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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo do Oleo-resina de copaiba da espécie
copaifera reticulata na inflamacdo aguda monitorando o seu efeito pela atividade anti-
inflamatéria. Para o teste da atividade biolégica do Oleo-resina de copaiba da espécie
copaifera reticulata foi diluido em etanol 15%, tween 20 1,25% em solug¢do de salina
fisiolégica. As doses testadas foram de 10, 100 e 500 mg/kg/p.c., preparadas em diluicdo
seriada e administradas via oral e in natura para a dose teste administrada de forma tépica
com veiculacdo do ultrassom. O efeito anti-inflamatério do Oleo-resina foi avaliado em
modelos de inflamagdo aguda induzida por carragenina (edema de pata e air pouch), modelo
de inflamagdo aguda induzida por bradicinina, modelo de pleuresia por LPS e modelo
nociceptivo de contor¢do abdominal induzida por dcido acético. Os resultados obtidos foram
analisados pelo de teste da ANOVA com post-hoc teste de Tukey com nivel de significancia
alfa = 0,05. O dleo-resina de copaiba em suas doses (C10mg, C100mg e C500mg) reduziram
o edema de pata induzido por carragenina apds 1, 3, e 6 horas, no grupo C500mg no intervalo
T3 se evidenciou com o menor volume e menor indice de edema. No modelo de pleuresia
induzida por LPS no estudo realizado foi observado um numero de neutréfilos com
significativa diferenga entre os grupos Dexametasona, C10mg, C100mg e C500mg em relacao
ao grupo Salina o que evidenciou a migracdo de neutréfilos para o local da injtria (p<0.001%).
Na veiculagdo do ultrassom no edema de pata nas doses (500mg (v.0.) e in natura (tépica c/
u.s), foi observada reducdo significativamente estatistica (p<0.05*) do indice de edema entre
as doses de tratamento e controle (Cg). No modelo de air pouch ocorreu reducdo do nimero
de neutréfilos ocorrida nos grupos copaiba (0.6063+0.32). Na andlise do nimero de
contorcdes abdominais ocorreu evidéncia estatisticamente significante de um nimero menor
de contor¢cdes diante do tratamento com AAS, dipirona e copaiba 500mg. Na conclusdo foi
possivel evidenciar que a atividade anti-inflamatéria do dleo-resina foi confirmada pelos
modelos farmacolégicos testados.

PALAVRA CHAVE: Oleo-resina de copaiba, copaifera reticulata, anti-inflamatorio.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the action of the oil-resin of Copaiba Copaifera
reticulata in acute inflammation by monitoring its effect on anti-inflammatory activity. To test
the biological activity of the oil-resin of Copaiba Copaifera reticulata was diluted in ethanol
15%, 1.25% Tween 20 in saline solution. The doses tested were 10, 100 and 500 mg / kg / p.c,
prepared in serial dilution and administered orally and in nature to the test dose administered
topically serving with the ultrasound. The anti-inflammatory effect of the oil-resin was
evaluated in models of acute inflammation induced by carrageenan (paw edema and air
pouch) model of acute inflammation induced by bradykinin, a model of pleurisy by LPS and
nociceptive model of abdominal writhing induced by acid acid. The results were analyzed by
ANOVA test with post-hoc Tukey test with significance level alpha = 0.05. The oil-resin of
Copaiba in their doses (C10mg, C100mg and C500mg) reduced the paw edema induced by
carrageenan after 1, 3 and 6 hours, the group C500mg the range to T3 showed the lowest
volume and a lower rate of edema. In the model of pleurisy induced by LPS in the study noted
a number of neutrophils with significant differences between groups Dexamethasone, C10mg,
C100mg and C500mg compared to Saline group showed that the migration of neutrophils to
the site of injury (p <0.001 *). When running the ultrasound in paw edema at doses (500 mg
(po) and fresh (topical c / us), a decrease significantly (p <0.05 *) index of edema between the
rates of treatment and control (CG). In the model of air pouch caused a reduction in the
number of neutrophils occurred in groups copaiba (0.6063 + 0.32). Analysis of the number of
writhing was statistically significant evidence of a smaller number of contortions before
treatment with AAS, dipyrone and copaiba 500mg. In conclusion it became clear that the anti-
inflammatory activity of oil-resin was confirmed by pharmacological models tested.

KEY WORD: Oleoresin copaiba, Copaifera reticulata, anti-inflammatory.



LISTA DE FIGURAS

Figura O1-
Figura 02-
Figura 03-
Figura 04-
Figura 05-
Figura 06-
Figura 07-

Figura 08-
Figura 09-

Figura 10-
Figura 11-
Figura 12-
Figura 13-
Figura 14-
Figura 15-
Figura 16-
Figura 17-
Figura 18-
Figura 19-
Figura 20-
Figura 21-

Figura 22-

Figura 23-

Figura 24-

Figura 25-

Distribui¢ao geografica das espécies de Copaifera da Amazonia
brasileira

Regides onde o género Copaifera é encontrado no mundo

Vias da cascata de sistema complemento

Integracdo da resposta da imunidade inata e adquirida

Sinais cardinais da inflamacao

Primeiras manifestacdes locais da inflamag¢do aguda comparadas
com o tecido normal

Etapas principais da migracdo de células imunes no local da
inflamacao

Desenho esquematico do metabolismo do 4cido araquidonico.

Via das Ciclooxigenases: produtos finais e tipos de receptores aos
quais se ligam

Cascada da 5-LOX

Principais a¢des bioldgicas das lipoxinas (LXs), lipoxinas aspirinas-
ativadas (ATLs) e seus andlogos estdveis em células especificas
pertinentes a inflamacao e sua resolucao

Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio € suas principais
atividades

Efeito da Copaifera reticulata e suas concentracdes no edema
agudo de pata induzido por carragenina

Indice do Edema conforme os Instantes (T1, T3, T6) e os Grupos
(Cg, Indo, C10, C100, C500)

Indice de Inibicdo do Edema conforme os Instantes (T1, T3, T6) e
os Grupos (Indo, C10, C100, C500)

Indice do Edema (%) na pata do animal no T120

Indice do Edema (%) na pata do animal nos tempos T10, T30 e T60
Desenvolvimento longitudinal do experimento

Efeito do tratamento com as doses da copaifera reticulata na
migracdo de leucdcitos induzida por LPS no modelo de pleurisia.
Efeito do tratamento com as doses da copaifera reticulata na
migracdo de mondcitos induzida por LPS no modelo de pleurisia.
Efeito do tratamento com as doses da copaifera reticulata na
migracao de neutréfilos induzida por LPS no modelo de pleurisia.
Efeito comparativo do tratamento com a copaifera reticulata e suas
doses (500mg e in natura) no indice de inibicdo de edema,
calculado em relacdo ao pico do edema (1 horas).

Efeito comparativo do tratamento com a copaifera reticulata e suas
doses (500mg e in natura) no indice de inibi¢do de edema,
calculado em relacao ao pico do edema (3 horas).

Efeito do tratamento com as doses da copaifera reticulata (500mg e
tépico in natura) no edema agudo de pata induzida por carragenina.
As doses foram administradas por via oral e tdpica.

Efeito do tratamento com as doses da copaifera reticulata na
contagem total do nimero de células, no nimero de proteinas, na
migracdo de mondcitos e neutréfilos induzida por carragenina no
modelo de air pouch.



Figura 26- Numero de contor¢cdes abdominais resultante do tratamento com
copaifera reticulata nas doses (10, 100 e 500mg) em modelo
nociceptivo induzido por acido acético.



Quadro 01-
Quadro 02-
Quadro 03-
Quadro 04-

LISTA DE QUADROS

Percentual sesquiterpenos contidos em 6leos de copaiba.
Percentual de diterpenos contidos nos 6leos de copaiba.
Tipos de quimiocinas e células que recrutam.

Atividade biolégica dos produtos da COX.



Tabela 1-
Tabela 2-
Tabela 3-
Tabela 4-

Tabela 5-

Tabela 6-

Tabela 7-

Tabela 8-

Tabela 9-
Tabela 10-

Tabela 11-

Tabela 12-

Tabela 13-
Tabela 14-

LISTA DE TABELAS

Inibidores de COX e suas classes

Atenuacdo das ondas ultrassonicas em diferentes tecidos.

Comportamento da absor¢do do ultrassom em relacdo a frequéncia.

Atividade antiedematogénica da Copaifera reticulata relativa ao volume, apds
estimulo com Carragenina na pata.

Atividade da Copaifera reticulata relativa ao Indice do Edema, apos estimulo
com carragenina na pata, conforme os Instantes (T1, T3, T6) e os Grupos (Cg,
Indo, C10, C100, C500)

Indice de Inibi¢ao do Edema, conforme os Instantes (T1, T3, T6) e os Grupos
(Cg, Indo, C10, C100, C500)

Indice de edema de pata induzido por bradicina nos intervalos de tempo — T10,
T30, T60 e T120

Numero de Leucécitos conforme os grupos (Sal, LPS, Dexa, C10, C100,
C500).

Nuimero de mondcitos conforme os grupos (Sal, LPS, Dexa, C10, C100, C500).
Numero de neutréfilos conforme os grupos - Sal, LPS, Dexa, C10, C100,
C500.

Indice de edema de pata induzido pela carragenina com a veiculagio do
ultrassom

Avaliagdo do efeito da fonoforese da Copaiba In natura, sobre o Air pouch,
natura em relacao a trés grupos controles: Salina, Carragenina, e Diclofenaco
Numero de contor¢des conforme a aplicagdo de AAS

Numero de contor¢des conforme a aplicagdo de Dipirona



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA - Acido araquidénico
a.C. - Antes de Cristo
ADA - Adenosina deaminase

ANOVA -  Andlise de variancia
ANVISA -  Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria

ATLs - Lipoxinas aspirinas-ativadas

AP-1 - Proteina de ativacao -1

APHS - Hepata-2 inil-sulfideo

BLT;- Receptor especifico do tipo proteina G

C- Copaifera

Ca - Calcio

CaCl,. Cloreto de célcio

cAMP - Adenosina 3', 5'-ciclica monofosfato

CCB - Centro de ciéncias bioldgicas

CG - Cromatografia gasosa

cGMP - Guanosina 37, 5”-ciclica monofosfato

CINC-1 - Citokine-induced neutrophil chemoattractant 1
C-NMR - Ressonancia nuclear magnetic de C

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal
COX3- Ciclooxigenase

CXC - Familia de quimiocinas

cyPGs - Prostaglandinas ciclopentenonas

CYP450 - Citocromo P 450

DHET's - Acidos diidroxieicosatriendicos

DNA - Acido desoxirribonucléico

DTT - Ditiotritol

ECFPn - Estagdo Cientifica Ferreira Penna

EDTA - Acido etilenodiamintetracético

EDREF - Fator de relaxamento derivado do endotélio
EETs - Acidos epoxieicosatrien6icos

ELISA - Ensaio imunoenzimético

ELR - Sequéncia acido glutamico, leucina e arginina
ENA-78 - Epithelial cll-derivated neutrophil-activating peptideo
eNOS - Oxido nitrico sintase endotelial

ERA - Area efetiva de emissio

FAINES -  Farmacos anti-inflamatérios nio-esterdides
FIOCRUZ - Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz

FLAP - Enzima ativadora de 5-LOX

FLAP - Enzima ativadora de 5-LOX

GLC - Cromatografia gas - liquido

GM-CSF - Fator estimulador de coldnia granulécito - macréfago
GRO-a - Growth-regulated oncogene

HETE:s - Acidos hidroxieicosatriendicos

HLA - Moléculas do Complexo Maior de Histocompatibilidade
H,O0 - Agua destilada

HPETE - Hidroperoxido eicosatetraendico

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

ICAM;. Molécula de adesao intercelula



IEC -

Ig -

IL -
INF, .
iNOS -
IR -
Kda -
KH,PO,.
L-
LOX -
LPS -
LT -
LTA,.
LTB,.
LTC,.
LTD,.
LTE,.
LXs -
MAPK -
MCP-1 -
MHC -
MIG -
MIP-1 -
MPEG -
MPO -
MS -
MS -
MyDSS -
NADPH -
NAP-2 -
NF-kB -
NK -
nm -
NO -
NO,.
NO;.
nNOS -
NOS -
PAF -
PAMPs -
PBS -
p.c. -
PGD;.
PGE;.
PECAM-1 -
PGF;.
PGG;.
PGHS -
PGI,.
pH -

International Electrotechnical Comission
Imunoglobulina

Interleucina

Interferon

Oxido nitrico sintase induzida

Radiacdo infra-vermelho

Quilodalton

Potassium dihydrogen phosphate
Leguminosae

Lipoxigenase

Lipossacarideos

Leucotrieno

Leucotrieno A4

Leucotrieno By

Leucotrieno Cy

Leucotrieno D4

Leucotrieno E4

Lipoxina

Mitogen activated protein quinase
Molécula quimiotdxica de mondcitos
Moléculas do complexo de histocompatibilidade
Monokine induced by interferon-gamma
Macrophage inflammatory protein
Museu Paraense Emilio Goeldi
Mieloperoxidase

Ministério da Saude

Espectrometria de massa

Mieléide

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato
Neutrophil-activating protein-2

Fator nuclear-kB

Natural Killer

Nandometro

Oxido nitrico

Nitrito

Nitrato

Oxido nitrico sintase neuronal

Oxido nitrico sintase

Fator de ativagdo plaquetdria
Pathogen-associated molecular patters
Tampao fosfato com salina

Peso corporal

Prostaglandina D

Prostaglandina E

Molécula de adesdo celular plaqueta-endotélio
Prostaglandina F

Prostaglandina G

Prostanglandina H sintetase
Prostaglandina I

Potencial hidrogenionico



PKC - Proteina quinase C

PMN:ss - Neutréfilos polimorfonucleares

PRR - Pattern recongnition receptor

RANTES -  Regulated upon activaton in normal T-cells expressed and secreted
RNA - Acido ribonucléico

RNA,,. Acido ribonucléico mensageiro
ROS - Espécies reativas de oxigénio
S.C. - Subcutanea

SNC - Sistema nervoso central

SOD - Superéxido dismutase

SW - Swiss Webster

TCA - Acido tricloroacético

TCR - Receptor de célula T

TGFg. Fator de crescimento de tumor
TIR - Receptor Toll-IL1

TLR - Receptores Toll-like

TNF-a - Fator de necrose tumoral
TXA,;. Tromboxano A,

UFPA - Universidade Federal do Para
UEPA - Universidade do Estado do Para

UV - Ultravioleta



SUMARIO

1 INTRODUCAO 33
2 REFERENCIAL TEORICO 36
2.1- PLANTA MEDICINAL 36
2.1.1- O Género Copaifera 41
2.2- O SISTEMA IMUNE 49
2.2.1- Mecanismo de defesa imune inato 49
2.2.2- Mecanismo de defesa adaptativa (resposta imune adquirida) 53
2.2.2.1- Mecanismo de defesa adaptativa: resposta imune humoral 53
2.2.2.2- Mecanismo de defesa adaptativa: resposta imune celular 54
2.3- INFLAMACAO 55
2.3.1- A funcio das células inflamatoérias 58
2.3.2- Mediadores Inflamatdrios 61
2.3.2.1- Derivados do acido araquidonico (AA) 61
2.3.2.1.1- Via das Ciclooxigenases (COX) 62
2.3.2.1.2- Via das lipoxigenases 65
2.3.2.1.3- Via do CYP450 (P450) 67
2.3.2.1.4- Via dos mediadores lipidicos anti-inflamatdrios 67
2.3.2.1.5- Fator de Ativagdo Plaquetaria 69
2.3.2.2- Oxido nitrico 69
2.3.2.3- Histamina 71
2.3.2.4- Serotonina (5-hidroxitriptamina) 71
2.3.2.5- Cininas 71
2.3.2.6- Adenosina deaminase: um mediador enzimatico 72
2.3.2.7- Fatores Derivados do Plasma: Cascata de Coagulacdo e Sistema Complemento 72
2.3.2.8- Citocinas 73
2.3.2.9- Radicais livres 74
2.3.3- Farmacos anti-inflamatérios 76
2.3.3.1- Farmacos anti-inflamatérios esterdides (glicocorticéides) 76
2.3.3.2- Farmacos anti-inflamatérios ndo-esteroidais (FAINES) 77
2.3.3.3- Inflamacao e Produtos Naturais 79
2.4- A FISIOTERAPIA: O ULTRASSOM TERAPEUTICO COMO RECURSO FISICO
ANTIINFLAMATORIO 80
2.4.1- O ultrassom terapéutico 80
2.4.1.1- Fisica do Ultrassom 81
2.4.1.2- Tipos de ondas 82
2.4.1.3- Tipos de Ultrassom 83
2.4.1.4- Caracteristicas do ultrassom terapéutico 83
2.4.1.4.1- Atenuacgao 83
2.4.1.4.2- Absorcao 84
2.4.1.4.3- Reflexao 85
2.4.1.4.4- Refracdo 85
2.4.1.4.5- Profundidade de Penetracao 85
2.4.1.5- Efeitos fisicos do ultrassom 86
2.4.1.5.1- Efeitos Nao-Térmicos 86
2.4.1.5.2- Efeitos Térmicos 87
2.4.2- Equipamento de Ultrassom 87
2.4.3- Sonoforese ou fonoforese 88

2.4.3.1- Transmissividade 89



3- OBJETIVOS
3.1- OBJETIVO GERAL
3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS
4- JUSTIFICATIVA
5- MATERIAL E METODO
5.1- LOCAL DE REALIZACAO
5.2- CARACTERISTICA DO ESTUDO
5.3- ANIMAIS EXPERIMENTAIS
5.4- CRITERIOS DE EXCLUSAO
5.5- APARATO EXPERIMENTAL
5.5.1- Preparacao das gaiolas
5.5.2- Equipamento de ultrassom
5.5.3- Especificacoes do 6leo de copaiba
5.5.3.1- Preparo do Oleo-resina para tratamento via oral e tépico.
5.5.4- Farmaco utilizado
5.6- MODELOS FARMACOLOGICOS EXPERIMENTAIS EM ANIMAIS:
INDUCAO DO PROCESSO DE INFLAMACAO AGUDA POR DIFERENTES
AGENTES FLOGISTICOS E POTENCIAL ANALGESICO
5.6.1- Modelo de edema de pata induzido por Carragenina (Cg)
5.6.1.1- Grupo tratado com copaifera reticulata via oral
5.6.2- Modelo de edema de pata induzido por bradicinina (Bk)
5.6.2.1- Grupo tratado com OGleo-resina de copaiba da espécie copaifera reticulata via
oral
5.6.3- Modelo de Pleurisia induzida por LPS (lipopolissacarideo extraido da parede
de E. coli)
5.6.3.1- Contagem total de leucdcitos
5.6.4- Modelo de edema de pata induzido por carragenina(Cg) com veiculacio do
Ultrassom
5.6.4.1- Grupo tratado com Oleo-resina de copaiba da espécie copaifera reticulata
administrada na forma tépica veiculada pelo ultrassom
5.6.5- Modelo inflamatoério de bolsa de ar (air pouch)
5.6.5.1- Contagem total de leucdcitos
5.6.6- Modelo e contor¢cao abdominal induzida por acido acético (Writhing test)
5.7- EUTANASIA DOS ANIMAIS UTILIZADOS NOS MODELOS
EXPERIMENTALIS E DESTINO DAS CARCACAS
5.8- ESTUDO ESTATISTICO
6- AVALIACAO DO RISCO X BENEFICIO DA PESQUISA
7- RESULTADOS
7.1- MODELO DE EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA (Cg)
7.2- MODELO DE EDEMA DE PATA INDUZIDO POR BRADICININA (BK)
7.3- MODELO DE PLEURISIA INDUZIDA POR LPS
7.4- MODELO DE EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA (Cg) COM
VEICULACAO DO ULTRASSOM
7.5- MODELO INFLAMATORIO DE BOLSA DE AR (AIR POUCH)
7.6- MODELO DE CONTORCAO ABDOMINAL INDUZIDA POR ACIDO
ACETICO (WRITHING TEST)
8- DISCUSSAO
9- CONCLUSAO
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

91
91
91
92
94
94
94
94
94
95
95
95
95
96
97

97
97
97
98

98

98
99

99

99

100
102
102

103
103
104
106
106
110
112

115
118

120
122
131
133
148



MUNIZ, J.W.C. Estudo comparativo da acdo anti-inflamatdria do 6leo-resina da copaifera reticulata 33
em modelos farmacolégicos experimentais em camundongos.

1 - INTRODUCAO

Desde a pré-histéria o homem utiliza principios ativos dos vegetais, de modo
empirico ou intuitivo, para a cura de suas moléstias (AZULAY, 1997). Na Amazdnia,
em virtude da riqueza de seu bioma, muitas plantas sdo utilizadas pela populacdo como
alternativa para o tratamento de doencas, € a chamada medicina natural ou popular. Isto
ocorre embora pouco se saiba sobre seus principios ativos, mecanismos de acdo e

toxicidade (GABRIEL, 2002).

O dleo-resina de copaiba, também chamado bédlsamo de copaiba, € um dos mais
famosos produtos da flora brasileira, ndo sé pelos fins industriais em que € utilizado
(FONSECA, 1927), mas principalmente, pelo seu uso difundido na medicina popular
para fins terapéuticos (SOUZA-JUNIOR et al., 2000).

As arvores produtoras do 6leo-resina de copaiba sdo das diversas espécies do
género Copaifera, familia das Leguminosas, sendo as principais a Copaifera
Officinaliis, Copaifera Reticulata, Copaifera Langsdorffii, Copaifera Guyanensis
(CORREA, 1984), Copaifera Multijuga e Copaifera Cearensis (BARATA &
MENDONCA, 1997; MONTI et al., 1996; VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002). Tais
arvores sdo encontradas em paises do norte da América do Sul, como o Brasil,
Venezuela, Guianas e Colombia (BASILE et al., 1988); sendo que no Brasil, os estados
do Pard e Amazonas sdo os principais produtores, onde a espécie predominante é a
Copaifera reticulata Ducke, a mais importante do ponto de vista comercial (GOTLIEB

& IACHAN, 1995).

O Oleo-resina de copaiba foi primeiramente utilizado por aborigines, que o
descobriu e o difundiu como tendo certas propriedades benéficas (CORREA, 1984),
sendo bastante antiga a referéncia de que os indigenas aplicavam a substincia em
umbigos de recém-nascidos para profilaxia de infeccdo tetinica (CORREA, 1984;

FERNANDES, 1949; FONSECA, 1927 apud SOUZA-JUNIOR et al., 2000).

O ¢leo de copaiba € utilizado para fins medicinais desde o século XVI, por via
tépica ou sistémica, no que diz respeito aos efeitos anti-inflamatoério, analgésico,

antiséptico, bactericida e cicatrizante, entre outros (BASILE et al., 1988).
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Pode-se dizer entdo que a copaiba é uma oferta que a Amazodnia faz ao mundo,
segredo que a cultura cabocla guardou por milénios, para a cura da humanidade, desde
que, aproveitado racionalmente (GABRIEL, 2002); devendo ser mencionado, porém,
que apesar de ser reportada sua utilizacdo hd mais de quatro séculos, ainda hoje ¢é
desconhecida parte de suas propriedades farmaco—terapéutico o que a torna alvo de

estudos recentes (BRITO, 1996).

Com relagdo a seus principios ativos, segundo Basile e colaboradores (1988),
ainda merece estudo a a¢do farmacodinamica de seus constituintes, responsdvel pelo

efeito anti-inflamatorio.

Durante o processo de evolu¢@o, no qual apenas os mais adaptados conseguem
sobreviver, o ser humano adquiriu um sistema de defesa que é desencadeado por uma
resposta imune contra os agentes agressores. Células especializadas sdo recrutadas,
através de mediadores que provocam uma resposta inflamatéria, que podem ser muitas
vezes lesivas ndo somente ao agente invasor, mas também ao proprio organismo
invadido (COLLINS et al., 2000). Em vista disso, um grande niimero de trabalhos sobre
anti-inflamatérios vem sendo pesquisado, com o objetivo de que as drogas e meios

fisicos terapéuticos descobertos possam ser utilizados na medicina.

A inflamacgdo é uma reacdo complexa do tecido conjuntivo vascularizado que
pode ser causada tanto por estimulos endégenos ou exdgenos (COLLINS et al., 2000),
quanto por agentes infecciosos ou mesmo por lesdo fisica (ROITT et al., 1999),
correspondendo a uma resposta protetora, cujo objetivo final € livrar o organismo da
causa inicial da lesdo celular e suas consequéncias (COLLINS et al., 2000). Ela serve
para destruir ou diluir o agente lesivo, mas por vez pde em movimento uma série de

eventos que, tanto pode cicatrizar quanto reconstituir um tecido lesado (MALE, 1999).

Por mais de 50 anos, as tentativas de controle do processo inflamatério t€ém sido
abordado pelos mais variados recursos fisicos empregados pela fisioterapia, tais como
gelo, calor, massagens, alongamentos, eletroterapia, bem como, a fonoforese (BAGGE
& BROOKS, 1995; AMERICAN COLLEGE OF RHEUMATOLOGY, 2000). Tais
recursos atuam como tratamento coadjuvante na recuperacdo dos tecidos organicos

lesados, visando uma recuperacao (LANGE et al., 2003).



MUNIZ, J.W.C. Estudo comparativo da ac¢do anti-inflamatéria do éleo-resina da copaifera reticulata 35
em modelos farmacolégicos experimentais em camundongos.

Na fisioterapia, € muito comum o emprego da terapia ultrassonica nas lesdes de
partes moles, com efeitos, antidlgico, antiedema, e de aceleragdo na recuperagdo do
tecido lesionado (LOW & REED, 2001). Este recurso contribui no aumento do fluxo
sanguineo, na permeabilidade das membranas (STARKEY, 2001) e na ativacdo de

fibroblastos, com aumento da producdo de colageno (KORSTJENS et al., 2004).

A prética clinica associada a aplicacdo do ultrassom terapéutico com farmacos
tem sido utilizada para maximizar a absorcdo de diversos farmaco em processos anti-
inflamatérios, sendo este método chamado de fonoforese (BARE et al., 1996). Sendo
uma variante do ultrassom terapéutico direto, no qual substincias biologicamente ativas
sdo combinadas ao material de transmissd@o do ultrassom, para facilitar sua penetragao
através dos tecidos, aumentando sua efetividade, sendo assim, este recurso da
fisioterapia poderd proporcionar a aceleracdo da difusdo do 6leo-resina de copaiba e

consequentemente agir na redugdo do processo inflamatdrio.
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1- PLANTA MEDICINAL

As plantas deram origem a muitas drogas medicinais no passado e mantém-se
como uma fonte de novos agentes terapéuticos. Apesar de todas as técnicas analiticas
disponiveis, a maioria das plantas com potencial farmacolégico ainda nao foram
pesquisadas quanto as suas propriedades quimicas, biolégicas e farmacoldgicas

(PHILLIPSON, 2003).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no
tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje
nas regioes mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e sdo encontradas
em quintais residenciais. Na regido AmazoOnica foram catalogadas em duas
comunidades que vivem nas margens da Baia de Maraj6-PA, 260 plantas entre nativas e
cultivadas; 1.200 sdo comercializadas no mercado Ver-o-Peso, em Belém-PA; outras
242 espécies sao cultivadas em quintais residenciais, em Belém (AMOROZO & GELY,
1988).

As observagdes populares sobre o uso e a eficicia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgagao das virtudes terapéuticas dos vegetais,
prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem
seus constituintes quimicos conhecidos. Dessa forma, usudrios de plantas medicinais de
todo o mundo, mantém em voga a pratica do consumo de fitoterdpicos, tornando validas
informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos. De maneira
indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos
envolvendo dreas multidiciplinares, como por exemplo: botinica, farmacologia e
fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a inesgotdvel fonte

medicinal natural: a flora mundial (MACIEL et al., 2002).

Estudos farmacoldgicos com extratos de produtos naturais tém sido
desenvolvidos na tentativa de buscar novas op¢des de combate a diferentes patologias.

Isto é fundamental ndo somente para a confirmagdo do efeito indicado popularmente,



MUNIZ, J.W.C. Estudo comparativo da acdo anti-inflamatéria do éleo-resina da copaifera reticulata 37
em modelos farmacolégicos experimentais em camundongos.

como também para esclarecer orientacdes pouco elucidativas de ordem popular, pois as
substancias que encerram um preparado popular podem conter acdes sinérgicas que
podem produzir, ao longo do tempo, efeitos desconhecidos que assumem natureza

toxica (REIS, 2006).

O objetivo da busca crescente por novos fitofarmacos ndo € para a substituicao
dos farmacos ja existentes no mercado, mas sim, a obten¢do de novos farmacos de
origem natural, o que aumentaria a opcdo terap€utica dos profissionais de satde,
ofertando medicamentos equivalentes, talvez mais baratos, com espectro de acdo mais
adequado e com indica¢do teraputica complementar as terapias existentes, mas sempre
em estrita obediéncia aos preceitos que regem o emprego de xenobidticos na espécie
humana. Os objetivos secundérios, porém ndo menos importantes seriam a valoriza¢ao
das tradi¢des populares e o fornecimento de substrato autdctone para o desenvolvimento

da industria farmacéutica local (LAPA et al., 2000).

