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RESUMO

O oleo-resina bruto (OBC) da Copaifera (Copaifera spp.) tem sido usado pelas
populacGes amazodnicas para o tratamento de inflamages, na cicatrizacdo de feridas, em
bronquites e ulceras da pele. O OBC obtido de distintas espécies possui diferencas na
sua composi¢do quimica, tornando dificil a padronizagdo para sua utilizacdo na inddstria
farmacéutica e cosmeética. No entanto, a fracdo volatil do OBC poderia ser uma
alternativa viavel para a padronizacédo pois, ainda obtida de diversas espécies, apresenta
uma composi¢do quimica mais homogénea. O objetivo deste estudo foi avaliar a
composicdo fisico-quimica e quimica, e atividade tdxico-farmacoldgica do ODC e de
uma nanoemulsao preparada com esse 6leo. O ODC foi obtido por destilacdo por arraste
a vapor a partir do OBC. Foram avaliadas as propriedades organolépticas, as
propriedades fisicas (aspecto, densidade, pH), e sua composi¢do quimica por CG/EM.
Em seguida, foi desenvolvida a nanoemulsdo contendo 15% de ODC (NE15%).
Avaliou-se a atividade anti-inflamatoria, antiartritica, a toxicidade aguda oral e a
citotoxicidade do ODC e da nanoemulsdo. O ODC possui na sua composi¢do 14
sesquiterpenos, apresentando maior contetido o B-cariofileno (40,7%). A NE15%
apresentou tamanho de particula de 99,47 nm, indice de polidispersdo de 0,224 e
potencial zeta de -37,10 mV. A nanoemulsdo mostrou estabilidade em prateleira por até
180 dias. A NE15% mostrou inibicdo de 6xido nitrico maior do que o ODC, e uma
potente atividade antinociceptiva em camundongos na dose de 100 mg/Kg, que foi
similar a indometacina e a morfina. O ODC e o OBC mostraram atividade anti-
ulcerogénica, em ratos, em lesdes gastricas induzidas por etanol (10 mg/kg e
400mg/kg). A NE15% mostrou atividade anti-inflamatéria similar a dexametasona e
maior do que o ODC (teste de edema de orelha em camundongos) e produziu um efeito
antiartritico mais potente do que ODC e 0 OBC. Tanto a nanoemulsdo quanto o ODC
ndo apresentaram citotoxicidade no teste com fibroblastos de pulmdo humano ndo
neoplasico (MRC-5), nem toxicidade aguda na dose maxima de 2000 mg/kg em
camundongo Balb C. Os resultados do presente estudo poderéo permitir a introducéo do
ODC como matéria-prima para industria e da NE15% como principios ativos de formas
farmacéuticas acabadas, que poderiam ser utilizados na terapéutica anti-inflamatérie

Palavras chave: copaiba, B-cariofileno, nanoemulséo, atividade anti-nociceptiva, anti-
edematogénica, antiartritica e anti-ulcerogénica
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ABSTRACT

The crude oil-resin (OBC) of Copaifera (Copaifera spp.) has been used by Amazonian
populations for the treatment of inflammation, wound healing, bronchitis and skin
ulcers. OBC obtained from different species has differences in its chemical
composition, making difficult to standardize its use in the pharmaceutical and cosmetic
industry. However, the volatile fraction of OBC could be a viable alternative for the
standardization because, even from different species, it presents a more homogeneous
composition. The objective of this study was to evaluate the physicochemical, chemical
composition and the toxic-pharmacological activity of the ODC and the nanoemulsion
prepared with this oil. ODC was obtained by steam distillation. Its organoleptic
properties, physical properties (aspect, density, and pH) and the chemical composition
by GC/MS were evaluated. Subsequently, the nanoemulsion containing 15% of ODC
(NE15%) was developed. The anti-inflammatory and antiarthritic activity, the acute oral
toxicity and cytotoxicity of the ODC and nanoemulsion were evaluated. The ODC
contains 14 sesquiterpenes in its composition, being -caryophyllene (40.7%) the most
abundant. NE15% presented a particle size of 99.47 nm, a polydispersity index of
0.224, and a zeta potential of -37.10 mV. The nanoemulsion showed stability on shelf
conditions for up to 180 days. NE15% presented an inhibition on the production of NO
higher than the ODC, and potent anti-nociceptive activity in mice at a dose of 100
mg/kg, which was similar to indomethacin and morphine. ODC and OBC showed anti-
ulcerogenic activity in rats in gastric lesions induced by ethanol (doses of 10 and 400
mg/kg). NE15% showed an anti-inflammatory activity similar to dexamethasone and
higher than the ODC (ear edema test, in mice) and produced a potent antiarthritic effect
that was superior to the ODC and OBC. Both nanoemulsion and ODC showed neither
cytotoxicity against non-neoplastic human lung fibroblasts (MRC-5), nor acute toxicity
at the maximum dose of 2000 mg/kg in Balb C mice. The results of this study may
allow the introduction of the ODC as raw material for industry and the use of the
NE15% as an active ingredient in finished pharmaceutical forms, which could be used
in the anti-inflammatory therapy.

Key words: copaiba, B-caryophyfillene, nanoemulsion, anti-nociceptive activity, anti-
edematogenic activity, antiarthritic activity and anti-ulcerogenic activity.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais é tdo antiga quanto a raca humana
(FERREIRA, 2008) e tem curado ao homem em muitos dos seus problemas de saude
(NEWALL et al.,, 2002). No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sao
consumidas com pouca ou nenhuma comprovacao terapéutica, onde as propriedades
medicinais empiricas sdo propagadas por usuarios ou comerciantes (VEIGA JUNIOR;
PINTO, 2005). Muitas plantas tém poder curativo e o Brasil é rico em espécies vegetais
que podem servir como remédio (WERNER, 1994).

As copaibeiras sdo arvores nativas da regido tropical da América Latina
(KOBAYASHI et al., 2011) e também da Africa Ocidental. Na América Latina sio
encontradas espécies na regido que se estende do México até o norte da Argentina
(DWYER, 1945; VON MARTIUS; BENTHAM, 1870; DWYER, 1951; ALENCAR,
1988), O género Copaifera (Leguminosae-Caesalpinoideae) possui 72 espécies
(DWYER, 1951), sendo encontradas no Brasil, principalmente, nos estados do Paré e
Amazonas (WILLIS, 1973). O 6leo-resina de copaiba é obtido a partir de exsudados dos
troncos de arvores do género Copaifera (VEIGA JUNIOR et al., 2007; LEANDRO et
al., 2012). Na Regido Norte o 6leo-resina da copaibeira tem sido usado pelas populagdes
amazonicas devidas suas propriedades de cura de aproximadamente trinta tipos de
doencas, que vdo desde inflamac@es e cicatrizacdo de feridas epidérmicas (GOMES et
al., 2010; GUIMARAES-SANTOS et al., 2012) até o tratamento de bronquites, Glceras
e cancer (LIMA et al., 2003).

Oleos de varias espécies de Copaifera sdo comumente encontrados em farméacias
e nos mercados sendo amplamente comercializados pelo uso medicinal popular
(SOUZA BARBOSA et al., 2013) e como matéria-prima na indastria de cosméticos
(CASCON e GILBERT, 2000). Também, sdo extensivamente comercializados na forma

farmacéutica de céapsulas ou liquida como anti-inflamatorio e antisséptico (GOMES et


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cascon%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11190394
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al., 2007; VEIGA JUNIOR et al., 2007). O oleo de copaiba pode ser encontrado nas
antigas farmacopeias Europeias e dos Estados Unidos (VEIGA JUNIOR et al., 2007).

Trabalhos anteriores comprovaram as atividades anti-inflamatdrias, anti-
nociceptiva e anti-ulcerogénica do 6leo-resina de copaiba (CASCON; GILBERT, 2000;
GOMES et al., 2007; VEIGA JUNIOR et al., 2007), porém o 6leo-resina de copaiba
bruto ndo tem uma composicdo quimica homogénea, o que torna dificil a
reprodutibilidade dos resultados envolvendo esse produto (CASCON; GILBERT, 2000;
GOMES et al., 2007). No entanto, nosso grupo de trabalho tem observado que, no dleo
destilado (a fracdo volatil) do 6leo-resina de diversas espécies de copaiba, tem uma
composicdo quimica relativamente constante, onde o B-cariofileno é a substancia
encontrada em maior propor¢cdo, podendo ser o produto destilado uma forma de
padronizar esse 6leo como matéria prima para a indastria farmacéutica. Por outro lado,
ndo foram achados estudos envolvendo o éleo destilado de copaiba na terapéutica, e
nem tampouco trabalhos envolvendo o Oleo destilado de copaiba em formulacdes
nanotecnoldgicas.

Diante do exposto, este trabalho teve como finalidade a caracterizacdo fisico-
quimica e quimica do 6leo destilado de copaiba (ODC), para sua utilizacdo como ativo
na preparacdo de nanoemulsfes. Adicionalmente, foram avaliadas as atividades anti-
inflamatérias, anti-nociceptiva e anti-ulcerogénica do ODC e anti-inflamatoéria da
nanoemulsdo contendo ODC comparadas com a atividade do ODC e do 6leo bruto de

copaiba tanto in vitro como in vivo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Dor e Nocicepgao

O desenvolvimento de tratamentos para alivio da dor tem sido o fator de
motivacao para muitos estudos realizados por pesquisadores académicos e pela industria
farmacéutica em resposta a demanda por novos analgésicos mais potentes e que ndo
promovam efeitos colaterais potenciais, visto que, no presente momento a morfina
continua sendo a melhor alternativa, apesar dos seus efeitos colaterais (OLIVEIRA et
al., 2008). Devido a baixa eficacia e expressivos efeitos adversos apresentados pela
maioria dos farmacos, para o alivio da dor, disponiveis no mercado farmacéutico, surge
o grande interesse dos pesquisadores em investigar plantas com atividade analgésica
para a descoberta de novos protétipos de farmacos provenientes de plantas da flora
brasileira, em razdo de que, 0s produtos naturais encaixam-se como uma fonte
promissora na pesquisa de moléculas com potencial atividade analgésica (SILVA et al.,
2013).

A capacidade de detectar estimulos nocivos é essencial para a sobrevivéncia e o
bem-estar de um organismo. Essa é dramaticamente ilustrada pelo exame de individuos
que sofrem de analgesia congénita que os tornam incapazes de detectar estimulos
dolorosos. Essas pessoas ndo sdo capazes de detectarem estimulos nocivos como sentir
a dor penetrante de um objeto cortante, o calor de uma chama, ou mesmo o desconforto
associado a lesdes internas, como um 0sso quebrado. Como resultado, elas sofrem
lesbes devido a falta de reflexos protetores contra essas condi¢fes muitas das quais
podem ser fatais (BASBAUM et al., 2009).

Mais comumente, as alteracGes da via da dor levam a hipersensibilidade de
modo que mostra sua utilidade como um sistema de alerta agudo e, de outra forma, pode

tornar-se um problema crénico e debilitante. Estimulos indcuos, como o leve toque ou
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calor podem ser percebidos como dolorosos (um fendmeno referido como alodinia) ou
estimulos normalmente dolorosos podem provocar dor com maior intensidade (referida
como hiperalgesia). Individuos que sofrem de artrite, neuralgia pos-herpética ou cancer
0sseo experimentam dor intensa e muitas vezes incessante que ndo é apenas fisioldgica
e psicologicamente debilitante, mas também pode dificultar a sua recuperacdo. A dor
crénica pode persistir mesmo ap0s uma lesdo aguda, talvez a dor lombar ou ciatica
sejam as mais comumente experimentadas (BASBAUM et al., 2009).

Dor e nocicepcao diferem entre si, sendo que a nocicepcao representa 0 processo
de transmissdo aos centros envolvidos em informacdo da percepcao sobre um estimulo
que tem potencial para causar danos nos tecidos (ORIGONI et al., 2014). A dor néo so
inclui as vias envolvidas na transmissdo do estimulo, mas também envolve uma resposta
emocional. A International Association for the Study of Pain (IASP) define a dor como
"uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ao dano tecidual real ou
potencial, ou descrito em termos de tais danos” (MERSKEY; BOGDUK, 1994). Pela
definicdo torna-se claro que a dor é uma sensacao subjetiva e que o grau de ansiedade,
atencdo e distracdo, experiéncias passadas, memdrias e muitos outros fatores podem
aumentar ou diminuir a experiéncia da dor, o que a torna uma experiéncia emocional e
ndo simplesmente sensorial (OSSIPOV et al., (2010; ORIGONI et al., 2014).

O termo nocicepcdo refere-se ao reconhecimento do estimulo doloroso
propriamente dito, sem levar em consideracdo o componente emocional, ou seja,
engloba as vias neuroanatbmicas, bem como 0s mecanismos neuroldgicos e 0s
receptores especificos que detectam o estimulo lesivo (JULIUS; BASBAUM, 2001).
Sendo assim, uma vez que 0s animais nao sdo capazes de expressar verbalmente os
componentes subjetivos da dor, pode-se dizer que neles ndo se avalia a dor e sim
nocicepcdo (SILVA et al., 2013). Os termos dor e analgesia por envolver o componente

emocional sdo empregados para estudos em humanos (WOOLF, 2004; KLAUMANN et



19
al., 2008), enquanto que nocicepcdo e antinocicepcdo sdo mais utilizados para estudos
em modelos animais (JONES, 1992; KANDEL et al., 2003).

Nocicepcdao é um processo neural pelo qual estimulos nocivos (térmicos,
mecanicos ou quimicos) sao detectados e transmitidos para o cérebro usando o caminho
de dor, através de neurdnios do sistema nervoso periférico chamado de nociceptores.
(BASBAUM; JESSELL, 2000; LOPES, 2003; WOOLF, 2004). Os nociceptores sdo
encontrados na pele, musculo, tecidos conjuntivos, vasos sanguineos e visceras
(BEKTAS et al., 2015). Os nociceptores como qualquer neurdnio aferente primario,
possuem um pericario ou corpo celular, localizado nos ganglios das raizes dorsais da
medula espinhal (GRD), do qual parte um prolongamento que se bifurca, originando um
processo central que se dirige e termina no corno dorsal da medula espinhal e um
prolongamento periférico que percorre 0s nervos sensitivos e vai terminar nos diversos
orgdos periféricos constituindo a fibra sensitiva (LOPES, 2003; BASBAUM et al.,

2009) (Figural).

Figura 1 - Esquema representando a medula espinhal, com as suas raizes ventral (RV) e dorsal
(RD). Nesta, o ganglio da raiz dorsal GRD aloja os corpos celulares dos neurdnios aferentes primarios
estdo representados um neurdnio sensivel a estimulos indcuos (@) e outro sensivel a estimulo noéxico (e).
Os prolongamentos periféricos dos neurdnios constituem as fibras sensitivas e dirigem-se a derme (De) e
epiderme (Ep). Os neurdnios indcuos possuem fibras mielinizadas (Ap) que terminam em corpulsculos
sensitivos como os de Vater-Pacini (Pa) ou Meissner (Me). As fibras dos neurbnios nociceptivos sdo
amielinicas (C) (ou mielinicas finas, ndo representadas) e terminam sem especificacdes aparente nas
chamadas terminac@es livres (TNL). Os prolongamentos centrais dos aferentes primarios penetram na
medula espinhal pelas raizes dorsais, €, enquanto os Ap ascendem nos corddes dorsais para ir terminar
nos nicleos gracilis e cuneatus do bolbo raquidiano, os nociceptivos terminam no corno dorsal da medula
espinhal, estabelecendo sinapses com neurdnio espinhais (NE) cujos axdnios cruzam a linha média e
ascendem na substancia branca contralateral para varios ndcleos supra espinhais.

FONTE: LOPES, 2003.

De Ep
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Nociceptores sdo excitados apenas quando as intensidades de estimulo atingem o
alcance nocivo (BASBAUM et al., 2009; WOOLF, 2004) sugerindo que eles possuem
propriedades biofisicas e moleculares que lhes permitem detectar e responder
seletivamente estimulos potencialmente prejudiciais (BASBAUM et al., 2009). Existem
duas grandes classes de nociceptores. O primeiro inclui fibras aferentes mielinizadas de
diametro médio, velocidade de conducgdo répida (Ad) que medeiam a dor aguda e
localizada, é a "primeira" fase da dor. Essas fibras aferentes mielinizadas diferem
consideravelmente das fibras AP de maior didametro, condutoras rapidas e que
respondem a estimulacdo mecanica indcua (isto €, ao leve toque). A segunda classe de
nociceptores inclui fibras "C" de diametro pequeno, multimodal, ndo mielinizada e de
velocidade de conducdo mais lenta, € a "segunda” fase da dor, a dor tardia e difusa.
(JULIUS; BASBAUM, 2001; CRUCIANI; NIETO, 2006; BASBAUM et al., 2009).

Em uma lesdo, os danos dos tecidos sdo muitas vezes acompanhados pela
acumulacao de fatores enddgenos liberados de nociceptores ativados ou por células ndo
neurais que residem dentro ou que se infiltram na area lesada (incluindo mastdcitos,
basofilos, plaguetas, macrofagos, neutrofilos, células endoteliais, queratindcitos e
fibroblastos) (BASBAUM et al., 2009). Coletivamente, esses fatores denominados
"sopa inflamatoria”, representam uma grande variedade de moléculas de sinalizagéo,
incluindo neurotransmissores, peptideos (substancia P-SP, peptideo relacionado com o
gen da calcitonina-CGRP, bradicinina), eicosindides e lipidios relacionados
(prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, endocanabindides), neurotrofinas,
numerosas citocinas [interleucina 1 (IL-1p) e IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF-
a)], quimiocinas, ATP, oOxido nitrico (NO-) bem como proteases extracelulares e
prétons. Notavelmente, 0s nociceptores expressam um ou mais receptores de superficie
celular capazes de reconhecer e responder a cada um desses agentes pro-inflamatorios

ou pro-algésicos. Tais interacBes aumentam a excitabilidade da fibra nervosa,
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aumentando sua sensibilidade a temperatura ou ao toque (BASBAUM; JESSELL, 2000;
LOPES, 2003; CRUCIANI; NIETO, 2006; McMAHON et al., 2008; BASBAUM et al.,
2009; RITNER et al., 2009; BEKTAS, et al., 2015).

