aumento significativo no edema da orelha juntamente com um aumento na
atividade da MPO em comparag¢do com o grupo naive. Aplicacao tépica com a
pomada de Arnica Montana mitigou tanto o edema da orelha quanto a ativacéo
da MPO induzida pela radiagdo UVB, evidenciando suas atividades anti-
inflamatoérias e fotoprotetoras. Portanto, este resultado esta em linha com dado
anterior [40], indicando que o tratamento topico com Arnica montana pode
terbloqueado a producdo de radicais livres e, consequentemente,causando
uma inibicdo da atividade da MPO e uma reducédo de migracdo de neutrdéfilos
para a area afetada, reduzindo o edema.

De acordo com Kawakami et al. [37] a Arnica montana € uma planta
amplamente utilizada na medicina popular como agente anti-inflamatoério. Foi
reportado que o tratamento topico com Arnica montana foi capaz de reduzir a
inflamacéo da pata induzida por carragenina a 1% em ratos Wistar [37]. Ainda,
foi demonstrada a acdo anti-inflamatéria do gel de Arnica montana em ratos
com lesdo muscular aguda [42].0 uso topico da pomada de Arnica montana
contém polifendis com atividade antioxidante que pode efetivamente proteger a
pele do dano oxidativo. A Arnica montana € constituida por lactonas
sesquiterpénicas, além de Oleos essenciais terpendides que contém timol,
flavonoides e compostos fendlicos, especialmente acido clorogénico [33].
Acredita-se que sua eficiéncia no tratamento de ferimentos e hematomas deve-
se a presenca de uma substancia antioxidante denominada quercetina, um
flavonoide natural presente nas plantas, capaz de aumentar a resisténcia dos
vasos e a irrigacdo sanguinea nesses locais, reduzindo assim 0 processo
inflamatério [22].

No presente estudo alguns parametros de estresse oxidativo foram
notavelmente modulados pelo tratamento da pomada de Arnica montana.
Neste sentido, a Arnica montana conferiu um importante efeito antioxidante ao
reduzir os niveis de peroxidacéao lipidica e os niveis de proteinas oxidadas no
tecido da pele dos camundongos expostos a radiacdo UVB. N&o obstante, o
tratamento com a pomada de Arnica montana também amenizou a diminuigao
expressiva dos niveis de TRAP, TAR e GSH na pele da orelha dos
camundongos, provocada pela radiagdo UVB. Aqui, nds sustentamos

claramente a acdo anti-inflamatéria e antioxidante dos principios ativos da
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Arnica montana, como as lactonas sesquiterpénicas, flavonoides e
carotendides, conferindo protecdo a pele dos animais. Foi demonstrado que
agindo através da penetracdo da barreira da pele, a Arnica montana é eficaz
em conferir um importante efeito terapéutico [22]. O nosso trabalho também
corroboradados prévios da literatura que relataram o efeito antioxidante da
Arnica montana, com protecdo a danos mitocondriais e reducdo da
peroxidacdo lipidica [25]. Portanto, a reducdo dos danos oxidativos e o
aumento das defesas antioxidantes parecem ser os mecanismos biologicos
pelos quais a Arnica montana exerce seu efeito terapéutico contra as injarias
cutaneas provocadas pela irradiacdo UVB na pele dos camundongos.

Além dos efeitos oxidativos diretos causados por UVB, o processo
inflamatorio gerado pela acdo dos radicais livres UVB-induzidos podeaumentar
a ativacdo do NF-kB. Este fator de transcricdo nuclear é responséavel por
aumentar a producao de citocinas pro-inflamatorias, tais como o TNF-a, a IL-13
e a IL-6,que sado consideradas importantes mediadores da inflamacdo em
gueratinécitos epidérmicos [40,43,44,45].No nosso estudo, a radiacdo UVB
causou um aumento drastico nos niveis de TNF-a, IL-18, IL-6 e IFN-y no tecido
das orelhas dos camundongos. Por outro lado, o tratamento tOpico com a
pomada de Arnica Montana diminuiu significativamente a producéo destas
citocinas pré-inflamatérias, sustentando seu efeito anti-inflamatério. A inibicéo
da IL-1B pode estar intimamente associada a inibicdo da atividade MPO,
porque a IL-1B3 é quimiotaxica para os neutrofilos [40,41], indicando que a
inibicdo da producéo de IL-1B pode diminuir o recrutamento de neutrdfilo e,
portanto, a atividade MPO. Além disso, o tratamento com Arnica montana
bloqueou a ativagcdo do NF-kB induzida por UVB, demonstrando claramente
sua acao anti-inflamatéria ao bloquear a transcricdo génica, através da inibicéo
deste fator muito importante na regulacdo da expressdao de genes pré-
inflamatorios.

E importante ressaltar que os efeitos terapéuticos demonstrados pela
Arnica montana em nosso estudo foram bastante similares ou até mesmo
superiores aos efeitos produzidos pela dexametasona, o qual € um anti-
inflamatério amplamente utilizado na medicina. Considerados em conjunto, 0s

resultados do presente estudo indicam que a acdo topica da Arnica
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montanapode ser uma importante opcao terapéutica para o tratamento de

lesdes de pele induzidas pela irradiacdo UVB aguda.

5. Concluséao

O presente estudo demonstrou a eficacia do tratamento homeopatico
com a pomada de Arnica montana em aliviar o processo inflamatério e os
danos oxidativos induzidos pela irradiagcdo UVB aguda. Os extratos de Arnica
montana s&o ricos em flavonoides e é&cidos fendlicos, demonstrando uma
importante atividade antioxidante e anti-inflamatoriano tecido das orelhas de
camundongos. Portanto, os resultados do presente estudo fornecem novas
evidéncias e sustentam o uso tradicional de Arnica montanapara o tratamento

de disturbios da pele.
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