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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca que afeta principalmente as articulagfes, sendo
atribuida alteracbes patogénicas-chaves a membrana sinovial (MS). Os tratamentos
disponiveis para a doenga sdo eficazes em minimizar os sintomas, mas a sua capacidade em
intervir na progressdo da doenca e destruicdo das articulagcdes ainda é limitada, além de
apresentam inimeros efeitos adversos. Nesse sentido, a administracdo de produtos naturais
tem emergido como uma opgéo. Neste cenario, 0 6leo de copaiba tem sido matéria de varios
estudos visando comprové-las ou adaptd-las a novas terapias. Apesar de amplamente
estudado, a sua acdo em eventos chaves na AR, tais como hiperplasia e ativacdo dos
sinoviocitos, infiltracdo de células imunes e invasdo tecidual necessitam ser elucidadas.
Objetivo: Investigar o efeito do 6leo de copaiba (Copaifera spp.) sobre a morfologia
estrutural e ultraestrutural das articulagcbes de camundongos na artrite aguda induzida por
Zymosan (Zy), em especial sobre a membrana sinovial. Materiais e métodos: Camundongos
Balb/c foram induzidos & AZy por injecéo s.c. de solucdo de Zy a 500ug em pata. Dois grupos
foram destinados a avaliacdo do 6leo, sendo administrados, por via orogastrica (0.g.), 300 e
600 mg/kg. Para comparacdo foram empregados grupos tratados com tratamento
convencional (diclofenaco), sem intervencdo farmacologica (Controle) e tratados apenas com
6leo (Controle Copaiba). Apds 96 horas da injecdo, as patas e tecidos foram removidos para
analise histomorfologica, estereoldgica e por microscopia eletrénica. Resultados: A injecédo
de Zy em pata foi eficaz e desenvolver edema e altera¢cdes morfoldgicas e morfométricas em
pequenas articulagdes (metatarso e falange), dais quais destacam-se hiperplasia da MS, que
resultou no aumento do seu volume e espaco superficial, erosdo dssea e perda de cartilagem,
gue por sua vez, apresentaram volume e superficie reduzida. O 6leo de copaiba demonstrou-se
eficaz em preservar a morfologia e a morfometria da articulagdo e seus componentes,
demonstrando grande similaridade ao controle e tratamento convencional. Contudo, em
relacdo ao edema, mostrou-se eficaz apenas nas primeiras horas (1h e 3h), perdendo sua
capacidade no decorrer da experimentacdo. As MS artriticas apresentaram alteracdes
ultraestruturais classicas, tais como hiperplasia com infiltrado inflamatério, sinoviécitos B
rico com aumento de REr e vacuolos citoplasmaticos, cisternas dilatadas repletas de
ribossomos e processos citoplasmaticos extensos e sinovidcitos A com indmeros vacutolos
citoplasmaticos. O éleo de copaiba conferiu plasticidade aos sinovidcitos, que arranjaram-se
de forma a tornar a membrana impermeével. Conclusdo: O modelo de AZy é eficaz em
desenvolver alteragOes estruturais e ultraestruturais em pequenas articulagdes quando aplicado
em pata por via s.c. O 6leo de copaiba demonstrou-se promissor em conter alteracdes
morfoldgicas e morfométricas impostas pela artrite experimental por Zy, as quais foram
evidenciadas por estereologia e microscopia eletronica. Contudo estudos adicionais sé@o
necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos e ajustar a dose e periodo de
administracdo do produto natural.

Palavras-chaves: Zymosan, estereologia, morfologia, microscopia eletrénica, modelo animal.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a disease that mainly affects the joints, with key pathogenic
alterations being attributed to the synovial membrane (SM). Available treatments for the
disease are effective in minimizing symptoms, but their ability to intervene in disease
progression and joint destruction is still limited, in addition to having numerous adverse
effects. In this sense, the administration of natural products has emerged as an option. In this
scenario, copaiba oil has been the subject of several studies aiming to prove them or adapt
them to new therapies. Although widely studied, its action on key events in RA, such as
hyperplasia and synoviocyte activation, immune cell infiltration and tissue invasion, need to
be elucidated. Objective: To investigate the effect of copaiba oil (Copaifera spp.) on
structural and ultrastructural morphology of joints in mice in acute arthritis induced by
Zymosan (Zy), especially on the synovial membrane. Materials and methods: Balb/c mice
were induced to AZy by s.c. injection of 500ug Zy solution into the paw. Two groups were
destined to the evaluation of the oil, being administered, through the orogastric route (0.g.),
300 and 600 mg/kg. For comparison, groups treated with conventional treatment (diclofenac),
without pharmacological intervention (Control) and treated only with oil (Control Copaiba)
were used. 96 hours after the injection, the paws and tissues were removed for
histomorphological, stereological and electron microscopy analysis. Results: The injection of
Zy in the paw was effective and developed edema and morphological and morphometric
changes in small joints (metatarsal and phalanx), from which UL hyperplasia stands out,
which resulted in an increase in its volume and surface space, bone erosion and cartilage loss,
which in turn, presented reduced volume and surface. Copaiba oil proved to be effective in
preserving the morphology and morphometry of the joint and its components, showing great
similarity to conventional control and treatment. However, in relation to edema, it proved to
be effective only in the first hours (1h and 3h), losing its capacity during the experiment.
Arthritic SD showed classic ultrastructural changes, such as hyperplasia with inflammatory
infiltrate, rich synoviocytes B with increased rER and cytoplasmic vacuoles, dilated cisterns
filled with ribosomes and extensive cytoplasmic processes, and synoviocytes A with
numerous cytoplasmic vacuoles. Copaiba oil conferred plasticity on the synoviocytes, which
arranged themselves in such a way as to make the membrane impermeable. Conclusion: The
AZy model is effective in developing structural and ultrastructural changes in small joints
when applied to the paw via sc Copaiba oil has shown promise in containing morphological
and morphometric changes imposed by experimental arthritis by Zy, which were evidenced
by stereology and electron microscopy. However, additional studies are needed to elucidate
the mechanisms involved and adjust the dose and period of administration of the natural
product.

Keywords: Zymosan, stereology, morphology, electron microscopy, animal model.
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Capitulo 1

Acao anti-inflamatoéria do 6leo de
copaiba em artrite induzida em modelo
animal: uma Revisao Sistematica

ARTIGO CIENTIFICO PUBLICADO NA REVISTA Scientia Amazonia, v. 8, n.1, CB1-CB12, 2019;
Disponivel em: http://scientia-amazonia.org/wp-content/uploads/2018/11/v.8-n.1-CB1-CB12-2019.pdf;
Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org, ISSN:2238.1910 (ANEXO 1)
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ACAO ANTI-INFLAMATORIA DO OLEO DE COP,NAI'BA EM ARTRITE INDUZIDA EM
MODELO ANIMAL: UMA REVISAO SISTEMATICA

RESUMO

O 6leo de copaiba (Copaifera sp.) € usado na medicina alternativa devido as propriedades anti-
inflamatdria, antitumoral e antimicrobiana ja comprovados, tornando-o atrativo para o tratamento
de diversas doencas, como por exemplo a artrite, caracterizada como uma doenca inflamatéria
sisttmica, que acomete 1% da populacdo. Esta revisdo sistematica identificou estudos que
relatassem os efeitos do 6leo de copaiba sobre a inflamacdo em modelos animais de artrite
experimental, a fim de verificar as doses efetivas e toxicas e 0os mecanismos anti-inflamatérios
eficazes. Oitenta e quatro estudos foram encontrados por pesquisa eletronica, que foram triados de
acordo com critérios de inclusdo e exclusdo pré-definidos. A dose efetiva, segura e ndo téxica do
6leo de copaiba necessita ser investigada. Esta revisdo sistemética permitiu concluir que o principal
componente quimico da copaiba que apresenta atividade anti-inflamatoria é o P-cariofileno,
entretanto, 0 mecanismo de acdo necessita ser elucidado. Além disso, a falta de estudos que
abordem o 6leo de copaiba como agente anti-inflamatério na artrite reumatoide € insuficiente para
sustentar o uso efetivo e seguro desse 6leo-resina, sendo necessario mais estudos, tendo em vista 0s
beneficios promissores ja comprovados desse composto medicinal.

Palavras-Chave: eficacia e seguranca, dose toxica, fitoterapico, artrite experimental

Anti-inflammatory action of copaiba oil in animal model-induced arthritis: A Systematic
Review

Copaiba oil (Copaifera sp.) is used in alternative medicine because of the proven anti-
inflammatory, antitumor and antimicrobial properties, making it attractive for the treatment of
several diseases, such as arthritis, characterized as a systemic inflammatory disease, which affects
1% of the population. This systematic review identified studies that reported the effects of copaiba
oil on inflammation in animal models of experimental arthritis in order to verify effective and toxic
doses and effective anti-inflammatory mechanisms. Eighty-four studies were found by electronic
research, which were screened according to pre-defined inclusion and exclusion criteria. The
effective, safe and non-toxic dose of copaiba oil needs to be investigated. This systematic review
allowed us to conclude that the main chemical component of copaiba that has anti-inflammatory
activity is B-caryophyllene, however, the mechanism of action needs to be elucidated. In addition,
the lack of studies addressing copaiba oil as an anti-inflammatory agent in rheumatoid arthritis is
insufficient to support the effective and safe use of this oil-resin, and further studies are needed in
view of the already proven promising benefits of this compound medicinal.

Key-words: efficacy and safety, toxic dose, phytotherapic, experimental arthritis
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1. INTRODUCAO

Artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatéria cronica e autoimune que acomete
aproximadamente 1% da populacdo geral (ALAMANOS; VOULGARI; DROSOS, 2006;
GABRIEL; MICHAUD, 2009; GIBOFSKY, 2012; UHLIG; MOE; KVIEN, 2014). Pode
acarretar em dor, deformidades e incapacitacdo, comprometendo a qualidade de vida do
individuo (SCHETT, 2007). Além disso, também est4d associada a uma alta taxa de
mortalidade, principalmente devido a complica¢des cardiovasculares, e aumento nos custos,
tanto individuais, por impossibilitar o trabalho, como estatais, aumentando os gastos com a
saide (ALAMANOS; VOULGARI; DROSOS, 2006; DE AZEVEDO; FERRAZ;
CICONELLI, 2008; KITAS; GABRIEL, 2011; TOBON; YOUINOU; SARAUX, 2010;
UHLIG; MOE; KVIEN, 2014).

No Brasil, estima-se que a prevaléncia desta doenca seja de 0,2 a 1% (MARQUES
NETO, JF;, GONGCALVES, ET; LANGEN, LF; CUNHA, MF; RADOMINSKI, S;
OLIVEIRA, SM; CURY, SE; MEDEIROS, F; SAMPAIO, 1993; SATO et al., 1990). Na
regido Norte do Brasil sdo encontrados poucos registros epidemiolédgicos sobre a AR, no qual
apenas um estudo, realizado em Belém, relata a prevaléncia dessa doenca, que demonstra que
a AR acomete 1% da populacdo (MARQUES NETO, JF; GONCALVES, ET; LANGEN, LF;
CUNHA, MF; RADOMINSKI, S; OLIVEIRA, SM; CURY, SE; MEDEIROS, F; SAMPAIO,
1993). Apesar de ndo haver estudos abrangentes para a regido Norte, o Sistema de
Informacdes Hospitalares do SUS (SIH/SUS), do Ministério da Saude demonstra que
aproximadamente 1.474 mil internacdes em hospitais do SUS, devido a AR e outras
poliartrites (M05-M14 da CID-10), ocorreram na regido Norte durante um periodo de 12
meses (dezembro de 2016 a novembro de 2017). A mesma fonte demonstrou que para o
estado do Amazonas ocorreram, aproximadamente, 101 internacGes para 0 mesmo periodo
(MINISTERIO DA SAUDE - SISTEMA DE INFORMACOES HOSPITALARES DO SUS
(SIH/SUS), 2017).

O tratamento de primeira escolha para AR consiste na administracdo de medicamentos
modificadores do curso da doenca (DMARDs, disease modifying anti-rheumatic drugs)
associado ou ndo a glicocorticoides de curto prazo (SMOLEN et al., 2017). Além desses,
agentes sintomaticos, como os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) também s&o
frequentemente administrados por aliviar a dor e o inchaco, embora tenha diminuido o
interesse por esses medicamentos por ndo modificarem o curso da doenca (CROFFORD,

2013), o que atualmente é o atributo fundamental de todas as drogas modernas e estratégias
14



de tratamento, pois inibem o dano estrutural a cartilagem e ao 0sso, reduzindo o
comprometimento da funcéo fisica, melhorando a qualidade de vida e capacidade social e de
trabalho (SMOLEN et al., 2017).

Apesar da variedade de agentes eficazes disponiveis (SMOLEN et al., 2014a), as
opcOes terapéuticas para AR apresentam inumeras limitagcdes, que incluem alto custo e
toxicidade grave (SMOLEN et al., 2017), como relatado para o Metotrexato (MTX), um
DMARD sintético, que pode resultar em efeitos adversos potencialmente graves,
principalmente de forma dose-dependente, que incluem a toxicidade hepatica, insuficiéncia
renal e citopenia grave (CIPRIANI et al., 2014; SALLIOT; VAN DER HEIJDE, 2008). Os
AINEs tradicionais, como o ibuprofeno, o naproxeno e o diclofenaco também apresentam
desvantagens toxicologicas, principalmente por inibirem a via da ciclooxigenase (COX),
podendo ocasionar eventos gastrointestinais e hepaticos, além de afetar a coagulacao,
interferir na circulagdo sanguinea renal e resultar em problemas cardiovasculares
principalmente quando administrados em grandes quantidades (>2045mg para ibuprofeno)
durante um longo periodo de tempo (risco progressivamente maior para o periodo de 6 a 30
meses) (NISSEN et al., 2016; OLIVEIRA; LYRA; ESTEVES, 2013; SCHEIMAN, 2016).
Além disso, os AINEs, quando administrados concomitantemente com MTX inibem a
eliminacdo desse DMARD, elevando as concentragdes sistémicas, consequentemente,
exacerbando a sua toxicidade (LEVEQUE et al., 2011; NOZAKI et al., 2007; THYSS et al.,
1986).

Para minimizar essa problematica, varias terapias adjuvantes tém sido propostas como
alternativa contra a AR, tal como a inclusdo de nutrientes classificados como nutracéuticos ou
farmaconutrientes e medicamentos fitoterapicos, que tém sido utilizados como modificadores
da resposta biologica exercendo agdes antioxidantes, agdes anti-inflamatorias e minimizando
acOes pro-inflamatorias (VASCONCELOS, 2013).

O uso de plantas e ervas para o alivio de sintomas e enfermidades pelo homem é feito
desde os primdrdios da humanidade (CAMERON; GAGNIER; CHRUBASIK, 2011). Nesse
contexto, dados da Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) destacam que até 80% da
populacdo mundial utiliza plantas medicinas para cuidados com a salde. Entretanto, é
fundamental estabelecer a seguranca, eficacia e controle de qualidade de plantas medicinais e
assim evitar efeitos toxicoldgicos e demais consequéncias (FIGUEREDO; GURGEL;
GURGEL JUNIOR, 2014).

Inumeras plantas medicinais tém sido indicadas para o tratamento de AR, como

exemplo, o fitoterapico Arpynflan®, produzido pela Natulab, que foi aprovado para ser
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comercializado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2013 (Registro
ANVISA n° 138410057). Esse farmaco é um anti-inflamatério natural produzido a partir do
extrato da raiz de Harpagophytum procumbens (pertencente a familia Pedaliaceae e conhecida
popularmente como Garra-do-diabo), sendo recomendado para casos de quadros reumaticos,
acompanhados de dor, como artrite, artrose e lombalgia e ja esta disponivel no Sistema Unico
de Satde (SUS) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013).

Além do fitoterapico Arpynflan®, varios outros medicamentos naturais com efeito
anti-inflamatorio tém sido propostos, entre eles 0 Omega-3, derivado de 6éleos de peixe ou de
krill antartico (Euphausia superba, pequeno crustdceo semelhante ao camardo, encontrado nas
aguas frias do oceano Antartico) (CURTIS et al., 2000, 2002; NICOL; FOSTER;
KAWAGUCHI, 2012), Curcumina (pigmento que faz parte do componente ativo do acafrdo-
da-india, também conhecido como Clrcuma longa, a qual consiste em uma planta herbacea,
pertencente a familia Zingiberaceae) (VILELA; ARTUR, 2008; YANG; WANG, 1993),
acidos boswellicos (presente em extrato de resina de Boswellia serrata, um incenso indiano
pertencente a familia Burseraceae) (AMMON, 2006; SAFAYHI et al., 1992), Resveratrol
(uma fitoalexina encontrada em muitas plantas, incluindo uvas, amendoins e bagas)
(BERMAN et al., 2017; ELMALLI et al., 2007), e alguns 6leos essenciais como o 6leo de
copaiba (KOBAYASHI et al., 2011a; PAIVA et al., 2004; VEIGA et al., 2007).

O oleo de copaiba, obtido a partir da casca do caule da arvore copaibeira (Copaifera
langsdorffii, pertencente a familia Fabaceae Caesalpinioidae), € muito conhecido por suas
propriedades anti-inflamatdrias, analgésicas, bactericidas e cicatrizantes (MARTINS-DA-
SILVA; PEREIRA; LIMA, 2008). Essa planta tem sido alvo de vérios estudos que buscam
comprovar a eficacia das suas propriedades baseados no dito popular. Apesar de muitos
estudos ja terem comprovado a eficacia de algumas dessas propriedades, esse composto ainda
é alvo de pesquisa para diversas enfermidades, tais como processos inflamatérios cronicos e
autoimunidade (AMILIA DESTRYANA et al., 2014; BASILE et al., 1988; DE LIMA SILVA
et al., 2009; GELMINI et al., 2013; KOBAYASHI et al., 2011a; VEIGA et al., 2007).

O oleo de copaiba é constituido predominantemente de sesquiterpenos e diterpenos, e
até agora foram descritos mais de 40 sesquiterpenos e 28 diterpenos (VEIGA et al., 2007)
(TAPPIN et al., 2004; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). O principal sesquiterpeno encontrado
no oOleo de diferentes espécies de Copaifera sp. sdo o B-cariofileno seguido do a-humuleno,
do a-bergamoteno e do d-cadineno. A composi¢do dos diterpenos varia de acordo com as
espeécies (VEIGA et al., 2007), e o acido copalico foi o Unico diterpeno encontrado em todos

os 0leos analisados (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).
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A comercializacdo de novos medicamentos, sejam eles sintéticos ou fitoterdpicos,
deve ser testado previamente a uma série de etapas pré-clinicas, as quais incluem estudos in
vitro e animal, e clinica, que por sua vez inclui pesquisa em humanos, mas essa Ultima sé é
contemplada se as fases iniciais forem satisfatorias. As etapas de pesquisa tém como objetivo
principal verificar e garantir a seguranca, eficacia e controle de qualidade da droga em
pesquisa, sendo assim, é essencial realizar inicialmente testes laboratoriais para assegurar o
sujeito da pesquisa (R1ZZO; CAMARGO, 2013).

Vaérios estudos sobre AR tém sido realizados com intuito de compreender a dindmica
do processo inflamatério e a instalacdo da doenga, cujo objetivo principal é desenvolver
novos farmacos, sejam eles sintéticos ou naturais (OLSEN; STEIN, 2004; SMOLEN et al.,
2007, 2014b). Nesse contexto, muitas dessas pesquisas tém sido realizadas em modelos
animais, cujo processo patoldgico é induzido de forma experimental, 0s quais geralmente
manifestam respostas inflamatorias similares a artrite reumatoide do humano. Entre os
indutores de artrite experimental, os mais comumente utilizados estdo o zymosan (Zy),
antigenos, colageno entre outros (DENG, 2014; GEGOUT et al., 1994; ROCHA et al., 1999).

Com isso, 0 objetivo desta reviséo foi identificar estudos que relatassem os efeitos do
6leo de copaiba sobre a inflamacdo em modelos animais de artrite experimental, a fim de

verificar as doses efetivas e toxicas e mecanismos anti-inflamatdrios eficazes.

2. METODOLOGIA

2.1 Estratégia de pesquisa

Uma pesquisa eletrénica foi realizada nas bases de dados PubMed, Web of Science e
Scielo realizada utilizando as combina¢des de termos de pesquisa: “Copaifera” and “anti-
inflammatory”. Os limites colocados incluiram publicagdes em inglés e estudos de

experimentacao animal.

2.2 Critérios de Incluséo

Inicialmente, a busca pelos estudos incluiu aqueles que abordassem experimentacao
animal referente ao uso do dleo de copaiba para intervengdes no processo inflamatério. Apds

a pesquisa eletronica dos artigos foi realizada uma triagem para selecionar estudos que
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abordassem a temaética em modelos de artrite experimental. Todos 0s ensaios pré-clinicos
(experimentacdo animal) foram considerados.

O intervalo de tempo para inclusdo dos estudos foi de agosto a outubro de 2017.

2.3 Critérios de Exclusao

Estudos que relataram inflamacfes ndo relacionadas a artrite experimental, e que

abordavam outros componentes quimicos que ndo fossem o 6leo de copaiba.

2.4 Selecdo de estudos

Dois dos autores deste manuscrito fizeram a triagem e selecionaram todos 0s resumos
e titulos de estudos identificados pela estratégia de busca para incluséo e adequagdo com base
nos critérios de selecdo. Cada estudo foi avaliado de forma independente pelos autores. Se
necessario, o texto completo do artigo foi obtido para uma avaliacdo posterior para determinar
se 0 teste atendia aos critérios pré-estabelecidos.

Se nenhum consenso foi alcangado em relacdo aos critérios pré-estabelecidos de

qualquer estudo individual, uma terceira autora fez uma deciséo de consenso final.

2.5 Extracdo de dados

A extracdo de dados foi realizada por dois autores de forma independente, usando uma
forma padrdo. A informacdo obtida de todos os estudos incluidos foi: data e pais de
publicacao, localizacdo do estudo, desenho do estudo, tamanho da amostra, modelo de artrite,
intervencdo e resultados. Todas as discrepancias foram resolvidas por ambos os autores apds

uma revisao dos estudos.

3. RESULTADOS

O processo de selecdo do estudo é resumido na Figura 1. A pesquisa identificou 84
artigos publicados; 18 artigos preencheram os critérios de inclusdo para leitura dos resumos.
Dezessete artigos foram excluidos por ndo apresentarem a tematica proposta. Ao final da

triagem, um estudo preencheu os critérios de incluséo e foi elegivel para esta revisao.
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Figura. 1 — Diagrama PRISMA mostrando a sele¢do de artigos para revisdo

3.1 Caracteristica do estudo incluido

O estudo incluido trata-se de experimentacdo animal (Pré-clinico) com controle, aleatorizado,
que descreveu intervengdes para a inflamagdo em ratos artriticos e ndo artriticos (Quadro 1). O ensaio
incluiu 63 animais que foram randomizados em nove grupos. O estudo foi realizado no Estado do
Para, Brasil (CASTRO GHIZONI et al., 2017).
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Quadro 1 — Dados do estudo incluido na revisao sistematica

AUtor/Ano..........ccoeue.n.l
Tipo de estudo..............

Objetivo......cccoevvvres:

Modelo de estudo.........:

Tamanho amostral (n):

Controles........ccocvveennn

Tratamentos.................

Design experimental....:

indice artritico..............

Principais conclusGes...:

CASTRO GHIZONI, Cristiane V. et al., 2017
Controle, aleatorizado, Pré-clinico (animal)

Investigar as acdes anti-inflamatorias e antioxidantes do 6leo de copaiba (Copaifera
reticulata) sobre a inflamagéo sistémica, o estado oxidativo e o metabolismo dos
hepatdcitos de ratos com artrite induzida por adjuvante de Freund (Mycobacterium
tuberculosis).

Ratos Holtzman machos, 170-180 g (50 dias de idade), induzidos a um modelo
severo de artrite experimental (poliartrite) por adjuvante de Freund (500ug), com
resposta inflamatoria generalizada (sistémica) por 18 dias ap6s indugdo da artrite
(crénico)

63 ratos Holtzman (randomizados em 9 grupos)
— Controle negativo: Solucéo salina (n=7) e Oleo de milho (n=7)

— Controle positivo: Ratos artriticos tratados com ibuprofeno na dose de 30 gkg™
(n=7)

— Controles tratados: 6leo de copaiba nas doses de 0,58 (n=7) e 1,15 (n=7) g-kg*

— Ratos artriticos com solucéo salina (n=7)

— Ratos artriticos com 6leo de milho (n=7)

— Ratos artriticas tratados com 6leo de copaiba nas doses de 0,58 e 1,15 g-kg*; (n=7)

Os animais foram tratados uma vez por dia pela manhd por administracdo oral
(gavagem) de 6leo de copaiba, 6leo de milho, solucéo salina ou ibuprofeno durante 5
dias antes da inducdo da artrite e por mais 18 dias.

Pardmetros inflamatérios — volume da pata e aparéncia e gravidade das lesbes
secundarias na cauda e na orelha (pontuagdo artritica 0 a 5) — previamente definidas
(BRACHT et al., 2012) foram utilizados para determinar o indice artritico.

— Os animais induzidos a artrite experimental por adjuvantes de Freund
desenvolveram poliartrite, sendo confirmada por critérios pré-estabelecidos para
indice artritico.

— O 6leo de copaiba apresentou acdes sistémicas anti-inflamatorias (reducdo do
edema de pata, do inchaco das adrenais e os dos ganglios linfaticos e da atividade da
mieloperoxidase plasmatica) e antioxidantes (anulou os aumentos de grupos
proteicos de carbonilo e espécies reativas de oxigénio no figado) em ratos artriticos.
Contudo, observou-se modificacfes prejudiciais no metabolismo (reducdo da
glicogendlise e glicélise hepatica) e morfologia dos hepatocitos (dilatagao
sinusoidal, distor¢do da arquitetura normal de hepatécitos, perda de disposicdo em
cordas e maior presenca de células de Kupffer).

4. DISCUSSAO

Esta revisdo sistematica destacou um estudo que avaliou a acdo anti-inflamatéria do

6leo de copaiba sobre a artrite experimental, o qual demonstrou que acdo anti-inflamatéria
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desse fitoterapico foi parcialmente efetiva em ratos artriticos, pois apesar de ter reduzido o
edema da pata, ndo foi capaz de minimizar as lesbes secundarias decorrente de artrite na
cauda e nas orelhas (CASTRO GHIZONI et al., 2017). Esse resultado pode ser atribuido ao
uso de um modelo classico de artrite de maior gravidade, denominada de poliartrite, a qual é
induzida por altas doses de adjuvante completo de Freund (ARAB; EL-SAWALHI, 2013;
BENDELE et al., 1999; BRACHT et al., 2016; DONALDSON; SECKL; MCQUEEN, 1993;
PEARSON; WOOD, 1963), tendo em vista que a acdo anti-inflamatdria do 6leo de copaiba ja
foi comprovada em estudos que utilizaram outros modelos experimentais, tal como
demonstrado por Basile et al. (1988), que verificaram que esse Oleo-resina inibiu
significativamente o edema de pata, assim como reduziu a permeabilidade vascular e a
formacdo de granuloma em ratos Wistar induzidos a artrite por carragenina, portanto,
comprovando assim a acdo anti-inflamatdria desse fitoterapico.

Outros estudos também ja comprovaram o potencial anti-inflamatério do 6leo de
copaiba em ensaios in vitro e in vivo, entre esses destacam-se alguns realizados em modelo de
isquemia de reperfusdo, no qual foi comprovado efeitos anti-inflamatérios bem como a
reducdo de lesGes em pele de ratos Wistar (DE LIMA SILVA et al., 2009), reducdo de
citocinas pro-inflamatorias em cultura de celulas (macréfagos) (AMILIA DESTRYANA et
al., 2014; GELMINI et al.,, 2013), em modelo de pleurisia induzida em ratos Wistar
(KOBAYASHI et al., 2011a) e em pleurisia induzida por Zy em camundongos Swiss (VEIGA
et al., 2007).

A artrite adjuvante em ratos, assim como a artrite reumatoide em humanos, consiste
em uma imunopatologia que pode apresentar diferentes graus de lesdo, variando entre
monoartrite e poliartrite (ARAB; EL-SAWALHI, 2013; BENDELE et al., 1999;
DONALDSON; SECKL; MCQUEEN, 1993; PEARSON; WOOD, 1959, 1963). A
monoartrite é caracterizada como uma forma de artrite mais leve por apresentar efeitos
sisttmicos menores, afetando apenas uma articulagdo cuja inducdo é realizada com uma
menor dose de adjuvante (1,0 mg/mL™ de Mycobacterium tuberculosis inativada) (BRACHT
et al., 2012). J& a poliartrite, que por sua vez é induzida por altas doses de adjuvante (5,0
mg/mL? de M. tuberculosis inativada), que compartilha muitas caracteristicas da artrite
reumatoide em seres humanos, com resposta inflamatéria forte e generalizada, afetando
multiplas articulagcdes (cinco ou mais articulagBes), caquexia e envolvimento sistémico
(ARAB; EL-SAWALHI, 2013; BENDELE et al., 1999; BRACHT et al.,, 2016, 2012;
DONALDSON; SECKL; MCQUEEN, 1993; PEARSON; WOOD, 1959, 1963).
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O uso de fitoterapicos utilizados para complementar e auxiliar no tratamento de
doencgas reumaticas, como a artrite, vem sendo amplamente empregado, principalmente
devido aos seus efeitos anti-inflamatorios (DA ROSA; MACHADO, 2007; SINGH; FURST;
BHARAT, 2012; SOEKEN; MILLER; ERNST, 2003). Com isso, 0 numero de estudos em
relacdo a essa temética vem aumentando cada vez mais. Dentre as plantas comumente
utilizadas para o tratamento de artrite estdo Oenothera biennis (Oleo de primula) da familia
botanica das Onagraceae (AL-OKBI, 2014; CAMERON; GAGNIER; CHRUBASIK, 2011,
GELMINI et al., 2013; VASILJEVIC et al., 2016), Ribes nigrum L. (6leo de groselha negra)
pertencente a familia das Glossulariaceae (ARNOLD et al., 2015; LEVENTHAL; BOYCE;
ZURIER, 1994), Borago officinalis L. (6leo de borragem), planta herbacea da familia
Boraginaceae (AL-KHAMEES et al., 2011; ASADI-SAMANI; BAHMANI; RAFIEIAN-
KOPAEI, 2014; ZURIER et al., 1996), Salix spp. (casca do salgueiro) na familia Salicaceae
(BIEGERT et al., 2004; BONATERRA et al., 2010; WOOD, 2015), Tripterygium wilfordii
Hook F. (TwHF), Unica espécie do género monotipico Tripterygium, pertencente a familia de
Celastraceas (CIBERE et al., 2003; JIANG et al.,, 2017; WANG et al., 2017), Uncaria
tomentosa (Extrato de unha de gato) da familia botanica Rubiaceae (CASTILHOS et al.,
2015; MUR et al., 2002) e Tanacetum parthenium (Extrato de tanaceto) pertencente a familia
Asteraceae (PAREEK etal., 2011; PATTRICK; HEPTINSTALL; DOHERTY, 1989).