O primeiro passo na sequéncia dos eventos que originam o fendmeno doloroso é
a transformacéo da energia patente nos estimulos agressivos em impulsos nervosos, ou
seja, em potenciais de acdo e conduzi-los até a medula espinhal (LOPES, 2003;
ROCHA et al., 2007). A ativacdo de nociceptores gera potenciais de acdo que se
propagam centripetamente até o corpo do neurdnio pseudo-bipolar que esta localizado
no ganglio da raiz dorsal (GRD), para logo ser transmitido ao corno posterior que esta
organizado em laminas de neurénios distintos anatdmica e eletrofisiologicamente e que
recebem projecdes especificas de diferentes tipos de fibras (BASBAUM; JESSELL,
2000; CRUCIANI; NIETO, 2006). Os receptores especificos para dor localizado nas
terminacbes de fibras nervosas Ad e C, quando ativados sofrem alteracbes na sua
membrana permitindo a deflagracdo de potenciais de acdo (ROCHA et al., 2007). E
assim que os neuronios aferentes primarios localizados na lamina | recebem
informacgdes nociceptivas diretamente usando fibras da classe C, enquanto as
localizadas nas laminas | e IV recebem informac6es dolorosas diretas e por fibras C ou
Ad (JULIUS; BASBAUM, 2001; CRUCIANI; NIETO, 2006).

E nesse nivel que os axdnios GRD fazem sinapse com 0s neurdnios de projecio
(BASBAUM et al., 2009). Em condicdes normais a ativacdo de um drgdo por um
estimulo doloroso resulta na liberacdo de glutamato e substancia P, os quais ativam
receptores especificos localizados nas pds-sinapsis. A quantidade de neurotransmissor
(glutamato e substancia P) liberado a este nivel é regulada positivamente pelos
neuropeptideos CGRP (peptideo geneticamente relacionado com a calcitonina), CCK

(colecistocinina), VIP (peptideo vasoativo intestinal) ou negativamente por encefalinas,
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que se conectam a receptores especificos localizados na pré e pds-sinapsis (CRUCIANI;
NIETO, 2006).

O efeito na pos-sinapsis é mais complexo. A geracdo de um potencial de acéo €
o resultado da somatoria de pequenas mudancas no potencial da membrana, que levam o
potencial de membrana para um valor menos negativo (por exemplo, de -70 mV a -60),
aproximando-se do umbral da geracdo de um potencial de acdo (CRUCIANI; NIETO,
2006). As encefalinas tém acdo anti-nociceptiva e estdo envolvidas no processo de
reducdo da neuroplasticidade e hiperalgesia, elas interferem com a geracdo desses
potenciais pos-sindpticos miniaturas e assim, evitam o disparo de potencias de acdo
(CRUCIANI; NIETO, 2006; ROCHA et al., 2007).

Além disso, as encefalinas alteram a permeabilidade da membrana ao potassio
(tornando o seu potencial de repouso mais negativo), afastando-se do limiar e
dificultando ainda mais a geracdo de potenciais de acdo. Esses interneurdnios
liberadores de encefalina estdo regulados por vias descendentes as quais normalmente
sdo inibidos por neurbnios contendo GABA (0 neurotransmissor inibitério mais
abundante no sistema nervoso central - SNC) e estdo localizados na matéria cinzenta
periaquedutal (CRUCIANI; NIETO, 2006) Ao produzir-se um estimulo doloroso sdo
liberadas endorfinas na matéria cinzenta periaqueductal, as quais inibem 0s neurénios
inibitérios (liberadores de GABA) (LOPES, 2003; CRUCIANI; NIETO, 2006;
BASBAUM et al., 2009).

O resultado dessa dupla inibicdo é a facilitacdo das vias descendentes que
eventualmente resultara em: 1) liberacdo aumentada de encefalinas pelos interneurénios
localizados no corno posterior; 11) diminui¢do da quantidade de glutamato e substancia
P na biofase (neurotransmissores das vias ascendentes de impulsos dolorosos); 1I)
consequentemente, menor transmissdo de impulsos dolorosos para o talamo e deste para

0 cortex sensivel. Estas vias descendentes tém como mediadores 0s neurotransmissores
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serotonina e norepinefrina. Como esses neurotransmissores sao regulados por
antidepressivos triciclicos, os antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (SSRIs) e NSRIs (nédo seletivo), especula-se que 0 mecanismo analgésico
(independente do efeito antidepressivo) que apresentam estes constituintes seja pelo

menos em parte por desinibicdo desta via descendente (CRUCIANI; NIETO, 2006).

2.2 Inflamacéo

A inflamacdo é um processo fisiopatolégico e um mecanismo protetor
importante de resposta de defesa, geralmente benéfica ao organismo, que atua para
remover os efeitos da agresséo, promover a sobrevivéncia do tecido, reparar e recuperar
0 tecido lesado, conservar a energia do organismo ou para neutralizar agentes
prejudiciais, embora incialmente benéfica ela possa perder sua funcdo reparadora de
cicatrizar e reconstituir o tecido lesado (ALLER et al., 2006; LIMA et al., 2007;
MEDZHITOV, 2008; BEZERRA et al., 2014; CRUZ, 2016).

Quando o estimulo desencadeante do processo inflamatério é autolimitado ou
controlado por tratamento, a inflamacéo é inibida e as repercussfes sanadas. Caso a
inflamacdo seja extensiva, prolongada e ndo seja tratada adequadamente, pode persistir
ou recidivar, levando a um padrdo de cronicidade, como ocorre em neoplasias,
colagenoses e infecgdes cronicas (BALLOU; KUSNHER; 1993; VOLANAKIS; 1993;
BAUMANN; GAULDIE; 1994; LIMA et al., 2007). Alguns desses agentes podem ser
patogenos (bactérias, fungos e virus), agentes fisicos (radiacdo, trauma, objetos
cortantes ou queimaduras), quimicos (poluentes, toxinas, substancias causticas), necrose
tecidual, bem como reacdes imunologicas (hipersensibilidade) (ROBBINS, 1986;

MONTENEGRO; FRANCO, 1999; LIMA et al., 2007; ASHLEY et al., 2012).
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A inflamacdo pode liberar ou gerar uma populacédo diversificada de mediadores
pro-inflamatorios, como bradicininas, serotonina, histaminas, prostaglandinas e oxido
nitrico. Essas substancias frequentemente desencadeiam manifestacfes clinicas, tais
como dor, calor, vermelhiddo (rubor), tumor (edema) e o quinto sinal, perda da funcéo
do tecido ou 6rgédo lesado e pode produzir hiperalgesia ou alodinia (ROBBINS, 1986;
ARSATI; VEIGA, 1999; BEZERRA et al., 2014). O rubor e o calor sdo o resultado de
um aumento da circulacdo na area inflamada. A dor localizada depende da migracédo e
do acumulo de leucdcitos inflamatdrios nos vasos sanguineos para dentro do tecido,
formacdo de tecido de granulacdo e de substancias biologicas que atuam sobre as
terminacGes nervosas (MONTENEGRO; FRANCO, 1999; LIMA et al., 2007). O
edema é a consequéncia do aumento da permeabilidade vascular na regido afetada e
exsudacdo de fluido local (ROBBINS, 1986; MONTENEGRO; FRANCO, 1999).

Dependendo de sua duracdo, a inflamacdo pode ser classificada em duas
categorias: inflamacdo aguda e inflamacgéo crénica. A inflamacdo aguda é uma reacdo
imediata, precoce e rapida, é a resposta do sistema imunoldgico que ativa varias vias
intracelulares e intercelulares contra os patdégenos (RUH et al., 2013; CRUZ, 2016) e a
lesdo tecidual pode durar desde poucos minutos até alguns dias, € um processo mediado
por eicosandides e aminas vasoativas que aumentam a permeabilidade vascular, levando
a exsudacdo de proteinas fluidas e plasmaticas, com acumulo na regido inflamada de
liquido (edema), fibrina (que se forma no intersticio pela interacdo entre componentes
do plasma e fatores dos tecidos), e inclui a participacéo de diferentes tipos celulares, tais
como neutréfilos, macréfagos, mastécitos, linfocitos, plaquetas, células dendriticas,
células endoteliais e fibroblastos, entre outras, para o local infectado (LIMA et al.,
2007; RUH et al., 2013). Na inflamacdo aguda, quando o sistema imunoldgico elimina

com sucesso 0S agentes prejudiciais, a reacdo desaparece, mas se a resposta nao
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remové-los podem causar uma inflamacéao crénica (ROBBINS, 1986; MONTENEGRO;
FRANCO, 1999; KUMAR et al., 2012; BEZERRA et al., 2014).

A inflamac&o crénica persiste por semanas e meses, é a inflamacéo que resulta
de um estimulo agressivo pelo agente causal ocorrendo fenémenos produtivos no local,
onde a resposta em cascata da coagulacdo sanguinea e vias inflamatorias sao
mobilizadas e inclui a proliferacdo de vasos, fibroblastos (com consequente deposicdo
de coldgeno), aumento da permeabilidade em microvasos, a ligacdo de células
circulantes aos vasos na proximidade do local de lesdo, como também proliferacéo e
migracdo celular na recuperacdo tecidual como macrofagos, linfocitos, e destruicdo
tecidual (ROBBINS, 1986; MONTENEGRO; FRANCO, 1999; KUMAR et al., 2012;
BEZERRA et al., 2014). Esta ativacdo ocorre por uma diversidade de mediadores
inflamatorios (RUH et al., 2013; BEZERRA et al., 2014)

Durante a inflamacdo algumas células, principalmente macrofagos podem ser
ativadas através do reconhecimento de uma endotoxina patogénica chamada
lipopolisacarideo (LPS), pelo receptor de tipo pedagio dos macrofagos (TLR). Este
evento desencadeia uma via de sinalizacdo que libera 0 NF-kB (fator nuclear kappa-
cadeia leve-potenciador de células B ativadas), um fator de transcricdo que ¢é
responsdvel pela ativagdo de genes associados a transcricio de mediadores
inflamatorios, tais como as interleucinas (IL) -1p, IL-6, IL-8, IL-13, IL-10, que ativam
células inflamatdrias, e as citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a) que
ativam células endoteliais e tissulares, prostaglandinas (PGs), e enzimas inflamatérias,
tais como a sintase induzivel (iNOS) responsavel pela sintese de oxido nitrico (NO-) e
ciclooxigenases (COXs). O fator transformador de crescimento beta (TGF-p), fatores de
crescimento derivados de plaquetas (PDGF) e fatores de crescimento epidérmico (EGF)
estimulam a proliferacdo de fibroblastos, secrecdo de matriz e induzem o recrutamento

de leucocitos (FRIEDMAN; HUGHES, 2002; RUBIN et al., 2006; AARABI et al.,
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2007; ROCK; KONO, 2008; PROELL et al., 2008; RIBEIRO et al., 2010; KUMAR et
al., 2012; RUH et al., 2013).

A via de sinalizacdo TLR também desencadeia a geracdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS). As ROS sdo produzidas, essencialmente, durante a fosforilagéo
oxidativa e por ativacdo de células fagociticas durante uma explosdo oxidativa. A
producéo excessiva de ROS e a peroxidacéo lipidica podem levar ao dano em lipidios,
proteinas, membranas, acidos nucleicos e também serve como um importante
sinalizador intracelular que amplifica respostas inflamatorias. Indmeros estudos
demonstram o envolvimento de ROS nos processos inflamatdrios, como na patogénese
das artropatias crénicas inflamatorias, como a artrite reumatoide. Acredita-se que as
ROS possam atuar como segundos mensageiros para ativacdo do fator de transcri¢éo
NFkB, que orquestra a expressdo de varios genes que perpetuam a resposta inflamatdria
(SURH, 2005; FILIPPIN et al., 2008).

A superproducdo desses mediadores, como ocorre na inflamagdo crénica, tem
sido associada a ocorréncia de doencas crénicas degenerativas como artrite reumatdide,
arteriosclerose, asma, doenca de Alzheimer, lGpus eritematoso sistémico, doencas
cardiovasculares, diabetes, obesidade, doencas pulmonares, doencas neuroldgicas e
cancer entre outros (LIMA et al., 2007; ROCK; KONO, 2008; BEZERRA et al., 2014).

As doencas das articulagfes agudas e cronicas apresentam a inflamacao articular
como o principal sintoma clinico. Artrite € o0 termo genérico que atinge varias doencas
articulares onde envolve inflamacdo de uma ou mais articulagbes ou do sistema
musculoesquelético. A forma mais comum é a artrite reumatoide (AR) ou osteoartrose
(OA), também denominada de artrose (CONTE et al., 2015; CROSS et al., 2014). A AR
€ uma artropatia inflamatéria sistémica que se manifesta como fadiga, dor, anorexia,
astenia e atinge, principalmente, as articulacdes periféricas de modo simétrico, iniciando

pelas articulagdes dos dedos, maos e pes, evoluindo para articulagdes maiores, como
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ombros e joelhos até o aparecimento da rigidez e inflamagdo da membrana sinovial
(sinovite), levando a destruicdo celular (ABBAS et al., 2008; HOLMQVIST et al.,
2010; MOTA et al., 2011).

A poliartrite visualizada na AR ocorre por causa do desenvolvimento do
processo inflamatério na membrana sinovial devido as respostas imunologicas
reguladas por mecanismos de vias de sinalizacdo intracelular e regulacdo da expressao
génica. O destaque nessa regulacdo é a ativacao do fator nuclear de transcricdo kappa B
(NF-xB) — capaz de controlar a expressao de TNFa, citocinas pro-inflamatorias (I1L-1,
IL-8, TNF-a, IL-6 e IL-17), sintese de oxido nitrico induzivel (iNOS), cicloxigenase 2
(COX-2) e molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1), ativacdo do metabolismo do
acido araquidoénico (AA), inducdo de resposta da fase aguda e ativacdo dos neutrofilos e
macrdfagos, que levam ao aumento na liberagdo de mediadores como o 6xido nitrico
(NO-), espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNSs), e formacdo de
radicais livres conduzindo ao estresse oxidativo que amplifica a inflamacgéo e ocasiona a
destruicdo articular, dor e edema (THOMSON et al., 2003; SWEENEY; FIRESTEIN,
2004; KUKAR et al., 2009; HOLMQVIST et al., 2010; PAIVA et al., 2011; ABBAS et

al., 2008; KOURILOVITCH et al., 2014).

2.3 Ulcera péptica

A JUlcera péptica (UP) ou enfermidade ulcerosa péptica € uma afeccdo
heterogénea, multifatorial, que acomete 15% a 20% da populacdo mundial. A Ulcera é
denominada péptica porque ocorre em sitios expostos a secre¢do de &cido cloridrico e
pepsina (MOREIRA; SAN ROMAN, 2004; ORIA; BRITO, 2016). A UP ¢ uma lesio
em forma de ferida mais ou menos profunda na camada mais superficial (denominada

mucosa) que recobre o tubo digestivo. Quando esta lesdo se localiza no estomago se
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denomina Ulcera gastrica e quando aparece na primeira por¢cdo do intestino delgado é
chamada de Ulcera duodenal (MOREIRA; SAN ROMAN, 2004).

Em 90% dos casos, a UP é uma leséo unica raramente dupla ou multipla. Na
maioria das vezes, apresenta-se como lesdo arredondada ou ovalada, com didmetro
variando de 0,5 a 2,0 cm e bordas regulares, pouco elevadas e cortadas a pique,
tendendo a se afunilar na medida em que se aprofundam na parede do 6érgdo. O fundo €
geralmente limpo, mas pode estar coberto por material brancacento, por tecido de
granulacdo avermelhado ou por tecido fibroso. A lesdo pode estar restrita a submucosa,
ou atingir a muscularis mucosae, serosa ou a capsula ou parénquima de um o6rgéo
vizinho. De acordo com a profundidade da lesdo e a intensidade da reacdo conjuntiva, a
UP pode ser classificada em superficial, localizada na submucosa; profunda, quando
atinge a lamina propria; perfurante, quando ultrapassa todas as camadas da parede e se
abre na cavidade peritoneal e penetrante, quando além de ultrapassar todas as camadas
fica tamponada por 6rgdos vizinhos (pancreas e figado). A UGlcera gastrica (UG) costuma
apresentar dimensdes maiores do que a duodenal (UD) (ORIA; BRITO, 2016)

A fisiopatologia da ulcera péptica pode ser considerada um desequilibrio entre
0s mecanismos de defesa e fatores agressores da mucosa (bicarbonato, muco gastrico, o
fluxo sanguineo da mucosa, os fosfolipidios tensoativos, as prostaglandinas (PG), 6xido
nitrico (NO-), os sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, diferentes
peptideos e fatores de crescimento) e fatores agressivos (acido cloridrico, pepsina,
radicais livres e oxidantes, os leucotrienos, a bile refluida e endotelinas) (KANGWAN
etal., 2014; FARZAEI et al., 2015; ORIA; BRITO, 2016).

