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RESUMO

A estereologia é o padrdo ouro dos métodos quantitativos, cuja eficacia € justificada por sua
rigorosa amostragem sistematica uniforme e ao acaso em todos os niveis da andlise
quantitativa. Por possibilitar a obtencdo de informacbes 3-D a partir de se¢bes 2-D, a
estereologia permite a identificacdo quantitativa de um Orgao ou estrutura, mostrando-se uma
ferramenta fundamental em estudos histopatologicos. A Artrite Reumatoide (AR) é uma
doenga autoimune que afeta uma parcela da populagdo mundial, associadas a um risco
elevado de morbidade e morte prematura devido a manifestacbes extra-articulares, com
destaque para as doencas cardiovasculares. Apesar dos tratamentos disponiveis atualmente
terem bons resultados no controle local da doenca (articulagdes), apresentam um alto custo e
efeitos colaterais, 0 que leva a um aumento na procura por tratamentos alternativos. O 6leo de
copaiba é um produto natural bastante utilizado na medicina popular amazoénica ndo somente
pelos seus diversos efeitos terapéuticos, mas também pelo seu baixo custo e facil acesso.
Portanto, a presente dissertacdo teve como objetivo avaliar, por meio da estereologia, a acdo
sisttmica do 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) num modelo animal de AR
induzida por zymosan (Zy). Para tal, o Zy foi injetado na regido do coxim plantar e na
articulacdo do joelho da pata esquerda (fémeas BALB/c, n= 36). Trinta minutos antes da
inducdo, os animais foram tratados oralmente com solucédo veiculo ou 6leo de copaiba (300 ou
600 mg/kg) ou diclofenaco, conforme grupo experimental. Apds 96 horas de experimentacéo,
os animais foram anestesiados e eutanasiados. O sangue, o coracao e o figado foram coletados
para analises bioguimicas e estereoldgicas, respectivamente. Ndo houve alteracdo no volume
dos 6rgdos. O Zy causou alteragdes histologicas no figado, mas ndo no coragdo. A copaiba
levou a um aumento da vacuolizacdo no citoplasma dos cardiomidcitos e reverteu o dano
hepatico causado pelo Zy. Em conclusdo: (i) a estereologia € capaz de detectar minimas
alteracdes morfoldgicas nos alvos investigados; (ii) o Zy apresenta um efeito sisttmico no
modelo de inducdo experimental de AR; (iii) a copaiba teve um efeito hepatoprotetor; (iv)

estudos adicionais s@o necessarios para estabelecer o real papel da copaiba no coracao.

Palavras-chave: produto natural, hepatoprotetor, histopatologia, BALB/c



ABSTRACT

Stereology is the gold standard of quantitative methods, whose efficacy is justified by its
rigorous uniform systematic sampling at random at all levels of quantitative analysis. By
making it possible to obtain 3-D information from 2-D sections, stereology allows the
quantitative identification of an organ or structure, proving to be a fundamental tool in
histopathological studies. Rheumatoid Arthritis (RA) is an autoimmune disease that affects a
portion of the world population, associated with a high risk of morbidity and premature death
due to extra-articular manifestations, especially cardiovascular diseases. Although currently
available treatments have good results in local disease control (articulation), they present a
high cost and side effects, which leads to an increase in the demand for alternative treatments.
Copaiba oil is a natural product widely used in amazonian folk medicine not only for its
various therapeutic effects but also for its low cost and easy access. Therefore, the present
thesis aimed to evaluate, through stereology, the systemic action of copaiba oil (Copaifera
multijuga Hayne) in an animal model of RA induced by zymosan (Zy). For such, Zy was
injected in the region of the plantar cushion and in the knee joint of the left paw (BALB/c
females, n= 36). Thirty minutes before induction, the mice were orally treated with vehicle
solution or copaiba oil (300 or 600 mg/kg) or diclofenac, according to the experimental group.
After 96 hours of experimentation, the animals were anesthetized and euthanized. Blood,
heart and liver were collected for biochemical and stereological analyzes, respectively. There
was no change in organs volume. Zy caused histological changes in the liver, but not in the
heart. Copaiba led to increased vacuolization in the cytoplasm of cardiomyocytes and
reversed the liver damage caused by Zy. In conclusion: (i) stereology is able to detect minimal
morphological changes in the targets investigated; (ii) Zy has a systemic effect on the
experimental induction model of Rheumatoid Arthritis; (iii) copaiba had a hepatoprotective

effect; (iv) additional studies are needed to establish the true role of copaiba in the heart.

Keywords: natural product, hepatoprotective, histopathology, BALB/c
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INTRODUCAO

Artrite Reumatoide: manifestagdes clinicas e imunopatogénese

Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca autoimune inflamatoria que afeta cerca de 1%
da populagdo mundial (UHLIG; MOE; KVIEN, 2014) e entre 0,2% a 1% da populagéo
brasileira (MARQUES NETO et al., 1993). Pode ocorrer em qualquer faixa etaria, mas sua
prevaléncia tende a progredir com o aumento da idade, manifestando-se predominante no
sexo feminino (SPECTOR; HART; POWELL, 1993; TURESSON; MATTESON, 2004).

Caracterizada por inflamacdo sinovial e erosdo dssea, essa doenga apresenta um curso
variavel, desde acometimento leve e intermitente até uma forma mais grave e progressiva de
pequenas e grandes articulacBes, apresentando sintomas como dores e inchagos, rigidez
matinal, fadiga e perda de peso, além de possiveis manifestacGes extra-articulares (SCOTT;
WOLFE; HUIZINGA, 2010). Estudos demonstram que aproximadamente 40% dos pacientes
com AR desenvolvem manifestacGes extra-articulares (MEA) (Figura 1) no inicio ou durante
o0 curso de sua doenca (CIMMINO et al., 2000), sendo as mesmas responsaveis pela reducéo
de cinco a dez anos na expectativa de vida dos mesmos (KVIEN, 2004). Isso ocorre
principalmente devido ao desenvolvimento precoce de doencas cardiovasculares, responsavel
pelo aumento de 50-60% do risco de mortalidade dos pacientes com AR quando comparados
com individuos sem artrite (AVINA-ZUBIETA et al., 2008; MEUNE et al., 2009).

Dependendo da progressdo da doenca e comprometimento de outros Orgdos, as
realizacdes de atividades diarias ficam implicadas, gerando um impacto na saude individual
em termos do bem-estar fisico, mental e social dos pacientes e aumento tanto da morbidade
guanto da mortalidade (GABRIEL et al., 2003; TURESSON et al., 2002), além de um
impacto econémico significativo devido aos gastos com medicacao e procedimentos clinicos
(KMILIAUSKIS et al., 2017; MARAVIC, 2010; PINCUS, 1995).

Apesar de ndo possuir etiologia esclarecida, a doenca apresenta um processo
inflamatdrio cronico caracteristico. Acredita-se que o evento inicial da AR ocorra por fatores
genéticos e ambientais (SILMAN; PEARSON, 2002) que desencadeiam um quadro de
sinovite (inflamacdo da membrana sinovial) por meio da ativacdo e proliferacdo do
revestimento sinovial que penetra tanto na cavidade articular quanto no tecido 0sseo, levando
a formacdo de uma estrutura patognomonica conhecida como pannus (VOGELPOEL et al.,

2015). Tanto a hiperplasia dos sinovidcitos quanto a infiltragdo de células efetoras imunes,
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como macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e linfécitos T e B, ocorre em consequéncia
da desregulacéo de vias de sinalizacdo e producdo de citocinas inflamatorias, além da inibicéo
da morte celular programada (SWEENEY; FIRESTEIN, 2004).

Figura 1 - Diagrama resumido das manifestacdes clinicas (articulares e extra-articulares) da AR. DMARDs:
drogas antirreumaticas modificadoras de doenca.
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A liberacdo de enzimas como elastase e proteases pelos neutréfilos presentes na
cavidade articular resulta na degradacdo da cartilagem, facilitando a deposicdo de
imunocomplexos formados pela liberacdo de anticorpos pelos linfécitos B ativados no local,
com conseguinte ativagdo do Sistema Complemento, agravando assim o quadro inflamatério
da doenca (EPSTEIN; CHOY; PANAYI, 2001).

Opcoes terapéuticas: a dualidade dos tratamentos disponiveis

Mesmo tendo como finalidade a remissdo completa da doenga (SCOTT; WOLFE;
HUIZINGA, 2010), os tratamentos atualmente disponiveis para a AR raramente alcangam
esse objetivo e até mesmo trazem outras consequéncias, como no caso da utilizacdo de drogas

imunossupressoras que acabam aumentado o risco de contrair infeccGes graves (DORAN et
al., 2002).
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As intervengdes terapéuticas para AR variam entre 0s reumatologistas, podendo
incluir tanto medidas ndo farmacoldgicas, que incluem terapias fisicas, ocupacionais e
psicoldgicas, como medidas farmacoldgicas, que por sua vez emprega a administracdo de
analgesicos, anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs), corticosteroides, drogas
antirreumaticas modificadoras de doenca (DMARDs) e terapia alvo com agentes biol6gicos
(SMOLEN et al., 2010).

O tipo de terapia escolhido depende do estagio, da atividade e da gravidade da doenca.
De modo geral, a primeira linha de tratamento inclui AINEs, corticosteroides e DMARDs
(DEVINE; ALFONSO-CRISTANCHO; SULLIVAN, 2011) Em pacientes que apresentam
um quadro mais grave e que ndo respondem a terapia inicial, emprega-se a imunoterapia alvo
com agentes biologicos, considerada a segunda linha de tratamento (MALOTTKI et al.,
2011). Apesar de estudos demonstrarem uma maior eficicia dos tratamentos com agentes
bioldgicos na fase inicial da doenca (BREEDVELD et al., 2006; GOEKOOP-RUITERMAN
et al., 2005), estes apresentam algumas desvantagens como: seu alto custo, que segundo
Finckh et al. (2009) chega a ser dez vezes maior que os DMARDSs convencionais; a
possibilidade de efeitos potencialmente toxicos (IKEDA; COX; EMERY, 2007) e um risco
aumentado de infeccBes e malignidades por atuarem diretamente em moléculas e tipos
celulares importantes do sistema imune. (BONGARTZ et al., 2006; DASS; VITAL; EMERY,
2006; JONES; DING, 2010; TANAKA, 2015).