A fitoterapia € a ci€ncia que estuda a utilizacdo dos produtos de origem vegetal
com finalidade terapéutica, seja para prevenir, atenuar ou curar um estado patolégico.
Sendo assim, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitidria (ANVISA, 2004),
fitoterdpico, de acordo com a legislacdo sanitdria brasileira, ¢ o medicamento obtido
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo
conhecimento da eficdcia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e

constancia de sua qualidade (BRASIL, 2004a).

Os fitoterdpicos sempre apresentaram uma parcela significativa no mercado de
medicamentos. O setor movimenta globalmente US$ 21,7 bilhdes por ano. No Brasil,
ndo existem dados oficiais atualizados, porém, estima-se que esse mercado gira em
torno de US$ 160 milhdes por ano. E o fator de atra¢do é o ritmo de crescimento das
vendas internamente, mais de 15% anuais, contra 4% do que evoluem as vendas dos
medicamentos sintéticos. Em toda a cadeia produtiva, o setor fitoterdpico movimenta

anualmente cerca de R$ 1 bilhdo (FEBRAFARMA, 2007).

No Brasil, o principal 6rgdo responsdvel pela regulamentacdo de plantas
medicinais e seus derivados € a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA),

autarquia do Ministério da Saide que tem como papel proteger e promover a saide da
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populacdo garantindo a seguranca sanitdria de produtos e servigos e participando da

constru¢do de seu acesso (BRASIL, 1999).

Uma das acoes realizadas pela ANVISA para garantir a seguranca da satide da
populacdo € o registro de medicamentos, etapa na qual os mesmos sdo avaliados quanto
a sua segurancga, eficicia e qualidade antes de serem expostos a venda para utilizacdo

pela populagdo (CARVALHO, et al., 2008).

A regulamentagdo em vigor para o registro de medicamentos fitoterdpicos € a
Resolu¢do de Diretoria Colegiada (RDC) 48/2004, que determina os aspectos essenciais
ao registro, como identificacdo botanica das espécies vegetais utilizadas, padrao de
qualidade e identidade e prova de eficdcia e seguranca que validam as indicacdes
terapéuticas propostas. Ha ainda as Resolu¢des Especificas (RE): RE 88/2004, que
contempla a Lista de Referéncias bibliograficas para avaliacdo da seguranca e da
eficacia dos fitoterdpicos; RE 89/2004, que contempla a Lista de registro simplificado
de fitoterdpicos; RE 90/2004, contendo o Guia para realizag@o dos testes de toxicidade
pré-clinica de fitoterdpicos; e RE 91/2004, que trata do Guia para realizacdo de
alteracdes, inclusdes, notificacdes e cancelamento pds-registro de fitoterdpicos

(BRASIL, 2004a,b,c.d,e).

Além das Resolucdes Especificas (RE) anteriormente descritas, se aplicam ao
registro de fitoterdpicos, todas as legislacbes que normatizam o registro de
medicamentos, dentre elas: normas sobre publicidade de medicamentos, RDC
102/2000; o regulamento para Certificagdo de Boas Préticas de Fabricacdo e Controle

(CBPFC) e RDC 210/2003, (BRASIL, 2000, 2003).

A RDC 48/2004 permite o registro como fitoterdpico apenas do derivado de
droga vegetal, que é o produto de extracdo da matéria prima vegetal: extrato, tintura,
Oleo, cera, exsudato, suco e outros (CARVALHO, er al., 2008). De acordo com sua
abrangéncia, “ndo € objeto de registro ou cadastro a planta medicinal ou suas partes,
apoés processos de coleta, estabilizagdo e secagem, podendo ser integra, rasurada,

triturada ou pulverizada” (BRASIL, 2004a).

Informagdes sobre registro de medicamentos fitoterdpicos no Brasil podem ser

obtidas por diversas fontes, sendo as mais utilizadas o endereco eletronico da ANVISA
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e o Visalegis, por serem de livre acesso. No endereco eletronico da ANVISA, na édrea
relativa a  medicamentos, disponivel no endereco eletrobnico  (link):

http://www7.Anvisa.gov.br/datavisa/Consulta Produto/consulta_medicamento.asp,

pode-se buscar quais sdo os fitoterdpicos registrados através de algumas ferramentas,
como: nome comercial do produto; do principio ativo (no caso de espécies vegetais,
género e espécie). Atualmente, o cadastro de espécies vegetais para o registro de
fitoterapicos na ANVISA estd restrito ao género e espécie correspondente, uma vez que
a inclusdo do autor do bindmio acarretava diversos erros); CNPJ da empresa; nimero de
registro do medicamento procurado; ou o nimero do seu processo de registro na
ANVISA. Ja o Visalegis, disponivel também no sitio da ANVISA através do endereco
eletronico (link): http://www.Anvisa.gov.br/e-legis/, ¢ uma base de dados que
contempla a legislac@o relacionada a vigilancia sanitdria nos ambitos federal, estadual e
municipal, sendo alimentada e atualizada pela ANVISA e pelas Vigilancias Sanitdrias
Estaduais e Municipais, diariamente. Nessa base de dados, pode-se buscar o registro de
determinado medicamento fitoterdpico pelo nome comercial do produto; principio ativo;
nome da empresa detentora do registro; ou numero do processo de registro

(CARVALHO. et al, 2008).

Nao se considera fitoterdpico aquele que, na sua composi¢ao, inclua substancias
ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associagdes destas com extratos vegetais. O
efeito terapéutico tem que resultar da planta, ou extrato, suco ou 6leo da mesma. Sua
eficicia e seguranca sdo validadas através de levantamentos etnofarmacoldgicos de
utiliza¢do, documentacdes tecno-cientificas em publicagdes ou ensaios clinicos fase trés

(HENRIQUES, 2004).

Para avaliar o potencial terapéutico de plantas medicinais € necessario realizar
varias etapas de testes que comprovem se a planta ou seus derivados podem ser

utilizados como novo medicamento, tais como:

1* etapa - A etapa botanica, que estd relacionada a identificagdo do material de estudo.
Esta fase é de extrema importancia devido a semelhanga entre algumas espécies. Deve-
se também observar as condicdes ambientais em que a planta estava ao ser coletada e
procurar coletar sempre na mesma época, pois de acordo com a luminosidade,
temperatura, umidade e condi¢des do solo, a caracteristica quimica dos compostos

secunddrios da planta pode variar;
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2% etapa — A etapa farmacéutica, que estd relacionada ao preparo do material para
administracio, com a garantia da qualidade e uniformidade da amostra, assim como sua

estabilidade para utilizag¢do nos testes pré-clinicos;

3" etapa — A etapa de ensaios biolGgicos pré-clinicos, que estd relacionada a

experimentos farmacocinéticos, farmacodindmicos e toxicoldgicos in vivo e in vitro;

4" etapa — A etapa clinica, que é realizada na espécie humana. Esta etapa estd dividida

em quatro fases, a saber:

1? Fase: realizada em voluntdrios sadios. Nesta fase sdo avaliados: o efeito em
funcdo da dose administrada, os mecanismos de absor¢do, vida média dos componentes

ativos, metabolizacdo e excre¢do, biodisponibilidade (tratamento oral) e posologia;

2" Fase: realizada em um pequeno ndmero de pacientes (10 a 15) com
tratamentos de curta duracdo. Esta fase avalia o potencial terapéutico do medicamento
em relacdo a patologia para a qual ele € proposto. Avalia-se também a efetividade, a

toxicidade e possiveis interacdes medicamentosas;

3" Fase: realizada em um ntimero maior de pacientes, visando comprovar a
seguranca e efetividade da droga teste, a menor dose eficaz e a efetividade do
medicamento frente a controles placebo e uma substancia de referéncia com atividade

semelhante (controle positivo);

4" Fase: realizada em um grande niimero de pacientes. Os ensaios sdo realizados
em estudo duplo cego com a droga teste, o placebo e o controle positivo (droga
referéncia). Na dependéncia do nimero de pacientes envolvidos esses testes permitem a

identificacdo de reacdes idiossincrasicas de baixa ocorréncia.

As etapas acima citadas (Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saide —
MS) sdo obrigatdrias para que fitoterdpicos, medicamento de origem vegetal, herbéricos
ou plantas medicinais sob qualquer forma ou processamento possam ser consideradas

medicamentos para utilizacao pela espécie humana (LAPA et al., 2000).

A opcdo pela fitoterapia como forma de tratamento vem crescendo

acentuadamente nestes ultimos anos, ao ponto que, atualmente, 0 mercado mundial de
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fitoterapicos registra crescentes aumentos no consumo deste produto. Dentro desta
perspectiva, esperava-se que o Brasil, considerando sua extensa e diversificada flora,
detendo aproximadamente um ter¢co da flora mundial, ocupasse posicdo privilegiada.
Isto em verdade ndo ocorre, embora exista no pais um grande nimero de grupos de
pesquisadores que tem contribuido ativamente para o desenvolvimento da quimica de

produtos naturais (YUNES et al., 2001).

Uma das principais limitacdes até agora relacionadas com a questdo dos
produtos naturais como novos farmacos € a alegada complexidade do processo de
avaliacdo da composicdo quimica de seus extratos pela presenca de misturas de
compostos, de dificil caracterizacdo. Entretanto, muitas metodologias de anélise vém
sendo desenvolvidas para investigagdo de plantas medicinais. As técnicas de
cromatografia (TLC, GLC e HPLC, CG) e de espectroscopia (UV, IR, *H-e “C-NMR,
MS) utilizados em pesquisa de plantas medicinais estdo em constante avango. Isto, de

fato, tem contribuido para a identificacdo de compostos biologicamente ativos para

terapia de diversas patologias (PHILLIPSON, 2003).
2.1.1 - O Género Copaifera

A origem do nome copaiba parece vir do tupi cupa-yba, a drvore de depdsito, ou
que tem jazida, em alusdo clara ao 6leo que guarda em seu interior. Chamado de
copaiva ou copahu pelos indigenas (do tupi: Kupa’iwa e Kupa'ii, respectivamente), e
cupay, na Argentina e no Paraguai (origem guarani), o 6leo de copaiba e suas
propriedades medicinais eram bastante difundidos entre os indios latinoamericanos a
época que aqui (Brasil) chegaram os primeiros exploradores europeus no século XVI

(VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).

Veiga Junior e Pinto (2002) afirmam que sdo muitas as denominagdes que o dleo
das drvores copaibeiras recebe nas diversas regides da América Latina onde € utilizado.
Na Regidao Amazonica o uso do 6leo das arvores copaibeiras € tdo extenso, que a
copaiba se destaca como a planta medicinal mais utilizada e conhecida pela populagao
amazonica. O 6leo pode ser encontrado em mercados populares e € conhecido por
diferentes denominacdes, como: Copahyba, Copaibarana, Copatiba, Copaibo, Copal,

Maram, Marimari e Balsamo dos Jesuitas.
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Conforme Veiga Junior e Pinto (2002) a nomenclatura botanica segue, como
norma, os nomes mais antigos dados as plantas. Em alguns casos, entretanto, sdo feitas
excecoes frente a utilizacdo corrente de outros nomes. Uma destas excegdes estd nas
leguminosas, cujo nome mais antigo € Faba, mas Fabaceae Lindley da lugar a
Leguminosae Juss., na nomenclatura desta que é uma das mais importantes familias
botanicas estudadas. A classificagdo mais moderna da familia Leguminosae a divide em
trés subfamilias: Caesalpinoideae, Mimosoideae e Papilionoideae (ou Faboideae)
(JUDD et al., 1999). Por esta classificagdo, que segue o sistema de Engler, o género
Copaifera L. pertence a familia Leguminosae Juss., sub-familia Caesalpinoideae Kunth.
Veiga Junior e Pinto (2002) afirmam ainda que segundo outro sistema de classificagdo,
o de Cronquist, o género Copaifera L. pertence a familia Caesalpiniaceae R.Br. A
classificacdo apenas como Fabaceae também ¢é encontrada em alguns livros
(HARBORNE et al,, 1971 e LEWIS & ELVIN-LEWIS, 1977). Portanto as arvores
"copaiba", assim denominadas vulgarmente, sdo plantas pertencentes ao género
Copaifera (Leguminosae — Caesalpiniaceae) (CASCON & GILBERT, 2000; DWYER,
1951 apud VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).

Veiga Juanior e Pinto (2002) relatam que muitos botanicos e cronistas que
estiveram nas Indias Ocidentais e na América no inicio da coloniza¢io descreveram
espécies do género Copaifera. Em 1628, MarcGrave e Piso apud Veiga Junior e Pinto
(2002) descreveram os aspectos morfologicos da planta, empregando o termo
“Copaiba” sem designar espécies. Mais tarde se verificou, através dos caracteres
descritos pelos dois cronistas, que a espécie estudada foi a Copaifera martii. Em 1760,
Jacquin descreveu em detalhes a primeira Copaifera como Copaiva officinalis Jacq.,
como ndo possuia o fruto, baseou sua descricio nos aspectos do fruto da espécie
estudada por MarcGrave e Piso. Somente dois anos depois, o cientista sueco Carl Von
Linneu descreveu corretamente a Copaifera officinalis, assumindo a descri¢do oficial do

género Copaifera L. (VEIGA JUNIOR & PINTO 2002).

Em 1825, Hayne publicou uma monografia com oito novas espécies de
Copaifera que, apesar de um pouco confusa em vista do conhecimento da época,
constituiu-se no mais importante trabalho de descricdo do género e serviu como base
para estudos como o de Bentham, no Flora Brasiliensis, realizado durante a expedi¢ao

com o naturalista Von Martius, em 1870 (VEIGA J UNIOR & PINTO 2002).
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Os trabalhos mais recentes de descricdo de novas espécies foram os realizados
por Harms e Ducke, este ultimo com contribui¢des de extremo valor sobre as espécies
da Regido Amazdnica e do Estado do Ceard, e por Dwyer, que realizou um

levantamento das espécies americanas (VEIGA J UNIOR & PINTO 2002).

As copaibas sdo arvores nativas da regido tropical da América Latina e também
da Africa Ocidental. Na América Latina sdo encontradas espécies na regido que se
estende do México ao norte da Argentina. Segundo a ultima edi¢do do Index Kewensis,

o género Copaifera possui 72 espécies, sendo que dezesseis destas s6 sdo encontradas

no Brasil (VEIGA JUNIOR & PINTO 2002).

Popularmente conhecidas como copaibeiras ou pau d’6leo, as copaibas sao
encontradas facilmente nas Regides Amazodnica e Centro-Oeste do Brasil. Entre as
espécies mais abundantes, destacam-se: Copaifera officinalis L. (norte do Amazonas,
Roraima, Colombia, Venezuela e San Salvador), Copaifera guianensis Desf. (Guianas),
Copaifera. reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne (Amazonia), Copaifera
confertiflora Bth (Piaui), Copaifera langsdorffii Desf. (Brasil, Argentina e Paraguai),
Copaifera coriacea Mart. (Bahia), Copaifera cearensis Huber ex Ducke (Ceard)
(CASCON & GILBERT, 2000; VEIGA JUNIOR & PINTO 2002; DWYER, 1951 apud
VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).

No Brasil, a espécie Copaifera langsdorfii Desf. € particularmente importante
por estar distribuida por todo o territério brasileiro (da Amazonia a Santa Catarina, no
nordeste e centro-oeste do Brasil) e por possuir quatro diferentes variedades: Copaifera

langsdorfii var. grandifolia, grandiflora, laxa e glabra (LEITE & LLERAS, 1993).

A figura 01 mostra o mapeamento da regido amazonica do Brasil onde as
diversas espécies do género Copaifera foram encontradas (MARTINS-DA-SILVA,
R.C.V.; PEREIRA, J.F. & LIMA, H.C., 2008.).
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Figura 01 — Distribui¢do geogrifica das espécies de Copaifera da Amazdnia brasileira (adaptado de

MARTINS-DA-SILVA, R.C.V.; PEREIRA, J.F. & LIMA, H.C., 2008.).

Ja a copaifera reticulata presente apenas no Brasil, na Amazonia brasileira, foi
encontrada amplamente distribuida na por¢do oriental, rara na ocidental e ausente a
nordeste; amplamente distribuida no Estado do Par4, encontra-se, ainda, a sudoeste do
Amapd, sudeste de Roraima e norte de Mato Grosso. Habita mata de terra firme

(MARTINS-DA-SILVA, R.C.V.; PEREIRA, J.F. & LIMA, H.C., 2008.).

Na Africa Ocidental sio descritas 19 espécies na regido que inclui Congo,
Camardes, Guiné e Angola. Destas, as espécies Copaifera convertifolia, Copaifera
demeusii (Copal do Congo), Copaifera coleosperma (Copal da Rodésia), Copaifera
conjugata, Copaifera hymenaefolia, Copaifera chodatiana e Copaifera fissicuspis,
descritas como pertencentes ao género Copaifera, t€m sinonimia nos géneros
Guibourtia, Gorakia (Gorakia conjugata) e Cynometra (C. fissicuspis) (VEIGA
JUNIOR & PINTO 2002).

A figura 02 mostra o mapeamento das regides do mundo onde espécies do

género Copaifera foram encontradas.
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Figura 02. Regides onde o género Copaifera é encontrado no mundo, adaptada de Veiga Junior
e Pinto, 2002.

A designacdo correta para o 6leo da copaiba é a de 6leo-resina, por ser um
exudato constituido por 4cidos resinosos € compostos voldteis (BRUNETON, 1987;
MESQUITA, 1989, MACIEL et al., 2002; PINTO et al., 2000). O dleo-resina de
copaiba € encontrado em canais secretores localizados em todas as partes da arvore.
Estes canais sdo formados pela dilatacdo de espagos intercelulares (meatos) que se

intercomunicam no meristema, chamados de canais esquizégenos (OLIVEIRA, 1905).

O carédter mais saliente deste aparelho secretor estd no tronco, onde os canais
longitudinais, distribuidos em faixas concéntricas, nas camadas de crescimento
demarcadas pelo parénquima terminal, reinem-se com um tracado irregular, em
camadas lenhosas, muitas vezes sem se comunicarem (OLIVEIRA, 1905; ALENCAR,
1982). O 6leo € produto da desintoxicacdo do organismo vegetal e funciona como

defesa da planta contra animais, fungos e bactérias (ALENCAR, 1987).

A composi¢ao quimica dos 6leos de copaiba se encontra citada em varios artigos
cientificos, onde foram utilizadas técnicas mais antigas, bem como, metodologias
modernas de isolamento e de identificacdo, tais como cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa com colunas cromatogréficas de fase estaciondria quiral (-
ciclodextrina permetilada) (LANGENHEIM & FEIBERT, 1988; VEIGA JUNIOR. &
PINTO, 2002).
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O Oleo-resina de copaiba é uma resina liquida rica em sesquiterpenos e
diterpenos de diferentes concentracdes. Sua fracdo mais volétil, mais leve, € composta
por sesquiterpenos, enquanto a fracdo mais pesada, resinosa, € composta por diterpenos
(RIGAMONTE-AZEVEDO, et al., 2004). A fracdo o6leo essencial compde-se
basicamente de sesquiterpenos e a fracdo resina, de 4cidos diterpénicos
(BARATA,1997; MONTI et al., 1996; VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002). Em
temperatura ambiente, apresenta consisténcia liquida, com aroma forte e penetrante, e
sabor acre, persistente, amargo e adstringente. Suas caracteristicas fisico-quimicas
variam de liquido transparente a opaco; de baixa a alta viscosidade; de coloracdo
incolor, amarelo-pdlido até o castanho claro dourado, a vermelho (CORREA, 1931;

LEITE et al., 2001; VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).

O ¢6leo-resina apresenta uma grande variabilidade em sua composi¢do quimica,
tendo sido identificados 72 sesquiterpenos e 27 diterpenos (VEIGA JUNIOR & PINTO,
2002), sendo o dcido copdlico a unica substiancia encontrada em todos os dleos
analisados, razdo pela qual se sugere que seja utilizado como um marcador biolégico de
Oleos de copaiba (VEIGA J UNIOR et al., 1997). A variabilidade dos componentes deste
tipo de dleo-resina é muitas vezes atribuida a mistura dos 6leos de diferentes espécies
botanicas, ou ainda, de espécimes de idades e locais diferentes de coleta (VEIGA
JUNIOR & PINTO, 2002). Também se atribui a essa variabilidade, principalmente no
caso dos 6leos comerciais, adulteracdes pela mistura de outros tipos de 6leos de menor

valor agregado e esséncias aromatizantes (VEIGA JUNIOR et al., 1997).

No que se refere a composicdo quimica dos O6leos-resinas das espécies de
Copaifera (Copaifera multijuga, Copaifera cearensis e Copaifera reticulata), observa-
se a predominancia de sesquiterpenos, como o a-humuleno, a e [B-selineno, B-
bisaboleno e B-cariofileno (LANGENHEIM & FEIBERT, 1988; PINTO et al., 2000),
sendo o B-bisaboleno possuidor de propriedades anti-inflamatdéria e analgésica e o -
cariofileno é descrito na literatura como antiedémico, anti-inflamatdrio, bactericida e
insetifugo (VEIGA JUNIOR. & PINTO, 2002); além de diterpeno descrito na literatura
como antiparasitdrio e atividade antimicrobiana. O quadro 01 mostra algumas das
espécies que tiveram suas propriedades confirmadas e os percentuais de sesquiterpenos

(VEIGA JUNIOR et al.,2007).
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Sosquiterpens RI Copaiferad  Copaifera Copaifera
mueftifuga cearensiy reticulala

ci-glemene 1344 0.3 - 04
vi-cubebene 1352 0.3 [ 04
- COPEENE 1382 25 8.2 a0
[F-cubebene 1393 - 33 -
o-cedrene 1400 1.1 - 1.5
calarene 1417 0.3 - n.z
longifolens 1423 0.1 0.5 0.2
[F-caryophyllene 1426 575 19.7 409
vi- Perpamotens 1436 2.6 21 4.1
[F-sesquiphellandrene [442 0.1 0.5 0.3
aromadendreng 1447 0.2 1.7 -
oi-humulene 1457 B3 EN) .0
ci-CUFCmens [ 468 - 0.1 0.4
w-amorphens 1478 1.5 ne 2.2
permacrena 1 483 24 0.4 A0
ci-aromadendrene 1450 - AR -
permacrene B [ ] 1.0 36 1.9
[3- bisabolene 509 0.3 28 0.8
w-cadinene 1515 .6 - 21
f-cadinens 1524 1.7 7.2 26
ci-cadineng 1531 0.2 0.l 0.l
ci-selinene 1536 - 0.1 n.z
[F-velivene | 542 0.1 05 0.2
ci-caryophy Henol 1554 0.7 0.1 -
ledol 1565 0.2 0.5 -
multigenol 1572 - - 0.3
caryophyllens oxide 582 0.5 1.5 24
fuaiol 595 nz2 0.3 -
cedrol lala 04 [.4 .6
NI 625 0.2 0.2 -
cadalene 1637 4 0.4 (.6
NI 642 0.7 - 0.7
ci-cadinol 649 - 0.7 (.6
ci- hisabolene cogide 655 04 - -
[3-bisabolol [ 666 0.1 B.2 04
acetony-caryophylleng 1700 0.2 - -
methyl 3-methyl-5(2.2 6- - 21 -

trimethyl-6-hydroxy—1-
cyclohexyl)-pentanoals
sesquiterpene conlent (%) B35 6.5 8.2

ML not identified.

Quadro 01 - Percentual sesquiterpenos contidos em 6leos de copaiba (VEIGA JUNIOR et al.,
2007).

No que se refere a composi¢cdo quimica dos Oleos-resinas das espécies de

Copaifera, observa-se a predominancia de sesquiterpenos.

No Quadro 02 mostra as propriedades confirmadas e os percentuais de
diterpenos existentes na composicdo quimica dos 6leos de copaiba (VEIGA JUNIOR et

al., 2007).
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Dilerpenes Copaifera Copalifera Copaifera
multijuga CEAIEHSIS relicilata

NI - - 0.3
| Kaurene - - .6
methyl eperuate 0.4 (LB -
NI - - 2.3
NI - - 1.7
methyl cativate - (.5 -
methyl kaure noate - - 38
methyl copalate f.2 2.1 24
methyl kolavenate - (.5 34
NI - [.1 -
methyl hardwickiate - 6.2 2.3
dimethyl pinifolate nz - -
NI 1.3 - -
methyl clorechinale - 1.3 0.1
NI 0.4 1.0 -
dimethyl clerod-3¢n- 15, 18-dioate - 0.1 -
dimethyl agathate 2.1 - 1.5
methyl 3-hydrosy-copalate (.6 - -
methyl 3-acetoxy-copalate 34 - l.4
NI - - 1.2
diterpeng content (%) 4.5 235 21.8
Total (%) L () [(H L 0

NI, not identified.

Quadro 02 - Percentual de diterpenos contidos nos Gleos de copaiba (VEIGA JUNIOR et al.,
2007).

Os trabalhos realizados sobre o género Copaifera L. estdo, em sua maioria,
relacionados com o 6leo que € exudado do tronco destas arvores, sendo encontrado na

regido tropical da América Latina, principalmente na regido amazonica.

Desde os primeiros anos do descobrimento do Brasil, o 6leo de copaiba vem
sendo indicado para diversos fins, farmacolégicos ou nao. Por sua ampla utilizagdo,
muitos estudos foram realizados sobre este género, abordando suas diversas aplicagdes.
Apesar dos mais de 200 trabalhos publicados em diversas linguas (VEIGA JUNIOR &
PINTO, 2002), muitos dados sobre a composi¢do quimica e atividade farmacolégica do
6leo de copaiba sao contraditérios. H4 equivocos desde a identificagdo botanica até a

composi¢do quimica dos O6leos de copaiba, que sdo, também, frequentemente,
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misturados a outros dleos e adulterados (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002; CASCON
& GILBERT, 2000).

Portanto, o presente trabalho visou a comprovacdo cientifica da utilizacdo do
Oleo-resina de Copaiba da espécie Copaifera Reticulata como moduladora da resposta

inflamatoria aguda em diferentes modelos farmacoldgicos inflamatdrios experimentais.

2.2- O SISTEMA IMUNE

O sistema imune € composto por células com fungdes especificas na defesa do
organismo e formado por orgdos linféides primarios (timo, baco, medula dssea) e
secundérios (linfonodos e a placa de Payer), células circulantes, fatores humorais e

citocinas que promovem a protecao do individuo (PARKIN & COHEN, 2001).

A imunidade € dividida em dois tipos fundamentais de resposta: a resposta
imune inata e a resposta imune adquirida ou adaptativa, determinadas pela velocidade e

especificidade da resposta gerada, respectivamente (PARKIN & COHEN, 2001).

A resposta imune inata compreende as barreiras fisico-quimicas (a pele e as
membranas mucosas), células (neutréfilos, mondcitos e macréfagos), sistema
complemento, citocinas e proteinas de fase aguda. A resposta imune adquirida consiste

em reagdes antigeno-especifico de linfocitos do tipo T e B (PARKIN & COHEN, 2001).

Enquanto o mecanismo de defesa inato € rapido, embora algumas vezes nocivo
as células sadias, a resposta imune adaptativa € precisa, porém, mais lenta ao entrar em
contato pela primeira vez com o agente agressor (o antigeno). Entretanto, apds a
primeira exposicao ao antigeno se desenvolvem células de memdria, € um novo contato
com o agente infeccioso leva a uma resposta mais rapida e especifica ao agente agressor

(PARKIN & COHEN, 2001).
2.2.1 Mecanismo de defesa imune inato

O mecanismo de defesa imune inato € a primeira linha de defesa do organismo.
A base da ativacdo da resposta € o reconhecimento do patégeno, que ao entrar em
contato com O organismo, inicia uma cascata de reacdes, induzindo a liberacdo de
quimiocinas, citocinas, prostaglandinas e leucotrienos resultando em injtria celular

(BASSET et al., 2003).
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Macréfagos e células dendriticas envolvidas na resposta imune inata sdo
estimuladas pelo reconhecimento por seus receptores de superficie pattern recongnition
(PRR), que reconhecem moléculas denominadas pathogen-associated molecular patters
(PAMPs), que s@o comuns em micro-organismos. As PRRs interagem com anticorpos
naturais (opsoninas) para promover o reconhecimento do micro-organismo € aumentar a
fagocitose. As proteinas do complemento agem criando complexos que ao se ligarem a
membrana do micro-organismo provocam lise, destruindo-o. A segunda categoria de
PRRs consiste de: receptores internalizados, como o receptor de manose presente em
macrofagos, que se liga aos residuos de manose comumente presentes ou a micro-
organismos; € receptores scavenger que reconhecem polimeros anidnicos ou
lipoproteinas de baixa densidade acetiladas encontradas na superficie de bactérias
danificadas. Os receptores da terceira categoria incluem aqueles que contribuem para
transducdo do sinal, que inclui os toll-like receptors (TLRs) (FALGARONE et al.,
2005). Estes receptores estdo ancorados na membrana celular e seu dominio extracelular
€ rico em repeticoes de leucina. Seu dominio intracelular compartilha homologia com o
receptor para interleucina-1 (IL1) e constitui a familia de receptor Toll-IL1 (TIR). Toll-
like receptors (TLRs) e receptores de interleucina-1 (IL-1) e interleucina-18 (IL-18) que
ativam o fator de diferenciacdo mieléide 88 (MyDS88), uma quinase que ativa a

transduc¢do do sinal intracelular (FALGARONE et al., 2005).