A regulacdo da secrecdo de acido pelas celulas parietais é especialmente
importante na patogénese da Ulcera péptica e constitui um alvo para a acdo de farmacos.
A secrecdo das células parietais é uma solucdo isotonica de HCI (150 mmol/L) com pH

abaixo de 1. De modo bastante simplificado, ions cloreto (Cl-) sdo transportados
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ativamente do plasma para a célula parietal. Esta secrecdo de ions Cl- acompanhada por
ions K+, gque sdo, entdo, trocados por ions H+ pela K+ H+ ATPase (bomba de protons).
Tem-se entdo a combinacdo de ions hidrogénio (H+) e cloreto (Cl), seguido de sua
liberacdo pelas glandulas secretoras gastricas (BRAGA et al., 2011). Embora a doenga
ulcerosa péptica seja multifatorial, o Helicobacter pylori é o principal fator da Ulcera
péptica, dispepsias, gastrite cronica e cancer gastrico (URGESI et al., 2012; IIZASA et
al., 2015; TEIXEIRA et al., 2016).

O H. pylori é uma bactéria espiralada Gram-negativa (YAMAOKA, 2010) que
pode estar presente no muco que cobre a superficie do estbmago e que causa gastrite
crbnica, provocando erosdes e Ulceras no estbmago, especialmente nas pessoas de idade
avancada (MOREIRA; SAN ROMAN, 2004; MATSUDA et al., 2010; BRAGA et al.,
2011; ORIA; BRITO, 2016). A H. pilori tem a capacidade de habitar no estémago
devido a sua capacidade em produzir a enzima urease, que converte a uréia em amoénia
que por sua vez, protege a bactéria no meio acido do estbmago o que leva a
alcalinizacdo da superficie do epitélio, 0 aumento significativo do pH no limen géstrico
gerando o aumento da sintese e liberacdo de somastatina pelas células D, substancia que
inibe a secrecdo gastrica por impedir a liberacdo de histamina e gastrina responsaveis
pela produgdo do &cido cloridrico (CHAN; LEUNG, 2002; MALFERTHEINER et al.,
2009; 11IZASA et al., 2015; ORIA; BRITO, 2016).

A infeccdo por H. pylori pode ser responsabilizada por 90-95% das UD e 70-
75% das UG. A erradicacdo do microrganismo reduz dramaticamente a taxa de
recorréncia da doenca para 5% ao ano, em contraposi¢do a taxas de 70-85% observadas
nos tratamentos convencionais adotados que ndo visam erradicacdo do H. pylori,
(ORIA; BRITO, 2016). O segundo fator etioldgico para o desenvolvimento de Glcera
péptica consiste no uso crénico de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) ndo

seletivos para COX-2 (RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007; ORIA; BRITO, 2016).
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A celula parietal € responsavel pela secrecdo gastrica de acido cloridrico em
decorréncia da ativacdo da H+ K+ ATPase, denominada bomba de prétons, que se
localiza na membrana luminal da célula, e constitui a etapa inicial da secregdo 4cida. A
secrecao gastrica de 4cido é regulada por trés vias, tendo como agonistas a acetilcolina
(via neuronal); a histamina (via paracrina) e a gastrina (via enddcrina). Esses
mediadores interagem com receptores acoplados a duas importantes vias sinalizadoras:
adenilato ciclase, no caso da histamina e célcio intracelular no caso da gastrina e
acetilcolina. A acetilcolina liberada por neurénios pos-ganglionares do nervo vago esti-
mula diretamente a secre¢cdo do é&cido, atuando em receptores muscarinicos M3
localizados na membrana basolateral da célula parietal e, indiretamente, por inibigcdo da
secrecdo de somatostatina cuja funcdo é inibir a liberacdo de histamina pelas células
semelhante a enterocromafina (ECL) e de gastrina pelas células G localizadas na regido
do antro gastrico (ORIA; BRITO, 2016).

A histamina gerada pela descarboxilacdo da L-histidina sob acdo catalitica da
enzima histidina-descarboxilase (HDC), estimula a secrecéo gastrica de acido depois de
se ligar aos receptores de histamina-2 (H2) localizados nas células parietais,
desencadeando uma cascata de eventos, que resulta no aumento dos niveis intracelulares
de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). A histamina estimula, ainda, a secrecdo
gastrica de &cido de maneira indireta, ao inibir a secrecdo de somatostatina pelas células
D localizadas no antro gastrico e por estimular a liberacéo de gastrina pelas células G. A
gastrina é o principal estimulador da secrecdo acida durante a ingestdo de alimentos, e
age principalmente liberando histamina das células ECL localizadas no corpo e fundo
do estdbmago. A gastrina liga-se a receptores de gastrina/colecistocinina do tipo 2 (CCK-
2), localizados nas células ECL e também nas células parietais. A ativacdo dos
receptores CCK-2 localizados nas células ECL parece ser a principal via pela qual a

gastrina estimula a secreco acida (ORIA; BRITO, 2016).
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A producdo continua de prostaglandinas (principalmente PGE2 e PGI2),
sintetizadas na mucosa gastrica principalmente pela enzima ciclooxigenase-1 (COX-1),
estimula a secrecdo de muco e de bicarbonato, diminuem a secrecdo de &cido e causam
vasodilatacdo mantendo a integridade da mucosa e protecdo contra agentes que causam
lesdo epitelial (BRAGA et al., 2011; ORIA; BRITO, 2016). Isto provavelmente explica
a capacidade de muitos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) inespecificos de
causarem sangramento e erosdes gastricas, visto que sdo inibidores da COX-1 (BRAGA
et al., 2011). Prostaglandinas inibem ainda a ativacdo de mastocitos e leucocitos, bem
como a aderéncia de plaquetas ao endotélio vascular. O 6xido nitrico no trato
gastrointestinal atua na manutencdo da homeostase pelo seu papel citoprotetor e
regulador do fluxo sanguineo (ORIA; BRITO, 2016).

A terapia da Ulcera péptica alia a reducdo da secrecdo de acido gastrico usando
antagonistas dos receptores H2 (cimetidina, renitida, histidina e famotidina) ou IBPs,
bem como a neutralizacdo do acido secretado com antidcidos (hidroxido de magnesio,
hidroxido de aluminio e bicarbonato de sodio) e protetores da mucosa, como 0
sucralfato. Embora os antiacidos tenham sido utilizados ao longo do tempo e tenham
provado ser relativamente eficazes, o seu uso € inconveniente devido a necessidade de
véarias doses diarias e também pela associagdo a efeitos colaterais indesejados (BRAGA
etal., 2011).

No caso de infeccdo por H. pylori sdo associados antisecretores e antibioticos
(claritromicina, amoxicilina, metronidazol, tinidazol, tetraciclina e fluorquinolonas,
como levofloxaxino e moxifloxacino). O tratamento conhecido como terapia triplice
(combinacgdo de um IBP, claritromicina e amoxicilina) comegou a apresentar evidéncias
de resisténcia microbiana por volta do ano 2000, com taxas de cura inferiores a 80%.
Atualmente, os estudos apontam para a eficacia de terapia concomitante (associacdo de

amoxicilina, claritromicina, tinidazol ou metronidazol e IBP, por 14 dias), terapia
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sequencial (amoxicilina + IBP/5 dias, seguida de claritromicina e tinidazol ou
metronidazol + IBP/5 dias), terapia concomitante combinada (combinacdo das duas
citadas anteriormente) ou ainda, terapia com bismuto (associacdo de bismuto,
tetraciclina, metronidazol + IBP). A terapia triplice ainda permanece como alternativa

quando ha evidéncias de susceptibilidade a claritromicina (BRAGA et al., 2011).

2.4 Quimica e farmacologia do 6leo-resina de copaiba

O oleo de copaiba é um dleo-resina composto de acidos resinicos e substancias
volateis (KOBAYASHI et al., 2011). O Oleo-resina da espécie Copaifera multijuga
Haynes (Leguminosae-Caesalpinoideae) é extensivamente comercializado no Brasil,
como capsulas ou 6leo bruto para o tratamento de varios distarbios (GOMES et al.,
2010). Comparacdo das composicdes de Oleo-resina de Copaifera guianensis Desf. e
Copaifera duckei Dwyer, e da mais conhecida Copaifera multijuga Hayne, todos de
ocorréncia comum na Amazobnia brasileira, mostra uma significativa variabilidade
quimica ndo apenas entre espécies, mas também dentro de uma dada espécie e até em
uma mesma arvore individual (CASCON e GILBERT, 2000). Por isso, a falta de
padronizacdo desses Oleos constitui uma barreira a sua comercializagdo mais ampla
(SOUZA BARBOSA et al., 2013).

A andlise quimica do O6leo Copaifera multijuga Hayne realizada, utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, mostrou que o 6leo é
composto de sesquiterpenos com predominancia do B-cariofileno (36,0%) e Oxido de
cariofileno, os quais fazem parte da composi¢do quimica e podem ser utilizados como
padrdes quimicos de copaiba (KOBAYASHI et al., 2011; SOUZA BARBOSA et al.,
2013) e, no estudo, em trés amostras do Gleo-resina os teores de B-cariofileno foram

respectivamente, 57,5%, 19,7% e 40,9% (VEIGA JUNIOR et al., 2007), seguido de a-
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humuleno, a-copaeno (18,8%), B-bisaboleno (8,5%), a-trans-bergamoteno (7,0%), o-
cadineno (VEIGA JUNIOR et al.,, 2007; KOBAYASHI et al., 2011). Entre os
diterpenos, acido copalico (6,2%) foi o principal componente da Copaifera multijuga
Hayne encontrado em todos os 6leo-resinas estudados (VEIGA JUNIOR et al., 2007).

A atividade anti-inflamatdria do 6leo de copaiba foi a propriedade mais estudada
(BASILE et al., 1988). O Oleo-resina de espécies de Copaifera brasileiras inibiu
significativamente o edema de pata induzida por carragenina apds doses orais de 0,70-
2,69 ml/kg, mas foi um pouco menos eficaz do que 50 mg/kg de fenilbutazona calcica.
A administracdo repetida do 6leo-resina a uma dose de 1,26 ml/kg por um periodo de 6
dias reduziu a formacdo de granuloma a uma resposta comparavel a de 20 mg/kg de
fenilbutazona calcica. Esta mesma dose de Oleo-resina, igualmente, reduziu a
permeabilidade vascular para histamina intercutanea. Os valores da DLsy do éleo-resina
da copaiba encontram-se na Tabela 1, cujos resultados ddo suporte experimental para
utilizacdo na medicina popular brasileira como um produto anti-inflamatoério (BASILE
etal., 1988).

Tabela 1 - Valores da DLsy do 6leo-resina de copaiba obtido de diferentes espécies
de copaiba

Oleo-resina Animal DL50 Via Oral Referéncia
Copaiba spp. Rato 3,79 (3,21-4,471) ml/kg - BASILE et al. (1988) -
Copaiba spp. Rato 6.309,09 mg/Kg *

C. reticulata Rato 4,48 ml/Kg -R10 (2001) -
C.reticulata Rata >2000 mg/Kg ** -CAMILE et al. (2009) -
C. langsdorfii | Camundongo 8,45 ml/Kg -CHEN-CHEN e SENA

(2002) -
C. multijuga Rato Até 4,09/Kg sem morte -GONCALVES e
WANDERLEY (2014) -
C. duckei Rato 3758,16 mg/Kg -LIMA (2014) -

* Disposic¢des 1910.1200 do titulo 29 do Codigo de Regulamentos Federais dos EUA.
** Dose letal classificada como categoria 5, segundo o0 Guia OECD 423.
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O estudo da atividade anti-inflamatoria do 6leo em ratos utilizando o modelo de
edema induzido por carragenina mostrou inibicdo do edema e inibiu a formacgéo de
granuloma no modelo “Cotton-pellet” aumentando a permeabilidade vascular,
mostrando resultados com indicacdo de atividade anti-inflamatoria. O estudo
comparativo das atividades analgésica e anti-inflamatoria do 6leo-resina de C. cearensis
com os derivados isolados de éleo-resina de copaiba (acido copalico, éster metilico do
acido solidago e bisabolol) e da substancia indometacina mostrou resultados maiores em
relacdo aos derivados isolados, porém, menor que a da indometacina (FERNANDES et
al., 1992). A avaliacdo das propriedades cicatrizantes de feridas e Ulceras utilizando
6leos de copaiba de origem comercial em modelo de ferida aberta apresentou aumento
do tecido de granulacdo e do numero de vasos sanguineos, porém diminuicdo da
quantidade de fibras colagenas (BRITO et al., 1998; BRITO et al., 1999a). Os 6leos de
Copaifera langsdorfii, se mostraram, no mesmo modelo bastante ativos em ratos e
apresentaram resisténcia a tensdo e ulcera crénica de estdmago induzida por acido
acético (PAIVA et al., 2000). O pré-tratamento com 6leo de Copaifera langsdorfii em
doses a partir de 400 mg/kg protegeu a mucosa gastrica dos ratos de lesbes induzidas
por etanol e indometacina devido provavelmente a diminui¢do de acidez gastrica e da
promocao da secrecdo de muco gastrico e bicarbonato (PAIVA et al., 1998).

Amostras de oito 0leos de copaiba comerciais usados na regido amazdnica como
agentes anti-inflamatérios e disponiveis nos mercados populares foram testados in vivo
e inibiram significativamente a formacdo de edema induzido por bradicinina e pela
carragenina em ratos. Duas amostras destes 6leos com efeitos anti-inflamat6rios foram
fracionadas e detectadas varios sesquiterpenos e diterpenos. Isto sugere que 0s
sesquiterpenos presentes nos Oleos de copaiba podem ser responsaveis pela acdo anti-
inflamatdria relatada na medicina popular (VEIGA et al., 2001). Duas amostras de 6leos

coletados da mesma arvore Copaifera multijuga Hayne, mas em diferentes periodos do
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ano, foram fracionados e as fragcdes hexano, diclorometano e metanol obtidos de um
desses 6leos-resinas foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa, sendo identificados vinte e sete sesquiterpenos e seis diterpenos, onde 0s
principais componentes foram o B-cariofileno, a-copaeno e acido copélico. As fracOes
diclorometano e metanol foram administradas por via intraperitoneal e causaram uma
inibicdo significativa do edema da pata causada por carragenina com a inibicao de 49 +
13%, 64+9%, respectivamente. Da mesma forma, a droga controle positivo
dexametasona também inibiu significativamente a formacdo de edema de pata induzido
por carragenina (60+4% em 2 horas). A fracdo hexano também inibiu
significativamente (50+6%) a formacdo do edema da pata causada por bradicinina.
Estes resultados sugerem a presenca de compostos terpénicos ativos ainda néo
identificados no 6leo de C. multijuga que exibiu propriedades anti-edematogénicas.
Digno de nota, o rendimento destes compostos e as acdes farmacoldgicas do Oleo
apresentaram grandes variacdes sazonais, um aspecto relevante que deve ser
cuidadosamente observado para o uso medicinal correto desta planta pela populacédo
(VEIGA JUNIOR et al., 2006).

Estudos farmacoldgicos comparativos entre diferentes espécies de copaiba sdo
raros (GOMES et al., 2007). Entre eles, trés 6leo-resinas de copaiba obtidos de espécies
da Copaifera multijuga Hayne, Copaifera cearensis Huber ex Ducke e Copaifera
reticulata Ducke foram avaliados os efeitos farmacoldgicos anti-inflamatérios in vitro
através da medicdo da producdo de d6xido nitrico (NO-) em macréfagos murinos e in
vivo usando o modelo de pleurisia induzida por zimosano em ratos. Os resultados
mostraram que 0 Gleo-resina da Copaifera multijuga Haynes (100 mg/kg) foi o mais
potente, tanto inibindo a producdo de NO-, quanto na pleurisia induzida pelo zimosano.

Os oleo-resinas de Copaifera cearensis Huber ex Ducke e Copaifera reticulata Ducke
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também foram capazes de inibir a producdo de NO- e na pleurisia, mas com menor
intensidade (VEIGA JUNIOR et al., 2007).

Ensaios pré-clinicos em ratos para avaliar os efeitos anti-inflamatorios e acéo
sobre o SNC mostraram que as doses de 100 e 200 mg/kg e em uma concentracdo de
200 pl/ml do oleo destilado de copaiba apresentaram efeitos anti-inflamatérios tanto in
vivo quanto in vitro com base na redugdo da migracdo de leucdcitos para a cavidade
pleural dos ratos e a solugdo quimiotética de lipopolissacarideo, respectivamente. A
investigacdo sobre os efeitos no SNC mostrou reducédo sobre as atividades locomotoras
e exploratdrias e aumentou a ansiedade dos animais nas doses de 100 e 200 mg/kg. Os
resultados obtidos sugerem que do 6leo de copaiba tem efeito anti-inflamatério e um
importante e interessante efeito no sistema nervoso central (KOBAYASHI et al., 2011).

Estudo comparativo da atividade anti-nociceptiva de dois o6leo-resinas de
copaiba (Copaifera multijuga Hayne e Copaifera reticulata Ducke, Fabaceae)
administrados por via oral, utilizando modelo periférico (contor¢do abdominal induzida
por acido acetico e formol), da coluna vertebral (retirada de cauda) e supra-espinhal
(placa quente) mostraram que os 6leos de copaiba ndo desenvolveram efeitos toxicos.
As doses que variaram de 30 a 150 mg/kg foram suficientes para desenvolver
significativamente efeito anti-nociceptivo periférico. Todos os oOleos de copaiba
demonstraram a atividade central, mas com menos efeitos sobre as regides supra
espinhal do cérebro. A administracdo do antagonista do receptor de opioide naloxona
inibiu completamente o efeito anti-nociceptivo induzido por ambas as copaibas. Os
resultados indicaram que os 6leos-resinas de copaiba possuem efeitos anti-nociceptivos
central e periférico. Este novo efeito comprova que pode ser Gtil no tratamento de
desordens algésicas (GOMES et al., 2007).