Pelos motivos expostos acima, vém-se aumentando a procura por tratamentos
alternativos aos farmacéuticos, com destaque para a utilizacdo de produtos naturais, que vém
oferecendo uma importante perspectiva na identificacdo de compostos bioativos
(HEITZMAN et al., 2005; SHU, 1998).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades remota os primérdios
da humanidade, sendo ainda bastante procurados nos tempos atuais como alternativas aos
medicamentos sintéticos comerciais (SOUSA et al., 2008). Estudos afirmam que cerca de
25% a 50% de todos os farmacos avaliados como agentes terapéuticos em uso clinico mundial
séo derivados de compostos naturais (CALIXTO, 2005; GURIB-FAKIM, 2006).

Na regido Amazonica, um dos produtos naturais de maior destaque € o 6leo resina da
copaiba, sendo amplamente utilizado na medicina popular regional. O mesmo é extraido do
tronco de diversas espécies de plantas do género Copaifera sp., pertencente a familia
Fabaceae (Leguminosae), distribuidas principalmente pela América Latina e Africa Ocidental
(GARCIA, ROSANGELA FERNANDES; YAMAGUCHI, 2012). Das 72 espécies
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identificadas, 16 sdo endémicas do Brasil, incluindo a Copaifera multijuga Hayne (PIERI;
MUSSI; MOREIRA, 2009).

De modo geral, o 6leo resina da copaiba apresenta em sua composi¢cdo uma mistura de
sesquiterpenos, com destaque para a presenca de P-cariofilenos e diterpenos (CASCON;
GILBERT, 2000; VEIGA JUNIOR et al., 2007) que conferem as suas propriedades anti-
inflamatoria (LUCCA et al., 2018), analgésica (KATSUYAMA et al., 2013), antiartritica
(VIJAYALAXMI; BAKSHI; BEGUM, 2015) entre outras.

Apesar da eficacia comprovada de algumas propriedades, estudos com o éleo de
copaiba verificaram alteracGes citolgicas em diversos érgdos como rins, pulméo, figado e
outros (BOTELHO et al., 2011; BRITO et al., 2000a; VINICIUS HENRIQUES BRITO et al.,
2006; WESTPHAL; DE LIMA; GUIMARAES, 2007), sugerindo uma dualidade na atuac&o
do oleo.

Dentre os diversos efeitos colaterais de farmacos padrdes e alternativos, a
hepatotoxicidade vém se tornando o foco da preocupacédo de 6rgédos reguladores na atualidade,
sendo citado como uma das principais razdes para retirada de medicamentos do mercado (XU;
DIAZ; O’BRIEN, 2004). Esse panorama torna fundamental que para o desenvolvimento,
comercializacdo e administracdo de medicamentos sejam realizados testes pré-clinicos e
clinicos rigorosos no intuito de se estabelecer a seguranca e eficacia dos mesmos
(FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

Zymosan como modelo para inducéo de artrite experimental em animais

Levando-se em consideracdo que a AR ndo é uma doenca contagiosa e que ndo ocorre
em animais de laboratério, hd uma busca por métodos que visem mimetizar a patogénese
humana em modelos animais de forma a permitir seu estudo experimental.

Um dos modelos que mais vem sendo utilizado no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para a AR é o de artrite imunomediada em roedores (AIMR),
podendo haver variagdes quanto a espécie empregada, tipo da doenga e agente indutor. Dentre
0s varios artritogénicos utilizados para a indugéo da AR, um dos destaques é o0 Zymosan (Zy)
devido ao seu baixo custo operacional, além de ter um inicio do processo inflamatorio
definido, caracterizado por edema e infiltrado celular, atingido a resposta inflamatoria da fase
aguda méxima as seis horas apos indugdo, permitindo assim sua utilizacdo em protocolos
experimentais rapidos (DE MENEZES, 2016).
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Zy é um polissacarideo proveniente da parede de fungos leveduriformes, como o
fungo Saccharomyces cerevisiae. Seu principal componente estrutural ¢ a B-glucana, que
apresenta propriedades imunoestimulatérias (CARDOSO, 2007), como a ativacdo de
macrofagos e conseguinte liberacdo de mediadores inflamatorios, motivo pelo qual é
amplamente empregado em estudos farmacoldgicos (ALVES et al., 2017; TARAYRE et al.,
1989).

Estudos demonstram que esse processo inflamatorio € iniciado pela ativacdo dos
receptores Toll-like 2 (TLR2) presentes nos tecidos sinoviais com recrutamento da proteina
adaptadora MyD88, promovendo a resposta inflamatoria a partir dos genes responsivos ao
NF-kB num mecanismo dependente de MAP quinases (TAKEDA; AKIRA, 2005), com
destaque para as citocinas TNF-a, IL-1B ¢ quimiocina CXCL1 (GUERRERO et al., 2012).
Além do seu papel agonista ao TLR2, 0 Zy pode atuar na estimulacao de agonistas enddgenos
do TLR4, exacerbando assim a resposta inflamatoria (ROELOFS et al., 2005).

Estereologia como ferramenta indispensavel para a obtencéo de dados quantitativos

A estereologia € uma ciéncia que possibilita a inferéncia estatistica de parametros
geomeétricos (3D) a partir de informacgdes amostradas espacialmente (2D) (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003), apresentando grande acuracia e precisdo devido a sua forte base
matematica e estatistica (MARCOS; MONTEIRO; ROCHA, 2012). Essa eficacia é baseada
em trés pilares principais: tamanho de amostra adequado, randomizagdo e isotropia do
Orgdo/tecido a ser estudado (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

A analise estereoldgica apresenta vantagens cientificas sobre estudos qualitativos por:
1) apresentar resultados numéricos obtidos de forma ndo subjetiva que sdo facilmente
reprodutiveis e verificaveis por diferentes laboratorios; 2) diminuicdo do trabalho fastidioso
comumente associados aos estudos quantitativos devido a sua menor necessidade de numero
amostral e utilizacdo de softwares proprios para a estereologia; 3) sua fundamentagéo teorica
estabelecida tornou o método amplamente aceitavel e difundido na experimentagdo cientifica;
4) necessitar de um curto treinamento para novos usuarios e de equipamentos de baixo custo
quando comparados a outras metodologias (BJARKAM; PEDERSEN; SORENSEN, 2001;
BOLENDER, 1981; DAVEY et al., 2006; KUBINOVA et al., 2001).

Por ser uma ferramenta robusta para a geragdo de dados quantitativos em diversas
areas de pesquisa (APFEL et al., 2002; LACERDA, 2000; LOPES-PAULO, 2004), a

estereologia tem se mostrado uma das maiores realizacbes nos ultimos anos envolvendo a
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biologia experimental (BOLENDER, 1992) por detectar minimas alteracdes morfoldgicas e
funcionais (ANDERSEN; PAKKENBERG, 2003; ROBERTS; PUDDEPHAT; MCNULTY,
2000), sendo empregada na avaliacdo de alteracGes histoldgicas decorrentes de doencas ou
exposicdo a agentes toxicos. (ASLAN et al., 2006; GOODARZI; DOORGARD;
POURNAGHI, 2017).

Os procedimentos técnicos para a quantificacdo das alteraces no coragdo
(RODRIGUES et al., 2004) e no figado (JUNATAS et al., 2017; MARCOS; CORREIA-
GOMES, 2016) ja estdo bem estabelecidos.

Objetivo deste estudo

Levando-se em consideracdo o grande impacto econémico e social da AR devido a
questdes como o seu alto indice de mortalidade em razdo de complicagdes causadas por suas
manifestacdes extra-articulares, com destaque para as doencas cardiovasculares, além do alto
custo e efeitos colaterais dos tratamentos disponiveis, incluindo hepatotoxicidade, vé-se uma
necessidade pela busca de novos tratamentos que evitem ou diminuam os problemas citados

acima. Sendo assim, do presente estudo apresenta as seguintes hipéteses a serem testadas:

0] H1: a copaiba possui um efeito protetor cardiaco frente a acdo do Zy;

(i) H1: a copaiba possui um efeito protetor hepético frente a acdo do Zy.

Logo, este trabalho tem como objetivo geral avaliar, por meio da analise
estereoldgica, o efeito do 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) na morfologia do
coragdo e do figado num modelo animal de inducdo de artrite por Zy. Para tal, determinou-se
o0 volume dos 6rgéos estudados, estimou-se parametros estereol6gicos como volume absoluto
e relativo dos componentes do coracdo e do figado, o nimero de macrofagos residentes no
figado (células de Kupffer), além da avaliacdo de indicadores de dano (CK-TOTAL, AST e
ALT).

Extenséo desta Dissertacao

A presente dissertacdo é dividida em quatro capitulos, onde o primeiro trata de uma
apresentacdo geral deste estudo, abordando topicos como a problematica da AR, as opcdes
terapéuticas convencionais e alternativas, com destaque ao uso do 0leo resina de copaiba. O
segundo e o terceiro capitulos compreendem a parte experimental sobre o efeito do Zy e do
6leo de copaiba sobre o coracdo e o figado, respectivamente, onde se avalia a acdo do 6leo
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nos tecidos de interesse. O ultimo capitulo engloba as conclusfes finais do trabalho e as
perspectivas para estudos futuros.
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RESUMO

Manifestacdes extra-articulares afetam cerca de 40% dos pacientes com Artrite Reumatoide,
sendo o desenvolvimento precoce de doencas cardiovasculares responsavel por um aumento
de 50-60% do risco de mortalidade. Os tratamentos convencionais intervém no curso local da
Artrite, porém possuem diversos efeitos colaterais. Produtos naturais tém se destacado como
tratamentos alternativos pelo seu facil acesso e baixo custo, com o Gleo resina de copaiba
ganhando relevancia devido a sua ampla utilizacdo na medicina popular amazénica. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a acdo do 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne)
no tecido cardiaco num modelo animal de inducdo da artrite pelo zymosan (Zy). Para tal, Zy
foi injetado na regido do coxim plantar e na articulacdo do joelho da pata esquerda. Trinta
minutos antes da inducdo, os camundongos (fémeas BALB/c, n= 36) foram tratados
oralmente com solucdo veiculo ou 6leo de copaiba (300 ou 600 mg/kg) ou diclofenaco (100
mgkg), conforme grupo experimental. Apos 96 horas de experimentacdo, os animais foram
anestesiados e eutanasiados. O sangue e coracdo foram coletados para analises bioquimicas e
estereoldgicas, respectivamente. Ndo houve alteracdo do volume do coracdo. A copaiba levou
a um aumento da vacuolizacdo nos cardiomidcitos. Embora os niveis séricos de CK-TOTAL
tenham se elevado as 24 horas, exceto no grupo controle negativo, 0 Zy ndo causou alteracdes
substanciais no coracdo no tempo de experimentacdo. Conclui-se que o Zy, no atual modelo
de inducdo de artrite, ndo afetou a morfologia dos cardiomidcitos, impossibilitando a

avaliacdo do efeito da copaiba no érgao.