Os macréfagos interagem diretamente com micro-organismos € produzem
citocinas que ativam células vizinhas. Estas células expressam uma variedade de
receptores como CD14 (um co-receptor para o LPS, rico em residuos de leucina),
receptores para manose, TLRs e receptores scavenger. A ligacdo de antigenos a esses
receptores leva a ativagdo dos macréfagos, que fagocitam os micro-organismos, € a
producdo de citocinas como IL-1, TNF-a (Fator de Necrose Tumoral-a), GM-CSF
(fator estimulador de coldnia granuldcito — macréfago), IL-12, IL-5 e IL-18, bem como

quimiocinas (FALGARONE et al., 2005).

As células dendriticas estdo presentes no tecido epitelial e seu papel € crucial na
defesa do organismo na fagocitose de micro-organismos e apresentacdo de antigenos.
Células dendriticas imaturas sdo consideradas “sentinelas” do organismo. Quando
estimuladas por citocinas, tornam-se altamente efetivas na captura de antigenos por

fagocitose, pinocitose ou endocitose. Estas células expressam moléculas co-
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estimuladoras como os antigenos B7.1 e 2 (CD80 e 86, respectivamente), CD40 e

antigenos do complexo de histocompatibilidade de classe II (MHC).

As moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC) sdo divididas em
duas classes principais: as moléculas de classe I presente em todas as células do
organismo, € as da classe II ou HLA classe II que sdo encontradas em células
dendriticas, linfécitos B e macréfagos (ALI et al., 1997). Os antigenos de classe II
estimulam células TCD4+ e os de classe I as células CD8+ (FALGARONE et al.,
2005).

As células NK (natural killer) sdo derivadas da linhagem linf6éide precursora de
linfécitos T. A citocina IL-12 secretada por macréfagos € essencial para ativacio desta
célula. Diferente das células T, os receptores das células NK ndo sdo diversificados e
nao reconhecem antigenos especificos. Seus receptores sdo do tipo Ig (KIR ou killer Ig-
like receptor) e reconhecem moléculas do MHC de classe I. Este reconhecimento inibe
a produgdo de perforinas. Porém, quando ndo ocorre reconhecimento das moléculas
MHC de classe I, o que tipicamente ocorre em células infectadas por virus ou células
tumorais, as cé€lulas NK secretam moléculas formadoras de poro (perforina), que se
polimerizam na membrana da célula alvo formando um poro onde entram vdrias
substancias, como as granzimas citotoxicas (serino-proteases). As células NK também
possuem um papel imunoregulador, uma vez que produzem as citocinas TNF-a (Fator
de Necrose Tumoral-a) e INF-y (Interferon-y), que atuam ativando macréfagos a

fagocitar os patégenos intracelulares e restos celulares (BASSET et al., 2003).

Os componentes moleculares da resposta inata sdo as proteinas da cascata de
complemento, proteinas de fase aguda e citocinas (McNEELA & MILLS, 2001). O
sistema complemento possui diferentes e importantes funcdes na defesa imune inata e
consistem de um minimo de 20 glicoproteinas do soro, algumas de carater regulatdrio.
Estas proteinas sdo ativadas em cascatas (Figura 03), e compreendem trés vias
diferentes de ativacdo: a via cldssica, iniciada a partir de uma interacdo antigeno-
anticorpo; uma via alternativa, ativada pela presenca de lipopolissacarideos (LPS) de
fungos e bactérias gram negativas; e uma via identificada como via das lectinas de
ligacdo a mananas, independente da proteina C1 do complemento, que € estimulada pela
manose contida em glicoconjugados e carboidratos da parede celular de virus, bactérias

e fungos (PARKIN & COHEN, 2001).
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Via Classica

Complexo Ag-Ac
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Ct —» C1lativada

l C3 C5

C4+C2 ——» | C4b2 | ———» C4b2a3

. Complexo
C3 C5a terminal
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C3— C3b—>» C3bB | — > | C3bBb3b
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Figura 03 - Vias da cascata de sistema complemento. Quando Cl1 liga-se ao complexo antigeno-anticorpo
desenvolve sua atividade catalitica, clivando os componentes C4 e C2 para gerar C3 convertase e
subsequentemente C5 convertase. A via alternativa ndo envolve C1, C2, ou C4. O LPS e outros produtos
virais ou bacterianos iniciam a cascata clivando o C3. O fator B se liga ao C3b, formando o complexo
C3bBb que age como C3 convertase nesta via. As duas vias convergem na formacdo do complexo C5b-9,
que é capaz de romper a membrana bacteriana. O C3b ligado a membrana do micro-organismo
(opsonizagdo) também pode ser reconhecido por células fagociticas, sendo entdo endocitado. Os fatores
C3a, C4a e C5a atuam estimulando a liberacdo de mediadores inflamatérios. O C5a atua também como
potente agente quimiotatico para neutrdfilos.

As citocinas tém papel crucial na resposta imune podendo aumentar ou diminuir
a resposta inflamatoéria ou adaptativa. Até o momento, mais de 100 membros da familia
das citocinas e seus receptores especificos foram identificados. Podem ser classificadas
como pré ou anti-inflamatérias, podendo estar envolvidas na resposta inflamatéria
aguda (IL-1, TNFa, IL-6, e Interferons [INF] a e ) ou atuar como reguladoras da
resposta imune efetora (INFy, TGFp, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-15 e IL-18). As
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citocinas sdo mediadoras entre a resposta imune inata e a resposta imune adquirida

(FALGARONE et al., 2005).
2.2.2- Mecanismo de defesa adaptativa (resposta imune adquirida)

A producdo de citocinas na fase inflamatéria da resposta imune inata atua como
sinalizagdo para a resposta imune adquirida, que é caracterizada por ser dependente da
apresentacdo do antigeno a linfocitos T e B, ativando-os (MURTAUGH & FOSS,
2003). A resposta imune adquirida envolve tanto mediadores humorais (anticorpos)
como celulares, e geralmente € desenvolvida apds a infec¢ao estar estabelecida, sendo
mais eficiente na prevencao de uma re-infec¢do através de um mecanismo denominado
de memdria imunoldgica. A indu¢do de uma potente resposta de memoria de uma célula
B e T sdo a base da vacinagdo (DELVES & ROITT, 2000a; DELVES & ROITT, 2000b;
McNEELA & MILLS, 2001).

A resposta imune adquirida pode ser dividida em resposta imune humoral,
relacionada a producao de anticorpos, e resposta imune celular, relacionada a atividade

de linfécitos T.
2.2.2.1 Mecanismo de defesa adaptativa: resposta imune humoral

E mediada por anticorpos (imunoglobulinas) produzidos por linfécitos B. Estes
anticorpos sao constituidos por duas cadeias idénticas pesadas, podendo ser do tipo y, d,
v, a ou € e duas cadeias leves do tipo k ou A, unidas por pontes dissulfeto. A por¢do N-
terminal de cada cadeia cont¢ém um dominio varidvel de ligacdo ao antigeno. No
dominio C-terminal das cadeias leves e pesadas estam as regides constantes. Existem
cinco classes de imunoglobulinas (Ig): IgA, IgM, IgD, IgG e IgE. A funcdo destes
anticorpos € neutralizar toxinas, prevenir a aderéncia de micro-organismos as mucosas,
ativar o sistema complemento, opsonizar bactérias para fagocitose e sinalizar células
tumorais e infectadas para reconhecimento por células NK (CLARK & KUPPER,
2005).

Além da secrecdo de anticorpos, o linfoécito B também atua como célula
apresentadora de antigeno, pois esta célula é capaz de internalizar o antigeno, processa-
lo e apresentd-lo a linfécitos T CD4" via molécula de MHC classe II (CLARK &
KUPPER, 2005).
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Os linfécitos B possuem moléculas de IgM e IgD ligadas a superficie da
membrana, atuando como moléculas de reconhecimento de antigenos. A ligacdo destes
anticorpos a antigenos, como proteinas, carboidratos ou grupos quimicos simples leva a
ativacdo dos linfécitos desta classe (DELVES & ROITT, 2000b). Quando ocorre uma
re-infeccdo pelo mesmo antigeno, os linfécitos B podem ser ativados por células
dendriticas foliculares, que formam complexos ao aprisionarem o antigeno a produtos
do complemento ou anticorpos, apresentando ao linfocito B, ativando-os, gerando uma
resposta de memoria (pois apenas linfocitos B antigeno-especifico serdo ativados)

(PARKIN & COHEN, 2001).
2.2.2.2 Mecanismo de defesa adaptativa: resposta imune celular

A resposta imune celular ¢ mediada por células T, que se dividem em duas
classes: as células T auxiliares e as células T citotoxicas. Estes linfécitos podem ser
diferenciados por expressar em sua membrana proteinas CD4 (T auxiliares) e CD8 (T
citotoxico). Estas células também reconhecem tipos de MHC especificos: a célula T
auxiliar reconhece antigenos MHC classe II enquanto as células T citotoxicas
reconhecem antigenos ligados ao MHC classe 1. O receptor do antigeno em linfécitos T
¢ denominado TCR (receptor de célula T) (DELVES & ROITT, 2000a; DELVES &
ROITT, 2000b; McNEELA & MILLS, 2001).

As células T CD4" respondem a antigenos apresentados por células
apresentadoras de antigeno, que compreendem os macréfagos, células dendriticas
interdigitantes e linfécitos B. As células T auxiliares subdividem-se em duas
subpopulagdes denominadas Thl ou Th2, diferenciadas por sua funcio e pelo tipo de
citocina que secretam. Produtos de bactérias e virus (incluindo lipopolissacarideos ou
LPS, DNA e RNA de bactérias) ativam células de resposta inata do sistema imune
(incluindo macréfagos e células dendriticas), levando a producao de IL-18 ou IL-12, as
quais induzem a diferenciacdo de células T precursoras ou “naive” para o subtipo Thl.
As células Thl secretam INFy e o fator de necrose tumoral 3 (TNFP) que medeiam a
resposta imune celular, incluindo a ativacio de macréfagos, reacdes de
hipersensibilidade e resposta inflamatéria. As células “naive” diferenciam-se no
subtipo Th2 quando células dendriticas apresentam patégenos helminticos, produtos
alergénicos ou quando na presenca de 1L-4. Este estimulo também pode ocorrer devido

a presenca de proteinas recombinantes soliveis. Este subtipo de linfécito T auxiliar
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secreta IL- 4, 5, 10, e 13 (McNEELA & MILLS, 2001). Em resumo podemos afirmar
que os dois tipos de imunidade encontram-se relacionados e atuam em simultaneo,

conforme esquema (Figura 04):
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Figura 04: Ilustracido esquemadtica que mostra a integracdo da resposta da imunidade inata e adquirida.
Fonte: http://cristiana7.blogspot.com. Acesso em 29/07/2008.

2.3- INFLAMACAO

A inflamacdo ou flogose (derivado de “flogistico” que, em grego, significa
“queimar”) € a reacdo dos tecidos a uma agressdo, que, portanto, perderam sua

homeostase e morfostase (BOGLIOLO, 2000).

A inflamacdo € a resposta do sistema imune aos danos causados as suas células e
tecidos vascularizados por patdégenos, como virus e bactérias, assim como por injuirias
quimicas ou fisicas. O processo inflamatério tem sido intensamente investigado desde o
inicio da era crista, quando Celsus (30 a.C. - 36 d.C.) definiu os quatro sinais principais
ou cardeais da inflamacgdo (rubor, tumor, calor e dor). A estes sinais Galeno, médico no

século XIX, acrescentou um quinto sinal, a perda de fung¢do da d4rea afetada
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(WANNMACHER; FERREIRA, 2004); como mostra a figura 05. A vermelhiddo
(rubor) e calor sdo resultantes do aumento do fluxo sanguineo local, sendo que, o rubor
ou eritema € produzido por uma intensa dilatacdo arteriolar, onde nesse processo,
contribuem decisivamente dois mediadores: as prostaglandinas (PEG2) e prostaciclinas
(PGI2) que sdo vasodilatadores (BOGLIOLO, 2000; COTRAN, 2001; RANG et al,
1993). O calor é um super aquecimento dos tecidos inflamados, provocados pela
prostaglandina (PGE2) liberada ou pelo metabdlito resultante de uma via metabdlica
(RANG et al, 1993; BOGLIOLO, 2000; COTRAN, 2001). O edema ¢é devido a uma
dilatacdo vascular, com o surgimento, também, de fendas no endotélio vascular, as quais
nao so facilitam migracdo dos leucdcitos para o espaco extravascular como também a
saida de elementos do sangue (plasma) do vaso (RANG et al, 1993; BOGLIOLO, 2000;
COTRAN, 2001). Na dor os metabdlitos do 4cido araquidonico liberados no processo
inflamatério t€ém um efeito hipersensibilizante nos receptores da dor (RANG et al,
1993; BOGLIOLO, 2000; COTRAN, 2001) com consequente ativacdo e sensibilizacdo
de fibras nervosas aferentes primdrias. Caso ndo haja resolu¢do do processo, pode
ocorrer a formacgdo de um quinto sinal: a perda da funcio do 6rgao (LAWRENCE et al.,
2002, SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). A perda da fun¢do, o quinto sinal
da inflamacdo, € muito importante, pois torna o organismo mais vulneravel a infec¢des
e impede o desempenho das atividades normais do paciente, prejudicando assim a sua

qualidade de vida (RANG et al, 1993; BOGLIOLO, 2000; COTRAN, 2001).

Sinais Cardinais da Inflamacao

Figura 05 - Sinais cardinais da inflamagéo (adaptado de Lawrence et al., 2004).
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As alteragdes que ocorrem nos tecidos no processo inflamatério podem ser
divididas em eventos vasculares e celulares. Os eventos vasculares se iniciam
imediatamente apds o estimulo inflamatério, caracterizando-se por vasodilatagdo,
aumento do fluxo sanguineo para o local inflamado e da permeabilidade microvascular,
resultando na perda de fluidos e proteinas para o tecido adjacente. Concomitantemente,
ocorre um aumento na expressdo de moléculas de adesdo pelas células endoteliais e

liberacdo de substancias quimioatraentes (REIS, 2006).

Estes efeitos resultam da acdo de mediadores inflamatérios, como a bradicinina,
histamina, citocinas, fatores do complemento, 6xido nitrico e prostaglandinas,
sintetizados localmente ou por células que migraram para o sitio inflamatério. Os
eventos celulares, iniciados algumas horas apds o estimulo inflamatério, consistem na
migracdo de leucdcitos até o local da injuria, inicialmente, neutréfilos e, posteriormente,
mondcitos, que se diferencia em macréfagos, que irdo fagocitar corpos estranhos e
restos celulares, conforme figura 06, que evidencia a diferenciacdo entre um tecido
normal e um inflamado. Estas células secretam enzimas proteoliticas e geram espécies
reativas de oxigénio (ROS) que irdo atuar sobre 0s micro-organismos invasores

(SMITH et al., 1998; LAWRENCE et al., 2002).

Finalmente, o estimulo nocivo cessa e a estrutura e funcdo do tecido normal &
restaurada. Caso a inflamagdo ndo se resolva, linfocitos, macréfagos e plasmdcitos

tomam parte no processo inflamatdrio, o que caracteriza a fase cronica (REIS, 2006).
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Figura 06: As primeiras manifesta¢des locais da inflamagdo aguda comparadas com o tecido normal. (1)
Vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo (causando eritema e calor). (2) Extravasamento e deposi¢ao
de plasma e proteinas (edema). (3) Migrag¢do e acimulo de leucécitos no local da lesdo (Adaptado de
KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

2.3.1 A funcao das células inflamatdérias

O neutréfilo é o primeiro tipo celular a migrar para o sitio inflamatério onde se
acumulam e contribuem para fase inicial da resposta inflamatéria (CADIEUX et al.,
2005). O processo de migracdo de neutréfilos para o espaco extravascular € dividido em
etapas distintas que compreendem: marginacdo, rolamento, adesdo e diapedese. Sua
migracdo e ativacdo durante a resposta inflamatdria resultam de vérios eventos, dentre
eles, a liberacdo de substancias quimioatraentes por células residentes. Estas substancias
sdo moléculas soliveis como produtos de bactérias (LPS e peptideos N-formilados),
componentes do complemento e quimiocinas. Tem sido demonstrado que durante a
inflamacdo, macréfagos, mastdcitos e/ou linfécitos controlam o influxo de neutréfilos
pelo aumento da liberagdo de citocinas, quimiocinas como a IL-8 ou leucotrieno By
(LEUNGE et al., 2001, RAMOS et al., 2003, SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY,
2004).

As quimiocinas (protefnas quimiotdticas) sdo uma familia de proteinas (8-10
kDa) que tem um papel crucial na inflamacdo devido a sua habilidade de induzir
migracdo e ativacdo de leucdcitos especificos. Estas quimiocinas sdo subdivididas em

quatro subfamilias (Quadro 03), de acordo com a posi¢do de um ou dois residuos de
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cisteina (C) na posicdo N-terminal: C (linfotactina), CC (MIP-1a, MCP-1,2, e 3,
RANTES, eotaxina, PARC/DC-CK1), CXC (IL-8, CINC-1, MIP-2, NAP-2, GRO-a, IP-
10 e MIG) e CX;C (fraquitalquina). As quimiocinas do tipo CXC sao subdivididas pela
presenca ou nao da sequéncia ELR (dcido glutamico, leucina e arginina) que precede a
CXC no N-terminal. As citocinas que possuem o dominio ELR-CXC (GRO a, B e v,
ENA-78, IL-8) estimulam o recrutamento de neutréfilos (RAMOS et al., 2003).

Quimiocina Tipo celular recrutado

C Linfécitos

CC Células mononucleares e eosindfilos
CXC Linfécitos

CXC-ELR Neutréfilos

CCX;C Mondcitos, células T e NK

Quadro 03 - Tipos de quimiocinas e células que recrutam (adaptado de Ramos et al., 2003.)

As moléculas de adesdo medeiam o contato entre duas células ou destas com a
matriz extracelular. Elas sao essenciais para a morfogénese e organizacao de tecidos e
orgdos e regulacdo da funcdo celular, e podem ser classificadas em familias, baseando-
se em suas caracteristicas moleculares comuns (revisado por HENRICKS & NIJKAMP,

1998).

As interacOes adesivas que permitem o rolamento dos leucécitos sao facilitadas
pelas selectinas e seus ligantes (LUSTER et al., 2005). As selectinas consistem em uma
familia de glicoproteinas expressas em leucdcitos (L-selectina), células endoteliais (E-
selectina) e plaquetas (P-selectina), e se ligam a determinados carboidratos sinalizados
nas células adjacentes (ROSEN, 1993; ALON et al., 1996). As L-selectinas se ligam
através de seu dominio lectinico aos oligossacarideos que apresentam por¢des sidlicas
(por exemplo: moléculas de Sialil-Lewis X) que estdo presentes na superficie do
endotélio. Para que ocorra a adesdo firme do leucécito ao endotélio ocorrendo o
“Shedding” de L-selectina, passando o leucdcito a expressar em sua superficie
moléculas de integrina, responsaveis pela interacdo de alta afinidade conhecida como
aderéncia. Estas integrinas se ligam as moléculas de adesdo celular da familia das
imunoglobulinas (ICAMs — intercellular-adhesion-molecules) expressas na superficie

do endotélio ativado. A continuacdo da migracdo requer ciclos de adesdo e
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desligamento, até que ocorra a diapedese do leucdcito (revisado por WORTHYLAKE &
BURRIDGE, 2001).

As forcas combinadas da interacdo ligante-selectina e a for¢a do fluxo vascular
promovem o rolamento dos neutréfilos. Com o progresso do rolamento, uma interacao
de alta afinidade, conhecida como aderéncia, desenvolve-se. A aderéncia € necessaria
para a subsequente diapedese e quimiotaxia do neutréfilo, e € mediada pela acdo das
integrinas e seus ligantes (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). O processo de

migracdo de leucdcitos para o sitio inflamatdrio se apresenta na figura 07.
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Figura 07: Etapas principais da migracéo de células imunes no local da inflamagao (Luster et al., 2005).

As integrinas fazem parte de uma familia de proteinas heterodiméricas
compostas das subunidades alfa e beta. As integrinas beta-2 sdo as mais amplamente
estudadas e compreendidas. Estas moléculas sdo compostas de subunidades alfa
distintas (CD11a, CD11b e CD11c) que sdo ligadas a uma subunidade beta em comum
(CD18) (GRANGER & KUBES, 1994). As integrinas beta-2 sdo expressas na
superficie de neutréfilos e interagem com ligantes, particularmente ICAM-1, que estdo
presentes na membrana das células endoteliais. Estas interacdes causam uma forte
aderéncia do neutréfilo no endotélio e facilitam a diapedese e a quimiotaxia. As

integrinas beta-2 e ICAMs estdo constitutivamente presentes na superficie dos
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neutréfilos e células endoteliais, mas sua expressdo € aumentada durante os periodos de
inflamacao, o qual promove a transi¢cdo do rolamento para a aderéncia (CARLOS &

HARLAN, 1990).

A partir da aderéncia, o neutréfilo deve penetrar o endotélio € a membrana basal
para entrar no ambiente extravascular inflamado. Os neutréfilos passam através das
jungdes das células endoteliais, um processo que é parcialmente facilitado pela retragao
endotelial (DEL MASCHIO et al., 1996). A PECAM-1 facilita a diapedese ao diminuir
a ades@o do neutréfilo ao ICAM-1 e estd presente nas superficies laterais de células
endoteliais e de neutréfilos, mediando a ligagdo do neutréfilo ao endotélio e deste ao
CD31 em neutréfilos. O processo do rolamento, aderéncia e diapedese sio mediados
através de complexas interacdes entre moléculas de adesdo em neutréfilos e células

endoteliais (SHERWOOD &TOLIVER-KINSKY, 2004).

Ao chegarem ao sitio inflamatério, os neutrofilos fagocitam os micro-
organismos opsonizados (C3b) e desgranulam-se liberando enzimas lisossomais, além
de radicais livres e antagonistas da IL-1 com o objetivo de bloquear a infec¢do. Os
macréfagos também tomam parte deste processo, atuando na fagocitose do antigeno e
liberando diversos mediadores, como citocinas, radicais livres, 6xido nitrico, enzimas,
eicosanoides, entre outros, de grande importancia no processo inflamatério. Quando a
inflamacdo ndo € contida pela atividade de neutréfilos, macréfagos e células T sdo
“recrutados” levando a formagdo de um processo inflamatério cronico. Este processo é
caracterizado pela infiltragdio de células mononucleares, destruicio tecidual e
substituicao do tecido lesado por tecido conjuntivo, com proliferacao de pequenos vasos
sanguineos e fibrose (DELVES & ROITT, 2000a; DELVES & ROITT, 2000b, revisado
por FALGARONE et al,. 2005).

2.3.2 Mediadores Inflamatorios

2.3.2.1 Derivados do 4cido araquiddnico (AA)

O é4cido araquidonico (4cido 5,8,11,14-eicosatetraendico) € um dcido graxo
poliinsaturado de 20 atomos de carbono, cuja cadeia possui quatro ligagdes duplas. Sao
encontrados na membrana plasmética, sendo um componente de grande importancia

para a fluidez da membrana. As duplas ligacdes deste fosfolipidio sdo sitios comuns de
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atuacdo de radicais livres, de enzimas como a ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase

(LOX) e do citocromo P450 (BRASH, 2001).

Em condicdes fisiolgicas, uma fosfolipase Ca*” independente (iPLA») é a
principal enzima relacionada a liberagdao de AA, porém sua fun¢do € a de remodelagem
da membrana celular e para manuten¢do do equilibrio homeostitico do organismo, e
nio a de induzir a sintese de prostandides. As moléculas de AA sdo reincorporadas,
porém quando ocorre um aumento de Ca** intracelular, uma fosfolipase Ca** -
dependente € ativada (cPLA;), atuando na posi¢do sn-2 do glicerol, liberando o AA,
alterando o equilibrio de liberacdo-captacdo, o que deixa o AA livre para ser

metabolizado conforme mostra a figura 08 (FITZPATRICK & SOBERMAN, 2001).
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Figura 08: Desenho esquematico do metabolismo do acido araquiddnico.

http://www.sistemanervoso.com/images/pgc/iac_09.jpg. Acesso em 29/07/2008.

2.3.2.1.1 Via das Ciclooxigenases (COX)

O 4cido araquidonico € alvo de metabolismo de enzimas prostaglandinas (PG)
G/H sintases (PGHS, vulgarmente conhecidas como ciclooxigenases — COX),
lipoxigenases e epoxigenases para a formacdo de produtos biologicamente ativos

representados na figura 09.
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Figura 09 - Via das Ciclooxigenases: produtos finais e tipos de receptores aos quais se ligam (Hata &

Breyer, 2004).

As enzimas COX sdo proteinas bifuncionais, pois possuem atividade
ciclooxigenase e hidroperoxidase, catalisando a transformacdo do AA nos PG
endoperdxidos, intermedidrios PGG, e PGH,. Estes sofrem acdo de isomerases e
sintases tendo como produtos finais PGs e tromboxano A, (TXA;). Todos estes

produtos vao agir via receptores ligados a proteina G (GROSSER et al., 2006).

Existem dois tipos de COX: a COX-1 e a COX-2. A COX-1 € constitutivamente
expressa em 6rgaos e tecidos, e atua formando mediadores que irdo atuar em diversas
fun¢des homeostasicas, como a protecdo do trato gastrintestinal, influenciando no fluxo
renal e na agregacdo plaquetdria. A COX-2 € expressa em resposta a estimulos

inflamatoérios, estimulos fisioldgicos e fatores de crescimento, estando envolvida na
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sintese de prostaglandinas que medeiam a dor e atuam no processo inflamatério. Sdo
expressas por macrofagos, sinovidcitos e células endoteliais (LIPSKY, 1999;

DANNHARD & KIEFER, 2001).

Um terceiro tipo de COX (COX-3) tem sido descrito. Esta teria origem no
RNAm da COX-1, que manteria o intron 1. A diferenca no nimero de aminoacidos é de
30-34, dependendo da espécie estudada (mamiferos). Os primeiros estudos mostraram
que esta enzima ¢é sensivel a farmacos analgésicos e antipiréticos como o
acetoaminofen, fenacetina e dipirona, e esta sensibilidade explicaria o efeito de

farmacos nao esteréides na dor e na febre (WARNER & MITCHEL, 2004).

Com relacdo aos produtos da COX, ambas as formas atuam formando PGG,
(uma vez que haja AA disponiveis), que é reduzido ao endoperéxido instdvel PGH,.
Este € substrato para outras enzimas que sdo responsdveis pela producdo das cinco
principais prostaglandinas bioativas: PGE,, PGF,a, PGD, e PGI, (prostaciclina) e TXA,
(HATA & BREYER, 2004). Estas atuam em seus receptores especificos na membrana
plasmdtica da célula alvo (Figura 09): DP para PGD,, EP para PGE,, FP para PGF,a, 1P
para PGI, e TP para TXA,; (WARNER & MITCHEL, 2004).

As prostaglandinas sdo potentes mediadores inflamatérios, podendo induzir
febre, aumentar a sensibilidade a dor, e estimular numerosas fun¢des celulares
(VILLAREAL et al., 2001; CHARLIER & MICHAUX, 2003). Algumas das atividades

bioldgicas dos produtos da via das COX est@o descritas no quadro 04.
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PGs Sistema Vias aéreas Trato Rim Trato Inflamacao
Cardiovascular gastrintestinal Reprodutivo
PGD, | Vasodilatadora
Contragdo da Potente
i i musculatura .
PGE, | Vasodilatadora Broncodilatadora ! vasodilatadora
uterina
Protecdo da mucosa Estimulo do Contragdo da Febre,
i astrica . .
PGF.a Broncoconstritora & fluxo renal e musculatura hiperalgesia
diurese uterina
Protecdo da mucosa Estimulo do Relaxamento da Potente
i i astrica .
PG Anticoagulante | Broncodilatadora £ fluxo renal e musculatura vasodilatadora
diurese uterina
Vasoconstritora, . Aumento da Inibicdo do
TXA, .- | Broncoconstritora a1
agregante plaquetdria permeabilidade fluxo renal

Quadro 04 - Atividade biolégica dos produtos da COX (Charlier & Michaux, 2003).

