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RESUMO

O uso topico do oleo de copaiba faz parte da medicina popular dos povos amazonicos.
Sua resina é tida como anti-inflamatoria dentre outras funcdes. Contudo, estudos
adicionais sdo necessarios para comprovar seu papel terapéutico. Mais precisamente,
uma abordagem sobre o perfil de células imunes e citocinas envolvidas em inflamacao
aguda diretamente nas articulacdes. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos da aplicacdo tdépica do dleo de copaiba nas articulacdes tibiotarsais de
camundongos Balb/c. Para tal, os animais foram divididos em quatro grupos (n=6):
Salina, Carrag 1%, Diclo e Cop e induzidos a inflamacdo por Carragenina (exceto
Salina) por 5 horas, sendo que a copaiba foi aplicada topicamente na pata esquerda dos
animais (Cop) 3 horas antes do final do experimento. Medidas de espessura de pata e
coletas de sangue (leucograma e niveis de citocinas) foram os parametros usados para
avaliar este estudo. Em conclusdo, a aplicacdo topica da copaiba teve um efeito anti-
edematogénico, inibiu a leucocitose e a linfocitose, reduziu os niveis das citocinas pré-
inflamatorias IFN-y, TNF e IL-17A e aumentou o nivel da citocina anti-inflamatoria IL-
10. As principais caracteristicas da inflamacdo por Carragenina foram patas
edematosas/leucocitose/linfocitose e niveis elevados de TNF/ IFN-y. Os resultados
promissores obtidos neste estudo reforcam o papel anti-inflamatério do uso da copaiba

topica no tratamento de doencas inflamatorias.

Palavras-chave: 6leo de copaiba, articulagdo tibio-tarsal, inflamagé&o, citocinas, edema,

hematologia, citocinas.



ABSTRACT

Topical use of copaiba oil is part of the popular medicine of Amazonian peoples. Its
resin is considered anti-inflammatory among other functions. However, additional
studies are needed to prove its herbal role. More precisely, an approach on the profile of
immune cells and cytokines involved in acute inflammation directly in the joints. Thus,
the aim of the present study was to evaluate the effects of topical application of copaiba
oil on the tibiotarsal joints of Balb/c mice. For this, the animals were divided into four
groups (n=6): Saline, Carrag 1%, Diclo and Cop and induced inflammation by
Carrageenan (except Saline) for 5 hours, with copaiba being topically applied to the left
paw of the animals (Cop) 3 hours before the end of the experiment. Paw thickness
measurements and blood collections (leukogram and cytokine levels) were the
parameters used to evaluate this study. In conclusion, topical application of copaiba had
an anti-edematogenic effect, inhibited leukocytosis and lymphocytosis, reduced the
levels of the pro-inflammatory cytokines IFN-y, TNF and IL-17A, and increased the
level of the anti-inflammatory cytokine IL- 10. The main features of carrageenan
inflammation were edematous paws/leukocytosis/lymphocytosis and elevated levels of
TNF/IFN-y. The promising results obtained in this study reinforce the anti-

inflammatory role of topical copaiba use in the treatment of inflammatory diseases.

Keywords: copaiba oil, tibiotarsal joint, inflammation, cytokines, edema, hematology,

cytokines.
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INTRODUCAO

O oleo de copaiba € um oleo-resina extraido das arvores copaibeiras, que ha muitos
anos € utilizado no tratamento de diversas enfermidades. O tratamento pode ser
realizado através da sua ingestdo oral ou a aplicagdo do produto in natura ou em
pomadas, tendo seu uso bastante conhecido na populacéo brasileira e ao redor do mundo

(Pieri et al., 2009).

O oleo-resina possui diversas propriedades medicinais, e esses efeitos tém relacdo com
a propria capacidade da arvore de se defender contra invasores microbicidas. O seu
potencial anti-inflamatério, analgésico, cicatrizante, antimicrobiano, antifingico e
antinociceptivo ja foi evidenciado (do Carmo Silva et al., 2019; Santos et al., 2008;
Gomes et al., 2007; Paiva et al., 2002). E esses resultados favorecem o interesse de

pesquisadores para a utilizacdo desse 6leo no tratamento de outras doencas.

Foi comprovado em estudos que a utilizagdo do 6leo de copaiba oral ou topico pode
reduzir o edema de pata de camundongos inflamados, diminuindo o infiltrado
leucocitario, a producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a atividade de outros
mediadores quimicos inflamatérios (Castro Ghizoni et al., 2017; Dias et al., 2014;
Lucca et al., 2018). Esses dados trazem perspectivas positivas na utilizacdo desse

produto em processos inflamatorios agudos e cronicos.

Nesse contexto, pesquisas em doencas e distdrbios inflamatérios constantemente
utilizam modelos animais para a inducdo de inflamacdo em patas, com o intuito de
avaliar a dindmica do sistema imunoldgico, a resposta imune contra determinados
antigenos imunogénicos e os danos causados por esses antigenos ao tecido inflamado

(Guay et al., 2004).



A carragenina, um polissacarideo retirado da parede celular de algas vermelhas
comestiveis, vem sendo utilizada como um modelo experimental de edema de pata em
ratos e camundongos (Amdekar et al., 2012; Ou et al., 2019; Thomson & Fowler, 1981).
Vaérias pesquisas realizaram seus experimentos com a carragenina, pois em poucas horas
apos a administracdo intraplantar, ja é notavel o edema de pata, além de ser um modelo
experimental reproduzivel (Annamalai & Thangam, 2017; Guay et al., 2004; Posadas et

al., 2004).

A carragenina € identificada por células sentinelas localizadas nos tecidos, que
rapidamente liberam citocinas e quimiocinas responsaveis por recrutar leucécitos para a
regido tecidual. Com a entrada dessas células ha a liberacdo de mediadores citotoxicos e
a fagocitose desses polissacarideos, uma tentativa do sistema imune de neutralizar e

eliminar esse corpo estranho (Necas & Bartosikova, 2013).

Estudos demonstram que a indugdo da carragenina em patas de camundongos podem
favorecer a liberacdo de citocinas IL-1B, IL-6, TNF e IFN-y, responsaveis por aumentar
a capacidade de atuacdo de neutrofilos e macrofagos e de ativacdo de outros
mecanismos imunes. Esses mediadores promovem um processo inflamatorio agudo, que
se ndo resolvido, pode evoluir para um distarbio inflamatério crénico (Annamalai &

Thangam, 2017).

Sabe-se que doengas inflamatdrias como a Artrite Reumatoide (AR) é caracterizada por
uma inflamacdo prolongada na regido das articulacdes, esse estado bioldgico €
desenvolvido devido uma falha nos mecanismos de resolucéo da inflamacéo e tolerancia
autoimune. A AR atinge cerca de 1% da populacdo mundial e € uma doenca progressiva
e sem cura atualmente, que pode incapacitar o paciente ao longo do tempo (Smolen et

al., 2018).



Estudos utilizando a carragenina como modelo de inducéo de artrite ja foram realizados,
e evidenciaram uma patogénese capaz de simular o que acontece na doenca autoimune
(Bao et al., 2018). Esses estudos foram essenciais para a mudanca de direcionamento
nas pesquisas e hoje em dia favorecem a continuacdo da busca por tratamentos mais

eficazes para essa doenga.

Pois, apesar dos avancos no tratamento da AR, com inibidores de atividade do sistema
imune, esses medicamentos ainda ndo trazem a cura, somente a diminuicdo dos danos e
a remissdo da doenca a longo prazo. Além disso, alguns medicamentos podem trazer
efeitos colaterais sisttmicos e muito prejudiciais aos pacientes (Faleiro et al., 2011;

Smolen et al., 2018).

Nessa conjuntura, sabe-se que a carragenina tem a capacidade de ativar o sistema imune
e promover uma inflamagcdo em poucas horas e o 6leo de copaiba, aplicado oral e
topicamente, ja foi eficiente na remissdo do edema de pata nesses experimentos, mas
ainda ha a necessidade de entender essa dindmica dos mediadores inflamatoérios para

caracterizar melhor esse evento (Carvalho et al., 2005; Junior et al., 2007).

Por isso, em nosso estudo, nds utilizamos o 6leo de copaiba (copaiba spp.) aplicado
topicamente em patas de camundongos induzidos a inflamag&o por carragenina, com 0

objetivo de avaliar o potencial anti-inflamatério do 6leo-resina.



REFERENCIAL TEORICO

2.1.0leo de copaiba

O oleo de copaiba é extraido de uma arvore que tem seu nome conhecido
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popularmente como “copaiba”, “copaibeiras”, “pau d’ 6leo”, “copativa, “copaibarana”,

29 ¢

“balsamo”, “marimari” dentre outros. O nome “copaiba” vem do tupi Kupa’ iwa, que
significa “arvore de depdsito” e refere-se ao fato de que essa arvore armazena um 6leo-

resina em abundancia.