Palavras-chave: Estereologia, vacuolizacdo, cardiomiocitos, CK-TOTAL.
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ABSTRACT

Extra-articular manifestations affect approximately 40% of patients with Rheumatoid
Arthritis, with the early development of cardiovascular diseases responsible for a 50-60%
increase in their risk of death. Conventional treatments intervene in the local course of
arthritis, but they have several side effects. Natural products have stood out as alternative
treatments because of their easy access and low cost, with copaiba resin oil gaining relevance
due to its wide use in Amazonian folk medicine. The objective of the present study was to
evaluate the effect of copaiba oil (Copaifera multijuga Hayne) on cardiac tissue in an animal
model of arthritis induction by zymosan (Zy). For such, Zy was injected in the region of the
plantar coxim and in the knee joint of the left paw. Thirty minutes before induction, mice
(female BALB/c, n= 36) were orally treated with vehicle solution or copaiba oil (300 or 600
mg/kg) or diclofenac (100 mg/kg), according to the experimental group. After 96 hours of
experimentation, the animals were anesthetized and euthanized. Blood and heart were
collected for biochemical and stereological analyzes, respectively. There was no change in
heart volume. Copaiba led to increased vacuolization in cardiomyocytes. Although serum
levels of CK-TOTAL increased at 24 hours, except in the negative control group, Zy did not
cause substantial changes in the heart at the time of experimentation. It was concluded that
Zy, in the current model of induction of Arthritis, did not affect the morphology of

cardiomyocytes, making impossible the evaluation of the effect of copaiba in the organ.

Keywords: Stereology, vacuolization, cardiomyocytes, CK-TOTAL.
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INTRODUCAO

Estudos demonstram que aproximadamente 40% dos pacientes com Artrite
Reumatoide (AR) apresentam manifestaces extra-articulares (MEA) no inicio ou durante o
curso de sua doenca (CIMMINO et al., 2000), sendo responsaveis pela reducéo de cinco a dez
anos na expectativa de vida dos mesmos (KVIEN, 2004). Essas manifestacdes sdo divididas
em ndo severas e severas (TURESSON; JACOBSSON; BERGSTROM, 1999), e estdo
associadas a um risco elevado de morbidade e morte prematura de pacientes com AR
(BONGARTZ et al., 2006; MINAUR et al., 2004; TURESSON et al., 2006). As MEA
incluem nddulos e vasculite reumatoide, complicacGes pleuropulmonares, neuroldgicas,
digestivas, cutaneas, hematoldgicas, oculares e o desenvolvimento precoce de doencas
cardiovasculares (DEMARIA, 2002; GABRIEL et al., 2003; HOCHBERG; JOHNSTON;
JOHN, 2008), sendo a ultima responsavel pelo aumento de 50-60% do risco de mortalidade
dos pacientes com AR quando comparados com individuos sem artrite (AVINA-ZUBIETA et
al., 2008; MEUNE et al., 2009).

Diferentes tipos de manifestacdes cardiovasculares foram relatados em pacientes com
AR, entre elas: doenca do miocérdio, vasculite coronéria, disfungdo diastolica, aterosclerose
acelerada e lesGes valvulares (COSKUN et al., 2005). Apesar da pericardite ser a mais comum
(COSKUN et al., 2005), a mortalidade precoce esta associada principalmente a isquemia
cardiaca (SOLOMON et al., 2006), insuficiéncia cardiaca congestiva (NICOLA et al., 2006) e
acidentes cerebrovasculares (AVINA-ZUBIETA et al., 2008). Adicionalmente, estudos
indicam que pacientes com artrite portadores de problemas cardiacos tem maior probabilidade
de doenca assintomatica por ndo apresentarem manifestacGes clinicas como a angina,
tornando dificil a deteccdo precoce de infarto do miocardio e favorecendo a morte cardiaca
subita (MARADIT-KREMERS et al., 2005).

Os métodos diagnosticos usados para determinar moléstias cardiacas variam de acordo
com o tipo e grau da lesdo. Além da andlise histoldgica, a dosagem sérica de enzimas
cardiacas ¢ amplamente empregada de forma complementar aos demais exames. Entre estas
destacam-se as creatinoquinases, enzimas em sua maioria citoplasmaticas que apresentam trés
isoformas: CK-MM, CK-MB e CK BB encontradas predominantemente no mausculo
esquelético, masculo cardiaco e musculo liso/cérebro, respectivamente. Apds uma lesdo, estas

sdo liberadas na corrente sanguinea onde seus niveis plasmaticos elevam-se, atingem um pico
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e voltam a normalidade de forma caracteristica, possibilitando diagnosticar o local e a
extensdo da leséo cardiaca.

Os tratamentos convencionais intervém no curso local da AR (articulagédo), porém tém
diversos efeitos colaterais (SINGH et al., 2011), incluindo dislipidemia por glicocorticoides
(BOERS et al., 2003), hipertensdo por uso de anti-inflamatérios (BATLOUNI, 2010) e
diabetes devido aos corticoides (SUISSA; KEZOUH; ERNST, 2010).

Por estes motivos, ha uma necessidade por tratamentos alternativos que ndo causem ou
diminuam os efeitos colaterais causados pelos tratamentos convencionais. Na regido Norte do
Brasil, um dos destaques é o 6leo resina de copaiba extraido do tronco da arvore copaiba, um
produto natural amplamente utilizado na medicina popular amazénica devido a sua ja bem
estabelecida propriedade medicinal (GARCIA; YAMAGUCHI, 2012). Sendo assim, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a acdo do d6leo de copaiba (Copaifera multijuga

Hayne) no tecido cardiaco num modelo animal de inducéo da AR pelo zymosan (Zy).

MATERIAL E METODOS
Animais experimentais

Camundongos BALB«t fémeas, pesando entre 17-22 g, foram fornecidos pelo Biotério
Central do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia) e mantidos em ambiente com
temperatura controlada a 20-22 °C, ciclo de claro-escuro a cada 12 horas e livre acesso a
comida e agua. Todos os procedimentos seguiram as diretrizes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram previamente aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia
(CEUA-INPA), sob o protocolo 048/2016 (ANEXO 1).

Obtencéo do dleo de copaiba

O oleo destilado de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) foi fornecido pelo
Laboratorio de Atividade Biologica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade

Federal do Amazonas — UFAM coordenado pelo Prof. Dr. Emerson Lima.
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Delineamento experimental

Os camundongos (n= 36) foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos
experimentais: C- (controle negativo; sem inducdo da AR/veiculo), Ccop300 (controle
copaiba; sem inducdo da AR/copaiba 300 mg/kg), Zy (inducdo da AR/veiculo), Zy/Diclo
(inducdo da AR/diclofenaco 100 mg/kg), Zy/Cop300 (inducdo da AR/copaiba 300 mg/kg) e
Zy/Cop600 (inducdo da AR/copaiba 600 mg/kg).

Pré-tratamento e inducdo da artrite

A inducéo da artrite foi feita por meio de inje¢do de solugdo contendo 500 pg de Zy
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) em 25 pL de solugdo salina estéril na regido do coxim plantar
da pata posterior e na regido intra-articular do joelho esquerdo. Trinta minutos antes da
injecdo de Zy, os camundongos foram tratados oralmente com solugdo veiculo (Tween 20 e
salina), 6leo de copaiba (300 ou 600 mg/kg) ou diclofenaco (100 mgkg), conforme grupo

experimental.
Coleta, fixacdo e processamento das amostras

O sangue foi coletado em dois momentos do experimento (24 horas e 96 horas ap0s
inducdo da AR) via plexo venoso oftalmico. Em seguida, o mesmo foi centrifugado e o
plasma foi mantido a baixa temperatura em microtubos heparinizados para posterior analise
bioquimica. Ao final do experimento (96 horas), os animais foram anestesiados com cetamina
(82 mgkg) e xilazina (5,75 mgkg) e entdo eutanasiados. O coragdo foi imediatamente fixado
em solucdo formaldeido tamponado.

Para o processamento histoldgico, as amostras foram sistematica e aleatoriamente
orientadas (orientator - IUR) para a geracdo de isotropia. Em seguida, as mesmas foram
desidratadas em concentracfes crescentes de etanol (70 e 96%), infiltradas e incluidas em
moldes individuais preenchidos com resina plastica de hidroxietil-metacrilato (Technovit
7100, Kilzer-Heraues, Alemanha). Se¢des histologicas (9-12 secbes, 3um) foram obtidas com
0 auxilio de um micrétomo (Leica RM 2345, Alemanha) e posteriormente coradas com

tricromicro de Mallory.
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Estereologia

O volume do coragdo foi determinado de acordo com o principio de Cavalieri
(CAVALIERI, 1635). Para tal, um sistema teste de contagem foi sobreposto as secOes
histologicas e visualizadas com a ajuda de um estereomicroscopio (Zeiss Stemi SV 11,

Alemanha), sendo calculado como:

Veoragio = Xie1 PU X T x%, onde, ), Pi € 0 numero total de pontos no grid que

tocavam o coracdo, a/p € éarea ocupada por cada ponto central (1,21 mm?) e T
(aproximadamente 0,4 mm) € a distancia entre cada secao.