Estudos farmacoldgicos para elucidar o mecanismo de acgédo central do 6leo

de copaiba, utilizando modelos para analgesia (contor¢6es induzidas por &cido acético e
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de retirada da cauda) ou inflamacdo (edema da pata de rato e aumento da
permeabilidade vascular) realizados em trés fracdes obtidas a partir de Oleo-resina
Copaifera multijuga, hexano (HF), cloroformio (CF), e metanol (MF), representando as
trés principais classes de substancias do genero Copaifera (hidrocarbonetos
sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados e diterpenos azidicos), nas doses que
variaram entre 1 e 150 mg / kg, do 6leo-resina Copaifera multijuga (OCM, 100 mg / kg,
p.o.) e o farmaco de referéncia morfina (5 mg/kg, po). Todos os animais foram pré-
tratados com naloxona (antagonista de receptor opioide, 5mg/kg, ip) (GOMES et al.,
2010). As fracOes inibiram significativamente de maneira dose-dependente, 0 nimero
de contor¢Bes induzidas por acido acético e a segunda fase de resposta de lamber
induzido pela formalina. Resultados similares foram observados no modelo de retirada
da cauda. O efeito anti-nociceptivo central para HF e CF, nas doses de 50 e 100 mg/kg
foi mais elevada do que a observada com a morfina (1 mg/kg). A administracdo de
naloxona inibiu o efeito anti-nociceptivo de fracGes indicando que HF, CF, e MF podem
estar agindo em receptores opidides. Todas as trés fracBes inibiram o edema da pata de
rato e aumentaram a permeabilidade vascular induzida por varios agentes flogisticos
(carragenina, histamina e serotonina). Os resultados indicam que as fracdes obtidas a
partir de Copaifera multijuga Hayne mostraram efeito anti-nociceptivo provavelmente
mediado pelos receptores opiaceos e atividade anti-inflamatoria através da inibigdo dos
percursores histaminérgicos e serotoninérgicos (GOMES et al., 2010).

Os possiveis efeitos anti-inflamatérios e neuroprotetores do copaiba dleo-
resina (COR) foram investigados na sequéncia de um dano agudo apds a desordem
neural provocadas em ratos adultos com relagdo ao cértex motor. Nos animais foi
injetada a neurotoxina N-metil-D-aspartato (NMDA) (n = 10) e tratou-se com uma
Unica dose de COR (400 mg/kg, i.p.) logo apo6s a cirurgia (Grupo 1) ou com duas doses

diérias (200 mg/kg, i.p.) durante trés dias (Grupo 2) para alterar lesdo. Os animais de
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controle foram tratados apenas com veiculo. Tratamento COR induziu a preservacao
tecidual e diminuicéo do recrutamento dos neutréfilos e a ativagcdo da microglia no local
da lesdo em comparacdo aos animais controle. Os resultados sugerem que o tratamento
COR induz neuroprotecdo por modulacdo da resposta inflamatoria no seguimento do
dano agudo do sistema nervoso central (GUIMARAES-SANTOS et al., 2012).

A copaiba Copaifera langsdorfii Desf. e outras espécies afins, por via oral
tem sido indicada no tratamento auxiliar de hemorroidas e dores localizadas no
intestino, tomando-se 5 até 60 gotas, duas a trés vezes por dia, misturados no leite ou no
mel de abelhas, diminuindo-se o0 nimero de gotas se aparecerem sintomas secundarios
desagradaveis como nausea, mal-estar do estdmago e diarreia (ABREU MATOS, 2002).

Ensaio clinico para avaliar a seguranca clinica do uso de uma formulacéo
fitoterapica composta da associacdo de Mikania glomerata Spreng, Mentha piperita L.,
Eucalyptus globulus Labill. e Copaifera multijuga Hayne, incorporadas a prépolis e mel
para tratar doencas respiratorias em estudo aberto, mostrou que o xarope foi bem
tolerado e que alguns eventos adversos foram relatados, sendo classificados como
possivelmente ou ndo atribuidos ao fitoterapico. Os indices de hemoglobina, TGO,
TGP, creatinina e leucocitos ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao
pré-estudo. Todos os parametros laboratoriais estiveram dentro das suas respectivas
faixas de normalidade. Os exames clinicos, eletrocardiograficos e laboratoriais ndo
evidenciaram sinais de toxicidade nos 6rgdos e sistemas avaliados (TAVARES et al.,
2006).

Em um estudo clinico foi verificada a eficacia cicatrizante do dleo-resina de
copaiba, administrado por via oral e obtido da Copaifera officinalis formulada em
capsulas de 80 mg e 120 mg, comparado com o omeprazol 20 mg, em 60 pacientes com

diagndstico definitivo de Ulcera péptica. Os resultados mostraram 65 a 75% cicatrizacéo
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da ulcera e sem efeitos adversos significativos (ARROYO-ACEVEDO et al., 2011) no

grupo usuario de copaiba.

2.5 Quimica e atividade farmacologica de sesquiterpenos

Os terpendides sdao um grupo homogéneo de moléculas que podem ser
identificadas e classificadas devido ao arranjo dos esqueletos e do nimero de atomos de
carbono: em monoterpenos (10 carbonos atomos de carbono), sesquiterpenos (15
atomos de carbono), diterpenos (20 a&tomos de carbono), sesterterpenos (25 atomos de
carbono) e triterpenos (30 a&tomos de carbono). Os sesquiterpendides (C-15) formam um
grupo imenso de produtos naturais (NPs) com uma variedade estrutural extraordinaria
(KLAPSCHINSKI et al., 2016; BROCKSOM et al, 2017).

As lactonas sesquiterpénicas sdo profundamente estudadas farmacologicamente
(HERNANDEZ et al., 2005) e possuem uma variedade de atividades bioldgicas
(FELTENSTEIN et al., 2004). As atividades anti-inflamatérias de algumas plantas
medicinais sdo atribuidas ao seu contetido de lactonas sesquiterpénicas (VALERIO et
al., 2007). As lactonas sesquitérpenicas contendo uma porcdo alfa-metileno-gama-
lactona mostraram ser potentes inibidores do edema induzido por carragenina e da
artrite cronica induzida por adjuvante em roedores (HALL et al., 1980) e sdo potentes
estimuladores da degranulacdo de mastdcitos. Esse fendmeno pode ter um papel
significativo na toxicidade de algumas lactonas sesquiterpénicas de plantas venenosas
quando ingeridas pelo gado (ELISSALDE et al., 1983). As lactonas sesquiterpénicas da
Neurolaena lobata, planta medicinal do Caribe usada para o tratamento de varias
condig¢des incluindo inflamacéo, interferiram na inducéo celular inflamatoria, na adesdo
de moléculas e quimiocinas em células estimuladas com produtos bacterianos e

citoquinas. O efeito foi confirmado in vivo, 0 que aumenta o interesse no potencial
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terapéutico dos compostos para o tratamento de doencas inflamatdrias (McKINNON et
al., 2014).

A atividade anti-inflamatdria contra granulomas em peletes de algoddo em ratos,
foi altamente significativa pelas lactonas sesquiterpénicas vicélide C e D, isoladas a
partir da Vicoa indica e pode ser atribuida as suas estruturas quimicas. O vicolide D
possui atividade antipirética (ALAM et al, 1992). Verificou-se que a santonina, uma
lactona sesquiterpénica comumente encontrada nas plantas da familia Compositae,
mostra uma atividade anti-inflamatoria significativa nos processos inflamatdrios
agudos. O perfil de atividade da santonina assemelhou-se muito ao diclofenaco de
sodio, um farmaco anti-inflamatorio ndo esteroidal padrdo. A santonina causou um
efeito antipirético significativo em camundongos, que se verificou ser independente da
via de administracdo do farmaco. Também aumentou o tempo de reacdo da placa quente
em ratos tratados de forma similar a da morfina (AL-HARBI et al., 1994).

Os produtos naturais biologicamente ativos continuam a ser Uteis na
exploracdo e controle de processos de sinalizagdo intracelular. Por exemplo, a
partenolida uma lactona sesquiterpénica da erva medicinal anti-inflamatéria matricaria
(Tanacetum parthenium) parece inibir a via de sinalizacdo pro-inflamatoria. Partenolida
tem alvo molecular direto sobre o complexo da quinase que proporciona possivelmente
as propriedades anti-inflamatorias da substancia. Além disso, estes resultados podem ser
Gteis no desenvolvimento de agentes anti-inflamatorios futuros (KWOK et al., 2001).
Os resultados revelaram que o tratamento oral com o a-humuleno e trans-cariofileno
dois sesquiterpendides isolados do 6leo essencial de Cordia verbenacea, exibiram
marcados efeitos inibitérios em diferentes modelos experimentais inflamatérios em
camundongos e ratos e que podem representar ferramentas importantes para 0 manejo

e/ou tratamento de doencas inflamatorias (FERNANDES et al., 2007).
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2.6 Quimica e atividade farmacoldgica do g-cariofileno

Alimentos inteiros a base de plantas fornecem milhares de metabolitos bioativos
a dieta humana com reducao do risco de desenvolver doencas cronicas (CALLEJA et al.,
2013). O p-cariofileno (B-Car) pertence a classe quimica dos sesquiterpenos (PINHO et
al., 2012) é um sesquiterpeno biciclico (trans-4, 11,11-trimetil-8-metilenobiciclo [7,2,0]
undec-4-eno), natural, com baixa toxicidade (CHANG et al., 2013) amplamente
distribuida em Oleos essenciais de varias plantas, vegetais, frutas, ervas medicinais,
plantas comestiveis, especiarias e como aditivo alimentar aprovado pela FDA (Di
SOTTO et al., 2010; HORVATH et al., 2012; CALLEJA et al., 2013; PANT et al.,
2014). O B-Car possui uma vasta gama de atividades bioldgicas e estudos clinicos
mostraram que ele é potencialmente eficaz como antioxidante, antibidtico, anestésico
local e agente anti-inflamatério (LEGAULT; PICHETTE, 2007; REINSVOLD et
al.,2011; PANT et al., 2014), anticancerigeno devido a sua capacidade para induzir
enzimas desintoxicantes in vitro e in vivo. Apresentou citotoxicidade contra tumores (Di
SOTTO et al., 2010), atividade neuroprotetora (OLIVEIRA et al., 2016) e tem sido
usado tradicionalmente na indUstria de cosméticos e perfumes por fornecer um aroma
amadeirado e picante (REINSVOLD et al., 2011). Na industria de alimentos é usado
desde 0 ano de 1930 como agente flavorizante. E um antioxidante natural que reduz a
fibrose hepética mediada por tetracloreto de carbono e inibe a ativacdo das células
hepéticas (CALLEJA et al., 2013).

O oleo volatil dos rizomas de Zingiber nimmonii (J. Graham) Dalzell € uma rica
fonte natural Unica em cariofileno, tendo como seus principais constituintes os
cariofilenos isoméricos, B-cariofileno (42,2%), a-humuleno e o-cariofileno (27,7%),

juntamente com vestigios de isocariofileno. A atividade antimicrobiana do dleo foi
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testada contra bactérias e fungos patogénicos humanos e vegetais. O 6leo apresentou
atividade inibitdria significativa contra os fungos Candida glabrata, C. albicans e
Aspergillus niger e as bactérias Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa. Néo se
observou qualquer atividade contra o fungo Fusarium oxysporum (SABULAL et al.,
2006).

Do 6leo essencial das folhas de Didymocarpus tomentosa foram identificados 25
constituintes, representando 81,6% do 6leo. O 6leo essencial da folha de D. tomentosa
foi extraido por hidrodestilacdo e analisado por CG/FID e CG/EM, contém 78,7% de
sesquiterpenos e 2,9% de monoterpenos, e € uma fonte natural rica em cariofileno,
contendo B-Car, oxido de cariofileno, a-humuleno e 6xido de humuleno. A atividade
citotoxica do 6leo foi determinada pelo BSLT utilizando larva de camardo e o ensaio
MTT utilizando linha celular de tumor HelLa. O 6leo apresentou atividade citotoxica
significativa com valores de CLso e ICso de 12,26 e 11,4 pug/mL, respectivamente
(GOWDA et al., 2012). Aegle marmelos (Bael indiano) é uma arvore que pertence a
familia de Rutaceae que possui uma posicdo de destaque tanto na medicina como na
cultura indiana. A analise por citometria de fluxo revelou que a concentracdo 6tima (50
pg/ml) de fragdes de B-cariofileno e Oxido de cariofileno do extrato de A. marmelos
pode induzir a apoptose na linha celular Jurkat. Assim, o B-Car e o éxido de cariofileno
isolados de A. marmelos podem atuar como potentes agentes anti-inflamatérios e
moduladores de um alvo terapéutico recém-estabelecido a 15-lipoxigenase (15-LOX). O
B-Car e o oxido de cariofileno podem induzir a apoptose em células de linfoma e
neuroblastoma via modulagcdo de 15-LOX (alvo ascendente) seguido pela regulagéo
negativa de anti-apoptaticos e regulacdo positiva de genes pré-apoptdticos (SAIN et al.,
2014).

Evidéncias crescentes sugerem que 0s extratos derivados de plantas e seus

componentes isolados sdo Uteis para o tratamento de convulsdes e, portanto, constituem
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uma fonte valiosa de novos farmacos antiepilépticos com eficacia melhorada e melhor
perfil de efeitos adversos. Os dados sugerem que o P-Car apresenta atividade
anticonvulsiva contra as convulsées induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) em
camundongos. Uma vez que ndo foram observados efeitos adversos na mesma gama de
doses do efeito anticonvulsivo, o B-Car deve ser avaliado no tratamento de convulsdes
(OLIVEIRA et al., 2016).

As folhas da Spiranthera odoratissima A. St. Hil. (Manaca) sdo usadas na
medicina popular para tratar doencas renais e hepaticas, dor de estdmago, dores de
cabeca e reumatismo. Foi descrito um efeito depressor do sistema nervoso central
(SNC) da fracdo hexanica a partir do extrato etandlico desta planta. O B-Car é o
principal componente desta fracdo hexanica. Na avaliacdo da atividade farmacoldgica
do oleo essencial obtido de folhas de S. odoratissima (EO) e seu principal componente
no SNC de camundongos, os resultados sugerem que o 6leo essencial derivado de S.
odoratissima produz um efeito ansiolitico sem alterar o desempenho motor e que esse
efeito é mediado por 5-HT (1A), mas ndo por receptores de benzodiazepina. Além
disso, o componente principal, B-Car, também tem um efeito de tipo ansiolitico que
pode contribuir para os efeitos de EO, mas este efeito ndo parece ser mediado via
receptores 5-HT (1A) ou benzodiazepinicos (GALDINO et al., 2012).

O oleo essencial obtido das folhas de Bidens sulphurea (Asteraceae) apresentou
atividade moderada contra Streptococcus mutans (MIC = 250 pg/mL) e atividade
significativa contra Streptococcus mitis (MIC = 31,25 ug/mL). Germacreno D (38,3%),
B-Car (18,0%), p-elemeno (13,9%) e biciclogermacreno (13,1%) foram identificados
como os principais componentes quimicos deste 6leo (AGUIAR et al., 2013)

O B-Car (10 mg/kg) reduziu significativamente em 67% o volume do enfarte
cortical quando administrado previamente antes da oclusdo da artéria cerebral média

(MCAO). Estas descobertas sugerem que o B-Car tem uma potente atividade
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neuroprotetora e a sua neuroprotecdo pode estar parcialmente relacionada com a
modulacdo de mediadores inflamatérios (CHANG et al., 2013).

Muitos estudos tém demonstrado que os agentes anti-inflamatorios sdo eficazes
no tratamento da endometriose. O B-Car exerceu um potente efeito anti-inflamatorio in
vivo. Na investigacdo do efeito do B-Car na endometriose e na fertilidade e reproducéo
em ratas adultas, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa em qualquer
parametro estudado entre os grupos de controle e os grupos tratados com B-Car no
estudo de fertilidade. Terapia com B-Car pode apresentar uma nova opcao terapéutica
promissora, ndo toxica para pacientes com endometriose (ABBAS et al., 2013).

As atividades bioldgicas do B-Car no musculo liso das vias aéreas em banho
isolado para investigar o efeito sobre o tonus basal, demonstraram que o trans-
cariofileno possui atividade antiespasmaédica no masculo liso traqueal do rato o qual
poderia ser explicado, pelo menos em parte, pelo bloqueio dos canais de Ca® +
dependente da tensdo (PINHO et al., 2012).

A doenca periodontal é altamente prevalente e afeta muitos cées, atingindo até
85% de prevaléncia em individuos com idade superior a 4 anos. Atualmente a
clorexidina é a droga de escolha para combater a formacdo de placa dentaria nestes
animais, o agente etiologico da doenga, porém, possui relatos de varios efeitos
secundarios. Desta maneira, em todo o mundo sdo conduzidas pesquisas a fim de
identificar potenciais substitutos para a terapia antimicrobiana e prevencdo da doenca
periodontal. Os resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana de B-Car contra
bactérias da placa dentaria do cdo in vitro e in vivo, mostraram que o B-Car tem
atividade antimicrobiana contra a proliferacdo de bactérias formadoras de placas
dentarias de cdes, representando uma alternativa adequada ao uso de clorexidina na

profilaxia e tratamento da doenca periodontal de cées (PIERI et al., 2016).
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A doenca de Parkinson (DP) € uma doenca neurodegenerativa caracterizada por
neurodegeneracdo dopaminérgica progressiva na area da substancia negra compacta
(SNc). Os resultados do estudo realizado para avaliar o efeito neuroprotetor do p-Car
contra o estresse oxidativo induzido pela rotenona e a neuroinflamagdo em um modelo
de DP em rato, demonstraram que o B-Car proporciona neuroprotecdo contra a DP
induzida pela rotenona e os efeitos neuroprotetores podem ser atribuidos as suas
potentes atividades antioxidantes e anti-inflamatérias (OJHA et al., 2016).