As copaibeiras sdo plantas da familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae
e do género Copaifera L. Estdo presentes na América Latina e nas regides da Africa
Ocidental, sendo encontradas no Brasil nas regides Amazonica, Centro-Oeste e Sudeste.
Chegam a viver 400 anos e possuem mais de 72 espécies catalogadas, onde 16 sdo

encontradas no Brasil (PIERI et. al. 2009).

Na maioria das especies, sdo arvores de grande porte com seu tronco possuindo
um didmetro de até 4 metros, podendo chegar a 40 metros de altura. E uma planta que
possui uma casca aromatica, com folhagem densa, alternada, peciolada e penulada. As
flores sdo pequenas, arranjadas em paniculos axilares e hermafroditas, e aparecem,
geralmente, entre outubro e julho. Seus frutos costumam aparecer entre julho e outubro,
sdo do tipo vagem seca com sementes pretas ovoides e com um arilo amarelo rico em

lipideos (Alencar, 1982; VVan Den Berg, 1982; Lorenzi, 1992; Xena & Berry, 1998).

As caracteristicas da planta comecam a ser notadas a partir do seu 5° ano de

vida, sua identificacdo boténica é dificil e é geralmente realizada através da analise de



suas flores, pubescéncia das sépalas, comprimento dos anteros e a condicdo glaborosa

ou ndo glaborosa do pistilo (MARTINS-DA-SILVA et. al., 2007).

A copaibeira possui em seu interior grande quantidade de um Oleo-resina
chamado 6leo de copaiba, possuindo uma parte resinosa (55-60% do 6leo) formada por
acidos diterpenos, e uma parte oleosa composta principalmente por sesquiterpenos. O
6leo pode ser extraido de diversas maneiras, métodos passados de geracdo em geracgao,

mas que muitas vezes pode ser prejudicial a planta (Garcia and Yamaguchi 2012).

A extragao pode ser realizada através de um corte em “V” no tronco com o uso
de um machado e coletar o 6leo derramado e concentrado no local da incisdo. Ou pode
ser feita a derrubada completa da arvore, extraindo o Oleo do seu interior e
posteriormente utilizando o tronco da arvore para diversos fins comerciais. Ambos 0s
métodos sdo muito agressivos e levam a morte das arvores (Leite et al., 2001; Shanley
et al., 2005). Essas praticas vém sendo combatidas cada vez mais por 6Orgdos de
fiscalizacdo ou de pesquisas e 0 manejo sustentavel vem ganhando espaco nas fazendas

extrativistas.

O manejo sustentavel consiste em utilizar um trado para abertura de furos no
tronco da arvore, insercdo de um tubo de PVC até a metade do didmetro do tronco e
utilizacdo de vasilhas para a coleta do 6leo, coletando uma quantidade apenas nas
primeiras 24 horas. Os furos séo fechados, posteriormente, com pedagos de madeira ou
com tampas roscas. Além desse processo, para que uma arvore esteja apta para sofrer a
incisdo, sdo necessarias a analise e coleta de alguns dados, como: Didmetro a Altura do
peito (DAP) (que deve ser superior a 40 cm), mapeamento da &rvore com 0 uso de
bussulas e passos calibrados e o intervalo de tempo da Ultima extracdo (ndo pode ser
coletada uma amostra com menos de 3 anos de intervalo) (Leite et al., 2001;

IMAFLORA, 2004).



A quantidade varia muito entre as espécies, depende do periodo do ano e pode
ser que seja maior na primeira ou na segunda extracdo, contudo, esses dados ainda sdo
inconclusivos. Sabe-se que algumas espécies ndo sofrem alteracdo na composicao
quimica do seu 6leo dependendo do estado pluviométrico, porém em periodos mais
chuvosos é notavel o aumento na quantidade (MEDEIROS, 2006). Ha uma série de
esforcos tanto de pesquisadores, quanto dos produtores, para que seja elucidado qual o

manejo certo para se obter a maior quantidade de 6leo de copaiba.

O 6leo de copaiba € um produto de excrecdo ou de desintoxicacdo da planta que
tem como objetivo promover a defesa contra animais, fungos e bactérias. Essas
propriedades foram observadas ha mais de 500 anos, supondo que alguns animais
feridos buscavam passar os ferimentos no tronco da arvore para serem cicatrizados,
assim 0s povos nativos comecaram a utilizar o 6leo como tratamento medicinal contra
doencgas e para sarar o coto umbilical dos recem-nascidos (ROMERO, 2007 Maciel et

al., 2002; Veiga Junior & Pinto, 2002; Francisco, 2005).

A copaibeira pode ser utilizada para fins de construcdo civil e naval e para
fabricacdo de carvdo, jA o Oleo é comumente utilizado na produgdo de perfumes e
cosméticos (sabonetes, xampus e cremes). Contudo, a utilizagdo mais popular e que esta
em constante desenvolvimento, é a aplicacdo ou ingestdo do 6leo para o uso medicinal

(Veiga Junior & Pinto, 2002; Cascon, 2004).

O 6leo de copaiba possui uma coloracdo que varia de amarelo ouro a marrom, de
acordo com a espécie e € constituido por dois grupos de substancias distintas sollveis
entre si, uma parte solida resinosa e ndo volatil composta por acidos diterpénicos,
compreendendo 40% do Oleo, e a outra composta por sesquiterpenos (oxigenados e
hidrocarbonetos) completando os 60% restantes (Cascon and Gilbert 2000). Os

principais diterpenos sdo o &cido hardwickico, colavenol, &cido copaifero, acido



copaiferolico, acido calavenico, acido copalico (biomarcador de 6leos de copaiba) entre
outros. Os principais sesquiterpenos encontrados no o6leo de copaiba sdo o B-
cariophileno (15 a 40%) (com destaque pelas suas propriedades anti-inflamatdrias,
antibacterianas, antifingica e antiedematogénica), o [-bisabolueno (com propriedades
anti-inflamatorias e analgésicas), o o-humuleno e B-selineno entre outros (Junior and

Pinto 2002).

Seu uso foi difundido pelos colonizadores por todo mundo, viajantes e médicos,
comecaram a utilizar 6leo como analgésico e cicatrizante e em meados do século XVI o
6leo de copaiba ja era considerado um dos produtos mais exportados pelas provincias

do Maranhdo e Grao-Paréa (Alencastro, 2000; Gurgel, 2004).

O uso medicinal do 6leo de copaiba foi aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA), 6rgdo americano de fiscalizacdo, em 1972, ap0s testes de
sensibilizacdo e irritacdo em 25 voluntarios. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprova o uso de produtos naturais (produtos de extracao
vegetal), e de acordo com Relacdo nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS) o 6leo de copaiba ¢ um produto natural (copaiba spp.) apto para 0 uso

medicinal no SUS.

Assim, inimeras pesquisas ja vinham e vém sendo realizadas demonstrando as
propriedades medicinais do 6leo de copaiba, como: agdo cicatrizante, antisséptica,
antitumoral, antibacteriano, expectorante, diurético, analgésico, antiviral, antidiarreica,
acdo contra leishmaniose e picada de cobra, anti-inflamatéria, antiflngica e inimeras
outras (Veiga Junior & Pinto, 2002; Oliveira et al., 2005; Veiga Junior et al., 2005;

Ramos, 2006)



Um estudo de Basile et al. (1988) baseado em uma experimentacdo em
camundongos induzidos a inflamacéo aguda por carragenina injetada nas patas, analisou
0 potencial anti-inflamatério do 6leo de copaiba, onde foi observada uma inibicdo

satisfatoria de 13% a 47% do edema de pata.

Junior et al. (2007) analisaram a atividade anti-inflamatéria de trés diferentes
6leo-resinas de copaiba (C. multijuga Hayne, C. cearensis Huber ex Ducke e C.
reticulata Ducke) em um modelo de pleurisia induzida por zymosan, onde foi
demonstrado que os 6leos-resina foram capazes de inibir (p<0,05) a producdo de NO
pelos macr6fagos murinos in vivo, além de reduzir em 45% o ndmero total de
leucdcitos e inibir o acimulo de neutréfilos em 73% na dose de 100mg/kg, administrada

oralmente.

O o6leo de copaiba também se mostrou eficaz na inibicdo do NO e da infiltracdo
de neutrofilos, tanto em aplicacdo subcutanea quanto por gavagem, em camundongos

submetidos a sepse em um estudo experimental randomizado (NM Botelho, 2014).

FB Teixeira et. al. (2017) induziram lesdes em linguas de rato, e constataram
que, apds o tratamento oral por gavagem de 10% de 6leo de copaiba, os animais
tratados tiveram um menor infiltrado inflamatério crénico (1,2 + 0,20) e menor
intensidade do edema (1,8 + 0,20) (mas ndo foi uma diferenca estatisticamente

significativa), em relagcdo ao grupo controle (2,0 £ 0,0) e (2,4 + 0,24) respectivamente.