Da Rosa e Machado (2007) em uma revisdo de literatura sobre o uso de plantas
medicinais para o tratamento de doencgas reumaticas e Del Grossi Moura et al. (2017) em uma
revisdo sistematica sobre o tratamento de osteoartrites por plantas medicinais citaram diversos
fitoterapicos para o tratamento de doengas reumaéticas, contudo o uso do 6leo de copaiba ndo
foi incluido, o que corrobora com os achados deste manuscrito.

Os efeitos anti-inflamatorios dos diferentes fitoterapicos usados para o tratamento de
doencas reumaticas sao atribuidos a diversos componentes quimicos, o que varia de acordo
com a planta empregada, tais como o acido gamolénico (semente oleosa da primula) (AL-
OKBI, 2014; CAMERON; GAGNIER; CHRUBASIK, 2011; GELMINI et al.,, 2013;
VASILJEVIC et al.,, 2016), salicina (casca do salgueiro) (BIEGERT et al., 2004;
BONATERRA et al., 2010; WOOD, 2015), triptolideo e o tripdiolideo (TwHF) (CIBERE et
al., 2003; JIANG et al., 2017; WANG et al., 2017), alcal6ides oxindolicos (Unha de gato)
(CASTILHOS et al., 2015; MUR et al., 2002) e partenolideo (Extrato de tanaceto) (PAREEK
etal.,, 2011; PATTRICK; HEPTINSTALL; DOHERTY, 1989).

O componente do 6leo de copaiba responsavel pelo efeito anti-inflamatério ainda nao

foi definitivamente confirmado, mas varios estudos conferem essa atividade principalmente
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ao B-cariofileno (CALLEJA et al., 2013; LEANDRO et al., 2012; VEIGA et al., 2007).
Igualmente, o mecanismo anti-inflamatério do 6leo de copaiba ainda ndo foi comprovado
adequadamente, contudo, Gelmini et al. (2013) analisando a acdo dos componentes quimicos
do 6leo de copaiba sob a secrecdo de citocinas, demonstrou que h& uma inibicdo da
translocacdo do complexo proteico NF-kB do citossol para o nucleo, resultando na inibigdo da
expressao e liberacdo de citocinas pré-inflamatorias.

Os efeitos terapéuticos, assim como toxicos, do 6leo de copaiba variam de acordo com
a dose empregada. Nos estudos de Castro Ghizoni et al. (2017), ambas as doses (580 mg/kg e
1.150 mg/kg) utilizadas apresentaram-se parcialmente efetivas como um anti-inflamatério,
entretanto a dose maior também foi toxica ao figado. Esses resultados contradizem estudos
anteriores sobre dose toxica do 6leo de copaiba, 0s quais sugerem que seja superior a 2.000
mg/kg, e que portanto, doses inferiores a essa concentracdo sdo seguras para uso terapéutico
(BASILE et al., 1988; SACHETTI et al., 2009).

A discrepancia dos estudos sobre dose téxica do 6leo de copaiba pode ser justificada
pelo fato de que os diferentes autores, ao estimarem a toxicidade aguda (DLso, dose letal
mediana) do oOleo-resina de copaiba elegeram como critérios de avaliacdo apenas alteracdes
comportamentais ou 6bito dos animais estudados. Em contraste, Castro Ghizoni et al. (2017)
apesar de ndo ter realizado o teste de toxicidade, verificou por analises bioquimicas e
histopatoldgicas, que as doses empregadas modificou a morfologia e o funcionamento dos
hepatdcitos, e que por esse motivo o considerou toxicas a essas células.

Sachetti et al. (2009), além de determinar a DLso em ratos ap6s administracdo oral do
6leo de copaiba, adicionalmente, conduziu uma avalia¢do preliminar do potencial neurotdxico
do oleo-resina nesses animais, o qual testou doses consecutivas de 300 mg/kg e 2000 mg/kg.
Nesse estudo, os resultados de toxicidade aguda demonstraram que a administracdo do 0leo-
resina de copaiba ndo causou mortalidade e/ou morbidade até a dose testada de 2000 mg/kg e
foi categorizada como "categoria 5", ou seja, toxicidade letal aguda maior que 2000 mg/kg.
Além disso, também ndo foram verificados efeitos neurotdxicos nas doses testadas.

Um teste de toxicidade oral aguda do Oleo de copaiba também foi realizado por
Teixeira et al. (2017) que seguiu o Guia 425/2008 da Organizacdo de Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico (OCDE), no qual a estimativa da DLso foi baseada usando o
método de teste limite (OECD, 2008). Nesse estudo a dose estabelecida foi de 200 mg/kg/dia,
que demonstrou ser de baixa toxicidade e efetiva para modulagao da resposta inflamatoria.

A genotoxicidade do 6leo de copaiba também foi analisada nos estudos de Alves et al.

(2017), que por meio do teste do micronucleo do sangue periférico e o ensaio do cometa,
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verificou que a dose de 400 mg/kg, causou danos no DNA dos hepatdcitos de camundongos
Swiss do sexo masculino. Corroborando com os dados sobre o uso de doses mais baixas em
relacdo a dose utilizada por Castro Ghizoni et al. (2017), Basile et al. (1988) estimou o valor
DLso do 6leo de copaiba em 379 mg/kg (321- 447) em ratos, como ndo toxica e efetiva.

Portanto, apesar de haver estudos que demonstraram as doses entre 200 e 2000 mg/kg
como sendo ndo toxica, os dados corroboram com a necessidade de que as doses empregadas
sejam determinadas com cautela, sendo necessaria mais investigacdes para estipular uma dose
segura (CASTRO GHIZONI et al., 2017; SACHETTI et al., 2009).

5. CONCLUSAO

A presente revisdo sistematica detectou a caréncia de informacgfes experimentais
envolvendo a aplicagdo do 06leo essencial de copaiba e sua agdo na artrite induzida em ratos.
Tais informacdes sdo necessarias, pois se trata de um composto amplamente utilizado por
populacdes nativas da Amazonia e, além disso, bem recebida e empregada no primeiro mundo
como analgésico, bactericida e anti-inflamatorio para uma variedade de sintomas. A validagao
do 6leo de copaiba como tratamento efetivo contra a AR poderia aliviar os pacientes dos
danosos efeitos colaterais das drogas atualmente preconizadas pelas agéncias publicas de
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O efeito do 6leo de copaiba (Copaifera
spp.) sobre a morfologia das
articulacoes de camundongos na artrite
aguda induzida por Zymosan
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RESUMO

A acdo do 6leo de copaiba como um agente anti-inflamatério € amplamente difundida na
literatura, principalmente em modelos animais. Contudo os seus efeitos especificamente sobre
as alteracOes em articulaces artriticas, tais como a hiperplasia dos sinovidcitos, infiltracdo de
células imunes e invasdo tecidual necessitam serem elucidadas. Objetivo: Investigar o efeito
do 6leo de copaiba (Copaifera spp.) sobre a morfologia da articulacdo interfalangeana
proximal (IFP) em camundongos na inflamacdo aguda induzida por Zymosan (Zy). Materiais
e métodos: Trinta e seis camundongos BALB/c, fémeas, foram divididos em seis grupos
(n=6). Desses, quatro grupos foram submetidos a artrite induzida por Zymosan (AZy), ao
inocular 25uL da solugéo (500g) na pata esquerda, por via s.c. Aos outros dois grupos foram
aplicados salina na pata. Os grupos também distinguiram-se pelo tratamento orogastrico (0.9.)
(gavagem) prévio (30 minutos antes da inducdo), sendo os grupos “Cop300 ¢ Cop600”
administrados 6leo de copaiba nas concentracdes de 300 g/kg e 600 g/kg, respectivamente, 0
grupo “Diclo” com farmaco padrdo (diclofenaco a 100 mg/kg) (Diclo) e o “Artritico” com
solucdo salina. Ainda, aos dois grupos ndo induzidos a AZy, “Controle” e “CCop”, foram
administrados salina e 6leo de copaiba a 300 mg/k (CCop), respectivamente. Durante o
periodo de experimentacdo os animais foram avaliados quanto ao peso corporeo e volume da
pata (por paquimetro digital). Findado o periodo de 96 horas (apds inoculacdo de Zy ou
salina), os animais foram eutanasiados e entdo suas patas e tecidos foram removidos para
processamento e estudo histomorfolégico e estereoldgico das articulagbes interfalangeana
proximal (IFP) e de seus componentes (capsula, sindvia, espaco sinovial, cartilagem e 0sso0).
Sobre o estudo estereologico, foram avaliados o volume absoluto, pelos principios de
Cavalieri e Delesse, e area superficial, por Buffon. Ainda, os resultados estereoldgicos foram
integrados em analise multivariada para estabelecer o papel do déleo de copaiba na artrite
experimental induzida na articulacdo IFP. Resultados: A AZy desenvolveu alteragdes-chaves
na pata, causando inchaco da pata. Além disso, também houve alteraces caracteristicas de
articulagOes artriticas, como o aumento do volume total da articulacdo IFP e de alguns
componentes tais como a membrana sinovial, que ao exame histomorfol6gico demonstrou-se
hiperplasica, resultando também no aumento da area superficial. O grupo artritico também
demonstrou alteragdes como reducdo do volume da cartilagem e do osso periarticular, que
foram evidenciadas ao exame microscépico por perda de tecido cartilaginoso e 0sseo,
respectivamente. O 6leo de copaiba, em ambas as concentra¢fes analisadas, demonstrou-se
eficaz em conter o edema de pata nas primeiras horas (1h e 3h) do processo inflamatdrio.
Contudo, essa capacidade foi reduzindo ao longo do tempo e cessou apds 48h, retomando as
96 h apenas na concentracdo de 600mg/kg. Sobre as alteragdes morfoldgicas e morfométricas,
0 Oleo de copaiba demonstrou resultados satisfatorios, tendo em vista que foi similar ao
controle e/ou farmaco padrdo na maioria das variaveis analisadas, sendo capaz de manter o
volume e area superficial da articulacdo e seus componentes proximos a esses grupos.
Concluséo: O 6leo de copaiba demonstrou-se promissor em conter o edema de pata, porém a
a dose e periodo de tratamento devem ser reavaliadas para melhores resultados, ainda esse
produto também demonstrou-se eficaz em preservar a morfologia e morfometria da
articulacdo sinovial e dos seus componentes, sendo uma alterativa terapéutica para
articulacdes artriticas, cujos mecanismos de acdo devem ser investigados.

Palavras-chaves: Zymosan, estereologia, morfologia, articulagdo, modelo animal, artrite.
40



ABSTRACT

The action of copaiba oil as an anti-inflammatory agent is widely disseminated in the
literature, mainly in animal models. However, its effects specifically on changes in arthritic
joints, such as synoviocyte hyperplasia, immune cell infiltration and tissue invasion need to
be elucidated. Objective: To investigate the effect of copaiba oil (Copaifera spp.) on the
morphology of the proximal interphalangeal joint (PIF) in mice in acute inflammation
induced by Zymosan (Zy). Materials and methods: Thirty-six female BALB/c mice were
divided into six groups (n=6). Four of these were induced to experimental arthritis by
Zymosan (AZy), by inoculating 25uL of the solution in the left paw, via the s.c. route. The
other two groups were given saline in the paw. The groups were also distinguished by
previous orogastric treatment (og) (gavage) (30 minutes before induction), with the groups
"Cop300 and Cop600" being administered copaiba oil at concentrations of 300 g/kg and 600
g/kg, respectively , the “Dichlo” group with standard drug (100 mg/kg diclofenac) (Dichlo)
and the “Arthritic” with saline solution. Furthermore, the two groups not induced to AZy,
“Control” and “CCop”, were administered saline and copaiba oil at 300 mg/k (CCop),
respectively. During the experimentation period, the animals were evaluated for body weight
and paw volume (by digital caliper). After the 96-hour period (after Zy or saline inoculation),
the animals were euthanized and then their paws and tissues were removed for processing and
histomorphological and stereological study of the proximal interphalangeal joints (PFI) and
their components (capsule, synovium, synovial space, cartilage and bone). Regarding the
stereological study, the absolute volume was evaluated, according to the principles of
Cavalieri and Delesse, and the surface area, by Buffon. Furthermore, the stereological results
were integrated into multivariate analysis to establish the role of copaiba oil in experimental
arthritis induced in the IFP joint. Results: AZy developed key changes in the paw, causing
paw swelling. In addition, there were also changes characteristic of arthritic joints, such as the
increase in the total volume of the PIP joint and in some components such as the synovial
membrane, which, on histomorphological examination, showed to be hyperplastic, also
resulting in an increase in the surface area. The arthritic group also showed changes such as a
reduction in the volume of cartilage and periarticular bone, which were evidenced on
microscopic examination by loss of cartilage and bone tissue, respectively. Copaiba oil, at
both concentrations analyzed, proved to be effective in containing paw edema in the first
hours (1 and 3 hours) of the inflammatory process. However, this capacity was reduced over
time and ceased after 48 hours, returning at 96 hours only at the concentration of 600mg/kg.
Regarding morphological and morphometric changes, copaiba oil showed satisfactory results,
considering that it was similar to the control and/or standard drug in most of the analyzed
variables, being able to maintain the volume and surface area of the joint and its components
close to these groups. Conclusion: Copaiba oil proved to be promising in containing paw
edema, but the dose and period of treatment should be re-evaluated for better results, yet this
product also proved to be effective in preserving the morphology and morphometry of the
synovial joint and the its components, being a therapeutic alternative for arthritic joints,
whose mechanisms of action must be investigated.

Keywords: Zymosan, stereology, morphology, joint, animal model, arthritis.
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1. INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatdria crénica de natureza auto-imune
que afeta pequenas e grandes articulages, incluindo maos e pés, ombros, joelhos e tornozelos
(MOTA; LAURINDO; SANTOS NETO, 2010). A longo prazo torna-se uma doenca
incapacitante, por aumentar a sensibilidade a dor nas articulacbes devido ao processo
inflamatorio intenso e destruicdo dssea (COOPER, 2000; SMOLEN et al., 2018).

Diversos mecanismos estdo envolvidos na iniciacdo e progressao da doencga, das quais
destaca-se a membrana sinovial que desempenha papel-chave, que apds proliferar
(hiperplasia) tornar-se fonte de citocinas e proteaseas capazes de perpetuar 0 processo
inflamatorio e a destruicdo Ossea (Al et al., 2015; BARTOK; FIRESTEIN, 2010; BOTTINI,
FIRESTEIN, 2013; SMOLEN et al., 2018). Além disso, também estdo envolvidos na
fisiopatologia da artrite, células imunes, tais como os linfocitos T, B, macrofagos,
fibroblastos, além de citocinas pro-inflamatdrias e a superproducdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS, reactive oxygen species), que atuam como mediadores da lesdo tecidual.

Modelos animais de artrite experimental tém sido amplamente utilizados para otimizar
as pesquisas e compreender a patogénese da AR, assim como investigar novas opgoes
terapéuticas e seus mecanismos de acdo (ASQUITH et al.,, 2009; BENDELE, 2001;
CASTANEDA-LOPEZ et al., 2018; MOUDGIL; KIM; BRAHN, 2011). Entre os diversos
modelos disponiveis atualmente, destaca-se a artrite induzida por Zymosan (AZy), por
apresentar um bom custo-beneficio, ter suas acbes inflamatérias comprovadas e por
compartilhar varias caracteristicas comuns com a AR clinica, tanto no aspecto macroscopico
como microscépico (KEYSTONE et al., 1977).

As opcOes terapéuticas disponiveis para AR apesar de ndo resultarem em cura, séo
eficazes em tornar a doenca com baixa atividade ou até mesmo promover a remissdo da
mesma, impedindo a progressdo do dano as articucaBes (SMOLEN et al., 2014b, 2016).
Entretanto, nem todos os individuos sdo responsivos ao tratatmento farmacoldgico, ou ainda,
apresentam inimeros efeitos colaterais, motivo pelos quais cientistas estdo em busca de novas
terapias farmacoldgicas (LAURINDO et al., 2004; SMOLEN et al., 2018).

Dentre os possiveis alvos farmacoldgicos, destacam-se os fitoterapicos ou substancias
naturais, em especial o 6leo de copaiba (CARVALHO, 2004), o qual ¢ amplamente utilizado
na medicina popular e ja tem o seu potencial anti-inflamatdria relatado em diversos estudos
(AMILIA DESTRYANA et al., 2014; BASILE et al., 1988; GELMINI et al., 2013;
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KOBAYASHI et al., 2011b; MARTINS-DA-SILVA; PEREIRA; LIMA, 2008; VEIGA et al.,
2007).

O oleo de copaiba consiste em uma oleorresina extraida do tronco de leguminosas do
género Copaifera (LLOYD, 1898), abundante na Amazbnia brasileira e seu oOleo é
comercializado mundialmente (FRANCISCO, 2005), sendo utilizado para varios fins
terapéuticos, especialmente como anti-inflamatério (ALVES et al., 2017; AMES-SIBIN et al.,
2018; AMILIA DESTRYANA et al., 2014; TANIA PINHEIRO et al., 2018; TEIXEIRA et
al., 2017; VEIGA et al., 2007; VIJAYALAXMI et al., 2015), além de outras propriedades
(AMILIA DESTRYANA et al., 2014; BASILE et al., 1988; DE LIMA SILVA et al., 2009;
GELMINI et al., 2013; KOBAYASHI et al., 2011a; MARTINS-DA-SILVA; PEREIRA;
LIMA, 2008; VEIGA et al., 2007). Sobre sua composi¢ao guimica, consiste em uma mistura
de sesquiterpenos e diterpenos. O B-cariofileno (sesquiterpeno) é o composto principal no
6leo da maioria das espécies de Copaifera, ao qual é atribuido a maior atividade anti-
inflamatéria (DESMARCHELIER, 2010; GOMES et al., 2007; LEANDRO et al., 2012;
VEIGA et al., 2007). Propriedades antioxidantes também foram investigadas, especialmente
as da espécie C. langsdorffii Desf. (DE LIMA SILVA et al., 2009), que mostrou atividade
antioxidante in vitro e também em ratos com estresse oxidativo intestinal e cutaneo induzida
por isquemia / reperfusdo, em que o tratamento de ratos com este 6leo foi capaz de melhorar
varios parametros oxidativos, como a atividade da catalase e os niveis de lipoperoxideos e
glutationa (GELMINI et al., 2013).

Com isso, considerando que a imunopatologia experimental AZy compartilha muitas
caracteristicas da AR humana e que as propriedades anti-inflamatorias do 6leo de copaiba ja
foram extensivamente relatadas em estudos que demostraram a sua eficacia in vitro e in vivo,
pela sua capacidade de inibir a inflamagdo aguda em ratos e camundongos (AMILIA
DESTRYANA et al., 2014; BASILE et al., 1988; KOBAYASHI et al., 2011a; VEIGA et al.,
2007) e que, até 0 momento nenhum estudo avaliou se o 6leo de copaiba é capaz de agir sobre
0s mecanismos que envolvem a dinamica do processo anti-inflamatério na arquitetura das
células imunes e sinoviocitos. O presente estudo foi planejado para investigar a acdo do 6leo
de copaiba, extraido da Copaifera spp, administrado oralmente, sobre a morfologia estrutural
e ultraestrutural de articulagdes sinoviais, a qual destacam-se a articulagdo interfalangeana
proximal (IFP) e metatarsofalangeana (MTF) em camundongos Balbc/c na AZy, modelo

agudo de inflamacéo.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Articulagao sinovial (Diartroses)

As articulagdes sinoviais ou diartroses correspondem as articulagBes presentes, em
grande parte, nas extremidades do corpo, dotados de grande mobilidade, consistindo em uma
capsula articular que liga as extremidades 6Osseas, a qual delimita uma cavidade fechada
(cavidade articular). Essa capsula é formada por duas camadas, uma externa, a camada
fibrosa, e uma interna, a camada ou membrana sinovial (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017) (Fig. 1).

Figura 1 - Desenho esquematico de uma diartrose (articulacéo sinovial).

Periésteo

Membrana sinovial

Camada fibrosa
da cépsula

Cavidade articular

Cartilagem articular
Tecido dsseo esponjoso

Tecido ésseo compacto

Cavidade medular

1. A capsula é formada por duas camadas, cujos limites sdo imprecisos: a camada fibrosa, externa, e a camada
sinovial (membrana sinovial), situada internamente. Esta Gltima reveste o espaco sinovial (ou cavidade articular),
exceto as areas cartilaginosas. Fonte: Junqueira; Carneiro, 2017.

A cavidade articular contém um liquido viscoso, incolor e transparente, o liquido
sinovial, que ocupa 0 espaco sinovial e ¢ formado na membrana sinovial, cuja principal
funcéo é possibilitar o deslizamento das superficies articulares, as quais s@o revestidas por
cartilagem hialina, sem pericondrio (TARAFDER; LEE, 2016) (Fig. 2).
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Figura 2 — Cartilagem hialina, sem pericondrio.

Superficie
articular

paralelas a
superficie

Condrécito

Fibras coldg
perpendiculares
a superficie

Cartilagem
calcificada

Cartilagem
articular

Osso

Z i Didfise

1. As superficies articulares das articulagdes sinoviais sdo recobertas por cartilagem hialina, sem pericondrio. a|
fibras colédgenas seguem um trajeto que primeiro é perpendicular e depois € paralelo a superficie articular. Os
condrécitos mais profundamente situados sdo globosos e se dispdem em filas alongadas e irregulares. Os mais
superficiais sdo mais achatados e ndo formam grupos. b| Diagrama representando trés dimens@es do trajeto das
fibras colagenas nesta cartilagem.

2. Fonte: Junqueira; Carneiro, 2017.

A camada externa da cépsula articular (camada fibrosa) é constituida por um tecido
conjuntivo denso, continuo ao periosteo do 0sso, ja a camada interna (membrana sinovial), é
formada por células que cobrem todas as superficies articular (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017).

2.1.1 Membrana sinovial

A membrana sinovial (também designada de sinovium ou sindvia) é uma estrutura
bastante delicada, anatomicamente dividida em camada superficial (intima sinovial), em

contato com o espaco sinovial e a camada subjacente (subintima) (JUNQUEIRA;
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CARNEIRO, 2017; SMITH; WECHALEKAR, 2015). A intima sinovial desempenha
importantes papéis na homeostase das articulacbes, produzindo fluido lubrificante (liquido
sinovial) que possibilita que as superficies da cartilagem funcionem em um ambiente de baixa
friccdo e, fornecendo nutrientes para a cartilagem, ja que esta ndo possui seu proprio
suprimento de sangue (avascular) (SMOLEN et al., 2018).

A estrutura histoldgica da membrana sinovial corresponde a duas ou trés camadas de
células sinoviais de natureza conjuntiva (que pode ser frouxo, denso ou adiposo, conforme a
regido) cuja disposicdo lembra um epitélio (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; SMITH,
2011). A membrana basal entre o revestimento e o tecido conjuntivo subjacente esta ausente,
resultando numa membrana sinovial vazada, o que possibilita um transito de células e
proteinas relativamente livre no liquido sinovial (BOTTINI; FIRESTEIN, 2013; CASTOR,
1960). Essa camada € pregueada e suas dobras penetram, as vezes por consideravel distancia,

no interior do espago sinovial (Fig. 3).

Figura 3 — Figura esquematica da estrutura histoldgica da membrana sinovial

Células de
revestimento
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sanguineos
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1. O revestimento € constituido por células de natureza conjuntiva, cuja disposi¢do lembra um epitélio. N&o
existe 1dmina basal entre o revestimento e o tecido conjuntivo subjacente. Esse tecido € ricamente vascularizado
em contém células adiposas (Ad) que, em certas regides, predominam sobre os outros tipos celulares (membrana
sinovial adiposa)
2. Fonte: Junqueira; Carneiro, 2017

A membrana sinovial é ricamente vascularizada, composta por células adiposas (Ad)
que, em certas regides, predominam sobre os outros tipos celulares (membrana sinovial

adiposa). As células da camada sinovial sdo de origem mesenquimatosas e entre elas existe
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pequena quantidade de substancia fundamental amorfa do tecido conjuntivo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017) .

Diferentes tipos celulares compdem a membrana sinovial: sinoviocitos semelhantes a
fibroblastos (SSF; ou, sinovidcitos do tipo B), que ocupam a camada mais superficial da
membrana sinovial, denominada intima sinovial e os sinovidcitos semelhantes a macréfagos
(SSM; ou sinoviocitos do tipo A), que por sua vez localizam-se na camada subjacente
(subintima sinovial), que também é composta por fibroblastos, adipdcitos, vasos sanguineos e
células imunes dispersas (BOTTINI; FIRESTEIN, 2013; CASTOR, 1960; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2017; SMOLEN et al., 2018) (Fig. 4).

Figura 4 — Representacdo tridimensional da ultraestrutura da membrana sinovial.
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1.0s sinovidcitos semelhantes a macrofagos (SSM ou tipo A) e a fibroblastos (SSF ou tipo B) sdo separados por
pequenas quantidades de substancia fundamental do tecido conjuntivo, que desse modo, fica em contato com o
liquido sinovial. N&o existe ldmina basal entre o revestimento e o tecido conjuntivo. Os capilares sanguineos do
conjuntivo sdo fenestrados (célula endotelial com poro), o que facilita as trocas entre o sangue o liquido sinovial.

2. Fonte: Junqueira; Carneiro, 2017

Os sinovidcitos tipo A desenvolvem microvilos na sua superficie celular e podem
fagocitar ativamente residuos celulares que podem estar presentes no espaco sinovial
(GRAABAEK, 1982, 1985). Ja o tipo B, consiste em células proprias que variam em forma,

sendo comumente caracterizadas por processos citoplasmaticos ramificados, que se estendem
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em direcdo ao espaco sinovial, capazes de secretar colageno, fibronectina, &cido hialurénico e
outros proteoglicanos no intersticio e no espaco sinovial (IWANAGA et al.,, 2000)
(IWANAGA et al ., 2000). Observacdes ultraestruturais (MET, microscopia eletronica de
transmissdo) mostraram que o0s sinoviocitos tipo B sdo semelhantes as células dendriticas,
mas com reticulo endoplasmatico rugoso (REr) em seu citoplasma, o que os distinguem dos
fibroblastos que ocupam a subintima (EDWARDS, 1995). Além disso, essas células
frequentemente exibem uma natureza e arranjo semelhantes ao epitélio, desenvolvendo
dispositivos de juncdo entre as células sinoviais. Contudo, elas diferem das células epiteliais
auténticas por apresentar uma lamina basal fragmentada (IWANAGA et al., 2000; SMITH,;
WECHALEKAR, 2015).

2.1.1.1 Sinovidcitos tipo B

Os sinovidcitos do tipo B, também designados como sinoviécitos semelhantes a
fibroblastos (SSF) ou fibroblastos sinoviais sdo células que revestem a membrana sinovial das
articulacdes sinoviais (Fig. 5). Essas células estdo envolvidas na producédo de fluido sinovial e
alguns componentes da matriz extracelular (MEC), assegurando a integridade estrutural e
possibilitando a dindmica das articulagbes (BOTTINI; FIRESTEIN, 2013). Essas células
estdo distribuidos em uma a duas camadas de células da intima da sinovial saudavel e estéo
interligadas aos sinovidcitos do tipo B, sendo separados apenas por pequenas quantidades de
substancia fundamental do tecido conjuntivo, ficando em contato com o liquido sinovial
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Ultraestruturalmente, o sinovidcito tipo B difere do tipo A em relacdo a quase todas as
organelas celulares. Sendo que o tipo A apresenta caracteristicas de uma célula macrofagica
absortiva, marcado principalmente por um aparato vacuolar bem desenvolvido, um aparelho
de Golgi moderado, mitocondrias palidas maiores, reticulo endoplasmatico contendo poucos
ribossomos, apresentando cisternas estreitas e um nucleo rico em heterocromatina (BOTTINI;
FIRESTEIN, 2013; CASTOR, 1960). Ja os tipos B, demonstram caracteristicas de uma célula
secretora, 0 que € atribuido aos granulos citoplasmaticos existentes. Além disso, essas células
apresentam reticulo endoplasmatico rugoso extensivamente desenvolvido, com cisternas
largas, um grande aparelho de Golgi, cavéolas superficiais, mitocondrias densas menores, um
nicleo rico em eucromatina, vesiculas e vacuolos invariavelmente localizados nos grandes
processos celulares e muitas dessas células mostraram um cilio solitario (GRAABAEK,

1984). Morfologicamente, os tipo B apresentam um corpo celular e uma a duas projecdes
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celulares grandes que atingem o espaco sinovial JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Ainda,
0s sinoviocitos tipo B expressam proteinas da MEC, como a vimentina, colageno tipo IV e V,
moléculas de adesdo (integrinas da classe a e B), receptores de integrinas (molécula de adeséo
intracelular 1) e marcadores de superficie (glicoproteina de membrana Thy-1). Além disso,
também expressam a enzima UDP-glicose-desidrogenase, necessaria para a sintese de acido
hialurénico, e fator de aceleracdo de decaimento do complemento (CD55) (BOTTINI;
FIRESTEIN, 2013).

2.2 Artrite reumatoide (AR)

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatéria cronica de natureza auto-imune
que afeta principalmente as articulagbes (SMOLEN et al., 2018), ocasionando processo
inflamatorio intenso das membranas sinoviais (sinovite) e estruturas articulares que podem
levar a destruicdo Ossea, resultando em comprometimento das funcgdes, por promover dor e
deformidades principalmente nas articulacdes periféricas, como as das maos e dos pés, o que
faz com que a AR se torne economicamente relevante, uma vez que estas incapacidades
interferem significativamente nas atividades profissionais dos pacientes (COOPER, 2000;
SMOLEN et al., 2018).

As taxas de prevaléncia relatadas para essa doenca € de 0,5-1% em individuos brancos
(TOBON; YOUINOU; SARAUX, 2010), mas varia entre 0,6-0,9% (em individuos negros da
Republica Democratica do Congo) e 5-6% (em nativos americanos) (MALEMBA et al.,
2012). As mulheres sdo predominantemente afetadas (trés a quatro vezes a mais que 0S
homens), sendo 50 anos de idade o pico da incidéncia (CROWSON et al., 2011; NGO;
STEYN; MCCOMBE, 2014). Em 2004, um estudo estimou em 0,46% a taxa de prevaléncia
de AR para a populacéo brasileira (SENNA et al., 2004).