Cetoprofeno (Cet) é amplamente utilizado no tratamento de muitas doencas
inflamatorias, mas pode induzir toxicidade hepética especialmente com overdose. A
combinacgédo do B-Car e da silimarina (Sily) reduziu a hepatotoxicidade induzida por Cet
em ratos, associacdo considerado hepatoprotetora, pela capacidade antioxidante contra
Cet-hepatotoxicidade induzida em ratos (KELANY; ABDALLAH, 2016). O estudo
para avaliar o efeito do B-Car na hipercolesterolemia utilizando um modelo de
hiperlipidemia induzida pelo Triton WR-1339 em ratos, bem como seu possivel efeito
sobre as enzimas antioxidantes hepaticas mostrou que o B-Car produz efeito
hipolipidémico através da inibicdo da HMG-CoA redutase hepatica, tal qual o farmaco
padrdo sinvastatina, e esta inibicdo sugere um possivel mecanismo de acao
hiperlipidémica. Assim, os resultados indicam que o B-Car pode ser usado no
tratamento de doencas dislipidémicas porque exerce um efeito similar ao do
medicamento de referéncia, protegendo o figado contra lesdes lipidicas e melhorando o
sistema de defesa antioxidante hepéatico (BALDISSERA et al., 2017). Agastache rugosa
(Labiatae), uma erva perene espalhada por todos os campos coreanos, € amplamente
consumida como um vegetal comestivel natural e usada na medicina popular. O p-Car
presente na A. rugosa mostrou ser hepatoprotetor contra a faléncia hepatica induzida por

D-galactosamina (GalN) e lipopolissacarideo (LPS) em ratos (CHO et al., 2015).
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O pB-Car € uma fitomolécula bioativa conhecida por reduzir estresse oxidativo
em organismos vivos (BASHA; SANKARANARAYANAN, 2016). O estresse
oxidativo e inflamatdrio tem sido implicado no aparecimento e progressdo do diabetes
mellitus e suas complicacBes. Na avaliagdo do estresse oxidativo e inflamatorio
mediado pela hiperglicemia em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ), a
administracdo do B-Car restaurou significativamente o estado antioxidante e diminuiu as
citocinas pro-inflamatdrias em ratos diabéticos. A eficacia do B-Car foi comparada com
a glibenclamida, um farmaco antidiabético padrédo (BASHA,
SANKARANARAYANAN, 2016). Por outro lado, como a secre¢do de insulina é
estimulada pela glicose (GSIS) e é essencial para o controle do combustivel da
homeostase metabdlica e como seu comprometimento é um elemento-chave na falha
das células B na diabetes tipo 2, e devido o B-Car ser um ativador do receptor CB2, e
como os efeitos do B-Car sobre o GSIS ainda sdo desconhecidos, os resultados
mostraram que o B-Car tem um novo papel na regulagao GSIS em células B pancreaticas
(SUIJUN et al., 2014). Estudo para avaliar os efeitos anti-hiperglicémicos do B-Car
administrado por via oral em ratos Wistar machos adultos diabéticos induzidos por
estreptozotocina (STZ) de forma dose dependente e da glibenclamida, um farmaco
padrdo hipoglicémico oral durante 45 dias diminuiram significativamente a glicose com
niveis aumentados de insulina no plasma e melhoraram as atividades alteradas das
enzimas metabdlicas dos carboidratos até quase normal. O efeito insulinotropico do B-
Car foi suportado por estudos imunohistoquimicos. p-Car a uma dose de 200 mg/kg p.c.
exerceu efeitos antidiabéticos significativos do que as outras duas doses (100 e 400
mg/kg por via oral), assim, conclui-se que a administracdo de B-Car tem efeitos
benéficos na homeostase da glicose em ratos diabéticos (BASHA;

SANKARANARAYANAN, 2014)
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A avaliacdo da atividade antinociceptiva do p-Car em modelos de dor aguda
pelo teste da placa quente (nocicepcdo térmica) e pelo teste de formalina (dor
inflamatoria) e cronica por lesdo de constricdo cronica (CCI) da hipernocicepcao
induzida pelo nervo ciatico foi medida pelos testes de placa quente e von Frey em
camundongos e o envolvimento do B-Car nos sistemas opidide e endocanabindide. Para
elucidar o mecanismo de acdo, os camundongos foram pre-tratados com naloxona ou
AMG630 30 min antes do tratamento com trans-cariofileno. Posteriormente, foi avaliada
a nocicepg¢do térmica. A administracdo do B-Car minimizou significativamente a dor
nos modelos de dor aguda e cronica. O efeito anti-nociceptivo observado durante o teste
da placa quente foi revertido pela naloxona e AM630, indicando a participacédo tanto do
sistema opidide como do sistema endocanabindide. O tratamento com B-Car também
diminuiu os niveis de IL-1p. Estes resultados demonstram que o B-Car reduziu a dor
aguda e cronica em camundongos, que podem ser mediados através dos sistemas
opioides e endocanabindide (PAULA-FREIRE et al., 2013). As células de microglia
tém mediado a inflamacdo induzida pela hipdxia através da producédo de citocinas proé-
inflamatorias, incluindo a interleucina-1 beta (IL-1B), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e a IL-6.

Dado que a ativacdo do receptor CB2R proporciona resultados anti-oxidativos e
anti-inflamatorios, suspeita-se que o0 seu agonista seletivo, o B-Car possa ter efeitos
protetores contra as respostas neuroinflamatérias induzidas pela hipdxia. Estas
observacgdes indicam que o B-Car suprime a resposta neuroinflamatéria induzida por
hipoxia através da inibicdo da ativacdo de NF-kB em micrdglia, sendo portanto,
benéfico na prevencgdo da neuroinflamacédo induzida por hipdxia (GUO et al., 2014).

O B-Car é um fitocanabindide (BENTO et al., 2011) presente no 6leo essencial
da Cannabis sativa (PAULA-FREIRE et al.,, 2013). No estudo que investigou a

contribuicdo dos sistemas canabinoides periféricos (CB) e opidides na antinocicepgdo
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produzida pela injecéo intraplantar (i.pl.) do B-Car os resultados demonstraram que a
antinocicepg¢do produzida por i.pl. € mediada pela ativacdo de receptores canabinoides
subtipo 2 (CB2) pelo B-Car, por estimular a liberagdo de endorfina enddgena dos
queratinocitos locais. As respostas sugerem que a inje¢do combinada de morfina e B-Car
pode ser uma alternativa no tratamento da dor quimogénica (KATSUYAMA et al.,
2013). Como os receptores enddgenos CB2 sdo expressos em células imunes e medeiam
efeitos anti-inflamatdrios, o B-Car pode ser um excelente agente terapéutico para
prevenir a nefrotoxicidade induzida por cisplatina (droga antineoplasica), atraves de
uma via dependente do receptor CB2. Dado o excelente perfil de seguranca do p-Car em
seres humanos é de notar que ele possui um grande potencial terapéutico numa
multiplicidade de doencas associadas & inflamacéo e estresse oxidativo (HORVATH et
al., 2012).

Evidéncias recentes sugerem que 0s receptores de canabindides CB2 estdo
implicados em disturbios de ansiedade e depressao, embora poucos estudos sistematicos
em animais de laboratdrio tenham sido relatados (SANTOS et al., 2017), recentemente,
demonstrou-se que o B-Car se liga e ativa o receptor CB2 (BENTO et al., 2011),
possuindo um potente efeito agonista seletivo do receptor CB2 e em experimentos
utilizando ratos adultos submetidos a modelos de efeitos ansioliticos e antidepressivos,
os resultados sugerem que os receptores CB2 podem fornecer alvos terapéuticos
alternativos para o tratamento da ansiedade e da depressdo. A possibilidade de que o -
Car possa melhorar os sintomas destes transtornos de humor oferece perspectivas
emocionantes para estudos futuros (BAHI et al., 2014). O B-Car possui atividade
neuroprotetora associada principalmente a ativagdo seletiva dos receptores CB2,
inibicdo da ativagdo microglial e diminuigéo da inflamacdo, tais efeitos de B-Car e seu
papel benéfico em processos neurodegenerativos devem ser investigados mais a fundo

(SANTOS et al., 2017). A ativacdo do receptor CB2 é sugerida por desencadear a via
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receptor-y ativada pelo proliferador de peroxissoma (PPARY) e os agonistas de ambos
os receptores melhoram a colite. Recentemente, demonstrou-se que o efeito anti-
inflamatorio de B-Car envolve CB2 ¢ a via PPARy ¢ sugerem o [-Car como uma
possivel terapia para o tratamento de doenca inflamatoria intestinal (BENTO et al.,
2011).

Vérios estudos demonstraram que o CB2 estd implicado criticamente na
modulacdo de respostas de dor inflamatdria e neuropatica. No estudo sobre os efeitos
analgésicos do B-Car em modelos animais de dor inflamatoria e neuropatica
demonstrou-se que o B-Car administrado por via oral reduziu as respostas de dor
inflamatoria (fase tardia) no teste de formalina numa forma dependente do receptor
CB2, ao passo que ndo teve qualquer efeito sobre as respostas agudas (fase inicial).
Num modelo de dor neuropatica, a administragdo oral cronica de B-Car atenuou a
hiperalgesia térmica e alodinia mecanica, e reduziu a neuroinflamacdo espinhal. E
importante notar que ndo foi encontrado sinais de tolerdncia aos efeitos anti-
hiperalgésicos do B-Car apds tratamento prolongado. O B-Car oral foi mais eficaz do
que o agonista CB2 sintético JWH-133 injetado subcutaneamente. Deste modo, 0
produto vegetal natural B-Car pode ser altamente eficaz no tratamento de estados de dor
prolongados e debilitantes. Esses resultados tém importantes implicaces para o papel
dos fatores dietéticos no desenvolvimento e modulagdo de condicGes de dor cronica
(KLAUKE et al., 2014)

Em estudo sobre o efeito anti-hiperalgésico do complexo contendo -
cariofileno (BCP) e B-ciclodextrina (BCD) num modelo de dor muscular crénica ndo
inflamatoria induzida por injecdo salina pH4 em camundongos, os resultados mostraram
que o tratamento oral com B-Car-BCD, em todas as doses testadas, produziu uma
reducdo significativa na hiperalgesia mecanica e um aumento significativo nos limiares

de retirada muscular, sem produzir qualquer alteracdo na forca. Além disso, o B-Car-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bento%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21356367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klauke%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24210682

50

BCD foi capaz de diminuir significativamente a expressao da proteina Fos no corno
dorsal superficial. Deste modo, o B-Car-BCD atenua a dor muscular cronica nédo
inflamatoria em camundongos e inibe a expressdo de Fos na medula espinhal lombar

(QUINTANS-JUNIOR et al., 2016).

2.7 Nanotecnologia

A nanotecnologia é a ciéncia da manipulacdo da matéria para producdo de
estruturas e dispositivos na escala nanométrica (10®). E uma ciéncia multidisciplinar
que tem se desenvolvido nos Gltimos anos, encontrando aplicagfes em todas as areas do
conhecimento (DIMER et al., 2013). A nanotecnologia tem impactado particularmente
nas ciéncias farmacéuticas visando desenvolver medicamentos para 0os mais diversos

fins terapéuticos (WONG et al.,2010; DIOP-FRIMPONG et al., 2011).

O principio da nanotecnologia baseia-se em que 0s materiais na escala
nanomeétrica apresentam propriedades quimicas, fisico-quimicas e comportamentais
diferentes daquelas observadas no seu estado natural, ou ainda, fendmenos que antes
eram mascarados ou apresentavam menor influéncia sobre a matéria em escala micro ou
macro, passam a predominar na escala nano. O efeito € atribuido principalmente ao
tamanho reduzido, produzindo-se um grande aumento da area de superficial (SAHOO,;
PARVEEN; PANDA, 2007; JAGDALE et al., 2009; FIGUEIREDO, 2009; DIMER et
al., 2013).

Nas ciéncias farmacéuticas, a nanotecnologia permitiu a criacdo dos
“nanocarreadores”, que sdo diferentes formas que permitem a vetorizacdo do farmaco e
a sua liberacdo controlada, conseguindo ainda melhorar a biodisponibilidade e a
poténcia dos farmacos neles carregados (PIMENTEL et al., 2007; SAHOO et al., 2007).
As nanoparticulas (nanocapsulas, nanoesfereas etc.), sao capazes de proteger o farmaco

contra agentes no organismo, como o pH estomacal, promovendo o aumento da eficacia
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terapéutica, e diminuicdo da dose terapéutica. Assim, o numero de administragdes
necessarias € menor, levando a uma melhor aceitacdo pelo paciente e a reducéo da dose,
e consequentemente menos efeitos téxicos e/ou adversos. (PIMENTEL et al., 2007;
GOU et al., 2011; CHAUDHARI, 2012).

A maior parte dos estudos em nanotecnologia, tem sido focada no
desenvolvimento de formulacdes para o tratamento do cancer, de doencas inflamatdrias,
cardiovasculares, neurologicas e ao combate do virus da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS). Na atualidade, existem mais de uma centena de estudos clinicos com produtos
nanotecnoldgicos em andamento, sendo que a doenca-alvo mais recorrente é o cancer de
mama (DIMER et al., 2013).

As emulsbes sdo amplamente empregadas como veiculos nas inddstrias
cosmética e farmacéutica, por apresentarem vantagens como a veiculacdo de farmacos
ou ativos hidrofilicos e lipofilicos na mesma formulacdo. Elas também permitem o
controle de aspectos sensoriais adaptando-os as necessidades da via de administracdo
(CAMARGO, 2008). As emulsdes possuem uma substancia (ex. 6leo) dispersado em
pequenas goticulas dentro de um liquido imiscivel (ex. agua) com ajuda de um
tensoativo (FERNANDEZ et al., 2004). As emuls6es sdo compostas basicamente de trés
fases: uma fase aquosa, ume fase oleosa e o tensoativo, cujas propriedades fisico-

quimicas podem afetar o comportamento do sistema (SAJJADI et al., 2003).

Existem dois tipos classicos de emulsBes simples, do tipo dleo/agua (O/A), na
qual as goticulas do 6leo estdo dispersas na agua e do tipo agua/dleo (A/O), na qual as
goticulas da agua estdo dispersas no 6leo (BERNARDI, 2011). O tensoativo a utilizar
em cada caso, depende do equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL), (SOUZA et al., 2009).
Trata-se de parametros criados por GRIFFIM, 1954, em uma escala de EHL variando

entre 0 e 20, sendo o valor de 10 o limite entre os sistemas lipéfilos e hidrofilos. A
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aplicacdo de cada tensoativo esté relacionada com o valor do seu EHL, sendo que os que
apresentam baixo EHL, séo indicados para emulsdes A/O e aqueles com valores baixos
sdo recomendados para emulsdes de tipo O/A (GRIFFIM, 1954; MORRISIN; ROSS,
2002; BOUCEMAL et al., 2004; CAMARGO, 2008).

Por outra parte, as nanoemulsdes sdo uma classe de sistema disperso multifasico
(RUSSE et al., 1989). As nanoemulsdes sdo obtidas, aplicando-se altas intensidades de
agitacdo para dispersar a fase dispersa em um dispersante frio ou quente, com adicdo de
tensoativo. O posterior resfriamento permite obter a micela dispersada na fase interna
(MEYAGUSKU, 2014). As nanoemulsdes com o diametro de goticulas entre 20 e 300
nm sdo mais vantajosas em relacdo as demais nanoemulsfes por apresentarem maior
estabilidade frente a cremeacéo e sedimentacao, por utilizarem uma baixa concentracao
de tensoativos, por serem transparentes e fluidas. As nanoemulsbes aumentam a
molhabilidade, espalhabilidade e penetracdo das substancias devido a sua baixa tensdo
interfacial (SOLANS, 2005).

Sdo sistemas considerados metaestaveis, ou seja, estaveis por longo periodo de
tempo, cuja estrutura depende do processo de preparo e de uma estabilizacdo estérica,
guando se emprega tensoativos ndo iénicos e/ou polimeros na preparacdo (TADROS et
al., 2004). Podem apresentar aparéncia translicida quando o tamanho do gl6ébulo é
inferior a 200 nm, ou leitosa quando o tamanho é de 200 a 500 nm (CAPEK, 2004). As
nanoemulsdes sdo preparadas com uma variedade de lipideos e sdo estabilizadas por
tensoativos biocompativeis, geralmente ndo-iénicos (MASON et al., 2006).

A estabilidade das nanoemulsfes esta relacionada ao emprego de tensoativos
ndo-ibnicos e/ou polimeros que conferem estabilizacdo estérica e elétrica entre as
goticulas. O uso de tensoativos reduz a possibilidade de coalescéncia, favorecendo o
movimento browniano, e evitando assim processos de cremagem e coalescéncia

(TADROS et al., 2004). Vérios fatores podem influenciar a obtencéo de particulas em
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diferentes didmetros tais como: concentracdo de farmaco e polimeros, quantidade de
tensoativo, concentracdo de 6leo na fase organica e velocidade de difusdo da fase

organica na fase aquosa (FERREIRA, 2011).
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3-OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a composicado quimica e a atividade toxico-farmacoldgica do 6leo destilado de

copaiba e realizar aplicacOes biotecnoldgicas.

3.2 Objetivos Especificos

v

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e quimicas do Oleo destilado de
copaiba;

Desenvolver uma nanoemulsdo contendo o 6leo destilado de copaiba e avaliar
sua estabilidade fisico-quimica preliminar;

Avaliar a atividade anti-nociceptiva in vivo do 6leo destilado de copaiba;

Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro e in vivo do 6leo destilado de
copaiba e da nanoemulséo;

Avaliar a citotoxicidade relativa do 6éleo destilado de copaiba e da nanoemulsédo
em fibroblastos ndo neoplasicos de pulmdo humano, e a toxicidade aguda oral

em camundongos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental

Este trabalho foi executado conforme o delineamento experimental planejado

como mostra a figura 2.

