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Resumo

A otite externa ¢ uma doenca inflamatodria do canal auditivo externo e a terapia topica é o principal tratamento.
A identificacdo de novos produtos derivados de plantas pode ser usada como alternativa terapéutica viavel
com menos efeitos toxicos. Neste trabalho, otite externa foi induzida experimentalmente em 48 ratos Wistar
utilizando 6leo de croton em acetona e as alteragcdes foram ranqueadas clinicamente de acordo com a
severidade das lesdes. Foram utilizados trés tratamentos topicos a base de extratos vegetais ou 6leos essenciais
de alecrim (Rosmarinus officinalis) e trigo (Triticum aestivum) por sete dias consecutivos. A extracao do dleo
essencial de alecrim foi através da técnica de hidrodestilagdo e submetido a cromatografia. Os extratos aquosos
foram obtidos através de técnica de ultrassom por esgotamento e analisados empregando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. O grupo I (GI) foi tratado com extrato aquoso de alecrim 25% em
propilenoglicol, o GII foi tratado com 6leo essencial de alecrim 25% em propilenoglicol, GIII com extrato
aquoso de trigo 0,2% em propilenoglicol e o grupo controle (GIV) recebeu NaCl 0,9%. Nos dias zero, quatro,
seis e dez houve reavaliagdes otoldgicas clinicas e histopatologicas. A evolugdo clinica da otite dos animais
tratados com os extratos aquosos de ambas as plantas mostrou efeito terapéutico. Os grupos GI e GIII
decresceram os escores clinicos aos quatro dias comparados ao grupo controle. Conclui-se que o extrato aquoso
de trigo 0,2% e o extrato aquoso de alecrim 25% reduzem os escores clinicos em otite ndo infecciosa em
modelo experimental.

Palavras-chave: alecrim; fitoterapico; anti-inflamatorio.

Abstract

Otitis externa is an inflammatory disease of the external ear canal and topical therapy is the main treatment.
The identification of new products derived from plants that can be used as a viable therapeutic alternative and
with less toxic effects. In this work, otitis externa was experimentally induced in 48 Wistar rats using croton
oil in acetone and the changes were clinically ranked according to the severity of the lesions. Three topical
treatments based on plant extracts or essential oils of rosemary (Rosmarinus officinalis) and wheat (Triticum
aestivum) were used for seven consecutive days. The extraction of rosemary essential oil was done using the
hydrodistillation method and subjected to chromatographic analysis. The aqueous extracts were obtained using
a depletion ultrasound technique and were analyzed using the high-performance liquid chromatography
technique. Group 1 (GI) was treated with 25% aqueous rosemary extract in propylene glycol, GII was treated
with 25% rosemary essential oil in propylene glycol, GIII with 0.2% aqueous wheat extract in propylene glycol

Recebido 05 de junho de 2020. Aceito 15 de dezembro de 2021.
DOTI: https://doi.orq/10.26605/medvet-v16n1-3608



https://doi.org/10.26605/medvet-v16n1-3608
mailto:risciela234@yahoo.com.br

Negri Mueller et al. (2022) Avaliagdo de formulagées tépicas a base de alecrim (Rosmarinus officinalis“

and the control group GIV 0.9% NaCl. On days zero, four, six and ten there were otological reassessments and
at the end of the experiment the animals were humanely euthanized, and the ears were submitted to
histopathological analysis. The clinical evolution of otitis in animals treated with aqueous extracts from both
plants showed a therapeutic effect. The GI and GIII decreased clinical scores at four days compared to the
control group. It is concluded that the aqueous extract of wheat 0.2% and the aqueous extract of rosemary 25%
reduce the clinical scores in non-infectious otitis in an experimental model.

Keywords: rosemary; herbal medicine; anti-inflammatory.