2.3.2.1.2 Via das lipoxigenases

Os leucotrienos (LTs) constituem a segunda maior familia de derivados do AA.

Os LTs resultam da atividade da 5-lipoxigenase (5-LOX), como mostra a figura 10. A

5-LOX € uma enzima da familia das peroxidases. Trés enzimas foram observadas em

seres humanos e sdo classificadas de acordo com a posicao de oxigenacdo do AA: a 5-

LOX, 12-LOX e 15-LOX, que inserem O, nas posi¢des C5, C12 e C15 do AA,

respectivamente e produzem os acidos 5-, 12-, e 15-hidroperoxido eicosatetraendico

(HPETE) (CHARLIER & MICHAUX, 2003).
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Figura 10 - A cascada da 5-LOX (Charlier & Michaux, 2003).

A 5-LOX catalisa a oxidacdo do AA no C5 formando 5-HPETE, seguido da
desidratacdo deste hidroperdxido, formando o LTA4. Este pode ser metabolizado a
LTBy, reacdo catalisada pela LTA4 hidrolase. A biossintese do leucotrieno ¢ dependente

da enzima ativadora de 5-LOX (FLAP), uma proteina de membrana que se liga ao AA e

facilita a acao da 5-LOX (RUNARSSON et al., 2005).

O LTA,4 pode ainda ser conjugado a glutationa, formando LTC,4. Este pode ser
metabolizado a LTD,4 e LTE, pela eliminacdo sucessiva do 4cido glutamico e da glicina
pela acdo da y-glutamil-transferase e uma dipeptidase especifica, respectivamente
mostrado na figura 10 (CHARLIER & MICHAUX, 2003). Os LTs sao hormodnios
pardcrinos e possuem diversos efeitos bioldgicos, mediados pela ligacdo a receptores
especificos do tipo proteina G, denominados BLT; e BLT,. O primeiro tem grande
afinidade pelo LTBs enquanto o segundo tem pouca, porém liga-se a outros

eicosandides.
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O LTB4 € um potente quimioatraente de neutréfilo e estimulador de adesdo de
leucdcitos as células endoteliais. Outras acdes do LTBy4 incluem a estimulagdo de IL-5
em linfocitos T, efeitos quimiotaticos em eosindfilos ativados pela IL-5, secrecao de
radical anion superéxido por neutréfilos e efeitos antiapoptdticos em neutrdfilos

(OKUNO et al., 2005).
2.3.2.1.3 Via do CYP450 (P450)

A via das monooxigenases CYP450 gera a partir do AA 4cidos
epoxieicosatriendicos (EETs), que sdo hidrolisados a dcidos diidroxieicosatriendicos
(DHETS) e hidroxieicosatriendicos (HETEs). Ocorre no cérebro, pulmao, figado, em

células vasculares periféricas, e em células vasculares e tubulares renais.

Estudos tém demonstrado que os derivados epdxi, produtos do P450, tem
multiplas atividades bioldgicas. Por exemplo, tem sido citada a atuacdo dos EETs na
secrecdo de hormodnios peptidicos, no tonus da musculatura vascular e bronquial, e
sobre canais 16nicos. Também estdo relacionados a regulacdo da proliferacio celular,

inflamacdo, homeostase e em diversas vias de sinalizagdo (ROMAN, 2002).
2.3.2.1.4 Via dos mediadores lipidicos anti-inflamatérios

E bem conhecido que o tecido inflamado gera estimulos pré-inflamatérios para
dirigir a inflamag¢do aguda, mas hd também uma producdo local e sist€mica de
mediadores endégenos que contrabalancam estes eventos pré-inflamatérios. Pesquisas
recentes tém descoberto novos mediadores lipidicos anti-inflamatérios endogenos que
possuem potentes efeitos imunomoduladores e anti-inflamatérios. Eles sdo as lipoxinas,
as prostaglandinas ciclopentenonas (cyPGs), resolvinas e proteinas (SERHAN &

SAVILL, 2005).

As lipoxinas sdo produtos do metabolismo transcelular de derivados do AA,
gerados in vivo pela a¢do da lipoxigenase ou a¢ao conjunta das enzimas lipoxigenase e
ciclooxigenase, enquanto que as cyPGs sdo metabdlitos espontianeos de prostaglandinas

que sdo formadas pela acao da ciclooxigenase (LAWRENCE et al., 2002).

A ativagdo da “via biossintética” das LXs ocorre quando polimorfonucleares

(que expressam 5-LOX) interagem com células residentes no sitio inflamatério (que
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expressam 15-LOX), ou seja, o AA sofre a acdo de ambas as lipoxigenases, formando a
LX. Uma segunda via de formacgdo de LX € a interacdo de células de origem mieldide
(5-LO) e plaquetas (12-LOX) (VACHIER et al., 2002). Uma terceira via de sintese de
lipoxina tem origem na terapia com baixas doses de aspirina, que acetila o sitio
catalitico da COX-2, alterando a atividade de C20:4 para 15R-HETE, ao invés da
formacgdo de prostandides. A atividade da 15-LO de leucdcitos leva a formacao de um
andlogo da LX, a 15-epi-lipoxina. As LXs atuam inibindo diversos sinais pré-
inflamatorios, tais como a migracao de neutréfilos e eosinéfilos e estimulam a migragcao
de mondcitos, que podem levar resolu¢do do processo e promover o reparo tecidual.
Devido a baixa meia-vida das LX, estudos t€ém sido realizados com o objetivo de
sintetizar andlogos ativos (como o 16-(para-fluor)-fenoxi-LXA4), o que pode
futuramente surgir como alternativa para o tratamento de inflamagdes (FIERRO &

SEHRAN, 2001). O papel das LX est4 resumido na figura 11.

Mondcito Endotélio
Macrofago : SO Inibe mobilizacdo de P-selectina ,
g Estlmuemags;ggotama Atenua a expressdo de CD11/CD18 Células

Antagonismo de receptor CisLT

‘.. Mesangiais

el
e T

Estimula fagocitose
de PMN apoptéticas
IFibroblasto Inibi¢do da prohferagao

quimiotaxia

- ﬂ“‘“-u e adesdo

pat Lipoxina

Inibui¢do producdo de IL-8 e IL-6
PMN

estimulada por IL-1B
Diminui¢do da expressdo de MMP-3
en aumento da expressdo de TIMP

N A itéah Inibigdo da quimiotaxia
Eosinofilo Celula do Eplte"o Gl adesdo e transmigracao;

o Inibicdo da producdo de 3
Im})lgio dg superoxido por IL-1B; 5
quimiotaxia Inibicdo da liberagdo de IL-8 Inibicdo do “Shedding” ¥, =
e da secregdo de IL-5 estimulada por citocinas de L-Selectina; :

e eotaxina ¢ por patégenos Estimulo da produgdo IL-4 .

Figura 11 - As principais a¢des bioldgicas das lipoxinas (LXs), lipoxinas aspirinas-ativadas (ATLs) e
seus andlogos estaveis em células especificas pertinentes a inflamag@o e sua resolugdo. As LXs inibem a
ativacdo de neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs) e eosinéfilos, € promovem o clearence de leucécitos
apoptéticos por macréfagos no sitio inflamatério. Também foi demonstrado que as LXs alteram a
expressdo de citocinas e de moléculas de adesdo que influenciam entdo a transmigragdo de leucdcitos
(adaptado de McMabhon et al., 2001).
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A resolu¢@o da inflamacdo pode ser vista como um componente integral da
inflamacao aguda. Evidéncias recentes sugerem que um programa de resolugdo, ativo e
coordenado, ocorre nas primeiras poucas horas apds o inicio de uma resposta
inflamatéria. Depois de entrar no tecido, os granuldcitos promovem a troca de
prostaglandinas e leucotrienos por lipoxinas, que iniciam a sequéncia da resolu¢do. O
recrutamento de neutréfilos entdo cessa e a morte programada por apoptose inicia. Estes
eventos coincidem com a biossintese de resolvinas e protetinas, que encurtam
criticamente o periodo de infiltragdio do neutréfilo por iniciar a apoptose.
Consequentemente, os neutrdfilos apoptdticos sofrem fagocitose por macréfagos,
levando a limpeza do local e liberagdo de citocinas anti-inflamatérias, como o TGF-B1.
O programa anti-inflamatdrio se finaliza com a saida dos macréfagos para os vasos

linfaticos (SERHAN & SAVILL, 2005).

Entendendo estes mecanismos em mais detalhes podemos desenvolver drogas
capazes de resolver os processos inflamatérios de uma forma direcionada e controlada

(REIS, 2006).
2.3.2.1.5 Fator de Ativacao Plaquetdria

O fator de ativacdo plaquetdria (PAF) é um derivado do AA (liso-gliceril-
fosforilcolina) que possui receptores especificos nas células e atua no processo
inflamatério como vasodilatador, aumentando a permeabilidade vascular, como fator
quimioatraente para leucdcitos, principalmente eosinéfilos, ativando a cascata de
agregacdo plaquetdria e € espasmogénico para musculatura lisa (PRESCOTT et al.,

2000).
2.3.2.2 Oxido nitrico

Em 1980, Furchgott descobriu um fator liberado das células endoteliais que
causava vasodilatacdo, e que anteriormente era denominado fator de relaxamento
derivado do endotélio (EDRF) (PALMER et al., 1997). O fator tratava-se do 6xido
nitrico (NO), um gés soldvel, produzido ndo apenas por células endoteliais, mas
também por macréfagos e neurdnios especificos no cérebro, atuando de maneira
parécrina sobre células-alvo (ROBBINS et al., 2000). Este é formado pela clivagem do
aminoécido essencial L-arginina, formando NO e L-citrulina (MONCADA et al., 1991).
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O NO estd envolvido nos processos fisiologicos de vasodilatacdo,
neurotransmissdo e inflamacio. E gerado pela atividade da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) que pode ser encontrada em trés isoformas, sendo uma induzida e duas
constitutivas (MONCADA, 1993; BREDT & SNYDER, 1994). A 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS), é dependente de cdlcio e é expressa constitutivamente por células
endoteliais e ndo-endoteliais; a 6xido nitrico sintase neuronal (nONS) também é
expressa constitutivamente e € predominantemente encontrada em tecido neural; e a
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) € induzida por lipopolissacarideo de bactéria ou
citocinas como, por exemplo, fator de necrose tumoral o (TNFa) (ROBBINS &

GRISHAM, 1997; BRED & SNYDER, 1994).

z.

E proposta uma diversidade de atividades bioldgicas para este gis e bem
estabilizado o papel do oxido nitrico no endotélio vascular que medeia o relaxamento da
musculatura vascular pelo aumento da formagcdo de monofosfato de guanilato ciclase.
No cérebro este atua como neurotransmissor mediando a ativacdo de glutamato
(MONCADA et al, 1991). Em processo inflamatério o NO modula reagdo inflamatéria
aguda e cronica e outros processos do sistema imunolégico (GOODWIN et al., 1999),
como por exemplo, a sua atividade antimicrobiana e citotoxica quando liberado por

macréfagos (MONCADA at al., 1991; LASKIN & LASKIN, 2001).

Nas reagdes bioldgicas a enzima NOS tende sempre a produzir complexos
quimicos mais estdveis, como a formag¢do de proxido nitrico, grupos tidis em proteinas e
a nitracdo de residuos de tirosina em proteinas, com o intuito de diminuir a toxidade

dentro da célula (BRED & SNYDER, 1994; MONCADA et al., 1991).

Os produtos finais da formagdao do NO in vivo sdo o nitrito (NO;) e o nitrato
(NO3). A proporcao de NO, € encontrado no meio reacional em quantidade suficiente
para ratificar a presenca de NO (MARLETTA, 1993). A formacgdo de espécies reativa
de nitrogénio € importante na determinacdo das atividades anti-inflamatoérias e
inflamatérias do 6xido nitrico (SAUTEBIN, 2000). Como exemplo para esta interacao,
Asanuma e colaboradores (2001), verificaram que os radicais de NO podem ativar
COX-1 e COX-2 aumentando a produgdo de prostaglandina que pode agravar processos

inflamatorios.
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O 6xido nitrico (NO) € um gés simples e instdvel com meia vida de alguns
poucos segundos (IGNARRO, 1990). O o6xido nitrico e seus derivados, nitrito e
peroxinitrito, sdo importantes agentes pré-inflamatérios. As medidas do NO e seus
derivados, assim como, o estudo da sintase induzivel de 6xido nitrico, sdo indices uteis
para avaliacdo da inflamacdo e para o acompanhamento da resposta terapéutica as

drogas anti-inflamatorias (COSTA et al.,1999).

2.3.2.3 Histamina

A histamina € uma amina bdsica armazenada em granulos nos mastocitos e
baséfilos. E secretada quando componentes do complemento C3a e C5a reagem com
receptores nas células, ou quando antigenos interagem com a IgE fixada as células. Seu
papel no processo inflamatério € contribuir com a vermelhiddo, inchago, calor e dor
local. Estimula também a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio

(VILLARREAL et al., 2001).

2.3.2.4 Serotonina (5-hidroxitriptamina)

Esta substancia € encontrada na parede intestinal, no sangue e no sistema
nervoso central (SNC), atuando principalmente como neurotransmissor € como potente
vasodilatador. Em resposta ao estimulo inflamatério, que ird ativar plaquetas, a
serotonina € liberada na circulagdo, e, juntamente com outros mediadores, ird estimular

a vasodilatacdio (MALININ et al., 2004).

2.3.2.5 Cininas

As cininas (bradicinina e calidina) sdo formadas por cininogénios de alto e baixo
peso molecular pela acdo da serino-proteases calicreina. Uma vez liberados estes
peptideos sdo rapidamente degradados por um grupo de enzimas denominadas

“cininases”.

A bradicinina é um nanopeptideo que possui dois receptores: B1 e B2, sendo o
receptor do tipo 2 o mais investigado. Este € expresso constitutivamente no organismo,
mediando a maioria dos efeitos biolégicos da bradicinina. J& os receptores do tipo 1 sdo

seletivos para os metabolitos des-arg-bradicinina e des-arg-calidina e sua expressdo
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ocorre rapidamente em condi¢des patologicas ou em resposta a agentes pro-

inflamatérios (LPS e citocinas).

As cininas modulam a maioria dos eventos observados no processo inflamatério
incluindo a vasodilatacdo, o aumento da permeabilidade vascular, o extravasamento de

plasma, a migracao celular, também a dor e a hiperalgesia (CALIXTO et al., 2000).
2.3.2.6 - Adenosina deaminase: Um mediador enzimético

A adenosina deaminase (adenosine amino hydrolase, EC 3.5.4.4.) ¢ uma enzima
encontrada em muitos tecidos de mamiferos, esta envolvida no metabolismo de bases
ptricas, capaz de catalisar a desamina¢do da adenosina, formando inosina como produto

(FOX & KELLEY, 1978; RODRIGUES et al., 1994).

Pacientes com deficiéncia na producdo de adenosina deaminase (ADA)
desenvolvem uma imunodeficiéncia combinada (GIBLETT et al, 1972). Ambas as
respostas imunes, humoral e celular, destes pacientes com severa deficiéncia
imunodepressora, apresentam uma diminui¢do do ndmero de linfécitos no sangue
periférico (WARA & AMMANN, 1975). Sua participacdo na proliferagdo de linfécitos
foi bem demonstrada por Hovi e colaboradores (1976), que exp0s linfcitos normais do
sangue periférico de humanos a um agente mitogénico em comparacdo com o efeito da
coformicina, um potente inibidor da ADA. Com isso, observou-se a diminui¢do na
proliferacdo de linfocitos nas culturas tratadas com coformicina, que nao responderam
ao agente mitogénico, em contraste com o aumento da atividade enzimdtica provocada
pelo agente mitogénico sem tratamento com coformicina, comprovando sua importancia
na resposta mitogénica e antigénica de linfocitos (HOVI et al., 1976). A ADA, também,
catalisa a desaminacgao de diversos outros nucleosideos de adenina, e tem sido utilizado

comumente como mediador da resposta imune (MURPHY et al., 1982).
2.3.2.7 Fatores Derivados do Plasma: Cascata de Coagulacdo e Sistema Complemento

A cascata de coagulagio é ativada durante a injuria do tecido e infecgdo. E
dividida em duas vias (intrinseca e extrinseca) que convergem levando a ativagcdo de
trombina com a subsequente clivagem de fibrinogénio em fibrina. A ativagcdo da cascata
de coagulacdo ndo é apenas importante na formagao do codgulo, mas tem importantes

efeitos na resposta pré-inflamatéria. A trombina e o complexo fator tecidual — VIla
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podem induzir a producdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a por células
endoteliais e mononucleares. Portanto, a inflamac¢do aguda causa ativacao da cascata de
coagulacdo, a qual pode potencializar a resposta inflamatéria (SHERWOOD &
TOLIVER-KINSKY, 2004).

O sistema complemento consiste de aproximadamente 20 proteinas soliveis
interativas, produzidas principalmente pelo figado, que circulam no sangue e nos fluidos
extracelulares. Os componentes iniciais do complemento sao ativados primeiro. Existem
trés grupos de componentes do complemento, pertencentes a trés vias distintas de
ativacdo do complemento — a via cldssica, a via de lectina e a via alternativa. Os
componentes iniciais do complemento das trés vias atuam localmente para ativar C3,
que € o componente-chave do sistema complemento. A via cldssica € ativada por
molécula de anticorpo tipo IgG ou IgM ligadas a superficie do antigeno. A lectina de
ligacdo com manose (Mannan-binding lectin), a proteina que inicia a segunda via de
ativacdo do complemento, ¢ uma proteina sérica que forma clusters de seis unidades
globulares passiveis de ligacdo com carboidratos, reunidas em torno de uma haste
central semelhante ao coldgeno. Este arranjo liga-se especificamente a residuos de
manose e de fucose da parede celular da bactéria, os quais apresentam espagamento e
orientagdo tais que permitem um encaixe perfeito dos seis sitios de ligacdo com
carboidratos, fornecendo um excelente exemplo de receptor de reconhecimento de
padrdes. Na via alternativa, o C3 € espontaneamente ativado em baixos niveis, € o C3b

resultante adere covalentemente tanto as células hospedeiras quanto ao patdgeno

(ALBERT et al., 2004), conforme demonstrado na figura 03.

O sistema complemento, como anteriormente citado, os fragmentos C3a e C5a
sdao anafilotoxinas que agem no aumento da permeabilidade vascular causando a
liberacdo de mediadores por mastocitos. Além disso, fragmento CS5a tem atividade

quimiotética para neutréfilos (BEUTLER, 2004).

2.3.2.8 Citocinas

As citocinas sdo peptideos ou glicoproteinas secretadas que coordenam as
atividades de varias células envolvidas na resposta inflamatéria. As citocinas sdo
sintetizadas por diversos tipos celulares, dentre eles fibroblastos residentes, células

endoteliais e epiteliais, células dendriticas, NK, linfécitos T, sendo que
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mondcitos/macréfagos sdo seus maiores produtores. Atuam regulando as fungdes
efetoras das células inflamatdrias, além de ajudar na sinalizacdo da maturidade e morte
destas células. Seu efeito € pleiotrépico e redundante, uma vez que uma mesma citocina
desempenha diversas fungdes e regula a expressao e liberacdo de outras. A expressao
dos genes das citocinas acontece principalmente pela ativacdo de proteinas quinase
(como MAPK e PKC) e fatores de transcricdo como o NF-kB (Fator Nuclear-kB) e AP-
1 (Proteina de Ativacdo-1). Eles sdo translocados ao nicleo, se ligam as regides
promotoras e regulam a transcricdo destes genes indispensdveis na resposta
inflamatéria, como os das enzimas iNOS, COX-2, receptores e moléculas de adesdo

(CALIXTO et al., 2004; SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004).

As citocinas podem ser agrupadas de acordo com sua estrutura e funcdo como
interleucinas, fatores de crescimento, interferons, fatores de necrose tumoral e
quimiocinas, entretanto a inclusdo em um determinado grupo ndo exclui a citocina de
outro grupo (por exemplo, IL-8 € interleucina e quimiocina) (SIMPSON et al., 1997).
Quimiocinas importantes na inflamacdo aguda, além da ja citada IL-8, incluem a

eotaxina, GRO, CINC-1 e RANTES. (CALIXTO et al., 2004).

As citocinas podem ter cardter pro- ou anti-inflamatério. As principais citocinas
pré-inflamatérias sdo TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15 e IL-18, enquanto que as anti-
inflamatérias sdo IL-4, IL-10, IL-13 e TGFp e a resposta inflamatéria € minuciosamente
controlada, havendo um balanco entre estas (VILLAREAL et al., 2001; SHERWOOD
& TOLIVER-KINSKY, 2004).

2.3.2.9 Radicais livres
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Os radicais livres possuem um importante papel no processo inflamatério agudo
e cronico. Durante o processo inflamatério, as células fagociticas (neutréfilos e
macréfagos) secretam substancias oxidantes, radicais livres e compostos eletrofilicos,
gerados por enzimas como a mieloperoxidase (MPO) liberada por neutréfilos, ou pela
iINOS e superéxido dismutase (SOD) produzida por macréfagos, como € mostrado na

figura 11 (DEDON & TANNENBAUM, 2004).
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Figura 12 — Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e suas principais atividades. Adaptado de Dedon
& Tannenbaum, 2004.

Neutrofilos ativados geram anions superdxido por ativacdo da MPO, que
converte o anion superdxido em outras espécies reativas, tais como perdxido de
hidrogénio, radicais hidroxil, 4cido hipocloroso e N-cloraminas. Estes irdo entdo agir
sobre agentes infecciosos, assim como em células sadias e, dependendo do grau de
lesdo, podem trazer consequéncias severas para o individuo (ROOS 1991; SELLOUM
et al., 2001). Os principais alvos destes radicais livres sdo: a membrana plasmaética,

acidos nucléicos e proteinas.
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2.3.3 Farmacos anti-inflamatorios

Existem duas classes principais de farmacos anti-inflamatérios: os
glicocorticéides (esterdides) e os farmacos anti-inflamatérios ndo - esterdides

(FAINES).

Pesquisas recentes tém buscado novas terapias, tentando sintetizar substancias
que atuem em pontos cruciais do processo inflamatério como a adesdo de leucdcitos,
bloqueio de enzimas como a COX e a 5-LOX, porém os glicocorticéides e os FAINES

ainda sdo os mais utilizados.

2.3.3.1 Farmacos anti-inflamatorios esterdides (glicocorticoides)

Os farmacos representados pelos glicocorticdides sao potentes agentes usados na
terapia de vdarias patologias, como a artrite reumatoéide, o lupus eritematoso sist€mico,
asma e outras doencas inflamatdrias cronicas e/ou auto-imunes (REIS, 2006). Estes
exercem seus efeitos pela ligacdo a receptores citoplasmaticos nas células alvo. O
complexo glicocorticéide - receptor € translocado para o nicleo onde se liga a
seqiiéncias cis do DNA, sequéncias conhecidas como elementos de resposta a
glicocorticéides, modulando a transcricdo de genes - alvo especificos de maneira
positiva (ativando) ou negativa (inibindo). Além disso, foi descrito que o complexo
receptor — glicocorticdide pode modular a transcri¢do nao através da ligagcao direta ao
elemento de resposta ao glicocorticdide, mas interferindo nas diversas vias de
sinalizacdo como, por exemplo, alterando a atividade de fatores de transcri¢do como o
NF- kB e o AP-1. Consequentemente, uma ampla variedade de genes pré-inflamatérios
e imuno-reguladores sao negativamente modulados por estes farmacos, incluindo os que
codificam a IL-1, TNF-o, IL-2, IL-6, IL-8, GM — CSF (fator estimulador de coldnia
granulécito — macréfago), receptor de 1L-1, ICAM-1, MCP-1, RANTES, E-selectina,
colagenase, iNOS, fosfolipase A; e COX-2 (KAWAMURA et al., 2000).

Os glicocorticéides apresentam efeitos colaterais se usados em altas doses ou se
administrados por longos periodos, tais como: imunossupressdo, supressao da sintese de
glicocorticéides enddgenos, agdes metabdlicas, osteoporose e a Sindrome de Cushing

(KAWAMURA et al., 2000).
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2.3.3.2 Farmacos anti-inflamatoérios nao-esteroidais (FAINES)

Os FAINES siao amplamente prescritos para o tratamento de dores, febres e
inflamacdo, e t€ém como alvo especifico a inibicdo da atividade das ciclooxigenases.
Estes farmacos competem com o AA pela ligacao ao sitio ativo desta enzima. Devido a
sua inibicdo nao especifica, FAINES clédssicos como a Indometacina reduzem a
producdo de prostaglandinas pré-inflamatérias (via inibicdo da COX-2), mas também a
formacdo de prostaglandinas fisiologicas (via inibi¢gdo da COX-1), levando ao
surgimento de efeitos colaterais tais como ndusea, diarréia, vomitos e irritacao do trato

gastrintestinal (CHARLIER & MICHAUX, 2003).

A classificacdo dos FAINEs estabelece que os inibidores sejam distinguidos de

acordo com a sua interagdo com a COX-1 e COX-2.

» Inibidores irreversiveis de COX-1 e COX-2: aspirina ou o-(acetoxifenil)
hepta-2 inil-sulfideo (APHS) acetilam irreversivelmente o residuo de serina da COX-1 e
COX-2 inibindo sua atividade ciclooxigenase, porém sem afetar sua atividade como
peroxidase;

» Inibidores reversiveis competidores de COX-1 e COX-2: inibidores
como ibuprofeno, piroxicam ou dcido mefenadmico competem com o 4cido araquiddnico
pelo sitio catalitico da COX;

» Inibidores tempo—dependente lentos de COX-1 e COX-2: a indometacina
e o flurbiprofen parecem agir por interagc@o idnica entre sua cadeia funcional carboxilica
e o residuo de arginina da COX;

» Inibidores irreversiveis tempo—dependente de COX-2: os representantes
deste grupo sdo seletivos para COX-2, como o celecoxib, rofecoxib e outros. Eles sao
momentaneamente inibidores competidores de COX-1, mas inibem a COX-2

irreversivelmente por um processo tempo — dependente lento.

O avanco dos estudos do mecanismo de a¢do dos metabdlitos da COX levou ao
desenvolvimento de inibidores seletivos para COX-2, tais como Nimesulida,
Meloxicam, Rofecoxib, Celecoxib entre outros que mostraram efeito seletivo para
COX-2 (CHARLIER & MICHAUX, 2003). A tabela 01 mostra alguns inibidores de

COX, bem como, suas respectivas classes quimicas correspondentes.
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Tabela 01 - Inibidores de COX e suas classes.

MEMBROS
Classe COX-1 Seletivos
nao-seletivos para COX-2
Alcanonas Nabrunetona
Acidos antranilicos Acidos meclefenimico e
mefenamico
Acidos arilpropionicos Ibuprofen, flubiprofen,

ketoprofen, naproxen, SC560

Diarilheterociclicos Celecoxib, etoricoxib,
parecoxib, refecoxib,
valdecoxib

Di-tert-butil-fenois Darbufenola

Acidos Endlicos Piroxicam, tenoxicam, Meloxican

fenilbutazona
Acidos Heteroaril acéticos Diclofenaco, ketorolac, Lumiracoxib
tolmetin
Indol e indenos de acido acético Indometacina, sulindac Amidas e esteres da

indometacina, etodolac

Derivados para-amionofendlicos

Acetaminofen
Derivados do 4cido salicilico Aspirina, diflunisal, o-(acetoxifenil) hepta-2-
sulfasalazina inil-sulfato (APHS)
Sulfanilideos Nimesulide, flosulide

Fonte: Adaptado de Warner e Mitchell, 2004.

Estudos farmacolégicos tém levantado questdes sobre o uso de inibidores
seletivos de COX-2, tais como: 1) a COX-2 é constitutivamente expressa no rim e no
trato reprodutivo, sendo assim, é importante em varios processos fisiologicos, regulando
a func¢do renal, ovulagcdo e diversas etapas da gravidez, como nidacdo e angiogénese,
essenciais para estabilidade da placenta; 2) a COX-1 atua como protetora da mucosa
gastrointestinal, ou seja, seu uso pode provocar os mesmos sintomas dos anti-
inflamatérios cldssicos, ou seja, efeitos colaterais gastrointestinais desagradaveis; 3) a
inibicdo da COX-2 desregula o balango da producdo de PGI, e TXA,; em favor do
segundo, podendo aumentar o risco de eventos trombéticos e 4) as PGs produzidas pela
COX-1 atuam na inflamagdo e na hiperalgesia, ou seja, apenas doses altas dos

inibidores seletivos da COX-2 inibem a COX-1 de forma inespecifica (CHARLIER &
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MICHAUX, 2003). Em resumo, esta geracdo de inibidores seletivos ainda ndo foi a
resposta para tratamento da inflama¢do com diminuicdo de efeitos colaterais.
Comprovando este fato, o farmaco comercial Vioxx® (Rofecoxib) foi retirado do
mercado apds apresentar efeitos colaterais no sistema cardiovascular e casos de derrame

(REIS, 2006).