Além desses, pesquisadores buscaram identificar o potencial anti-inflamatorio de
uma nanoemulséo de 6leo de copaiba (200mg/kg com 20% de 6leo de copaiba) em um
modelo de inflamagdo por injecdo de &cido araquidénico (2 mg/orelha (10 uL) em

orelhas de camundongos. Ap6s 1h foi analisado o edema na orelha direita e a



nanoemulséo foi capaz de reduzir significativamente (P < 0.05) o edema de orelha em

comparagdo com o controle negativo (Leticia Lucca, 2017).

Esses dados trazem uma perspectiva positiva, baseada em evidéncias do papel do
6leo de copaiba, seja administrado por tdpica, oral, subcutdnea dentre outros. A
atividade anti-inflamatéria e antiedematogénica do Oleo foi capaz de reduzir a
inflamacdo em diversos modelos experimentais, como relatado acima, comprovando
que seu uso pode indicar um tratamento em conjunto com outros farmacos ou

alternativo para inflamagdes articulares.

2.2 Modelos experimentais inflamatorios

O oleo de copaiba vem sendo empregado na medicina tradicional ha muitos
anos, sendo usado muitas das vezes de modo empirico pela populacéo (Leandro et al.
2012). Nas ultimas décadas, varios projetos se dedicaram ao estudo das propriedades
fisico-quimicas do 6leo no corpo humano, buscando justificar os efeitos farmacoldgicos
observados na populacdo. Assim, diversos modelos experimentais inflamatdrios foram
utilizados para buscar induzir uma inflamacao local e/ou generalizada em modelos

animais utilizando o 6leo de copaiba como tratamento (Ferro et al. 2018).

Dentre esses modelos experimentais podemos destacar o Lipopolissacarideo
(LPS), um componente da parede celular de bactérias gram-negativas que gera uma
resposta inflamatdria por meio de receptores do tipo Toll 4 (TRL4) (Takeda, Kaisho,
and Akira 2003). A injecdo intraplantar de LPS induz uma hiperalgesia inflamatoria

mecanica, pois ativa algumas vias de sinalizacdo como NF-kB e MyD88, que sao



responsaveis pela producéo e liberacdo de TNF-a, IL-1p e IFN-1, citocinas que

aumentam o recrutamento e a ativacao de células (Calil et al. 2014).

Em um estudo recente das propriedades anti-inflamatérias de C. reticulata e C.
langsdorffii, 11 dos seus principais componentes incluiram o B-cariofileno (56,1%), y-
elemeno (12,6%), a-humuleno (6,4%) e a-copaeno (3,7%). O estudo mostrou que o 6leo
de copaiba foi capaz de reduzir a producdo de NO (P < 0,01) mas néo a producéo de
prostaglandina E2 induzida por LPS. Contudo a copaiba suprimiu as citocinas proé-
inflamatorias interleucinas (IL) 6, IL-8 e IL-1B em células expostas ao LPS (Amilia

Destryana et al. 2014).

A inflamac&o induzida por LPS dura algumas horas, atingindo um pico maximo
de 5h de liberacdo das principais citocinas, assim como aumento da atividade da
mieloperoxidase, marcador indireto da contagem de neutrofilos e macrofagos nos
tecidos (Calil et al. 2014). Apesar de ser um modelo utilizado em perfis inflamatorios, o
seu uso é consolidado na literatura quando se quer estudar mecanismos imunologicos

associados a patdgenos e o potencial de farmacos antimicrobianos (Chiu et al. 2013).

Outro modelo experimental inflamatério utilizado é o Adjuvante completo de
Freund (CFA), associado a bacilos de tuberculose mortos, um modelo utilizado ha
muitos anos para induzir uma inflamacéo local mais prolongada (3 a até 30 dias)

(Pearson 1956).

Nesse contexto, um estudo buscou identificar o papel do B-cariofileno (um dos
principais constituintes do 6leo de copaiba) em uma inflamacéo induzida por Adjuvante
de Freund 0,ImL (500ug) nas patas esquerdas de ratos Holtzman saudaveis. O [3-
cariofileno na dose de 430 mg-kg ! administrado oralmente por 18 dias, foi capaz de

reduzir o edema de pata, os inchacos nos ganglios linfaticos e o nimero de leucécitos



circulantes e articulares, demonstrando um potencial anti-inflamatério e antioxidante

desse composto (Ames-Sibin et al. 2018).

Contudo, hé& poucos estudos que correlacionam o potencial do 6leo de copaiba
em modelos murinos experimentais que induziram uma inflamagdo com a administragéo
de CFA. Sabemos que o B-cariofileno é um dos compostos mais importantes da copaiba,
mas € necessario um estudo que demonstre os efeitos do uso topico em manifestacGes

inflamatorias em articulagdes.

Nesse contexto, modelos experimentais de artrite tém sido utilizados vastamente
em estudos para verificar a fisiopatologia da Artrite Reumatoide (AR). Apesar da
complexidade da patogénese da inflamacgéo, nota-se o constante avanco da pesquisa em
relacdo a doenca. Dentre os modelos usados 0 Zymozan A (Zy A) teve seu primeiro
estudo voltado para a AR em 1977, e cada vez mais vem sendo usados em modelos
experimentais devido ao seu potencial inflamatdrio, que induz uma acéo rapida e local

(Rocha et al., 2003)

O Zy A é um polissacarideo da parede celular das leveduras Saccharomyces
cerevisiae. Ele tem a capacidade de se ligar a receptores TLR2 nos macréfagos e levar a
inducdo de producéo de citocinas pro-inflamatorias, levando a respostas imunes inatas e
adaptativas (Frasnelli et al., 2005). Além disso, promove a ativacdo do sistema
complemento pela via alternativa, que pode amplificar a resposta inflamatéria (Cruvinel
etal., 2010). A inducéo intramuscular do Zy A em joelhos comumente promove uma
infiltracdo de células polimorficas nucleares, ha uma hipertrofia da membrana sinovial e
formacdo do Pannus, que podem gerar danos na cartilagem. O edema na articulacéo é
um sinal que é desenvolvido nas primeiras 6 horas da indugdo, e ap6s 7 dias ha uma

diminuicdo significativa do seu volume (Fearon & Austen, 1977), porém estudo de



Frasnelli et al. (2005) mostrou que a inflamac&o pode perdurar por até 25 dias apds a

inducéo.

Veiga et al. (Junior et al. 2007), buscaram avaliar a atividade anti-inflamatdria
do 6leo de copaiba de determinadas espécies (C. multijuga Hayne, C. cearensis Huber
ex Ducke e C. reticulata Ducke) em diferentes doses (100, 200 e 400mg/kg) em um
modelo de pleurisia induzido por zymosan (100pg/cavidade) em camundongos. Apés 4
horas, o 6leo de copaiba na dose de 100mg/Kg inibiu o acimulo de leucdcitos no tecido
(45%) e inibiu 0 acimulo especificamente de neutrdfilos nas trés doses utilizadas (100
mg/kg, 73%; 200 mg/kg, 49% e 400 mg/kg, 57%). Esses efeitos demonstram o papel do
6leo de copa na reducédo da inflamacdo em modelos murinos de forma sistémica,
contudo ainda carecem estudos sobre a potencial do 6leo em uma inflamacéo local em

articulagdes.

Dentre os modelos usados, a Carregenina € a que mais se tem evidéncia
cientifica de estudos direcionados a avaliar o papel anti-inflamatorio da copaiba. A
carragenina € um polissacarideo proveniente das paredes celulares de algas vermelhas
comestiveis, da classe Rhodophyceae, e espécie Chondrus crispus. Essas algas sdo
originarias do oceano Atlantico que permeia a América do Norte, Inglaterra e Europa. E
um produto usado tanto na indudstria alimenticia quanto pela industria farmacéutica
pelas suas propriedades gelificantes, espessantes e emulsificantes (Necas and

Bartosikova 2013).

A sua estrutura quimica é composta por unidades alternadas de d-galactose e
anidro-ga lactose (3,6-AG) unidas por ligacdes glicosidicas e conjugadas a um grupo
sulfato. E um polissacarideo classificado em 5 subunidade (A, x, 1, €, |L), € as suas
propriedades séo diferenciadas de acordo com o nimero e a posi¢éo de grupos sulfato e

3,6-AG na estrutura quimica (Necas and Bartosikova 2013).



A carragenina € usada amplamente para estudar e avaliar o processo inflamatério
bem como os efeitos de drogas anti-inflamatdrias, ja que pode promover uma
inflamacdo local em poucas horas apds a sua administracéo local. Nesses estudos foi
utilizada a carragenina em uma concentracdo de 1 a 3% e realizada uma injecéao

intraplantar em doses de 50pL a 150uL (Necas & Bartosikova, 2013).