A porcentagem dos componentes do coracdo foi obtida pelo principio de Delesse
(DELESSE, 1862). Um aumento de 1000 foi empregado nos campos de vista selecionados
aleatoriamente e fotografados em um microscopio (Leica DM4B, Alemanha). A densidade de

volume ocupado por cada componente em relacdo ao espaco de referéncia (coracgdo) foi

2;11 Pcomp B . .
calculado como: Vv = ——/—, onde Vv é a densidade de volume de determinado

Z:’;l Pref
componente (cardiomidcitos: ndcleo, citoplasma normal, citoplasma vacuolizado; vasos
sanguineos, tecido conjuntivo e mastdcitos) e Pref € a somatéria de pontos que tocam o
espaco de referéncia (coracdo) (HOWARD; REED, 1998). Os dados percentuais obtidos para
cada componente foram transformados em absolutos ao serem multiplicados pelo volume de
Cavalieri:

Volume absoluto (mm3) = Vv x Volume Cavalieri(mm3)
Analise bioquimica

A concentracdo plasmaética de creatinoquinases totais (CK-TOTAL) foi determinada
por espectrofotometria utilizando o analisador bioquimico Bio-Plus-2000 (Séo Paulo, Brasil).
Os resultados obtidos foram analisados e interpretados de acordo com o significado clinico da

sua orgao-especificidade e niveis plasmaticos.
Estatistica

O programa Prisma (GraphPad Software, Inc., CA, USA) foi usado para a analise
estatistica e grafica deste estudo. Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste

de Kolmogorov-Smirnov e analisados por meio de ANOVA (one-way e two-way). Nos casos
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em que a diferenga entre os grupos seja indicada, o teste paramétrico de multiplas
comparacGes de Tukey foi utilizado para comparar os valores médios entre 0s grupos
experimentais. O limite de confianca estabelecido para os testes foi de 5%.

Os dados estereoldgicos obtidos através da microscopia de luz foram avaliados para
cada animal e o estimador da variancia foi determinado usando o coeficiente de erro (C.E.)
para cada parametro. A precisdo da estimativa do volume de referéncia segundo Cavalieri foi

determinada de acordo com (CRUZ-ORIVE, 1999):
— _1/2

CE(D_Pi)=|0,0724x B
i=1

A (Z Pii )3/2

n
Onde: CE(Z Pi) indica o coeficiente de erro para a determinag&o do volume; %
i=1

indica a variancia das areas transversais (shape coeficient) e depende da complexidade das

n
formas da estrutura; n representa o nimero de secOes avaliadas e ZPi € 0 nimero de
i=1

pontos contados sobre as secdes.
O CE da densidade de volume foi estimado de acordo com Orive (1980), usando a

equacao:

k=1>udu ’ DV - dudlv

Onde: CE (Rv)indica o coeficiente de erro para a determinacdo da relacdo superficie-

2 2 Y2
CE(Rv)=| K {Z” 2V, Z“V}

volume ou densidade-volume; k representa o nimero de imagens analisadas e u e v sdo as

contagens de intersecdes ou pontos efetuadas. Um CE < 5% sera considerado satisfatorio.

RESULTADOS

A Figura 1 mostra os achados histologicos no coracdo. O tecido cardiaco apresentou
estrutura normal com fibras musculares individualizadas (FM), estriacbes normais, ndcleo
central (N), fibroblastos periféricos (setas) e distribuicdo homogénea de capilares (*). De

modo geral, ndo foram observadas alteracfes histoldgicas significativas nos grupos, com
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excecdo do grupo Ccop300, que apresentou visivel vacuolizacdo citoplasmatica (circulos

pontilhados em vermelho).

Figura 1 — Fotografias da morfologia das fibras cardiacas em cortes histolégicos longitudinais (A, B, C e E) e
transversais (D e F) nos diferentes grupos. Barra = 20 um. Tricrdmico de Mallory. Aumento de 1000. FM: fibras
musculares. N: nudcleo dos cardiomidcitos. *:vasos sanguineos. Seta: fibloblastos. Circulos pontilhados em

vermelho: vacuolizagéo.
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N&o houve diferenca significativa entre os grupos experimentais em relagdo ao volume
do coragédo (Figura 2A), resultado mantido quando o valor foi normalizado em funcdo da
massa corporea do animal. (Figura 2B).

Figura 2 — Gréficos apresentando o volume médio do coracdo nos diferentes grupos experimentais ao final do

experimento. A. Volume do coracdo em milimetros cubicos. B. Volume do coracdo normalizado pela massa
corporea do animal. Os resultados sdo apresentados como média + erro padréo.
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Os niveis séricos de CK-TOTAL apresentaram-se aumentados as 24 horas em relacao
as 96 horas, sendo o grupo experimental Zy/Diclo o Unico a ndo mostrar diferenca
significativa quando comparado ao grupo C- (Figura 3A). Ao se comparar os valores
plasméticos obtidos nos dois momentos de coleta em cada grupo experimental, o grupo
Ccop300 e todos os grupos induzidos a artrite apresentaram aumento de CK-TOTAL as 24
horas (Figura 3B).

Em relacdo a densidade de volume (Vv %), o componente cardiaco com maior
representatividade foi o cardiomiocito, seguido pelos vasos sanguineos, tecido conjuntivo,
outros tecidos e células do sistema imune, respectivamente (Tabela 1). Quando esses valores
foram multiplicados pelo volume do 6rgdo para a obtencéo do seu valor absoluto e divididos
pela massa corpdrea do animal, apenas as subcategorias citoplasma normal e citoplasma
vacuolizado, do componente cardiomiocito, no grupo Ccop300 apresentou diferenca
significativa (diminuicdo e aumento, respectivamente) em relagdo ao grupo Zy/Diclo (Figura
4).
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Figura 3- Gréaficos dos niveis séricos de CK-TOTAL. A. Comparacdo entre 0s grupos experimentais nos tempos
de coleta. B. Comparacdo por grupo experimental. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao.
Analise estatistica two-way ANOVA. * indica diferenca significativa entre 0s grupos no mesmo tempo (A) e
guando comparado ao tempo 24 horas (B). Diferenca significativa quando p < 0,05.
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Tabela 1. Densidade de volume em porcentagem dos componentes cardiacos. CN: citoplasma normal; CV:
citoplasma vacuolizado; N: ndcleo; C: cardiomidcitos; V: vasos; TC: tecido conjuntivo: OT: outros tecidos; M:
mastdcitos. * representam subcategorias do componente cardiomidcitos.

Vv (%)

Grupos CN~* Cv* N* C V TC oT M

C- 77,00 4,46 5,64 87,00 9,04 3,39 046 0,01
Ccop300 64,96 10,71 5,82 81,48 1281 3,85 1,76 0,10
Zy 71,17 6,2 5,42 82,79 12,49 4,14 0,52 0,07
Zy/Diclo 73,38 5,37 5,16 83,90 11,63 4,01 0,40 0,06
Zy/Cop300 71,85 3,44 5,45 80,74 13,90 4,24 0,97 0,05
Zy/Cop600 66,54 9,68 6,00 82,22 11,87 4,99 0,82 0,10
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Figura 4 - Graficos dos valores absolutos dos componentes cardiacos em mm?3/g. A. Cardiomidcitos e suas
subcategorias: citoplasma normal, citoplasma vacuolizado e nlcleo B. Vasos sanguineos. C. Tecido conjuntivo
D. Outros tecidos E. Mastocitos. Os resultados sao apresentados como média + erro padrdo. * indica diferenca
significativa entre os grupos da mesma categoria. Diferenca significativa quando p < 0,05.
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DISCUSSAO

Pacientes com AR apresentam maior risco de comprometimento cardiovascular do que
pessoas sem a doenca. Varios estudos tem mostrado danos cardiacos em modelo murino apés
inoculacdo de Zy (MONROE et al., 2016). No presente estudo, ndo detectamos alteracdes
morfologicas substanciais no tecido cardiaco, exceto o aumento da vacuolizagdo
citoplasmatica em Ccop300. A elevacdo de CK-TOTAL é sugestiva de dano provavelmente
relacionados a outros sitios de a¢do do Zy e da copaiba.

O Zy é um componente da parede celular do fungo Saccharomyces cerevisiae que,
devido a caracteristica ndo degradavel de suas particulas, resulta num processo inflamatorio
prolongado em razdo de sua fagocitose e consequente ativacdo de macréfagos (DI PAOLA et
al., 2006). Isso inicia uma cascata inflamatdria caracterizada por um aumento da producédo de
espécies reativas (ROS e RNS), que leva a ativacdo de vias como MAPK e NF-kB com
consequente expressdo de citocinas e quimiocinas inflamatérias (ALLEN; TRESINI, 2000).
Adicionalmente, a alta expressdo de molécula de adesdo ICAM-1 e VCAM-1 na parede de
vasos resulta no influxo de células do sistema imune, principalmente neutréfilos (AHMAD et
al.,, 2018). Somadas, essas caracteristicas sdo alguns dos motivos pelos quais o Zy ¢é
amplamente empregado em estudos farmacoldgicos (ALVES et al., 2017; TARAYRE et al.,
1989).

Apesar de ser comumente usado como modelo de inducédo para o estudo da sindrome
da resposta inflamatoria sisttémica (SIRS) e da sindrome da disfuncdo de multiplos 6rgaos
(MODS), pouco se sabe do efeito do Zy na funcéo cardiaca. Monroe et al. (2016) demonstrou
que a aplicagdo do Zy na regido peritoneal leva a uma diminui¢cdo da conducdo (efeito
dromotropico negativo) e da contracdo ventricular (efeito inotrépico negativo) no coragéo,
onde o primeiro pode estar relacionado com uma mediagéo por parte do receptor de dectina-1
e 0 segundo com uma mediagdo de citocinas como TNF-a e NO, substancias envolvidas na
inflamacdo causada pelo Zy (CUZZOCREA et al., 1997; MONDELLO et al., 2011) e ja
conhecidas por sua acdo na supressao cardiaca (KAKIHANA et al., 2016). Adicionalmente, ja
foi reportado que o estresse oxidativo esta relacionado ao desenvolvimento de hipertrofia
cardiaca e sua possivel progressdo a uma faléncia cardiaca (MADAMANCHI; RUNGE,
2013).