Diante destas evidéncias, a nova estratégia que vem sendo desenvolvida é a
sintese de farmacos inibidores tanto de COX-2 quanto de 5-LOX, pois quando a COX ¢é
inibida, hd um desvio do metabolismo para a via da 5-LOX, contribuindo com o
processo inflamatdrio e alguns efeitos adversos causados pelos FAINES. Estes farmacos
ainda ndo estdo sendo comercializados, mas representam uma alternativa as drogas
cléssicas e inibidoras seletivas de COX-2, por apresentar auséncia de toxicidade no trato

gastrintestinal (CHARLIER & MICHAUX, 2003).

2.3.3.3 Inflamacao e Produtos Naturais

Nos dltimos anos, um significante nimero de evidéncias surgiu indicando
diversos grupos quimicos derivados de produtos naturais como substancias
farmacologicamente potentes e de grande interesse terapéutico (CALIXTO et al., 2003).
Muitos produtos derivados de metabdlitos secundérios de plantas sdo conhecidos por
interferir direta ou indiretamente em moléculas ou mecanismos envolvidos no processo
inflamatério. Dentre eles, podemos citar os metabdlitos do AA, a produgdo de
mensageiros secunddrios (como cGMP e cAMP, vérias proteinas quinases, célcio,
dentre outros), a expressdo de proto-oncogenes (cJUN, cFOS e cMYC), e a ativagdo de
fatores de transcricio como AP-1 e NF-kB, além da expressio de moléculas pro-
inflamatérias, como iNOS, COX-2, citocinas (IL-1B, TNF-a, dentre outras),

neuropeptideos e proteases (revisado por CALIXTO et al., 2003, 2004).

Dentre os grupos quimicos mais comuns de origem natural com possivel efeito
anti-inflamatério  podemos citar: compostos fendlicos, lignanas, terpenos
(sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, clerodanos e saponinas), alguns fitoesterdides e

alcaléides (CALIXTO et al., 2004; REIS, 2003).

Apesar do crescente interesse na fitoquimica, poucos compostos derivados de

plantas tém sido submetidos a triagens clinicas para confirmar seu potencial efeito anti-
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inflamatorio. Estes estudos sdo necessarios para confirmacao da eficicia destes produtos
bem como da seguranca (através de ensaios de citotoxicidade) do uso destes em

processos inflamatérios (REIS, 2003).

2.4 - A FISIOTERAPIA: O ULTRASSOM TERAPEUTICO COMO RECURSO
FISICO ANTI-INFLAMATORIO

A Fisioterapia atua como tratamento coadjuvante na recuperacdo dos tecidos
organicos lesados se utilizando de varios métodos e técnicas que visam de um modo

geral melhora do bem estar fisico e psiquico do individuo (LANGE et al., 2003).

Na fisioterapia € comum o emprego da terapia por ultrassom nas lesdes de partes
moles, com efeito, antidlgico, antiedema, anti-inflamatério e de aceleracdo na
recuperacao do tecido lesionado (LOW & REED, 2001). No entanto, a utilizacdo do
ultrassom como fonoforese ou sonoforese que € a energia ultrassonica utilizada para
introduzir componentes ativos de farmacos de forma transdérmica nao € utilizado no

cotidiano dos servigos de fisioterapia (BARRETO & MATOS, 1998).

2.4.1 - O ultrassom terapéutico

O ultrassom terapéutico € utilizado em medicina desde o final da década de 40
do século passado e, dependendo da frequéncia das ondas, passou a ser utilizado para o
diagnéstico por imagem, cura terapéutica ou destrui¢do tecidual (STARKEY, 2001;
GUIRRO & GUIRRO, 2002). Trata-se de um dos recursos mais utilizados pela
fisioterapia no tratamento das mais variadas lesdes musculoesqueléticas agudas e
cronicas (MCDIARMID & BURNS, 1987; ROBERTSON, 2001). Frequentemente,
varios autores sugerem que o ultrassom possui a¢do pro-inflamatdria, ou seja, acelera a
resposta inflamatéria do processo de reparacdo, promovendo a liberacdo de histamina,
macréfagos e mondcitos, além de incrementar a sintese de fibroblastos e coldgeno
(SNOW & JOHNSON, 1988; KITCHEN & PATRIDGE, 1990; LOW & REED, 2001;
GUIRRO & GUIRRO, 2002).

Outros efeitos benéficos tém sido demonstrados, por exemplo, no tratamento de
ulceras varicosas (DYSON & SUCKLING, 1978) cicatrizacdo tendinosa
(ENWEMEKA, 1989, JACKSON et al, 1991, GAN et al., 1995, BARROS Jr., 2001),

reparacdo de lesdes musculares (MENEZES et al., 1999), reparacdo de lesdes nervosas
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e na facilitagdo da penetragdo transcutdnea de farmacos de uso tdpico, especificamente
corticosteréides (BYL er al., 1993), vasodilatadores (Mc ELNAY, et al., 1993) e
proteinas (MITRAGOTRI ez al., 2003).

A utilizagdo do ultrassom terapéutico na terapia de reparacdo cutanea tem acao
importante sobre as diversas fases do processo inflamatério. Sua a¢do na fase inicial da
reparagdo € uma aceleracdo do processo, aumentando a liberacdo de fatores de
crescimento pela desgranulagao dos mastdcitos, plaquetas e macréfagos (GONCALVES

& PARIZOTTO, 1998).

2.4.1.1 - Fisica do Ultrassom

As ondas ultrassonicas ndo fazem parte do espectro eletromagnético da mesma
forma que as ondas curtas ou micro-ondas. Embora sejam produzidas eletricamente, as
ondas ultrassonicas sdao ondas de compressio (ARNOULD-TAYLOR, 1999).
Conforme descrito por Rosim (2003), as ondas ultrassonicas para fins terapéuticos sao
geradas quando um campo elétrico de alta frequéncia (1 — 3 MHz) € aplicado sobre um
cristal piezoelétrico localizado no transdutor do aparelho de ultrassom, que vibra na
mesma frequéncia do campo, produzindo ondas acusticas de alta frequéncia. As
frequéncias das ondas ultrassonicas variam de 20.000 a 20.000.000 de ciclos por
segundo, sendo que, cada ciclo corresponde a uma pressdo-rarefagdao por segundo (onde,
1 ciclo/s = 1 Hz). A frequéncia para terapia varia de 0,7 a 3 MHz. No Brasil se trabalha
com frequéncia de 1 e 3 MHz (COHEN & ABDALLA, 2005).

As ondas acusticas geradas sdo pobremente transmitidas através do ar,
resultando no retorno das ondas para o transdutor, deste modo, faz-se necessario um
meio acoplador, geralmente um gel condutor, entre o transdutor ultrassonico e a
superficie do corpo a ser tratada (AGNE, 2004; ROSIM, 2003; ARNOULD-TAYLOR,
1999; KITCHEN & BAZIN, 1996).

A possibilidade de usar diferentes frequéncias entre 1 e 3 MHz, é importante na
medida em que as frequéncias mais altas, que correspondem a 3 MHz, sdo absorvidas
mais rapidamente, tornando-as especificas para o tratamento de tecidos mais

superficiais, enquanto que frequéncias baixas, correspondente a 1 MHz, penetram
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profundamente, devendo ser aplicadas para os tecidos mais profundos (ROSIM, 2003;

AGNE, 2004; MITRAGOTRI et al., 2003 & DOCKER, 1987).

As ondas ultrassOnicas apresentam como caracteristicas: o comprimento (A), a

amplitude (A), periodo (T) e frequéncia (f) (TER HAAR, 1987).

O comprimento de onda corresponde a distancia entre regides adjacentes de
compressdo ou de rarefacdo mdaxima, cujas particulas se encontram em um mesmo

estado de movimento, em um dado instante de tempo (TER HAAR, 1987).

A amplitude corresponde ao deslocamento méximo de uma particula a partir de

sua posicdo de equilibrio (TER HAAR, 1987).

O periodo € o intervalo de tempo necessario para que uma particula realize um

ciclo completo de movimento (TER HAAR, 1987).

A frequéncia corresponde ao nimero de vezes que uma particula realiza um

ciclo oscilatério por unidade de tempo (TER HAAR, 1987).

A onda ultrassonica € de natureza longitudinal, ou seja, a direcdo de propagacado
¢ a mesma que a dire¢do de vibracdo (AGNE, 2004). As ondas ultrassdnicas possuem
feixe cilindrico irregular no campo préximo tornando-se mais regular no campo distante

(LOW & REED, 2001).

2.4.1.2 - Tipos de ondas

Dos trés tipos de ondas ultrassOnicas existentes, a longitudinal, a transversal e a
onda estaciondria; a longitudinal é a mais comum, na qual a velocidade e aceleracdo
estdo na dire¢do de propagacao da onda. Elas sdo transportadas em meios liquidos ndo

viscosos (COHEN & ABDALLA, 2005).

As transversais sdo formas comuns de propagacdo de ondas em sdlidos. A
movimentacdo das particulas é perpendicular a direcio da propagacdo das ondas

(COHEN & ABDALLA, 2005).
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Ja as estaciondrias poderdo ocorrer quando duas ou mais ondas se combinam,
formando uma nova onda. Elas ocorrem a intervalos fixos de meio comprimento de

onda (COHEN & ABDALLA, 2005).

2.4.1.3 - Tipos de Ultrassom

O modo de transmissdo das ondas ultrassdnicas pode ser continuo ou pulsado. O
continuo possui caracteristicas como, ondas sonicas continuas, sem modulacdo, efeitos
térmicos e micromassagem (diatermia). Sua utilizacdo ocorrerd quando ambos os

efeitos, térmicos e ndo térmicos, forem necessarios (COHEN & ABDALLA, 2005).

Ja o modo pulsado possui caracteristicas de ondas sonicas pulsadas, modulagdo e
amplitude com frequéncia de 16 Hz a 100Hz, efeitos térmicos minimizados e efeitos
nao-térmicos (COHEN & ABDALLA, 2005). Este modo € mais bem indicado quando o
calor produz dor, quando houver necessidade de reducdo de velocidade da condu¢do em
fibras nervosas, raizes nervosas ou ganglios, quando houver necessidade de regeneracao
de tecidos, quando a aplicacdo for feita em processos inflamatérios (na fase aguda e
sub-aguda) e quando houver necessidade de efeitos ndo térmicos (COHEN &

ABDALLA, 2005).

2.4.1.4 - Caracteristicas do ultrassom terapéutico

2.4.1.4.1 - Atenuacgdo

Para Agne (2004) a atenuagdo € diretamente proporcional a frequéncia do
ultrassom utilizado, ocorrendo maior perda da intensidade quanto maior for a sua
frequéncia empregada. Estes fatores tém sido estudados em laboratérios com meios
homogéneos permitindo o entendimento na pratica clinica, mesmo que aproximada, da
profundidade a que podemos chegar e a intensidade necessdria para alcancar um nivel

terapéutico apropriado.

Essa atenuac@o vai ocorrer quando a amplitude e a intensidade diminuirem a
medida que as ondas de ultrassom sob forma de feixe passar através de qualquer meio.
Esta diminuicdo de intensidade é causada pela difusdo do som em um meio
heterogéneo, pela reflexdo e refracdo nas interfaces e pela absor¢io do meio (TER

HAAR, 1987).
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O feixe de ultrassom tem sua intensidade reduzida pela metade a determinada
distancia (D/2), que dependera da natureza do meio e da frequéncia de ondas. Ondas de
frequéncias altas sdo absorvidas mais rapidamente e possuem menor D/2 do que
frequéncias baixas, portanto, quanto mais alta a frequéncia, € menor o comprimento de
onda, maior serd sua absorcdo. Existirdo valores diferentes de atenuacdo para cada

tecido apresentado na tabela 02 (COHEN & ABDALLA, 2005).

Tabela 02: Atenuacio das ondas ultrassdnicas em diferentes tecidos.

Profundidade média D/2 em diversos meios

1MHz 3MHz Obs.
Tecido Osseo 2,1lmm _
Pele 11,Imm 4mm
Cartilagem 6mm 2mm
Ar 2,5mm 0,8mm
Tecido tendinoso 6,2mm 2mm
Tecido muscular 9mm 3mm Feixe perpendicular ao tecido
24,6mm 8mm Feixe perpendicular ao tecido
Tecido adiposo 50mm 16,5mm
Agua 115mm 3.833.3mm

Fonte: Adaptado de Cohen e Abdalla, 2005.

2.4.1.4.2 - Absorcao

A absor¢do ocorre através de um meio que recebe energia vibracional e a
transforma em energia molecular. As proteinas sdo as estruturas que mais absorvem esta
energia, devido a presenca de tecidos macromoleculares (STARKEY, 2001; COHEN &
ABDALLA, 2005). A energia ultrassonica ¢ bem absorvida em proteinas de tecido
nervoso, ligamentos, cdpsulas intra-articulares, tenddes com alta concentracdo de
coldgeno e hemoglobina. Ao contrario, o ultrassom ndo € bem absorvido pela pele e

gordura (COHEN & ABDALLA, 2005).

Os principios da absor¢do dizem que quanto maior a frequéncia, menor o
comprimento da onda, e maior serd a absorcdo superficial, sendo dependente da:
impedancia acustica do tecido, densidade do tecido e suas interfaces, frequéncia do

ultrassom, quantidade de proteina do tecido, quantidade de 4dgua e gordura, angulo de
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incidéncia, viscosidade do fluido, reflexdo, refracdo e ondas transversais mostrado na

tabela 03 (COHEN & ABDALLA, 2005).

Tabela 03: Comportamento da absor¢@o do ultrassom em relacio a frequéncia.

Coeficiente de absorc¢iao

Frequéncia MHz Miisculo Gordura Sangue
1 0,12 0,04 0,18
3 0,36 0,16 0,58

Fonte: Cohen e Abdalla, 2005 (adaptado de Wodsworth e Chanmugan).

2.4.1.4.3 - Reflexdo

Reflexdo ocorre quando uma onda ndo consegue atravessar a proxima densidade.
A onda bate em um objeto e inverte sua direcdo, retornando. A reflexdo pode ser
completa, quando toda energia é impedida de entrar na préxima camada de densidade,

ou pode ser parcial (STARKEY, 2001).
2.4.1.4.4 - Refracao

E um desvio da onda de som nas virias interfaces dos tecidos. A onda penetra no
tecido ou interface a um angulo (a4ngulo de incidéncia), e sai a um angulo diferente
(angulo de refracdo), modificando assim sua velocidade (COHEN & ABDALLA,
2005).

2.4.1.4.5 - Profundidade de Penetracao

Embora as ondas ultrassonicas demonstrem facilitar a penetracdo transcutianea
de uma variedade de farmacos, o mecanismo desse fendmeno no que concerne a
frequéncia ultrassonica ideal para o transporte através da camada cérnea a uma
profundidade satisfatéria de acdo do farmaco, ainda ndo estd bem esclarecido pelos

estudos cientificos pesquisados.

Agne (2004) descreve que a medida que o feixe ultrassonico avancga nos tecidos,
vai perdendo sua intensidade. Isto se da por diversos fatores, desde a propria absor¢cao
das ondas ultrassonicas pelo meio até as diversas reflexdes. Também, se produzem

dispersdes e perdas de dire¢do por refracdo, podendo tornd-las menos eficazes como
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agente terapéutico. A profundidade de penetracdo estd em relagdo inversa com a
frequéncia. A profundidade ainda € bastante discutida, obviamente pelas metodologias
distintas utilizadas nos diferentes estudos de investigacdo cientifica (AGNE, 2004;

MITRAGOTRI et al., 2003).

Se aceita que, com ultrassom com frequéncia de 1MHz se pode alcancar mais de

Scm e com 3MHz a penetragao efetiva é aproximadamente 3cm (AGNE,2004).
2.4.1.5 - Efeitos fisicos do ultrassom
2.4.1.5.1 - Efeitos Nao-Térmicos

Os efeitos ndo térmicos das ondas ultrassonoras incluem cavitagdo, correntes
acusticas e ondas estaciondrias. A cavitagdo € a formacdo de pequenas bolhas gasosas
nos tecidos como resultado da vibracao do ultrassom. E a cavitacdo pode ser: estavel ou
transitéria. A cavitacio estavel ocorre quando bolhas oscilam de um lado para o outro
dentro da onda de pressao do ultrassom, mas permanecem intactas. Quando o volume da
bolha se altera, ela colapsa (implodir), causando aumento na temperatura € na pressao

local, caracterizando a cavitagao transitéria (LOW & REED, 2001).

A cavitagdo estdvel, associada com as correntes acusticas, € considerada de valor
terapéutico, mas a cavitagdo transitéria, que provavelmente s6 ocorre com altas

intensidades, pode causar danos teciduais (TER HAAR, 1987 LOW & REED, 2001).

Correntes Acusticas: E um fluxo circulatério devido ao torque de irradiagdo.
Além disso, ocorre um movimento localizado e unidirecional de liquido em torno da
bolha que estd vibrando. Esses movimentos muito pequenos de liquido também ocorrem
em torno das células, caracterizando o efeito chamado de microfluxo (LOW & REED,

2001).

As ondas estaciondrias ocorrem como resultado da sobreposi¢do das ondas
incidentes e refletidas. Visto que a onda estaciondria consiste em duas ondas
superpostas, além de um componente de deslocamento, as intensidades e pressdes de
pico sdo mais elevadas que as da onda incidente normal. Células fixas, como as células
endoteliais que revestem os vasos sanguineos, podem ser lesadas, levando a formacgao

de trombos (LOW & REED, 2001).
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As ondas estaciondrias sdo evitadas com a simples movimenta¢cdo continua do

cabecote ultrassonico durante o tratamento (TER HAAR, 1987 LOW & REED, 2001).

O calor e a cavitagdo sdo os mecanismos que causam a maioria dos efeitos
terapéuticos do ultrassom (TER HAAR, 1987). Provavelmente, sdao também os dois
mecanismos que explicam a facilitagdo da penetragcdo transcutdnea de medicamentos na

pele tratada com esse recurso.

2.4.1.5.2 - Efeitos Térmicos

Quando as ondas ultrassonicas se deslocam através dos tecidos, parte delas é
absorvida gerando calor nos tecidos. A energia sonora é convertida em energia térmica
proporcional a intensidade do ultrassom. Se o calor ndo € dissipado pelos meios
fisiolégicos normais, ocorre aumento da temperatura local que resulta nos efeitos

térmicos (LOW & REED, 2001).

Segundo Low e Reed (2001), a alteracdo nos vasos sanguineos decorrente do
aquecimento da superficie € a vasodilatacdo que ocorre nao somente para distribuir o
calor adicional do corpo, permitindo perdas compensatérias em outras regides do corpo,
mas também para proteger a pele de lesdes. Segundo os autores, a vasodilatacio

decorrente do calor € causada por varios outros mecanismos, tais como:

- efeito direto sobre os capilares, arteriolas e vénulas, de natureza ainda nao bem

compreendida, fazendo com que todos dilatem;

- alterac@o metabdlica com liberacao adicional de diéxido de carbono e acido
l4tico, aumentando a acidez dos tecidos aquecidos, que tende a provocar vasodilatacio

2

- dano protéico local, com reacdo inflamatéria e liberagao de bradicininas e de

substancias semelhantes a histamina, que levam a vasodilatagao.

2.4.2 - Equipamento de Ultrassom

O ultrassom € constituido de duas partes, um circuito elétrico e um transdutor. O
circuito elétrico converte a tensao da rede em corrente alternada. O transdutor recebe

esta voltagem de corrente alternada que tem a mesma frequéncia de ressonancia do
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cristal. Deste modo, a energia elétrica é convertida em energia mecanica (KOEKE,

2003).

O transdutor que emite onda ultrassdnica sempre € menor que o cabegote que o
contém. A ERA (Area Efetiva de Emissdo) do cabecote do tratamento é um pardmetro
importante que determina a intensidade da onda ultrassonica. Como o elemento
piezoelétrico ndo vibra uniformemente, a ERA serd sempre menor (10/20%) que a area

geométrica do cabecote de tratamento (AGNE, 2004).
2.4.3 Sonoforese ou fonoforese

Fellingner e Schmid (1954) descreveram o primeiro estudo sobre a associacio de
ultrassom com o uso de hidrocortisona para o tratamento de poliartrite para os dedos da
mao. A partir desse estudo, varias pesquisas t€m sido realizadas para se esclarecer quais
sao os mecanismos de acdo da fonoforese (MITRAGOTRI, 1995; PANCHAGNULA,
1997).

Sonoforese ou fonoforese, também conhecida como ultrafonoforese, € uma
forma ou sistema especial de acoplamento direto, que realiza o transporte transdérmico
através das ondas ultrassOnicas para facilitar a introducdo dos farmacos aplicados
topicamente (AGNE, 2004; MITRAGOTRI et al., 2003; MITRAGOTRI et al., 1995,
BRASILEIRO et al. 2003).

Por consistir na introducdo de drogas selecionadas ao interior dos tecidos
bioldgicos, sob a influéncia do ultrassom terapé€utico, torna-se um método muito
vantajoso, pois a droga ndo ¢ introduzida de forma invasiva, e sim de forma tdpica,
onde penetra nos tecidos, sem passar pelo figado, diminuindo a eliminagao metabdlica
das substincias, sendo menos agressivo ao trato gastrintestinal e menos traumético ao
enfermo, promovendo diminuicdo dos efeitos colaterais sistémicos, pois as
concentracdes dos farmacos podem ser menores que as utilizadas nos outros métodos,
evitando altas concentragdes ou valores subterapéuticos (STARKEY, 2001,
PANCHAGNULA, 1997). Entretanto, apresenta uma baixa permeabilidade através da
pele o que torna uma desvantagem ao método de aplicacdo (WU et al., 1998; AGNE,
2004; MITRAGOTRI, 2003; ROSIM, 2003).
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A indugdo a absorcdo transcutinea de drogas pela sonoforese se baseia na
perturbacdo tecidual, ou seja, na mudanca da estrutura das camadas cutaneas (LOW &
REED, 2001). O ultrassom aumenta a penetracdo transcutanea por pressado somadtica,
podendo chegar a média a atingir entre 4-5 cm de profundidade (AGNE, 2004). Pode
ser aplicado com um gel ou 6leo medicamentoso como meio de acoplamento do

transdutor ultrassonico.

O modo de emissdo das ondas ultrassonicas pode ser decisivo para a penetracao
do farmaco. No modo continuo a geracdo de onda ultrassOnica, permanece constante
durante todo o tempo, o que poderia aperfeicoar a interacdo do ultrassom com o
farmaco e o tecido. Porém, o modo pulsado € mais frequente na rotina clinica por
permitir que o efeito mecanico da terapia prevaleca sob o efeito térmico, favorecendo o

processo de reparo dos tecidos (PARIZOTTO et al., 2003).

2.4.3.1 - Transmissividade

A transmissdo da onda ultrassonora através de um meio acoplante esta
relacionada as suas caracteristicas acusticas como impedancia, coeficientes de reflexao,

transmissdo e atenuacdo (CASAROTTO, 1999).

Quando a aplicacdo ocorrer com gel ou 6leo medicamentoso como meio de
acoplamento, deve-se ter certeza de que esse € um bom transmissor ultrassonico, caso

contrério, pouco provavel que o tratamento logre éxito (LOW & REED, 2001).

Este fato foi observado por Benson e McElnay apud Rosim (2003), que
pesquisaram as caracteristicas de transmissdo ultrassonica de um grande ndmero de
substancias diferentes e chegaram a alusdo de uma grande variacao de transmissividade
entre as mesmas. A transmissividade de cada formulacdo é dada pela porcentagem da

transmissdo da substincia em relacdo a da 4gua deionizada.

A transmissividade é uma propriedade intrinseca dos géis, mas aumenta com a
energia ultrassOnica. Todavia, frequéncias elevadas de ondas ultrassonicas podem
causar quebra nas cadeias de polimeros responsdveis pela viscosidade dos agentes
utilizados nas formulacdes topicas, fluidificando-os e reduzindo sua capacidade de

atenuar a energia ultrassonica (BENSON & McELNAY apud ROSIM, 2003).
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Entretanto, este fendmeno ainda ndo sofre total esclarecimento cientifico,

necessitando maiores investigagdes e pesquisas cientificas a respeito do assunto.

Este estudo propde-se a verificar os efeitos do 6leo-resina de copaiba, aplicada
em modelos inflamatdrios induzido por diferentes agentes flogisticos em edema de pata
e pleurisia induzida por lipoplissacarideo, além de modelo antinociceptivo de contor¢dao
abdominal por 4cido acético em camundongos, visando contribuir para a compreensao

dos mecanismos de acdo desta substancia no processo inflamatério.
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3 - OBJETIVOS:

3.1 - OBJETIVO GERAL

Estudar o processo da atividade anti-inflamatéria do 6leo-resina de copaiba da
espécie copaifera reticulata utilizando como modelos farmacoldgicos de estudo
experimental da inflamacdo aguda o edema de pata, pleurisia, contor¢ao abdominal e air

pouch provocado por diferentes agentes flogisticos em camundongos.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a acdo do 6leo-resina de copaiba da espécie copaifera reticulata como anti-
inflamatério em aplicacdo tépica no modelos experimentais de reacdo inflamatdria

aguda;

- Avaliar o potencial nociceptivo do Oleo-resina de copaiba da espécie copaifera
reticulata como analgésico em aplica¢do via oral em modelo experimental de reacdo

algica aguda;

- Medir a a¢do anti-inflamatdria do 6leo-resina em modelos experimentais sob aplicacdao
tépica e via oral do 6leo-resina de copaiba da espécie copaifera reticulata e comparar

com grupo controle positivo e negativo;

- Contribuir para o estudo farmacolégico do Oleo-resina de copaiba da espécie
Copaifera reticulata tendo como interesse a sua utilizacdo no arsenal terapéutico da

fisioterapia através da técnica de fonoforese;

- Estudar o mecanismo de acdo das concentragdes do 6leo-resina de copaiba da espécie

copaifera reticulata.
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4 - JUSTIFICATIVA:

Devido ao grande niimero de indicagdes medicinais, o 6leo-resina de copaiba ja
foi considerado a verdadeira panacéia, mas a sua utilizacdo e, principalmente, sua
prescricio médica diminuiram muito nas dltimas décadas. A época do seu
descobrimento pela terapéutica ocidental, algumas de suas principais propriedades
foram deixadas de lado em funcdo de sua grande atividade contra alguns males para os
quais nao havia medicacdo eficiente, aliado a descoberta neste século de agentes
terapéuticos sintéticos mais eficientes. Nos tultimos anos, entretanto, o retorno a
terapéutica natural trouxe de volta os fitoterdpicos para as farmdcias de todo o pais, mas
o conhecimento de sua utilizacdo e suas aplicacdes se perderam ou aparecem bastante
confusos nas centenas de publicagdes que ndo apresentam mais que duas ou trés
propriedades farmacoldgicas ja bastante conhecidas (CASCON & GILBERT, 2000;
VEIGA JUNIOR & PINTO 2002; VEIGA JUNIOR at al., 1997; SOUZA-JUNIOR et
al., 2000).

No norte do Brasil, o caboclo faz amplo uso do 6leo-resina de copaiba. Ele o
utiliza como produto medicinal e também como combustivel na iluminagdo publica das
pequenas cidades ribeirinhas. As grandes distancias, que devem ser vencidas na floresta
para encontrar as copaibeiras, em geral 0,2 - 0,3 4rvores por hectare, faz com que a
mistura do 6leo-resina de copaiba com outros dleos torne-se uma pratica comum. Os
mateiros muitas vezes armazenam no mesmo recipiente os 6leos de todas as copaibeiras
que encontram, sem se preocuparem se provém de drvores da mesma espécie botanica

(FREISE apud VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).

E bastante comum a adulteracdo do Sleo de copaiba com produtos de menor
valor agregado, com o objetivo de diluir o 6leo. Estas adulteragdes ja eram descritas,
desde o comego do século passado, tanto na Europa, onde o dleo, exportado, era
misturado com 6leo de madeira e colofane como no Brasil, onde publicagdes alemas
ensinavam como e onde comprar 6leos de boa qualidade em cidades da Amazdnia (PIO

CORREA apud VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).

Hoje em dia ainda € comum que intermedidrios na comercializacdo do dleo-

resina de copaiba o misturem com 6leo diesel e banha animal. Essas adulteragdes devem
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ainda ser somadas aquelas praticadas pelos laboratérios farmacéuticos, que utilizam
Oleos vegetais comestiveis como a soja e o milho para a diluicdo. S6 recentemente uma
metodologia para detectar estas adulteragdes foi desenvolvida (CASCON & GILBERT,
2000; VEIGA JUNIOR & PINTO 2002).