Introducio

A otite externa ¢é caracterizada pela
inflamag¢do do conduto auditivo externo. Ocorrem
alteragdes locais em resposta a inflamagao crénica
que podem incluir hiperplasia glandular, dilatacao
glandular, hiperplasia epitelial e hiperqueratose
(Huang et al., 2009). Essas mudangas geralmente
resultam em aumento da producdo de cerume ao
longo do canal auditivo externo, o que contribui
para o aumento da umidade local e do pH,
predispondo a orelha a infecgdes secundarias
(Bajwa, 2019).

Os sinais clinicos da otite externa cursam
inicialmente com eritema, prurido, otorreia e odor,
podendo evoluir para hiperqueratose,
liquenificagdo e estenose (Hnilica, 2011).
Atualmente, a terapia da otite externa ¢
determinada a partir da causa e agentes
relacionados, usualmente sendo utilizado o
tratamento topico, o qual inclui a limpeza do
conduto auditivo externo além de produtos
compostos por anti-inflamatorio, antibacteriano,
antiparasitario e antifungico (Harvey e Paterson,
2014). A otite externa aguda e ndo complicada
pode frequentemente ser tratada com sucesso,
porém o tratamento da otite externa cronica ou
recorrente € desafiador (Bajwa, 2019).

A identificagdo de novos compostos
derivados de plantas para formulagdo de produtos
pode ser uma alternativa terapéutica viavel e com
menos efeitos toxicos. Em estudos prévios, a agdo
de plantas medicinais frente aos principais agentes
etioldgicos e alteragdes patologicas da otite externa
foram avaliados com resultados promissores
(Ebani et al., 2017). Dentre as diversas plantas com
acdo anti-inflamatoria e cicatrizante estao incluidas
o alecrim (Rosmarinus officinalis L.) (Lorenzo-
Leal et al., 2019; Macedo et al., 2020) e o trigo
(Triticum aestivum) (Romanelli et al., 2015; Dasari
et al., 2021)

Pesquisas avaliando extratos vegetais na
otite externa sdo importantes visando novos
tratamentos que tenham um efeito na redugao dos
sinais clinicos e que possam evitar a progressao da

otite para situagcdes mais graves € nao responsivas
aos  tratamentos  topicos  comercialmente
disponiveis. Neste trabalho, foi avaliado extrato
aquoso ¢ 6leo essencial de alecrim e extrato aquoso
de trigo no tratamento da otite externa nao
infecciosa induzida experimentalmente em ratos
Wistar.

Material e Métodos

Producao dos extratos aquosos e do dleo essencial

O alecrim foi adquirido de fornecedor
comercial e o trigo foi colhido na regido de
Jaguardo-RS. As plantas foram encaminhadas para
identificacdo e catalogagdo no Herbario da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). As
amostras de alecrim e do trigo seco triturado foram
encaminhadas ao Laboratorio de Oleoquimica e
Biodisel do Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos da UFPel, para
obten¢ao dos extratos aquosos através de técnica de
ultrassom por esgotamento. Para cada 250g de
amostra foram adicionados 250 mL de agua
destilada como solvente a uma temperatura de 30°C
durante 30 minutos. Apos esse periodo o liquido foi
filtrado e novamente foram acrescentados 250 mL
de agua destilada por mais 30 minutos, sendo
novamente filtrado, obtendo-se assim o extrato
aquoso de alecrim e de trigo. A extragdo do dleo
essencial de alecrim foi através da técnica de
hidrodestilagdo em aparelho Clevenger. Apos a
extracdo, o 6leo foi seco em sulfato de s6dio anidro
(NaxS0Os), grau P.A., concentrado sob nitrogénio
(N2 ultrapuro ¢ armazenado em frascos ambar,
mantidos sob refrigeragdo.