2.1 Patogénese na Artrite reumatoide

Varios mecanismos estdo envolvidos na iniciacdo e progressdao da AR (SMOLEN et
al., 2018). Iniciando em um estagio de alto risco ou suscetibilidade que baseia-se em fatores
de riscos genéticos (por exemplo, HLA-DRB1 e modificagdes epigenéticas) e ndo genéticos
(tabagismo, microbiota, sexo feminino, dieta ocidental, obesidade e fatores étnicos), os quais
contribuem para que a doenca atinja um limiar acima do qual a AR é desencadeada (CHEN et

al., 2016; GREGERSEN; SILVER; WINCHESTER, 1987, LJUNG; RANTAPAA-
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DAHLQVIST, 2016; MACGREGOR et al., 2000; NGO; STEYN; MCCOMBE, 2014;
STAHL etal., 2012; STOLT etal., 2005; TRYNKA et al., 2013; VESPERINI et al., 2013).

Em seguida, a doenca prossegue para um estagio pré-clinico (AR pre-clinica), que
envolve a iniciacdo e propagacdo de autoimunidade contra & imunoglobulina G (IgG) e
proteinas citrulinadas, sendo mediada por autoanticorpos, como o fator reumatoide (FR) e
anticorpos anti-proteinas citrulinadas (ACPAS), respectivamente, 0s quais podem ser
detectados anos antes do inicio da sinovite subclinica e sintomas clinicos (ALETAHA,;
ALASTI; SMOLEN, 2015; HOLERS, 2013; MALMSTROM; CATRINA; KLARESKOG,
2017).

A presenca de autoanticorpos, juntamente com a formacdo de complexos imunes,
ativacdo do complemento e insulto microvascular desencadeiam a AR inicial, caracterizada
por inflamacdo sinovial (sinovite clinica), na qual ocorre 0 aumento da permeabilidade
vascular e influxo de células inflamatérias na sindvia, principalmente células mononucleares,
como linfécitos T CD4* e macréfagos, além da infiltracdo de células estromais ativas, que sdo
fontes proeminentes de citocinas pré-inflamatérias e enzimas degradantes da matriz e
colageno, que a longo prazo, contribuem para a destruicdo articular (AREND; FIRESTEIN,
2012; STEINER, 2007).

Em seguida, a doenca avanca para a AR estabelecida, que é marcada pela propagacao
da autoimunidade e formacdo de tecido sinovial hiperplasico capaz de invadir e destruir a
superficie articular, na qual o aumento do nimero de macréfagos e fibroblastos contribuem
para a perpetuacdo da resposta sinovial inflamatéria destrutiva (Al et al., 2015; SMOLEN et
al., 2018).

2.3.1.1 Patogénese da AR mediada pela membrana sinovial

A membrana sinovial desempenha papel-chave para o desenvolvimento e progressao
da AR, na qual ocorre a expansdo do nimero de ambos o0s sinovidcitos (hiperplasia), 0s quais
tornam-se fonte proeminente de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, proteases e fatores
pré-angiogénicos, além da capacidade reduzida de sofrerem apoptose (BARTOK;
FIRESTEIN, 2010; BOTTINI; FIRESTEIN, 2013; MCINNES; SCHETT, 2011).

Na sindvia reumatoide, os sinovidcitos A secretam uma variedade de citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF), entre outros. Ja os tipos
B, apesar de também serem fonte de citocinas, como a IL-6, apresentam como principal

caracteristica pro-inflamatdria a producéo de quantidades excessivas de enzimas degradantes
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da matriz no revestimento intimal da sindvia, tais como as metaloproteinases da matriz
(MMPs) (BARTOK; FIRESTEIN, 2010). Em adicdo, os tipo B também produzem
mediadores de pequenas moléculas, como prostaglandinas e leucotrienos, além de
expressarem padroes especificos de microRNAs, os quais contribuem para o seu fendtipo
ativado (PHILIPPE et al., 2013; STANCZYK et al., 2008).

Uma outra caracteristica proeminente da sindvia reumatoide é o seu potencial invasivo
e destrutivo, denominado pannus reumatoide hiperplasico, que pode potencialmente migrar
para articulagdes adjacentes, causando danos a cartilagem e tecido 6sseo, a qual é definida
como um sinal cardinal da AR (BOTTINI; FIRESTEIN, 2013; KEYSZER et al., 1998;
LEFEVRE et al., 2009).

Os mecanismos envolvidos no dano a cartilagem e ao tecido dsseo sdo diversos,
entretanto os sinoviocitos tipo B sdo considerados o tipo celular destrutivo dominante, por
produzir proteases, como as MMPs colagenases e estromelisinas (KEYSZER et al., 1998;
KIENER et al., 2009). Assim, 0s sinovidcitos tipo B na AR desempenham um fenotipo
agressivo, capaz de destruir a matriz local, além de apresentarem uma sinalizacdo de
citocinas, adesdo e migracdo celular mais proeminente, quando comparados aos tipo B de
individuos sem AR (Al et al., 2015). Em adigdo, outras células também contribuem para o
dano articular através da liberagdo de citocinas e MMPs, como os macrofagos, os neutrofilos
(particularmente no espaco do liquido sinovial) e os mastocitos (KIENER et al., 2009).

Outro mecanismo que contribui para uma sinovia inflamatoria é a infiltracao difusa de
células imunes adaptativas na subintima sinovial, composta principalmente por linfécitos T
CD4" de memodria, e linfécitos B maduros que podem formar centros germinativos ectopicos,
onde proliferam e produzem auto-anticorpos (HUMBY et al., 2009; MCINNES; SCHETT,
2011; SMOLEN et al.,, 2018; ZIFF, 1974). Além disso, linfécitos T juntamente com
macrofagos e sinovidcitos tipo B no revestimento sinovial contribuem com a diferenciacéo e
ativacdo de osteoclastos (células de reabsorcao 0ssea), por secretarem fatores de adesdo, como
por exemplo RANK (ligando ativador do receptor do fator nuclear-kB) ou citocinas (TNF, IL-
6 e IL-1) que ativam tais células, resultando na erosdo 0ssea, pois 0s osteoclastos produzem
proteases, como a catepsina K, que é capaz de degradar a matriz éssea mineralizada
(REDLICH; SMOLEN, 2012; SCHETT, 2007).

Em conjunto, ambos o0s sinovidcitos de fendtipos agressivos juntamente com a
infiltracdo de células presentes no subintima sinovial desempenham diferentes mecanismos
inflamatorios que contribuem para uma sindvia inflamatoria e destrutiva (SMOLEN et al.,

2018).
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2.3 Modelos experimentais de artrite

Os modelos animais de artrite experimental tém sido amplamente utilizados em
estudos para compreensdo da patogénese da AR, bem como contribuiram para avangos
importantes no tratamento para essa doenca (ASQUITH et al.,, 2009; BENDELE, 2001,
CASTANEDA-LOPEZ et al., 2018; MOUDGIL; KIM; BRAHN, 2011). Nesse contexto,
existem uma variedade de modelos experimentais, que no geral, apresentam similaridade
histolégica com a sinovite da AR humana, mecanismos imunoldgicos na fisiopatologia, além
de resposta terapéutica similar a observada na AR (SILVA JR; ROCHA, 2006). Entretanto,
atualmente, nenhum dos modelos atingem todos os requisitos para ser considerado ideal para
0 estudo da AR, porém alguns tem sido padronizados e representam uma ferramenta
importante na compreensdo dos mecanismo de lesdo, progressdo e opcdes terapéuticas
(OLIVER; BRAHN, 1996; SILVA JUNIOR; ROCHA, 2006).

Entre os modelos experimentais que induzem a AR, destaca-se a AZy em ratos e
camundongos, que caracteriza-se como um modelo de baixo custo de aquisi¢do e manutencéo,
facil manuseio, elevada resisténcia a infeccdo e ao trauma cirurgico e com excelente sistema
de homeostasia, além da semelhanca com a espécie humana (GEGOUT et al., 1995;
KEYSTONE et al., 1977; ROCHA et al., 1999; SILVA JUNIOR; ROCHA, 2006; VOLMAN;
HENDRIKS; GORIS, 2005).

2.3.1 Artrite induzida por Zymosan (AZy)

O Zy € um polissacarideo presente na parede celular de Saccharomyces cerevisiae,
constituido por unidades repetidas de glicose conectadas por ligagdes [B-1,3-glicosidicas
(ASQUITH et al., 2009; DI CARLO; FIORE, 1958), sendo amplamente empregado em
estudos farmacoldgicos, por ser capaz de ativar macréfagos e induzir mediadores
inflamatorios. Nesse contexto, destaca-se 0 uso frequente na inducdo de processo inflamatorio
quando injetado na articulacdo de ratos, camundongos e coelhos, resultando em proliferacdo
subaguda e persistente da membrana sinovial e da cartilagem das articulacBes, o que
corresponde aos principais achados da AR (KEYSTONE et al. 1977; GADO; GLICGER,
1991; GEGOUT et al., 1995; ROCHA et al., 1999).

A dindmica da AZy inicia-se ao inocular por via intra-articular (i.a.) ou subcutanea
(s.c.) uma suspensdo dessa substancia, 0 que promove uma sinovite erosiva grave (SILVA

JUNIOR; ROCHA, 2006). Esse modelo de artrite experimental é categorizado como um
52



modelo bifasico, por desenvolver uma resposta de fase inicial (< 7 dias) e outra tardia (> 25
dias) definidos como fase aguda e crénica, respectivamente (FRASNELLI et al., 2005;
SILVA JUNIOR; ROCHA, 2006).

Na fase aguda, o pico da doenca ocorre por volta do 3° dia ap6s a inoculagdo, em que
séo observados o0 aumento da permeabilidade vascular e migracgao celular. Por volta do 7° dia
ocorre uma reducdo do processo inflamatério, mas com recidiva a partir de 14 dias, na qual é
observada a formacéo de células gigantes (FRASNELLI et al., 2005; ROCHA et al., 1999;
SILVA JUNIOR; ROCHA, 2006). Na fase cronica, até 28 dias ap0s a injecdo do Zy, é
observada a extensdo e progressao da sinovite (sinovite cronica), com intensa proliferacdo
linfomonocitaria na sindvia, lembrando o pannus reumatoide, que leva a lise da cartilagem
articular e do osso subcondral (ROCHA et al., 1999; SILVA JUNIOR; ROCHA, 2006).

Em suma, a fase aguda da AZy é caracterizada pelo aumento da permeabilidade
vascular, edema e influxo de células inflamatdrias para o espa¢o sinovial. J& na fase crénica,
ocorre a degradacdo da cartilagem articular e do o0sso subcondral. Essa artrite também produz
hipernocicepcdo, reacdo inflamatoria intensa, caracterizada por extensa sinovite, com
migracdo de células inflamatorias de fase aguda e cronificagdo com a proliferacdo
linfomonocitaria (GEGOUT et al., 1994; ROCHA et al., 1999).

Os mecanismos envolvidos na atividade pro-inflamatoria associada a injegdo do Zy
deve-se, inicialmente, a ativacdo do complemento e liberacdo de enzimas lisossomais a partir
de células inflamatorias do infiltrado celular (SILVA JUNIOR; ROCHA, 2006). Além disso,
a participacdo da imunidade adquirida também desenvolve papel importante na fisiopatologia
da AZy, em que observa-se a capacidade dos receptores de selectina-1 presentes nos
macrdfagos mondcitos, neutréfilos, células dendriticas e células T do baco reconhecerem o Zy
(WILLMENT, 2003). Além do reconhecimento do Zy por receptores de selectina-1, o Zy
também interage com o receptor tipo toll-like 2 (TLR2, Toll-like receptors), presente na
superficie celular de macrdfagos, o que resulta na ativacdo do fator NF-kB, que por sua vez
estimula a producéo de citocinas inflamatdrias e a expressdo de substancias co-inflamatdrias,
mobilizacdo do araquidonato, fosforilacdo de proteinas e ativacdo do complemento via
alternativa (FRASNELLI et al., 2005; TAYLOR et al., 2002).

Como todo modelo animal, a AZy apresenta limitagcdes, sendo um modelo de natureza
monoartritica, ou seja, desenvolve processo inflamatério apenas no sitio de inoculacéo,
impossibilitando analisar efeitos sistémicos da doenca. Além disso, para a inducdo é
necessario possuir habilidade técnica para uma injecdo i.a. ou s.c. em camundongos

(ASQUITH et al., 2009).
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2.4 Opcdes terapéuticas para a artrite reumatoide

Atualmente ainda ndo existe tratamento que resolva a doenca, estando disponivel
apenas o0 uso de paliativos, 0s quais promovem a remissao ou, pelo menos, a baixa atividade
da doenca, impedindo a progressao do dano das articulagdes, otimizando o funcionamento
fisico, o trabalho e a participacdo social farmacoldgica (SMOLEN et al., 2017, 2018). Além
disso, apesar dos grandes avancos, nem todos os pacientes respondem a terapia farmacolégica
(ALETAHA; ALASTI; SMOLEN, 2015; CASTANEDA-LOPEZ et al., 2018; SMOLEN et
al., 2017, 2018).

A estratégia de tratamento atual para AR envolve a utilizacdo de farmacos capazes de
interferir com o processo inflamatério, como os glicocorticoides e Drogas Antirreumaticas
Modificadoras de Doenca (DMARDs, disease-modifying antirheumatic drug), entre 0s quais
0s DMARDs sintéticos (isto €, pequenos medicamentos quimicos) e DMARDs bioldgicos
(isto é, anticorpos monoclonais ou, menos frequentemente, construcdes de receptores)
(GRIGOR et al., 2004; SMOLEN et al., 2017, 2018).

Outra opcdo terapéutica consiste no uso de agentes sintomaticos, como 0s
medicamentos para dor, como os Anti-inflamatdrios ndo Esteroidais (AINES), que apesar de
nédo interferirem nos mecanismos que levam ao dano das articulagfes, atuam melhorando os
sinais e sintomas, aliviando dor e inchaco, os quais agem inibindo a sintese de
prostaglandinas, substancia que exerce uma variedade de efeitos sobre os vasos sanguineos,
terminagdes nervosas e células envolvidas na inflamacdo (SMOLEN; ALETAHA,;
MCINNES, 2016).

Os efeitos adversos associados aos DMARDs, aos glicocorticoides e aos AINEs
impendem o seu uso a longo prazo, sendo administrados por um periodo limitado até que
estes tenham exercido seu potencial farmacologico completo (SMOLEN; ALETAHA,
MCINNES, 2016). Entre os diversos efeitos colaterais, destacam-se aqueles associados aos
AINEs convencionais como o ibuprofeno, o naproxeno e o diclofenaco, os quais sao
frequentemente associados a alteracdes gastrintestinais, tendo em vista sua atuacao na via das
ciclooxigenase 1 (COX 1), enzimas que sdo constitutivamente expressas no sistema
gastrointestinal, que atuam na rota metabdlica convertendo o &cido hialurbnico em
prostaglandinas, portanto, capazes de afetar a coagulagdo quando administrados em
quantidades maiores durante um periodo mais longo (NISSEN et al., 2016; SCHEIMAN,
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2016). Além disso, todos os AINEs influenciam na circulagdo sanguinea renal e podem
acarretar em problemas cardiovasculares (NISSEN et al., 2016).

Entre os efeitos adversos relacionados aos glicocorticoides, principalmente ao uso
prolongado, destacam-se a atrofia da pele, osteoporose, tolerdncia a glicose diminuida,
hipertensdo arterial, catarata e maior risco de infeccdo (STREHL et al., 2016). Ja as
DMARDs, como o metratexato (MTX), apresentam como principais implicacdes alteracGes
dermatoldgicas (estomatite e alopecia), gastrointestinais (nauseas e vomitos), hematologico
(leucopenia, anemia macrocitica e trombocitopenia), entre outros (BRAUN; RAU, 2009).

Tantos efeitos adversos relacionados as opgdes terapéuticas para AR levaram a
crescente busca por alternativas que oferecam eficacia e menos riscos a saude, dentre as quais
destacam-se compostos bioativos extraidos de plantas medicinais e fitoterapicos (LORENZI;
MATOQOS, 2002; MEGRAJ et al., 2011).

2.4.1 Tratamento alternativo para AR

Desde 2006, o governo federal aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, possibilitando que a populagdo brasileira tenha acesso ao uso racional e seguro
de plantas medicinais e fitoterapicos, com base cientifica e ndo apenas no credo popular
(BRASIL, 2006; RODRIGUES; SANTOS; AMARAL, 2006; SATO et al., 1990). O SUS
oferta a populagdo, 12 medicamentos fitoterapicos, que constam na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) e sdo indicados, por exemplo, para uso ginecolégico,
tratamento de queimaduras, auxiliares terapéuticos de gastrite e Glcera, além de medicamentos
com indicacdo para artrite e osteoartrite (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2018).

Entre os fitoterapicos para o tratamento de artrite disponibilizados pelo SUS consta a
unha-de-gato (Uncaria tomentosa (Willd. ex Roem. & Schult.), apresentado em capsula,
comprimido ou gel, indicado como um tratamento coadjuvante nos casos de artrites e
osteoartrites. Além deste, outros tratamentos com efeitos anti-inflamatérios disponiveis sdo
aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi), garra-do-diabo (Harpagophytum procumbens) e
salgueiro (Salix alba L.) (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2015, 2018).

Além dessas, vérias outras plantas com potencial medicinal para o tratamento de
doencas inflamatoérias tém emergido, tal como o 6leo de copaiba, amplamente utilizado na
medicina popular por apresentar ndo apenas acao anti-inflamatdria, mas também analgeésicas,
bactericidas e cicatrizantes (AMILIA DESTRYANA et al., 2014; BASILE et al., 1988;

55



GELMINI et al., 2013; KOBAYASHI et al., 2011b; MARTINS-DA-SILVA; PEREIRA,
LIMA, 2008; VEIGA et al., 2007).

2.4.1.1 Oleo de Copaiba

O género Copaifera, da familia Leguminosae, sub-familia Caesalpinoideae, abrange
mais de 72 espécies descritas, distribuidas na América Latina e Africa Ocidental. O Brasil
alberga 16 espécies, as quais sdo encontradas na regido Amazonica, Sudeste e Centro-Oeste.
Entre as espécies mais abundantes no norte do Amazonas estdo a Copaifera officinalis L., a
Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne, sendo suas espécies conhecidas
como copaibeira ou pau-de-0leo (FEDERAL, 2009; MARTINS-DA-SILVA; PEREIRA;
LIMA, 2008).

A incisdo no tronco das arvores fornece um Oleo-resina (6leo de copaiba), de
coloracdo amarela a marrom, amplamente utilizado na indUstria como vernizes e lacas, na
restauracdo de pinturas antigas e como fixador de odor em fragrancias e como aromatizante
em alimentos (FEDERAL, 2009; MARTINS-DA-SILVA; PEREIRA; LIMA, 2008; VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002).

Na medicina popular, especialmente na Amazbnia brasileira, tem sido
tradicionalmente utilizado como agente curativo e anti-inflamatério (AMES-SIBIN et al.,
2018; FRANCISCO, 2005), além de anti-séptico (RAMOS, 2006; VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005), antitumoral (LIMA et al., 2003), para o tratamento de bronquites e doencas
de pele (LEWIS, 1977), anti-nociceptivo (KOBAYASHI et al., 2011b; PAIVA et al., 2004;
VEIGA et al., 2007), antimicrobiano (SANTOS et al., 2008), na cicatrizacdo de feridas e
atividades anti-Ulcera (PAIVA et al., 2004).

Apesar do composto bruto ser amplamente utilizado, uma corrida para o isolamento do
principio ativo tem dominado as pesquisas, sendo o fB-cariofileno 0 componente promissor,
gue destacar-se por sua atividade anti-inflamatdria (AMES-SIBIN et al., 2018; FERNANDES
et al., 2007; LUCCA et al., 2015; TAPPIN et al., 2004), além de possuir efeito neuroprotetor,
antidepressivo (LIU et al., 2015), antialérgico (JIN et al., 2011), antioxidante (CALLEJA et
al., 2013) e antitumoral (DAHHAM et al., 2015).

Os efeitos anti-inflamatorios do B-cariofileno ja foram observados em alguns modelos
experimentais, como um modelo de artrite induzida por carreginina, no qual a copaiba inibiu

0 edema de pata e a producédo de citocinas pro-inflamatorias (FERNANDES et al., 2007). E
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em outro estudo sobre colite induzida por sulfato de dextrana, no qual atenuou a inflamacéo
intestinal em camundongos (BENTO et al., 2011).

Com isso, apesar de ja haver amplos estudos, poucos tém investigado os efeitos do
6leo de copaiba especificamente sobre a AR (AMES-SIBIN et al., 2018; CASTRO GHIZONI
et al., 2017), principalmente, sobre a compreensdo dos mecanismos que envolvem a dinamica
do processo anti-inflamatorio na arquitetura das células imunes e sinovidcitos no decorrer da

doenca e do tratamento.

2.5 Ferramentas da Estereologia

A maioria das estruturas de interesse no campo das ciéncias bioldgicas, como tecidos e
orgdos, sao tridimensionais (3D), entretanto para serem observadas geralmente sdo obtidas
secOes desses materiais para a geracdo de imagens bidimensionais (2D), o que resulta na
perda de informagdes, pois estruturas solidas tornam-se perfis, volumes aparecem como areas,
superficies tornam-se linhas, tracos lineares tornam-se pontos e objetos tornam-se um numero
imprevisivel de perfis seccionais. Entretanto, por meio de amostragem e medicdo das
caracteristicas estruturais presentes nas secfes € possivel obter informacdes em 3D sobre
quantidade desses parametros estruturais (WEST, 2012).

Dessa forma, a estereologia é um método que permite estimar a quantidade de
estruturas geométricas 3D a partir de observacdes feitas em sec¢des 2D, possibilitando inferir
medidas de caracteristicas estruturais como volume, superficie, comprimento e nimero de
objetos, as quais podem ser usadas para fazer afirmacdes quantitativas sobre funcdo, que sdo
Gteis em estudos comparativos e experimentais de tecidos e o6rgdos (DEHOFF, 2011,
GUNDERSEN et al., 1988; ORIVE, 1980; WEIBEL, 1980; WEST, 2012).

Para a aplicacdo de métodos estereoldgicos, inicialmente é necessario realizar o
seccionamento do material de interesse de forma a obter amostras (se¢Ges) representativas de
toda a estrutura. Para tal, emprega-se um tipo de amostragem conhecida como SURS
(systematic uniform random sampling) que faz com que a primeira se¢do obtida seja escolhida
por acaso e esse efeito € passado para as demais se¢Oes, impedindo assim a interferéncia do
pesquisador na escolha das secdes do estudo. Em seguida, as contagens sdo obtidas pela
imposicdo de sondas (ou grids) estereol6gicos sobre as secOes, permitindo que eventos em
imagens ou sec¢des sejam classificadas e contadas por meio dos sistemas teste (WEST, 2012).
Muitas quantidades podem ser estimadas pela contagem de surpreendentemente poucos

eventos (100-200 por espécime).
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A interacdo entre grids e caracteristicas estruturais do material de interesse resulta em
eventos que podem ser aplicados a equacGes matematicas, as quais geram informacdes sobre a
estrutura de interesse (DEHOFF, 2011; JENSEN; GUNDERSEN, 1989), como o volume total
(CAVALIERI, 1635), densidade de volume (DELESSE, 1847), éarea superficial (DE
BUFFON, 1777), comprimento total (ROSIWAL, 1898) e pontos na regido de interesse
(THOMSON, 1930), entre outros. Como é possivel perceber, a base matematica para a
estereologia, fundada ha quase 60 anos atrds, € muito antiga e remonta ha aproximadamente
400 anos atras. Hoje, a estereologia é o padrdo ouro para a quantificagdo morfologica porque

garante precisao e acuracia nas analises.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do 6leo de copaiba (Copaifera spp.) sobre a morfologia da articulagdo

interfalangeana proximal em camundongos BALB/c na inflamacgédo aguda induzida por Zy.

3.2 Objetivos especificos

Vi.

Determinar o volume da pata traseira de camundongos frente aos diferentes
tratamentos.

Descrever a histomorfologia das articulages induzidas a inflamacéo por Zy.
Determinar o volume absoluto da articulagéo interfalangeana proximal (IFP).
Estimar o volume absoluto dos componentes da articulacdo interfalangeana
proximal (IFP) (cépsula, sindvia, espaco sinovial, cartilagem e o0sso) frente aos
diferentes tratamentos.

Estimar a area superficial da cartilagem da articulacdo interfalangeana proximal
(IFP) frente aos diferentes tratamentos.

Integrar os resultados estereologicos em analise multivariada para estabelecer o
papel do ¢leo de copaiba na artrite experimental induzida na articulacéo
interfalangeana proximal (IFP).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Tipo e etapas do estudo

Trata-se de um estudo de experimentacdo animal, cuja intervencéo experimental fora a
AZy e a intervencdo farmacologica experimental o uso oral de Oleo de Copaiba. Para
comparagdo foram designados dois grupos, um que ndo recebeu nenhum tipo de intervencao
experimental (Controle) e outro, com tratamento convencional (Diclofenaco a 100 mg/kg).
Apb6s a experimentacdo animal, as amostras obtidas (peso corpéreo, volume da pata e
articulacGes) foram processadas e analisadas de acordo com as respectivas técnicas
metodoldgicas, que incluiram analise macroscopica, microscopica histologia e estereologia,

respectivamente (Fig. 5).

Figura 5 — Etapas do estudo

ARG Rl E XPERIMENTAGAO ANIMAL
COLETA, PROCESSAMENTO
2° etapa . .
HISTOLOGICO e ESTEREOLOGICO
3° etapa

ANALISE HISTOLOGICA e
QUANTIFICACAO ESTEREOLOGICA

49 etana ANALISE ESTATISTICA
P UNIVARIADA
5o ANALISE ESTATISTICA
SECIN UL TIVARIADA

Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos no Biotério do Instituto

Nacional de Pesquisa da Amazonia (Biotério/INPA), Laboratorio de Morfologia Quantitativa
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Amazonas (LAMIQ/UFAM)
e Laboratério Tematico de Microscopia Eletronica do INPA (LTME/INPA). Estiveram
envolvidos, ainda, o Laboratério de Atividade Bioldgica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UFAM (LABCF/UFAM).
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4.2 Substancias utilizadas

As substancias utilizadas nesse estudo compreenderam solucdo salina, veiculo,
diclofenaco, 6leo de copaiba e Zy, cuja finalidade do uso e modo de preparo sdo descritas a

sequir.

4.2.1 Solugéo salina fisiologica

O soro fisiologico € uma solucdo salina, isotdnica em relacdo aos liquidos corporais,
estéril e com aplicacdo em medicina. Contém 0,9% de NaCl (cloreto de sddio) em massa,
dissolvidos em agua destilada, ou seja, em 100mL de solucdo aquosa encontram-se presentes
0,99 do sal. Desta forma, a cada 100mL de soro fisioldgico, 0,354g de Na+ (sodio) e 0,5469
de CI- (cloro) estardo contidos, em um pH igual a 6,0.

No presente estudo, foram utilizadas ampolas de solucdo fisiolégica a 0,9% do
fabricante Farmace, contendo 10mL cada, cuja finalidade de uso foi o preparo de substancias
para administracdo oral (veiculo) e por via s.c. (salina ou suspensédo de Zy), conforme descrito
em outros estudos (PAIVA et al., 2011a; ROCHA et al., 2003; WIJEKOON et al., 2019).

4.2.2 Veiculo para administracéo oral de substancias

A selecdo do veiculo é uma consideracdo importante em todas as investigacdes com
animais. Os proprios veiculos devem oferecer exposicéo ideal, mas ndo devem influenciar os
resultados obtidos para 0 composto sob investigacdo e, como tal, devem ser biologicamente
inertes, ndo tém efeito sobre as propriedades biofisicas do composto e ndo tém efeitos toxicos
(DIEHL et al., 2001) . Entre os diversos veiculos utilizados, o uso do polissorbato-80 (Tween
80), foi considerado, pois é um dos agentes amplamente empregados para solubilizar
solucbes aquosas contendo moléculas moderadamente hidrofobicas (CASTRO et al., 1995;
SASTRY; NYSHADHAM; FIX, 2000; STRICKLEY, 2004), o que condiz com as
substancias solubilizadas no presente estudo.

Para o preparo do veiculo, o Tween 80 a 1% foi misturado com solucéo salina, na
proporc¢do de 1:10, por exemplo, 10 pL de Tween a 1% em 190 pL de salina. O veiculo foi
administrado ao grupo controle e utilizado no preparo de solucGes, como o 6leo de copaiba

destilado e diclofenaco.
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4.2.3 Oleo de copaiba destilado

O Oleo de copaiba da espécie Copaifera spp. foi fornecido pelo Laboratério de
Atividade Biologica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), ja processado (destilado) e com os dados sobre sua caracterizacao fisico-
quimica publicada anteriormente (SILVA, 2019), como segue: aspecto liquido, fino, odor
caracteristico e de coloracdo variante entre 0 amarelo-claro, com 0,8942 g/mL de densidade,
10,7 cPS de viscosidade e pH entre 6,0 — 7,0. E composi¢do quimica: 3-Elemeno (0.61%), a-
Cubebeno (1.67%), a-Copaeno (10.8%), B-Elemeno (1.26%), B-Cariofileno (40.7%), (E)-o-
Bergamoteno (8.02%), a-Humuleno (5.29%), a-Amorpheno (2.51%), Germacreno D (1.52%),
Ledeno (0.71%), o&-Cadineno (0.60%), pB-Bisaboleno (2.87%), o-Cadineno (1.31%) e
Cariofileno 6xido (13.6%).

Para o preparo, 0 6leo de copaiba destilado foi solubilizado em veiculo, de forma que
duas concentracdes distintas fossem alcangadas, 300 e 600 mg por kg de peso corporeo dos
animais, as quais foram definidas baseadas em estudos previamente publicados (CASTRO
GHIZONI et al., 2017; SACHETTI et al., 2009), que possibilitaram inferir uma dose anti-
inflamatoria efetiva e ndo toxica. Para isso, inicialmente determinou-se a dose por animal,
baseado no seu peso corporal e concentracdo do 6leo, por exemplo, um animal cujo peso era
de 0,02 kg (20 g), a dose administrada foi de 6 mg ou 1,2 mg, para concentracfes de 300 ou
600mg/kg, respectivamente.

Em seguida, todas as doses foram somadas e solubilizadas em 1mL veiculo, de forma
a obter apenas uma solugdo-mée de copaiba+veiculo, da qual foi retirada o volume ideal para
cada animal, em relacdo ao seu peso e dose, que foi administrada por via orogéstrica (0.9.)
(gavagem).

As solugdes foram administradas aos grupos que receberam o tratamento experimental
(grupos “Copaiba 300” e “Copaiba 600”"), por gavagem, 30 minutos antes da aplicagéo s.c. de
Zy.