Existem diversas indicacdes para a utilizacdo do Oleo-resina de copaiba com
pouco respaldo cientifico, muitas delas citadas em diversos trabalhos cientificos, sendo
que, as propriedades ja comprovadas por meio de modelos experimentais sdo: anti-

inflamatéria, cicatrizante, analgésica e gastroprotetora (SOUZA-JUNIOR et al., 2000).

Diante das variadas aplicagdes terapéuticas dos Oleos de copaiba, sdo muito
reduzidos os estudos farmacoldgicos descritos até o momento, para estes Oleos. A
grande maioria destes estudos ndo indica a espécie de onde proveio o 6leo, nem
informam a época e o local de coleta. A auséncia destas informag¢des abre uma grande
lacuna de incertezas em relagdo a autenticidade destes 6leos, uma vez que estudos sobre
a autenticidade de 16 diferentes tipos de 6leos de copaiba comerciais, por cromatografia
gasosa de alta resolucdo, mostraram que em grande parte, 6leos de copaiba diferentes
sdo misturados, tendo sido comprovado também adulteracdo, possivelmente com 6leo
de soja. Além disso, estudos etnobotanicos relacionados aos 6leos de copaiba, relatam
que nem todas as arvores exudam 6leos apropriados para o uso medicinal (MACIEL, et

al., 2002).

Na maior parte dos trabalhos publicados, a composicdo quimica dos 6leos de
copaiba ndo € fornecida. Em alguns trabalhos a espécie botanica ndo foi nem
identificada, faz-se apenas mencdo ao 6leo de copaiba comercial (MACIEL, et al.,

2002).

A necessidade de estudar o mecanismo anti-inflamatério de acdo do dleo-resina
de capaiba da espécie Copaifera reticulata, a espécie mais comum na regido amazonica,
particularmente, no Estado do Parda (MARTINS-DA-SILVA, R.C.V.; PEREIRA, J.F. &
LIMA, H.C., 2008) quanto as suas vias de aplicacdes em concentracdes nao toxica
aliada a vantagem da fonoforese por ser uma técnica ndo invasiva. Em fase da eficacia
das diversas vias de aplicacdo ainda ndo possuirem um modelo comparativo
experimental que seja totalmente comprovada existindo, portanto, controvérsias, o que

remota a este motivo da realizag¢do do presente estudo.
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5 - MATERIAL E METODO:
5.1 - LOCAL DE REALIZACAO

O trabalho foi realizado apés ser aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de
Animais da Universidade do Estado do Pard - UEPA, através do protocolo n°® 44/08,
sendo realizado em conformidade com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), em concordancia com a Lei Federal n° 6.638, de 08 de maio de 1979, que
estabelece normas praticas didético-cientifica de conduta de pesquisa experimental em
animais e foram conduzidos de acordo com as orientacdes para os cuidados com
animais de laboratério (ZIMMERMANN, 1983). Todo o desenvolvimento experimental
teve anuéncia do Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Fundagdo Instituto

Oswaldo Cruz — FIOCRUZ/R]J.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Neuroquimica e Biologia Celular
da Universidade Federal do Parda — UFPA e no Laboratério de Imunofarmacologia —

Pavilhdao Ozoério de Almeida - Fundagao Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ - RJ.
52  CARACTERISTICA DO ESTUDO

O presente estudo foi experimental de cardter quantitativo analitico e

randomizado.
5.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste experimento, foram utilizados camundongos da linhagem Swiss Webster
(SW) machos; com idade entre 06 a 08 semanas; peso variando entre 20 a 35 gramas,
procedentes do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério — CECAL da Fundacgdo
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ - RJ. Os animais foram mantidos em gaiolas
metdlicas coletivas, com no maximo cinco animais por gaiola, sob condicdes
controladas de temperatura 23 + 2°C, ciclo fotoperiodo de 12 horas claro/escuro e
alimentados com ragdo NUVILAB CR-1 (Nuvital Nutrientes Ltda., Parand, Brasil) e

dgua ad libitun, os quais foram fornecidos apenas durante o ciclo claro (7 — 19 horas).

54  CRITERIOS DE EXCLUSAO
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Como critério de exclusdo, foi padronizada a inclusdo de camundongo da
linhagem Swiss Webster (SW) machos, com idade entre 06 a 08 semanas, peso variando
entre 20 a 35 gramas, além dos animais que foram a 6bito durante os procedimentos
experimentais; na induc¢do anestésica; ou no procedimento de administracdo do

tratamento.

5.5 APARATO EXPERIMENTAL

5.5.1 Preparacao das gaiolas

Todos os animais foram mantidos em gaiolas metélicas (steel house)
identificadas segundo cada grupo de pesquisa com dimensdes padronizadas de 20 x 20 x

30 cm com fundo recoberto com palha de arroz e tela aramada.

5.5.2 Equipamento de ultrassom

Para os grupos que receberam tratamento veiculado com o ultrassom terapéutico,
foi utilizado o modelo Sonacel expert da marca Bioset - Industria de Tecnologia
Eletronica Ltda. Parametros fisicos utilizados foram: frequéncia de 3 MHz, area de
irradiacdo efetiva (ERA) 3,6cm?; modo de corrente pulsado (frequéncia do pulso =
100Hz — 1/2); intensidade média de 0,4 W/cm?; durante cinco minutos, em movimento
circular hordrio do cabecote em toda a extensdo da regido da pata direita na
conformidade da descri¢cao de Durigan e colaboradores (2005) e no modelo de bolsa de
ar (air pouch) descrito previamente por Selye (1953) e adaptado por Ghosh e
colaboradores (2000).

Este equipamento atende os requisitos da norma de segurangca para
equipamentos eletromédicos IEC 601 (norma geral) e ICE 601-2-5 (norma particular

para equipamentos de ultrassom).

5.5.3 Especificacoes do 6leo de copaiba

O Oleo-resina de copaiba da espécie Copaifera reticulata apresenta aspecto
liquido, fino, odor fraco e coloragdo amarelo claro. Este tipo de 6leo é geralmente
utilizados, na medicina popular, industria farmac€utica e cosmética (OLIVEIRA;

LAMEIRA & ZOGHBI, 2006).
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O Odleo-resina de copaiba utilizado neste experimento foi extraido de arvore
copaibeira da espécie Copaifera reticulata, familia das Leguminosae (divisao
Caesalpinioideae), sendo aplicado na sua forma pura. Foi utilizada a quantidade de 20

ml, que apds a extracdo, foi armazenada em tubo falcon de 50 ml.

O O¢leo-resina de copaiba foi obtido na Estacdo Cientifica Ferreira Penna —
ECFPn, Floresta Nacional de Caxiuana, localizada no municipio de Melgaco no Estado
do Pard, Estacdo Cientifica administrada pelo Museu Paraense Emilio Goeldi - MPEG

em Belém — Par4, autorizado através do Oficio MPEG/Caxiuana n°® 018/2008.

Conforme o modelo descrito com modificacao por Oliveira; Lameira e Zoghbi
(2006), para a coleta do dleo-resina de copaiba foram utilizadas plantas adultas nativas
de espécie de Copaifera reticulata com mais de trinta anos de idade. As drvores foram
perfuradas aleatoriamente com um trado tradicional de 02 cm de didmetro e 45 cm de
comprimento, fazendo-se dois orificios na altura de 1 m e 1,50 m, respectivamente. As
amostras de 6leo-resina de copaiba foram armazenadas em recipientes de plasticos (tubo
falcon de 50 ml) e protegidas da acdo da luz com papel aluminizado. Posteriormente
foram transferidos em frascos, de vidros (20 ml) para posterior utilizagdo e andlise. O
orificio da arvore, apds o completo escoamento do éleo-resina, foi vedado com cano do
tipo PVC com 3 de didmetro e 10 cm de comprimento contendo uma tampa de plastico

visando facilitar as outras coletas e evitar residuos de madeira e penetracdo de insetos.

A identificacdo botanica da planta foi feita pelo Dr. Anténio Sérgio Lima da

Silva, Pesquisador do Museu Paraense Emilio Goeldi - MPEG, Belém - Paré, Brasil.

5.5.3.1 Preparo do 6leo-resina para tratamento via oral e topico.

Para o teste da atividade bioldgica do Oleo-resina de copaiba da espécie
copaifera reticulata nos modelos farmacoldgicos experimentais estudados o 6leo-resina
foi diluido em etanol 15%, tween 20 1,25% em solucdo de salina fisioldgica. As doses
testadas foram de 10, 100 e 500 mg/kg/p.c., preparadas em diluicdo seriada e

administradas via oral adaptado de Gomes e colaboradores (2006).

Quanto ao tratamento tépico o 6leo-resina de copaiba foi utilizado na sua forma

pura (in natura), sendo administrado 50ul na pata direita (modelo inflamatério de
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edema de pata) e 100 ul na bolsa de ar (modelo inflamatério air pouch) como forma

padronizada da dose de 6leo-resina de copaiba para o protocolo de pesquisa.
5.5.4 Farmaco utilizado

Foi utilizado o diclofenaco dietilamonio (DCB 0398.02-0) produzido pela
Cristalia Produtos quimicos Farmacéuticos Ltda., na forma farmacéutica de gel na dose
de 11,6 mg/g , equivalente a diclofenaco de potdssio 10mg. O excipiente utilizado era
composto por dietilamina, carbopol 940, cetomacrogol 1000, dlcool isopropilico, cera
de ésteres do élcool cetilico, propilenoglicol, metilparabeno, vaselina liquida, fragancia
splash e dgua purificada. O medicamento tem prazo de validade de 36 meses sendo

armazenado sob temperatura entre 15 a 30

56 ~MODELOS FARMACOLOGICOS EXPERIMENTAIS EM ANIMAIS:
INDUCAO DO PROCESSO DE INFLAMACAO AGUDA POR DIFERENTES
AGENTES FLOGISTICOS E POTENCIAL ANALGESICO

5.6.1 Modelo de edema de pata induzido por Carragenina (Cg)
5.6.1.1 Grupo tratado com copaifera reticulata via oral

O modelo de inflamacdo aguda induzida por carragenina (Cg) descrito
previamente por Levy (1969) foi utilizado para avaliar o efeito anti-inflamatério do
Oleo-resina de copaiba da espécie Copaifera Reticulata. O Grupo de animais (n =
06/grupo) foi tratado por via oral (v.o.) com dose de: 10mg, 100mg e 500mg do d6leo-
resina de copaiba (solu¢do em tween 1,25%: etanol 15% em salina fisiolégica) sendo
200 pL/animal, 01 hora antes da injecdo subplantar de 50 pL de carragenina (06
mg/mL) em salina estéril administrada na regido subplantar da pata direita. Como
controle positivo de acdo antiedematogénica, um grupo foi tratado com indometacina
(em Na,COs3 0,2%) na dose de 10 mg/kg p.c., administrada por via intraperitoneal (i.p.).
O edema de pata foi avaliado em pletismometro (Plethysmometer modelo 7140, Ugo
Basile, Itdlia) pela diferenca de volume das patas no tempo zero (tp) € nos diferentes
intervalos de tempo: Olh, 03h e 06 horas apds a injecdo de carragenina (ty), onde o
volume da pata foi novamente aferido, usando a técnica descrita por Ferreira (1979)
adaptada com modificacdes para camundongos por Henriques e colaboradores (1987).

Ap6s o término do experimento, os animais foram eutanasiados em camara de di6xido
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de carbono (COy;). O indice de edema (IE) e o indice de inibicdo do edema (IIE) foram

calculados pelas seguintes férmulas:

IE=| Volume da pata direita em tx — Volume da pata direitaem t,_ [x 100
Volume da pata direita em t,

indice de Inibigdo de Edema = Média IEtx__ - IEtx_| x 100
Média IEtx

5.6.2 Modelo de edema de pata induzido por bradicinina (BK)

5.6.2.1 Grupo tratado com O6leo-resina de copaiba da espécie copaifera reticulata via

oral.

O modelo de inflamagdo aguda induzida por bradicinina (BK), conforme
Menezes de Lima Jr e colaboradores (2006), foi utilizado para avaliar o efeito anti-
inflamatério do 6leo-resina de copaiba da espécie Copaifera Reticulata. O Grupo de
animais (n = 06/grupo) foi tratado por via oral (v.0.) com doses: 10mg, 100mg e 500mg
do 6leo-resina (solugdo em tween 1,25%: etanol 15% em salina fisiol6gica) sendo 200
plL/animal, 01 hora antes da injecdo subplantar de bradicinina (03 nmol/pata)
administrada na regido subplantar da pata direita. O edema de patas foi avaliado em
pletismOmetro (Plethysmometer modelo 7140, Ugo Basile, Itdlia) pela diferenca de
volume das patas no tempo zero (tp) e nos diferentes intervalos de tempo: 10min,
30min, 60min e 120min apds a injecdo de bradicinina (BK), onde o volume da pata foi
novamente aferido, usando a técnica descrita por Ferreira (1979) adaptada para
camundongos por Henriques et al. (1987). Ap6s o término do experimento, 0s animais
foram eutanasiados em camara de diéxido de carbono (CO,). O indice de edema (IE) foi

calculado pela férmula supracitada.

5.6.3 Modelo de Pleurisia Induzida por LPS (lipopolissacarideo extraido da parede
de E. coli)

Para avaliacdo do potencial anti-inflamatério do Oleo-resina de copaiba da

espécie copaifera reticulata foi utilizado o modelo de pleurisia, conforme modelo
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modificado para camundongos descrito por Henriques e colaboradores (1990), induzida
por LPS. Os animais (Grupo de n = 06/grupo) foram pesados e separados de acordo
com seus grupos correspondentes € 01 hora antes do tratamento via oral foram retirado
o alimento e a d4gua dos animais. O 6leo-resina de copaiba foi administrado por via oral
(v.0.) em diferentes doses: 10mg, 100mg e 500mg do dleo-resina de copaiba (solugdao
em tween 1,25%: etanol 15% em salina fisiolégica), sendo 200 pL/animal. Como
controle positivo foi administrado dexametasona (0,5 mg/kg/p.c.) por via intraperitonial
(i.p.). Uma hora apds o tratamento o LPS (250 ng/cavidade) foi injetado por via
intratordcica (i.t.). Apds 4h do estimulo com o agente flogistico (LPS), os animais foram
sacrificados em cdmara de CO, e a cavidade toricica foi lavada com PBS (1mL),
conforme modelo descrito por Bozza e colaboradores (1994a,b). A partir do infiltrado
celular foram realizados: contagem total de leucocitos (camara de Neubauer) e

contagem diferencial de células.
5.6.3.1 Contagem total de leucdcitos

A contagem de leucdcitos totais foi realizada diluindo (1:20) uma aliquota do
exsudato em solucdo de violeta de genciana a 1% em salina fisiolégica. A contagem das
células foi realizada em camara de Neubauer, por microscopia de luz. A concentragao
de células presentes na cavidade foi obtida multiplicando-se o ntimero de células
contadas na camara de Neubauer pelo fator de correcdo da camara e pelo fator de
diluicdo das amostras, sendo expressa em nimero de leucdcitos totais x 10° /mL de

exsudato.

A contagem diferencial foi realizada em citoesfregacos corados pelo método

Panético rapido (microscépio 6ptico em objetiva de imersao com aumento de 1000x).

5.6.4 Modelo de edema de pata induzido por Carragenina (Cg) com veiculacao do

Ultrassom.

5.6.4.1 Grupo tratado com Oleo-resina de copaiba da espécie copaifera reticulata

administrada na forma topica veiculada pelo ultrassom.

O modelo de inflamacdo aguda induzida por carragenina (Cg) descrito
previamente por Levy (1969) foi utilizado para avaliar o efeito anti-inflamatério do

Oleo-resina de copaiba da espécie Copaifera Reticulata. O Grupo de animais (n = 12-
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14/grupo) foi tratado por via oral (v.0.) com dose: 5S00mg do 6leo-resina (solu¢do em
tween 1,25%: etanol 15% em salina fisiolégica), sendo 01 hora antes da injecdo
subplantar de 50 pL de carragenina (06 mg/mL) em salina estéril administrada na regido
subplantar da pata direita. Um segundo Grupo de animais (n = 06/grupo) foi tratado
topicamente na regidao do edema da pata (pata direita) com 6leo-resina de copaiba da
espécie copaifera reticulata veiculada na forma tdépica in natura (dose de 50ul) pelo
ultrassom (frequéncia de 03 MHz; édrea de irradiacdo efetiva (ERA) 3,6cm?; modo de
corrente pulsado (frequéncia do pulso = 100Hz — 1/2); intensidade média de 0,4 W/cm?,
durante cinco minutos, em movimento circular hordrio do cabecote), na regido
subplantar da pata direita, sendo Ol hora antes da injecdo subplantar de 50 puL de
carragenina (06 mg/mL) em salina estéril administrada na regido subplantar da pata
direita. O edema de pata foi avaliado em pletismOmetro (Plethysmometer modelo 7140,
Ugo Basile, Itdlia) pela diferenca de volume das patas no tempo zero (tp) € nos
diferentes intervalos de tempo: O1h e 03h horas apds a inje¢do de carragenina (tx), onde
o volume da pata foi novamente aferido, usando a técnica descrita por Ferreira (1979)
adaptada para camundongos por Henriques e colaboradores (1987). Apds o término do
experimento, os animais foram eutanasiados em camara de diéxido de carbono (CO;). O

indice de edema (IE) foi calculado pela férmula supracitada.

5.6.5 Modelo inflamatério de bolsa de ar (air pouch)

O modelo de bolsa de ar (air pouch) descrito previamente por Selye (1953) e
adaptado por Ghosh e colaboradores (2000), foi utilizado para avaliar o efeito anti-
inflamatério do dleo-resina de copaiba da espécie copaifera reticulata (in natura). Os
camundongos SW machos (n = 07/grupo) foram anestesiados com inalacdo de
isoflurano e seus dorsos foram desinfetados com dlcool iodado. Um volume de 5 mL de
ar estéril (obtido através de captacdo dentro do fluxo laminar) foi injetado via
subcutinea (s.c.) no dorso dos animais formando uma cavidade (bolha). Trés dias
depois, foi re-injetados 3 mL de ar estéril para a manutenc@o da bolha. No sexto dia, a
inflamacao foi induzida pela inje¢cdo de 1 mL de carragenina 1% (em salina fisioldgica
estéril) dentro da bolha para os grupos de inflamacdo e solucdo salina para o grupo
controle, uma hora antes a indu¢do da inflamacao os animais foram tratados, conforme a

distribuicao dos grupos de tratamento descritos a seguir:
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e Grupo experimental 01 (n= 07) — Carragenina + Oleo-resina de copaiba +
Ultrassom: Animais tratados com o Oleo-resina de copaifera reticulata (in
natura) veiculada de forma tépica através do ultrassom (frequéncia de 03 MHz;
area de irradiacdo efetiva (ERA) 3,6cm?; modo de corrente pulsado (frequéncia
do pulso = 100Hz — 1/2); intensidade média de 0,4 W/cm?2, durante cinco
minutos, em movimento circular horario do cabecote) na regido epilada da
bolsa de ar;

e Grupo experimental 02 (n= 07) — Carragenina + Diclofenaco dietilamo6nio +
Ultrassom: Animais tratados com o diclofenaco dietilamonio na dose de
11,6mg/g de forma tépica através de ultrassom (frequéncia de 03 MHz; area de
irradiacdo efetiva (ERA) 3,6cm?; modo de corrente pulsado (frequéncia do
pulso = 100Hz — 1/2); intensidade média de 0,4 W/cm?, durante cinco minutos,
em movimento circular hordrio do cabecote), na regido epilada da bolsa de ar;

® Grupo experimental 03 (n= 07) — Carragenina + 6leo mineral + Ultrassom: O
grupo de Animais recebeu somente inje¢do de carragenina dentro da bolsa de ar
e recebeu aplicacdo de o6leo mineral forma tdpica através de ultrassom
(frequéncia de 03 MHz; drea de irradiacao efetiva (ERA) 3,6cm?; modo de
corrente pulsado (frequéncia do pulso = 100Hz — 1/2); intensidade média de 0,4
W/cm?, durante cinco minutos, em movimento circular horédrio do cabecote), na
regido epilada da bolsa de ar;

e Grupo experimental 04 (n= 07) — Solucdo salina + 6leo mineral + Ultrassom: O
grupo recebeu somente solucdo salina fisioldgica estéril (01 mL) injetada dentro
da bolsa de ar e recebeu aplicacdo de 6leo mineral forma tépica através de
ultrassom (frequéncia de 03 MHz; area de irradiacdo efetiva (ERA) 3,6cm?;
modo de corrente pulsado (frequéncia do pulso = 100Hz — 1/2); intensidade
média de 0,4 W/cm?, durante cinco minutos, em movimento circular horario do

cabecote), na regido epilada da bolsa de ar.

Ao término da administracdo das condutas terapéuticas nos grupos tratados, os
camundongos foram sacrificados por inalacdo de CO,. As cavidades subcutaneas foram
cuidadosamente abertas e lavadas com 1 mL de salina fisiolégica com EDTA 2mM. Os
exsudatos foram coletados e imediatamente acondicionados em gelo. O exsudato foi
analisado quanto ao volume (descontado o volume de solucdo fisioldgica injetada),

conteddo total de proteinas, nimero total de leucdcitos e andlise celular.
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5.6.5.1 Contagem total de leucdcitos

A contagem de leucdcitos totais foi realizada diluindo-se (1:20) uma aliquota do
exsudato em solucdo de violeta de genciana a 1% em salina fisiolégica. A contagem das
células foi realizada em camara de Neubauer, por microscopia de luz. A concentracao
de células presentes na cavidade foi obtida multiplicando-se o nimero de células
contadas na camara de Neubauer pelo fator de corre¢cdo da camara e pelo fator de
dilui¢do das amostras, sendo expressa em nimero de leucécitos totais x 10° /mL de

exsudato.
5.6.6 Modelo de Contorcao abdominal induzida por acido acético (Writhing test).

O modelo baseia-se nas contor¢des, que sdo definidas por uma série de
contragdes e alongamentos dos musculos abdominais acompanhadas por torcdo do
tronco e extensao dos membros posteriores, o que ird promover o contato do musculo
abdominal do camundongo com o fundo do recipiente no qual o mesmo se encontra. O
ensaio das contragdes € muito utilizado na determinacdo da atividade antinociceptiva

periférica.

Portanto, para avaliacdo do potencial analgésico do dleo-resina de copaiba da
espécie copaifera reticulata, foi utilizado o modelo de contor¢io abdominal induzida
por acido acético (KOSTER et al., 1959; COSTA et al., 2003). Os animais (Grupos de n
= 06/grupo) foram pesados e separados de acordo com seus grupos correspondentes e
01 hora antes do tratamento via oral foi retirado o alimento e a dgua dos animais. O
6leo-resina de copaiba foi administrado por via oral em diferentes doses: 10mg, 100mg
e 500mg do dleo-resina (solugdo em tween 1,25%: etanol 15% em salina fisioldgica),
sendo 200 uL/animal. Como controles positivos foram administrados dipirona (200
mg/kg p.c.) administrado via oral (v.0) e Acido acetilsalicilico - AAS (200 mg/kg p.c.)
por via oral (v.0). Uma hora apds o tratamento foi injetado por via intraperitoneal (10
uL/kg p.c.) acido acético a 0,8%, droga que induz contragdes da musculatura abdominal
e/ou alongamento dos membros posteriores. As contor¢des sdo observadas 05 minutos
ap6s o estimulo por um periodo de 15 minutos. Apds o término do experimento, 0s

animais foram eutanasiados em cimara de diéxido de carbono (CO,).
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Os valores foram expressos como média + desvio padrdo do nimero total de

Contorg¢des.

57 EUTANASIA DOS ANIMAIS UTILIZADOS NOS MODELOS
EXPERIMENTALIS E DESTINO DAS CARCACAS

Apés a eutandsia (os animais foram sacrificados em camara de CO;) e a
consequente extracdo do exsudato para os grupos de animais utilizados no modelo de
pleurisia induzida por LPS e modelo inflamatério de bolsa de ar (air pouch), as carcacas
dos animais foram armazenadas em sacos pldsticos apropriados. Posteriormente, foram
destinadas ao freezer (exclusivo para este fim) do Laboratdrio de Inumofarmacologia da
Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ - RJ. Neste, permaneceram por 02 (dois)
dias, (48 horas), até serem recolhidos e destinados ao lixo hospitalar da Fundacgdo
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ - RIJ. Este lixo € recolhido por uma empresa

privada especializada que possui convénio com a FIOCRUZ para ser incinerado.

5.8  ESTUDO ESTATISTICO

Para avaliar as hipdteses referentres as atividades antiedematogénica e
antinociceptiva nas concentracoes do Oleo-resina de copaiba da espécie copaifera
reticulata foi aplicado um método paramétrico de estatistica inferencial, a andlise de
variancia (ANOVA), com multiplas comparacdes pelo pds-teste de Tukey, conforme

recomenda Rosner (1987).

Foi previamente fixado o nivel de significincia a = 0.05 para rejeicdo da
hipétese nula. Os testes de hipotese foram relizados sob o suporte computacional dos

softwares BioEstat versao 5.0 e Graph Pad PRISM versiao 4.
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6 - AVALIACAO DO RISCO X BENEFICIO DA PESQUISA:

Conforme o Artigo III dos Principios Eticos de Experimentacio Animal do

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) que diz:

“Procedimentos que envolvam animais, devem prever e se desenvolver considerando
sua relevdancia para a saide humana e animal, a aquisicdo de conhecimentos ou bem

estar da sociedade”.

Podemos delinear alguns aspectos especificos em relac@o aos riscos e beneficios
do experimento em questdo, levando em conta suas contrapartidas para os

pesquisadores, para os animais envolvidos na pesquisa e para a ciéncia como um todo.

Os animais configuram elemento de fundamental importancia no experimento, e
por isso teve-se consciéncia que o animal € dotado de sensibilidade, de memdria e que

sofre sem poder escapar a dor.

Os possiveis riscos associados aos animais envolvidos no experimento foram os

seguintes:
- Ocorréncia de processos infecciosos durante os procedimentos da pesquisa;

- Sofrer dor ou angustia intensa ou cronica durante o processo de indugdo da ferida e

resseccao do fragmento de pele para a analise histoldgica;
- Os animais podem morrer em consequéncia da anestesia, da lesdo ou do sofrimento.

O pesquisador também possuiu risco associado aos procedimentos da pesquisa,

foram eles:

- Ocorréncia de mordedura dos animais, causando processos infecciosos ou doencgas

transmissiveis, como € o caso da raiva;
- Lesdo epitelial durante a manipulag¢do dos instrumentos cirirgicos;

Os beneficios para a ciéncia foram consequentes aos resultados gerados pela

pesquisa, foram eles:
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- Respeito as normas de vivissec¢do animal em vigor, respaldando o trabalho e o

pesquisador;

- Respostas para o problema da pesquisa;

- Base cientifica para futuros estudos em humanos;

- Formulag@o de protocolos para o tratamento de processo inflamatério com 6leo-resina

de copaiba e/ou ultrassom terapéutico, seja em animais ou como em seres humanos.

Para o pesquisador os beneficios da pesquisa foram de natureza técnica:

- Qualificagdo técnica nos procedimentos experimentais com o uso de plantas

medicinais;

- Estimulo a producdo cientifica;

- Aprimoramento e atualizacao técnica.

z.

E preciso tomar providéncias para que haja o controle dos riscos inerentes a
pesquisa, ou mesmo prevencdo destes. Para tanto, os animais foram tratados com
instrumental adequado, anestesiados de forma segura e controlada, assegurando a
reversibilidade da depressdo do sistema nervoso. Além disso, os animais foram
provenientes de uma instituicdo idonea, a fim de assegurar sua integridade de satde,
proporcionando maior seguranga ao pesquisador, pois se tratou de um biotério com

normas rigidas de padrao internacional no trato com os animais de pesquisa.

As medidas adotadas durante a realiza¢ao dos procedimentos concorreram para a

seguranca dos procedimentos e garantias do sucesso da pesquisa.
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7 RESULTADOS

7.1 MODELO DE EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA (Cg)

A andlise transversal referente ao TO o p-valor = 0.0811 indica que os grupos
apresentam volumes estatisticamente iguais no instante inicial. No intervalo transversal
referente ao T1 os grupos C10, C100 e C500 apresentaram menor volume (p-valor <
0.05) da pata dos camundongos uma hora apds a introducdo do agente inflamatério em
relacdo ao grupo Cg. Ocorreu diferenca significante entre os grupos Cg e Indo (p-valor
< 0.05), enquanto que ndo houve real diferenga entre os grupos tratados com copaiba e o

grupo Indometacina, visto que, as comparagdes apresentaram p-valor > 0.05.

No intervalo transversal referente ao T3, em relacdo ao grupo Cg os grupos
C100 e C500 apresentaram menor volume (p-valor < 0.05) trés horas ap6s a introdugao
do agente inflamatoério. Nao houve real diferenca entre os grupos tratados com copaiba e

o grupo Indometacina, visto que, as comparacoes apresentaram p-valor > 0.05.