Oleo-Resina Copaiba
Oleo-Resina Copaiba l Destilagio

e
e MNanoemulsio
oy [ —
Caracterizacio C
;

aracterizacao Testes
Nanomulsao Biologicos

Caractenzacio
Testes Citotoxacidade Toxicidade
Biologicos aguda

In vive

In vifro

Oxido
Edema de
orelha

Citotomcidade

Oxido
Nriinco

Arinite

Toxicidade
aguda

Pleunsia

Edema de
orelha

Figura 2 - Delineamento experimental do presente estudo.
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4.2 Material vegetal

O dleo-resina de copaiba (Copaifera spp.) utilizado neste trabalho foi coletado
em 15 de abril de 2018, na comunidade indigena Dessano, Oka Diakuru, na
Comunidade do Tupé de Rio Negro (3°03710,3"" S 60°18°23,4" W), com a permissado
do Cacique da comunidade Jose Maria Fontes Vaz. O acesso foi cadastrado na
plataforma SISGEN do Ministério do Meio Ambiente (Anexo 1). O 6éleo-resina foi
submetido a destilacdo por arrastre a vapor, para obter o dleo destilado de copaiba
(ODC) a se utilizar neste trabalhno. O ODC foi mantido em frascos de plastico, a

temperatura ambiente, até sua utilizacéo.

4.3 Obtencao do 6leo destilado de copaiba (ODC) por arraste a vapor.

Para a obtencdo do 6leo destilado de copaiba foi utilizado um equipamento de
destilacdo similar ao do Centro de Investigacion y Asistencia em Tecnologia y Disefio
del Estado de Jalisco - CIATEJ (BANDONI, 2003) conforme figura 3. O 6leo-resina foi
colocado no alambique (100 kg) e passou-se através deste o vapor gerado a temperatura
de 180°C externamente por uma caldeira (figura 4). Os vapores arrastam a fracdo volatil
(ODC) que sofre condensacgéo por resfriamento usando &4gua a temperatura ambiente. O
processo de destilacdo foi realizado durante 4 horas. Logo ap6s, 0 ODC, é separado da
agua (hidrolato) pela diferenca de densidade, rendendo por volta de 75 kg de produto

final. O hidrolato de copaiba foi descartado.
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< Condensador

I—. Mezcia de conden-
sados/aceite esen-cial

Figura 3 - Equipamento piloto de extracdo de 6leos essenciais tipo CIATEJ
FONTE: BANDONI, 2003

Figura 4 - Oleo-resina de copaiba (OBC)

4.4 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo destilado de copaiba (ODC)

4.4.1. Aspecto

Observou-se visualmente comparando a amostra em estudo com as

caracteristicas “macroscopicas” de uma amostra de referéncia (padrdo) obtida no
P

mercado, avaliando-se se ocorreram alteracdes do tipo separacdo de fases, precipitagéo,

turvacéo, etc. (BRASIL, 2007).

4.4.2. Cor

A andlise da cor foi realizada visualmente (colorimetria visual) comparando-se

visualmente a cor da amostra com a cor do padrdo armazenado em frasco da mesma
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especificagdo. A analise foi efetuada sob condi¢des de luz “branca” artificial (BRASIL,

2007).

4.4.3. Odor
A amostra e o padrdo de referéncia foram acondicionados no mesmo material

de embalagem e o odor foi comparado diretamente através do 6rgéo olfatorio.

4.4.4 Determinacdo de densidade relativa em picnémetro de vidro

Foi realizada pelo método picnométrico (BRASIL, 2007). Pesou-se 0
picnémetro vazio e perfeitamente limpo (MO0). A seguir, encheu-se completamente com
agua bidestilada evitando-se a introducdo de bolhas, secou-se cuidadosamente e foi
pesado (M1). O picnémetro limpo e seco novamente, foi cheio com a amostra, e pesado
(M2). O método fui realizado a 25+1°C. A densidade relativa foi calculada usando a
expresséo:

D®= (M2 — M0) / M1 — MO
Onde: D® = densidade relativa a 25 °C
MO = massa do picndmetro vazio, em gramas

M1 = massa do picndmetro com agua purificada, em gramas
M2 = massa do picndmetro com a amostra, em gramas

4.4.5. Determinacdo de Viscosidade por viscosimetro rotativo

Consistiu na medicdo do torque requerido para rodar um fuso imerso em um
dado fluido. Viscosimetro rotativo: de acordo com a faixa de viscosidade da amostra,
selecionou-se o fuso (spindle) adequado. A seguir, mergulhou-se o fuso diagonalmente
na amostra com temperatura estabilizada, conforme especificado, isenta de bolhas, até a

marca (sulco) da haste do fuso, e nivelou-se o aparelho. Verificada a auséncia de bolhas



59

junto ao fuso, procedeu-se a leitura da viscosidade, de acordo com o procedimento

operacional do aparelho (BRASIL, 2007).

4.4.6 Determinacéo de pH

O pH foi avaliado diretamente usando um pHmetro (Tecnopon, Brasil),
previamente calibrado com solucdes tampéo de pH 4, 7 e 10 (Alphatec, Brasil). O
produto por ser um 6leo a determinacao do pH foi realizada diretamente sobre o liquido,

imergindo-se o eletrodo diretamente nele (BRASIL, 2007).

4.5 Caracterizacdo quimica e quantificagdo de B-cariofileno no 6leo destilado de
copaiba (ODC).

As andlises foram realizadas por CG/EM, usando um equipamento
GC2010/QP2010 Plus (Shimadzu, Japdo). Foiusada uma coluna capilar Rtx-5MS
(30mm x 0,25mm x 0,25um) (Restek). O gas hélio foi utilizado como gas de arraste,
com um fluxo de ImL/min. O volume de injecdo foi de 1pL, realizada em
modo splitless. A programacdo da temperatura da coluna foi de 50 a 290°C, com
aumento gradativo de 3°C/min. As temperaturas do injetor, da fonte de ions e linha de

transferéncia foram de 220, 260 e 280 °C, respectivamente.

4.6 Desenvolvimento da nanoemulsao e determinacao do EHL requerido do
oleo destilado de copaiba

A nanoemulsdo do ODC foi obtida pelo método descrito por Ostertag et al.
(2012). A fase organica, foi composta por 5% do sistema surfactante (Tween 80®-Span
80®), e 5% do ODC, foi agitada a 400 rpm por 10 min, em agitador magnético (Ika,

Suica), & temperatura ambiente. A fase aquosa, composta por &gua Mili-Q
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(Condutividade <5 uQ) em quantidades suficientes para completar o 100 % (50mL),
mantida & temperatura ambiente, foi vertida sobre a fase orgénica a uma velocidade
aproximada de 1 ml/min, mantendo a agitacdo em 300 rpm. Depois da adi¢do, a mistura
foi homogeneizada durante 10 minutos em homogeneizador UltraTurrax (IKA, Suica), a
uma velocidade de 5000 rpm. A nanoemulséo foi conservada em frasco ambar, entre 20
e 25°C, até sua caracterizag&o.

Para a determinacdo do valor do Equilibrio Hidrdfilo-Lipdfilo requerido (EHLY)
pelo ODC para formar uma emulsdo do tipo O/A, foram preparadas uma série de
nanoemulsdes, usando como tensoativos o Tween 80® (EHL 15) e Span 80® (EHL
4,3), seguindo as composic¢des expressas na tabela 2. Apds a caracterizagéo, o valor de
EHL daquela composicéo de surfactantes que produziu uma nanoemulsdo estavel, com
menor tamanho de particula foi selecionado como o0 EHLr do ODC (GRIFFIM, 1954).

Tabela 2. Composicdo das nanoemulsdes utilizadas para a determinac¢ao do
EHLr do ODC.

Ne Agua Oleo Tween 80®  Span 80® EHL
1 90 5 0,33 4,67 5
2 90 5 0,79 4,21 6
3 90 5 1,26 3,74 7
4 90 5 1,75 3,25 8
5 90 5 2,20 2,80 9
6 90 5 2,66 2,34 10
7 90 5 3,13 1,87 11
8 90 5 3,60 1,40 12
9 90 5 4,07 0,93 13
10 90 5 4,53 0,47 14
11 90 5 5,00 0,00 15

4.6.1 Selecao do sistema surfactante
Com a finalidade de selecionar o sistema de surfactante que rendesse a
nanoemulsdo com maior estabilidade e menor tamanho de particulas, foram avaliados

trés sistemas de surfactantes ndo ibnicos, nas proporcdes necessarias para atingir o
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EHLr do ODC (determinado anteriormente). Os sistemas avaliados foram Tween
20®:Span 20® (EHL 16,7 e 8,6; respectivamente); Tween 60®:Span 60® (EHL 14,9 e
4,7; respectivamente); e Tween 80®:Span 80® (EHL 15 e 4,3; respectivamente). Todos
na proporgdo 1:1 (Surfactante: ODC). Foi selecionado como sistema surfactante ideal,
aquele que rendesse a nanoemulsdo estavel com menor tamanho de particulas e maior

potencial zeta.

4.6.2 Avaliacio do efeito da relagio Surfactante: Oleo: Agua (SOW)

Foi avaliado o efeito de variagfes nas quantidades relativas do sistema
surfactante (entre 7 e 15 %), e do ODC (7 a 15%) e a4gua em quantidades suficientes
para completar o 100% do volume total (50 ml), sobre as propriedades da nanoemulsao,
preparada nas mesmas condi¢des experimentais. Foi selecionada para o estudo farmaco-
toxicologico, aquela nanoemulsdo que apresentou uma boa estabilidade, contendo a
maior quantidade do ODC emulsionado, e que além disto apresentasse o menor

tamanho de particula.

4.6.3 Determinac¢do de tamanho de particula

O tamanho de particulas e o indice de polidispersao foram medidos pela técnica
de Dispersdo Dinamica da Luz (DLS), usando um aparelho Zetasizer ZS (Malvern,
UK). A nanoemulsdo foi diluida apropriadamente com agua Mili-Q (1:25 v:v). As
medigdes foram feitas em triplicata e os valores reportados como a média e o desvio

padrdo (RODRIGUEZ et al, 2017).
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4.6.4 Determinacao de potencial zeta

A medicdo de potencial zeta foi feita de forma indireta, usando medidas de
mobilidade eletroforética, num aparelho Zetasizer ZS (Malvern, UK). A nanoemulsdo
foi diluida apropriadamente com agua Mili-Q (1:25 v:v). As medic¢Ges foram feitas em
triplicata e os valores reportados como a média e o desvio padrdo (RODRIGUEZ et al,
2017).
4.6.5 Estudo de estabilidade preliminar

As nanoemulsdes selecionadas como promissoras foram mantidas em frasco
ambar, a temperatura entre 22-25°C, durante 180 dias. O tamanho de particula, indice
de polidispersdo e potencial zeta foram medidos nos dias 1, 15, 45, 90 e 180 usando as
técnicas descritas acima. As medicGes foram feitas em triplicata e os valores reportados
como a média e o desvio padrdo (RODRIGUEZ et al, 2017). Foi selecionada para o
estudo farmacologico aquela nanoemulsdo que se manteve estdvel no tempo, que
apresentou menor tamanho de particula e menor variabilidade no indice de

polidispersao.

4.7 Cultivo celular

Neste estudo foi utilizado células de fibroblasto de pulmdo humano (MRC5) e
macréfagos murinos (J774). As linhagens celulares utilizadas foram mantidas em
garrafas de polipropileno, contendo meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
para MRC5 e meio RPMI-1640 para J774, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SBF, Gibco by Life Technologies) e 50 pg/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco by
Life Technologies), em estufa umidificada a 37° C e 5% de CO,. O crescimento celular
foi acompanhado diariamente com auxilio de microscopio dptico invertido e a troca do

meio de cultivo ocorreu sempre que o limite de confluéncia das células fosse alcangado,
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ou houvesse necessidade de repor nutrientes. Para a manutengdo das linhagens, foi
utilizada uma solugéo de tripsina EDTA a 0,25% (Gibco by Life Technologies) para o

desprendimento celular das garrafas de cultura.

4.8 Ensaios em cultura de células

4.8.1 Ensaio de citotoxicidade ou viabilidade celular

A citotoxicidade da nanoemulsdo do 6leo destilado da Copaifera sp. foi avaliada
em fibroblasto ndo neoplésico de pulmdo humano (MRC-5, ATCC-USA) segundo a
técnica descrita por Lafourcade et al. (2018), e em macrdfagos murino da linhagem
J774 (ATCC USA), segundo a técnica descrita por Nakayama et al. (1997). No ensaio
com fibroblastos MCR-5 foi utilizado como controle negativo Doxorrubicina 5 pg/mL,
e como controle do crescimento celular o proprio meio de cultura, sem adi¢Ges da
amostra. Foram avaliadas concentrac6es de 1,65; 3,30; 6,60; 12,5; 25; 50; ¢ 100 pg/mL,
durante um tempo de 24 h. Ja no ensaio com macrdfago murino J744, foi utilizado
como controle negativo a Staurosporin 2,5 pM, e como controle de crescimento o médio
de cultura. Foram testadas as concentragdes 1, 10, e 100 pg/mL da nanoemulsdo. Os
ensaios foram realizados em triplicata e expressos como percentagem de viabilidade

celular.

4.8.2 Quantificacio de Oxido Nitrico (NO-)

A producdo de oxido nitrico (NO) foi mensurada pela dosagem de seus
produtos de degradacdo, nitrito, utilizando o reagente de Griess. Neste método, o nitrito
primeiramente reage com a sulfanilamida (Sigma-Aldrich, Alemanha) em meio &cido

para formar um composto intermediario, o sal de diazbnio. Em seguida, este sal reage
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com Naftil-1-etilenodiamina (Merck, Alemanha) formando um composto azo estavel de
coloragdo purpura para assim ser quantificado espectrofotometricamente a 550 nm
(GREEN et al., 1982).

Para a determinagdo da producdo de oOxido nitrico, 50 pL do sobrenadante
celular foi submetido a reacdo com igual volume dos reagentes de Griess (sulfanilamida
+ naftil). Para o preparo destes reagentes foram utilizadas solucdes estoque de naftil-1-
etilenodiamina 0,1% dissolvido em &gua destilada H,O e de sulfanilamida a 1%
dissolvida em acido fosforico HsPO4 (CFQ - Quimica) a 5%. Anteriormente ao uso as
solugdes foram adicionadas na propor¢édo 1:1 formando o reagente de Griess.

Apos o periodo de incubacdo por 15 minutos as amostras foram lidas em leitor de
microplaca (DTX 800, Beckman Colter) a 560 nm. O calculo das concentracdes de
nitrito foi realizado com base em curva padréo utilizando diferentes concentracfes de

nitrato de sodio (NaNO3) 15uM até 1000 uM.

4.9 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss albinos (20 a 30 g), machos,
de 4 semanas de idade, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) apos liberagdo do pela Comissdao de Experimentacdo e Uso de
Animais (CEUA) da UFAM (Protocolo n° 039/2018, anexo 2). Os animais foram
aclimatados durante 7 dias em local climatizado com temperatura de 22°C, e ciclo
claro/escuro de 12/12 horas. O alimento consistiu em racdo e agua ja padronizadas pela
instituicdo, e foi retirado para manter os animais em jejum 12 horas antes da aplicacao

do teste.
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4.9.1 Teste de toxicidade aguda oral

O experimento foi feito seguindo a norma OECD 423 (2001). Foram usados dois
grupos experimentais, de trés animais cada. Um grupo controle (Grupo 1) que recebeu
agua destilada ao longo do experimento e um grupo experimental que recebeu uma dose
Unica de 2000 mg/kg da nanoemulsdo contendo 15% do 6leo destilado de Copaifera sp
(Grupo I1). Foram realizadas observacdes clinicas, para detectar possiveis sinais de
toxicidade causadas pela nanoemulsdo. Observou-se a postura, o aspecto das fezes,
fechamento das palpebras, piloerecdo, aspecto da pele e pelagem, salivacao, aparéncia
das mucosas e o comportamento motor. As observagdes foram feitas as primeiras 4
horas, e ap6s esse tempo, cada 12 horas, até completar 14 dias, ap6s esse periodo, 0s
animais foram eutanasiados (apds anestesia com Xilasina 10mg/kg i.p. e Cetamina
150mg/kg i.p.) e foram realizadas observagdes dos orgéos internos figado, coragao, rins,
pulmdes e pancreas, para detectar possiveis sinais de toxicidade produzidas pela

nanoemulséo (OECD 423, 2001).

4.9.2 Atividade anti-nociceptiva do 6leo destilado de copaiba (ODC)

4.9.2.1 Teste de contorg¢des abdominais induzidas por &cido acético

O ensaio foi realizado conforme metodologia descrita por Koster e seus
colaboradores (1959) com modificagcdes. Os animais (camundongos Swiss / foram pré-
tratados de acordo com os grupos, controle: H,O (0,1 mL/10 g/v.0.), indometacina (10
mg/kg/s.c.) e com OBC e ODC. Apods os tratamentos 1 hora, 0s mesmos receberam
acido acético glacial PA (0,6%/ i.p.) diluido em &gua de injecdo. Depois da

administracdo do 4&cido acético, os animais foram colocados sob funis de vidro
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individuais transparentes, durante 30 minutos, sendo o numero de contorgdes
abdominais quantificadas cumulativamente e caracterizadas pela contragdo e rotacdo do

abddmen, seguida pela extensédo de uma ou ambas as patas traseiras.

4.9.2.2 Teste da formalina a 2,5%

O ensaio foi realizado conforme metodologia descrita por Tjolsen e seus
colaboradores (1992) com alteracdes. Os grupos de camundongos Swiss foram pré-
tratados de acordo com os grupos, controle: H,0 (0,1 mL/10 g/v.0.), morfina (5 mg/kg/
s.c.), indometacina (10 mg/kg/ s.c.) e com OBC e ODC. Apos 1 hora, 0os animais foram
submetidos a uma injecdo de 20 ul de formalina (2,5%) na pata direita (espaco
suplantar) sendo logo apos a aplicacdo da formalina, colocados, individualmente, sob
funil de vidro invertido, ao lado de um espelho, com a finalidade de facilitar a
observacao.