4.2 .4 Diclofenaco

Entre os tratamentos convencionais empregados no estudo de AZy, optou-se por
utilizar o diclofenaco oral, na concentracdo de 100 mg/kg, por ser amplamente empregado
para esse fim em diversos estudos (AZZA; OUDGHIRI, 2015; CARDOSO et al., 2010;
GUERRA et al., 2016a; PAIVA et al., 2011a; ROSAS et al., 2015a). Para isso, utilizou-se
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diclofenaco comercial em gotas na concentracdo de 15 mg/mL. Para isso, inicialmente
determinou-se a dose por animal, baseado no seu peso corporeo, por exemplo, um animal cujo
peso era de 0,02 kg (20 g) a dose administrada foi de 2 mg.

Apo6s determinar a dose para cada animal, definiu-se o volume de diclofenaco que
conteria a dose desejada, para isso, tendo em vista que a concentracdo de diclofenaco
comercial estava a 15mg/mL, para um animal cuja concentracdo de 100 mg/kg é encontrada e
2 mg de diclofenaco, o volume ideal é de 0,133 mL (133 pL). Em seguida, todos os volumes
foram diluidos em veiculo, de forma que o volume final de todos ficassem em 0,2 mL (200
pL).

A solucdo foi administrada ao grupo de animais que receberam tratamento padrdo

(grupo “Diclo”), por gavagem, 30 minutos antes da aplicacdo s.c. de Zy.

4.2.5 Zymosan (Zy)

Zymosan A® do fabricante Sigma Aldrich foi adquirido comercialmente para ser
utilizado como um indutor de artrite experimental (AZy), tendo em vista que sua aplicacéo é
bem descrita na literatura para esse fim (CARDOSO et al., 2010; FRASNELLI et al., 2005;
GEGOUT et al., 1994; GUERRA et al., 2016a; KEYSTONE et al., 1977; ROCHA et al.,
1999; SILVA JUNIOR; ROCHA, 2006; VOLMAN; HENDRIKS; GORIS, 2005).

O produto, em estado liofilizado, foi preparado de acordo com as instru¢des do
fabricante e seguindo protocolos previamente descritos (PILLEMER; ECKER, 1941). Para
isso, inicialmente preparou-se Cloreto de Sédio (NaCl) a 0,15 M e realizou-se o calculo para
determinar a concentracdo necessaria. Em seguida, pesou-se 50 g de Zy em balanga analitica.
Entdo, realizou-se a suspensdo do Zy em 2,5 mL de NaCl e procedeu-se com a esterilizacéo,
que consistiu em deixar a suspensdo por uma hora em banho-maria contendo agua fervente,
depois centrifugou-se por 30 minutos a 4000 rpm, e entdo descartou-se 0 sobrenadante. Por
fim, o residuo foi suspenso uniformemente no diluente de escolha a concentracéo desejada, ou
seja, em 2,5 mL de solucdo salina. Essas suspensdes podem ser mantidas a 0-4 ° C durante
pelo menos um més, se ndo estiverem contaminadas.

A concentracdo de Zy para inducdo de artrite foi previamente definida baseada na
literatura, sendo utilizada a concentracdo de 0,5mg (500 pg) por sitio de inoculagdo (PENIDO
et al., 2006; ROCHA et al., 1999; ROSAS et al., 2015a). Como a suspenséo foi preparada na
concentracdo de 50g de Zy em 2,5mL solucdo salina, a concentracdo desejada (0,5 mg) foi

obtida com a aplicacdo de 0,025 mL (25 uL) da suspenséo por sitio.
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A aplicacdo da suspensdo foi realizada por via s.c. em dois sitios anatdmicos, na
articulacdo do joelho e no coxim, sempre no lado esquerdo, apds 30 minutos da administracdo

0.9. de salina, diclofenaco ou 6leo de copaiba.

4.3 Etapas do projeto e técnicas empregadas

4.3.1 Experimentacdo animal

Trinta e seis camundongos da linhagem BalbC (Mus musculus), fémeas, com 8
semanas de idade, pesando, em média, 22g, foram fornecidos pelo Biotério Central do
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazénia (INPA). Os animais foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada a 20-22°C, com ciclo de claro-escuro a cada 12 horas e
com acesso ad libitum a comida e a &gua. Os animais foram alojados em gaiolas
convencionais (seis camundongos por gaiola).

Todos os procedimentos seguiram as diretrizes do Conselho Brasileiro para o Controle
da Experimentacio Animal (CONCEA) e foram previamente aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (CEUA-INPA),
sob o protocolo 048/2016 (ANEXO I1).

Os camundongos foram submetidos a diferentes técnicas experimentais: randomizacdo
e marcacdo prévia, pesagem, determinacdo do diametro da pata, administracdo 0.g. de
substancias (gavagem), administracdo s.c de substancias, anestesia, eutanasia, remoc¢do de

o0rgdos e tecidos e destinag&o final da carcaga.
4.3.1.1 Caracterizacdo dos grupos experimentais

Os animais foram randomizados em seis grupos (n= 6 por grupo) que distinguiram
entre si quanto a intervencdo experimental (AZy), combinados ou ndo a intervengdo

farmacologica — tratamento padrédo (diclofenaco) ou dleo de copaiba — conforme detalhado na
Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracterizagio dos grupos experimentais

Intervencao Experimental x -
Intervencdo Farmacoldgica

Grupos (AZy)
Nao Sim N&o Sim Substancia utilizada
i Controle X X e
ii Artritico X X e
iii Diclofenaco X X Diclofenaco a 100 mg/Kg
iv Copaiba 300 X X Oleo de Copaiba 300 mg/kg
v Copaiba 600 X X Oleo de Copaiba 600 mg/kg
Vi CCop X X Oleo de Copaiba 300 mg/kg

1. Intervencdo experimental (Artrite induzida por Zymonsan, AZy): aplicacdo subcutanea (s.c.) de Zy em pata
traseira. Intervencdo farmacoldgica: sem intervencdo (administracdo de veiculo), diclofenaco na concentracdo de
100 mg/kg, 6leo de copaiba nas concentra¢fes de 300 mg/kg ou 600 mg/kg.

Os animais dos grupos Controle (i) e CCop (vi) ndo foram submetidos a intervencao
experimental, recebendo, por via 0.g., apenas o veiculo e 6leo de copaiba a 300 mg/kg,
respectivamente. Os grupos Artriticos (ii), Diclofenaco (iii), Copaiba 300 (iv) e Copaiba 600
(v) foram induzidos a artrite e receberam veiculo, diclofenaco 100 mg/kg, 6leo de copaiba a

300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente.

4.3.1.2 Cronologia da experimentacdo animal

O periodo de experimentacdo animal ocorreu durante 96 horas, a contar da aplicacdo
s.c. de Zy, momento definido como “tempo 0 (Tabela 2). Tendo esse tempo como marco, 0s
demais foram nomeados de acordo com o tempo que antecedeu ou decorreu o procedimento,
em minutos ou horas, por exemplo, 30 minutos antes (-30°) ¢ uma hora apo6s (lh),
respectivamente. Vale ressaltar que 0s parametros antropométricos iniciais (peso e diametro

da pata inicial) foram verificados momentos antes das intervengdes experimentais.
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Tabela 2 — Caracterizacgdo da cronologia experimental

Tempo em relacéo a injecéo s.c.
de salina ou Zy Procedimento
(precedido ou decorrido)

Tempos
experimentais
AferigBes iniciais:
- Pesagem dos animais (Peso inicial)

Tempo -30° 30 minutos antes - Medida do didmetro da pata (Diametro inicial)
Administracdo 0.g. de veiculo, diclofenaco ou 6leo
de copaiba.

Tempo 0 Marco “0” Aplicacdo s.c. de Zy
Tempo 1 1 hora decorrida - Medida do diametro da pata

(Didmetro no tempo 1)

- Medida do didmetro da pata

Tempo 2 3 horas decorridas (Diametro tempo 2)
. - Medida do didmetro da pata

Tempo 3 6 horas decorridas (Diametro tempo 3)
. . - Medida do diametro da pata

Tempo 4 24 horas (1 dia) decorridas (Diametro tempo 4)
. . - Medida do didmetro da pata

Tempo 5 48 horas (2dias) decorridas (Diametro tempo 5)
. . - Medida do didmetro da pata

Tempo 6 72 horas (3 dias) decorridas (Diametro tempo 6)

- Pesagem dos animais (Peso final)

Tempo 7 96 horas (4 dias) decorridas - Medida do diametro da pata

(Diédmetro em 96h)
- Eutanésia e remocdo de érgaos e tecidos

1. Cronologia da experimentacdo animal e procedimentos realizados antes (-30°) e ap6s (1h, 3h, 6h, 24h, 48h,
72h e 96h) a aplicagdo s.c. de Zy ou salina (marco 0).
2. s.c, via subcutanea; Zy, solucao de zymosan a 500ug (25 pL); 0.g., via orogastrica (gavagem)

Portanto, em todos os grupos, 30 minutos antes da aplicagdo s.c. de Zy (tempo 0), 0s
animais receberam por via 0.g. solugdes (veiculo, diclofenaco ou dleo de copaiba) e ao
decorrer das 96 horas os animais foram submetidos a diferentes técnicas experimentais, tais
como pesagem, determinacdo do diametro da pata, administracdo o0.g. de substancias
(gavagem), administragdo s.c. de substancias, anestesia, eutanasia, remocdo de Orgdos e

tecidos e destinagéo final da carcaca, conforme descrita a seguir.

4.3.1.3 Pesagem dos animais

A pesagem dos animais vivos foi realizada utilizando balanga eletrénica, com
capacidade de 50109 e precisdo de 1g. O procedimento foi realizado em dois momentos,

sendo o primeiro realizado momentos antes de iniciar as intervengfes experimentais, sendo
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definido como peso corpdreo inicial e o outro apds 96 horas de experimento (peso corporeo
final) para cada animal.

O peso corporeo inicial dos animais foi obtido como média. Para avaliar o peso em
relacdo ao inicio e fim do experimento foi determinado o delta peso corpdreo (Apeso), que
consiste na diferenca entre 0 peso médio inicial e o final, expressado em gramas (g) e dado

pela equacdo:

Apeso corporeo= peso final — peso inicial

4.3.1.4 Gavagem

A administracdo de substancia foi realizada por via 0.g. (gavagem), que consiste em
introduzir substancias pela boca e entdo depositadas diretamente no estdmago (BRASIL.
Ministério da Ciéncia, Tecnologia, 2019). Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com as recomendacdes técnicas para administracdo de substancias a animais
(ANDERSEN et al., 2004; FEIJO; DE MACEDO BRAGA; PITREZ, 2010). Para isso,
utilizou-se uma canula de gavagem acoplada a uma seringa contendo substancias. O
procedimento inicial consistiu em conter manualmente o animal, de modo que a cabeca
ficasse totalmente imobilizada e voltada para cima. Em seguida, a canula foi introduzida na
posicao lateral da boca de forma delicada e continua, deslizando-a para o interior da cavidade
oral, por cima da lingua do animal. Com isso, o animal manifestou o reflexo de degluticéo, o
que permitiu que a canula deslizasse facilmente, passando da faringe para o es6fago sem
nenhuma resisténcia. Uma vez que a canula estivesse posicionada corretamente, a substancia
foi administrada lentamente de forma que ndo houvesse refluxo. Findando o procedimento, a
canula fora removida lentamente, seguindo a mesma curvatura na qual foi introduzida. O
volume administrado ndo ultrapassou os limites indicados, que é de 1 mL de solucdo para

cada 100 g de peso corporal.

Figura 6 — llustragdo esquematica do procedimento de gavagem intragéstrica.

=N
a—~ N 8T
/

Fonte: retirado de Ferrero; Wilson; Sutton, 2012.
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4.3.1.5 Inducdo da artrite experimental

Aos animais dos grupos submetidos a intervencdo experimental (AZy) foram
administrados, por via s.c., uma solugcdo de Zy (Sigma, St. Louis, MO, EUA), na
concentracdo de 0,5 mg (500 ug) em um volume final de 0,025 mL (25 uL) de solugdo salina
estéril, aplicados no joelho e pata traseira esquerda, para o desenvolvimento de artrite
experimental, conforme descrito previamente por Penido et al. (2006). Os animais controles
receberam injecdo s.c. de um volume igual de solucdo salina estéril. Além disso, nas patas

traseiras e joelhos direito de todos os animais foram inoculados com 25 pL salina por via S.C.

4.3.1.6 Avaliacdo da inflamacdo da pata

A inflamacdo da pata foi quantificada com base no inchago da pata e na alteragdo
histologica. O edema da pata traseira foi medido por paquimetro digital (A & D Company
Ltd., Toquio, Japdo), calculando a &rea da secdo transversal (em mm?) da pata (TANIA
PINHEIRO et al., 2018), medido antes da inoculagdo s.c. de Zy ou salina, definido como
diametro inicial da pata (Dpata') € em diferentes tempos apds a inoculacio (Tabela 2), sendo
designados como diametro no tempo 1 (Dpata'%), tempo 2 (Dpata' %), tempo 3 (Dpata'°), tempo 4
(Dpata™), tempo 5 (Dpata'°), tempo 6 (Dpata ®) € N0 tempo 7 (Dpata' ).

Os resultados foram expressos como a média + DP da diferenca entre 0 ao diametro
inicial e nos diferentes tempos apds administracdo de Zy ou Salina (A diametro das patas, em
mm) (BASSI et al., 2016; BRACHT et al., 2012; ROSAS et al., 2015b), dado pela equagéo:

A diametro das patas = Dpata'— Dpata’

Em que, Dpata refere-se ao diametro da pata inicial (antes de qualquer intervencéo) e

Dpata’ a0 didmetro da pata obtido em diferentes tempos apds a inoculagéo de Zy.

4.3.1.7 Eutanasia e remocdao de drgaos e tecidos

Ao final da experimentacdo, sucedeu-se 0 procedimento de eutandsia por
deslocamento cervical manual, com os animais sob anestesia geral, seguindo protocolos
previamente descritos (AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION, 2020;
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NEVES et al., 2013). O procedimento foi realizado por operadores treinados, seguindo todas
as recomendacdes preconizadas, sempre observando os principios éticos para garantir o bem-
estar dos animais, assegurando auséncia de desconforto e dor, tendo em vista que a leséo da
medula espinhal gera inconsciéncia imediata, cessando rapidamente a vida do animal
(BRASIL. MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA, 2018; CONSELHO FEDERAL
DE MEDICINA VETERINARIA, 2012).

Para realizar o procedimento, inicialmente os animais foram colocados
individualmente em caixa transparente hermeticamente fechada, com algoddo embebido em
isoflurano, para obter sedacdo. Em seguida, procedeu-se com a anestesia geral, sendo aplicada
por via intra-peritoneal (i.p) uma associagdo de cetamina (82 mgkg) com cloridrato de
xilazina (5,75 mgkg), tendo em vista que quando combinados agem como anestésico e
miorrelaxante de agdo central, respectivamente. De acordo com o Guia Brasileiro de Boas
praticas para a eutanasia em animais (CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA
VETERINARIA, 2012), a cetamina ndo deve ser utilizada como o Gnico método, mesmo em
associacfes com outras substancias, devendo haver um segundo método que venha a causar a
morte do animal.

Posteriormente, aguardou-se 0s animais entrarem em estado de analgesia e
inconsciéncia, o que foi confirmado pela identificacdo de indicadores que caracterizam a
morte (CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA VETERINARIA, 2012), e entdo realizou-se
0 procedimento de eutanasia, posicionando o animal em mesa cirdrgica em posigéo ventral, e
entdo 0 executor com uma das maos, posicionou um bastdo na regido cervical cranial (base
do cranio), pressionando-o, e com a outra mao, tracionou a base da cauda para causar a
separacao das vértebras cervicais em relacdo ao cranio. Apoés a realizacdo do procedimento,
verificou-se se de fato o pescoco havia deslocado pela palpacdo da vértebra. Em seguida
procedeu-se cirurgicamente com a remocao de 6rgaos e tecidos e imediata fixacdo (descrito a
seguir). Por fim, as carcacas dos animais foram acondicionadas em saco branco leitoso com o
simbolo de residuo de risco bioldgico, e imediatamente transportadas até o Biotério do INPA
para receber a destinacéo final.

Ressalta-se que a selecdo do método para eutanasia baseou-se em protocolos pré-
estabelecidos para espécie animal envolvida, idade do animal, meios de contencédo
disponiveis, habilidade dos executores, nimero de animais a serem mortos e no objetivo do
protocolo. E que apesar de ndo haver estudos suficientes para questdes de humanizagédo, a
eutanasia por deslocamento cervical € uma técnica amplamente empregada em pequenos

animais de laboratodrio, sendo considerada eficiente e segura, quando bem realizada, alem de
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ser considerada adequada por causar inconsciéncia imediata, seguida de morte. Entretanto,
como ndo é recomendado para causar a morte em grande nimero de animais, diferentes

executores estiveram envolvidos no procedimento.

4.3.2 Coleta dos tecidos e processamento histologico

Os membros posteriores dos animais (direito e esquerdo) foram removidos en bloc e
mantidos em solucdo de glutaraldeido a 2,5% (GTA 2,5%) diluido em tamp&o fosfato de
sodio a 0,1 M em pH 7,3 a 4°C por no minimo 48 h. Em seguida, os membros foram
dissecados do tegumento com o auxilio de um estereomicroscépio (Leica EZ4D Digital
System, Alemanha) e a articulacdo interfalangeana proximal (IFP) separada e mantida na
solucdo fixadora para as analises posteriores. Todas as amostras foram processadas no
Laboratorio de Microscopia Quantitativa (LaMig/ICB/UFAM).

Apbs o periodo de fixacdo, o material foi submetido a etapa de descalcificacdo em
acido formico a 10%, ficando em imersdo por 1 a 2 dias. Uma vez completado a
descalcificacdo, o 3° digito da pata traseira esquerda foi removido de forma que incluisse a
articulacdes IFP destinada a anélise estereoldgica.

Em seguida, o 3° digito foi submetido a etapas de desidratacdo em concentracGes
crescentes de etanol (70 e 96%), pré-infiltrado em uma mistura de etanol 96% com solucdo de
resina plastica de hidroxietil-metacrilato (Technovit 7100, Kilzer-Heraues, Alemanha) para
completar a infiltracdo dos tecidos. No dia seguinte, as amostras foram depositadas em
moldes individuais de teflon Histobloc (Kilzer-Heraues, Alemanha) (1 articulagdo/molde) e
incluidos em resina plastica + solucdo polimerizadora. Os moldes foram mantidos em estufa a
37° C por 24h. Apos total polimerizacdo, cada bloco foi rotacionado de forma aleatdria,
uniforme e sistematica (SURS) para a obtencdo de secOes verticais (BADDELEY;
GUNDERSEN; CRUZ-ORIVE, 1986). Brevemente, o digito foi colocado em posi¢éo vertical no
bloco, com falange distal em posicdo superior e metatarso em posi¢do inferior, sendo
posicionada sobre um circulo impresso com a distribuicdo de angulos em 360°. Um angulo
SURS foi amostrado e a direcdo selecionada foi marcada na superficie do bloco. Essa
estratégia permitiu obter cortes da articulacdo IFP em dire¢des variadas, aumentando a
robustez da andlise de areas superficiais (DA COSTA et al., 2007; GUNDERSEN; JENSEN,
1987).

Em seguida, os blocos foram observados em estereomicroscépio (Leica EZ4D Digital

System, Alemanha) e marcados com pincel de ponta fina quanto ao inicio e fim da regido
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articular separando-a da regido dermal. As marcas serviram de orientacdo para a microtomia
posterior (micrétomo Leica RM 2145, Alemanha). Com a ajuda de um estereomicroscopio
equipado com uma lente micrometrada o comprimento total projetado (Lt) de cada articulacao
IFP no interior do bloco de resina foi medido perpendicularmente ao plano do seccionamento,
isto é, na direcdo em que o bloco avangou durante a microtomia. Assim, Lt = SOMA
L1+L2+............... +Ln. Lt foi divido pelo nimero de secOes seriais desejadas (n). Neste
estudo, o numero de oito a 10 secBes por articulacdo IFP foi estabelecido como satisfatorio.
Secodes seriais de 5 um foram obtidas a cada avango na navalha sobre o bloco de resina no
micrétomo, o que equivaleu ao avanco de 50 um a cada secéo obtida. As se¢Bes foram fixadas
em lamina, marcadas e identificadas quanto a sua sequéncia de corte e entdo coradas com
fucsina basica e azul de toluidina 0,5%, sendo este Ultimo um corante metacromatico.
Brevemente, as secOes foram mergulhadas rapidamente em fucsina, secas em chapa
aquecedora e coradas por 1 min em azul de toluidina. A fucsina basica foi preparada como
segue: 0,25 g de fucsina, 20mL etanol 96° GL a 60° C, 80mL de &gua destilada; e o azul de

toluidina: 0,5g borato de sddio, 0,12g azul de toluidina e agua destilada g.s.p.

4.3.3 Anélise estereoldgica

Para as andlises estereoldgicas foi utilizado um microscopio com sistema de captura de
imagens (Leica EZ4D Digital System, Alemanha). As contagens estereoldgicas foram
executadas através do programa Imod versdo 4.7/médulo stereology (KREMER,;
MASTRONARDE; MCINTOSH, 1996). O software de anélise de imagens ImageJ (RASBAND,
2008) foi utilizado para a amostragem sistematica uniforme ao acaso dos campos de vista
analisados, SURS (systematic uniforme random sampling). Ambos os softwares permitem a
sobreposicdo de sistemas teste de contagem (grids) sobre as fotomicrografias e todo o
processo de contagem se concentra na identificacdo das estruturas que sdo tocadas ou

interceptadas pelos eventos que compdem os grids (pontos ou curvas).

4.3.3.1 Determinacdo do volume da articulacéo e seus componentes (Principio de Cavalieri)

As secdes seriais digitalizadas foram analisadas para a determinacdo do volume total
das articulac@es, seguindo o principio de Cavalieri (1635), viabilizado por meio do software
Imod versdo 4.7/mddulo stereology, que possibilitou sobrepor em cada se¢do um sistema teste

de contagem (grids), permitindo contar os pontos que tocavam as respectivas estruturas
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(categorias) de interesse (KREMER; MASTRONARDE; MCINTOSH, 1996). Esta técnica
estd fundamentada em robusta analise matematica, é de aplicacdo simples e extremamente
eficiente (REED; HOWARD; DE YANES, 2010). O volume da articulacdo IFP abrangeu os
limites entre as capsulas laterais e mediais e os limites do 0sso esponjoso. Ao término da
contagem, 0 somatério de pontos para cada material foi obtido e entdo aplicado a seguinte

equacéao:

V (mm3) = ZTani xT Xa/p
i=
3 Pi

Onde, V € o volume absoluto do 6rgdo, - é o numero total de pontos sobre cada
orgdo, a/p € a area representada por cada ponto e T é a distancia entre cada se¢do. Um
coeficiente de erro de 5% e desvio de 15% foram considerados aceitaveis (GUNDERSEN et
al., 1988; GUNDERSEN; JSTERBY, 1981). Visto que as contagens nas sec¢0es seriais de
uma articulacdo representam eventos dependentes, a variancia foi calculada por equacdes
apropriadas (GUNDERSEN; JENSEN, 1987; GUNDERSEN; JSTERBY, 1981).

4.3.3.2 Determinacdo do volume dos componentes internos da articulacdo IFP (Principio de
Delesse)

A porcentagem de cada componente dentro da articulacdo IFP foi obtido pelo
principio de Delesse (densidade de volume). Um aumento de 200 foi empregado em campos
de vista selecionados aleatoriamente. Os componentes foram quantificados pela contagem de

pontos e o resultado expresso em porcentagem conforme:

S, Pomp

Vv (componente, espaco de referéncia) = ST P ref
i=1

Onde Vv € a densidade de volume de determinado componente (capsula articular,
membrana sinovial, espacgo sinovial cartilagem hialina e 0sso) e Pref é a somatoria de pontos
que tocam o espaco de referéncia (regifo articular) (REED; HOWARD; DE YANES, 2010).
Os dados percentuais (Vv) foram transformados em absolutos ao serem multiplicados pelo
volume de Cavalieri da articulacdo IFP:

Vabsoluto = VCavalieri X Vv

4.3.3.3 Determinacdo da area superficial na cartilagem e membrana sinovial (Principio de
Buffon)
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A area superficial (S) da cartilagem e membrana sinovial também foi estimada. Essa
técnica também é conhecida como densidade de superficie e consiste em sobrepor a imagem
com sistemas teste contendo linhas/curvas (arcos) cicloides longas (REED; HOWARD; DE
YANES, 2010). Para cartilagem duas regides distintas foram determinadas: superficie
articular (S CA) e superficie calcificada (S CC). Para tal, foram sobrepostas as imagens 0s
arcos cicloides. Cada intersecdo das linhas dos arcos com a borda de uma superficie especifica
foi contada. Os dados de interse¢fes foram usados para a determinacdo da relacao superficie-
volume (Sv) estimada de acordo com Weibel (1980) usando a equacéo:

2.3 I
~1/p.on, Pi
Onde: li € o nimero de intersecdes entre as linhas teste e as superficies; I/p é o

Sv

comprimento da linha teste e Pi é o somatorio de pontos que tocam a regido de interesse. A
area superficial total foi obtida ao multiplicar-se Sv pelo volume de Cavalieri:

S absoluto = VCavalieri x Sv

4.3.4 Andlise estatistica

O programa estatistico 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 (analise de variancia
one-way e two-way). Nos casos em que houve diferenca entre 0s grupos, o paramétrico de
multiplas comparagdes de Tukey foi utilizado para comparar os valores médios entre 0s
grupos testados. O limite de confianga estabelecido para os testes foi de 5%.

Os dados estereologicos foram avaliados para cada animal e a estimativa da variancia
foi determinada usando o coeficiente de erro (C.E.) conforme descrito por Cruz-Orive (1997).
As 10 varidveis estereologicas foram analisadas por meio de analise de componentes
principais (PCA, Principal Component Analysis) para explorar a relagdo entre essas variaveis
e os tratamentos e para identificar as varidveis com maior influéncia no presente modelo
experimental. A analise de PCA foi realizada usando o programa PAST-Paleontological
Statistics, versdo 3.14 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).
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5. RESULTADOS
5.1 Desenvolvimento da inflamacgéo aguda
5.1.1 Espessura da pata

Durante o experimento, o primeiro sinal de inflamacéo das articulac6es foi tipicamente
avaliado por inchaco (edema) da pata, que nos animais que receberam apenas aplicacao s.c. de
salina (Controle e CCop) apresentaram espessura constante, em contraste com os demais, nos
quais foram inoculados Zy, sendo observado nesses grupos evidéncias macroscépicas de
inchaco (Fig. 7a) e aumento da espessura das patas, elevando-se logo apds 1 hora da
inoculacdo, com aumentos gradativo durante todo o periodo, sendo o pico as 6 h e a reducao
as 96 h (Fig. 7b).

Figura 7 — Avaliacdo da espessura da pata dos animais antes e ap6s aplicagdo s.c. de Zy ou salina
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1. (a) Fotografias representativa das patas traseiras esquerdas de Balb/c antes (T0) e apés (6h e 96h) aplicacdo
s.c. de Zy ou salina, de acordo com o grupo experimental; (b) Grafico demonstrando a cinética da espessura da
pata, em mm, durante o periodo de experimentacéo.

2. TO, tempo 0O (inicial); Controle, sem intervencgdes; Artritico, artritico ndo tratado; Diclo, artritico tratado com
diclofenaco a 100 mg/kg; Cop300 e Cop600, artriticos tratados com 6leo de copaiba nas doses de 300 e 600
mg/kg, respectivamente; CCo, ndo artritico, tratado com 6leo de copaiba a 300 mg/kg.

Em relacdo a dindmica do edema, verificou-se que na primeira hora apés injecéo (1h),
0 grupo artritico ndo tratado demonstrou uma elevacédo significativa em relacdo aos demais
(P<0,05) (Fig. 8). Ja sobre os grupos artriticos tratados (Diclo, Cop300 e Cop600), essa
elevacdo foi significativamente menor, quando comparado ao Artritico. Inclusive nas

primeiras horas (1h e 3h) apds a inducdo, tais grupos ndo foram diferentes entre si.
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Assim sendo, pode-se inferir que nas primeiras horas apos a aplicacdo s.c. do Zy (1h e
3h) na pata de Balb/c o diclofenaco a 100 mg/kg e o Oleo de copaiba em ambas as
concentracdes (300 e 600 mg/kg) agem igualitariamente sobre o edema, contendo o inchaco
da pata.

As 6 horas todos 0s grupos que receberam injecdo s.c. de Zy tiveram aumento do
volume da pata, sendo o maior observado no grupo artritico ndo tratado (Artritico), estando
68,1% mais elevado quando comparado ao volume inicial (Tabela 3). Ja os animais tratados
com farmaco padréo (Diclo) e com copaiba (Cop300 e Cop600), apesar de também terem
atingido o pico as 6 horas, foram menores quando comparado ao grupo Artritico. Nesse
estagio houve diferenca estatistica significativa (P< 0,05) entre os grupos artriticos tratados
(Diclo, Cop300 e Cop600) e os grupos Controle e Artritico (Fig. 8).

Tabela 3 — Espessura da pata (mm) dos animais apds 6 e 96 horas da inoculagdo de Zy.

Grupos
Controle Artritico Diclo Cop300 Cop600 CCo
+6horas 170003 277+017 203+015 229+0,13 2334001 172+0,05
(5,2%) (68,1%) (22,1%) (38,2%) (45,8%) (8,8%)
+ 96 horas 163+005 197+021 164+005 180+0,19 165+0,09 1,60+0,07
(0,8%) (19,8%) (0,8%) (8,7%) (3,2%) (1,0%)

1. O volume médio das patas no tempo inicial foi de 1,63 + 0,05 mm; Avolume das patas = volume no tempo
+6h (ou +96h) — volume inicial (-30’), expressado em mm e %; Os dados s&o média + o desvio padrdo de
quatro a seis animais.

2. Controle, sem intervengdes; Artritico, artritico ndo tratado; Diclo, artritico tratado com diclofenaco (100
mg/kg); CCo, ndo artritico, tratado com éleo de copaiba a 300 mg/kg; Cop300 e Cop600, artriticos tratados
com 0leo de copaiba nas doses de 300 e 600 mg/kg, respectivamente.