No intervalo transversal referente ao T6, em relacao ao grupo Cg os grupos C10
e C500 apresentaram reducdo do volume (p-valor < 0.05) seis horas apds a introdugao
do agente inflamatério. Houve real diferenca entre o grupo tratado com C100 e o grupo
Indometacina, sendo que o grupo C100 apresentou volume significativamente maior

que o grupo Indo (p-valor < 0.05), conforme estd mostrada na Tabela 4.

06

Tabela 4: Atividade antiedematogénica da Copaifera reticulata relativa ao volume, apos estimulo com
Carragenina na pata.

Volume (ml) Cg Indo C10 C100 C500 p-valor p-
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) valor<0.05%*
TO 0.0811
Média+dp 0.125+£0.008  0.14+0.009  0.142+0.016  0.133£0.010  0.140+0.011
Mediana 0.120 0.140 0.140 0.130 0.140
(1°Q, 3°Q) 0.12,0.128  0.132,0.148  0.14,0.14 0.13,0.138  0.13,0.150
G:1-2,1-3,1-
T1 0.0048* 415
Média+dp 0.213£0.010  0.18+0.011  0.176£0.022  0.181+0.023  0.161+0.015
Mediana 0.220 0.180 0.175 0.180 0.165
(1°Q, 3°Q) 0.205,0.220  0.18,0.188  0.162,0.188 0.162,0.190 0.152,0.170
T3 0.0042* G:1-2,1-4,1-5
Média+dp 0.243+£0.023  0.195+£0.029 0.207+£0.018 0.170+0.013  0.180+0.015
Mediana 0.245 0.195 0.215 0.200 0.180
(1°Q, 3°Q) 0.225,0.25 0.183,0.215 0.195,0.22  0.193,0.200 0.170, 0.190
T6 0.0091* G:1-2,1-3,1-




MUNIZ, J.W.C. Estudo comparativo da acio anti-inflamatéria do dleo-resina da copaifera reticulata 107
em modelos farmacolégicos experimentais em camundongos.
5,2-4
Meédia+dp 0.21+0.027  0.163+0.018 0.171+0.019 0.186+0.019 0.175+0.010
Mediana 0.200 0.155 0.165 0.190 0.175
(1°Q, 3°Q) 0.193,0.215 0.150,0.175 0.160,0.17 0.175,0.1975 0.170, 0.18
p-valor 0.0007* 0.0022* 0.0016%* 0.0021* 0.0029*
TO-T1 TO-T1
p-valor<0.05* TO-T3 TO-T1 TO-T1 TO-T3 TO-T3
TO-T6 TO-T3 TO0-T3 TO-T6 TO-T6

Fonte: Dados da pesquisa de campo - 2008. Nota: 1-Cg, 2-Indo, 3-C10, 4-C100, 5-C500. * ANOVA com post-hoc de

Tukey

A figura 13 mostra o efeito da Copaifera Reticulata e suas doses no edema de

pata induzido por carragenina em func¢do do tempo. Prospectivamente (TO - T1 - T3

- T6), o grupo C500 foi o tinico que ndo apresentou aumento significativo do volume

entre os instantes T1 e T3. Os grupos Indo, C10 e C500 apresentaram significativa

redu¢do do volume em T6.

Volume (ml) TO

Volume (ml) T3

0.30 0.30+
0.25+ 0.254
[ p—
0.204 ? 0.204 _ —
0.154 __ o 0.154
£
0.10 = 0.104
o
>
0.05+ 0.054
0.00 T T T 0.00: T T T
Cg Indo Cc10 C100 C500 Cg Indo C10 C100 C500
0.301 0.30+
02519 —— 0.254
©
L s
0.204 - —_ = 0.204 —
E e
0.154 o 0.15
£
0.104 = 0.104
o
>
0.05+ 0.05+
0.00 T T T 0.00: T T T
Cg Indo C10 C100 C500 Cg Indo C10 C100 C500

Figura 13: Efeito da Copaifera reticulata e suas concentragdes no edema agudo de pata induzido por
carragenina. As doses (em mg/Kg p.c.) foram administradas por via oral uma hora antes da injecdo
subplantar de carragenina (300pg/50uL). Como controle, um grupo de animais foi tratado com
indometacina (10mg/Kg p.c.) via i.p. Evolu¢cdo do Volume nos grupos Cg, Indo, C10, C100 e C500 nos
intervalos TO, T1, T3 e T6.

No intervalo transversal referente ao T1 os grupos C10 e C500 apresentaram

menor indice de edema (p-valor <0.05) uma hora apds a introducdo do agente

inflamatério em relagdo ao grupo Cg. Nao houve real diferencga entre os grupos tratados
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com copaiba e o grupo Indometacina, visto que, as comparagdes apresentaram p-valor

>0.05.

No intervalo transversal referente ao T3 os grupos C10, CI00 e C500
apresentaram menor indice de edema (p-valor < 0.05) trés horas apds a introdu¢do do
agente inflamatdrio em relacdo ao grupo Cg. Nao houve real diferenca entre os grupos
tratados com copaiba e o grupo Indometacina, visto que, as comparagdes apresentaram

p-valor >0.05.

No intervalo transversal referente ao T6 os grupos C10 e C500 apresentaram
menor indice de edema (p-valor <0.05) da pata dos camundongos seis horas apds a
introducdo do agente inflamatério em relacdo ao grupo Cg. Houve real diferenca entre o
grupo tratado com C100 e o grupo Indometacina, sendo que o grupo C100 apresentou
mais altos indices de edema que o grupo Indometacina, p-valor < 0.05, conforme ¢é

mostrada na tabela 5.

Tabela 5: Atividade da Copaifera reticulata relativa ao Indice do Edema, apés estimulo com
carragenina na pata, conforme os Instantes (T1, T3, T6) e os Grupos (Cg, Indo, C10, C100, C500).

08

, . p_
I‘é‘:l‘;;go Cg Indo C10 C100 C500 p-valor valor<.
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) 05°%*
G:1-2,1-
T1 0.0063*  3,1-5
Médiatdp  71.46£15.93 29.10£12.71 26.58+26.12  37.06221.68  15.81x11.10
Mediana 76.28 27.86 17.86 28.72 16.67
(1°Q,3°Q)  67.31,83.33 20.00,37.77 8.93,32.14  23.97,51.44 9.103,22.31
G:1-2,1-
3,1-4,1-
T3 0.0048* 5
Médiatdp  96.06£28.07 38.82+14.12 47.99+424.94  50.01£20.53  29.57+18.23
Mediana 104.17 53.67 44.23 50.00 28.72
76.92,
(1°Q, 3°Q) 10833 51.55,66.54 40.51,64.68 43.68,53.85  16.67,42.31
G:1-2,1-
3,1-5,2-
Té6 0.0021* 4
Médiatdp  68.89+426.9 17.23£16.16 22.22+17.41  40.15:11.46  25.56+11.56
Mediana 58.33 11.26 17.86 37.48 21.54
(1°Q,3°Q)  54.97,77.08 6.79,30.63  14.29,30.36  33.01,49.20  20.0, 28.85
p-valor 0.2006 0.0544 0.1847 0.5644 0.3282

Fonte: Dados da pesquisa de campo - 2008.

com post-hoc de Tukey.

Nota: 1-Cg, 2-Indo, 3-C10, 4-C100, 5-C500. * ANOVA
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Prospectivamente (T1 = T3 - T6) ndo houve diferenca estatisticamente

significante no Indice do Edema, dentro dos grupos (Indo, C10, C100 e C500), entre os

instantes T1, T3 e T6, sendo no entanto significativamente estatistica a diferenca entre

os grupos de tratamento (Indo, C10, C100 e C500) e o grupo Cg, conforme é mostrada

na figura 14.

B
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2 8 d
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Figura 14: Indice do Edema conforme os Instantes (T1, T3, T6) e os Grupos (Cg, Indo, C10, C100, C500).

Na avaliag¢do do Indice de Inibicdo do Edema no intervalo transversal nao houve

significancia estatistica entre os grupos Tratados (Indo, C10, C100 e C500), conforme

mostrada na tabela 6.

Tabela 6: Indice de Inibi¢do do Edema conforme os Instantes (T1, T3, T6) e os Grupos (Indo, C10,

C100, C500).
Indice de
Inibicao do Indo C10 C100 C500 p-valor
Edema (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
T1 0.2278
Média+dp 59.27+17.78  62.81+36.56 48.13+30.34 77.87+15.54
Mediana 61.01 75.01 59.81 76.67
(1°Q, 3°Q) 47.13,72.01 55.01, 87.50 28.0,66.45  68.78, 87.26
T3 0.2669
Média+dp 59.58+14.70  50.04+25.96 47.94+21.37 69.21+18.98
Mediana 53.67 4423 47.95 70.10
(1°Q, 3°Q) 51.55,66.54  40.51, 64.68 43.95,54.53 55.96, 82.65
Té6 0.0776
Média+dp 75.00£23.46  67.75+£25.27 41.72+16.63 62.91+16.79
Mediana 83.65 74.08 37.48 68.74
(1°Q, 3°Q) 55.54,90.15  55.94,79.27 33.01,49.20 58.13,70.97
p-valor 0.4131 0.4201 0.6753 0.3175

Fonte: Dados da pesquisa de campo - 2008. ANOVA com post-hoc de Tukey.
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Prospectivamente (T1 = T3 - T6): Ndo houve significincia estatistica quanto

ao indice de inibi¢do do edema em cada grupo, conforme figura 15.
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Figura 15: Indice de Inibicdo do Edema conforme os Instantes (T1, T3, T6) e os Grupos (Indo, C10, C100,
C500).

7.2 MODELO DE EDEMA DE PATA INDUZIDO POR BRADICININA (BK)

A avaliacdo quantitativa do efeito antiedematogénico do dleo-resina de copaiba
foi realizada através da Analise de Varidncia (ANOVA) do Indice do Edema na pata do
animal. Somente no instante T120 observou-se algum indicio da eficdcia do tratamento

fitoterapico.

A avaliagdo transversal dos indicadores de Indice do Edema, nos intervalos T10,
T30 e T60, ndo atestou diferenca estatisticamente significante (p = 0.5829) entre os
quatro grupos, portanto, este estudo inferiu que até o instante T60 nao ha evidéncias

suficientes para atestar a atividade antidermatogénica dos grupos C10, C100 e C500.

Merece destaque a avaliacdo do grupo C100 no instante T120. Nesse instante
observou-se redu¢do do edema com diferenca de 24.1% em relacdo ao C500.
Entretanto, a diferenca de 7.1%, entre o C100 e o Bk, quando foi avaliada pelo pds teste

de Tukey nao apresentou variacao estatisticamente significante (p > 0.05).

Tabela 7: Indice de edema de pata induzido por bradicina nos intervalos de tempo — T10, T30, T60 e

T120.
Bk C10 C100 C500

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) p-valor
T10 0.5829
Min-Max 25-69.23 14.29-76.92 21.43- 35.71-75
Média+dp 48.4+16.4 48.8425.0 42.8423.5 57+14
Mediana 50 51.6 30.9 61.5
P25-P75 38.4-59.8 28.4-69.2 26.7-55.4 45.3-66.7

T30 0.9280
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Min-Max 25-58.33 28.57-91.67  21.43-92.31 7.69-76.92

Média+dp 45.8+13.1 48.9+21.0 42.0+23.2 46.3+23.8

Mediana 48.1 44.5 34.5 46.4

P25-P75 39.3-574 36.5-51.3 28.1-44.6 34.2-66.7

T60 0.0528
Min-Méx 28.57-69.23  14.29-92.31 0-42.86 15.38-66.67

Média+dp 5113 43428 25.3£14.6 41.2+16.1

Mediana 53.57 40.4 32 42.3

P25-P75 43.5-58.3 20-57.1 13.3-33.9 30.2-51.0

T120 0.0342*
Min-Méx 0-33.33 -7.14-50 -13.33-46.15 7.69-50

Média+dp 17.3+12.5 25+20.3 10.1x17.3 34.2+13.1

Mediana 18.7 23.08 10.2 37.1

P25-P75 10.7-25.9 13.3-41.3 0-13.6 32.6-41.7

111

Fonte: Dados da pesquisa de campo — 2008. *ANOV A com post hoc Teste de Tukey

A Figura 16 mostra a média e a variabilidade (desvios padrdes) nos quatro

grupos no instante T120, observou-se diferenca de 24.1% entre os grupos C100 e C500,

a qual obteve relevancia estatisticamente significante (p<0.05) a ser considerada. A

diferenca de 7.1% entre o C100 e o Bk néo foi estatisticamente significante (p > 0.05).

p <0.05

B
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Figura 16: indice do Edema (%) na pata do animal no T120.
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Figura 17: Indice do Edema (%) na pata do animal nos tempos T10, T30 e T60. Neste instante ndo foi
quantitativamente evidente o efeito do tratamento.
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A evolugdo prospectiva do experimento mostrou que nos grupos Bk e C100 a
inflamacdo atingiu os niveis maximos no T10 e foi reduzindo significativamente

(P<0.01%*) nos instantes T30 e T60 até atingir o nivel minimo em T120.

%\; —— Bk

£ —+— C10mg
§ —e— C100mg
° —— C500mg
()]

[$)

S

E

e

J J J J J J J J J J J v
-1 10 20 304050607080901001101&0130
Tempo (min)
Figura 18: Desenvolvimento longitudinal do experimento. Evidencia a relacdo do indice de edema (%)

com o tempo (minuto) para a bradidicinina (Bk), copaiba (C10mmg), copaiba (100mg) e copaiba
(500mg).

7.3  MODELO DE PLEURISIA INDUZIDA POR LPS

A variacdo do ndmero de leucdcitos, apds o experimento, revelou que ndo houve
variagOes estatisticamente significantes entre os grupos, visto que, o p-valor = 0.1488, o
que permite a conclusdo pela hipétese de nulidade, ou seja, que ndo hd evidéncias de
associacdo entre as intervencdes e a alteracdo do numero de leucdcitos, conforme

mostra na tabela 8.

Tabela 8: Numero de Leucécitos conforme os grupos (Sal, LPS, Dexa, C10, C100, C500).

Sal C Dexa C10 C100 C500
(n=6) (n=8) (n=6) (n=7) (n=6) (n=7)
Min-Méx 1.13.8 1.9-4.5 1.3-3.4 1.5-4.9 2.0-3.6 1435
Médiazdp  1.92+0.98  2.73:0.95  2.53%0.7 3.27+1.13 2.5240.62 2.2740.76
Mediana 1.6 24 2.6 3.4 2.25 2.1
P25-P75 1.4-2.0 2.0-3.1 2429 2.83.8 2.1-2.8 1.7-2.8

P-valor = 0.1488, ANOVA. ANOVA com post hoc Teste de Tukey.

Na andlise do ndmero de leucécitos na figura 19, verifica-se a reducgdo
quantitativa do nimero leucdcitos, sem, no entanto, possuir evidéncia estatisticamente

significativa, face ao desvio padrao encontrado nas amostras.
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Figura 19: Efeito do tratamento com as doses da copaifera reticulata na migragdo de leucdécitos induzida
por LPS no modelo de pleurisia. As doses foram administradas por via oral. 1 hora antes do estimulo com
o LPS (250 ng/cavidade). Como controles, um grupo foi tratado com dexametasona (Dexa 0,5 mg/kg
i.p.), outro ndo recebeu o agente flogistico (Salina). Os resultados estdo expressos em média + DP (n=6-
8/grupo). Pelo teste de Tukey.

A avaliacdo estatistica do nimero de mondcitos, apds o experimento, revelou
que nao houve variagdes estatisticamente significantes entre os grupos, visto que, o p-
valor = 0.0692, permite a conclusdo pela hipdtese de nulidade, ou seja, que, também,
nao ocorrem evidéncias de associacdo entre as intervengdes e a alteracdo do nimero de

monocitos, conforme tabela 9.

Tabela 9: Numero de mondcitos conforme os grupos (Sal, LPS, Dexa, C10, C100, C500).

Sal C Dexa C10 C100 C500
(n=06) (n=8) (n=06) (n=7) (n=6) (n=7)

Min-Méx 1.1-3.002 0.98-1.8 0.832-2.204  0.615-2.891 1.08-1.8 0.684-1.484
Média+dp  1.708+0.706 1.341+0.274 1.65+0.460  1.891+0.779  1.560+0.267 1.074+0.35
Mediana 1.4215 1.292 1.7145 2.244 1.5955 0.96

P25-P75 1.301-1.887 1.156-1.531 1.586-1.847 1.455-2.29 1.509-1.756  0.784-1.411

p-valor = 0.0692, ANOVA com post hoc Teste de Tukey.

Na andlise do nimero de mondcitos na figura 20 verificamos a redug¢do do
nimero de mondcitos com o tratamento no grupo C500 em relagdo aos demais grupos
de tratamento (Dexa, C10 e C100), sem, no entanto, possuir evidencia estatisticamente

significativa, face ao desvio padrao encontrado nas amostras.
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Figura 20: Efeito do tratamento com as doses da copaifera reticulata na migragdo de mondcitos
induzida por LPS no modelo de pleurisia. As doses foram administradas por via oral, 1 hora
antes do estimulo com o LPS (250 ng/cavidade). Como controles, um grupo foi tratado com
dexametasona (Dexa 0,5 mg/kg i.p.), outro ndo recebeu o agente flogistico (Salina). Os
resultados estdo expressos em média + DP (n=6-8/grupo). Pelo teste de Tukey.

Na analise do nimero de neutréfilo. Ao avaliar-se o nimero de neutréfilos (ver
Figura 21) foram principalmente observadas algumas diferencas pontuais dos grupos
Sal, Dexa, C10, C100 e C500 em relagdao ao grupo Controle. Para avaliar se essas

diferencas sdo reais, foi aplicado o método ANOVA.

Somente o grupo Sal (0.1988+0.3216) apresentou quantidade de neutréfilos,

significativamente, menor (p-valor < 0.001*) em relacdo ao grupo Controle
(1.375+£0.584).

Nos grupos C10 (1.384£0.435) e C500 (1.197+0.508) observou-se contagem de
neutréfilos  significantivamente (p-valor < 0.001*) maiores que o grupo Sal
(0.1988+0.3216).

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significante entre todas as
opg¢oes de terapia anti-inflamatéria (Dexa, C10, C100, C500), entretanto, destacaram-se
com a menor diferenca (0.073 neutréfilos) os grupos Dexa (0.884+0.395) e C100

(0.957£0.537), embora essa diferenca nao seja significante ao nivel alfa = 0.05.

Tabela 10: Niimero de neutréfilos conforme os grupos - Sal, LPS, Dexa, C10, C100, C500.

Sal C Dexa C10 C100 C500
(n=6) (n=8) (n=6) (n=7) (n=6) (n=7)
Min-Méx 0-0.798 0.684 -2.7 0.468 - 1.564 0.885-2.009 0.418-1.8 0.63-2.135
Média+dp  0.1988+0.3216 1.375+0.584 0.884+0.395 1.38+0.435 0.957+£0.537 1.197+0.508
Mediana 0.0275 1.126 0.756 1.156 0.7705 1.242

P25-P75 0.003-0.266 0.8751-1.546 0.662-1.034 1.119-1.686 0.596-1.274 0.878-1.309
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P-VALOR =0.0032, ANOVA 1 critério - post hoc Teste de Tukey.

Na andlise da figura 21 verifica-se evidencias quantativas de reducao do niimero
de neutrdfilos nos grupos Dexa e C100 em relacdo aos grupos C, C10 e C500, sem,
entretanto, possuir significancia estatistica em decorréncia do desvio padrao existente

entre 0s grupos.
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Figura 21: Efeito do tratamento com as doses da copaifera reticulata na migracao de neutrdfilos induzida
por LPS no modelo de pleurisia. As doses foram administradas por via oral, 1 hora antes do estimulo com
o LPS (250 ng/cavidade). Como controles, um grupo foi tratado com dexametasona (Dexa 0,5 mg/kg
i.p.), outro ndo recebeu o agente flogistico (Salina). Os resultados estdo expressos em média + DP (n=6-
08/grupo). Pelo teste de Tukey.

74  MODELO DE EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA (Cg)
COM VEICULACAO DO ULTRASSOM.

Na avaliacdo do efeito, ap6s 1 hora das ministracdes do dleo-resina de copaiba
em duas modalidades: 500mg oral e tépica (in natura) veiculada através ultrassom,
foram observadas diferencas entre as médias dos dois tratamentos em relagdo ao grupo
controle. Para avaliar a hipdtese de haver real reducado do indice do edema foi utilizado
o método estatistico da andlise de varidncia (ANOVA) seguida de madaltiplas

comparacdes pelo pos-teste de Tukey.

A comparagdo entre Copaiba 500mg oral e Copaiba tépico (in natura) veiculada
através do ultrassom teve diferenca estatisticamente significante (p-valor <0.05%), visto
que, entre a copaiba 500mg oral (34.8+18.8) e a copaiba tépico (in natura) (15.849.5)

observou-se um delta de 19%.

Na aplicacdo do pés-teste de Tukey foi evidenciada a diferencga (29.7%) entre o

grupo Carragenina (43.7£20.0) e o grupo Copaiba tdpico (in natura) veiculada através
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do ultrassom (15.849.5), essa diferenca (p-valor <0.05*%) foi estatisticamente
significante. Entretanto, quando o poés-teste de Tukey foi aplicado para avaliar a
diferenga (8.9%) entre o grupo Carragenina (43.7£20.0) e o grupo Copaiba 500mg oral
(34.8+£18.8), essa diferenca (p-valor >0.05*) ndo foi considerada estatisticamente

significante, evidenciado na tabela 11 e na figura 22.

Tabela 11: Indice de edema de pata induzido pela carragenina com a veiculagio do ultrassom.

tépico(in
Cg 500mg oral natura)
(n=12) (n=12) (n=14) p-valor
T1 0.0006*
Min-Méx 14.3-83.3 8.33-58.33 0-36.36
Média+dp 43.7£20.0 34.8+£18.8 15.849.5
Mediana 46.2 37.36 16
P25-P75 27.7-55.0 16.3-51.0 7.85-20.0
T3 0.0011%*
Min-Méx 28.6-100 7.14-50.0 6.67-63.64
Média+dp 55.24#21.3 31.18+13.0 28.58+17.4
Mediana 50 34.52 26.9
P25-P75 40.9-63.0 22.6-39.3 15-40.9
p-valor 0.5850 0.0255%%*
*Teste ANOVA 1 critério post hoc de Tukey
**Teste t de Student amostras independentes.
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Figura 22: Efeito comparativo do tratamento com a copaifera reticulata e suas doses (500mg e in natura)
no indice de inibicdo de edema, calculado em relagdo ao pico do edema (1 horas). As doses foram
administradas por via oral (dose em mg/kg p.c.) e topica (veiculada ¢/ us) 1 hora antes do estimulo com a
carragenina (300 pug/50 uL). Como controle, um grupo de animais nfo recebeu tratamento (n = 12 -
14/grupo). Pelo teste de Tukey, todas as doses apresentaram diferenca estatistica em rela¢do ao grupo da
caragenina (sem tratamento) (p< 0,05).

Na avaliacdo do efeito anti-inflamatério, apds 3 horas, das ministracdes do 6leo-

resina de copaiba em duas modalidades: 500mg oral e tépica (in natura) veiculada
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através ultrassom, foram observadas diferencas entre as médias dos dois tratamentos
em relacdo ao grupo controle. Para avaliar a hip6tese de haver real reducdo do indice do
edema foi utilizado o método estatistico da andlise de varidncia (ANOVA) seguida de

multiplas comparacdes pelo pos-teste de Tukey.

A comparagdo entre Copaiba 500mg oral e Copaiba tépico (in natura) veiculada

com ultrassom nao houve diferenca estatisticamente significante (p-valor >0.05).

A aplicagdo do pos-teste de Tukey foi evidenciada a diferenca (26.7%) entre o
grupo Carragenina (55.2+21.3) e o grupo Copaiba tépico (in natura) veiculada através
do ultrassom (28.5£17.4), essa diferenca (p-valor <0.05%) foi estatisticamente
significante. Quando o pds-teste de Tukey foi aplicado para avaliar a diferenca (24%)
entre o grupo Carragenina (55.2+21.3) e o grupo Copaiba 500mg oral (31.18+13.0),

essa diferenca (p-valor <0.05%) foi estatisticamente significante, conforme figura 23.

Indice de Edema (%)
3
;(.
;(.

7

C'g 500mg oral Topico (in natura)
Instante T3

Figura 23: Efeito comparativo do tratamento com a copaifera reticulata e suas doses (500mg e
in natura) no indice de inibicdo de edema, calculado em rela¢do ao pico do edema (3 horas). As doses
foram administradas por via oral (dose em mg/kg p.c.) e topica (veiculada c/ us) 1 hora antes do estimulo
com a carragenina (300 pg/50 puL). Como controle, um grupo de animais ndo recebeu tratamento (n = 12 -
14/grupo). Pelo teste de Tukey, todas as doses apresentaram diferenca estatistica em relacio ao grupo da
caragenina (sem tratamento) (p< 0,05).

A andlise prospectiva aplicou-se o teste t Student — amostras pareadas. Andlise
longitunal propesctiva do grupo que recebeu dose de copaiba 500mg oral mostrou que
nao houve reducao significativa entre os instantes T1 e T3, visto que, o p-valor >0.05

(ndo significativo).
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A avaliacdo longitudional prospectiva T1—T3 do tratamento com 6leo-resina de
copaiba topico (in natura) veiculada através do ultrassom mostrou que houve uma
diferenca estatistica (p-valor=0.0255*) entre as médias aritméticas dos instantes
T1(15.84£9.5) e T3 (28.58+17.4), ou seja, o edema de pata sob o efeito de copaiba tépico
(in natura) veiculada através do ultrassom reduziu no instante T1 em relag@o ao instante

T3, conforme figura 24.

90+ c
- -==Cg
& g T —— 500 oral
~ 704 mg
E 60~ —%— Tépico (in natura)
()]
B 50+
o 404
]
o 304
(&)
5 201
= 104

0 1 2 3 4
Tempo (horas)

Figura 24: Efeito do tratamento com as doses da copaifera reticulata (500mg e tépico in natura)
no edema agudo de pata induzida por carragenina. As doses foram administradas por via oral e tdpica, 1 h
antes da injec@o subplantar de carragenina (300 ug/50 pL), utilizando como veiculo etanol 15% Tween
1,25%. Como controle, um grupo de animais ndo foi tratado (n=12-14/grupo).

7.5 MODELO INFLAMATORIO DE BOLSA DE AR (AIR POUCH)

Na avaliacdo transversal, apds 5 minutos de intervencdo, a expressdao das
varidveis: Células totais e Células Mononucleares nao mostraram diferencas

estatisticamente significantes entre si nem em relacdo ao grupo copaiba.

A comparacgdo do nivel de proteinas apresentou diferenca significativa (p-valor
<0.01*) somente entre Salina (0.2608+0.1557) e Carragenina (0.597+0.152), ou seja, foi
evidente apenas que a inflamacao na bolsa de ar (air pouch) foi menor na Salina quando

comparada com a Carragenina.

Foi observada diferenca real (1.4 neutréfilos) entre os grupos Carragenina
(2.0079£1.5231) e o grupo Copaiba (0.6063+0.32) o p-valor = 0.049 indica que esta
diferenca € estatisticamente significante, conforme € mostrado na tabela 12 e

evidenciado na figura 25.
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Tabela 12: Avaliacdo do efeito da fonoforese da Copaiba In natura, sobre o Air pouch, em relagdo a trés
grupos controles: Salina, Carragenina, e Diclofenaco, realizada através da contagem do nimero de

células.
Salina Cg Dic Copaiba
(n=6) (n=7) (n=6) (n=6) p-valor

Células totais 0.1625
Min-Mix 0.2-5.2 1.2-12.6 0.2-4.2 0.2-4.7

Média+dp 2.7£2.0 4.7+3.9 1.9+1.4 1.9£1.6

Mediana 2.8 2.9 1.4 1.3

P25-P75 1.1-4.2 2.4-5-8 1.3-2.4 1.0-2.5

Proteinas 0.0061*
Min-Mix 0.117-0.517 0.451-0.814 0.331-0.893 0.412-0.665

Média+dp 0.2608+0.1557 0.597+0.152 0.4935+.2022 0.536+0.0997

Mediana 0.214 0.545 0.4230 0.522

P25-P75 0.145-0.339 0.478-0.708 0.4055-0.4743 0.4698-0.6125

Mononuclear 0.8261
Min-Max 0.1656-1.872 0.4176-1.5675 0.0954-2.646 0.1352-2.436

Média+dp 0.9798+0.6796  0.8738+0.496  1.1802+0.9175 0.7904+0.8446

Mediana 0.927 0.6912 0.9604 0.5561

P25-P75 0.4786-1.4753  0.4961-1.2561  0.6542-1.6403 0.299-0.7733

Neutréfilo 0.049*
Min-Max 0.0144-2808 0.4608-4.7025 0.0846-3.234  0.1248-1.044

Média+dp 1.1102£1.0908 2.0079+1.5231  1.2398+1.0828 0.6063+0.32

Mediana 0.9455 1.5996 0.9639 0.6742

P25-P75 0.2304-1.7033  1.0844-2.4789 0.737-1.3893 0.4361-0.7414

*Teste ANOVA 1 critério Post hoc de Tukey

A figura 25 evidencia a redugdo significativamente estatistica na quantidade de

células neutréfilos (p< 0.05") no grupo Copaiba em relacao ao grupo Carragenina, o que

leva a constatacdo evidente da acao anti-inflamatéria do 6leo-resina de copaiba.
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Figura 25: Efeito do tratamento com as doses da copaifera reticulata na contagem total do nimero de
células, no nimero de proteinas, na migracdo de mondcitos e neutrdfilos induzida por carragenina no
modelo de air pouch. A dose da copaifera reticulatada foi administrada por via tépica (in natura 100uL)
veiculada com ultrassom, 1 hora antes do estimulo com a carragenina (1% em solugdo salina). Como
controles, um grupo foi tratado com diclofenaco dietilamonio (Dic = 11,6mg/g na dose 100uL) veiculada
com ultrassom, outro ndo recebeu o agente flogistico (Salina), sendo tratado com 6leo mineral (100uL)
veiculado com ultrassom e outro grupo recebeu o agente flogistico (grupo Cg), sendo tratado com dleo
mineral (100uL) veiculado com ultrassom. Os resultados estdo expressos em média + DP (n=6-7/grupo).
Pelo teste de Tukey.