Assim que a carragenina € injeta no tecido, pode ser identificada como um corpo
estranho, e o sistema imunologico é ativado e inicia-se um processo inflamatorio para
gerar a neutralizacdo e eliminacdo desse polissacarideo. Inicialmente, na fase aguda da
inflamacdo é caracterizado um aumento da permeabilidade vascular causada por
histaminas, bradicininas e prostaglandinas que promovem o aumento da permeabilidade
vascular e o recrutamento de neutrofilos para o sitio da inflamagéo (Cuzzocrea et al.,

1999; Guay et al., 2004).

Nesse contexto, o VEGF, um fator de crescimento angiogénico, parece ser uma
potente citocina pré-inflamatoria, que eleva a infiltragdo leucocitaria mediada pelo
aumento da proteina de adesdo ICAM-1. e a interacdo dos leucocitos com ICAM-1
parece ser 20 necessaria para a inducdo ou aumento da inflamacéo (Dalmarco et al.,

2012; Da Silva Buss et al., 2012; Ferrara et al., 2003; Ghadrdan et al., 2016).

Notadamente, neutréfilos sdo recrutados e ativados promovendo a fagocitose de
alguns produtos da carragenina e produzindo radicais livres derivados do oxigénio,
como o como anion superdxido (O2-) e radicais hidroxila (Salvemini et al. 1996;
Posadas et al. 2004). Outro importante produto secretado pelos neutréfilos e outras
células ativadas (macrofagos, células endoteliais e células nervosas sensoriais) é o0 NO,
que contribui para leséo tecidual, hiperalgesia e desenvolvimento do edema de pata

(Handy e Moore 1998; Omote et al. 2001).



Em um estudo que avaliou a inflamacéo produzida pela carragenina em modelo
de edema de pata, mostrou que em poucas horas ap06s a inducao os niveis de
mieloperoxidade (MPO) estavam significativamente elevados, lembrando que a MPO €
um potente marcador da atividade dos neutréfilos (Posadas et al., 2004). Também é
importante salientar o papel da imunidade humoral nessa fase inicial da inflamagéo,
destacando um estudo que demonstrou que as moléculas de Imunoglobulinas M (IgM)
foram capazes de se ligar a carragenina mais sensivelmente do que outras Ig, validando
um papel crucial na opsonizacdo dessas moléculas e ativagdo do sistema completo

(Sokolova et al., 2021)

Além disso, um dos mecanismos que favorecem o sucesso do processo
inflamatorio é a atividade das citocinas pro-inflamatorias, e em um estudo foi
demonstrado que em 4 horas ap0s a injecdo da carragenina ja foi possivel identificar
uma coloragéo positiva de TNF, IL-6 e IL-1 em células imunes (fibroblastos,
neutrofilos, macrofagos) em cortes histologicos de pata de ratos (Vazquez et al., 2015).
Em concordancia com esses achados, outros estudos evidenciaram que houve um
aumento nos niveis de TNF-a, IL-1B e IL-6 ap0s a indugédo da carragenina, e essas
citocinas favoreceram uma maior sensibilidade a dor, migracao de leucaocitos e

formacéo de edema em ratos (Annamalai & Thangam, 2017; Cunha et al., 2005).

Curiosamente, Vazquez et al. Também demonstraram que o edema de pata
induzido por carragenina, em fase aguda, tem implica¢es sistémicas caracterizadas
pelo aumento do nivel de proteinas de fase aguda e respostas inflamatdrias pulmonares,
incluindo edema pulmonar, deposi¢do de fibrina e infiltracdo de leucdcitos (Vazquez et

al., 2015).

JCT Carvalhos et al. (Carvalho et al. 2005) procuraram entender qual o papel

anti-inflamatorio e analgésico do 6leo bruto de copaiba no edema de pata induzido por



carragenina (1000 pg/paw) em ratos. Cerca de 52%, 58% e 62% do edema foi reduzido
apos a aplicacdo topica do 6leo nas doses de 517 mg/kg, 1035 mg/kg and 1802 mg/kg,

respectivamente, demonstrando um efeito benéfico nas primeiras 4 horas.

J& outros autores analisaram a composicao e o efeito farmacoldgico de 8 6leos
de copaiba adquiridos em alguns estados do Brasil. Eles buscaram entender quais séo as
propriedades quimicas em comum entre as amostras que poderiam ter efeito anti-
inflamat6rio em um modelo de edema de pata induzido por carragenina (300 pg/pata).
Das 8 amostras, 3 tiveram éxito na reducdo do edema em até 56% em 4h de
experimento, sendo o a -bergamotene (12.4% and 2.6%), p-caryophyllene (2.8% and

4.8%) e a aromadendrene (5.2% and 2.0%) os principais compostos em comum (Veiga

Jretal. 2001).

Essas pesquisas demonstram que a administracdo de carragenina na pata de
animais pode levar a ativacao do sistema imune, e condicionar uma resposta de fase
aguda de inflamacdo em poucas horas ap0s a injecao. Esses dados permitem que a
carragenina seja utilizada como um dos modelos de inflamacao para experimentos de
desenvolvimento de artrite aguda em animais, como mostrado nos estudos de BAO,
Yarigui, et al. (2018), pois a AR é uma doenca caracterizada pela progresséo da
inflamacédo e deficiéncia na modulacdo das atividades das células imunes (Bao et al.,
2018; Smolen et al., 2018).

Dessa forma, com o avanco das pesquisas cada vez mais sao utilizados modelos
experimentais inflamatorios ja reproduzidos anteriormente e com uma vasta literatura
por tras demostrando seus efeitos locais e sistémicos na inflamacédo. A utilizacdo do
6leo de copaiba frente a uma inflamacéo desencadeada pela carregenina ainda ndo esta
elucidada, e pesquisas que buscavam desenvolver esse tema trazem Gtimas perspectivas

para o tratamento prioritario ou alternativo de doencas inflamatorias articulares.



2.3 Prevencdao e tratamento de manifestacGes articulares

Os programas de prevencdo de manifestacdes articulares tem suas limitagdes em
vigéncia da fisiopatologia da doenca, porém os focos sdo a reducdo de fatores de riscos,
brevidade e rapidez diagnostica e efetividade nos tratamentos farmacoldgicos (Smolen
et al. 2018).

A melhoria do diagndstico e do tratamento de doencas articulares nos altimos
anos € consequéncia de varios fatores positivos que puderam detectar precocemente
marcadores imunoldgicos ou genéticos e indicar uma acdo especifica por meio de
farmacos contra citocinas pro-inflamatorias. O objetivo do tratamento é a remissdo da
doenca (ou pelo menos uma baixa atividade), que possa normalizar a funcéo fisica, na
doenca precoce, e maximizar a funcdo fisico-motora na doenca estabelecida,

priorizando reduzir ou eliminar o dano articular (Smolen et al. 2010).

Nesse contexto, estudos vem demonstrando que o uso de medicamentos
modificadores de doenca (DMARDs) associados a glicocorticoides de curto prazo estdo
proporcionando uma maior eficacia terapéutica apresentando uma remissdo da doenca
rigorosamente em 25% dos pacientes dentro de 6 meses, além de levar a uma estagio de
baixa atividade da doenca (Maini et al. 1998). Além disso, a administracdo de anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) também € indicada para aliviar a dor e o incha¢o

nas articulacOes (Faleiro, Araujo, and Varavallo 2011).

Contudo, o uso de farmacos a longo prazo, para tratar lesdes articulares, causa
um impacto econémico para a saude publica e um impacto na salde dos pacientes,
devido as altas doses medicamentosas e 0 uso prolongado de glicocorticoides, que

podem trazer efeitos colaterais (Van Vollenhoven 2009).



Por exemplo, o Metotrexato (MTX) um tipo de DMARD sintético, ja
apresentou riscos de toxicidade hepatica, citopenia grave e insuficiéncia renal em
doses equivalentes as utilizadas nos tratamentos, e € um dos medicamentos mais
empregados para tratar a AR, por exemplo. AINEs como o ibuprofeno, diclofenaco e
naproxeno, sdo farmacos inibidores da ciclooxigenase (COX) que podem ter um
efeito adverso tdxico, principalmente a longo prazo (Cipriani et al. 2014; Salliot and
van der Heijde 2009). Danos hepaticos, gastrointestinais, deficiéncia de fatores de
coagulacdo, insuficiéncia renal sdo alguns dos problemas que podem ser ocasionados
com o uso desses farmacos em grandes quantidades (>2045mg para ibuprofeno) por

um periodo de 6 meses a 30 meses (Nissen et al. 2016; Scheiman 2016).

Com isso, alternativas terapéuticas vém sendo empregadas no tratamento de
doencas articulares, para que cada vez mais haja a remissdo da doenca e o aumento
da qualidade de vida de pacientes acometidos, e dentre essas alternativas terapéuticas,

esta o 6leo de copaiba (Barros Bértolo 2007; Smolen et al. 2018).