Em conjunto, os resultados demonstraram que o pico do edema ocorreu as 6 horas da
aplicacdo s.c. de Zy, sendo significativamente maior no grupo nao tratado. Ressalta-se ainda,
que o inchago nos grupos Diclo, Cop300 e Cop600 foi mais controlado, quando comparado ao
Artritico, porém nenhum foi eficaz em retomar a espessura das patas aos niveis basais
(controle). Vale ressaltar que nesse estagio, 0s grupos tratados com copaiba além de terem
sidos diferentes estatisticamente dos grupos Controle e Artritico, também diferiram do Diclo,
fato que denota que o 0leo de copaiba foi capaz de conter 0 edema nesse estagio, mas nao de

forma téo eficiente quanto ao tratamento padréo.
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Figura 8 — Espessura da pata, em mm, de Balb/c apds 96h da inoculacéo s.c. de Zy ou salina, de acordo com o tempo e grupo experimental
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1. Gréfico demonstrando a espessura das patas dos animais (em mm) durante o periodo de experimentacéo (96 horas), antes e ap6s a inoculagdo de Zymosan ou Salina.
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tratado com éleo de copaiba a 300 mg/kg.
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No decorrer da cinética do edema (24h em diante) observou-se uma reducao gradativa
da espessura da pata dos animais artriticos. Sobressai de importancia as 96 horas, em que se
observou a reducao da espessura das patas em todos os grupos, em que o Controle, o Dicloe o
Cop600 praticamente retornaram aos niveis basais (iniciais). Cabe destacar, que nesse estagio,
o grupo Controle ndo apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo a praticamente
todos 0s grupos, exceto ao Artritico, que por sua vez, foi diferente quase em sua totalidade,
mas ndo do Cop300.

Com isso, infere-se que o diclofenaco a 100 mg/kg e a copaiba a 600 mg/kg, quando
administrado por via oral, 30 minutos antes da inoculagdo s.c. de Zy em patas de Balb/c,
apresentaram a mesma eficacia na contencdo do inchaco da pata apos 96h da injecdo. Em
contrapartida, nesse estagio a copaiba a 300 mg/kg ndo foi capaz de atingir o mesmo efeito,
sugerindo que essa dose é eficiente apenas nas primeiras horas da reacao inflamatoria.

Em conjunto, os dados demonstraram que as patas dos animais inoculados com Zy
incharam logo nas primeiras horas e atingiram a espessura maxima em 6 horas apo6s a
inducdo, principalmente no grupo néo tratado (Artritico). O diclofenaco e o 6leo de copaiba a
300 e 600 mg/kg foram capazes de conter o inchaco da pata no decorrer de 96 horas.
Entretanto, as 6 h essa eficacia foi mais importante para o grupo Diclo, mesmo que ndo tenha
retomado aos niveis basais (iniciais). E, as 96 h, tanto o diclofenaco como a copaiba 600

foram capazes de retomar a espessura da pata aos niveis basais.

5.1.2 Peso corporal

O peso corporal foi monitorado antes da aplicacdo de Zy ou salina e apos 96h de
experimentacdo. O peso médio inicial dos animais foi de 21,5+1,4 g. Todos 0s grupos
apresentaram reducdo de peso corporal ao final, entretanto a perda estatisticamente
significativa, quando comparadas ao grupo Controle, foi observada apenas nos animais
artriticos ndo tratados (grupo Artritico) e tratados com copaiba a 600 mg/kg (Cop600), com -

10,1% e -9,7%, respectivamente, em relagéo ao peso inicial (Fig. 9).
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Figura 9 - Variagdo do peso corporal apds 96 horas da inoculagdo de Zymosan ou Salina.
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1. O peso corporal médio dos animais no tempo inicial (-30”) foi de 21,5+1,4g; Apeso corporeo = peso no tempo
final — peso inicial, expressado em %. Na tabela, peso final expressado em g e %.

2. Controle, sem intervencOes; Artritico, artritico ndo tratado; Diclo, artritico tratado com diclofenaco (100
mg/kg); CCo, ndo artritico, tratado com 0leo de copaiba a 300 mg/kg; Cop300 e Cop600, artriticos tratados com
6leo de copaiba nas doses de 300 e 600 mg/kg, respectivamente.

3. Os dados s&o média + o desvio padréo de quatro a seis animais. Diferenca estatistica quando P < 0,05 (*), P <
0,01 (**), P <0,001 (***) e P <0,0001 (****).

O percentual de perda de peso dos animais do grupo Controle, Diclo, Cop300 e CCop
foram proximos, com -3,5%, -3,7%, -3,2% e -3,9%, respectivamente, ndo demonstrando
diferenca estatistica entre eles. J& o grupo Artritico foi significativamente (P < 0,05) diferente
do Controle e do Cop300. O grupo Cop600 apresentou diferenca a praticamente todos os
grupos, exceto ao Artritico.

Diante do exposto, os dados demonstram que a inducdo de artrite por injecdo s.c. de
Zy em pata de Balb/c induz a perda de peso nos animais, sendo mais proeminentes nos
animais ndo tratados. E ainda, que o tratamento com diclofenaco e 6leo de copaiba a

300mg/kg preservam o peso. Entretanto, o 6leo de copaiba a 600mg/kg ndo apresentou a
mesma eficiéncia.

5.2 Histomorfologia da articulacdo interfalangeana proximal (IFP)

Ao exame histoldgico, foram observadas articulagGes com caracteristicas morfologicas
normais (Fig. 10) e outras com alteracdes, que incluiram a membrana sinovial (Fig. 11), 0sso
(Fig. 12) e cartilagem hialina (Fig. 13 e 14).
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Figura 10 - Articulagdo IFP com caracteristicas histomorfoldgicas normais.

o

[§ : .
& F\L\‘;h ‘T‘?' ¢ \%.':'
'Plio;c;.\m e ‘\\ ‘r‘A 3

A

Ligamento«
Cartilagem =& 3T . Espaco sinovial
articular K Contendo liquido
. ¢ sinovial
) Capsula R . Periosteo
Ciapsula fibrosa &

articular |Membrana X - P A s P : 4 i
sinovial \ N N “ N N
- N IR > A Y
. .

.
‘4% FALANGE
MEDIAL

‘GP' | ~

[

1. Articulacdo interfalangeana proximal (IFP) apresentando caracteristicas morfoldgicas normais; (a) Figura
esquemadtica da articulacdo sinovial, com identificacdo dos componentes articulares; (b-e) Fotomicrografias
representativas das articulagbes IFP de camundongos Balb/c apresentando caracteristicas histomorfolégicas
normais, observadas em se¢des histoldgicas, corada com toluidina e fucsina.

2. Espaco entre as se¢des: 50 um. Aumento de 100x (a) e 200x (b-e). IFP, interfalangeana proximal; FP, falange
proximal; FM, falange medial; CP, capsula articular; MS, membrana sinovial; OS, osso; CA, cartilagem
articular.

Entre as alteracBes histomorfologicas que envolveram a membrana sinovial destacam-
se a hiperplasia e hipertrofia dos sinoviécitos e infiltracdo de pannus inflamatério no espaco
sinovial (Fig. 11a), agregados de fibrina no espago sinovial (Fig. 11a), densos infiltrados de

células inflamatdrias na sindvia periarticular (Fig. 11b,c,d).
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Flgura 11 — Morfologia da MS em articulagdo IFP de Balb/c apos apllca(;ao s.c. de Zy
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1.Fotomicrografias representatlvas de secdes histolégicas de artlculagao IFP de camundongos Balb/c apo6s 96
horas da aplicacdo s.c. de Zy, destacando a proliferacdo e hiperplasia sinovial com infiltracdo do ES (seta preta)
e agregados de fibrina (seta amarela) (200x) (a); MS hiperplasica (seta preta), com inlimeros adipocitos (setas
vermelhas) (200x) (b); sinovidcitos hipertréficos e hiperplasicos com infiltrado de células imunes (seta preta)
(400x) (c); MS hiperplasica e hipertréfica (seta preta) (400x) (d).

2.CP, capsula articular; CA, cartilagem hialina. ES, espaco sinovial; MS, membrana sinovial; OS, 0sso; CM,
cavidade medular; VS, vasos sanguineos.

Alteracdes na remodelacdo Ossea também foram observadas no presente estudo, no
qual verificou-se perda 6ssea (osteolise) profunda na regido periarticular & area afetada (Fig.
12). Além disso, também houve crescimento de pannus, formado por tecido fibrovascular
associado a celulas inflamatorias, a partir do angulo capsular ao longo da superficie periosteal,

que avancou para o ES, invadiu a area erodida do o0sso e instalou-se sobre a superficie da
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cartilagem articular, levando a uma agregacdo avascular de células sinoviais nesses locais,

contribuindo para a lesdo da cartilagem.

Figura 12 — Morfologia da erosdo dssea em articulagdo IFP de Balb/c apds 96h da injej¢cdo s.c. de Zy
g
: .

1.Fotomicrografia representativa demonstrando destruicdo d¢ssea (ostedlise) e invasdo de pannus (seta amarela),
que percorre a superficie periosteal (tracejado amarelo), avangando para o espago sinovial e superficie da

cartilagem articular (setas pretas).
2. CP, cépsula articular; CH, cartilagem hialina. ES, espaco sinovial; MS, membrana sinovial; OS, 0sso; CM,

cavidade medular. Barra = 50 pm.

Com a progressao, as areas de osteolise peri e subcartilaginosa, obliteraram a jungéo
do osso e da cartilagem, tornando-a minada, erodida, levantada e finalmente perdida (Fig. 13).
Além da perda O&ssea, também foram observadas éareas de neoformacdo Ossea

predominantemente periosteal, que inclui a formagéo de exostoses cartilaginosas (Fig. 14)
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Figura 13 — Morfologia da cartllagem em articulagdo IFP de Balb/c apds aplicacéo s.c. de Zy

1. Fotomicrografia representativa demonstrando articulacéo IFP de camundongos, apés 96 h da aplicacéo s.c. de
Zy, com destruicdo 6ssea (seta amarela) e da cartilagem (setas pretas) e infiltrado de células imunes na CM
(setas brancas). Aumento = 200 x

2.CP, capsula articular; CA, cartilagem articular. ES, espago sinovial; OS, 0sso; CM, cavidade medular.

Figura 14 — Morfolog |a da remodela do ossea em articulacdo IFP deBaIb/c apos injecéo s.c. de Zy

1.Fotomicrografia representatlva demonstrando remodela(;ao 0ssea, com forma(;ao de exostose cartilaginosa
(seta amarela), em substituigdo a membrana sinovial (tracejado amarelo).

2.CP, cépsula articular; CH, cartilagem hialina. ES, espago sinovial; MS, membrana sinovial; OS, o0sso; CM,
cavidade medular.

5.3 Estereologia da articulacéo IFP

Por meio de ferramentas estereoldgicas (HOWARD; REED, 2004), foram
determinados o volume total da articulagdo interfalangeana proximal (IFP) (Fig. 15) dos
camundongos Balb/c ap6s 96 horas da aplica¢do de Zy ou Salina, tratados ou ndo, e dos seus

respectivos componentes estruturais, como capsula articular (Fig. 16), membrana sinovial
82



(Fig. 17), espaco sinovial (Fig. 18), cartilagem articular (Fig. 19) e tecido 6sseo (Fig. 20).
Além disso, também foi determinada a area superficial da cartilagem (total, articular e
calcificada) (Fig. 22) e da membrana sinovial (Fig. 23) (DE BUFFON, 1777).

5.3.1 Volume total da articulacdo interfalangeana proximal (IFP)

O volume da articulagdo IFP dos animais artriticos ndo tratados (Artritico) foi, em
média, 34% maior em relacdo aos outros grupos, apresentando diferenca estatistica
significativa (P < 0,0001) entre estes (Fig. 15a). Os grupos Diclo, Cop300 e Cop600 ndo
foram diferentes quando comparados ao grupo Controle, entretanto o grupo CCop diferiu do
Cop600 (P < 0,01).

Figura 15 — Volume e histomorfologia da articula¢do interfalangeana proximal (IFP)
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1. Gréafico demonstrando o volume da IFP (em mm?®) da pata esquerda traselra de Balb/c apos 96h da injecdo s.c.
de Zy ou salina, tratados ou ndo (de acordo com o grupo experimental) (a); Fotomicrografias representativas de
secdes histoldgicas das articulagdes IFP sob grid de pontos (+) e delimitagdo de area de contagem (_) de acordo
com o grupo experimental (b-g). Observar que as articulagdes IFP dos grupos Artritico (b) e CCop (g)
ultrapassam a delimitacdo da area de contagem; Barra = 260 pm.

2. Controle, sem intervencdes; Artritico, artritico ndo tratado; Diclo, artritico tratado com diclofenaco a 100
mg/kg; Cop300 e Cop600, artriticos tratados com 6leo de copaiba a 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente;
CCop, nao artritico, tratado com copaiba a 300 mg/kg; CP, capsula articular; CH, cartilagem hialina. ES, espaco
sinovial; MS, membrana sinovial; OS, 0sso; CM, cavidade medular; ME, musculo esquelético.

3. Diferenga estatistica quando P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***) e P < 0,0001 (****).

Ao exame estereoldgico, observou-se que para o grupo Controle, a area pré-definida
para contagem dos componentes da articulagdo sinovial englobava toda articulacdo, incluindo
a cartilagem e osso periarticular. JA& no grupo Artritico e CCop, observa-se que 0S
componentes ultrapassavam area delimitada, aumentando a area de contagem e
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consequentemente o volume. Apesar do grupo CCop apresentar-se maior em relagdo ao
Controle (Fig. 16a), este ndo foi considerado estatisticamente significativo.

Em conjunto, infere-se que o Zy promoveu o aumento do volume da articulacdo IFP
da pata traseira de camundongos Balb/c apds 96 horas da sua aplicacdo s.c. Além disso,
verificou-se que os tratamentos com diclofenaco a 100 mg/kg e 6leo de copaiba a 300 e 600
mg/kg foram capazes de manter o volume articular, tendo em vista que 0s niveis
permaneceram proximos ao Controle. Por fim, demonstrou-se que o 6leo de copaiba per si
ndo influenciou no volume, que apesar de maior em relacdo ao controle, ndo apresentou

diferenca estatistica.

5.3.2 Volume da cépsula articular

O volume da capsula articular (CP) dos animais artriticos foi aproximadamente 79%
maior em relagdo aos demais grupos, demonstrando diferenca estatistica significativa entre
estes (P < 0,0001) (Fig. 16a). O espessamento da capsula no grupo Artritico em comparacao
aos demais grupos foi visivelmente observado em secGes histologicas e quantificados por
métodos estereologicos (Fig. 16b-g). Os demais grupos ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si.

Figura 16 — VVolume e histomorfologia da capsula articular
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1. Gréfico demonstrando o volume da CP (em mm?®) da articulagio IFP da pata esquerda traseira de Balb/c apds
96h da injecdo SC de Zy ou salina, tratados ou ndo (de acordo com o grupo experimental) (a); Fotomicrografias
representativas de secdes histologicas das articulagdes IFP destacando a CA (™) dos grupos Controle (b), que
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apresentou caracteristicas morfoldgicas normais; Artritico (b), com espessamento da CA; Diclo (d), Cop300 (e),
Cop600 (f) e CCop (@), normais; Barra =50 pm.

2. Controle, sem intervengdes; Artritico, artritico ndo tratado; Diclo, artritico tratado com diclofenaco a 100
mg/kg; Cop300 e Cop600, artriticos tratados com 6leo de copaiba a 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente;
CCop, ndo artritico, tratado com copaiba a 300 mg/kg; CP, cépsula articular; CH, cartilagem hialina. ES, espaco
sinovial; MS, membrana sinovial; OS, 0sso; CM, cavidade medular; ME, masculo esquelético; seta preta (™
), capsula articular.

3. Diferenca estatistica quando P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***) e P < 0,0001 (****),

A figura 17 (b-g) representa a morfologia das sec¢Ges histologicas de articulacdo dos
camundongos Balb/c. Os animais do grupo Controle demonstraram uma estrutura
morfol6gica normal (setas pretas), o que é evidente quando comparado ao grupo Artritico, que
demonstrou um espessamento da cartilagem articular (setas pretas na figura 17¢). Os demais
grupos, ndao demostram significancia estatistica em relacdo ao volume da capsula, apesar de
visualmente diferentes quando comparado ao grupo controle.

Em conjunto, os dados demonstram que o0 Zy promove o aumento da capsula articular
da articulacdo IFP ap6s 96 horas da sua aplicacdo s.c. na pata de camundongos Balb/c. Ainda,
observou-se que os tratamentos com diclofenaco a 100 mg/kg e com 6leo de copaiba a 300 e
600 mg/kg sdo eficazes em manter o volume e morfologia da capsula quando administrado 30
minutos antes da aplicacdo de Zy, tendo em vista que ndo foi diferente do controle e
apresentou diferenca estatistica significativa quando comparado ao Artritico ndo tratado.
Ainda, sobre o 0leo de copaiba administrado na auséncia de um indutor de inflamacdo,

verifica-se que este também ndo apresenta efeito no volume da capsula articular.

5.3.3 Volume da membrana sinovial

O volume da membrana sinovial do grupo Artritico foi, em média, 98% maior em
relacdo aos demais grupos, demonstrando diferenca estatistica significativa entre eles (P <

0,0001) (Fig. 17a). Os demais grupos ndo apresentaram diferenca entre si.
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Figura 17 - Volume e histomorfologia da membrana sinovial da articulagao IFP
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1. Gréafico demonstrando o volume da MS (em mm?®) em articulagio IFP da pata esquerda traseira de Balb/c apds
96h da injecdo SC de Zy ou salina, tratados ou ndo (de acordo com o grupo experimental) (a); Fotomicrografias
representativas de secdes histoldgicas das articulagdes IFP destacando a MS (™) dos grupos Controle (b), que
apresentou caracteristicas morfoldgicas normais; Artritico (b), hiperplasica, com infiltracdo do ES e presenca
de fibrina (= ); Diclo (d), Cop300 (e), Cop600 (f) e CCop (g), normais; Barra = 50 um.

2. Controle, sem intervencdes; Artritico, artritico ndo tratado; Diclo, artritico tratado com diclofenaco a 100
mg/kg; Cop300 e Cop600, artriticos tratados com 6leo de copaiba a 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente;
CCop, nao artritico, tratado com copaiba a 300 mg/kg. CP, capsula articular; CH, cartilagem hialina. ES, espaco
sinovial; MS, membrana sinovial; OS, 0sso; CM, cavidade medular; ME, masculo esquelético; seta preta (™
), membrana sinovial; seta amarela (= ), fibrina.

3. Diferenca estatistica quando P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***) e P < 0,0001 (****).

A hiperplasia sinovial foi evidente no grupo Artritico, que além de proliferar, também
tornou-se hipertrofica além de invadir o espaco sinovial (Fig. 18c), resultando assim no
aumento do seu volume. Os demais grupos que receberam inje¢do s.c. de Zy também
demonstraram alteracdo histomorfoldgica da MS, apresentando discreta hipertrofia das células
sinoviais, entretanto essa diferenca ndo foi capaz de aumentar a contagem da estrutura de
forma significativa.

Diante do exposto, verificou-se que o modelo de AZy foi capaz de modificar o volume
e a morfologia da MS de articulacdo IFP ap6s 96 horas da sua aplicacdo s.c. em camundongos
Balb/c. No que tange os efeitos do 6leo de copaiba, observou-se que este foi capaz de
preservar a membrana sinovial, em ambas as doses utilizadas (300 e 600 mg/kg), mantendo o
volume da MS proximo aos niveis do controle e a morfologia normal, mesmo observando
uma discreta hipertrofia das células sinoviais, tendo em vista que essa modificacdo foi

observada eventualmente e em raras se¢Ges, e que portanto ndo modificou o volume
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significativamente quando comparado ao controle. Salienta-se ainda que o uso do 6leo de

copaiba per si ndo influencia o volume e a morfologia da MS.

5.3.4 Volume do espaco sinovial

O volume do espaco sinovial do grupo Artritico foi, em média, 68% maior em relagdo
aos demais grupos, demonstrando diferenca estatistica significativa (Fig. 18a). Os demais

grupos nao demonstraram diferenca entre si.

Figura 18 - Volume e histomorfologia do espaco sinovial da articulacdo IFP
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1. Gréfico demonstrando o volume do ES (em mm?®) da articulagio IFP da pata esquerda traseira de Balb/c apds
96h da injecdo SC de Zy ou salina, tratados ou ndo (de acordo com o grupo experimental) (a); Fotomicrografias
representativas de se¢des histoldgicas das articulagfes demostrando ES dos grupos Controle (b), que apresentou
caracteristicas morfologicas normais; Artritico (b), com aumento do ES, oste6lise (™ ) e perda da cartilagem (
= ); Diclo (d), Cop300 (&), Cop600 (f) e CCop (g), normais; Barra = 50 pum.

2. Controle, sem intervengdes; Artritico, artritico ndo tratado; Diclo, artritico tratado com diclofenaco a 100
mg/kg; Cop300 e Cop600, artriticos tratados com 6leo de copaiba a 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente;
CCop, ndo artritico, tratado com copaiba a 300 mg/kg. CP, cépsula articular; CH, cartilagem hialina. ES, espaco
sinovial; MS, membrana sinovial; OS, osso; CM, cavidade medular; ME, musculo esquelético; seta preta,
membrana sinovial; seta amarela, fibrina.

3. Diferenca estatistica quando P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***) e P < 0,0001 (****).

Ao realizar a analise morfolégica observou-se que o grupo Artritico apresentou perda
da cartilagem, alem de depressdo déssea, acarretando o aumento de contagem de pontos no ES.
Acerca dos demais grupos (Diclo, Cop300, Cop600 e CCop, apesar de ao exame
microscopico o ES apresenta-se distinto, ndo foram estatisticamente significantes em relacéo
ao grupo Controle.

Destarte, 0 Zy promoveu o aumento do ES da articulacdo IFP de camundongos Balb/c
apos 96h da sua aplicacdo s.c. na pata esquerda traseira. Ao passo que, o diclofenaco e o 6leo

de copaiba (300 e 600 mg) preservaram-no, além de conservar sua morfologia normal, quando
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administrado 30 minutos antes da injecdo de Zy. Ainda, o 6leo de copaiba administrado na
auséncia de um indutor ndo promoveu efeito sob o ES, mantendo-se semelhante ao grupo
Controle.

5.3.5 Volume da cartilagem hialina

O volume da cartilagem hialina (CH) dos animais artriticos foi, em média, 29% menor
em relacdo aos demais grupos, demonstrando diferenca estatistica significativa em relacdo a
eles (Fig. 20a).

Figura 19 - Volume e histomorfologia da cartilagem hialina de camundongos
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1. Gréfico demonstrando o volume da CH (em mm?®) da articulacdo IFP da pata esquerda traseira de Balb/c ap6s
96h da injecdo s.c. de Zy ou salina, tratados ou ndo (de acordo com o grupo experimental) (a); Fotomicrografias
representativas de sec@es histoldgicas das articulagdes demostrando a CH (™) dos grupos Controle (b), que
apresentou caracteristicas morfologicas normais; Artritico (b), com perda de cartilagem (seta preta); Diclo (d),
apresentando formacdo de cartilagem em substituicdo a MS (exostose) (seta amarela); Cop300 (e), normal;
Cop600 (f), exostose (seta amarela) e CCop (g), normal; Barra =50 pm.

2. Controle, sem intervengdes; Artritico, artritico ndo tratado; Diclo, artritico tratado com diclofenaco a 100
mg/kg; Cop300 e Cop600, artriticos tratados com 6leo de copaiba a 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente;
CCop, ndo artritico, tratado com copaiba a 300 mg/kg. CP, capsula articular; CH, cartilagem hialina. ES,
espago sinovial; MS, membrana sinovial; OS, o0sso; CM, cavidade medular; seta preta, perda de cartilagem;
seta amarela, exostose.

3. Diferenca estatistica quando P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***) e P < 0,0001 (****).

Os animais dos grupos Controle, Cop300, Cop600 e CCop apresentaram cartilagem
hialina com caracteristicas histoldgicas normais, em que o tecido cartilaginoso apresentou-se
integro, composto por condrécitos diferenciados uni ou binucleados, ocupando as lacunas na

matriz extracelular. Todavia, em algumas sec¢des histologicas dos grupos artriticos tratados
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(Diclo, Cop300 e Cop600) foram proliferacdo de tecido cartilaginoso (20d e 20f) na camada
sinovial, resultando no aumento da contagem de pontos e consequentemente do volume da
cartilagem. Apesar desse achado histomorfologico, o volume da CH nesses grupos nao foi
diferente estatisticamente quando comparado ao Controle, o que pode ser atribuido ao fato
dessa alteracéo néo ter sido observada com frequéncia, estando presente em raras se¢des. NoO
gue tange o grupo Artritico, em algumas secdes observou-se uma obliteracdo entre a juncéo
do osso e da cartilagem, tornando-a minada, erodida, destacada e finalmente perdida (Fig.
20c).

Do exposto, observou-se que o Zy quando aplicado por via s.c. na pata traseira de
camundongos Balb/c promove alteragcbes na CH, ap6s 96h da sua aplicacdo, causando
destruicdo da mesma, culminando na reducdo do volume do tecido cartilaginoso. No que se
refere aos efeitos do diclofenaco e do dleo de copaiba, verificou-se a capacidade desses
tratamentos em preservar a morfologia da CH, tendo em vista que o volume ndo foi
significativamente diferente quando comparado ao grupo Controle. Contudo, observou-se
uma tendéncia no aumento do tecido cartilaginoso nesse grupo. Ademais, o 6leo de copaiba

per si ndo exerce efeitos quantitativos ou qualitativos sobre a CH.

5.3.6 Volume do 0sso periarticular

O volume do tecido ésseo periarticular (OS) dos animais artriticos foi, em média, 20% menor
em relagdo aos demais grupos, demonstrando diferenca estatistica significativa (P < 0,05) (Fig. 21a).

Os demais grupos ndo foram diferentes entre si.
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Figura 20 — VVolume e histomorfologia do osso em articulagdo de camundongos
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1. Gréafico demonstrando o volume do osso (em mm?) da articulacio IFP da pata esquerda traseira de Balb/c apds
96h da injecéo s.c. de Zy ou salina, tratados ou néo (de acordo com o grupo experimental) (a); Fotomicrografias
representativas de se¢Bes histologicas das articulagdes demostrando a histomorfologia do osso dos grupos
Controle (b), que apresentou caracteristicas morfoldgicas normais; Artritico (b), com erosdo dssea periarticular
extensa e invasdo sinovial (™ ); Diclo (d), normal; Cop300 (e), com erosdo Gssea periarticular discreta (™ );
Cop600 (f) e CCop (g), normais; Barra =50 um.

2. Controle, sem intervencgdes; Artritico, artritico ndo tratado; Diclo, artritico tratado com diclofenaco a 100
mg/kg; Cop300 e Cop600, artriticos tratados com 6leo de copaiba a 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente;
CCop, ndo artritico, tratado com copaiba a 300 mg/kg. CP, capsula articular; CA, cartilagem hialina. ES,
espago sinovial; MS, membrana sinovial; OS, 0ss0; CM, cavidade medular; seta preta, erosao 6ssea.

3. Diferenca estatistica quando P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***) e P < 0,0001 (****),

Ao exame histoldgico, verificou-se que o grupo Artritico apresentou areas de perda
Ossea (ostedlise) profunda na regido periarticular a area afetada. Ainda, a area erodida do 0sso
foi invadida por pannus inflamatério. Cabe destacar que em algumas se¢fes histoldgicas do
grupo artritico tratado com copaiba a 300 mg/kg (Cop300) também foram observadas erosdes
Osseas, entretanto, estavam presentes em raras se¢des e de forma discreta quando comparadas
ao grupo Artritico (Fig. 21e), fato que resultou na reducdo do volume quando comparado o
Controle, mas sem significancia estatistica (Fig. 21a). O grupo Controle e CCop apresentaram
caracteristicas morfologicas normais, em que 0 0SS0 apresentou-se integro

Diante do exposto, verificou-se que o Zy, quando aplicado s.c. na pata traseira
promove a erosdo do tecido 6sseo periarticular em articulacdo IFP de camundongos Balb/c,
apos 96h da injecdo, reduzindo o volume do OS. No que se refere ao efeito do 6leo de
copaiba, verifica-se que este foi parcialmente efetivo, tendo em vista que o grupo tratado na

dose de 300 mg/kg apresentou erosdo 0Ossea, mesmo sendo considerada discreta e sem
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significancia estatistica. Por outro lado, na concentracdo de 600 mg/kg o 6leo de copaiba foi
efetivo em preservar o volume e a morfologia o OS, pois apresentou niveis proximos ao grupo
Controle e significativamente menor em relacdo ao Artritico. Ainda, cita-se que o Gleo de
copaiba per si ndo foi capaz de alterar a morfologia e o volume da OS.

5.3.7 Area superficial da cartilagem hialina da articulacdo IFD

A area superficial da cartilagem hialina total da articulacdo IFP dos animais artriticos
ndo tratados (Artritico) foi, em média, 15% menor em relacdo aos demais grupos (Fig. 22),

demonstrando diferenca estatistica significativa (P < 0,05) em relagcdo ao Cop600.

Figura 21 - Area superficial da cartilagem hialina
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1. Gréfico demonstrando a area superficial, em mm?, da cartilagem total (a), articular (b) e calcificada (c) em
articulagdo de camundongos Balb/c ap6s 96 horas da injecdo s.c. de Zymosan ou salina, tratados ou ndo;
Fotomicrografias representativas demonstrando se¢des histolégicas da cartilagem com caracteristicas
morfoldgicas normais (d), com tecido cartilaginoso integro, sob grid de curvas para contagem de intersecdes e
pontos; (e) cartilagem com alteracGes, com perda de tecido cartilaginoso (setas amarelas); Barras: 13um.; (e)
osteogénese cartilaginosa em substituigdo a membrana sinovial (setas pretas) (barra: 20 pm).

2. Controle, sem intervengdes; Artritico, artritico ndo tratado; Diclo, artritico tratado com diclofenaco a 100
mg/kg; Cop300 e Cop600, artriticos tratados com 6leo de copaiba a 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente;
CCop, ndo artritico, tratado com copaiba a 300 mg/kg; CP, capsula articular; CA, cartilagem articular; CC,
cartilagem calcificada; ES, espaco sinovial; MS, membrana sinovial; OS, osso; seta amarela, cartilagem
erodida.

3. Diferenca estatistica quando P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***) e P < 0,0001 (****).

91



Ao analisar as areas articular e calcificada da cartilagem, verificou-se que a area da
CA no grupo artritico apresentou-se reduzida quando comparado aos demais, entretanto essa
diferenca ndo foi estatisticamente diferente (Fig. 22b). Ja para CC, a diferenca significativa
foi observada em relacdo aos grupos Cop300 e Cop600, quando comparado ao grupo
Artritico, estando ambos 21% maior em relacdo ao Avrtritico.

Ressalta-se que em algumas se¢Oes histolégicas dos grupos artriticos tratados (Diclo,
Cop300 e Cop600) observou-se a presenca de tecido cartilaginoso em substituicdo a
membrana sinovial (Fig. 22a), o que pode ter contribuido para uma contagem maior nesses
grupos, quando comparado aos grupos controles (Controle e CCop), contudo essa diferenca
ndo apresentou significancia estatistica.