Avaliagoes cromatograficas

Uma aliquota do 6leo essencial de alecrim
foi submetida a andlise cromatografica em
equipamento CG/FID (Schimadzu, modelo 2010)
equipado com coluna de silica DB-5 (30 m x 0,25
mm x 0,25 pm). Foram preparadas uma solucao do
6leo a 5000 mg/L! em hexano e uma solugdo de 40
mg/L' de padrdes cromatograficos (a-pineno,
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canfeno, [-pineno, mirceno, a-terpineno, p-
cimeno, limoneno, 1,8-cineol, terpinoleno, linalol,
4-terpineol, a-terpineol, timol e carvacrol). Os
constituintes foram identificados por comparagdo
entre o tempo de retencdo dos padrdes e das
amostras.

Os extratos aquosos de alecrim e trigo foram
analisados empregando a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando o
equipamento da Varian® com detector de arranjo
de diodos (DAD) com varredura de 200 a 800 nm.,
coluna cromatografica com fase estacionaria C18
Phenomenex Gemini (25 cm x 4,6 mm x 5 um) e
uma pré-coluna de mesma fase. Os compostos
separados foram monitorados com DAD. Para o
extrato aquoso de alecrim foram pesquisados:
acido wvanilico, 4cido caféico, acido siringico,
vanilina, acido p-cumarico, acido ferulico, acido
sinapico, rutina, acido rosmarinico, quercetina,
luteolina, carnosol, acido carnosico, caempferol e
apigenina. Ja para o extrato aquoso de trigo foram
pesquisados: 4cido vanilico, acido caf€ico,
vanilina, 4cido p-cumdrico, acido ferulico, acido
sindpico, rutina, acido rosmarinico, quercetina,
luteolina, carnosol, acido carnosico, caempferol e
apigenina.

Preparagdo dos produtos topicos

Os tratamentos a base de alecrim foram
obtidos através da adigdo de 25 partes de extrato
aquoso ou de oleo essencial de alecrim em 75
partes de propilenoglicol, resultando em extrato
aquoso de alecrim 25% em propilenoglicol e 6leo
essencial de alecrim 25% em propilenoglicol.
Enquanto o tratamento a base de trigo foi obtido
adicionando 0,2 partes de extrato aquoso de trigo
em 99,8 partes de propilenoglicol, obtendo-se o
extrato aquoso de trigo 0,2% em propilenoglicol.

Desenho experimental e indugdo da otite externa
Foram utilizados 48 ratos Wistar fémeas,
com 60 dias de idade e peso variando entre 160 e
260g. Os animais receberam medicacdo pré-
anestésica com atropina (0,04 mg/kg) por via
subcutanea, seguido de anestesia com quetamina
(100 mg/kg) associada a xilazina (10 mg/kg) por
via intramuscular conforme Fernandes et al.
(2014). Ambas as orelhas (n=96) foram inoculadas
com 80 pL de solugdo de 6leo de croton 5% em
acetona (Schlemmer et al., 2018). Em 24 horas as
orelhas foram avaliadas por video-otoscopia
utilizando o escore descrito por Emgard e
Hellstrom (1997) com modificagdes. Foram

avaliados coloragdo, didmetro luminal e efusdo,
sendo que o maior somatorio indicou o pior escore
clinico. Quanto a coloragdo as orelhas foram
classificadas em normal (0), vermelho (1) e roxo
(2). Para avaliagdo do didmetro luminal foram
utilizadas sondas uretrais n° 8, 6 ¢ 4 (escores 0, 1 ¢
2, respectivamente) e o escore 3 correspondia a
impossibilidade da passagem da sonda. O canal
auditivo foi classificado quanto a efusdo em seco
(0), timido (1) e com otorreia (2). Somente foram
incluidas no estudo as orelhas que obtiveram
somatorio minimo igual a trés. Quatro animais
foram eutanasiados de acordo com as normativas
do Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV, 2012), ap6s 24 horas da inducao de otite
experimental para avaliagdo histopatologica.