JUSTIFICATIVA

O 6leo de copaiba € um oleo-resina utilizado para diversos fins medicinais, tanto
pela populacéo brasileira quanto pela populagdo de outros paises. E um produto que ja
tem seu papel anti-inflamatdrio e edematogénico evidenciado em diversos estudos em
modelos animais e humanos.

O dleo-resina pode ser utilizado através da ingestdo oral ou topica, sendo mais
comum a utilizacdo topica por meio do 6leo in natura ou associado a pomadas e
cremes. O seu uso é seguro e ja foi aprovado pela FDA e pela ANVISA, como um
produto de origem vegetal que pode ser consumido ou utilizado para tratar algumas
enfermidades.

Os dados apresentadores trazem boas perspectivas quanto as propriedades
bioldgicas do dleo, pois gera interesse para a populacdo entender se o 6leo de copaiba
pode realmente trazer resultados positivos no tratamento de algumas doencgas. Como
exemplo de uma dessas doencas, € a AR, que é uma doenca inflamatoria cronica,
autoimune, que ainda nao tem cura e acomete milhares de pessoas no mundo todo.

A AR é uma doenga progressiva e incapacitante, afeta tanto a condicao fisica,
emocional e financeira dos pacientes, e hoje em dia, os medicamentos empregados
ainda ndo conseguem trazer a cura, somente a remissdo da doenca e ao longo do tempo
podem levar a efeitos colaterais lesivos ao individuo.

Estudos que utilizam modelos animais experimentais para induzir uma
inflamacdo na articulacéo, sdo usados como parametros para avaliar a patogénese de
doencas inflamatdrias, e dentre esses modelos experimentais, estd a carragenina, um
polissacarideo retirado da parede celular de algas vermelhas que é capaz de induzir uma
inflamacdo local rapida apos a sua aplicacdo na cartilagem de animais murinos.

Vaérios estudos contemplam o uso da carragenina como modelo inflamatério, e
muitos desses evidenciaram o potencial farmacolégico de diversos produtos capazes de
minimizar os efeitos causados na inflamacdo crbnica da AR, mas ainda carece de
estudos com o tratamento tépico com o 06leo de copaiba.

Hé& a necessidade de se entender como que as propriedades medicinais do 6leo-
resina sdo capazes de modular a resposta imune, como: reduzir as atividades de
citocinas inflamatdrias, diminuir o infiltrado celular para o sitio da inflamacéo na fase
aguda e aumentar as fungbes de células resolutivas, que inibem as atividades pro-

inflamatorias e promovem a liberacdo de mediadores quimicos anti-inflamatérios.



Com isso, entendo a patogénese de doencas inflamatorias e a importancia que
elas tém para sociedade, e buscando produtos alternativos ao tratamento dessas doencas,
0 objetivo do nosso estudo foi analisar como que o 6leo de copaiba, aplicado
topicamente, atua eficientemente como anti-inflamatério e antiedematogénico,
reduzindo a acdo das citocinas pro-inflamatdrias e a acdo das células do sistema imune

em um modelo de inflamacéo induzida carragenina em camundongos.



OBJETIVOS

3.1.0Dbjetivo geral

Avaliar os efeitos da aplicacdo topica do 6leo de copaiba sobre a inflamacéo

induzida por carragenina em camundongos Balb/c.

3.2.0Dbjetivos especificos

Avaliar o papel antiedematogénico da administracéo topica do 6leo de copaiba;

Avaliar o papel anti-inflamatério local pds administracdo topica do Oleo de

copaiba;

Investigar o efeito da aplicacdo topica do 6leo de copaiba sobre 0os mecanismos

da resposta imune.
Analisar o efeito das citocinas envolvidas nos animais tratados e ndo tratados.

Integrar todos os pardmetros investigados em uma analise multivariada que
permita aceitar ou rejeitar o papel anti-inflamatério e antiedematogénico da
aplicacdo topica do oOleo de copaiba sobre animais induzidos a inflamagéo por

carragenina..



MATERIAL E METODOS

3.3.Animais experimentais

Camundongos Balb/c fémeas, pesando entre 18-22 g, foram fornecidos pelo
Biotério Central do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazobnia). Os
procedimentos metodoldgicos com o0s animais foram previamente submetidos e, em
seguida, aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do INPA (CEUA-INPA)
(Anexo 1). Os animais foram randomizados e distribuidos em 4 grupos, com 6 animais
em cada grupo e foram mantidos em gaiolas com temperatura controlada a 20-22° C,

com ciclo de claro-escuro a cada 12 horas e com livre acesso a comida e agua.

3.4.Inducéo da inflamacéo

Foram utilizados para a inducdo da inflamacdo 1 g de Carragenina (Sigma, St. Louis,
MO, EUA) diluida em 100 mL de soro fisiologico estéril (NaCl 0,9%). Foi realizada a
inoculacdo de Carragenina 1% (100 ulL/pata) na articulagéo tibiotarsal (TBT) da pata
esquerda traseira dos animais, exceto no grupo salina (controle). A inoculagéo foi feita

com o auxilio de uma seringa (1 mL) e uma agulha 30 G.



3.5.0leo de copaiba

O Oleo-resina de copaiba (Copaifera spp.) utilizado nesse trabalho, foi fornecido
pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA. Foi coletado em 04 de abril
de 2021, na Vacinal Corruga 1, km 13, na fazenda do Sr. Luis Lemke, no municipio de
Apui (Coordenadas: 7°16'17.0"S 59°54'30.8"W). O acesso foi cadastrado na plataforma
SISGEN do Ministério do Meio Ambiente. O 6leo-resina foi mantido em frascos de
plastico, envolto com papel laminado a temperatura ambiente até sua utilizacdo (Silva

2019).

Foi realizada a analise da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM) na Central Analitica, Laboratério de Cromatografia e Espectrometria
de Massas (LABCEM) - UFAM. A analise do 6leo essencial foi realizada em um
equipamento GC-MS modelo TRACE GC ULTRA/ 1SQ (Thermo Scientific) usando
detector seletivo e coluna capilar TRS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Thermo Scientific).
Hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL.min. A solucéo de injecdo
foi preparada dissolvendo-se aproximadamente 1 mg de éleo em 1 mL de acetato de
etila grau HPLC, sendo injetado 1 pL de solugdo em modo Split, na razao 1:25.
Programacdo de temperatura do forno de acordo com Silva e colaboradores (2013). A
percentagem de cada substancia foi determinada pela area do componente dividida pela
area total de todas as substancias presentes na amostra e o resultado multiplicado por
100. O B-cariofileno foi identificado como o composto majoritario em comparagdo com

a biblioteca do equipamento (Tabela 1).



Tabela 1 - Andlise de cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas do éleo bruto de copaiba.

N° RT Compounds Area %
1 4,42 Octanoic acid 4,53
2 5,81  Pentanone <4-hydroxy-4-methyl-2 2,17
3 5,88 Ethoxy etanol 1,52
4 7,58 butanoic acid 0,74
5 8,66 Ethoxy ethyl acetate 2,76
6 24,4 a-Cubebene 1,63
7 25,09 a-Ylangene 0,35
8 25,24 a-copaene 14,57
9 25,7 -cubebene 0,23
10 25,77 B-elemene 0,27
11 26,6 p-Caryophyllene 16,2
12 27,15 a-trans-Bergamotene 2,68
13 27,65 a-humulene 1,66
14 28,39 y-Muurolene 1,93
15 28,5 Germacrene D 0,7
16 29,12 a-Muurolene 0,49
17 29,39 y-Cadinene 5,8
18 29,8 o-Cadinene 6,58
19 49 Copalic acid methyl ester 9,25
20 51,53 1-naphthalenecarboxylic acid 6,15
21 56,46 6-(1-Hydroxymethylvinyl)-4 13,51
Total 93,72

O dbleo-resina de copaiba foi aplicado topicamente in natura nas patas esquerdas
dos animais no volume de 100 plL/pata 3 h ap6s a inducdo da inflamagdo por

Carragenina.

3.6.  Delineamento experimental

Os camundongos (n = 24) foram randomizados em 4 grupos de 6 animais

compondo os seguintes tratamentos:



(i) Salina (inoculacdo de solucdo salina nas TBTs seguida pelo uso topico de
Tween40 como placebo);

(if) Carrag 1% (inoculacdo de Carragenina a 1% nas TBTs seguida pelo uso topico
de Tween 40);

(iii) Diclo (inoculagdo de Carragenina a 1% nas TBTs seguida pelo uso tépico de gel
de diclofenaco 11,6 mg/g, volume de 100uL/pata);

(iv) Cop (inoculacdo de Carragenina 1% nas TBTs seguida pelo uso topico de oleo
de copaiba in natura, volume de 100uL/pata).

A experimentac¢do durou 5 horas, sendo que, no tempo 0 h todos os animais,

exceto o grupo Salina, receberam Carragenina. O tratamento com copaiba teve inicio no

tempo 3 h.