Em conjunto, os dados demonstraram que modelo de AZy, ap6s 96 horas da aplicacdo
s.c. em patas de camundongos, modificou a histomorfologia e a morfometria da cartilagem
hialina da articulagao sinovial em camundongos Balb/c, reduzindo a area superficial do tecido
cartilaginoso, o que resultou da degradacdo e perda do mesmo. Sobre os efeitos do 6leo de
copaiba, constatou-se que este foi capaz de preservar a area da cartilagem, em ambas as doses
utilizadas (300 e 600 mg/kg), que apesar de estar aumentada em relagdo ao controle, ndo foi
considerado significativo estatisticamente.

5.3.8 Area superficial da membrana sinovial da articulagio IFP

A éarea superficial da membrana sinovial da articulagéo IFP dos animais artriticos néo
tratados (Artritico) foi, em média, 41% maior em relagdo aos demais grupos (Fig. 22),
contudo a diferenca foi apenas estatisticamente significativa (P < 0,05) em relagdo ao
Cop600.
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Figura 22 - Area superficial da membrana sinovial
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1. Grafico demonstrando a area superficial, em mm?, da membrana sinovial em articulagdo de camundongos
Balb/c ap6s 96 horas da injecdo s.c. de Zymosan ou salina, tratados ou ndo (a). Fotomicrografias representativas
demonstrando seces histoldgicas da MS sob grid de curvas para contagem de intersecdes e pontos do software
Imod, vista normal e com recurso de inversdo de cores (b-g), demonstrando MS (seta amarela) com
caracteristicas morfoldgicas normais (b-c); (d-e) com presenca de células sinoviais hipertroficas (f-g); Barra: 20
pm; e hiperplésica e hipertréfica, invadindo o espaco sinovial (f-g) (barra: 40um).

2. Controle, sem intervenc@es; Artritico, artritico ndo tratado; Diclo, artritico tratado com diclofenaco a 100
mg/kg; Cop300 e Cop600, artriticos tratados com 6leo de copaiba a 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente;
CCop, ndo artritico, tratado com copaiba a 300 mg/kg; CA, cartilagem articular; ES, espago sinovial; MS,
membrana sinovial; OS, 0sso; CM, cavidade medular; seta amarela, membrana sinovial.

3. Diferenga estatistica quando P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***) e P < 0,0001 (****).

As secOes histologicas dos grupos Controle apresentaram MS com superficie lisa,
cujas células sinoviais em muitas secGes eram praticamente imperceptiveis ao exame
microscopico (Fig. 23b). Em contraste, o grupo Artritico apresentou células sinoviais
hiperplasicas, hipertroficas (Fig. 23 d-) e com infiltrado de células imunes, o que contribuiu
com o0 aumento da contagem da area superficial. Os demais grupos, apresentaram em algumas
secdes discreta proliferacdo de células sinoviais, que por vezes apresentavam-se hipertréficas
(Fig. 23d-e), entretanto essa diferenca ndo foi significativa estatisticamente quando
comparado ao Controle.

Diante dos dados apresentados, verificou-se que aplicagédo s.c. de Zy na pata esquerda
de camundongos foi capaz de estimular a proliferacdo e hipertrofia de células sinoviais,
contribuindo para o aumento da &rea superficial, apés 96 h da injecdo Zy. Em relacdo aos
efeitos do Oleo de copaiba, este foi eficaz em conter a proliferacio de células sinoviais,
principalmente na concentracdo de 600 mg/kg, preservando a area superficial, que ficou
proxima aos niveis do grupo Controle. Em adicéo, destaca-se que o 6leo de copaiba quando
administrado na auséncia de um indutor de inflamagdo, ndo apresenta efeitos sob a area
superficial da MS, tendo em vista que os valores ficaram proximos aos apresentados pelo

grupo Controle.
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5.4 Analise dos componentes principais (PCA)

As variaveis morfologicas do presente estudo foram analisadas de forma multivariada
(PCA, Principal Component Analysis), para o qual foram usados os dados estereoldgicos
obtidos para todos os tratamentos, o qual demonstrou que os componentes PC1 (56,50%) e

PC2 (18,97%) juntos representaram > 75% da variancia total nos dados originais (Fig. 24).

Figura 23 - Anélise dos componentes principais (PCA) dos pardmetros estereoldgicos
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1. V IFP = volume da articulacdo IFP, V SINOV = volume da membrana sinovial, V ES = volume do espaco
sinovial, V CAP = volume da cépsula, V CART = volume cartilagem, V OSSO = volume osso, S CA = &rea
superficial da cartilagem articular, S CC = &rea superficial da cartilagem calcificada, S TOTAL = érea superficial
total da cartilagem.

Como uma proporcéo significativa da variancia foi contabilizada pelos componentes
PC1 e PC2, os demais componentes principais ndo foram interpretados neste estudo. Os
animais artriticos mostraram distanciamento dos demais tratamentos, indicando que o Zy
afeta a morfologia quantitativa da articulagdo IFP. Os tratamentos Controle, Diclo, Cop300,
Cop600 e CCop mantiveram uma agregacao (com excecdo de dois animais de Cop600 que se
distanciaram do grupo). Esse fato indica similaridades entre esses tratamentos. Em relacédo a
PC1, os animais Controle, Diclo e aqueles que foram tratados com copaiba apresentaram
correlagdes positivas sobre os parametros “volume da cartilagem (V CART) do osso (V
0SSO) e fortes correlacdes negativas entre volume da articulacdo IFP (V IFP), da membrana
sinovial (V SINOV), do espaco sinovial (V ES) e da capsula articular (V CAP). Ainda, 0
volume da cartilagem (V CART) e do o0sso (V OSSO) sdo inversamente correlacionados com

V IFP, V SINOV, V ES e V CAP. Os dados para area superficial da cartilagem apresentaram
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fortes correlagdes positivas entre os animais tratados com copaiba e diclofenaco, indicando
que tais terapias sao eficientes na preservacdo das superficies cartilaginosas em contato com o
espaco sinovial (S CA) e osso (S CC). Nao detectamos correlacdo entre as areas superficiais
da cartilagem (S CA, S CC e S TOTAL) e V IFP, V SINOV, V ES e V CAP. A PC2 foi
caracterizada pelos valores positivos para VV CAP, V SINOV, V IFP e V ES que direcionavam

seus vetores em direcdo aos animais artriticos.
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6. DISCUSSAO

A artrite induzida por Zymosan (AZy) compartilha muitas caracteristicas comuns com
a AR clinica, que incluem manifestagdes sistémicas inespecificas, como a perda de peso e
inchago de uma ou mais articulagbes (CAPLAZI et al.,, 2015; GUIDELINES, 2002;
WEINBLATT; KURITZKY, 2007) e alteracdes histopatologicas que incluem sinovite grave e
erosiva (GEGOUT et al., 1994; KEYSTONE et al., 1977; SCOTT; WOLFE; HUIZINGA,
2010).

O modelo experimental utilizado no presente estudo é descrito como um modelo de
artrite aguda, capaz de desenvolver uma reacdo inflamatoria intensa, cujo pico ocorre ap6s 6
horas da inoculacdo, caracterizado por aumento da permeabilidade vascular e migracdo
celular, resultando em edema articular (PENIDO et al., 2006), que se desenvolve até o 3° dia
(KEYSTONE et al., 1977), seguindo por sinovite progressiva, com infiltracdo de células
mononucleares e reacdo de fibroblastos, semelhante a sinovite reumatoide cronica (GEGOUT
etal., 1994).

No presente estudo, os animais submetidos a AZy apresentaram manifestacdes
inespecificas, como a perda de peso e manifestacfes inflamatorias iniciais, evidenciado por
inchaco (edema) de pata, que elevou-se logo nas primeiras horas p6s-inje¢ao, atingiu um pico
as 6h e teve o seu nivel gradativamente reduzido até as 96h, tempo final do estudo.
Corroborando com esses dados, Conte et al. (2008) e Penido et al. (2006) demonstraram que a
administracdo de Zy em articulacdo de joelho aumenta a espessura da articulacdo e induz a
migracdo de neutrofilos para o espaco sinovial em 6 h e 24 h. Ainda, dados publicados por
Guazelli et al. (2018) também corroboram, em que demonstraram que 0Ss animais que
receberam injecdo de Zy apresentaram inchaco significativamente maior entre 5 e 7 h da
inducdo.

O aumento do volume ou inchago das articulag@es sinoviais € a principal caracteristica
clinica da AR (SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016) e, como citado anteriormente,
também é uma caracteristica comum da artrite experimental (BASSI et al., 2016; GEGOUT et
al., 1994; KEYSTONE et al., 1977), que pode ser devido a varios eventos, incluindo efusdo
de liquido sinovial, espessamento da membrana sinovial e cépsula fibrosa, podendo estar
relacionado ao edema ou fibrose, inchago dos tecidos periarticulares ou aumento Gsseo
(MCILWRAITH, 2001). A natureza especifica deste inchagco também depende do estagio da
doenca (agudo ou crdnico), sensibilidade (localizada ou difusa), entre outras (SMOLEN et al.,

2018). Em nosso estudo, foram observados no grupo artritico ndo tratados aumentos do
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volume da articulacdo IFP, da cépsula articular, espaco e membrana sinovial, evidenciados
pela anélise de PCA, onde os autovalores positivos foram encontrados para este grupo.

Quanto aos efeitos do 6leo de copaiba nas reacdes inflamatorias iniciais da artrite, o
tratamento foi considerado efetivo nos momentos iniciais do processo inflamatorio , uma vez
que ambas as concentragOes utilizadas (300 e 600 mg/kg) foram capazes de reduzir o edema
durante nas primeiras horas (lh e 3h), em que verificou-se que o 6leo de copaiba
desempenhou os mesmos efeitos do tratamento padrdo (diclofenaco). Contudo, nos tempos
seguintes (6h, 24h, 48 e 72h) apesar 6leo de copaiba ter contido o inchaco, ndo foi tdo
eficiente quando comparado ao Diclo. E as 96h observou-se que novamente o 6leo de copaiba
foi igual ao diclo, entretanto, apenas na concentracdo de 600 mg/kg. Dados publicados por
Castro Ghizoni et al. (2017) corroboram com os achados no presente estudo, que ao analisar a
acdo da copaiba sobre a inflamacdo sistémica em ratos com artrite induzida por carragenina,
verificou o seu efeito antiedematogénico, ao qual também fora atribuida a maior dose
utilizada, sendo a menor sem efeito significativo sobre o edema. Em adicdo, pode-se inferir
gue a copaiba na concentracdo de 300mg/kg, quando administrado na auséncia de um indutor
de artrite, ndo desempenha efeito edematogénico, tendo em vista que 0 grupo sem
intervencdo, que recebeu apenas copaiba (CCop) ndo apresentou diferenca significativa na
cinética do edema, quando comparado ao grupo controle.

Assim, os dados aqui apresentados corroboram com os descritos na literatura, que
indicam que a inflamacdo induzida por Zy é um modelo importante para entender 0s
mecanismos de inflamacdo e a descoberta de novas moléculas anti-inflamatérias e
analgésicos, tendo em vista seus efeitos edematogénicos. Além disso, a acdo do Oleo de
copaiba sobre os efeitos iniciais da inflamacdo (edema) também é sustentada. Contudo, a
concentracdo e o numero de doses devem ser considerados para potencializar a contencao do
inchaco.

No presente estudo, todos os animais apresentaram perda de peso, entretanto a perda
foi significativamente maior nos animais artriticos ndo tratados (Artriticos) e os tratados com
6leo de copaiba a 600 mg/kg (Cop600). Embora seja considerada uma manifestacdo
inespecifica, a perda de peso é frequentemente avaliada em estudos sobre AR clinica e
experimental (BENDELE, 2001; CASTANEDA-LOPEZ et al., 2018; RAMOS et al., 2005;
SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010). Dados publicados por Shealy et al. (2002) corroboram
com essa a informagdo, que ao inibir os sinais da artrite (em niveis macroscopico e

histologico) em camundongos transgénicos induzidos a artrite experimental, pelo uso de
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anticorpo monoclonal contra TNF (anti-TNF), observou que os animais ndo apresentaram
perda de peso mesmo apos as 10 semanas de experimentacao.

A sinalizacdo inflamatoria em resposta ao Zy requer a ativagdo do NF-xB, um
regulador fundamental na expressdo de muitas citocinas pré-inflamatorias, incluindo TNF-a,
IL-1B e IL-6, e quimiocinas (p.ex., CXCL-1/KC) (UNDERHILL, 2003), sendo detectadas no
inicio do processo inflamatdrio em modelos murinos (AJUEBOR et al., 1999). Ainda, estudos
anteriores demonstraram que TNF-a, IL-1, IL-6 e CINC (um membro da familia de
quimiocinas a-CXC em ratos) foram produzidos sequencialmente durante os estagios iniciais
da pleurisia induzida por Zy em ratos (UTSUNOMIYA; ITO; OH-ISHI, 1998). A injecéo
intra-toracia de Zy em camundongos também levou a producdo de IL-6 e CXCL-1/ KC 4 h
apos (ROSAS et al., 2015a).

Em conjunto, infere-se que o processo inflamatdrio induzido pela aplicacdo s.c. de Zy
estimulou a perda de peso, principalmente em grupos nédo tratados e que o diclofenaco e o
6leo de copaiba na concentracdo de 300 mg/kg preservaram o peso, mantendo-0s proximos ao
grupo Controle. Ja a copaiba a 600 mg/kg ndo apresentou a mesma capacidade de preservacao
do peso, em que as perdas foram semelhantes ao grupo artritico ndo tratado. Em consonancia
com esses resultados, Castro Ghizoni et al. (2017) também relatou menor peso nos grupos
artriticos tratados com a dose superior de 6éleo de copaiba, quando comparado ao demais,
inferindo que a perda de peso parece indicar uma acédo prejudicial do 6leo na dose testada.

Vale ressaltar que nenhum dos modelos de artrite experimental disponiveis satisfazem
plenamente todas os requisitos para serem considerados ideais (OLIVER; BRAHN, 1996),
embora todos se aproximem razoavelmente do objetivo pretendido. Entre as dificuldades
relatadas, citam-se a incerteza em se precisar o inicio da artrite per se e demostrar relevancia
na fisiopatologia da AR (SILVA JUNIOR; ROCHA, 2006). Apesar das dificuldades, as
alteracBGes que ocorrem nas articulagdes de modelos animais induzidos a artrite experimental
sdo consideradas estereotipadas, independentemente do modelo adotado (CAPLAZI et al.,
2015), sendo caracterizadas por edema periarticular, exsudato i.a., infiltracdo de células
imunes (predominantemente neutrofilica) no espago sinovial e na cavidade medular proxima
as articulacdes artriticas, destruicdo da cartilagem e remodelacdo 6ssea (BOLON et al., 2010;
CAPLAZI et al., 2015). No presente estudo, algumas dessas alteragdes foram evidenciadas no
presente estudo, das quais citam-se 0 aumento da espessura da pata, alteragcdes no volume da
articulacdo e dos seus componentes e modificagdes histomorfologicas.

As articulacGes envolvidas na AR clinica sdo bastante especificas e distintas das

articulacGes envolvidas em outras artropatias, incluindo as articulagcbes metacarpofalangeas,
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interfalangica proximal das maos e dos pés, do pulso, do tornozelo, do cotovelo, do ombro, do
joelho e do quadril (SMOLEN et al., 1995). Em modelos animais € comum o estudo da artrite
experimental por inoculacdo de um indutor em articulacdo do joelho. Mais especificamente,
sobre a AZy, a maioria dos estudos séo realizadas por injecdo de uma suspensdo de Zy em
salina, em modelos murinos (ratos e camundongos), com concentragdes que variam de 10 pg
a 2 mg por cavidade/articulacdo, sendo mais comumente injetada por via i.a. na articulacédo
femorotibial em joelhos (BASSI et al., 2016; CARDOSO et al., 2010; CONTE et al., 2008;
GUAZELLI et al., 2018; GUERRA et al., 2016b; HASHIMOTO et al., 2018; KEYSTONE et
al., 1977; PAIVA et al., 2011b; PENIDO et al., 2006). Poucos estudos tém relatado a injecéo
de Zy por via s.c. na regido plantar média da pata traseira (JI et al., 2014; MELLER,;
GEBHART, 1997), principalmente sobre o aspecto em promover modificacGes
histomorfoldgicas e morfométricas de pequenas articulagcfes, tais como as metatarsais e
interfalangeanas, bem como a abordagem terapéutica para tais alteracdes.

Nesse contexto, o presente estudo demonstrou que a aplicacdo s.c. de Zy a 500ug na
regido plantar da pata traseira desenvolveu alteracGes histomorfoldgias e morfométricas nas
articulacdes IFP de camundongos Balb/c, evidenciadas por alteragdes histoldgicas classicas da
articulacdo artritica em modelo animal (CAPLAZI et al., 2015), entre estas destacam-se as
modificacbes na membrana sinovial, considerada a alteragdo-chave da doenca, cujos
componentes basicos da histopatologia foram bastante evidentes, em que 0s sinoviocitos
tornaram-se hipertréficos e hiperplasicos, com invasdo do espaco sinovial, presenca de
infiltrado inflamat6rio, composto por células imunes, formando o pannus inflamatorio.

As caracteristicas histologicas compativeis com a AR humana, pode ser dividida em
dois grupos: (a) hiperplasia da membrana sinovial e infiltracdo de polimorfonucleares e
linfécitos no espaco sinovial, evidentes em todos os estagios da doenca; e (b) formacdo de
pannus, destruicdo da cartilagem e fibrose, as quais sdo observadas no estagio avangado da
doengca (AMAYA-AMAYA et al., 2013; CAPLAZI et al., 2015; SMOLEN et al., 2018).

Um fator critico que contribui para o dano articular é a producdo excessiva de
mediadores inflamatdrios por células inflamatdrias residentes ou infiltrantes. Citocinas (TNF-
a ¢ IL-1pB) e eicosandides (leucotrienos e prostaglandinas) estdo envolvidos na patogénese da
artrite e participam da dor, acimulo de neutrofilos e dano tecidual (BRENNAN; MCINNES,
2008; GUERRERO et al., 2008). Nesse sentido, Pinto et al. (2010) demonstraram a
importancia da IL-17 na artrite experimental, em que a citocina foi detectada durante o
acimulo de neutrdfilos e degradacdo da cartilagem e nos sintomas de hiperalgesia. O

recrutamento de neutrofilos tem sido demonstrado como um agente que contribui para a
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producdo local de citocinas e danos articulares, demonstrando ser importante na patogénese
da artrite humana (WRIGHT; MOOTS; EDWARDS, 2014). Ainda, uma variedade de outras
células séo descritas por desempenhar participacdo fundamental na perpetuacdo do processo
inflamatério articular, como macréfagos, sinoviécitos, linfocitos e mastocitos (MCINNES;
SCHETT, 2011).

De acordo com Caplazi et al. (2015), a lesdo da cartilagem ocorre regularmente nas
articulacGes mais gravemente afetadas e dependendo da duragéo das lesdes, a gravidade varia
desde a erosdo superficial até a perda segmentar ou completa, que podem progredir para o
amadurecimento da lesdo resultando em anquilose parcial ou completa. Por vezes, também
pode ocorrer a fusdo osteocartilaginosa, resultando em exostose cartilaginosa ou 6ssea. No
presente estudo, 0s animais artriticos ndo tratados demonstraram comprometimento da
cartilagem, que variaram entre perda déssea (osteolise) e exostose, evidenciada por alteraces
histoldgicas e reducdo no volume e &rea superficial.

A ostedlise na regido periarticular a area afetada € um dos efeitos primarios
caracteristicos da artrite (EGGELMEIJER et al., 1993). Além da perda dssea, outra alteracdo
que envolve a sua remodelacdo inclui a osteogénese, com neoformacdo &ssea
predominantemente periosteal, incluindo a formagdo de exostoses cartilaginosas ou 0sseas
(CABRAL,; LOYA; ALARCON-SEGOVIA, 1989; CAPLAZI et al., 2015), a qual também
foi encontrada no presente estudo. A remodelacdo Gssea comega muito cedo na progressao
das lesdes (JOOSTEN et al., 2006), tipicamente coincidindo com a proliferacdo de células
fusiformes e lesdo da cartilagem precedente. Embora a perda dssea profunda seja um efeito
primério da AR (EGGELMEIJER et al., 1993), durante periodos mais longo ocorre formacao
6ssea, que podem incluir fusdo articular ou formacdo de ostedfito periarticular (CABRAL;
LOYA; ALARCON-SEGOVIA, 1989). Ambos os eventos podem afetar a capacidade
funcional, pois a reabsor¢do pode levar ao colapso do osso subcondral ou, ainda fratura
patologica grosseira, enquanto a formacdo limita fisicamente o movimento da articulacao.
Entretanto, apesar da formacdo Ossea limitar o0 movimento, a remodelacdo Ossea na fase
inicial da artrite é mais frequentemente relacionada a uma resposta reparadora a doenca, ndo
parte de sua patogénese (ALLARD; BAYLISS; MAINI, 1990).

Nesse contexto, o presente estudo demonstrou que o modelo de AZy, quando
analisado por ferramentas estereoldgicas evidencia as alteragdes classicas, como demonstrado
pelo aumento do volume da articulagdo IFP, da capsula articular, da membrana e espaco
sinovial e reducdo da cartilagem hialina e osso periarticular. Cabe destacar, que as alteragdes

morfométricas foram condizentes com o exame histomorfoldgicos, como por exemplo, 0
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aumento do volume e area superficial da MS, que ao exame microscopico demonstrou
evidente hiperplasia e hipertrofia das células sinoviais, com infiltracdo do espaco. Ainda,
alteracdes na remodelacdo 0ssea, sendo observadas varias areas de erosdo, principalmente no
grupo artritico ndo tratado, o que refletiu no menor volume do osso quando comparado ao
Controle.

Mediante ao exposto, pode-se inferir que o Zy, quando aplicado por via s.c. na pata de
camundongos Balb/c, promove alteracGes classicas da artrite logo nas primeiras horas apés a
inoculacdo, que incluem edema de pata e modificacfes histomorfoldgicas e morfométricas,
este ultimo evidenciado por ferramentas da estereologia. Ainda, vale ressaltar que o presente
estudo evidenciou que a AZy de fato compartilha muitas caracteristicas comum com a AR
clinica, sendo, portanto, um modelo eficiente para o seu estudo.

Quanto aos efeitos do 6leo de copaiba sobre as alteragcGes histomorfolégicas, o
tratamento foi efetivo, demonstrando preservacdo das caracteristicas morfoldgicas,
morfométicas (volume e area superficial) da articulacdo, da capsula articular, da membrana e
espaco sinovial, cartilagem hialina e osso periarticular. Contudo, também foram observadas
alteragdes, como a formacéo de tecido cartilaginoso em substituicdo a MS, que pode refletir
uma formagdo osteocartilaginosa, que pode estar envolvida no processo fisiopatoldgico ou
uma resposta de reparacdo tecidual e fase de regressdo do processo inflamatério, como
descrito em estudos anteriores.

Varios 6leos essenciais demonstraram atividade promissora em modelos animais de
artrite, bem como outras condi¢des inflamatérias das mdos e dedos em humanos
(EFTEKHARSADAT et al., 2018; KOMEH-NKRUMAH et al., 2012). No entanto, o 6leo de
copaiba é especialmente promissor por causa de seu constituinte quimico primario o beta-
cariofileno (BCP), cujo efeitos anti-inflamatorios tem sido extensivamente analisado e que no
presente estudo correspondeu a 40,7% da sua composicao.

Sobre 0s mecanismos, 0 BCP é um conhecido agonista do receptor 2 de canabindide
(CB 2) (GERTSCH et al., 2008), que por sua vez é caracterizado por apresentar agdo anti-
inflamatoria unica (TURCOTTE et al., 2016). Sustentando esse dado, Andrade-Silva et al.
(2016), demonstraram que em camundongos com inflamacdo induzida por micobactérias, o
BCP reduziu a inflamacdo ao impedir a migracao de neutrofilos, sendo este efeito atribuido a
acdo do BCP no CB 2. Em um estudo diferente empregando um modelo artrite em rato, o
BCP diminuiu as pontuac@es do indice artritico em cerca de duas vezes (VIJAYALAXMI et
al., 2015). QOutros estudos em animais também demonstraram as propriedades anti-artriticas

do BCP (AGARWAL; RANGARI, 2003; PAUL et al., 2016).
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A andlise de PCA mostrou que ha diferenca entre o grupo artritico e os demais grupos,
indicando que a terapia com o 6leo de copaiba tem sua eficacia comprovada na preservacao
de varias estruturais da articulagdo. Essa informacdo é relevante e deve servir de base para
futuros estudos que visem ampliar o presente protocolo buscando testar novas dosagens da
copaiba ou mesmo diferentes formula¢bes desse composto.

Em resumo, o presente estudo demonstrou que o modelo de artrite induzida por Zy,
por meio de injecdo s.c. em pata foi capaz de desenvolver alteracBes inflamatdrias
compativeis com articulagdes artriticas. Ainda, que o 6leo de copaiba apresenta efeitos anti-
inflamatorios, conservando modifica¢@es inflamatdrias iniciais, como o edema, até alterages
histomorfoldgicas e morfométricas. Contudo, a dose e concentracdo devem ser revistas, para
obter melhores resultados. Ainda, os efeitos toxicos relativos a dose devem ser mais
extensivamente analisados, tendo em vista que a perda de peso foi significativa nos grupos
tratados com a maior dose do 6leo de copaiba.
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7. CONCLUSAO

v" Poucos estudos tém avaliado o efeito e 0 mecanismo do 6leo de copaiba sobre a
morfologia da articulacdo artritica.

v" O modelo agudo de AZy é eficaz em promover um rapido efeito edematogénico,
promovendo inchaco logo nas primeiras horas, atingindo um pico as 6 horas, e
retomando as niveis basais em torno das 96 h.

v' Os principais achados histopatolégicos na articulagdo de animais AZy foram
hiperplasia e hipertrofia sinovial, com invasdo do espaco sinovial, espagamento da
capsula articular, deterioracdo da cartilagem e osteolise.

v A estereologia é uma ferramenta que garante dados precisos e acurados na avaliacdo
das alteracdes nas articulacGes artriticas, sendo detectados altera¢cBes no volume da
articulacdo IFP e dos componentes (cartilagem, osso periarticular, membrana sinovial
e espaco sinovial).

v" O 6leo de copaiba é eficaz em conter o edema articular, principalmente nas primeiras
horas e preservar a morfologia e a morfometria da articulacdo IFP e, ainda, promover

uma resposta reparadora, por producéo de tecido cartilaginoso.
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Capitulo 3

O efeito do 0leo de copaiba (Copaifera
spp.) sobre a morfologia ultraestrutural
da membrana sinovial de camundongos
na artrite aguda induzida por Zymosan

118



RESUMO

A acdo do dleo de copaiba como um agente anti-inflamatério € amplamente difundida
na literatura, principalmente em modelos animais. Contudo os seus efeitos especificamente
sobre a ultraestrutura da membrana sinovial em articulacfes saudaveis e artriticas, necessitam
ser elucidadas. Objetivo: Avaliar qualitativamente o efeito do 6leo de copaiba (Copaifera
spp.) sobre a morfologia ultraestrutural da membrana sinovial (MS) de camundongos na
artrite aguda induzida por Zymosan (Zy). Materiais e métodos: Camundongos BALB/c,
fémeas, foram divididos em quatro grupos. Desses, trés foram induzidos a artrite experimental
por Zymosan (AZy), ao inocular 25uL da solucdo na pata esquerda, por via s.c. Tais grupos
também distinguiram-se pelo tratamento orogastrico (0.g.) (gavagem) prévio (30 minutos
antes da inoculacdo), sendo administrados aos grupo “Artritico”, “Copaiba e “Diclo”, solugédo
salina, 6leo de copaiba a 600mg/kg e diclofenaco a 100 mg/kg, respectivamente. O grupo
“Controle”, correspondeu aos animais ndo artriticos que receberam apenas salina. Apds 96
horas da inoculacdo de Zy ou salina, os animais foram eutanasiados e entdo suas patas e
tecidos foram removidos para processamento das articulagdes metatarsofalangeana (MTF)
para analise por microscopia eletrénica. Resultados: A MS da articulagio MTF do grupo
Artritico apresentou alteragcdes ultraestruturais caracteristicas de artrite experimental, tais
como hiperplasia com infiltracdo de células imunes mononucleares, os sinovidcitos do tipo B
apresentaram aumento de reticulo endoplasmatico rugoso e vacuolos citoplasmaticos,
cisternas dilatadas repletas de ribossomos e processos citoplasmaticos extensos; 0s
sinovidcitos do tipo A demonstram inumeros vacuolos citoplasmaticos, indicando atividade
fagocitica ativada nos animais artriticos. Os grupos Controle, Diclofenaco e Cop600
apresentaram baixa celularidade na sindvia. Por fim, o 6leo de copaiba modificou o arranjo
celular, fornecendo plasticidade aos sinovidcitos para tornar a membrana impermeavel.
Conclusdo: O modelo de AZy foi eficaz em promover alteracGes ultraestruturais classicas na
MS de pequenas articulacdes, quando injetado em pata por via subcutanea (s.c.) e na
concentracdo de 500 pg. O o6leo de copaiba demonstrou-se promissor em preservar a
ultraestrutura dos sinovidcitos. Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar 0s
mecanismos e vias envolvidas.

Palavras-chaves: ultraestrutura, microscopia eletronica, pequenas articulacdes, articulacao
metatarsofalangeana, modelo animal.
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ABSTRACT

The action of copaiba oil as an anti-inflammatory agent is widely disseminated in the
literature, mainly in animal models. However, its effects specifically on the synovial
membrane ultrastructure in healthy and arthritic joints need to be elucidated. Objective: To
qualitatively evaluate the effect of copaiba oil (Copaifera spp.) on the ultrastructural
morphology of the synovial membrane (SM) of mice in acute arthritis induced by Zymosan
(Zy). Materials and methods: Female BALB/c mice were divided into four groups. Of these,
three were induced to experimental arthritis by Zymosan (AZy), when inoculating 25uL of
the solution in the left paw, via sc. These groups were also distinguished by previous
orogastric treatment (og) (gavage) (30 minutes before inoculation), being administered to the
groups “Arthritic”, “Copaiba and “Diclo”, saline solution, copaiba oil at 600mg/kg and
diclofenac at 100 mg/kg, respectively. The “Control” group corresponded to non-arthritic
animals that received only saline. 96 hours after Zy or saline inoculation, the animals were
euthanized and then their paws and tissues were removed for processing of the
metatarsophalangeal joints (MTF) for analysis by electron microscopy. Results: The UL of
the MTF joint of the Arthritic group showed ultrastructural changes characteristic of
experimental arthritis, such as hyperplasia with infiltration of mononuclear immune cells, type
B synoviocytes showed an increase in rough endoplasmic reticulum and cytoplasmic
vacuoles, dilated cisterns full of ribosomes and processes extensive cytoplasmic; type A
synoviocytes demonstrate numerous cytoplasmic vacuoles, indicating activated phagocytic
activity in arthritic animals. The Control, Diclofenac and Cop600 groups showed low
cellularity in the synovia. Finally, copaiba oil modified the cell arrangement, providing
plasticity to synoviocytes to make the membrane impermeable. Conclusion: The AZy model
was effective in promoting classic ultrastructural changes in UL of small joints, when injected
subcutaneously in the paw at a concentration of 500 pug. Copaiba oil showed promise in
preserving the ultrastructure of synoviocytes. Additional studies are needed to elucidate the
mechanisms and pathways involved.