Entretanto, no presente estudo, 0 Zy ndo causou alteracdes histoldgicas substancias.
Isso pode ter ocorrido devido ao modelo de indugéo escolhido e tempo de experimentacéo (96
horas). Contudo sabe-se que o Zy, como indutor de AR, apresenta dois picos de edema: um
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agudo (6 horas) e um cronico (> 25 dias) (FRASNELLI et al., 2005), motivo pelo qual ndo se
pode descartar completamente a possibilidade do atual modelo inflamatorio causar danos
cardiacos.

Apesar de diversos estudos ja terem comprovado a acédo terapéutica do 6leo de copaiba
em diferentes enfermidades, hd uma escassez na literatura sobre seu efeito no tecido cardiaco,
onde a maioria apresenta um maior enfoque fisiologico e bioquimico que histolégico. Um
exemplo é o estudo de Campos-Carraro et al. (2018), que demonstrou um efeito
cardioprotetor do 6leo de copaiba ao atenuar tanto a remodelacdo do ventriculo esquerdo,
quanto a ativagdo de vias de sinalizagdo envolvidas na morte (apoptose) e sobrevivéncia
celular. Isso pode estar relacionado a acdo antioxidante do 6leo, em especial dos componentes
terpenos (PAPADA et al., 2018) que atenuam na sinalizacdo apoptdtica e contribuem na
preservacdo da funcao cardiaca (CAMPOS-CARRARO et al., 2018).

Neste trabalho, o grupo Ccop300 levou a um aumento da vacuolizacdo no citoplasma
dos cardiomidcitos. Ainda que a vacuolizacdo citoplasmatica seja relacionada a uma resposta
negativa da célula a algum estimulo externo, Shubin et al. (2016) afirma que ndo ha dados
suficientes que relacionem o processo de vacuolizagdo a morte ou sobrevivéncia celular. Em
contra partida, o estudo de Nayak et al. (1996) demonstrou que uma vacuolizac¢do nao lipidica
em hepatocitos esta mais relacionada com uma tolerancia a futuros danos, sendo mais uma
resposta adaptativa de curta duracéo a lesdes leves de fase aguda.

Em relacdo ao aumento dos niveis séricos de CK-TOTAL, estudos relatam que a
caquexia é uma condicdo comum em pacientes com AR, sendo caracterizada por perda de
massa e forga muscular e considerada um importante fator de risco para o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares e o excesso de mortalidade relacionados a doenga (ROUBENOFF,
2009). Como o parametro bioguimico utilizado foi a CK-TOTAL, todos as trés isomorfas
foram medidas (CK-MM, CK-MB, CK-BB). Sendo assim, a elevacdo de seus niveis séricos
pode ser referente a perda de tecido muscular, principalmente do mdusculo esquelético,
caracteristico da caquexia reumatoide. Em relacdo ao 0leo de copaiba, o estudo de Medeiros
et al. (2014) mostrou que esta levou a um aumento do nivel sérico de CK-TOTAL, que
segundo o autor pode estar relacionado a uma possivel superprodugdo de megacariécitos pelo
baco e envolvimento de plaquetas imaturas.

Levando em consideracdo o exposto acima, pode-se concluir que o atual modelo de
inducdo de AR por Zy nédo foi capaz de causar danos histoldgicos significativos no coragdo
em 96 horas de experimento, impossibilitando assim uma avaliacdo do efeito do dleo de
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copaiba no o6rgdo. Ainda assim, a copaiba na dose 300 mg/kg causou um aumento da
vacuolizagdo no citoplasma dos cardiomidcitos, que devido as limitagBes histoldgicas e
bioquimicas deste estudo, ndo se pode relacionar a uma atuacdo benéfica ou maléfica,
havendo necessidade de estudos a longo prazo para ser definir com precisdo o efeito da
copaiba no tecido cardiaco. Adicionalmente, a elevacdo dos niveis séricos de CK-TOTAL nos
grupos induzidos a artrite pode estar relacionada a um dano no masculo esquelético causada

pelo Zy.
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RESUMO

Devido ao seu papel central na destoxificacdo do organismo, o figado possui risco aumentado
a danos gerados por farmacos ou outras substdncias tdxicas, sendo a hepatotoxicidade
associada ao uso de medicamentos o principal motivo para a ndo aprovacao e retirada destes
do mercado. Apesar de intervir no curso local da Artrite Reumatoide (AR), os tratamentos
convencionais apresentam diversos efeitos colaterais, 0 que aumenta a procura por
tratamentos alternativos. Na Regido Amazonica o 6leo de copaiba é amplamente utilizado na
medicina popular devido ao seu facil acesso e baixo custo. O objetivo deste estudo foi avaliar
a acdo do 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) no tecido hepatico num modelo
animal de inducdo da AR pelo zymosan (Zy). Para tal, Zy foi injetado na regido do coxim
plantar e na articulacdo do joelho da pata esquerda. Trinta minutos antes da indugéo, 0s
camundongos (fémeas BALB/c, n= 36) foram tratados oralmente com solucdo de veiculo ou
6leo de copaiba (300 ou 600 mg/kg) ou diclofenaco (100 mgkg), conforme grupo
experimental. Apds 96 horas de experimentacdo, o0s animais foram anestesiados e
eutanasiados. O sangue e o figado foram coletados para analises bioquimicas e estereolégicas,
respectivamente. N&o houve alteracdo do volume do figado. Houve um aumento do nimero
de células de Kupffer nos grupos induzidos a artrite. O Zy foi o grupo a apresentar maior
volume de alteragdes morfoldgicas no érgdo. Conclui-se que, neste modelo de inducdo de

artrite, 0 Zy causou alteracGes hepaticas que foram revertidas pela acdo do 6leo de copaiba.

Palavras-chave:Disector, células de Kupffer, hepatdcitos, ALT, AST
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ABSTRACT

Because of its central role in detoxification of the body, the liver is at increased risk of
damage from drugs or other toxic substances, and drug-associated hepatotoxicity is the main
reason for non-approval and withdrawal from the market. Despite intervening in the local
course of Rheumatoid Arthritis (RA), conventional treatments have several side effects, which
increases the demand for alternative treatments. In the Amazon Region, copaiba oil is widely
used in folk medicine for its easy access and low cost. The objective of this study was to
evaluate the effect of copaiba oil (Copaifera multijuga Hayne) on hepatic tissue in an animal
model of RA induction by zymosan (Zy). For such, Zy was injected in the region of the
plantar coxim and in the knee joint of the left paw. Thirty minutes before induction, mice
(females BALB/c, n = 36) were orally treated with vehicle solution or, copaiba oil (300 or 600
mg/kg) or diclofenac (100 mg/kg), according to the experimental group. After 96 hours of
experimentation, the animals were anesthetized and euthanized. Blood and liver were
collected for biochemical and stereological analyzes, respectively. There was no change in
liver volume. There was an increase in the number of Kupffer cells in the arthritis-induced
groups. The Zy group had the highest volume of morphological changes in the liver. It was
concluded that in this model of arthritis induction, Zy caused hepatic changes that were

reversed by the action of copaiba oil.

Keywords: Disector, Kupffer cells, hepatocytes, ALT, AST
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INTRODUCAO

O relato de efeitos colaterais graves associados ao uso de farmacos em circulagédo no
mercado vém aumentando, se tornando assim um importante problema de salde publica
(MOORE; COHEN; FURBERG, 2007) e principal motivo para a sua ndo aprovacao
(JAESCHKE et al., 2002; SENIOR, 2007).

Devido & lesdo hepética ser um dos efeitos colaterais mais comuns relacionados ao uso
de medicamentos (SUZUKI et al., 2010), o figado vem ganhando bastante enfoque nos
estudos toxicoldgicos com farmacos e fitoterapicos (ACETI et al., 2002; CHITTURI,
GEORGE, 2002; GARCIA-CORTES et al., 2008; POLSON, 2007), principalmente por sua
relagdo com o aumento dos casos de insuficiéncia hepatica aguda (LAZEROW; ABDI;
LEWIS, 2005; YUAN; KAPLOWITZ, 2013).

O figado possui um risco aumentado a danos gerados por farmacos ou outras
substancias quimicas devido ao seu papel central no metabolismo e destoxificacdo de drogas e
toxinas (BLEIBEL et al., 2007) Apesar de sua habilidade regenerativa, qualquer disfungéo
celular ou fisiolégica que impossibilite sua homeostasia ira acarretar no comprometimento de
suas funcdes e consequente desenvolvimento de doencas hepaticas (KUMAR; ABBAS;
ASTER, 2015).

O diagndstico de lesdes hepaticas causadas por drogas € um desafio para aos clinicos
pois tende a ser baseado em evidéncias circunstanciais (KAPLOWITZ, 2001). Isso ocorre
porque os eventos hepaticos adversos devido a drogas podem imitar todas as formas de
doencas hepatobiliares agudas e cronicas (ZIMMERMAN, 2000), além do que muitos dos
metabolitos intermediarios responsaveis pelo efeito toxico possuirem uma curta meia-vida, o
que dificulta sua deteccdo nos exames clinicos comuns (PARK et al., 2005). Ademais,
bidpsias tém se mostrado ineficazes como ferramentas de diagndstico de hepatotoxicidade de
drogas por indicarem apenas o tipo e grau de lesdo hepatica em vez da etiologia (VERMA;
KAPLOWITZ, 2009).

A hepatotoxicidade de farmacos padrdes ou alternativos € de grande preocupacdo de
orgdos reguladores, sendo citado como uma das principais razdes para retirada de
medicamentos do mercado (XU; DIAZ; O’BRIEN, 2004). Esse panorama torna fundamental

que para o desenvolvimento, a comercializacdo e administracdo de medicamentos sejam
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realizados testes pré-clinicos e clinicos que se estabelecam a seguranca e eficacia dos mesmos
(FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

Levando-se em consideracdo o alto custo, os efeitos colaterais e o potencial toxico dos
tratamentos convencionais para Artrite Reumatoide (AR) atualmente disponiveis no mercado,
tém-se uma necessidade por tratamentos terapéuticos que sejam eficazes e seguros. Na Regiédo
Amazonica, o dleo de copaiba € um produto natural de destaque devido a sua ampla utilizacdo
na medicina popular. Apesar de diversos estudos voltados para a acdo terapéutica do 6leo de
copaiba (GARCIA; YAMAGUCHI, 2012), ha uma escassez na literatura sobre sua toxicidade
(SACHETTI et al., 2009). Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a acéo
do 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) no tecido hepatico num modelo animal de
inducdo da AR pelo zymosan (Zy).