3.7.  Analise de edema nas articulactes

O edema de pata foi avaliado por medicdo da espessura das patas traseiras
esquerdas dos camundongos. A medicéo foi realizada nos tempos 0, 1, 2, 3, 4 e 5 horas
apos a inducdo da inflamacéao por Carragenina.

Para a medida, o animal foi cuidadosamente imobilizado e utilizando uma folha
de papel milimetrado posicionada fixamente no plano horizontal foram tiradas fotos das
patas traseiras esquerdas. As imagens foram analisadas no software de anélise de
imagens ImageJ (Rasband 1997) calculando a variacdo da espessura da pata em
centimetros (cm). E os resultados foram apresentados como a média dos valores da

espessura obtidos trés vezes consecutivas (Fig. 1).
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Figura 1 - Protocolo para a medigéo da espessura das patas pelo programa Imagel. A. Painel principal do programa.
B. Calibragdo das medidas pelo papel milimetrado. C. Entrada dos dados de calibragéo nos botdes Analyse > Set
Scale. Neste caso, a medida de 1 cm tragada no papel milimetrado (linha amarela) equivale a 96,52 pixels. D. Trés
medidas repetidas foram efetuadas na mesma regido da pata e os valores obtidos sdo apresentados na tabela de
resultados (E). A média aritmética desses valores representou a espessura da pata de um animal

3.8.  Coleta de sangue e eutanasia

Apos 5 horas da indugdo da inflamacdo por Carragenina, os animais foram
imobilizados e, apds anestesia com cetamina (82 mg/kg, via intraperitoneal) e xilazina
(5,75 mg/kg, via intraperitoneal) o sangue foi coletado via puncéo cardiaca (500 uL) e
separado em duas subamostras: (i) sangue total destinado a hematologia convencional e
(ii) sangue a ser centrifugado para a obtencdo de plasma. Apds a coleta os animais

foram eutanasiados por deslocamento da coluna cervical.

3.9.  Hematologia

Cerca de 50 uL de sangue foi analisado no equipamento Cell Dyn Ruby (Abbott

Hematology) por citometria de fluxo a laser (MultiAngle Polarized Scatter Separation,



ou Separacdo e Dispersdo Polarizada com Varios Angulos - MAPSS), o equipamento
estava devidamente calibrado conforme os procedimentos informados no manual do
fabricante. Foram analisadas a contagem total de leucdcitos (White blood cells — WBC)

e a contagem diferencial de leucdcitos.

3.10. Determinacao das concentragdes de citocinas

O sangue foi centrifugado (Centrifuga Mod. 1-15, Sigma-Aldrich Co., USA) a
3500 rpm por 10 minutos e o plasma foi separado em tubos individuais e armazenado
em nitrogénio liquido a -80°C, para preservagdo do contetido bioldgico até a analise das
concentracOes das citocinas no dia seguinte.

As concentragdes de IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y foram determinadas no
plasma por citometria de fluxo (BD Biosciences FACSCanto Il flow cytometer®)
usando o kit comercial (Cytometric Bead Array CBA mouse Th1/Th2 Cytokine kit) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Brevemente, 50 pL de plasma foram
adicionados a um tubo de ensaio contendo 50 puL. de uma solug¢do contendo as “beads”
de captura revestidas com anticorpos monoclonais especificos para cada citocina e em
seguida adicionados 50 pL do reagente de deteccdo (anticorpos monoclonais). Apés 2
horas de incubacdo a temperatura ambiente e protegido da luz, foi adicionado 1 mL de
tampé&o de lavagem em cada amostra e as mesmas foram centrifugadas a 1500 rpm, por
5 minutos, a 20° C (Centrifuge 5702 R, Eppendorf). O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 300 pL de tampdo de lavagem e posteriormente as
amostras foram analisadas por citometria de fluxo. Os dados foram analisados

utilizando o software FCAP Array® e os resultados foram expressos em pg/mL.



3.11. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média. Para
comparacao das médias foi utilizada analise de variancia one-way (ANOVA). Para a
analise do edema de pata utilizou-se a andlise de variancia two-way (ANOVA)
considerando a interacdao entre os grupos e o tempo. O pés-teste de Tukey foi aplicado
para as multiplas comparacdes. O nivel de significancia adotado foi de a = 0,05. O
programa estatistico Prisma (GraphPad Software, Inc. USA) foi usado para a analise
estatistica e grafica deste estudo. Para as analises multivariadas utilizou-se o programa
PAST-PAleontological STatistics, versdo 3.14 (HAMMER, O.; HARPER, D. A. T,

RYAN 2001).



RESULTADOS

As alteracGes no edema de pata estdo mostradas na Fig. 1. Trés momentos na
dindmica do edema ficaram visiveis: 1, momento imediato p6s inflamacéo, onde a pata
permaneceu inalterada; 2, momento em que o processo inflamatério instalado avanca
para culminar em edema significativo em Carrag 1%, Diclo e Cop; 3, momento em que
se observa a reducdo do edema nos grupos citados aos niveis da Salina. Carrag 1%
permaneceu elevada em relacdo a Salina a partir do tempo 3 h até o final da
experimentacdo. A copaiba foi eficiente em manter o edema nos niveis da Salina nos

tempos 4 e 5 hs.
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Figura 2 — Espessura da pata. 1, Pré-inflamagdo; 2, Pos inflamagdo; 3, A¢do dos tratamentos. As setas indicam inoculagdo de Carragenina (preta) e aplicagdo topica de copaiba
(vermelha). * =p < 0,05; ** =p <0,01; *** =p =0,001; **** = p <0,001.



O WBC aumentou significativamente nos animais do grupo Carrag 1% em
relacdo ao grupo Cop (Fig. 3A). O grupo Cop conseguiu manter o WBC nos niveis
proximos ao grupo Salina e do grupo Diclo. Esse mesmo comportamento foi observado
na analise do nimero de linfocitos, com um aumento significativo no grupo Carrag 1%
(Fig. 3B). Apesar da variagdo no numero de neutrofilos, monacitos, eosindfilos e
basofilos, ndo houve diferenca significativa na comparagdo entre as médias dos grupos

(Fig. 3C-F).

Houve uma reducdo significativa do IFN-y no grupo Cop em compara¢do com o
grupo Carrag 1% (Fig. 4A), ja quando se avaliou a concentracdo da IL-6 houve um
aumento significativo no grupo Cop em relagdo ao grupo Salina e ao grupo Diclo (Fig.
4B). Diferentemente da IL-6, o TNF diminuiu significativamente no grupo Cop em
relacdo do grupo Diclo 1%, e esse mesmo evento aconteceu quando se analisou a
concentracdo de IL-17A (Fig. 4E), evidenciando uma reducdo significativa no grupo
Cop em relagdo ao grupo ndo tratado (Fig. 4C). A IL-10 apresentou um aumento
significativo no grupo Cop em relagdo ao grupo Carrag 1% e Salina, ja o grupo Diclo
apresentou um aumento significativo em relacdo ao grupo Cop (Fig. 4D). Esses fatos
ndo foram vistos na analise da IL-4, pois mesmo com uma varia¢cdo nos parametros

entre os grupos, nao foi evidenciada uma diferenca significativa (Fig. 4F).
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Figura 3 - Avaliagdo dos leucdcitos. A. Numero total de Leucdcitos (WBC); B. Numero de neutrdfilos; C. Numero de
linfocitos; D. Numero de mondcitos; E. Numero de eosindfilos; F. Numero de bascfilos. Diferenga significativa

indicada.
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indicada.



A analise multivariada reduziu a complexidade dos dados em 2 componentes (PC1 e
PC2) que, juntos, explicaram 53,08% da variabilidade dos dados e o desfecho dos
nossos resultados. Na analise, é notavel a separacdo dos animais do grupo Carrag 1%
dos demais grupos. Cop permaneceu similar a Salina e Diclo, embora apresentando
alguma dispersdo entre seus individuos. Quanto ao direcionamento dos vetores em
relacdo aos grupos, que indica como e quanto determinado pardmetro afetou a

distribuicéo (setas verdes), a seguinte configuragao foi obtida:

e O grupo Carrag 1% apresentou os maiores valores positivos para 0s seguintes
parametros (em ordem de significancia): WBC, edema (5h), linfocitos, neutrofilos,
eosinofilos, basofilos, mondcitos, IL-4, IL-6, IFN-y e TNF;

e Os grupos Diclo e Salina apresentaram 0s maiores valores positivos para 0s
seguintes parametros (em ordem de significancia): IL-17A e IL-10;

e O grupo Cop apresentou um comportamento diferente dos grupos acima,
apresentando 0s maiores valores positivos para 0s seguintes parametros (em ordem

de significancia): IFN-y, IL-17A e IL-10.