Aplicagdo dos produtos topicos e avaliagoes
clinicas

Foi instilado nos condutos auditivos 0,1 mL,
de um dos seguintes tratamentos: extrato aquoso de
alecrim 25% em propilenoglicol (grupo I - GI);
oleo essencial de alecrim 25% em propilenoglicol
(grupo 1II - GII), extrato aquoso de trigo 0,2% em
propilenoglicol (grupo III - GIII) e solucdo
fisiologica (NaCl) 0,9% (grupo IV - GIV -
controle), os quais foram aplicados uma vez ao dia,
durante trés, cinco ou sete dias. Aos quatro, seis ¢
dez dias os animais foram avaliados clinicamente
segundo o escore descrito anteriormente.

Exame histopatologico

Quatro animais de cada grupo foram
anestesiados e eutanasiados em momentos
diferentes (dias quatro, seis e dez), totalizando 48
animais (96 orelhas). As orelhas foram coletadas
no post mortem, armazenadas em formalina 10% e
enviadas para o setor de Patologia Animal do
Laboratdrio Regional de Diagndstico da Faculdade
de Veterinaria da UFPel. As amostras foram
incluidas em parafina, submetidas a cortes
histologicos de 5 pm, coradas com eosina-
hematoxilina ¢ avaliadas em microscopio Optico
(400X). Foram avaliadas presenca de lesdes
proliferativas e hiperplasicas e presenga de
infiltrado inflamatorio e hiperemia, caracterizando
otite, considerando o padrao celular predominante
e classificando em histiocitaria (mononucleares) e
supurativa (polimorfonucleares).

Andlise estatistica
Os resultados foram expressos em médias
dos dias de avaliagcdo de acordo com o tratamento.
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Para analise dos escores clinicos foi utilizado o
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. Foi fixado o
nivel de significincia em p<0,05 para considerar
diferengas entre os grupos ¢ dias de tratamento.
Nas variaveis hiperplasia e otite externa foram
realizadas distribuicdo de frequéncias e analise
descritiva dos resultados, sendo utilizado o
programa estatistico Statistix 9.0.

Resultados

manteve os 40% de hiperplasia enquanto os grupos
I e IV reduziram para 80%. O grupo III apresentou
aumento da hiperplasia (40%). No dia 10, o grupo
I continuou mantendo os 40% de hiperplasia, o
grupo II voltou apresentar 100%, enquanto os
grupos III e IV mantiveram os mesmos indices de
hiperplasia observados no dia 6. A frequéncia e o
padrao das hiperplasidas apresentadas em cada
grupo estdo descritos na Tabela 1.

-~ Gl (Extrato aquoso de alecrim)
- Gl (Oleo essencial de alecrim)
4 -+ Glll (Extrato aquoso de trigo)

Cromatografia

Para o 6leo essencial de alecrim revelou-se a
presenca de 12 compostos, tendo como
majoritarios o-pineno e 1,8-cineol. Nao foram
identificados timol e carvacrol. Através da analise
cromatografica por HPLC, o extrato aquoso de
alecrim demonstrou a presenca de 11 compostos
dos 15 pesquisados, enquanto o extrato aquoso de
trigo foi positivo para cinco padroes de 14
pesquisados. Os compostos fendlicos encontrados
no extrato de alecrim foram: acido p-cumdrico,
acido caféico, acido rosmarinico, acido ferulico,
acido wvanilico, carnosol, carndsico, acido
apigenina, luteolina, caempferol, quercetina.
Enquanto no extrato de trigo revelou a presenga do
acido p-cumarinico, acido carndsico, apigenina,
caempferol e quercetina.