MATERIAL E METODOS
Animais experimentais

Camundongos BALBc fémeas, pesando entre 17-22 g, foram fornecidos pelo Biotério
Central do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia) e mantidos em ambiente com
temperatura controlada a 20-22 °C, ciclo de claro-escuro a cada 12 horas e livre acesso a
comida e agua. Todos os procedimentos seguiram as diretrizes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram previamente aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia
(CEUA-INPA), sob o protocolo 048/2016 (ANEXO 1I).

Obtencéo do dleo de copaiba

O oleo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) destilado foi fornecido pelo
Laboratorio de Atividade Bioldgica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade

Federal do Amazonas — UFAM coordenado pelo Prof. Dr. Emerson Lima.
Delineamento experimental

Os camundongos (n= 36) foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos

experimentais: C- (controle negativo; sem inducdo da AR/veiculo), Ccop300 (controle
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copaiba; sem inducdo da AR/copaiba 300 mg/kg), Zy (inducédo da AR/veiculo), Zy/Diclo
(indugdo da AR/diclofenaco 100 mg/kg), Zy/Cop300 (inducéo da AR/copaiba 300 mg/kg) e
Zy/Cop600 (inducdo da AR/copaiba 600 mg/kg).

Pré-tratamento e inducéo da artrite

A inducdo da artrite foi feita por meio de inje¢do de solug¢do contendo 500 ug de Zy
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) em 25 pL de solugdo salina estéril na regido do coxim plantar
da pata posterior e na regido intra-articular do joelho esquerdo. Trinta minutos antes da
injecdo de Zy, os camundongos foram tratados oralmente com solucéo veiculo (Tween 20 e
salina), 6leo de copaiba (300 ou 600 mg/kg) ou diclofenaco (100 mgkg), conforme grupo

experimental.
Coleta, fixacéo e processamento das amostras

O sangue foi coletado em dois momentos do experimento (24 horas e 96 horas apds
inducdo da AR) via plexo venoso oftalmico. Em seguida, o mesmo foi centrifugado e o
plasma foi mantido a baixa temperatura em microtubos heparinizados para posterior analise
bioquimica. Ao final do experimento (96 horas), os animais foram anestesiados com cetamina
(82 mgkg) e xilazina (5,75 mgkg) e entdo eutanasiados. O figado foi imediatamente fixado
em solucdo de formaldeido tamponado. Para o processamento histolégico, as amostras foram
sistematica e aleatoriamente orientadas (smooth fractionator - SUR) para a geracdo de
isotropia. Em seguida, as mesmas foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol
(70 e 96%), infiltradas e incluidas em moldes individuais preenchidos com resina pléstica de
hidroxietil-metacrilato (Technovit 7100, Kulzer-Heraues, Alemanha). Se¢des histoldgicas (6
secOes, 3um) foram obtidas com o auxilio de um micrétomo (Leica RM 2345, Alemanha) e

posteriormente coradas com azul de toluidina e fucsina.

Volumetria por deslocamento de fluido (Scherle)

A determinacdo do volume absoluto do figado foi feita por deslocamento de fluido
segundo Scherle, (1970) utilizando uma balanca analitica (Shimadzu AY?220, Japdo). O

volume final do 6rgdo foi obtido apds a corregdo da densidade do fluido utilizado segundo a
equacdo: V = %, onde V, volume do 6rgdo; W, peso do 6rgdo imerso e p é a densidade do

fluido (formol tamponado = 1,007 g. cm?3).
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Estereologia

A porcentagem dos componentes do figado foi obtida pelo principio de Delesse
(DELESSE, 1862). Um aumento de 1000 foi empregado nos campos de vista selecionados
aleatoriamente e fotografados em um microscopio (Leica DM4B, Alemanha). A densidade de

volume ocupado por cada componente em relacdo ao espaco de referéncia (figado) foi

Z?il Pcomp B . )
calculado como: Vv = ——/—, onde Vv é a densidade de volume de determinado
221 Pref
componente (hepatdcitos totais: anucleados, mononucleados e polinucleados; estroma: vasos,
ductos e sinusoide; alteragdes morfoldgicas e células de Kupffer) e Pref é a somatoria de
pontos que tocam o espaco de referéncia (figado) (HOWARD; REED, 1998). Os dados
percentuais obtidos para cada componente foram transformados em absolutos ao serem

multiplicados pelo volume de Cavalieri:
Volume absoluto (mm3) = Vv x Volume Cavalieri(mm3)

Uma quantificacdo 3-D foi empregada para a determinacdo do nimero de células de
Kupffer por meio do Disector (ANEXO IlI) (HOWARD; REED, 1998; STERIO, 1984). Com
0 auxilio de um microscopio de luz (Olympus BX41, Japdo) no aumento 1000, “mergulhou-
se” 15um nas sessdes histologicas grossas (25pm). Um negatoscopio refletiu e projetou sobre
a secdo a imagem do sistema teste de contagem (seis por campo de vista) que serviram de
referencial para a contagem do numero de células de Kupffer. A densidade numérica foi

« 1 m. Q-
calculada segundo a equacdo: Nv = — X %
th YL, Pi

de contagem; h é a altura do dissector (altura de mergulho na secdo); Y. Q —é a contagem de

Onde: a/f é a area do sistema teste

nacleos das células de interesse; ), P é a contagem de pontos que tocam o espaco de
referéncia (6rgdo). Os resultados foram multiplicados pelo volume de do o6rgao (Scherle)
respectivo para a obtencdo do numero total de células.

Analise bioquimica

A concentragdo plasmatica de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) foi determinada por espectrofotometria utilizando o analisador
bioquimico Bio-Plus-2000 (Sdo Paulo, Brasil). Os resultados obtidos foram analisados e
interpretados de acordo com o significado clinico da sua 6rgdo-especificidade e niveis
plasmaéticos.
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Estatistica

O programa Prisma (GraphPad Software, Inc., CA, USA) foi usado para a andlise
estatistica e grafica deste estudo. Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov e analisados por meio de ANOVA (ONE-WAY e TWO-WAY).
Nos casos em que a diferenca entre os grupos seja indicada, o teste paramétrico de multiplas
comparacGes de Tukey foi utilizado para comparar os valores médios entre 0s grupos
experimentais. O limite de confianca estabelecido para os testes foi de 5%.

Os dados estereologicos obtidos através da microscopia de luz foram avaliados para
cada animal e o estimador da variancia foi determinado usando o coeficiente de erro (C.E.)
para cada parametro. A precisao da estimativa do volume de referéncia segundo Cavalieri foi

determinada de acordo com (CRUZ-ORIVE, 1999):
— _1/2

B Jn
" (ZPi)?

CE(D_Pi)=|0,0724x
i=1

n
onde: CE()_Pi) indica o coeficiente de erro para a determinagio do volume; %
i=1

indica a variancia das areas transversais (shape coeficient) e depende da complexidade das
n
formas da estrutura; n representa o nimero de secOes avaliadas e ZPI € 0 nimero de
i=1
pontos contados sobre as secdes.
O CE da densidade de volume foi estimado de acordo com Orive, (1980) usando a

equacgéo:

2
CE(RY) = k { du? . 3V , > uv } y
k=1 (D udu Yvdv  dudv
Onde: CE (Rv)indica o coeficiente de erro para a determinacdo da relacdo superficie-
volume ou densidade-volume; k representa o niumero de imagens analisadas e u e v sdo as
contagens de intersecdes ou pontos efetuadas. Um CE < 5% sera considerado satisfatorio.
Para as analises multivariadas utilizou-se o programa PAST-PAleontological
STatistics, versdo 3.14 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001)
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RESULTADOS

A Figura 1 apresenta os achados histoldgicos no figado. No grupo C-, o parénquima
hepéatico apresentou hepatocitos de distribuicdo homogénea, mono (contorno amarelo) e
polinucleados (contorno azul), citoplasma apresentando granulacdes, auséncia de
vacuolizagdo e espagas células de Kupffer (K) ao longo dos sinusoides (*). Os grupos Zy e
Zy/Diclo apresentaram um aumento de alteragdes morfoldgicas (setas) em comparacdo aos

outros grupos experimentais.

Figura 1 - Fotografias da morfologia do parénquima e estroma hepaticos nos diferentes grupos. Barra = 20 pum.
Azul de toluidina e fucsina. Aumento de 1000. K: células de Kupffer; P: espaco porta; V: vénula; *: sinusoide;
seta: alteragbes morfoldgicas; Contorno amarelo: hepatdcito mononucleado; Contorno azul: hepatécito
binucleado.
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O volume do figado (mm?®) esteve aumentado no grupo Zy em relagdo aos grupos
Zy/Cop300 e Zy/Cop600 (Figura 2A). Apo6s normalizacdo do volume em funcdo da massa

corporea do animal, os grupos ndo mostraram diferenca significativa (Figura 2B).

Figura 2 - Graficos dos volumes médios do figado nos diferentes grupos experimentais ao final do experimento.
A. Volume do figado em milimetros ctbicos. B. Volume do figado normalizado pela massa corpérea do animal.
Os resultados sdo apresentados como média * erro padrdo. * indica diferenga significativa entre os grupos no
mesmo tempo. Diferenga significativa quando p < 0,05.
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Os niveis séricos de ALT mostraram-se elevados as 96 horas em relacdo as 24 horas
de experimentacdo. Neste ultimo, os grupos Ccop300 e Zy/Cop300 tiveram niveis menores ao
do grupo C-, enquanto que 96 horas, o grupo Zy/Diclo exibiu niveis séricos menores aos dos
grupos C-, Zy/Cop300 e Zy/Cop600 (Figura 3A). Em relacdo a AST, ndo houve diferenca
significativa entre os tempos 24 e 96 horas, nem entre 0S grupos nos respectivos tempos
(Figura 3B).