Quanto a correlacdo entre os parametros, o seguinte resultado foi obtido: WBC,
edema, linfocitos, neutrofilos, eosindfilos, baséfilos, mondcitos IL-6 e IL-4
apresentaram elevada correlacdo positiva entre si, indicando ser mais favoravel ao grupo
ndo tratado induzido a inflamac&o. J& a IL-10 e IL-17A apresentaram elevada correlacédo
positiva entre si, demostrando valores positivos para alguns animais dos grupos Salina,
Diclo e Cop. O mesmo comportamento péde ser observado com os parametros TNF e
IFN-y gue apresentaram uma maior correlacdo entre si, demostrando valores positivos
para alguns animais do grupo Carrag 1%, evidenciando também um perfil diferenciado

desse composto em alguns animais.
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Figura 5 - Andlise multivariada. O eixo horizontal (x) explicou 35,47 % da variabilidade dos dados, enquanto que o
eixo y explicou 17,61 %. WBC, edema, linfdcitos, basdfilos, TNF e IFN-y foram os pardmetros que mais contribuiram
em toda a andlise. Os circulos coloridos representam os animais deste estudo separados por grupos. Carrag 1%
apresentou caracteristicas que diferiram dos demais grupos. Os animais tratados com copaiba apresentaram

caracteristicas proximas dos grupos Salina e Diclo.



DISCUSSAO

O presente estudo apresentou evidéncias que comprovam que 0 uso topico da
copaiba tem propriedades anti-inflamatorias e antiedematogénicas na inflamacgédo aguda
em modelo murino. Esses resultados sdo promissores para que este produto natural
possa ser disponibilizado de forma comercial a populacdo seguindo as normas vigentes
dos setores de saude e vigilancia sanitaria competentes. A copaiba é um produto muito
conhecido no Brasil e no mundo, sendo utilizado ha muitos anos topicamente para o
tratamento de diversas enfermidades. Os seus efeitos anti-inflamatérios, analgésicos,
antiedematogénicos, antibacterianos e antifungicos ja foram evidenciados em estudos
anteriores (Biondo-Simdes et al., 2019; Castro Ghizoni et al., 2017; Gomes et al., 2007;
Lucca et al., 2017; Vargas, 2013), contudo ainda ndo estava esclarecido como o 6leo-
resina, aplicado topicamente, modula o sistema imunoldgico, regulando a ativacéo e a
inibicdo de citocinas e como pode influenciar a atividade das células imunes frente a

uma inflamacéo.

Dentre os compostos presentes no 6leo de copaiba, com comprovada eficacia
anti-inflamatoria, estd o B-cariofileno (Barbosa et al. 2018; Caputo et al. 2020; Castro
Ghizoni et al. 2017) Em nosso estudo, esse composto representou 16,2 % do total,
portanto, nosso 6leo esta em conformidade com os estudos prévios e isso pode explicar

os efeitos anti-inflamatorios e anti-edematogénicos evidenciados em nosso experimento.

O B-cariofileno € um sesquiterpeno presente em algumas espécies vegetais
(Annonaceae, Cordia, Verbenacea, Lamiaceae, etc.) que tem a capacidade de se ligar a
receptores canabindides do tipo 2 (CB2) (de Céassia Da Silveira e Sa, Andrade, and De
Sousa 2015). Esses receptores estdo mais presentes nos tecidos periféricos, sdo ligados

ao sistema canabinoide, e sdo responsaveis pela modulacdo de fungdes neuronais e



processos inflamatdrios. Foi identificado que o CB2 esta ligado a func@es de atenuacéo
da dor e da inflamag&o, assim quando o B-cariofileno se liga a esse receptor ele tem a
capacidade de inibir a producédo de citocinas inflamatdrias e a ativacdo celular (Gertsch

et al. 2008).

Ainda que a copaiba apresente muitos defensores, ainda ndo ha um consenso
sobre seu potencial inflamatdrio (Hebert et al. 2017). Parte desses argumentos pode
estar relacionada as caracteristicas dos o6leos utilizados, visto que as atividades
biologicas diferem entre os Oleos brutos e os destilados, sendo o0s primeiros
apresentando uma maior atividade bioldgica devido ao sinergismo de seus
componentes. Nossos dados trazem resultados sobre o uso topico do 6leo bruto, mas
seria de grande interesse um trabalho que pudesse esclarecer uma comparagéo entre 0s

efeitos do uso topico do 6leo bruto e do oleo destilado sobre inflamagdes articulares.

A carragenina é um modelo experimental de inflamagdo usado ha muitos anos,
pois consegue promover uma resposta rapida do sistema imunoldgico (Necas &
Bartosikova, 2013). Nossos resultados estdo de acordo com estudos anteriores que
mostraram um pico maximo de edema de pata entre cinco e seis horas apds o inicio da
inducéo (de Matos Gomes et al., 2010; Moilanen et al., 2012; Posadas et al., 2004; Wise
et al., 2008). Em nosso estudo, a inducdo de carragenina 1% resultou em um inicio de
edema apos trés horas, com continuacdo da curva ascendente de edema até cinco horas,

quando finalizamos a experimentacédo (Fig. 1).

Em nosso estudo, nds conseguimos evidenciar o papel anti-edematogénico do
6leo de copaiba, pois logo apds 1 hora de inflamacdo ja foi possivel observar uma
reducdo significativa do edema nos camundongos tratados. Esses dados corroboram

com a literatura, onde foi comprovado que diferentes espécies de copaibas também séo



capazes de inibir o edema de pata induzido por zymosan e carragenina em modelos

murinos (Junior et al., 2007; Veiga et al., 2006).

Nesse contexto, a inducdo via carragenina promove uma inflamagéo local com
ativacdo das células residentes no tecido, e com isso, héa a expressdo de citocinas como
IL-4, IL-6, IL-17, IL-10, TNF e IFN-y, que atuam em diversos mecanismos para a
regulacdo do processo inflamatorio (Necas & Bartosikova, 2013). As citocinas pro-
inflamatdrias, em especial a IL-6, se direcionam para a medula 6ssea afim de ativar a
producéo e diferenciacdo de leucdcitos, estimulando os progenitores mieloides, levando
a uma leucocitose, e em conjunto, outras citocinas e quimiocinas participam no
processo de recrutamento desses leucocitos para a regido da inflamacédo (Mehta et al.,
2015). Nao avaliamos a infiltracdo leucocitaria nos tecidos, porém, o aumento dos
leucdcitos circulantes & uma evidéncia da resposta imune aos antigenos de carragenina
(Fig. 3). Estudos previos mostraram que o Oleo de copaiba € capaz de reduzir a
permeabilidade vascular, papel crucial na resolucéo da inflamacao (de Matos Gomes et
al., 2010). Dessa forma, mesmo ndo evidenciando o infiltrado leucocitario nas
articulacGes, podemos dizer que o infiltrado depende do numero de leucocitos
circulantes, e o 6leo de copaiba sendo capaz de reduzir a leucocitose e diminuir a
permeabilidade vascular, tem um papel biolégico muito importante na resolucdo de

distirbios inflamatorios no nivel sistémico e local.

Sabe-se que os fagocitos, sdo células essenciais na regulagdo do processo
inflamatorio, sendo as primeiras células a chegarem ao sitio da inflacdo e atuarem
contra os antigenos. Além de participarem da fagocitose, liberam citocinas necessarias
para a continuidade da ativacdo do sistema imunoldgico (Kolaczkowska and Kubes
2013; Serhan, Ward, and Gilroy 2010). No estudo de Junior et al. (2007), trés espécies

diferentes de copaibas foram capazes de inibir significativamente o acumulo de



leucdcitos e neutréfilos apds a inflamacdo causada pelo Zymosan. Esse papel também
foi observado no estudo de Yasojima et al. 2013, onde o 6leo de copaiba associado a
uma tela de polipropileno aplicado sobre um defeito na parede abdominal de ratos foi
capaz de inibir granulomas compostos por macrofagos (Yasojima et al. 2013). Porém,
em nosso experimento, apesar de haver uma variagdo considerdvel nos grupos tratados,
ndo houve diferencas significativas no ndmero de neutrofilos e macrofagos,

provavelmente relacionado ao estagio precoce do processo inflamatorio.

As citocinas sdo responsaveis pela mediacdo das respostas imunes e em nosso
estudo foi eminente o papel delas no desenvolvimento do processo inflamatorio. Sendo
assim, notou-se um comportamento diferente das citocinas do grupo Carrag 1% em
comparacdao com Diclo e Cop (Fig. 4). Os niveis de IFN-y, TNF e IL-17A foram
significativamente maiores no grupo Carrag 1% em comparacdo com Diclo e Cop (Fig.
4). Esses resultados estdo de acordo com o experimento de pesquisadores que
analisaram o edema de pata induzido por carragenina em ratos Wistar, onde foi
mostrado que varias citocinas alteraram em poucas horas apés a inducdo da inflamacéo.
Substancialmente, houve um aumento na concentracao de IL-1a, IL-1p, IL-4, IL-6, IL-
10, e TNF-a em apenas trés horas de inflamacdao, o que promoveu uma variagdo na
dindmica da atuacdo do sistema imune local e sisttmico (Annamalai and Thangam

2017).