Escores clinicos e avaliagoes histopatologicas pré
e pos-tratamentos

Os grupos I, IT e IV apresentaram aumento
da média do somatodrio dos escores entre os dias
zero e quatro, sendo que o grupo II apresentou a
maior média do escore clinico (4,63) mantendo-se
durante todo o periodo experimental acima ou
proximo da somatoria minima do escore
considerado como otite (escore 3). O grupo III
apresentou um decréscimo progressivo da média
dos escores durante todo o periodo experimental, o
que ocorreu com os grupos I e Il somente a partir
do dia quatro. No dia quatro foi demonstrada
diferenga estatistica do grupo III em relagdo ao
grupo IV tratado com solugdo fisioldgica
(p=0,0304). Ja aos 10 dias o grupo I diferiu do
grupo IV (p=0,032) e o grupo III do grupo controle
IV (p=0,0132) (Figura 1).

Avaliagdo histopatologica

No dia 4 os grupos II e IV apresentaram
hiperplasia em 100% das orelhas, enquanto o grupo
I e IIT apresentaram 40% e 20% de hiperplasia nas
orelhas, respectivamente. No dia 6, o grupo I

-+ Grupo IV (Controle)

Score clinico

N N N o

Dias de tratamento
Figura 1. Média do somatorio dos escores na avaliagdo
da coloragdo, didmetro luminal e efusdo em orelhas de
ratos Wistar com otite externa experimental.

Discussao

O uso adequado de preparagdes
farmacologicas derivadas de plantas pode trazer
beneficios a satide animal, ajudando no combate a
doencas inflamatorias, infecciosas, disfungdes
metabolicas, doencas alérgicas, entre outras.
Associado as suas atividades terapéuticas estd o
baixo custo, a grande disponibilidade de matéria-
prima (plantas) e a reducgdo dos efeitos indesejaveis
ocasionados pelos produtos sintéticos. Neste
estudo, foram desenvolvidas e avaliadas trés
formulacdes topicas a base de alecrim e trigo no
tratamento da otite externa inflamatoria em ratos
Wistar.

O o6leo de croton irrita o epitélio auditivo,
desencadeando uma resposta inflamatoria com
liberacdo de histamina, ativagdo de leucocitos,
liberagdo de interleucina 2 (IL-2), proteases,
citocinas ¢ pela ativagdo de NADPH oxidase,
resultando em intenso eritema e edema (Shin et al.,
2010). As evolugdes clinicas da otite dos animais
tratados com os extratos aquosos de alecrim e trigo
mostraram efeito terapéutico com reducdo dos
escores ao final do tratamento. Os grupos I e III
apresentaram a média dos escores clinicos de 2,0 e
2,5, respectivamente. Os compostos taninos e
flavonoides isolados do alecrim descritos em
estudos anteriores, demonstram  atividades
terapéuticas, entre elas os efeitos anti-inflamatério
e antioxidante (Altinier et al., 2007; Amaral et al.,
2018; Borges et al., 2019).
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O alecrim ¢ popularmente utilizado como
acelerador da digestdo, diurético, cicatrizante,
antimicrobiano, analgésico e antidiabético. Em
trabalhos prévios, ja foi demostrada sua agdo
antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e
cicatrizante (Oliveira et al., 2007; Borges et al.,
2019; Nie et al., 2019). O trigo possui diversas

inflamatorio e cicatricial. A atuacao na cicatrizagao
de feridas ocorre principalmente devido a presenca
de fitoestimulinas que agem sobre os fibroblastos
exercendo efeito mitogénico e estimulando a
capacidade fibroblastica de sitentizar fibras
colagenas e glicosaminoglicana (Solérzano et al.,
2001).

acdes farmacologicas, destacando-se o efeito anti-

Tabela 1. Percentual de animais acometidos por otite externa em cada grupo de tratamento, nos periodos avaliados e sua
distribui¢do inflamatoria.