Ao se comparar os valores plasmaticos obtidos nos dois momentos de coleta em cada
grupo experimental, o AST ndo mostrou diferenca significativa em nenhum dos grupos,
enquanto que o ALT dos grupos Zy/Cop300 e Zy/Cop600 apresentaram um aumento as 96
horas (Figura 3C).

Em relacdo a densidade de volume (Vv %), o componente hepatico com maior
representatividade foi o hepatdcito, seguido pelo estroma, alteracdes morfoldgicas e células de
Kupffer (Tabela 1). Quando esses valores foram multiplicados pelo volume do érgédo para a
obtencdo do seu valor absoluto, todas as categorias apresentaram diferenca significativa entre

0s grupos, com exce¢do dos hepatdcitos e suas subcategorias (Figura 4A).
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Figura 3 — Gréficos dos parametros bioquimicos usados para avaliacdo de alteracdes hepaticas. A. Niveis séricos
de ALT B. Niveis séricos de AST. C. Comparagdo entre os niveis séricos de ALT e AST em cada grupo
experimental. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo. * indica diferenga significativa entre os
grupos no mesmo tempo (A e B) e quando comparado ao tempo 24 h (C). Diferenca significativa quando p <
0,05.
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Tabela 1. Densidade de volume em porcentagem dos componentes hepéticos. HA: hepatdcitos anucleados; HM:
hepatdcitos mononucleados; HP hepatdcitos polinucleados; HT: hepatocitos totais; E: estroma; AM: alteragfes
morfolégicas: CK: células de Kupffer. * representam subcategorias do componente hepatocitos totais

Vv (%)
Grupos HA* HM* HP* HT E AM CK
C 77,00 4,46 5,64 87,00 9,04 3,39 0,46
Ccop300 64,96 10,71 5,82 81,48 1281 3,85 1,76
Zy 71,17 6,2 5,42 82,79 12,49 4,14 0,52

Zy/Diclo 73,38 5,37 5,16 83,90 11,63 4,01 0,40
Zy/Cop300 71,85 3,44 5,45 80,74 13,90 4,24 0,97
Zy/Cop600 66,54 9,68 6,00 82,22 11,87 4,99 0,82
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Figura 4 — Graficos com os valores absolutos (A, B, C e D) e nimero de células (E) dos componentes hepaticos.
A. Hepatocitos e suas subcategorias: hepatocitos anucleados, mononucleados e polinucleados. B. Estroma. C.
Alteracdes morfoldgicas. D. Células de Kupffer (volume). E. Células de Kupffer (nimero). Os resultados séo
apresentados como média + erro padrdo. * indica diferenca significativa entre 0s grupos da mesma categoria.

Diferenga significativa quando p < 0,05.
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Na categoria estroma, os grupos Zy/Diclo e Zy/Cop600 apresentaram um volume
aumentado em relacdo ao do Cop300 (Figura 4B). Ja o grupo Zy foi o que teve maior volume
de alteracbes morfoldgicas, com diferenca significativa quando comparado aos grupos
Zy/Cop300 e Zy/Cop600 (Figura 4C), alem de um volume aumentado de células de Kupffer
quando comparado ao grupo Ccop300 (Figura 4D).

O numero de células de Kupffer aumentou em todos os grupos onde houve a indugéo
da artrite quando comparados ao grupo Ccop300, mas apenas 0s grupos Zy e Zy/Cop600

aumentaram em relacdo ao grupo C- (Figura 4E).

Figura 5 - Grafico da analise dos componentes principais dos dados morfométricos e bioguimicos.
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As variaveis morfoldgicas obtidas no presente estudo (8 no total) foram analisadas de
forma multivariada (PCA, anélise dos componentes principais). A Figura 5 apresenta as
correlagfes obtidas. A andlise reduziu a complexidade dos dados em 2 componentes (PC1 e
PC2). No total, esses dois componentes explicaram mais de 77 % da variabilidade dos dados
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(PC1 = 48,66 % e PC2 = 29,05 %). Os grupos Zy e Zy/Diclo mostraram proximidade
sugerindo respostas similares e em comum apresentaram maiores valores para 0 nimero e
volume de células de Kupffer, AST e estroma. Essas variaveis apresentaram alta correlacédo
positiva e foram inversamente correlacionadas a variavel hepatocitos.

A analise de agrupamento (clustering) foi usada como uma técnica de reconhecimento
de padrdes para determinar as relagdes entre 0s grupos. Os grupos Zy/Cop300 e Zy/Cop600
apresentaram elevada similaridade e proximidade ao C- (Figura 6). Em oposicdo, Zy e
Zy/Diclo foram mais similares entre si e distantes dos demais grupos, exceto do tratamento
Ccop300.

Figura 6 — Gréfico da analise de agrupamento (Clustering) dos grupos deste estudo.
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A Figura 7 apresenta um grafico 3D com a relagdo da concentracdo sérica de ALT, o
namero de células de Kupffer e o volume do figado. O tratamento C- caracteriza-se por maior
ALT, menor numero de células de Kupffer e um volume de figado mediano. Todos 0s grupos
com copaiba apresentam um volume do figado relativamente menor que o do grupo C-, sendo
0 Ccop300 mais proximo ao ultimo em relagdo ao numero de células de Kupffer. Os demais
apresentam um valor aumentado desses tipos celulares, sendo os grupos Zy e Zy/Diclo os que

apresentam um maior volume do 6rgao.

Figura 7 — Grafico 3D mostrando a relagéo entre os parametros volume do figado, nimero de células de Kupffer
e niveis séricos de ALT nos grupos analisados.
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DISCUSSAO

No presente estudo, 0o Zy causou alteracdes morfoldgicas e levou a um aumento do
namero de células de Kupffer no tecido hepatico. Apesar do aumento no nimero desses
macrofagos ter acontecido em todos os grupos induzidos a artrite pelo Zy, apenas 0 grupo sem
tratamento (Zy) apresentou alteragdes morfologicas aumentadas, indicando um papel protetor
dos grupos tratados com as diferentes doses de copaiba (300 e 600 mg/kg) ja que estes foram

0s Unicos a apresentar diferenca significativa com o grupo Zy nessa categoria. Os niveis de
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ALT se mostraram elevados apenas nos grupos Zy/Cop300 e Zy/Cop600, o ultimo
apresentando também um aumento de volume do estroma.

O figado executa funcdes fundamentais para o organismo, como desintoxicacao e
filtragem de micro-organismos, motivo pelo qual apresenta a maior quantidade proporcional
de macrofagos em relacdo a todos os 6rgdos sélidos do corpo humano (GUILLIAMS et al.,
2016). Dentre os diferentes tipos celulares com capacidade fagocitaria presentes no tecido
hepatico, o destaque vai para as células de Kupffer que, por residirem dentro do Iimen dos
sinusoides hepaticos, possuem um papel chave na remocdo de micro-organismos, toxinas e
restos metabolicos que chegam ao figado via veia porta (trato intestinal) e via artérias
hepaticas (circulacdo sanguinea) (FOX; THOMAS; BROITMAN, 1987; YAN; LI; LI, 2014).

Além de sua atuagdo como fagodcitos profissionais no “clearence” dos sinusoides
hepaticos, as células de Kupffer também atuam na manutencao da tolerancia imunolégica, da
integridade e da homeostase tecidual (JENNE; KUBES, 2013; OKABE; MEDZHITOV,
2016; VAROL; MILDNER; JUNG, 2015). Essa gama de atuacdes s6 € possivel devido a
expressao de diversos receptores de membrana, incluindo receptores Toll-like (TRLs),
receptores scavengers (SR), receptores do Complemento (C3aR e Cb5aR), entre
outros.(DECKER, 1990; JENNE; KUBES, 2013; KRENKEL; TACKE, 2017; LOEGERING,
1986; SU, 2002).

No presente estudo, todos 0s grupos experimentais onde houve inducdo da AR pelo Zy
apresentaram aumento do nimero de células de Kupffer. Varios trabalhos ja demonstraram
que o Zy leva a uma hiperplasia destes tipos celulares no figado (BOUWENS; KNOOK;
WISSE, 1986; C DIESSELHOFF-DEN DULK; CROFTON; VAN FURTH, 1979), sendo
esta uma caracteristica proeminente de qualquer tipo de lesdo hepéatica (KARLMARK et al.,
2009).

Ademais, o grupo experimental Zy foi o que apresentou o maior volume de alteragdes
morfologicas no figado. Estudos mostram que esse dano € causado por um processo
inflamatdrio iniciado pela ativacdo de macrofagos, incluindo as células de Kupffer, pelo Zy
principalmente via receptor dectina-1 (BROWN et al., 2003), mas ndo exclusivamente
(GANTNER et al., 2003). Isso gera um aumento da producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que, por sua vez, leva a ativacdo de vias de sinalizagdo como a MAPK e NF-«xB
(ALLEN; TRESINI, 2000) e consequente aumento da expressao de quimiocinas e citocinas
inflamatdrias. Adicionalmente, o estudo de Ahmad et al. (2018) demonstrou que uma

sobrecarga fagocitaria nas mesmas causada pelo Zy resulta numa expressdo génica aumentada
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de moléculas de adesdo “positivas” como ICAM-1 e VCAM-1 no figado, resultando no
influxo aumento de neutrofilos na area porta do 6rgéo.

De modo geral, os mecanismos comentados acima representam alguns dos fatores
responsaveis pela acao inflamatdria do Zy e seu consequente envolvimento na patogénese de
diversos 6rgdos, incluindo figado (GALUPPO et al., 2010; HONG et al., 2016; MONROE et
al., 2016). Isso nos leva a crer que as alteracdes morfoldgicas vistas no grupo Zy se deu
principalmente pelo aumento do numero das células de Kupffer e pelo influxo de células
imunes, como por exemplo neutréfilos, o que levou ao aumento da liberacdo espécies reativas
(ROS e RNS) e de enzimas no figado, resultando assim em dano tecidual causado tanto por
um estresse oxidativo quanto pelo processo inflamatorio, respectivamente.