O tempo foi registrado (segundos), em que o animal lambeu, permaneceu
lambendo ou mordendo a pata injetada (“licking-time”) durante a primeira fase,
atribuida de carater neurogénica (0-5 min) e segunda fase caracterizada de inflamatdria

(15-30 min.).

4.9.3 Atividade anti-edematogénica do 6leo destilado de copaiba (ODC)

4.9.3.1 Teste do edema de pata induzido pela injecéo intraplantar de carragenina.

O ensaio foi realizado conforme metodologia proposta por Winter, Risley e Nuss

(1962) com algumas modificagOes. Foram utilizados grupos de camundongos Swiss que
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tiveram o volume inicial (Vi) da pata posterior direito-esquerda medido por
pletismometria. Logo em seguida, 6 grupos de animais foram pré-tratados de acordo
com, controle: H,0 (0,1 mL/10 g/v.0.), indometacina (10 mg/kg/s.c.), controle para
carragenina, prometazina (6 mg/kg/ v.0.), controle para dextrana e OCP (100 mg/kg/v.0)
e ODC (100mg/kg/v.0.). Apds 1 hora, os animais receberam carragenina/dextrana 1%
(p/v) (20 ul/pata) na pata posterior direita e controle basal salina 0,9% (20 ul/pata) na
pata esquerda. O volume da pata traseira direita e esquerda de cada animal foi registrado
apos 1, 2, 3, 4 h da injecéo do agente flogistico (carragenina/dextrana) e controle basal.
A expressdo dos resultados foi obtida pela diferenca entre o volume final e o
basal da pata de cada tempo, que foram calculados na férmula: V.P./e = Vf — Vb, sendo:
Ve.p. d/e = volume do edema da pata direito-esquerda (em uL), Vf = volume final de
pata direita e esquerda/tempo e Vb = volume basal de pata direita e esquerda/tempo.

Posteriormente foi calculado o A (delta) da seguinte formula:

A=Ve.p.d-Ve.p.e

4.9.4 Teste da Ulcera géastrica aguda induzida por etanol absoluto

O objetivo deste estudo foi avaliar qualitativamente a provavel protecdo gastrica
do OBC e ODC em relacdo ao estresse, ao uso etanol. Para avaliacdo da Ulcera gastrica
induzida por etanol absoluto foi utilizada a metodologia conforme descrita por
Morimoto e seus colaboradores (1991) com modificagfes. Apos jejum de 18 h, os ratos
(n = 6/grupo) foram pré-tratados por via oral (gavagem, 10mL/kg) com ODC (100% ou
400 mg/kg) ou OBC (100% ou 400 mg/kg) ou controle negativo (NaCl 0,9%). Ap6s 1
hora, foi administrado 4 mL/kg de etanol absoluto (agente lesivo) aos animais por via

oral. Decorrida 1 hora dessa administracdo, os ratos foram eutanasiados em camara de
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CO,, o0s estdomagos retirados e abertos pela grande curvatura. Em seguida, foram
fotografados e as lesdes contadas através de planimetria computadorizada com auxilio
do Programa ImageJ®. Os resultados foram expressos em &rea total de lesdo ulcerativa

(ALU) (mm?)

4.9.5 Teste de peritonite induzido por LPS

Camundongos foram pré-tratados com injecdo intrapleural de NE15% ou
dexametasona ambos na dose 5.1 puM/kg. Em seguida os animais foram desafiados com
LPS (E. coli/O:111:B4) 250 ng/cavidade ou solucao salina NaCl 0.9%. Posteriormente,
as células foram recuperadas da cavidade pleural lavando-se esta cavidade 2 vezes com

1 mL de PBS contendo EDTA 1 mM.

4.9.5.1 Contagem total e diferencial de células

Células da cavidade pleural foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos a
4°C em centrifuga (ThermoScientific) e o sedimento celular ressuspenso em 200 pL de
BSA 3% (p/v) diluido em PBS 1x. Uma aliquota das células foi diluida 10x na solugdo
de lise de hemacias (Solucdo de Turk - Imbralab) e em seguida com camara de
Newbauer foi realizada a contagem total de células. A partir dessa contagem, as células
foram citocentrifugadas a 450 rpm por 5 minutos, utilizando prepara¢Ges em laminas de
citospin (Shandon I11) com as células ressuspensas em 100 pL de BSA, de forma que a
lamina contivesse aproximadamente 100 mil células. Apds a secagem das laminas, estas
laminas foram coradas com o método de May-Grunwald-Giemsa utilizando o kit

Pandtico Réapido (LB Laborclin), para a realizacdo da contagem diferencial de células
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no microscopio Optico no aumento de 100 vezes. As células foram diferenciadas em
mononucleares (macrdéfagos e linfdcitos), neutrofilos e eosindfilos, através de trés

contagens em campos aleatérios totalizando cem células a cada contagem.

4.9.6 Teste do edema de orelha induzido pela aplicacéo Unica de fenol a 10%

Foram utilizados 6 grupos de camundongos Swiss (n = 6: 3 machos e 3 fémeas)
com pesos entre 25-35g, que tiveram suas orelhas direitas pré-tratadas, topicamente,
com 20 uL de fenol a 10% (v/v) (grupol), em seguida e imediatamente ap0s a aplicacéo
do fenol, a orelha direita de cada camundongo recebeu a aplicagdo topica de 20 pL dos
agentes : OBC (grupo 2); ODC (grupo 3); nanoemulsédo base (controle negativo) (grupo
4); Nanoemulsao de ODC a 15% (grupo5) e 0,005mg/sitio de dexametasona (controle
positivo) (grupo 6). Apds 1 hora da aplicacdo do fenol, os animais foram eutanasiados
com dose letal da mistura de xilazina 10mg/kg i.p e cetamina 150mg/kg i.p. discos de 6
mm de didmetro foram obtidos da orelha direita e esquerda com auxilio de punch
(perfurador de couro metélico) e apds pesado em balanca analitica para anélise do
edema (g) (GABOR, 2000; Melo et al. 2006). A quantificacdo do edema foi feita pela
diferenca dos pesos (g) entre a orelha direita e esquerda. Neste modelo, 0 edema na
orelha dos animais alcanca uma intensidade maxima 1 hora ap6s a aplicagdo do fenol,
assim o aumento da espessura da orelha foi avaliado 1 hora ap6s o desafio com este

agente irritante (GABOR, 2000).

4.9.7 Teste da artrite induzida pelo zymosan na pata de camundongo

Foi realizado pelo teste de edema de pata que foi induzido na pata direita traseira

dos camundongos por injecdo subplantar de uma suspensdo de zymosan (500 pg/pata)
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em solucdo salina estéril (0.9%). Na pata esquerda foi injetada solucdo salina (controle
negativo) (WINTER et al., 1962). As diferentes prepara¢des, OBC; ODC, nanoemulséo
base (NE); nanoemulsdo de ODC a 15% (NE 15%) 600mk/kg/dia e 100 mg/kg/dia de
Diclofenaco de sodio (DS-controle positivo) foram administrados trinta minutos antes
da administracdo do zymosan nas patas traseiras dos camundongos. O grau de edema foi
medido imediatamente antes e 6, 12 e 24 h depois da injecdo de zymosan utilizando o
paquimetro digital em milimetros (mm). Para cada animal foi avaliada cada pata
individualmente, somando-se o escore de todas as patas de cada camundongo (escore
méaximo 16/camundongo). A diferenca entre o edema das patas, determinada antes e
depois da injec@o do agente provocador do edema, indicou a gravidade do mesmo, e foi
avaliada como a porcentagem da diferenca entre o volume da pata em cada ponto de

tempo e 0 volume da pata basal (controle negativo).

4.10 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média * erro padrdo da média. As diferencas
entre os grupos foram determinadas por analise de variancia (ANOVA), seguido pelo
teste de Tukey. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad

Prism®versio 6.0, San Diego, CA, EUA. O nivel de significancia minimo foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo destilado de copaiba (ODC)

O 6leo destilado de copaiba apresentou-se como um 6éleo de aspecto liquido,
fino, odor caracteristico e de coloracdo amarelo claro, mas com variac@es (Figura 5). A
densidade das amostras foi medida em um picndémetro previamente calibrado, com
capacidade maxima de 1 mL a temperatura ambiente (25£1°C). Para a determinacao da
viscosidade, foi utilizado um viscosimetro acoplado a um banho termostatico a 50°C. O
pH foi determinado usando um pH-metro (Tecnopon, Brasil), os resultados encontrados
sdo mostrados na Tabela 3, mostram que o 6leo se apresenta como um liquido, amarelo
claro, odor carateristico, densidade 0,8942 g/mL, com viscosidade 10,7 cPS e pH entre

6,0—-7,0.

L b
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Figura 5 - Oleo destilado de copaiba (ODC).

Tabela 3 - Caracterizacao fisico-quimica do 6leo destilado de copaiba (ODC).

PROPRIEDADE RESULTADOS
ASPECTO Liquido limpido transparente e oleoso
COR Amarelo claro
ODOR Caracteristico do proprio 6éleo
DENSIDADE g/mL 0,8942
VISCOSIDADE cPS 10,7
pH Entre 6,0-7,0
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5.2 Caracterizagdo quimica e quantificacéo de p-cariofileno no 6leo destilado de
copaiba (ODC) - Analises por CG-EM

O oleo extraido foi colocado em frasco e analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Um equipamento modelo QP2010 Plus
(Shimadzu) foi utilizado para realizar a identificacdo e quantificagdo. Para as
separacoes, utilizou-se uma coluna capilar Rtx-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25) com
Hélio servindo como gas carreador a um fluxo de 1,02 mL / min. As soluces injetaveis
para a analise qualitativa foram preparadas dissolvendo-se cerca de 10 mg de dleo em 1
mL de diclorometano e 1 pL da solucao foi injetado com uma razao de separagdo de
1:50. O programa de temperatura da coluna foi de 60 a 280 ° C com aumento gradual de
3 ° C / min. As temperaturas do injetor e da fonte de ions foram 220 ° C e 260 ° C,
respectivamente. Para obter os indices de retencdo, uma série homdloga de
hidrocarbonetos lineares (C7-C30) foi analisada nas mesmas condi¢cfes e os célculos
foram feitos de acordo com a equacdo de Van den Dool e Kratz (VANN DOOL;
KRATZ, 1963). As identificacbes foram baseadas na comparacdo dos espectros
adquiridos com aqueles armazenados na biblioteca da Wiley 8th edition e na
comparacgao dos indices de reten¢do com os dados da literatura (ADAMS, 2007).

A quantidade relativa em percentual (%) da fracdo destilada dos constituintes
do 6leo de copaiba foi acessada por cromatografia gasosa com detecgdo por ionizacao
de chama (GC-FID) utilizando um equipamento QP2010 (Shimadzu). Para quantificar o
B-cariofileno, construiu-se uma curva de calibracdo com oito pontos nas concentracdes
de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ¢ 1000 pg / mL. Construiu-se a curva de linearidade
plotando a area do pico versus concentragdo do padrdo de B-cariofileno. O gréfico da

figura 6 representa a linha de regresdo ajustada pelo método dos minimos quadrados
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(Area do pico = 102,18 x Concentracdo - 177,19) com o coeficiente de determinagéo

(R2 =0,997), utilizada para a quantificacdo do B-cariofileno.

o - y=102.18x - 177.19
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Figura 6 - Curva de calibracéo para a quantificacdo do p-cariofileno do ODC.

Uma vez que as composicGes dos 6leos de copaiba possuem somente
sesquiterpenos e diterpenos, a analise quantitativa do 6leo destilado de copaiba foi
investigada usando padrdo comercial de p-cariofileno (Figura 7). O B-cariofileno foi
selecionado por ser o composto majoritario nas diferentes amostras descritas de dleo
destilado de copaiba, e provavelmente o responsavel pela atividade farmacoldgica deste

oleo.
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Figura 7 - Cromatograma comprovando a presenca do B-cariofileno no éleo destilado de copaiba
(ODC) quando comparado ao cromatograma do padréo de p-cariofileno.

A caracterizagdo quimica do Oleo destilado de copaiba identificou 14

componentes representando 100,00% das substancias presentes conforme figura 8. As

principais substancias identificadas foram os sesquiterpenos p-cariofileno (40,7), dxido

cariofileno (13,6%), a-copaeno (10,8) e o (E)-a-bergamoteno (8,02%).
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Figura 8 - Picos dos principais compostos no 6leo destilado de copaiba (ODC) da Copaifera spp.: -
cariofileno (5); éxido cariofileno (3); a-copaeno (14) a e (E)-a-bergamoteno (6).
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Tabela 4 - Composic¢édo quimica do 6leo destilado de copaiba (ODC) do éleo-resina

da Copaifera spp.

Pico Compostos Tempo de indice de Quantidade
Retencio Retengio Relativa (%)

1 6-Elemeno 20.3 1338 0.61

2 a-Cubebeno 20.8 1351 1.67

3 a-Copaeno 21.9 1376 10.8

4 pB-Elemeno 22.6 1390 1.26

5 B-Cariofileno 23.7 1408 40.7

6 (E)-a-Bergamoteno 24.4 1412 8.02

7 a-Humuleno 25.1 1438 5.29

8 a-Amorpheno 26.1 1484 2.51

9 Germacreno D 26.2 1481 1.52

10 Ledeno 26.8 1496 0.71

11 6-Cadineno 27.0 1513 0.60

12 B-Bisaboleno 27.3 1528 2.87

13 a-Cadineno 27.9 1538 1.31

14 Cariofileno Oxido 30.2 1583 13.6

Area total 91.5

quantificada

5.4 Nanoemulsdes do 6leo destilado de copaiba (ODC)

A fase organica foi composta de quantidades entre 3,0-15% de tensoativo nao idnico

de baixo EHL (Span80®) e quantidades entre 5-15% de 6leo destilado de copaiba (EHL

11). A fase aquosa foi composta por tensoativo ndo-iénico de alto EHL (Tween80®),

em quantidades entre 5,0-15% e agua Mili-Q em quantidades suficientes para 100%. O

volume final da nanoemulsdo foi de 100 mL, que foi ajustado ao final do processo,

utilizando agua Mili-Q, figura 09. A nanoemulsdo foi conservada entre 20-25 °C, em

frasco ambar.
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Figura 9 — (A) Nanoemulséo branco e (B) nanoemulséo contendo 15% do 6leo destilado de copaiba
(ODC)

5.4.1 Determinacdo do EHL requerido para o dleo destilado de copaiba (ODC)

O valor do EHL necesséario para emulsificar um 6leo pode ser determinado por
preparacdo de emulsées com emulsificantes de varios valores de EHL, e determinar
qual valor de EHL produz a emulsédo mais estavel (BECCHER, 2001; LACHMAN et
al., 2001). Esta etapa foi realizada usando os tensoativos Tween80® / Span80® em
diferentes concentracdes para obter valores de EHL conhecidos, e conseguir determinar
0 EHL requerido pelo ODC. Nanoemuls@es obtidas com valores de EHL de 1,0; 2,0 e
3,0 presentaram separacdo de fases apds 24 horas da manipula¢do, enquanto as
nanoemuls@es obtidas com valores de EHL de 4,0 e 5,0 apresentaram leve cremagem.
As emulsbes que se mantiveram estaveis por mais de 24 horas foram as que possuiam
EHL entre 6,0 e 15,0. Nesse caso, foi estabelecido atraves de experimentos realizados
que o EHL 6timo para o ODC foi o EHL de valor 11,0, conforme pode ser observado na

figura 10.
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Figura 10 - Valores dos EHL da nanoemuls&o relacionados ao tamanho de particulas

5.4.2 Selegéo do sistema surfactante

Segundo os resultados observados na tabela 5, 0 par de tensoativos
Tween80® / Span80® proporcionou uma maior estabilidade frente aos testes
preliminares de estabilidade, o que sugere que a mistura de tensoativos no valor de EHL
requerido pelo ODC favorece a formacdo de emulsGes estaveis no valor de EHL de
11,0. A analise macroscépica mostrou auséncia de instabilidade fisica no sistema,
bem como a presenca de -caracteristicas tipicas de nanoemulsdes, como

transluscéncia e reflexo azulado.

Tabela 5- Efeito dos sistemas surfactantes sobre as principais propriedades da
nanoemulsdo contendo 6leo destilado de copaiba (ODC).

Surfactante tipo Particula Polidispersdo  Zeta potencial Condutividade
Tamanho indice (mV) (mQ/cm)
(nm)

Tween20®:Span20®  108.10+£1.96  0.329 + 0,009 -35.00 £ 1.47 0.018 + 0,004
Tween60®:Span60®  208.50 +3.01  0.253 +0.005 -33.70 £ 0.42 0.014 +0.006
Tween80®:Span80®  99.47 £0.64  0.224 + 0.010 -37.10 £ 0.26 0.09 +0.000

5.4.3 Relag&o Surfactante:Oleo:Agua (SOW)

De acordo com os resultados apresentados no item 5.4.2, o par de tensoativos

selecionado para a realizacdo do diagrama ternario, a fim de encontrar a melhor
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composicdo das emulsdes a serem estudadas, foi composto de Tween80® / Span80®,
no valor de EHL = 11,0. O resultado do estudo do diagrama de fases encontra-se

descrito na figura 11.

0,0

Surfactants

Figura 10 - Diagrama de fases do processo de avaliagédo do efeito das proporgdes de tensoativo-6leo—
agua nas propriedades da nanoemulsao de 6leo destilado de copaiba.