Dias Otite GI GII GIII GIV
4 Frequéncia (%) 40 100 20 100
Padrao (%) 40 hist 80 sup 20 hist 100 hist
20 hist
6 Frequéncia (%) 40 80 40 80
Padréo (%) 40 hist 80 sup 40 hist 80 hist
10 Frequéncia (%) 40 100 40 80
Padréo (%) 40 hist 80 hist 40 sup 60 hist
20 sup 20 sup

Lesdes histopatologicas considerando o padrdo celular predominante: histiocitaria-mononucleares (Hist) e supurativa-
polimorfonucleares (Sup). GI: extrato aquoso de alecrim 25% em propilenoglicol; GII: 6leo essencial de alecrim
25% em propilenoglicol; GIII: extrato aquoso de trigo 0,2% em propilenoglicol; GIV (grupo controle): solucao

fisiologica (NaCl) 0,9%.

Neste estudo, através da  analise
cromatografica por HPLC, identificou-se que o
extrato aquoso de trigo foi positivo para cinco
padroes dos quatorze pesquisados e no extrato
aquoso de alecrim utilizado identificou-se a
presenca de onze compostos dos quinze
pesquisados. Os compostos aqui identificados
foram citados em estudos prévios por sua acdo
biologicamente ativa com potencial efeito
antioxidante, anti-inflamatério e cicatrizante
(Beninca et al., 2011; Hernandez et al., 2011;
Mengoni et al., 2011).

Os compostos terpenos, encontrados neste
estudo no 6leo essencial de alecrim, também foram
identificados em estudos prévios (Fontoura et al.,
2014). Estas substancias sdo conhecidas por
possuir propriedades anti-inflamatorias por inibir o
fator de transcri¢ao nuclear (NF-KB) (de Las Heras
e Hortelano., 2009). Contudo, neste trabalho, no
grupo II (tratado com o6leo de alecrim) ndo foi
observado efeito terapéutico, o escore clinico
manteve-se acima de 3,0 durante todo o periodo
experimental.

Os resultados das analises histopatologicas
mostraram que no grupo I, durante todo o periodo
experimental, predominou a presenca de infiltrado
inflamatorio em padrdo histiocitario, o grupo III
também apresentou predomindncia de infiltrado

histiocitario. Ja o grupo II, nos dias quatro ¢ seis,
apresentou predominancia das orelhas com padrao
supurativo (80%), contudo, no final do tratamento
experimental, o padrio observado foi histiocitario
(80%). Os polimorfonucleares se instalam no local
afetado no momento da injtria tissular regredindo
em nuamero com o passar dos dias, sugerindo
inflamacdo ativa, enquanto que mononucleares
chegam a lesdo a partir do terceiro dia
(Mandelbaum et al., 2003). Desta forma, o
aumento de células inflamatdrias, incluindo
polimorfonucleares e macréfagos nas amostras,
determina uma resposta inflamatdria com funcao
reparadora (Kim e Deutschman, 2000).

Este estudo demonstra uma nova perspectiva
do uso do extrato aquoso de trigo, ja que até o
momento as pesquisas tém sido direcionadas para
a avaliagdo do efeito cicatrizante (Souza et al,
2006; Godeiro et al., 2010; Fontoura et al., 2014;
Tillmann et al., 2014). Ja foi relatada a possivel
atividade pro-inflamatéria na cicatrizagdo de
feridas abertas, pelo predominio de lesdes na fase
inflamatoria (Tillmann et al., 2014). Esta atividade
estimula a inflamagdo aguda buscando estabelecer
um mecanismo protetor, desencadeando de forma
organizada uma série de eventos vasculares que
promovem o extravasamento de conteudo do
compartimento intravascular para o extravascular,
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permitindo reparo e cicatrizagdo do tecido lesado
(Medzhitov, 2010). E ainda, o processo
inflamatério promove a exsudacdo de células
leucocitarias que fagocitam e destroem agentes
lesivos, restos tissulares e tecido necrético
(Mandelbaum et al., 2003).

Nas condigoes deste estudo conclui-se que
os extratos aquosos de trigo 0,2% e de alecrim 25%
possuem efeito terapéutico no tratamento da otite
inflamatoria e reduzem os escores clinicos em ratos
Wistar.
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