Apesar de também apresentarem um aumento do numero de macréfagos, 0s grupos
Zy/Cop300 e Zy/Cop600 ndo mostraram diferenca significativa com 0s grupos controles em
relacdo ao volume de alteracdes morfoldgicas, o que nos leva a crer que, no presente estudo, o
6leo de copaiba reverteu o dano hepatico induzido pelo Zy.

Isso provavelmente se deu pela acdo anti-inflamatéria da copaiba, ja bem
documentada na literatura. Basile et al. (1988) demonstrou que esta acdo esta relaciona a uma
diminuicdo da permeabilidade vascular, resultando na diminui¢do do influxo de células
imunes. Ja o trabalho de Castro Ghizoni et al. (2017) mostrou que o 6leo de copaiba nédo
somente levou a uma diminuicdo da glicolise, mas também do estresse oxidativo no tecido
hepatico.

Tendo em vista que as células de Kupffer sdo macrofagos, deve-se levar em
consideracao sua ja conhecida polarizacdo entre os perfis M1 (pro-inflamatério) e M2 (reparo
tecidual e imunomodulacdo). Estudos demonstram que esta mudanca estd intimamente
relacionada & alteracdes metabdlicas, com um metabolismo glicolitico para o perfil M1 e um
metabolismo oxidativo para o perfil M2 (GALVAN-PENA; O’NEILL, 2014).

Com isso, pode-se supor que apesar do numero aumentado das células de Kupffer no
figado, a copaiba esta tendo uma acdo anti-inflamatoria ao atuar numa possivel polarizagdo
deste tipo celular para um perfil M2, numa diminuigdo do estresse oxidativo e do influxo de
célula inflamatdrias, os principais responsaveis pela inflamacdo causada pelo Zy, inibindo
assim o dano tecidual causado pelo mesmo. Contudo, para confirmacdo desses dados sé@o
necessarios alguns testes adicionais como a dosagem de citocinas, analise do estresse
oxidativo (niveis de NO, ROS e RNS) e do perfil metabdlico das células de Kuppfer (glicélise

e B-oxidagéo).
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Em contra partida, o grupo Zy ndo apresentou aumento dos niveis séricos de ALT,
sendo 0s grupos Zy/Cop300 e Zy/Cop600 os unicos com tal elevacdo. Apesar disso, é
importante salientar que essa diferenca significativa foi resultado da comparagdo dos niveis
séricos nos tempos 24 e 96 horas dos respectivos grupos, e que a mesma se encontra dentro
dos limites dos valores de referéncia para a enzima em BALB/c disponiveis na literatura
(BARBOSA et al., 2017; SPINELLI et al., 2012). Somando-se ao fato de que ndo houve
diferenca dos niveis de ALT dos dois grupos com o grupo C- as 96 horas, periodo de elevagéo
dos niveis séricos da enzima em lesdes hepaticas agudas, estes devem ser desconsiderados
como parametro para determinacdo de dano hepético, fato corroborado pela diminuicdo de
alterac6es morfoldgicas em ambos 0s grupos, 0s Unicos a apresentarem diferenca significativa
com o grupo Zy. Esse resultado estd de acordo com trabalhos como o de Botelho et al. (2011)
e Brito et al. (2000b), onde doses orais de copaiba ndo resultaram em alteracdes
histopatolégicas no figado.

Além disso, 0 grupo Zy/Cop600 apresentou estroma aumentado. O trabalho de
Estevao et al. (2009), demonstrou que a copaiba promoveu uma neoangiogénese em retalhos
cutaneos, fato que pode explicar o aumento do volume da categoria ja que esta é um
somatdrio das estruturas ductos, vasos sanguineos e sinusoides.

Sendo assim, pode-se concluir que o modelo de indugdo de AR por Zy teve um efeito
sisttmico, devido ao aumento das alteragdes morfoldgicas no figado, e que o uso oral de
copaiba apresentou uma agdo hepatoprotetora ao reverter os danos causado pelo Zy no tecido

hepaético.
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CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS
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CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

e A estereologia é capaz de detectar minimas alteracbes morfoldgicas nos alvos
investigados;

e O zymosan apresenta um efeito sisttmico no modelo de inducdo experimental de
Artrite Reumatoide;

e O curto tempo de experimentacdo ndo foi suficiente para que houvesse algum
dano substancial no tecido cardiaco pelo zymosan;

e Tanto o zymosan quanto o 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) levam a
um aumento dos niveis sericos de CK-TOTAL;

e O Oleo de copaiba causa um aumento de vacuolizacdo no citoplasma dos
cardiomiocitos;

e O zymosan causa dano hepético caracterizado pelo aumento de alteracdes
morfoldgicas e no numero de células de Kupffer;

e O 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne), quando administrado via oral, é
capaz de reverter os danos hepaticos causados pelo zymosan.

As concluses descritas acima encontram resumidas na Figura 1.

Figura 1 - Representacdo esquematica das conclusdes obtidas sobre a acdo do zymosan e do éleo de copaiba no
presente estudo. Também apresenta uma indagacéo quanto ao papel do aumento da vacuolizagdo causada pelo
6leo de copaiba no tecido cardiaco e evidencia o papel fundamental da utilizacdo do Disector na obtengdo dos
resultados referentes aos dados histologicos no figado.
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Apesar do foco histoldgico do presente estudo, a Figura 2 apresenta 0s possiveis
mecanismos envolvido na atuacdo protetora do 6leo de copaiba no tecido hepatico.

Figura 2 - Representacdo esquematica dos possiveis mecanismos envolvidos na acéo inflamatéria do zymosan e
anti-inflamatdria do 6leo de copaiba no tecido hepatico no presente estudo. Enfoque na polarizagdo das células
de Kupffer e sua atuacgao no processo inflamatério e no reparo tecidual.
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PERSPECTIVAS

1) Futuros estudos devem avaliar o efeito do zymosan a longo prazo no tecido
cardiaco;

2) Associacdo de mais varidveis bioquimicas poderiam ajudar a definir com mais
precisdo os danos aos tecidos tanto pelo zymosan quanto pela copaiba;

3) S&o necessarios estudos que avaliem se a vacuolizagdo no citoplasma dos

cardiomidcitos causada pelo 6leo de copaiba é um mecanismo protetor ou danoso.
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ANEXO | — Parecer do CEUA/INPA

N o’
PRESIDENCIA DA REPUBLICA
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA
ASSESSORIA DE APOIO AOS ORGAOS COLEGIADOS
" COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO E CERTIFICADO SOBRE PROTOCOLOS
DE PESQUISAS NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

i Certificamos que a proposta intitulada "Estereologia da Articulagio
Tibiotarsal de Camundongos induzidos a Artrite e tratados com oéleo de
Copaiba, Copaifera multijuga Hayne (Leguminosae)", registrada com o n°
048/2016. sob a responsabilidade de PRITESH JAYCHAND LALWANI - que
envolve a produgdio, manutengio ou utilizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei N° 11.794. de 8 de outubro de
2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), ¢ foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) do
INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA, em reunido de
26/01/2017.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo 03/01/2017 a 09/01/2019
Espécie/linhagem/racga Camundongo Balb/C

Numero de animais 36
| Peso/Idade 18 — 22g / 8 semanas

Sexo M/F

Origem Biotério Central - INPA

Data de liberagio do Parecer; 30.01.2017

coye-b R Kele
eorge Henrique Rebelo

Presidente CEUA-INPA
PO n. 079/2015
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ANEXO 11 — Protocolo utilizado para o Disector Optico

1. Obtencédo de se¢des grossas (25 pum) em resina pléstica de hidroxietil-metacrilato

(Technovit 7100, Kilzer-Heraues, Alemanha).

2. Armazenamento das se¢des em microtubos para posterior analise.

3. Montagem e coloracdo das segdes.

a.

i

® o ©

Dispor a sec¢do sobre uma gota de 4gua em uma lamina limpa e usar um
pincel de ponta fina para estender a mesma.

Retirar 0 excesso de agua com papel filtro.

Pingar uma gota de corante sobre a secao.

Repetir 0 passo (b).

Adicionar uma gota de agua sobre a se¢do (remocao do excesso de corante)
Repetir o0 passo (b).

Sobrepor uma laminula sobre a secdo e levar a estufa entre 50-60° C até
completa secagem (aproximadamente 30 minutos).

Remover a lamina da estufa, retirar a laminula com cuidado para nao
desgrudar a secdo e proceder a montagem final com a resina adequada
(balsamo sintético, entellan®).

Manter na estufa até completa secagem.

4. Aplicacio do Disector Optico.

a.
b.
C.

Proceder amostragem aleatdria sistematica de campos de vista.

Localizar do primeiro campo a ser analisado (aumento 1000).

Projetar a imagem do sistema de contagem (grid) no campo de vista com o
auxilio de um negastoscopio e um tudo de desenho (cAmara clara). O grid
utilizado é composto por varios “frames” contendo linhas permitas e linhas

proibidas (Figura a seguir).

. Identificar o topo da se¢éo (superficie da secao).

Desprezar os primeiros 5 um da se¢éo (topo da secéo) e aprofundar o campo
visual lentamente utilizando o parafuso micrométrico do microscopio,
checando o avangco no microcator (instrumento acoplado a platina do
microscopio para a detec¢do de movimentos no eixo z).

Proceder a contagem dos nucleos das células de Kupffer que entram ou saem

de foco no interior do “frame” respeitando os limites do mesmo.
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g. Repetir o passo (f) até ser atingida a altura méxima do Disector (nesse estudo
15 pm). Desprezar os Gltimos 5 pm da segao.
h. Aplicar os valores obtidos na equacéo padréo do Disector.

Imagem ilustrativa do sistema de contagem empregado na estimativa do ndmero total de células (Disector
Optico). O sistema ¢ composto por 16 “frames”, cada qual contendo linhas permitas (verdes) e proibidas
(vermelhas). S6 sdo contabilizados os nucleos que entram ou saem de foco no interior do “frame” e que tocam as
linhas verdes (circulos brancos pontilhados), enquanto que os nicleos que tocam as linhas vermelhas (X preto)
sdo desconsiderados. Uma estimativa do nimero total de células pode ser obtido pela multiplicacdo da densidade
numérica obtida (Disector) pelo volume do érgao.