Keywords: ultrastructure, electron microscopy, small joints, metatarsophalangeal joint,
animal model.
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1. INTRODUCAO

As articulacbes diartrodiais (ou sinoviais) correspondem a junturas presentes, em
grande parte, nas extremidades do corpo, que possibilitam uma ampla variedade de
movimentos quando comparadas aos outros tipos de articulagdes (TARAFDER; LEE, 2016).
Entre seus componentes, citam-se a capsula articular, composta por camada externa fibrosa e,
interna, a membrana sinovial (DELRIO; FADDA, 1990; SMITH; WECHALEKAR, 2015).
Ainda, citam-se a cartilagem hialina, que reveste a extremidade dos 0ssos periarticulares e o
espaco sinovial, que contém o liquido sinovial, um derivado do plasma sanguineo,
responsavel por lubrificar e nutrir a cartilagem (SILVA; SILVA; VIANA, 2011).

A sin6via ou membrana sinovial refere-se a um tecido conjuntivo mole especializado
que reveste a superficie interna da capsula fibrosa das articulagBes sinoviais, bainhas de
tenddo e bursas (SMITH, 2011; SMITH; WECHALEKAR, 2015). Sua morfologia normal é
descrita como uma estrutura relativamente acelular, composta por duas camadas: a camada de
revestimento sinovial (ou intima), que estd em contato com o espaco sinovial e é constituida
por uma a trés camadas de células compactadas (macrofagos e fibroblastos) e a outra
subjacente, referida como subintima, composta por vasos sanguineos e linfaticos e abundante
matriz extracelular colagena (MEC), na qual encontram-se dispersas diferentes componentes
celulares, tais como fibroblastos residentes, macrofagos, mastocitos, adipdcitos e, ainda,
fibras nervosas autbnomas (ALLARD; BAYLISS; MAINI, 1990; SINGH et al., 2004a;
SMITH, 2011; SMITH; WECHALEKAR, 2015).

A camada de revestimento sinovial compreende dois tipos de células
morfologicamente diferentes: sinovidcitos tipo A ou semelhantes a macréfagos (SSM), que
sdo células fagociticas derivadas da medula dssea, responsaveis por eliminar detritos do
espaco sinovial, além de servir como sentinelas imunoldgicas, e tipo B ou sinovidcitos
semelhantes a fibroblastos (SSF ou fibroblastos sinoviais), um tipo de células mesenquimais
que atuam como grandes produtoras de componentes moleculares do liquido sinovial,
incluindo o acido hialurénico e a glicoproteina lubricina (ALLARD; BAYLISS; MAINI,
1990; SMITH, 2011; SMITH; WECHALEKAR, 2015). Portanto a sinovia é essencial para a
homeostase articular. Contudo, também desempenha papel central na patogenia de uma série
de doencas inflamatdrias das articulagdes, incluindo artrite reumatoide (AR) (SMITH, 2011).

As alteracBes estruturais em articulagdes de individuos com AR tém tratamento
controverso entre os profissionais de saude e, portanto, um maior conhecimento da estrutura

normal e da ultraestrutura dos sinoviécitos em diferentes fases da doenca é necessario para
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propor tratamentos mais eficazes (LAURINDO et al., 2004; SHIOZAWA et al., 2011,
SINGH; FURST; BHARAT, 2012).

Os estudos em humanos sdo geralmente realizados a partir de amostras de autopsia
(DELRIO; FADDA, 1990; RIBEL-MADSEN et al., 2012), mas as condi¢fes clinicas e as
doencas pre-existentes comuns ndo podem ser avaliadas com precisdo através das historias
familiares e clinicas (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010; SMOLEN et al., 2014b).
Considerando esses fatos e outras dificuldades associadas, como protocolos padronizados de
acordo com a idade, género, raca e periodo de tratamento ou doenca (SMOLEN et al., 2014b),
modelos animais estdo sendo usados para o estudo das articulagbes artriticas para
compreensdo de mecanismos fisiopatologicos e abordagem novas opc¢Oes terapéuticas
(ASQUITH et al., 2009; MOUDGIL; KIM; BRAHN, 2011; OLIVER; BRAHN, 1996;
ZURIER et al., 1996).

Diferentes modelos experimentais de artrite que compartilham caracteristicas comuns
com a AR clinica tém sido empregados para elucidar e compreender mecanismos patoldgicos
da artrite, bem como os efeitos de novas opcdes terapéuticas sobre mecanismos imunolégicos,
bioquimicos e histopatolégicos envolvidos (ASQUITH et al., 2009; BENDELE, 2001,
BENDELE et al., 1999; CAPLAZI et al., 2015; CASTANEDA-LOPEZ et al., 2018). Dentre
estes, destaca-se 0 modelo de AZy, que consiste em polissacarideo obtido da parede celular de
Sacharomices cerevisies, que quando inoculado em animais desenvolve mecanismos
inflamatorios semelhantes a AR clinica (ASQUITH et al., 2009; DI CARLO; FIORE, 1958;
KEYSTONE et al., 1977). A artrite experimental desenvolve vérias alteracbes morfoldgicas
na articulagdo, que incluem modificagbes na membrana sinovial, resultando numa sinovite
progressiva, tornando-a hipertréfica e hiperplasica, infiltrado de células imunes no espaco
sinovial e na matriz da membrana, formacao de novos vasos, destruicdo 0ssea e cartilaginosa
(BHATTARAM; CHANDRASEKHARAN, 2017).

O tratamento da artrite consiste em utilizar medicamentos modificadores da doenca
(DMARDs, drogas modificadoras de atividade da doenca), corticosteroides e anti-
inflamatorios (SMOLEN et al., 2014b; SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016). Contudo,
muitos dos medicamentos usados apresentam desvantagens, como efeitos adversos graves e
outras limitacdes (MOTA et al.,, 2011; SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016). Nesse
contexto, tratamentos opcionais tem sido propostos, como por exemplo, o uso de fitoterapicos
ou produtos naturais (CARVALHO, 2004). Nesse sentido, o 6leo de copaiba tem
demonstrado ser promissor, cujos efeitos anti-inflamatorios tém sido extensivamente

avaliados em estudos animais e, de forma inicial, mas ndo definitiva, em humanos (AMES-
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SIBIN et al.,, 2018; FRANCISCO, 2005; KOBAYASHI et al., 2011a; PIERI; MUSSI;
MOREIRA, 2009; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

O 6leo de copaiba refere-se a um 0leo resina, cujos componentes quimicos, em
especial o beta-cariofileno, apresenta efeito sobre inflamacdes, inibindo a acdo de citocinas
pré-inflamatoérias (ALVES et al., 2017; AMES-SIBIN et al., 2018). Contudo, apesar do seu
efeito ter sido demonstrado por varios estudos, sua acdo no nivel celular, sob o aspecto
morfoldgico ainda ndo foi totalmente compreendido, em especial sobre modelos de artrite que
mimetizam a AR clinica. Dessa forma, a compreensdo sobre a morfologia artritica bem como
os efeitos do 6leo de copaiba sobre esses aspectos sdo fundamentais para a compreensdo de
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos.

Umas das fermentas utilizadas para o estudo da morfologia da articulacdo e seus
componentes consiste no uso da microscopia eletrénica (ME) (ROSE, 1974), que € (til para
analisar a organizagdo interna das células (DATE, 1979; DELRIO; FADDA, 1990;
MCDONALD; LEVICK, 1988; MURASHIGE et al., 1999; NIO et al., 2002; ROSA et al.,
2018; SHIKICHI, 2000; WYSOCKI, 1972). Entre as diversas tecnologias de ME existentes,
destaca-se a microscopia eletronica de transmissdo de varredura (STEM, Scanning
transmission electron microscopy) (PENNYCOOK; NELLIST, 2011). Tal como acontece
com um microscopio eletrdnico de transmissdao convencional (CTEM, conventional
transmission electron microscope), as imagens sao formadas por elétrons que passam por um
espécime suficientemente fino (PENNYCOOK; NELLIST, 2011; WINEY et al., 2014). No
entanto, ao contrario do CTEM, no STEM o feixe de elétrons é focado em um ponto fino
(com o tamanho de ponto tipico 0,05 - 0,2 nm), que é entdo varrido sobre a amostra em um
sistema de iluminacdo construido de modo que a amostra seja iluminada em cada ponto com o
feixe paralelo ao eixo optico (PENNYCOOK; NELLIST, 2011). A varredura do feixe através
da amostra torna STEM adequado para técnicas analiticas, como o contraste-Z para imagem
anular de campo escuro e mapeamento espectroscOpico por espectroscopia de energia
dispersiva de raios-X (EDX, energy dispersive X-ray) ou espectroscopia de perda de energia
de elétrons (EELS, electron energy loss spectroscopy). Esses sinais podem ser obtidos
simultaneamente, permitindo a correlacdo direta de imagens e dados espectroscOpicos
(EGERTON, 2011). Portanto, um STEM tipico ¢ um CTEM equipado com bobinas de
varredura adicionais, detectores e circuitos necessarios, 0 que permite alternar entre operar
como STEM ou CTEM (PENNYCOOK; NELLIST, 2011).

Embora seja amplamente conhecido as estruturas e fungdes da membrana sinovial,

pouco se sabe sobre os aspectos estruturais e ultraestruturais das pequenas articulages, como
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as metatarsoflangeanas (MTF), submetidas a um indutor de artrite aguda, com o animal
tratado ou ndo. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo descrever a morfologia
ultraestrutural da articulacdo MTF de camundongos Balb/c, apos 96 h da inje¢éo s.c. de salina
ou Zy em pata traseira, usando o método de STEM, observando os aspectos normais e as
alteracdes decorrentes da AZy, sobretudo na membrana sinovial e seus componentes,

comparando com morfologia dos diferentes tratamentos empregados (diclofenaco e éleo de
copaiba).
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar qualitativamente o efeito do 6leo de copaiba (Copaifera spp.) sobre a
morfologia ultraestrutural da membrana sinovial de camundongos na artrite aguda

induzida por Zymosan.
1.2 Objetivos especificos

i. Descrever a morfologia ultraestrutural da MS e seus componentes em articulacdes
artriticas.

ii. Relatar os efeitos do 6leo de copaiba e do diclofenaco na ultraestrutura dos
sinovidcitos de articulagdes artriticas
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2. MATERIAIS E METODOS

Neste estudo descritivo, as articulagdes MTF da pata de camundongos Balb/c foram
usados para microscopia eletronica de transmisséo de varredura (STEM), sendo usado de um
a dois animais para o grupo Controle, Artritico ndo tratado, artritico tratado com Copaiba e
artritico tratado com diclofenaco.

Os animais induzidos a artrite experimental (AZy) por injecdo s.c. de Zy e
previamente (30 minutos antes) tratados com dleo de copaiba a 600 mg/kg ou diclofenaco a
100 mg/dL por via oral, foram sacrificados ap6s 96 h de experimentacdo, para remoc¢édo de
patas, as quais foram processadas com intuito de analisar as articulagdes MTF do 2° digito,
seguindo a metodologia descrita por Haddad et al. (2011), que consistiu em fixar a pata
imediatamente em solucdo de glutaraldeido a 2,5% (GTA 2,5%) (Sigma Chemical, St Louis,
MO, EUA) diluido em tampéo fosfato de sédio a 0,1 M em pH 7,3 a 4°C por no minimo 48 h.
As amostras foram processadas inicialmente no Laboratério de Microscopia Quantitativa
(LaMig/ICB/UFAM).

Apbs o periodo de fixacdo, sucedeu-se com a descalcificacdo em acido férmico,
desidratacdo com séries ascendentes de alcoois e 6xido de propileno, infiltracdo e inclusdao em
resina Fluka Durcupan, ultramicrotomia, contrastacdo com acetato de uranila e o citrato de
chumbo e observacdo no Microscépio Eletronico de Varredura LEO 435 VP. Todos 0s
procedimentos relacionados a microscopia eletronica foram realizados no Laboratorio
Tematico de Microscopia Eletronica do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazoénia (LTME-
INPA).

Os espécimes ja fixados e descalcificados foram submetidos a etapa de desidratacao,
gue consistiu em passar as amostras por sucessivos banhos em alcool etilico gradativamente
concentrados (50%, 70%, 90%, 95% e 100%) por 10 a 15 minutos cada, sendo que a Ultima
concentragdo (100%), o procedimento foi realizado duas vezes. Em seguida, o material passou
por dois banhos em 6Oxido de propileno por 15 minutos cada, etapa necesséria para transicdo
entre a desidratacdo por etanol e infiltracdo por resina Durcupan.

Apbs o ultimo banho, as amostras passaram por um processo gradativo de infiltracdo
em resina Durcupan (Sigma-Aldrich Brasil Ltda), sendo inicialmente imersas numa mistura
de solvente e resina na concentragdo de 2:1, seguida por resina pura. Em ambas as
concentracBes de resina as amostras permaneceram overnight a temperatura ambiente.

Findando o periodo, a infiltracdo estava completa e procedeu-se com a inclusdo em moldes.
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Para a etapa de inclusdo, moldes de silicone foram preenchidos com uma mistura de
resina com endurecedor, ao qual as amostras foram adicionadas. Os moldes foram levados a
estufa a 37-45°C por 3 a 4 dias para completa polimerizacéo da resina.

Os blocos polimerizados contendo as amostras apresentando consisténcia necessaria
para serem seccionadas em cortes ultrafinos (10-100nm), foram preparados para serem
processados em ultramicrétomo (Leica Microsystems EM UC7/FC7). O preparo consistiu em
esculpir, sob 0 aumento de uma lupa binocular, uma piramide, com o auxilio de uma gilete, de
modo que atingisse a forma de um trapézio, com a face a cortar bem plana.

O bloco preparado foi entdo posicionado no ultramicrétomo para realiza¢do dos cortes
utilizando navalha de diamante para obtencdo de cortes semi-finos (500 nm) para verificar se
a estrutura de interesse constava na se¢do, seguido de secGes ultra-finas (70 nm) para
observagdo em microscopio eletronico. Os cortes semi-finos foram coletados em laminas de
vidro e corados com azul de toluidina (por um minuto e meio) para observagdo sob um
microscopio de luz. Ja as secdes ultrafinas foram colhidas em grades de cobre, sendo o
material contrastadas com acetato de uranila (por 40 minutos), seguido de citrato de chumbo
(por 10 minutos) e entdo analisadas no microscépio eletrénico de varredura LEO 435 VP, que
gera imagens de transmissao (Scanner Transmission Electron Macroscope; STEM).
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4. RESULTADOS

4.1 Membrana sinovial normal

A superficie da articulagdo MTF de animais Controle (ao qual foi administrado salina
por via s.c.) mostrou ultraestrutura normal, com membrana sinovial ocupada por poucos
sinovidcitos e abundante matriz amorfa. Ndo houve evidéncias de infiltracdo leucocitaria.

Adicionalmente, cita-se que 0 0sso periarticular e a cartilagem hialina também apresentaram-

se integras e o0 espago sinovial sem infiltrado celular (Fig. 1).

1. Ultramicrografia STEM representativa, demonstrando articulagdo sinovial MTF de Balb/c do grupo Controle
(que receberam injecdo s.c. de Salina). (a) Articulacdo MTF e seus componentes sob malhas da grade de cobre
usado em ME, destacando a MS ( = ); (b) CH vista em maior aumento (11.9 kx), demonstrando condrdcitos
ocupando lacunas entre abundante matriz coldgena (MC); (c) MS observada em maior aumento (4,98kx), com
duas a trés camadas de sinoviécitos incorporados numa matriz amorfa (MA), em que o tipo B localiza-se
proximo a superficie, em contanto com o ES e o tipo A, situa-se na regido subjacente & membrana (subintima).
Barras: 50um (a), 5 um (b); 5 um (c).
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2. ES, espacgo sinovial; CH, cartilagem hialina; MS, membrana sinovial; OS, 0sso; A, sinovidcitos tipo A
(macréfagos); B, sinoviécitos tipo B (fibroblastos); MC, matriz cartilaginosa; Seta amarela ( = ), MS; seta
laranjada (= ), indica regido da CH vistas em maior aumento; MA, matriz amorfa.

Em maior aumento, a CH apresentou superficie lisa e organizada em camadas
celulares normais. Na zona superficial se visualizou uma densidade celular maior, estando 0s
condrocitos dispostos em aglomerados horizontais, organizados em lacunas e abundante
material intercelular que forma a matriz cartilaginosa (MC) (Fig. 1b).

A membrana sinovial também apresentou caracteristicas ultraestruturais normais,
limitando-se a regido periarticular, apresentando-se hipocelular, composta por uma a duas
camadas de células sinoviais (tipo A e tipo B), as quais revestiram a MS para formar a
superficie sinovial (intima) e camada subjacente (subintima) (Fig. 1b e 2). A superficie, em
contato com o espacgo, era na maior parte lisa. Dependendo da regido, a camada subjacente
diferia, sendo ocupada por fibras de colageno densamente arranjadas, tecido adiposo ou tecido

conjuntivo frouxo.

Figura 2— Microscopia eletrénica de transmissdo da superficie da membrana sinovial da MTF.

da articulagdo MTF de Balb/c do grupo Controle (que receberam inje¢do s.c. de Salina), destacando a superficie
sinovial (—), nucleos dos sinoviécitos (N) e feixes de fibras de colageno (FC) que compdem a matriz amorfa
(MA). Os sinovidcitos tipo A (vermelho), ocuparam as camadas mais profundas da MS, apresentando-se globoso
e 0s sinovidcitos tipo B (verde), mais superficiais e com processos citoplasmaticos curtos. Barras: 7 am.

2. ES, espaco sinovial; MS, membrana sinovial; A, sinovidcitos tipo A (macrofagos); B, sinovidcitos tipo B
(fibroblastos); Seta preta longa (—), superficie sinovial.
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Na observagdo STEM, os sinoviocitos tipo A apresentaram-se como células esféricas
ou delgadas cobertas com microvilosidades e micropregas desenvolvidas, ocupando a
subintima da MS (Fig. 2). Nesta regido, macrofagos foram embutidos na malha formada por
projecBes dos sinovidcitos do tipo B. Os nucleos dos macréfagos eram de aparéncia mais
escura que os das células F, devido a rica heterocromatina e o citoplasma com poucos ou
nenhum vacuolo.

Ja os sinovidcitos do tipo B, corresponderam a maior populacao de células da camada
superficial da MS, em contato com o ES (Fig. 1 e 2). Essas células apresentaram processos
citoplasmaticos unicos e curtos, com aspectos planos e dendriticos (Fig.3). Contudo, essas
células diferiam em suas formas, localizacdo dos corpos celulares na camada subjacente
(subintima) e distribuicdo. Os corpos celulares localizaram-se superficialmente na camada
sinovial (intima) e estavam rodeados por amplos espacos intersticiais entre eles. Essas células
apresentaram processos citoplasmaticos curtos (3,8 um) (Fig. 3), que se estendiam dos seus
corpos celulares paralelamente a superficie da intima sinovial (Fig. 2). Tanto 0s corpos
celulares como o0s processos citoplasmaticos demonstraram aparéncia lisa, ndo sendo
observadas microprojecdes nessas estruturas. Também foram observadas abundantes fibras
colagenas dispersas e ligadas aos corpos celulares dessas células e alguns vacuolos nos

processos.

Figura 3- Sinovidcitos tipo B com morfologia normal

1. Ultramicrografia STEM representativa, demonstrando a ultraestrutura do sinoviécito tipo B da articulagéo
MTF de Balb/c do grupo Controle (que receberam inje¢do s.c. de Salina), apresentando-se plano e com processos
citoplasmaéticos curtos (3,8 um), de aspecto liso (—), cromatina nuclear solta. Também é demonstrado FC ao
redor da célula e ligadas ao seu corpo celular (= ). Barra: 2 pm.

2. FC, fibras colagenas; N, nacleo; n, nucléolo; C, citoplasma; Sinovidcitos tipo B (fibroblastos); seta amarela (
=), FC; seta preta (—), processos citoplasmaticos.

130



4.2 Articulagéo sinovial em modelo de AZy

A ultraestrutura da articulacdo sinovial em modelo de AZy mudou drasticamente,
sendo observadas proliferacdo de células sinoviais, que tornou a MS hiperplasica, tanto na
regido periarticular, como no espaco sinovial. Além disso, foram observadas um aumento de
células adiposas, quando comparado ao grupo controle, e infiltrado de células imunes, que
ocuparam a matriz amorfa da MS, formando o pannus inflamatorio, que por sua vez invadiu o
espaco sinovial (Fig. 2a-b). Além disso, alteracbes morfoldgicas também foram observadas
nos demais componentes da articulacdo, que incluiram degradacéo do tecido cartilaginoso e
invasao do espaco sinovial por células imunes e formacdo de fibrina, que por sua vez ocupou

a superficie da cartilagem articular (Fig. 2c).

Flgura 4- Alteragoes morfoldgicas de artlculagao MTF em modelo de AZy

1. Imagens representatlvas representatlva demonstrando caracterlstlcas uItraestruturals da MS da artlculagao
MTF de Balb/c do grupo Artritico (que receberam injecéo s.c. de Zy). (a) MS contendo sinoviécitos do tipo B
(verde), localizados mais superficialmente e com processos citoplasméaticos longos (—) que se estenderam
radialmente. Também é observado fibrina e debris celulares; (b) Fotomicrografia semi-fino contendo secéo
histolégica da articulagdo MTF, demonstrando MS projetada para o ES ( ™®), contendo sinovidcitos
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hipertroficos, inimeros adipécitos (AD) e fibrina ( =) no ES; (¢) MS vista em maior aumento (7,03 kx),
destacando os sinovidcitos que variaram em morfologia, em que os tipo B (em verde) apresentaram corpos
celulares que ocupavam a subitima e o0s seus processos citoplasméaticos (—) projetaram-se para superficie da
MS. Também séo observados sinovidcitos tipo A (vermelho), localizado na camada subjacente, e vasos linfaticos
(»); (d) Articulagdo MTF e seus componentes sob malhas da grade de cobre usado em ME, destacando pannus
inflamatorio (tracejado amarelo) invadindo o ES. Também séo observados varios adipdcitos (AD). Barras = 8um
(@), 7 um (c) e 35 um (d).

2. MS, membrana sinovial; ES, espaco sinovial; CH, cartilagem hialina; OS, osso; AD, adipécitos; A,
sinovidcitos tipo A (macréfagos); B, sinovidcitos tipo B (fibroblastos); FC, fibras colagenas; N, ndcleo; C,
citoplasma; Seta verde (= ), sinoviocitos tipo B; Seta preta longa (—), processos citoplasmaticos; Seta azul (
=), fibrina; Seta preta (™), MS; Seta vermelha (= ), células imunes; Seta cinza (»), vasos linfaticos.

Os sinovidcitos do tipo B (tipo fibroblastos) aumentaram em ndmero e encobriram a
camada superficial da MS (intima). Essas células continham corpos celulares que ocupavam
as camadas mais profundas da MS (subitima) e demonstraram processos citoplasmaticos que
se projetaram dos seus corpos celulares em direcdo a camada superficial da MS, para o espaco
sinovial (Fig. 2b). Por vezes, esses processos se estendiam verticalmente ou obliquamente a
partir de seus corpos celulares em direcéo a superficie da membrana sinovial para formar uma
rede fina e densa composta por processos mais longos (~38,7 um) do que os das células tipo
B normais na superficie da membrana sinovial (~4 um) (Fig. 3a). Ainda, os corpos celulares e
0s processos dessas células desenvolveram inteiramente em sua superficie celular como

projecBes pregueadas e semelhantes a vacuolos (Fig. 3b).

Figura 5- Ultraestrutura dos sinovidcitos em modelo de AZy
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1. Ultramicrografias STEM representativas, demonstrando a ul

traestrutura dos sinoviécitos em articulagcdo MTF
de Balb/c do grupo Artritico (que receberam injecao s.c. de Zy). (a) MS hiperplasica, destacando os sinovidcitos
tipo B (verde), que variaram em morfologia, alguns com corpo celular ocupando a subintima e processos
citoplasméticos (—) projetados verticalmente para o ES, outros localizados mais superficialmente (intima) e
com processos (—>) mais longos (38,7um), que se estendem paralelamente a superficie da MS. Na imagem
também séo destacadas os sinovidcitos tipo B (= ) também em maior nimero, células imunes no ES e na matriz
amorfa da MS ( =); (b) Sinoviécitos tipo B observada em maior aumento (25 kx), com processos
citoplasmaticos pregueadas ( —), cisternas repletas de ribossomos (») e citoplasma rico em REr (= ). Ainda,
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observa-se MA com abundantes fibras colagenas dispersas e ligadas ao corpo celular (= ) do sinoviécito tipo B.
Barras= 10um (a), 2 pm (b).

2. MS, membrana sinovial; ES, espaco sinovial; A, sinovidcitos tipo A (macrdfagos); B, sinovidcitos tipo B
(fibroblastos); MA, matriz amorfa; FC, fibras colagenas; N, nicleo; n, nucléolo; Seta verde (= ), sinovicitos
tipo B; Seta vermelha (=), células imunes; Seta preta longa ( —), processos citoplasmaticos; Seta preta
curta (»), vesiculas com ribossomos; Seta branca (= ), REr.

Na observacdo STEM observou-se que as células tipo B desenvolvem reticulo
endoplasmatico rugoso (REr) mais abundante no citoplasma do que as células normais, e 0s
limens do rER foram conspicuamente prolongados. Além disso, também apresentaram
vesiculas dilatadas repletas de ribossomos e abundante fibras colagenas dispersas e proximas

ao seu corpo celular (Fig.6).

Figura 6- Morfologia dos sinovidcitos tipo B na articulacéo artritica
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1. Ultramicrografia STEM representativa, demonstrando sinovidcito tipo B da articulagdo MTF de Balb/c do
grupo Artritico (que receberam injecao s.c. de Zy), com cromatina nuclear frouxa, citoplasma rico em REr ()
e vesiculas rodeadas por ribossomos () e processos citoplasmaticos prolongados e rugosos ( —). Também &
demonstrado FC dispersa e ligadas ao corpo celular (= ). Barra = 1 pm, 46,3kx.

2. FC, fibras colagenas; N, nucleo; n, nucléolo; C, citoplasma; rER, reticulo endoplasmético rugoso; Seta
amarela (=), fibras colagenas; Seta preta longa ( —), processos citoplasmaticos; Seta preta curta (»),
vesiculas com ribossomos; Seta branca (+ ), REr.
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Os sinovidcitos tipo B predominaram na MS artritica, os quais foram identificados
como células esféricas, cobertas com microvilosidades desenvolvidas, demonstrando
microprojecBes de forma irregular em sua superficie e grande nimero de vactolos em seu
citoplasma. Os nucleos dos macréfagos eram de aparéncia mais escura que 0s do sinovidcitos

tipo B, devido a rica heterocromatina (Fig.7).

Figura 7- Sinovidcitos tipo A em modelo de AZy
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1. Ultramicrografia STEM representativa, demonstrando ultraestrutura dos sinovidcitos tipo A (macréfagos) em
MS de articulagdo MTF de Balb/c apds 96h da aplicacdo s.c. de Zy, apresentando nicleo globoso, com
cromatina frouxa, citoplasma com indmeros vactolos (»), que variam em tamanhos e densidades de seu
conteudo, microprojecdes irregulares em sua superficie (—> ). Barra=2 pm.

2. N, nucleo; C, citoplasma; Seta preta curta (»), vaclolos citoplasmaticos; Seta preta longa (— ),
microprojecoes.

As articulagdes sinoviais dos animais artriticos também demonstraram alteragdo no
0sso periarticular, apresentando regido de erosdo Ossea (osteélise), infiltrado de células

imunes e degradacao de cartilagem (Fig. 8).
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Figura 8- AlteracBes morfoldgicas do osso periarticular de articulagdo MTF em modelo de AZy

28 OSTEOLISE E | e
INFILTRADO

A

1. Ultramicrografia STEM representativa, demonstrando ultraestrutura da articula¢do sinovial MTF de Balb/c do
grupo Artritico (que receberam injecdo s.c. de Zy). (a) Eroséo 6ssea (osteolise) (= ), granulos de monocitos no
tecido 6sseo (=) e sinovidcitos tipo A no ES (™) (4,35kx); (b) Area erodida (ostedlise) invadida por células
imunes (4,28kx); (c) Area de ostedlise vista em em maior aumento (12,5kx), evidenciando células imunes
mononucleares ( ™ ); (d) CH demonstrando pontos de degradacdo da matriz cartilaginosa ( =) (3,92 kx),
infiltrado de células imunes (= ) e fibrina no ES. Barras: 10 um (a), 10 um (b), 10 um (c) e 15 um (d).

2. MS, membrana sinovial; ES, espago sinovial; CH, cartilagem hialina; OS, 0sso; MA, matriz amorfa; MC,
matriz cartilaginosa; CD, condrécitos; P, plasmacitos; L, linfdcitos; M, macréfagos

4.3 Membrana sinovial em modelo de AZy tratados

A membrana sinovial de animais artriticos tratados com éleo de copaiba (600 mg/kg) e
diclofenaco demonstraram modificagdes histologicas sutis, quando comparado ao grupo
controle. Donde destaca-se o0 grupo tratado com OC, que demonstraram uma discreta

proliferacdo da MS. Contudo, ndo invadiu o espaco sinovial e ainda manteve um certo nivel
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de organizagdo. O osso periarticular e a cartilagem hialina também apresentaram morfologia

normal, com o tecido integro e continuo (Fig. 9).