7.6 MODELO DE CONTORCAO ABDOMINAL INDUZIDA POR ACIDO
ACETICO (WRITHING TEST).

Na anélise do nimero de contor¢des, o efeito analgésico da copaiba foi avaliado
em relagdo ao grupo controle (AAS), todavia, ainda que as médias dos grupos tratados
com copaiba C10 (28.0), C100 (27.8) e C500 (21.7) sejam pontualmente diferentes do
grupo AAS (11.0£9.1) o teste da ANOVA seguido pelas comparagdes feitas pelo post-
hoc de Tukey aponta para a inexisténcia de reais diferencas (p-valor > 0.05). Entretanto,
ocorreu diferenca significativa (p-valor <0.05%) entre as médias aritméticas do Veiculo
(34.8£11.0) e 0 AAS (11.049.1) e entre o Veiculo (34.8+11.0) e o C500 (21.7£11.8).
Desta forma camundongos utilizando AAS e C500 possuem menor nimero de
contor¢des do que aqueles utilizando Veiculo, conforme € evidenciado na tabela 13 e

mostrado na figura 26.
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Tabela 13: Nimero de contor¢des conforme a aplicagdo de AAS.

Veiculo AAS C10 C100 C500
(n=5) (n=5) (n=5) (n=6) (n=6)
Min-Mix 20-51 5-27 9-45 4-39 4-36
Média+dp 34.8+11.0 11.049.1 28.0+13.7 27.8%12.9 21.7%11.8
Mediana 35 7 30 32 26
P25-P75 33-35 6-10 21-35 25.25-35.75 14.5-27

p-valor = 0.0468*, ANOVA 1 critério post-hoc Teste de Tukey.

A andlise do nimero de contor¢des foi realizada para comparar o efeito
analgésico da copaiba em relacdo a Dipirona. Os resultados foram estatisticamente
significativos. Houve diferenca real (p-valor <0.05*%) entre Veiculo (39+12.7) e
Dipirona (22.448.8). Também foi observado resultado significativo (p-valor <0.05%)
quando comparado o nimero de contor¢gdes do grupo C10 (36.6+9.4) com o grupo C500
(18.7£10.2). O resultado mais evidente foi a diferenca entre o grupo Veiculo (39+12.7)
e o grupo C500 (18.7+£10.2) o qual obteve p-valor = 0.0117* estatisticamente

significante, conforme evidenciado na tabela 14 e mostrado na Figura 26.

Tabela 14: Niimero de contor¢des conforme a aplicagdo de Dipirona.

Veiculo Dip C10 C100 C500
(n=5) (n=5) (=7) (n=7) (n=7)
Min-Méx 17-47 13-31 25-50 4-40 3-35
Média+dp 39+12.7 22.4+8.8 36.6+9.4 24+13.9 18.7+10.2
Mediana 46 23 36 26 16
P25-P75 39-46 14-31 30-42.5 15.5-33.5 15.5-23

p-valor = 0.0122*, ANOVA com post-hoc Teste de Tukey.
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Figura 26: Nimero de contor¢des abdominais resultante do tratamento com copaifera reticulata nas
doses (10, 100 e 500mg) em modelo nociceptivo induzido por 4cido acético, possuindo como controle
positivo um grupo AAS e outro grupo Dip e um grupo somente com o veiculo sem sofrer tratamento. P-
valor< 0.05, ANOVA com post-hoc Teste de Tukey.
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8-  DISCUSSAO

Apesar da extensa literatura que trata dos 6leos de copaiba, poucos sdo os
estudos cientificos onde € encontrada a identificacdo botanica da espécie estudada.
Além de serem poucos os estudos que conseguem identificar os principios ativos apesar
de sugerirem que compostos fortemente ativos encontram-se presentes. Tudo isso indica
que apesar de toda a pesquisa cientifica ja realizada, os 6leos de copaiba sao
potencialmente importantes como fonte de principios ativos em estudos farmacoldgicos

experimentais (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2001).

Com base nos conhecimentos da medicina popular e em resultados obtidos por
pesquisas cientificas, iniciou-se o estudo da propriedade anti-inflamatéria do 6leo-resina
de copaiba da espécie Copaifera Reticulata, conhecida vulgamente no Brasil como 6leo
de copaiba, “copaiva” ou “pau-de-6leo” (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2001; VEIGA et
al., 2001). A fase botanica da pesquisa se iniciou com a identificacio da darvore
copaibeira da espécie Copaifera Reticulata, realizada pelo Dr. Antonio Sérgio Lima da
Silva, Pesquisador do Museu Paraense Emilio Goeldi - MPEG, Belém - Pard, Brasil e a
coleta do Oleo-resina de copaiba da espécie Copaifera Reticulata realizada na Estagcao
Cientifica Ferreira Penna — ECFPn, Floresta Nacional de Caxiuand, localizada no
municipio de Melgaco no Estado do Pard, Estacdo Cientifica administrada pelo Museu
Paraense Emilio Goeldi - MPEG em Belém — Pard, autorizado através do Oficio

MPEG/Caxiuana n° 018/2008.

A inflamacgdo induzida por carragenina, originalmente descrita em ratos por
Winter e colaboradores (1962), é aguda, ndo imune, bem pesquisada, e altamente
reprodutivel. A carragenina, polissacarideo obtido de alga marinha, é considerada um
agente edematogénico ndo especifico, que promove a liberacdo de véarios mediadores

quando injetada na pata do animal (WINTER et al., 1962).

Os sinais cardeais do processo inflamatério — edema, hiperalgesia e eritema — se
desenvolvem imediatamente apds a injecdo subcutanea da carragenina, resultado da
acdo de agentes pré-inflamatdrios, tais quais: bradicinina, histamina, serotonina,
complemento e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Estes agentes podem ser
produzidos por células do local da injudria, ou por células que infiltraram migrando para

a regido da injdria. Os neutréfilos facilmente migram para os locais da inflamacdo e
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podem gerar espécies reativas de oxigénio. A resposta inflamatéria é frequentemente
avaliada pelo aumento no volume da pata (caracteristica do edema), e € modulada por

diversas moléculas (MORRIS, 2003).

Os resultados descritos por Levy (1969) indicam que o edema de pata induzido
por carragenina em camundongos € similar ao que foi mostrado por Winter e
colaboradores (1962) em ratos. A injecdo de carragenina na drea subplantar da pata de
camundongos produz um edema bifdsico. A primeira fase se desenvolve até 24h, e a
segunda fase, se desenvolve de 24h até 72h apds a injecao de carragenina. A andlise
histolégica da drea subplantar realizada 4h depois da injecdo de carragenina, revela um
infiltrado celular difuso com predominancia de neutréfilos. Entre 48 e 72h, um intenso
acumulo de macréfagos, eosindfilos e linfécitos sdo observados, junto com um grande

aumento no ndmero de leucdcitos circulantes e plaquetas (HENRIQUES et al., 1987).

Durante a primeira fase (correspondente as primeiras 24h) do edema de pata
provocado pela carragenina (Cg) sao descritos a ocorréncia de trés estagios (DI ROSA
& WILLOUGHBY, 1971; BARROS et al, 2004). O primeiro estdgio ocorre na primeira
hora apés a injecdo de carragenina (Cg), o aumento da permeabilidade vascular é
mediado por histamina e serotonina. O segundo estdgio ocorre na segunda hora, o
aumento da permeabilidade é mediado por cininas, principalmente bradicinina. O
terceiro estdgio que ocorre entre 3-4 horas apds o estimulo é o estigio de maior
intensidade do edema e caracterizado pela a acdo de prostaglandinas sobre a

permeabilidade capilar (MORRIS, 2003).

O modelo de edema de pata, também, pode ser induzido por outros mediadores
como a histamina, a bradicinina, a proteina quinase C, o dextran e o zimosan, cada qual
agindo por um mecanismo de agdo especifico. O modelo de inflamagao induzida por
mediadores quimicos tem sido amplamente utilizado para teste do potencial anti-
inflamatério de farmacos e possui uma alta correlac@o entre a eficdcia terap€utica neste

modelo e a atividade em humanos (ZHANG et al., 1997).

Avaliando o efeito de substincia-teste sobre a reducdo do volume do edema
induzido por carragenina ao longo do tempo, t€m-se a nocao de um possivel mecanismo

de acdo (DE SOUZA et al., 2003). E importante ressaltar que o modelo de edema de
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pata fornece a resposta de que a substincia-teste exibe efeito contra um dos eventos do

processo inflamatdrio que € o extravasamento vascular (BUSNARDO, 2007).

O Odleo-resina de copaiba da espécie Copaifera Reticulata em suas doses
(C10mg, C100mg e C500mg) reduziram o edema de pata induzido por carragenina apos
1, 3, e 6 horas, sendo que no grupo C500mg no intervalo T3 se evidenciou com o menor
volume e menor indice de edema. No pico do edema (3h), os resultados sao indicativos,
com a redu¢do do volume do edema na pata do camundongo, de que os componentes do
Oleo-resina de copaiba da espécie copaifera reticulata estejam inibindo as vias da COX
e LOX, indicando assim a presenga no extrato de constituintes com acgdo
antiedematogénica. A indometacina, como observado nos resultados (tabela 4), inibiu as
duas fases, o que significa a inibicdo da liberacao de histamina, serotonina e bradicinina,
além de inibir a via COX (GREPDIREMEN et al., 2005), o que foi acompanhado pelas
doses do 6leo-resina de copaiba corroborando com a acdo da indometacina que é um

importante anti-inflamatério ndo-esteréide (FARSAM et al., 2000).

Na confirmagdo da a¢do do efeito anti-inflamatdrio do 6leo-resina de copaiba da
espécie Copaifera Reticulata no modelo de edema de pata induzido por carragenina, a
resposta vascular aguda que ocorre na segunda fase, entre 90 e 150 minutos, possui o
seu desencadeamento pela liberacdo de cininas, como a bradicinina (DI ROSA et al.,
1971; DI ROSA & WILLOUGHBY, 1971); sendo assim, foi realizado modelo de
edema de pata induzido por bradicinina nos intervalos de T10min, T30min, T60min e
T120min, a fim de confirmar a etapa do processo de inflamag¢do em que ocorre a ac¢io
do 6leo-resina de copaiba, sendo verificado (tabela 7) que ocorrera uma agao redutora
do indice de edema significativamente estatistica da dose C100mg no intervalo
T120min em relagdo as doses C10mg e C500mg, porém sem significancia estatistica em
relacdo ao grupo Bk (diferenca de 7.1% entre C100mg e Bk), o que leva a hip6tese de
uma maior agdo eficaz do Oleo-resina de copaiba na terceira fase do processo
inflamatério induzido por carragenina, conforme Gomes e colaboradores (2006)
evidenciou em ac¢do antinociceptiva do 6leo-resina de Copaifera Reticulata (100mg/kg)
em modelo de contor¢dao induzida por &cido acético associando-a a inibicdo de

mediadores inflamatérios com bloqueio do sistema eicosandide.

A pleurisia € uma metodologia que provoca em seu sitio de acdo, ou seja, na

cavidade pleural, reacdo semelhante ao que se desenvolve em processo infeccioso,
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inflamacdo ou doenca neopldsica que ocorre neste local. Mediadores quimicos
inflamatérios sdo liberados e podem se difundir para tecido pleural e subpleural,
resultando em ativacdo de células constitutivas, incluindo células mesoteliais. Como
consequéncia observa-se aumento de células inflamatérias na cavidade pleural,

causando aumento do ndmero de células na cavidade pleural (KROGEL et al., 1990).

Em condic¢des normais, o fluido pleural contém somente um pequeno nimero de
células o que raramente ultrapassa 100 células pL™' e consiste basicamennte de
linfécitos, contudo, o acometimento da pleural por certas doengas estd associado com a
infiltracdo de células do sistema imune, como neutréfilos, eosindfilos, linfocitos ou
células assessdrias, aumentando o nudmero das mesmas, em variadas proporcoes

(KROGEL et al., 1990).

Lipopolissacarideo bacteriano (LPS), também conhecida como endotoxina, é um
fragmento ativo da superficie da membrana externa de todas as bactérias gram-
negativas. Ela tem sido usada como uma ferramenta importante para o estudo quer da
fase aguda da inflamacdo ou da reagdo cruzada entre o sistema nervoso simpdtico e do
sistema imunolégico. E bem sabido que a emigracio de neutréfilos da medula dssea
para o sangue e tecidos € uma caracteristica da inflamacdo aguda e que sistemicamente
ou topicamente administrado LPS tem uma grande capacidade de recrutar essas células
da medula 6ssea (BOZZA et al., 1994b; BOZZA et al., 1994a; ALTENBURG et al.,
1994; ALTENBURG et al., 1997).

A presenca de neutréfilos € limitada, porém, um nimero significativo deles
indica fase aguda do processo inflamatério. A presenca de 1L-8 e C5a fazem com que
sejam recrutados neutrdfilos. Ja IL-3 e IL-5 s@o fatores quimiotaticos para a presenca de
eosinéfilos (KROGEL et al., 1990). Bozza e colaboradores (1994a), afirmam que a
injecdo (i.t.) de LPS (250 ng/cavidade) induz um acimulo de neutréfilos marcados
dentro de 4h. Até 24 h, os nimeros de neutréfilos diminuem e aumentos significativos

na contagem de células mononucleares e eosindfilos sdo observados.

No modelo de pleurisia induzida por LPS no estudo realizado foi observado um
nimero de neutréfilos com significativa diferenca entre os grupos Dexametasona,
C10mg, C100mg e C500mg em relagao ao grupo Salina o que evidenciou a migracdo de

neutrofilos para o local da injdria (p<0.001%), conforme observado na tabela 10,
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corroborando com os dados encontrados na literatura (BOZZA et al., 1994b; BOZZA et
al., 1994a; BUSNARDO, 2007; ALTENBURG et al., 1994; ALTENBURG et al.,
1997). Na comparacdo entre os grupos Dexametasona (0.884+0.395) e C100mg
(0.957£0.537) em relacdo ao grupo controle (1.375+0.584) observou-se uma reducao do
nimero de neutréfilos, entretanto, sem significncia estatistica em decorréncia do
desvio padrdo existente entre os grupos, conforme € mostrado na figura 21. Em relacdo
ao nimero de monécitos — x10%/mL foi observado uma redugdo quantitativa do nimero
de células no grupo C500mg (1.074+0.35) em relacdo ao grupo controle (1.341+0.706),
sem, no entanto, possuir uma significancia estatistica (p>0.05) face ao desvio padrdao

encontrada nas amostras.

A acdo do ultrassom foi verificada, em relato na literatura, que apds insonacao
imediata do ultrassom em um grupo de ratos, houve diminui¢do do edema (FYFE, 1979,
apud KITCHEN & PATRIDGE, 1990) ou mesmo apds um periodo inicial de 48 horas
(FYFE & CHAHL, 1984 apud KITCHEN & PATRIDGE, 1990), sugerindo ou uma
reducdo da inflamacdo aguda ou uma aceleracio da sua resolugdo. Pereira e
colaboradores (1998), concluiram que a inibi¢do significativa da hiperalgesia e do
edema das patas dos ratos artriticos foi alcancada pela associagdo do ultrassom

(intensidade de 0,2 W/cm2) com a droga indometacina (dose de 0,5 mg/kg/dia).

Com relagdo a absor¢@o cutanea do 6leo-resina de copaiba, estudos realizados
sobre a pele de camundongos mostraram que o 6leo de copaiba é lentamente absorvido,
por volta de noventa e dois minutos (MEYER & MEYER apud MACIEL et al., 2002).
A inducdo a absor¢do transcutanea de drogas pela sonoforese se baseia na perturbagao
tecidual, ou seja, na mudanca da estrutura das camadas cutineas (LOW & REED,
2001). O ultrassom aumenta a penetracdo transcutanea por pressdo somadtica, podendo

chegar em média a atingir entre 4-5 cm de profundidade (AGNE, 2004).

Na confirmacdo da atividade anti-inflamatdéria do Oleo-resina de copaiba da
espécie Copaifera Reticulata, foi realizado o modelo inflamatério de edema de pata
induzida por carragenina com a veiculacdo do O6leo-resina da copaiba da espécie
Copaifera Reticulata na dose in natura (S0uL), através de ondas ultrassdnicas, em
andlise comparativa com a atividade do 6leo-resina de copaiba aplicada via oral na dose
500mg, apds 1h da ministracdo das doses (500mg (v.0.) e in natura (tépica c/ u.s), foi

observado reducdo significativamente estatistica (p<0.05*) do indice de edema entre as
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doses de tratamento e controle (Cg), conforme mostra a tabela 11, sendo expressiva a
diferenca entre a dose 500mg oral (34.8+18.8) e dose topica (in natura) com ultrassom
(15.84£9.5) observado um delta de 19%. Este resultado se encontra de acordo com os
dados observados no modelo inflamatério de edema de pata por carragenina o que leva
a crer uma acao de inibi¢do da biossintese de prostaglandinas (FORSAM et al., 2000).
Além de favorecer a aceleracdo da obsorcdo do 6leo-resina de copaiba através da pele
do camundongo. Apds 3h de tratamento com dose do dleo-resina de copaiba, foi
evidenciada a diferenca (p<0.05*) entre o grupo carragenina (55.2+21.3) e os grupos
C500mg oral (31.18+13.0 # 24%) e tépico (in natura) com ultrassom (28.5+17.4 #
26.7%) evidenciadas com reducdo estatisticamente significante do indice de edema
corroborando com a acdo de inibicdo da ciclooxigenase, reduzindo a biossintese da
prostaglantina (FORSAM et al., 2000). Na anélise longitudinal prospectiva no intervalo
Tl — T3 do tratamento com Oleo-resina de copaiba 500mg oral em relagdo a dose
tépica (in natura) com ultrassom foi evidenciado ao final no intervalo T3 uma
equiparacdo de a¢do, o que vem ao encontro do maior tempo de entrada do pico de acao
metabdlica da dose oral, o que corrobora com Byl e colaboradores (1993) que afirmam
que o ultrassom proporciona a facilitagdo e aceleracdo da penetragdo transcutinea de
farmacos de uso topico com menor tempo de alcance do pico de acdo farmacoldgica,

ver figura 24.

O modelo de air pouch foi primeiramente descrito por Selye (1953) e adapatado
por Ghosh e colaboradores (2000), tem sido utilizado para estudar os mecanismos
envolvidos na resposta inflamatéria. Neste modelo o exsudato inflamatério € coletado,
podendo ser utilizado para diversas anélises. Em uma segunda abordagem, este modelo
permite a pesquisa de drogas anti-reumaticas, uma vez que a cavidade ndo inflamada é
limitada por uma fina camada de fibroblastos e macréfagos, semelhante a cavidade
sinovial (EDWARDS et al., 1981; SEDGWICK et al., 1983). A injecao de um irritante
no interior da cavidade induz uma resposta inflamatdria que se assemelha a observada
na articulagdo reumatéide (ELLIS er al., 2000). Estudos realizados por Garcia-Ramallo
e colaboradores (2002) mostraram o papel das células residentes na inflamacdo que,
quando estimuladas, liberam TNF-o, responsavel pela sintese de quimiocinas e, como
consequéncia, pela migragdao de leucdcitos. Outras citocinas como IL-1 e IL-6 também

participam deste processo.
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Neste estudo foram analisados os seguintes parametros no modelo air pouch:
nimero de células na cavidade (exsudato) onde a inflamacao foi induzida e o volume de
exsudato formado. O tratamento com o 6leo-resina de copaiba da espécie Copaifera
Reticulata in natura com aplicacdo topica na regido da bolsa de ar veiculata pelo
ultrassom inibiu a migracdo de células para o exsudato (Figura 25) com significancia
estatistica (p<0.05*), no entanto, ndo ocorreu uma inibi¢do na formacao do exsudato

(Figura 25) estatisticamente significante (p>0.05).

A injecdo de carragenina na bolha, como supracitado, produz uma resposta
inflamatéria aguda caracterizada pela infiltracdo de células, aumento da exsudacdo e
producdo de mediadores inflamatérios, tais como prostaglandinas, leucotrienos e
citocinas (YIN et al., 2005). A diminui¢ao da exsudacdo sugere que parte do efeito anti-
inflamatério do 6leo-resina de copaiba da espécie Copaifera Reticulata in natura, pode
ser atribuido a reducdo da permeabilidade vascular. Pode ser sugerido entdo, que um
dos possiveis mecanismos envolvidos na redu¢do do processo inflamatério pelo 6leo-
resina de copaiba da espécie Copaifera Reticulata in natura seja a inibi¢do da migracao
de células para o sitio inflamatério, o que poderia estar relacionado a liberagdo de
leucotrieno By (sintetizado pelo via da LOX), que é um potente quimioatraente para
neutréfilos. Quanto a reducdo do nimero de neutréfilos ocorrida nos grupos copaiba
(0.6063+0.32) e diclofenaco (1.2398+1.0828) merece considera¢do a ag¢do do 6leo-
resina de copaiba da espécie Copaifera Reticulata in natura, pois o decréscimo
acentuado no nimero de neutréfilos foi indicativo ocorrencia de inibicdo da liberacao de
histamina, serotonina e/ou bradicinina (devido a inibi¢do observada na primeira hora)
bem como a atividade da COX, LOX e/ou citocinas, porém outros dados sao

necessarios para comprovar estes efeitos.

Objetivando a confirmacdo de efeito associado do Oleo-resina de copaiba,
conforme descritos por Gomes e colaboradores (2006) que evidenciaram resultados de
reducgdo algica em modelos nociceptivo, concluindo pela hipdtese que indicava que os
Oleos de copaiba podem possuir acao analgésica mediante a inibi¢ao da cascata do dcido

araquidonico reduzindo a produgao da ciclooxigenase ou lipoxigenase.

Na busca de evidéncias neste sentido foi adotado neste estudo o modelo de
contor¢cao abdominal induzida por acido acético (writhing test). O acido acético parece

induzir nocicep¢do por um mecanismo indireto, através da liberacdo de substancias
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enddgenas que excitam as terminacdes nociceptivas (COLLIER et al., 1968). Ribeiro e
colaboradores (2000) demonstraram que 4cido acético induz nocicep¢ao, pelo modelo
de contor¢des abdominais, através da atuagdo em células residentes como macréfagos e
mastécitos da cavidade peritonial de camundongos, induzindo a liberacdo de

mediadores inflamatorios.

O comportamento de contor¢do em camundongos, pela injecao intraperitonial de
acido acético, induzindo nocicep¢ao quimica, € utilizado para analisar a possibilidade de
atividade analgésica central e periférica. Este comportamento pode ser uma resposta a
estimulacdo direta das fibras aferentes nociceptivas, devido a reducdo do pH (acidez
promovida pela presenca do acido acético) e a sintese de mediadores inflamatérios

(FRANCA et al., 2001).

Neste trabalho foram analisados os seguintes parametros para o modelo de
contorcdo abdominal induzida por acido acético: tratamento dos camundongos com
dose do dleo-resina de copaiba de 10mg, 100mg e 500mg (v.0), sendo verificada a acao
do o6leo-resina correlacionada com o controle positivo do 4cido acetilsalicilico (200
mg/Kg/p.c.) e da dipirona (200 mg/Kg/p.c.). Na andlise do numero de contor¢des
abdominais ocorreu evidéncia estatisticamente significante de um nimero menor de
contorcdes diante do tratamento com AAS, dipirona e copaiba 500mg, sugerindo,
portanto, o efeito analgésico do dleo-resina de copaiba da espécie Copaifera Reticulata
corroborando com os achados de Gomes e colaboradores (2006). O efeito inibitério
observado com os 6leos de copaiba sobre os modelos de analgesia, também, pode ser
devido a uma reducdo direta na atividade evocada pelas fibras C, em axdnios
ascendentes, ou decréscimo na producdo de PG que € responsdvel pela estimulacdo da
fibra C (ROSSI et al., 1993). A atividade observada pode ser atribuida aos efeitos
globais dos constituintes dos 6leos de copaiba ou seus compostos especificos, tendo
acdo semelhante a anti-inflamatério ndo-esteréide ou drogas opidides, sendo, um 6leo

natural ofertado pela natureza.

No tocante ao desenvolvimento de novos estudos a metodologia estabelecida
pode preencher lacunas nos trabalhos reportados na literatura, no sentido de fornecer
base quantitativa e qualitativa aos trabalhos cientificos farmacolégicos que se apdiam

nos diferentes mecanismos de acdo e atividade bioldgica do dleo-resina de copaiba,
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assim como, respaldar analiticamente a formulacdo e os estudos de estabilidade de

produtos fitoterdpicos contendo o 6leo objeto deste estudo.
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9 CONCLUSAO

A atividade anti-inflamatéria do 6leo-resina de copaiba da Copaifera Reticulata
foi confirmada pelo modelo do edema de pata induzido por carragenina através da
redu¢cdo do volume deslocado e reducdo do indice de edema de pata. Como agente
inflamatério, a carragenina induz inflamacdo pela liberacio de prostaglandinas,
ocasionando a formag¢do de edema. Anti-inflamatérios ndo-esterdides, como a
indometacina, inibem a ciclooxigenase, reduzindo a biossintese de prostaglandina.
Provavelmente, o 6leo-resina de copaiba da espécie Copaifera Reticulata testado possui
acdo semelhante a este anti-inflamatério em concentracdes elevadas como a testada de
100 mg/kg/p.c. e 500mg/Kg/p.c., porém, mais testes sdo necessarios para comprovar

esta afirmacao com identifica¢do dos principios ativos envolvidos nesta agao.

Nossos resultados demonstraram que o 6leo de copaiba testado desenvolveu
atividades antinociceptiva periféricas, provavelmente, através de receptores de opidides
na dose de 500mg/Kg/p.c., sendo provavel o resultado deste efeito atribuido ao efeito

eficaz da agdo anti-inflamatéria.

O estudo possibilitou o esclarecimento do mecanismo de acdo desse dleo-resina
e tornar possivel a concepcdo de terapias menos onerosas € com menores efeitos
adversos no tratamento de processos inflamatérios e algicos. Os dados resultantes do
estudo em in vivo com reducdo do nimero de neutréfilos e redu¢do do nimero de
contor¢cdes abdominais nos modelos farmacolégicos estudos com apresentacdo de
resultados estatisticamente significativos, reforca a importancia do OSleo-resina de
copaiba da espécie Copaifera reticulata como um importante fitoterdpico com efeitos

anti-inflamatério e analgésico de baixo custo para a populacao.

Outro dado importante verificado foi que o ultrassom proporcionou a facilitacao
e aceleracdo da penetracdo transcutanea do 6leo-resina de copaiba, favorecendo o seu
uso topico, proporcionando um menor tempo de alcance do pico de acdo farmacoldgica,
sendo, portanto, indicada a associacdo da fonoforese com 6leo-resina de copaiba como

recurso a fazer parte do arsenal terapéutico da fisioterapia.

Apesar da extensa literatura que trata dos Oleos de copaiba, pouco sdo os
trabalhos que aprofundam o conhecimento sobre uma determinada espécie, objetivando

esta pesquisa contribuir no estudo do potencial de acdo biolégica do Oleo-resina de
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copaiba da espécie Copaifera Reticulata. Tudo isso indica que o 6leo-resina, em estudo,
€ potencialmente importante como fonte de principios ativos em farmacologia
necessarios a pesquisas cientificas de identificacdo de mecanismos de acgdo

farmacoldgica isolada dos principios ativos contidos em seu composto.
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