O IFN-y é uma potente citocina pré-inflamatoria responsavel por ativar,
principalmente, a resposta Thl nos linfécitos T CD4+, onde promove a apoptose de
células danificadas ou infectadas, aumenta o poder de fagocitose dos macréfagos e ativa
outros linfécitos (B e TCD8) (Kak, Raza, and Tiwari 2018). A a¢do do IFN-y, no
entanto estd associada a algumas doencas inflamatérias e autoimunes como o diabetes

do tipo 1, a AR e a esclerose multipla (Raphael et al. 2015). Em nosso estudo, Cop



apresentou uma resposta inibitoria satisfatoria sobre o IFN-y, tendo uma reducéo
significativa em relacdo a Carrag 1%. Tendo em vista o papel do IFN-y em algumas
doencas inflamatorias, nosso resultado demonstra que o éleo possui propriedades anti-
inflamatorias importantes sobre essa citocina e o relaciona como um potencial

terapéutico alternativo.

A IL-6 é a principal citocina direcionadora da resposta de fase aguda na
patogénese da AR, conforme evidenciado pela neutralizagcdo da IL-6 pelo anticorpo
anti-IL-6R (tocilizumabe) (Choy and Rose-John 2017). Além disso, a IL-6 esta
envolvida na mudancga de um estado inflamatério agudo para um crénico, tendo assim,
um efeito pleiotrépico (Choy and Rose-John 2017). Niveis elevados de IL-6 foram
detectados nos animais tratados com copaiba no presente estudo (Fig. 4). Portanto,
nossos achados estdo em desacordo com pesquisas recentes que mostram um papel
inibidor dos B-cariofilenos sobre a sintese de IL-6 (Baradaran Rahimi and Askari 2022;

Francomano et al. 2019).

Quando analisamos o TNF, sabemos que é uma citocina pro-inflamatéria
presente em desordens tumorais e respostas inflamatdrias agudas, sendo expresso
principalmente por macréfagos ativados. Essa citocina favorece a apoptose de células
tumorais e promove a expressao de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e IL-1B, as
quais sdo responsaveis pela regulacdo da inflamacdo (Kalliolias and Ivashkiv 2016). O
TNF esté relacionado com diversas doencas inflamatorias reumaticas, pois ativa células
que produzem proteinas que degeneram a cartilagem articular e o 0sso, como as
metaloproteinases, colagenases e estromelisinas. Por esse motivo, hoje em dia ha
tratamentos medicamentosos que atuam inibindo a agdo dessa citocina, como 0
Infliximab, Etanercept, Adalimumab, Golimumab dentre outros (Ma and Xu 2013). Em

nosso estudo, foi notavel a acdo do 6leo de copaiba frente & atividade do TNF, pois em



duas horas de tratamento ja houve uma reducdo significativa nos animais do grupo Cop
em comparacdo com 0s animais ndo tratados. O uso topico da copaiba, reduzindo o
TNF-a, também foi comprovado apds sua aplicacdo em dano tecidual causado por

queimaduras em ratos Wistar (Gushiken et al. 2017).

No presente estudo, a IL-10 apresentou comportamento oposto em Carrag 1% e
Cop, reduzindo seus niveis na primeira e aumentando-os na segunda (Fig. 4). A IL-10
promove a diferenciacdo de mondcitos a macréfagos M2, inibe a acdo de citocinas pro-
inflamatorias e a acdo da fagocitose pelos macréfagos, promove a inibicdo da expressao
de moléculas do MHC I, além de limitar a diferenciacdo de linfocitos T CD4+ (Sabat et
al., 2010). Esses mecanismos sd0 essenciais para a manutencdo do processo
inflamatdrio, pois reduzem os efeitos citotoxicos as células residentes no local da
inflamag&o. Sabe-se que a IL-10 promove um efeito inibitorio também na atuagéo das
células Th17, por bloqueio da liberacdo de suas citocinas (Guo 2016). E em pacientes
com AR foi demonstrado que o tratamento com IL-10 inibiu os fatores de transcri¢do
especificos em células Th17 e, consequentemente, a expressao de citocinas IL-17. Além
disso, nesse estudo foi evidenciado que, nesses pacientes tratados, a IL-10 promoveu
um aumento na diferenciacdo em células Treg, que sdo essenciais no controle do
processo inflamatério (Heo et al., 2010). Nossos resultados corroboram com esses
achados, pois em duas horas de tratamento ja houve uma reducdo significativa de
citocinas IL-17 e um aumento significativo de IL-10 em Cop, 0 que sugere um perfil

anti-inflamatdrio da aplicacdo tépica do dleo de copaiba.

Em nosso estudo, Cop manteve os niveis de IL-17A reduzidos em relagdo a
Carrag 1% (Fig. 4). Essa citocina esta envolvida na resposta de perfil Thl7 dos
linfécitos T CD4+, a qual é responsavel por promover hematopoiese, recrutar e ativar

leucdcitos além de estar relacionada com o desenvolvimento de doencas inflamatdrias



como a AR e o lupus eritematoso, inclusive a presenca da IL-17 no liquido sinovial
(Van Den Berg and Miossec 2009; McKenzie, Kastelein, and Cua 2006). A IL-17A
auxilia na capacidade dos fibroblastos em produzir MMPs, na capacidade de regular
positivamente a expressao de receptores para TNF e induzir a expressao de IL-6 pelos
macrdfagos, que ativam os osteoclastos, esses mecanismos acabam colaborando para o
desgaste da matriz cartilaginosa do tecido 6sseo esponjoso (Leipe et al. 2010). Nesse
contexto, o Secuquinumabe, Brodalumabe e o Ixequizumabe sdo medicamentos
sintéticos, anticorpos anti-IL-17, utilizados como medicamentos associados ao
metotrexato no tratamento de AR. Contudo os dados da eficacia desses tratamentos
ainda sdo controversos (Kunwar, Dahal, and Sharma 2016), por isso nossos dados
trazem uma evidéncia muito importante, pois o 6leo de copaiba pdde contribuir com a

inibigdo da IL-17A.

O desenvolvimento de uma doenca inflamatoria cronica estd associado com a
progressdao de uma inflamacdo aguda e a ndo resolugdo dessa inflamacdo por
mediadores anti-inflamatdrios (Headland and Norling 2015). Essa progressdo da
inflamacdo € justamente o que leva a degeneracéo tecidual do osso e da cartilagem,
além de favorecer o aparecimento de doencas secundarias sistémicas (Lefévre et al.
2009; Smolen et al. 2018). Em nosso estudo, nds propomos um tratamento em curto
prazo para verificar a acdo do 6leo de copaiba como um tratamento inicial e rapido de
uma inflamacéo, contudo, sabemos que sdo necessarios estudos mais aprofundados e
com um tempo de experimentacdo maior para evidenciar o papel da aplicacdo tépica do

6leo de copaiba sobre doencas inflamatorias de perfil cronico.

A perspectiva positiva que foi evidenciada aqui nos mostra que ha um caminho
promissor no uso tépico da copaiba como uma alternativa mais acessivel e com menos

efeitos colaterais quando comparado aos tratamentos padrdes atualmente utilizados.



Sem davida que os maiores beneficios a salde virdo quando tivermos em maos
medicamentos mais eficazes e que resultem em menor comprometimento sistémico.
Embora sejam necessarios mais estudos para melhor definir os efeitos sistémicos do
6leo de copaiba em animais, os resultados promissores obtidos até agora em varios
modelos de estudos sugerem fortemente que este produto natural constitui um composto

atraente para o tratamento de doencas caracterizadas por inflamacéo crénica.



CONCLUSAO

Em conclusdo, a aplicacdo topica da copaiba na inflamacdo aguda teve um efeito
anti-edematogénico, inibiu a leucocitose e a linfocitose, reduziu os niveis das citocinas
pro-inflamatorias IFN-y, TNF e IL-17A e aumentou o nivel da citocina anti-inflamatéria
IL-10. O aumento na concentragdo de IL-6, uma citocina pro-inflamatoria, alimenta o
debate sobre o papel da copaiba na inflamacdo. As principais caracteristicas da
inflamacdo por Carragenina foram patas edematosas/leucocitose/linfocitose e niveis
elevados de TNF/ IFN-y. O uso tdpico do 6leo bruto de copaiba tem demonstrado
resultados promissores em estudos pré-clinicos e clinicos, mostrando reducdo do edema
e da resposta inflamatoria em diferentes condi¢fes. Em resumo, a copaiba apresenta um
potencial interessante como uma opc¢do de tratamento alternativo para inflamacoes,
especialmente no uso tépico. No entanto, mais estudos sdo necessarios para estabelecer
sua eficécia, seguranca e formas adequadas de uso.
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