Figura 9 — Morfologia da MS em animais artriticos tratados com dleo de copaiba.
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1. Ultramicrografia STEM representativa, demonstrando articulagdo sinovial MTF de Balb/c do grupo Artritico
(que receberam injecdo s.c. de Zy) tratado com éleo de copaiba. (a) Campo microscépico sob malhas da grade de
cobre usado em ME, destacando membrana (= ); (b) Campo visto em maior aumento (5,47kx), demonstrando
MS hipocelular, com células compactadas, imersas em abundante matriz amorfa e cercadas por processos
citoplasmaticos, com sinovidcitos tipo B localizados superficialmente e com longos processos citoplasmaticos
(destacado em verde) e sinoviocitos tipo A (vermelho); (c) Maior aumento (5,97kx), a composicdo da MS, com
sinovidcitos com morfologia variada (verde) e célula imune (= ); (d) Células sinoviais vistas em maior aumento
(16,7kx), em que observa-se 0 tipo B com longo processo citoplasmatico (17um) (verde) e outro mais curto
(3,7um) e cuboides (branco). Barras=30 um (a), 12 um (b), 10 um (c) e 4 um (d)

2. MS, membrana sinovial; ES, espaco sinovial; CH, cartilagem hialina; OS, 0sso; A, sinovidcitos tipo A
(macrdfagos); B, sinovidcitos tipo B (fibroblastos); MA, matriz amorfa; Seta amarela ( = ),células imunes;
Seta preta (= ), MS.
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A MS dos animais artriticos trados com OC apresentou-se hipocelular na regido
projetada para o espaco sinovial. Uma sutil proliferacdo da membrana foi observada na regido
periarticular. Curiosamente, as células sinoviais desse grupo demonstraram-se densamente
arranjadas, sendo o espaco intercelular ocupado por processos citoplasmaticos do sinoviocitos
tipo B ou por matriz amorfa cartilaginosa. Os sinoviocitos tipo B ocuparam a camada
superficial da MS (intima), que variaram em morfologia, em que alguns apresentava-se
planos, com processos citoplasmaticos longos (17 um), que cobriam toda superficie da MS,
outros mais curtos (3,7 um) (Fig. 9d). Fato que merece ser destacado, é que foram observados
nesse grupo varios sinoviocitos com formato cuboide e com processos curtos. Sobre 0s
sinovidcitos do tipo B, a maioria apresentou morfologia normal, esféricos com nucleo globoso
e vacuolos citoplasmaticos pequenos e pouco densos, ndo sendo observado REr significativo,

quando comparado ao grupo artritico.

Figura 10- Sinovidcitos em articulagdo MTF de camundongos Balb/c tratados com 06leo de copaiba

1. UItramlcrografla STEM representatlva demonstrando a morfologia dos sinoviécitos de Balb/c artriticos
tratados com 6leo de copaiba, sem (a) e com (b) identificacdes. Na imagem observam-se células sinoviais em
matriz amorfa colagena, com sinoviécitos do tipo B (verde) apresentando processos citoplasmaticos que se
projetam e recobrem a superficie celular, interligando-as, e sinovidcitos tipo A cuboide. Barra: 2um.

2. MA, matriz amorfa; A, sinovidcitos tipo A (macréfagos); B, sinovidcitos tipo B (fibroblastos); Seta preta (
—), projecdes membranosas.

O grupo artritico tratado com diclofenaco também resultou em aumento da MS (Fig.
11a), que se projetou para a luz do ES, mas restrita & regido periarticular, composta por
sinovidcitos tipo B, demonstrando processos citoplasmaticos curtos (6 pum) (Fig. 11c),
diferindo em localizacdo, alguns ocupando a intima e outros a subintima . Vale destacar, que

nesse grupo os sinoviocitos tipo B prevaleceram na camada superficial (Fig. 11c), e ainda
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foram observados adipécitos e alguns neutréfilos envolvidos por matriz amorfa. Ainda, no

espaco sinovial foi observado um sinovidcito do tipo A, repleto de debris celulares (Fig. 11d).

Figura 11— Articulag&o sinovial MTF de modelo animal de AZy tratados com diclofenaco
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Ultramicrografia STEM representativa, demonstrando a ultraestrutura da membrana sinovial de Balb/c artriticos
tratados com diclofenaco; (a) Campo microscopico sob malha da grade de cobre usado em ME, demonstrando
MS projetada para a luz do ES, hipocelular, com adipdcitos (AD) e célula no ES rodeada por debris e fibrina (
=*); (b) Vista da MS em maior aumento (5kx), destacando sinovidcitos tipo B (verde) com morfologia variada e
processos citoplasmaticos curtos (—>) que projetaram-se paralelamente & superficie da MS; (c) Sinoviécito tipo
B com processos curtos (6 pm) (—), heterocromatina frouxa e vesiculas rodeadas por ribossomos (16,7kx).
Ainda sdo observados neutrdfilo (Ne) e Sinovidcitos tipo A ocupando a camada superficial da MS; (d)
Sinovidcito tipo A ocupando o ES, com vacuolos citoplasmaticos (»), rodeado por fibrina e debris celulares
(20,kx). Barras: 40 um (@), 15 um (b), 4 um (c), 4 um (d).

2. MS, membrana sinovial; ES, espago sinovial; CH, cartilagem hialina; OS, 0sso; A, sinovidcitos tipo A
(macréfagos); B, sinovidcitos tipo B (fibroblastos); MA, matriz amorfa; N, nucleo; n, nucléolo; C, citoplasma
Ne, neutréfilo; AD, adipécitos; Seta vermelha (™ ), sinovidcito tipo A; Seta amarela (= ), neutréfilos; Seta
preta longa (—), processos citoplasmaticos; Seta preta curta (P ), vacutolos citoplasmaticos.

s —
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5. DISCUSSAO

O presente estudo evidenciou a ultraestrutura da articulacdo sinovial MTF em modelos
de artrite induzida por Zy (AZy), sob diferentes condicBes: saudaveis (ao qual foi
administrado salina por via s.c.), artritico ndo tratado e artriticos tratados (Diclofenaco a 100
mg/kg e Copaiba a 600 mg/kg), dando énfase a membrana sinovial e seus componentes.

Modelos experimentais tém sido empregados ao longo dos anos para descrever a
ultraestrutura da articulacdo sinovial, principalmente a membrana sinovial, sob aspectos
morfologicos normais (DATE, 1979; DELRIO et al., 1999; DURO et al., 2012,
MURASHIGE et al., 1999; NIO et al., 2002; SHIKICHI et al., 1999; WYSOCKI, 1972) ou
sob condigBes patoldgicas (JIANG et al., 2017; MCDONALD; LEVICK, 1988; NIO et al.,
2002). Os modelos animais incluidos em tais estudos variam em relacdo a espécie, das quais
citam-se cdo (WYSOCKI, 1972), cavalo (SHIKICHI et al., 1999), coelhos (DATE, 1979;
DELRIO etal., 1999; MCDONALD; LEVICK, 1988; NIO et al., 2002) e rato (MURASHIGE
et al., 1999), a articulagdo analisada, que incluem principalmente o joelho (articulacdo
femoral-tibial) ou mandibula (articulacdo temporomandibular). Ainda, quando analisado sob
0s aspectos patologicos, as analises basicamente concentraram-se em modelos de osteoartrite
(JIANG et al., 2017; NIO et al., 2002).

Dessa forma, estudos que abordem a ultraestrutura da membrana sinovial em atrite
experimental que mimetizam a AR é escasso, sobretudo em relacdo aos mecanismos que
envolvem pequenas articulagbes, 0 que € de suma importancia para correlacdo com a AR
clinica, tendo em vista que a doenca envolve caracteristicamente as pequenas articulacfes das
mé&os e dos pés, embora a inflamagdo articular maior também seja frequente (BARTOK;
FIRESTEIN, 2010; GABRIEL; MICHAUD, 2009). E ainda, sob a Gtica de terapéuticas
alternativas, tal como demonstrado no presente estudo, que evidenciou a ultraestrutura da MS
artritica sem tratamento, com tratamento padrdo (diclofenaco) e alternativo (copaiba) para
articulacdo artritica.

Nesse contexto, o presente estudo demonstrou que a MS da articulacdo MTF dos
animais do grupo Controle, ap6s 96 h da aplicacdo s.c. de salina, demonstrou morfologia
ultraestrutural compativel com as descritas na literatura (DURO et al., 2012; IWANAGA et
al., 2000; SHIKICHI et al., 1999), que definem a MS como um revestimento articular
normalmente delicada e com baixa celularidade, principalmente no tecido adulto (DURO et

al., 2012; FELLOWS et al., 2016), que se divide em dois compartimentos anatdmicos e
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funcionais: a camada de revestimento superficial (intima sinovial) e a camada subjacente
(subintima), composta normalmente, de duas a trés células sinoviais (NIO et al., 2002;
SINGH et al., 2004a; SMITH; WECHALEKAR, 2015). No presente estudo, 0S grupos
Controle, Cop600 e Diclo apresentaram baixa celularidade, sendo por vezes observada apenas
uma monocamada de células sinoviais, em que no grupo controle os dois tipos celulares eram
equivalentes em numero. Em contrapartida, o grupo artritico demonstrou uma proliferacdo
dessas células sinoviais, que invadiram o espaco sinovial. O que condiz com a literatura,
sendo relatado que a maioria dos estados de doenca artritica, como a AR, o numero de células
da intima aumenta (SMITH; WECHALEKAR, 2015; SMOLEN et al., 2016).

Sobre a ultraestrutura dos sinovidcitos normais, o tipo B € descrito como uma célula
que pode apresentar-se sob diferentes aspectos morfologicos, podendo ser planos ou de forma
dendritica, o que também designa funcdes diferentes para essas células (BARLAND;
NOVIKOFF; HAMERMAN, 1962; SMITH; WECHALEKAR, 2015). No presente estudo,
essas celulas também apresentaram morfologia variada, alguns demonstrando processos
citoplasmaticos curtos (~4 um) e outros extensos (~40 um), que por vezes se estendiam de
ambos os lados dos seus corpos celulares e outros apenas de um dos lados. Ainda, esses
processos também variaram em relagdo a sua projecdo, projetando-se verticalmente ou
obliqguamente a partir dos seus corpos celulares em relagdo ao espago sinovial.

Sobre as func¢des do sinoviocitos tipo B dendritico é atribuido funcdo secretora, que
incluem a secre¢édo de glicosaminoglicanos, como acido hialurénico e fibronectina, no liquido
sinovial e na matriz intercelular (IWANAGA et al., 2000). Inicialmente essa ideia foi
sustentada pela descoberta de que sinoviécitos do tipo B desenvolveram REr mais abundante
em seu citoplasma do que o tipo plano (NIO et al., 2002). Posteriormente, foi definido que
essas células expressam CD55, sendo este um marcador que pode ser usado para distinguir as
células sinoviais (SMITH, 2011; SMITH et al., 2003; STEVENS; MAPP; REVELL, 1990).
No presente estudo, o tipo dendritico nos grupos artriticos foram bem evidentes, os quais
exibiram REr mais abundante em contraste com o grupo Controle.

Ja os sinovidcitos tipo A sdo descritos como macrofagos verdadeiros, derivados de
monaocitos do sangue, sendo encontrados nas regides intimal e subintimal da sindvia normal
(SMITH, 2011; SMITH et al., 2003). O tipo A intimais carregam marcadores de linhagem de
macréfagos tipicos, sendo fortemente positivos para CD163 e CD68, mas menos para CD14
(BAETEN et al., 2002; FONSECA et al., 2002). No entanto, 0s sinoviocitos tipo A

constituem uma minoria de células na intima normal, enquanto os numeros na artrite
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inflamatdria aumentam dramaticamente e no tecido sinovial de AR representam até 80% da
camada intima (SMITH; WECHALEKAR, 2015).

Nesse contexto, os resultados encontrados no presente sdo condizentes com 0sS
descritos na literatura, pois uma mudanca notdvel no modelo de AZy foi justamente
proliferacdo dos sinovidcitos, estando ambos os tipos celulares aumentados, principalmente
no grupo ndo tratado, demonstrando aumento no numero de células sinoviais na regido
periarticular, que avangou para 0 espago sinovial. Esse achado estd em concordancia com
estudos anteriores que avaliaram a membrana sinovial em processos inflamatorios
(SHIKICHI et al., 1999), os quais atribuem o aumento do nimero de sinovidcitos tipo B ao
aumento de mitose e ao tipo A a uma série de processos que estdo sob controle de citocinas e
moléculas de adesdo celular, levando ao influxo de macréfagos do compartimento vascular
(HENDERSON; REVELL; EDWARDS, 1988; SINGH et al., 2004a; SMITH, 2011).

Outra alteracdo morfolégica dos sinovidcitos do tipo B no presente modelo de AZy foi
caracterizada pela presenca de processos citoplasmaticos significativamente extensos. Esse
achado também ¢é sustentado por dados previamente publicados (MCDONALD; LEVICK,
1988; NIO et al., 2002), que citam que essas células se tornaram mais dendriticas quando
expostas a agentes indutores de inflamacdo. A extensdo dos processos citoplasmaticos dos
sinoviocitos tipo B € uma ocorréncia comum em modelos inflamacé&o sinovial (SHIKICHI et
al.,, 1999). Contudo, dados da literatura indicam que esses processos geralmente, em
articulagGes normais atingem de 2-4 um e ocasionalmente pode ser ampliado para ser maior
que o corpo celular (acima de 10 um) (SHIKICHI et al., 1999). Nesse contexto, no presente
estudo, os processos dos sinovidcitos tipo B de animais artriticos chegaram a atingir,
aproximadamente 40 um, sendo aproximadamente duas vezes maior que o seu corpo celular
(~15 um), cobrindo grande parte da superficie sinovial. Sendo bastante distinto dos demais
grupos (Controle, Cop600 e Diclo) com processos citoplasmaticos medindo 3,8 um, 3,7-17
um e 3,2-6 um, respectivamente.

Adicionalmente, os sinovidcitos tipo B no modelo de AZy também apresentaram REr
extenso com cisternas dilatadas, o que indica sintese proteica ativa. Nesse contexto, sabe-se
que os componentes proteicos do liquido sinovial, como as metaloproteinases, aumentam em
vérias doengas articulares, incluindo artrite e outras desordens articulares (ISHIGURO et al.,
1999a, 1999b; SHIKICHI et al., 1999; WALAKOVITS et al., 1992).

Outro achado comum no presente modelo de AZy foi o desenvolvimento de
vilosidades nos sinovidcitos tipo B, que assemelharam-se a pregas, que ainda continham

estruturas semelhantes a vesiculas em suas superficies celulares. Tal alteracdo também foi
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documentada em modelos de osteoartrite (SHIKICHI et al., 1999), em articulagdo com
hemartrose experimental (DATE, 1979) e em articulacdo cuja pressdo foi artificialmente
aumentada (MCDONALD; LEVICK, 1988). O desenvolvimento de microprojecGes aumenta
a area superficial dos sinoviocitos tipo B em contato com espaco sinovial, 0 que pode ser
vantajoso para as funcdes secretora e absortiva dessas células (IWANAGA et al., 2000).

O aumento do namero de células na intima sinovial foi observado em ambos os tipos
de sinovidcitos. Contudo, o tipo A prevaleceu na membrana artritica. Dados publicados por
Smith e Wechalekar (2015) corroboram com os encontrados no presente estudo, que citam
esse tipo celular predominante na artrite inflamatoria, representando até 80% da camada
intima. O que distingue do modelo de osteoartrite, em que um estudo realizado por Shikichi et
al. (1999) demonstrou o tipo B é mais predominante nessa condicé&o.

Adicionalmente, no presente estudo, os sinoviocitos do tipo A desenvolveram muitos
vacuolos citoplasmaético, indicando sua atividade fagocitaria estimulada (KENNEDY et al.,
2011). Eles podem fagocitar ativamente restos celulares e produtos de clivagem no espaco
sinovial e produzir alguns mediadores inflamatérios. Em algumas doengas articulares, o
liquido sinovial apresenta concentracdes elevadas de interleucina-1(IL-1) (DI GIOVINE et
al., 1987), IL-6 (SWAAK et al., 1988) e fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) (PARTSCH et
al., 1997), que podem ser liberado de macrofagos ativados (BERTAZZOLO et al., 1994,
KUBOTA et al., 1998) (KUBOTA et al., 1998).

Sobre a infiltracdo de células imunes na membrana sinovial, verificou-se que no grupo
artritico ndo tratado predominarem células mononucleares. Algumas dessas células
apresentaram caracteristicas morfologicas compativeis com linfocitos, sendo descrito que a
maioria dessas células apresenta ultraestrutura similar, sendo pequenas (7-9 pm) e com uma
fina borda de citoplasma (CROSS; MERCER, 1993). Entretanto, por meio de ME néo &
possivel distinguir os tipos B e T. Entretanto, os plamdcitos sdo diferenciados, com nucleo
excéntrico, complexo de Golgi bem desenvolvido e citoplasma repleto de reticulo
endoplasmatico rugoso dilatado contendo muitas cépias de um Unico tipo de anticorpo
(CROSS; MERCER, 1993). Essas células fornecem defesa contra a entrada de matéria
estranha, cruzando uma barreira epitelial. As células plasmaticas locais sintetizam e liberam
especificamente IgA, o anticorpo das secre¢des (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008) .

O perfil de células imunes nos animais artriticos e é condizente com estudos
previamente publicados, que descrevem o pico de influxo de neutrofilos no espaco sinovial na
6° hora apds a injecdo do estimulo (GEGOUT et al., 1995). Apds esse periodo, o infiltrado é

repleto de células mononucleares como linfocitos e macrdéfagos (SINGH et al., 2004b).
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Curiosamente, o grupo tratado com diclofenaco foi distinto dos demais, pois apresentou
neutrofilos na membrana sinovial.

Em relacéo aos efeitos do 6leo de copaiba sobre a ultraestrutura da MS em modelo de
AZy, pode-se inferir que foi parcialmente eficaz, tendo em vista que as alteracdes
ultraestruturais foram consideradas sutis, quando comparado ao grupo Artritico ndo tratado.
Nesse contexto, destaca-se que apesar de ter sido observado a proliferacdo de células
sinoviais, ndo invadiu o espago sinovial e ainda manteve um certo nivel de organizacao.
Inclusive, quando comparado ao Controle e ao Artritico, essas células apresentaram-se mais
compactadas. Além disso, a morfologia também foi distinta quando comparada aos grupos
supracitadas, em gque demonstraram um aspecto mais cuboide, dando a impressdo que elas
organizaram-se para formar uma barreira superficial, tendo em vista que 0s espagos
intercelulares estavam totalmente ocupados, sendo pelo contato proximo entre uma célula e
outra, ou pelo processo citoplasmético dos sinoviécitos que encobriam todas os espacos,
formando uma margem limitante aparente na MS. Em relacdo a ultraestrutura, os sinoviocitos
variaram, algumas demonstraram aspectos morfolégicos semelhantes ao Controle, ou seja,
com REr quase imperceptivel e cisternas ou vacuolos ausentes, outras poucas apresentaram a
mesma estrutura do Artritico, ou seja, citoplasma repletos de REr, cisternas dilatadas e grande
numero de vacuolos citoplasmaticos.

Contudo, os sinoviocitos do tipo B também demonstraram extensos processos
citoplasmaticos (17um), porém inferior ao grupo Artritico. Além disso, esses processos
basicamente projetaram-se paralelamente a superficie da MS, ndo sendo observada a projecéo
radial observada no grupo artritico. Nesse contexto, estudos anteriores citam que esse tipo de
alteracdo morfoldgica ndo € observado em articulacdo sinovial normal (MCDONALD;
LEVICK, 1988; NIO et al., 2002), sendo considerada um mecanismo adaptativo dessas
celulas em processos inflamatérios. Em adicdo, os sinovidcitos tipo A presentes também
variaram em relagdo a ultraestrutura, em que alguns demonstraram caracteristicas de
macréfagos com atividade fagocitica ativa e outros, inativos. Além disso, poucas células
imunes foram observadas infiltrando a matriz amorfa da membrana sinovial. Em conjunto, os
dados sugerem que o 0leo de copaiba foi capaz de conter o processo inflamatdrio, o que foi
evidenciado pela membrana sinovial restrita a area periarticular, poucas células imunes na
matriz amorfa. E ainda, as células demonstraram uma plasticidade cuboide, mostrando um
arranjo que formou uma barreira da membrana sinovial.

Os animais artriticos tratados com diclofenaco apresentaram modificacfes

ultruestruturais singulares, com membrana sinovial projetando-se para a luz do espaco
143



sinovial, com pouca celularidade, composta por sinoviécitos tipo A e B. O tipo B demonstrou
projecdes citoplasmaticas curtas (6 um) quando comparadas aos demais grupos artriticos, que
irradiaram para ambos os lados do seu corpo celular, estando repleto de cisternas e vacutolos
presentes tanto no citoplasma como no corpo celular. Ainda, foram observados neutrdfilos na
matriz amorfa da membrana sinovial, sinovidcitos do tipo A ocupando a camada superficial
da membrana e o espaco sinovial, que adicionalmente estava cercado de debris celulares e
fibrina.

Os sinovidcitos tipo B localizados na intima sinovial expressam varias moléculas de
adesdo, incluindo de adeséo de células vasculares-1 (VCAM-1) (BURGER et al., 2001; LI et
al., 2000), de adesao intercelular-1 (ICAM-1) (LINDSLEY et al., 1993), CD44 (BRENNAN
et al., 1997) e integrinas B-1 (TANNER et al., 2017). A expresséo de VCAM-1 é
particularmente incomum, pois esta ausente da maioria das outras populacdes de fibroblastos
normais, enquanto as integrinas CD44 e B-1 podem ser expressas em niveis mais baixos em
fibroblastos normais (EDWARDS, 1995; SMITH et al., 2003). A expressao de VCAM-1 em
fibroblastos da intima pode ser importante no trafego celular. O ligante para VCAM-1,
integrina o/4/p-1 (VLA-4) (MORALES-DUCRET et al., 1992), esta presente em leucocitos
mononucleares, mas ndo granulécitos, portanto, a presenca de VCAM-1 em sinoviécitos do
tipo B na artrite inflamatdria pode aprisionar macrofagos e linfocitos dentro da membrana
sinovial enquanto permite que os neutrofilos saiam para o liquido sinovial (SMITH;
WECHALEKAR, 2015). O receptor-2 do complemento (CR2, CD21) pode ser induzido em
fibroblastos sinoviais (mas ndo em outros fibroblastos) em cultura, embora ndo seja expresso
por fibroblastos normais da intima (LEIGH; CAMBRIDGE; EDWARDS, 1996). O fator de
aceleracdo do decaimento (FAD) (FANG et al.,, 2007), VCAM-1 e CR2 estdo todos
envolvidos na sobrevivéncia dos linfocitos B (BURGER et al., 2001; LINDSLEY et al.,
1993). Acredita-se que os fibroblastos intimais surjam por divisdo dentro da sindvia como
uma populacdo autoreplicante discreta, distinta dos fibroblastos subintimais, mas é mais
provavel que sejam substituidos na subintima (BARTOK; FIRESTEIN, 2010; LINDSLEY et
al., 1993). Se os fibroblastos sinoviais forem desagregados e cultivados in vitro, eles perdem a
expressdo de VCAM-1 e CD55, mas a maioria, aparentemente incluindo células de origem
subintimal, expressara prontamente esses marcadores ap6s a estimulacdo de citocinas (LI et
al., 2000; SMITH et al., 2003). Parece provavel, portanto, que os fibroblastos sinoviais na
intima e na subintima pertencam a uma populagdo de células especializadas com propenséo a
expressar VCAM-1 e CD55 (LI et al., 2000; SMITH et al., 2003).
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Curiosamente, 0s animais artriticos ndo tratados ou tratados com diclofenaco
apresentaram um numero maior de adipdcitos, quando comparado aos demais grupos
(Controle e Cop600). A anatomia microscopica do tecido sinovial normal frequentemente se
enquadra em trés tipos principais, com base na estrutura e no conteido da camada subintimal:
fibrosa, areolar e adiposa (KEY, 1928; SMITH, 2011). A sindvia adiposa é encontrada
principalmente nas almofadas adiposas, tal como ocorre nas almofadas anulares encontradas
nas articulacbes dos dedos (SMITH; WECHALEKAR, 2015). A intima pode estar
diretamente sobre os adipOcitos, mas geralmente é separada por matriz amorfa rico em
colageno, enquanto o tecido mais profundo €é adiposo. As vilosidades da membrana
geralmente tém uma arteriola e uma vénula centrais, mas podem ser avasculares. A
quantidade de gordura nas vilosidades varia e provavelmente diminui com a idade, com
aumento do tecido fibroso. Estudos recentes (FELLOWS et al., 2016) demonstram que
células-tronco mesenquimais (MSC) derivadas de tecido adiposo, medula dssea e articulacdo
sinovial demonstram capacidade de se diferenciar em varias linhagens celulares e exercer
efeitos paracrinos para reparo de cartilagem. Com isso, infere-se que a presenca aumentada de
tecido adiposo nos grupos artriticos e Diclo pode estar correlacionada com a transicdo de
sindvia adiposa para fibrosa ou ainda que trata-se de um mecanismo reparador, tendo em vista
que a resposta imune estava mais ativa nesses grupos.

Em adicdo, acrescenta-se que 0s animais artriticos ndo tratados também apresentaram
alteragdes ultraestruturais na cartilagem articular e osso periarticular que ¢ um achado comum
da artrite experimental e clinica (EGGELMEIJER et al., 1993), apresentando degradacédo da
matriz cartilaginosa e erosdo Ossea com infiltrado de células imunes, como por exemplo,
linfécitos e plasmacitos e ainda, granulos de mastocitos foram observados proximo a area de
ostedlise. Tais alteracfes podem decorrer de atividade aumentada de osteoclastos, que tém um
papel importante no desencadeamento da osteoporose difusa e no aparecimento das erosoes
Osseas focais em artrite (ALLARD; BAYLISS; MAINI, 1990; GEGOUT et al., 1994;
KOBAYASHI et al., 2011a).
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6. CONCLUSAO

v'O modelo de AZy foi atil em analisar a ultraestrutura da membrana sinovial de
articulagbes MTF de camundongos Balb/c apos 96 horas da aplicacdo s.c. de Zy ou
Salina;

v'O Zy foi capaz de estimular alteragdes-chaves na ultraestrutura da membrana sinovial,
tornando-a hiperplasica e com infiltrado de células imunes mononucleares;

v/ Os sinovidcitos do tipo B apresentaram alterac6es ultraestruturais classicas da AR clinica
e experimental, destacando o aumento de REr e vacuolos citoplasmaticos, cisternas
dilatadas repletas de ribossomos e processos citoplasmaticos extensos;

v'Os sinovidcitos do tipo A demonstram indmeros vacuolos citoplasmaticos, indicando
atividade fagocitica ativada nos animais artriticos.

v O controle, o diclofenaco e o0 Cop600 apresentaram baixa celularidade na sindvia.

v O 6leo de copaiba foi efetivo em preservar a ultraestrutura dos sinovidcitos, conferindo-

Ihes plasticidade para tornar a membrana impermeavel.
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Acio anti-inflamatoria do éleo de copaiba em artrite induzida em modelo
animal: Uma Revisio Sistemaitica

Vanda Santana Queiroz Dini', Silvania da Conceigdio Furtado’, José Fernando Marques Barcellos'
Oscar Tadeu Ferreira da Costa*

Resumo

o] ul-w de copaiba (Copajfera sp.) & usado na medicina altemativa devide as propriedades anti-mflamatoria,

@ antimicrobiana ji comprovados, tornando-o atrative para o tratamento de diversas doengas, como
por exemplo a artrite, caracterizada como uma doenca inflamatona sistémica, que acomate 1% da populagio.
Esta revisdo sistematica identificou astudos qua relatassem os efeitos do dlee de copaiba sobre a inflamagio
am modelos animais de artrite experimental, a fim de verificar as doses efetrias e tomicas & o8 mecanismos
anti-inflamatorios eficazes. Oitenta e quatro estudos foram encomtrados por pesquisa eletromica, que foram
triades de acordo com criténios de inclusio e exclusie m-diﬁmdns A dose efetiva, segura e nio téxica do
olao de cnpmlu necessita ser mvestigada. Esta revisio sistemitica permutin comchur que o primerpal
compeonente quimico da copaiba que apresenta atividade anti-inflamaténia é o P-canofilenc, enfretanto, o
macanismo de apio necessita ser elucidado. Além disso, a falta de estudos que aberdem o dlec de copatba
como agente anti-inflamatério na artrite reumatoide ¢ insuficiente para sustentar o uso efetivo & segure desse
oleo-rasina, sendo necessirio mais estudos, tendo em vista os beneficios promissores ja comprovados desse
compeoste medicnal,

Palavras-Chave: eficicia e seguranga, dose toxica, fitoterdpico, artrite experimental

Anti-inflammatory action of copaiba oil in animal model-induced arthritis: A Svstematic
Review -Copaiba cil (Copaifira sp.) is used in alternative medicine because of the proven anti-inflammatory,
antitumor and antimicrobial properties, making it attractive for the treatment of several diseases, such as
arthritis, characterized as 2 systemic inflammatory disease, which affects 1% of the population. This systematic
review identified studies that reported the effects of copaiba cil on inflammation in animal models of
wxperimental arthritis in order to verify effective and toxic doses and effective anti-inflammatory mechanivms.
Eighty-four studies mﬁmdh}lllcumrmuch. which were screaned according to pre-defined inclusion
and exelusion eriteria. The effective, safe and non-toxic dose of copaiba oil neads to be investigated This
systamatic review allowed us to conclude that the main chemical component of copaba that has anti-
inflanumatory activity is P-carvophyllena, however, the mechanism of action nesds to be elucidated In
addition, the lack of studies addressing copaiba oil a3 an anti-inflamematory agent in rheumatoid arthritia 18
insufficient to |uppmhlﬂ|:twuniuﬁulnfhlaﬂ rllm.mdﬂnﬂ:ﬂmmudndmxmdh
already proven promising benefits of this compound medicinal

Key-words: efficacy and safuty, toxic dose, phyvtotherapic, experimental asthritia
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ANEXO 3- Parecer do CEUA/INPA

1.2

MINISTERloPRESIDﬁNClA DA REPUBLICA

DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZOCNIA
ASSESSORIA DE APOIO A0S ORGAOS COLEGIADOS

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTA‘I\{C]ADO E CERTIFICADO SOBRE PROTOCOLOS
DE PESQUISAS NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

. Certificamos que a proposta intitulada "Estereologia da Articulacio
Tiblofarsal de Camundongos induzidos a Artrite ¢ tratados com éleo de
Copaiba, Copaifera multijuga Hayne (Leguminosae)", registrada com o n°
048/2016, sob a responsabilidade de PRITESH JAYCHAND LALWANI - que
envolve a produgdio, manutengiio ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
(_.'hr?rda(a. subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
€nsino) - 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 Experimentagdo 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/raca Camundongo Balb/C

Numero de animais 36 \
Peso/ldade 18 — 22¢g / 8 semanas '
Sexo M/F '
Origem Biotério Central - INPA ‘

Data de liberagido do Parecer; 30.01.2017

. 56 » ot el
eorge Henrique Rebelo

Presidente CEUA-INPA
PO n. 079/2015
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