O estudo do efeito da variacdo da relacdo SOW sobre as propriedades da
nanoemulséo contendo o ODC (Tabela 6) mostrou que a formulagdo contendo 13% do
sistema surfactante, foi a mais estavel quando comparada as demais, apresentando
tamanhos entre 203 nm e 0,129 de indice de polidispersdo (SOW 13:10:77) e para a
relacdo SOW 13:15:72 o tamanho foi de 174 nm com 0,136 de indice de polidispersao.
Assim sendo foi selecionada a nanoemulsdo contendo 13% de surfactantes, 15% do

ODC e 72 % de agua, como a melhor formulacao.
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Tabela 6 - Efeito da relagdo surfactante- 6leo-agua sobre as propriedades da hanoemulséo
contendo o dleo destilado de copaiba (ODC).

No| S:0:wW Particula tamanho | Polidispersao| Zeta potencial
(w:w:w) (nm) indice (mV)
1 | 10:10:80 13590+ 0.43 0.249 +0.01 -27.70 £ 0.49
2 | 10:15:75 184.70 + 2.63 0.340 £ 0.04 -23.10 £ 0.43
3 | 13:10:77 203.50£1.83 0.129£0.010 | -20.00 % 0.55
4 | 13:15:72 17430+ 1.01 0.136 £0.010 | -23.60+0.17
5 | 15:10:75 191.20 + 0.103 0.393+0.054 | -18.90+0.61
6 | 15:15:70 196.20 + 1.01 0.276 £0.009 | -24.30+0.20

5.4.1 Estabilidade da Nanoemulsao

Foi avaliada a estabilidade da nanoemulsdo contendo 15% do ODC, 13% de

surfactantes (Tween80® / Span80®) e agua em quantidades suficientes para 100%,

durante 45 dias, antes de ser submetida aos testes de atividade bioldgica (Figura 12). O

estudo de estabilidade desta preparacdo continuou por até 180 dias, mostrando um

tamanho de particulas de 144 nm e um indice de polidispersao de 0,125 e mantendo-se

constante o potencial zeta com valor de -24,25 mV.
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Figura 12 - Estabilidade da nanoemulsdo contendo 15% de ODC nos primeiros 45 dias de
preparada. Apés 45 dias: tamanho de particulas 142,2 nm, indice de polidispersdo 0,126,
potencial zeta -24,25 mV.
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5.5 Ensaios em cultura de células

5.5.1 Ensaio de citotoxicidade ou viabilidade celular do 6leo destilado de copaiba

(ODC) e da nanoemulséo

Utilizando o método do MTT, foi avaliada a capacidade do OBC e ODC em
interferir na viabilidade de fibroblastos humanos da linhagem MRCS5, ou seja, se estes
apresentavam potencial citotoxico. De acordo com os dados mostrados na figura 13, foi
observado que nas concentragdes a partir de 50 pg/mL o OBC demonstrou
citotoxicidade, ao passo que o ODC apresentou citotoxicidade a partir da concentracdo
de 25pg/mL, mostrando assim, que os 0leos testados reduziram de forma significativa a

viabilidade das células quando comparado com o controle (célula sem tratamento com o

6leo).
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Figura 13 — (A) Efeito do 6leo bruto de copaiba (OBC) e (B) 6leo destilado de copaiba (ODC) sobre
a viabilidade de fibroblastos humanos MRC5 avaliado pelo método do MTT. As células foram
incubadas com 0 (controle), 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL de Oleo por 24 h. Os valores
correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes, em duplicatas. * p < 0,05
guando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido
por teste de comparagdo maltiplas Tukey.
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Também foram avaliadas as capacidades da nanoemulsdo contendo 15% de
ODC (NE 15%) nas concentragdes de 1 — 100pg/mL, em interferirem na viabilidade
celular de fibroblastos de pulmédo humano ndo neoplasico (MRC-5) e em macro6fagos
J744 de camundongos em macrofagos J774 de camundongos, conforme figura 14. Os
resultados de ambos os ensaios mostraram que a NE15% néo produziu citotoxicidade.

2350 4 A 150 4

2004 £
1wl i prees
iEIE

100
a0

“iabilidade Celular [%h)
Wizhilidade Celular (%)

504} ]

0

Concentragac [ pasml] Concentragao [pgdml )

Figura 11 - (A) Viabilidade celular de fibroblastos de pulméo humano ndo neoplasico (MRC-5) na
presenca da NE15% usando como controle positivo Doxorubicina 5pug/mL e em (B)
macrdéfagos J744 de camundongos, usando como controle positivo Staurosporin 2,5uM, na
presenca da nanoemulsdo contendo 15% de ODC nas concentragBes de 1 — 100pg/mL. Os
valores correspondem a média = E.P.M. de trés experimentos independentes, em duplicatas. * p
< 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (anélise da variancia)
seguido por teste de comparacdo multiplas Tukey.

5.5.2 Efeito do 0leo destilado de copaiba (ODC) e da Nanoemulsdo do dleo

destilado de copaiba sobre a inibi¢do da producédo de Oxido Nitrico (NO)

A figura 15 mostra que a nanoemulsdo contendo 15% de ODC produziu uma
melhor reducdo na producdo de Oxido nitrico em 64,80%, maior do que o farmaco

padrdo, dexametasona, e muito maior do que a ODC que s6 reduziu 12,42%.
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Figura 12 - Ensaio concentracdo-resposta do 6leo destilado de copaiba (ODC) e da nanoemulséo
contendo 15% de ODC. A quantificacdo de nitrito foi mensurada em sobrenadantes de
macrofagos murino J774A. 1 estimulados por 1 pg/mL de LPS utilizando reagente de Griess.
Oleo destilado de copaiba (A), Nanoemulsio de 6leo destilado de copaiba a 15% (B), e padrio
Dexametasona. Testes ANOVA/Dunnett’s foram utilizados para anélise entre os grupos. Os
valores de *p < 0.05, quando comparado ao controle (com LPS). Fracdo volatil F=12,42,
p=0,000; Nanoemulséo F=64,90, p=0,000

5.6 Toxicidade aguda oral

Na dose de 2000 mg/kg ndo houve a morte de nenhum animal. Apds 24 h de
exposicdo, ndo foram observados sinais anormais na mobilidade dos animais, nem no
aspecto e cor das membranas mucosas e olhos. Os animais acessaram normalmente a
agua e racdo, apresentando um comportamento normal. Também nédo foram observados
sinais de toxicidade nos oOrgdos internos (coracao, rins, figado, pulmdes e pancreas),

apresentando cor e aspecto normal, similares aos do grupo controle.

5.7 Atividade anti-nociceptiva

A atividade anti-nociceptiva do OBC e ODC foi investigada a partir dos modelos

de contorgdes abdominais e teste de formalina.
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5.7.1 Teste de contorc¢des abdominais induzida pelo &cido acético

O teste de contorgdes abdominais € um modelo quimico de nocicepgdo que se
baseia na contagem das contor¢des da parede abdominal seguidas de tor¢cdo do tronco e
extensdo dos membros posteriores, como resposta reflexa a irritacdo peritoneal e a
peritonite produzidas pela injecdo intraperitoneal de uma solucdo de acido acético 0,9%
(WHITTLE, 1964).

O efeito do OBC (100mg/Kg) e ODC (100mg/Kg) no ensaio de contorcdes
abdominais em camundongos induzidas pelo acido acético administrado por via oral,
mostrou na figura 16 que houve reducédo significativa do nimero de contor¢es abdominais
nos animais tratados se comparado ao grupo controle negativo. Tanto o OBC quanto o
ODC mostraram uma maior reducdo nas contragdes abdominais quando comparado ao
grupo controle positivo, tratados com indometacina um anti-inflamatério ndo esteroidal

padrdo, demonstrando efeito anti-nociceptivo.
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Figura 13 - Efeito do pré-tratamento na administracdo oral do 6leo bruto de copaiba (OBC) (100
mg/Kg) e do 6leo destilado de copaiba (ODC) (100 mg/Kg) no teste de contorcdes abdominais
induzido pelo cido acético. Cada barra equivale a média + E.P.M realizado em 5 animais. * p <
0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia)
seguido por teste de comparacdo maltipla Tukey.
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5.7.2 Teste da formalina a 2,5%

O teste da formalina consiste na injecdo intraplantar de solucdo de formaldeido
(formalina) na pata posterior do animal, o qual induz dor intensa pela estimulacdo direta
dos nociceptores, caracterizada por vigorosas lambidas, mordidas e batidas na pata injetada
com o irritante (HESS, 2006). Esse teste, considerado de longa duracdo, permite a
verificacdo de sinais presentes na fase de modulagdo dos impulsos nervosos, e também
observar a participacao de sistemas endogenos como o dos opidides (MUNGUIA, 2007).

No teste de formalina, a administracdo oral de OBC (100 mg/Kg) e ODC
(100mg/Kg) reduziu significativamente o tempo de lambedura da pata injetada com
formalina na primeira fase (dor neurogénica), assim como na segunda fase (dor
inflamatoria) quando comparado ao controle negativo, reforcando a atividade anti-
nociceptiva, conforme mostra a figura 17. A morfina (5 mg/Kg; i.p.), um analgésico
opidide, foi utilizada como farmaco padrdo e reduziu significativamente o tempo de

lambedura da pata nas duas fases desse teste conforme figura 18.
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Figura 14 - Efeito do pré-tratamento na administracdo oral do 6leo bruto de copaiba (OBC) (100
mg/Kg) e do ODC (100 mg/Kg) no teste de lambedura de pata injetada com formalina. Cada barra
equivale a média + E.P.M realizado em 6 animais. * p < 0,05 quando comparado com 0 grupo
controle negativo por ANOVA (Anélise da variancia) seguido por teste de comparac¢do multipla
Tukey.
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5.8 Atividade anti-edematogénica

5.8.1 Efeito do edema de pata induzido por carragenina

Com o intuito de avaliar o efeito anti-edematogénico do OBC e ODC foi utilizado
0 modelo edema de pata induzido por carragenina. Esse tipo de teste é utilizado para o
desenvolvimento de novos farmacos com potencial anti-inflamatério (MORRIS, 2003;
WILLOUGHBY, 2003). A carragenina, polissacarideo sulfatado, é um agente flogistico
indutor de um processo inflamatdrio agudo, que se desenvolve rapidamente devido a agdo
de varios mediadores pré-inflamatorios, associado a hiperalgesia, e se caracteriza por
edema, exacerbada sensibilidade a estimulos térmicos e mecéanicos (MORRIS, 2003;
FERREIRA et al., 2004).

O efeito anti-inflamatdrio do OBC e ODC foi avaliado pelo método do edema de
pata induzido por carragenina conforme mostrado na figura 18. O aumento de volume da
pata dos animais nos tempos de 1 h, 2 h e 4 horas resultou da agresséo causada pelo agente
flogistico (carragenina a 1%) na pata desses animais. O tratamento por via oral do OBC
reduziu significativamente o edema de pata na primeira e na quarta hora ap6s o tratamento
quando comparado ao grupo controle, enquanto que o ODC apresentou efeito de reducgéo
do edema apenas apds a quarta hora de tratamento quando comparado ao controle. Esse

resultado foi significativo quando comparado ao grupo tratado com indometacina.
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Figura 15 - Efeito do pré-tratamento na administracdo oral do OBC (100 mg/Kg) e do 6leo
destilado de copaiba (ODC) (100 mg/Kg) no teste o edema de pata induzido pela carragenina. Cada
barra equivale a média + E.P.M da diferenca entre pata esquerda e direita de 5 animais. *p <
0,05 quando comparado com o grupo controle negativo ap6s 1 hora de tratamento e **p < 0,05
guando comparado com o grupo controle negativo ap6s 4 horas de tratamento por ANOVA
(andlise da variancia) seguido por teste de comparagdo multipla Tukey.

5.9 Avaliacéo da ulcera gastrica aguda induzida por etanol absoluto

Podem-se observar pelos dados da figura 19 referentes aos efeitos do OBC e
ODC sobre as lesdes gastricas induzidas por estresse, que houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos avaliados. Nas doses de OBC 100% (10
mL/kg) e ODC 100% (10 mL/kg) apresentaram os maiores valores de média, enquanto
que, com referéncia aos efeitos do OBC na dose 400 mg/kg e do ODC 400 mg/kg sobre
as lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos, foi possivel verificar que embora
havendo diferenca estatisticamente significante entre os grupos avaliados, 0s mesmos

apresentaram valores menores do que na forma de éleo bruto.
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Figura 16 - Efeito do pré-tratamento da administracao oral do éleo bruto de copaiba (OBC) e do
dleo destilado de copaiba (ODC) em Ulceras induzidas por etanol em ratos. Cada barra equivale a
média £ E.P.M realizado em 6 animais. ** p < 0,01 e *** p < 0,001 quando comparado com 0
grupo controle negativo por ANOVA (anélise da variancia) seguido por teste de comparacao
multipla Tukey

5.10 Teste de peritonite induzido por LPS

As preparagdes OBC, ODC e a nanoemulsédo contendo 15% de ODC néo
reduziram a migracao de leucdcitos para o peritdnio provocado pelo LPS, enquanto que
a dexametasona (0,5 mg/kg) inibiu a migracdo dos leucdcitos quando comparado ao

grupo de veiculo negativo, conforme pode ser visto na figura 20.
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Figura 20 - Efeito das preparac6es contendo dleo bruto de copaiba (OBC), 6leo destilado de copaiba
(ODC) e Nanoemulséo do 6leo destilado de copaiba (NE 15%) sobre a peritonite induzida pelo LPS
em camundongos. Cada barra equivale & média + E.P.M realizado em 6 animais. p < 0,01
guando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (anélise da varidncia) seguido
por teste de comparagdo maltipla Tukey

5.11 Teste sobre edema de orelha induzido pelo fenol em camundongos.

Neste estudo, foi avaliada a atividade anti-edematogénica do ODC e da
nanoemulsdo contendo 15% de ODC aplicados por via topica utilizando o modelo in
vivo de edema de orelha. O modelo de edema de orelha é amplamente (til na avaliacdo
da atividade anti-inflamatdria topica de compostos bioativos em inflamagGes cutaneas
(BLAZSO; GABOR, 1995; GABOR, 2000), uma vez que é uma metodologia bastante
simples, de resultados rapidos, reprodutibilidade e baixas possibilidades de erros quando
bem aplicado, além de ser um modelo que minimiza uso de animais e de substancias e
que permite verificar a atividade de constituintes no edema induzido por diferentes
agentes irritantes, e ainda identificar compostos que tenham a capacidade de penetrar na
pele (GABOR, 2000). Os agentes flogisticos ativam quimicamente um processo
inflamatorio, diferentes substancias com esse potencial podem ativar vias diversas da

cascata inflamatdria, desencadeando os sinais caracteristicos como edema, aumento da
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permeabilidade, vasodilatagdo, eritema. Por ativar vias diversas, a aplicacdo de
diferentes agentes flogisticos (6leo de croton, acido araquiddnico, capsaicina, fenol,
histamina) é justificada por seus mecanismos especificos, ja conhecidos, na inducdo do
processo inflamatorio, cujos resultados obtidos podem sugerir um provavel mecanismo
da acdo anti-inflamatoria, a absorcdo e a possivel acdo local da substancia em estudo
devido a sua aplicacdo direta no foco inflamatério (BLAZSO; GABOR, 1995; GABOR,
2000; VANE, 2000; SURH, 2005).

Os resultados apresentados na figura 21 demostraram claramente o efeito
anti-inflamatorio topico do ODC, da nanoemulséo contendo 15% de ODC (NE15%) e a
dexametasona no modelo de edema de orelha induzido pelo fenol, a NE 15% se mostrou
ser o anti-inflamatorio mais potente de todas as preparacGes, inclusive ao da
dexametasona, ndo sO pelo efeito mais também pela pequena quantidade de Oleo

destilado de copaiba contido na nanoemulséo.
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Figura 17 - Efeito da Nanoemuls&o do 6leo destilado de copaiba (NE 15%) sobre o edema de orelha
induzido por fenol a 10%. Os animais receberam topicamente 20uL de Fenol a 10% e em
seguida foi aplicado 20uL de ODC - dleo destilado de copaiba bruto; DEX - Dexametasona
0,005/sitio; O efeito anti-edematogénico das substancias foi edema calculado a partir da
diferenca entre as massas de discos de 6 mm de didmetro da orelha direita e esquerdas obtidas
depois de 1 hora de aplicacdo do fenol. Cada grupo representa a média de 6 animais. Analise
estatistica: Teste de Tukey HSD
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5.12 Efeito da Nanoemulsdo de 6leo destilado de copaiba sobre a artrite induzida
pelo zymosan

Os modelos experimentais para novas abordagens terapéuticas para a artrite
reumatoide (AR) sdo comumente utilizados para fornecerem conhecimento sobre o0s
mecanismos da doenca e estudo de novos agentes terapéuticos (WILSON et al., 2006;
ROCHA et al., 2008; BOLON et al., 2011). A AR pode ser induzida em animais por
varios agentes arritmogénicos, tais como o zymosan (zy), adjuvante (adjuvante
incompleto de Freund - IFA e adjuvante completo de Freund - CFA), colageno bovino
tipo 11, antigeno e imunocomplexos. A artrite induzida por zymosan é de facil inducéo,
inicio bem definido, baixo custo operacional com boa reprodutibilidade e confiabilidade
da lesdo em 6 horas (fase aguda), podendo ser usado em protocolos experimentais por
ter pardmetros imunol6gicos e de atividade capazes de serem rapidamente medidos

(OLIVER & BRAHN, 1996; MENEZES, 2013).

A figura 22 mostra que apds o pre-tratamento com preparacdes OBC; ODC: NE,
NE 15% e DS antes da inducéo da artrite, verificaram-se depois de 6 horas as seguintes
diferencas conforme a cinética do edema na pata dos animais que a NE 15% apresentou
melhor reducéo do que a NE base, ainda que a NE 15% reduziu a artrite melhor do que

0 0leo de copaiba puro.
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Figura 18 - Efeito da NE15% ap06s o pré-tratamento com preparagdes OBC; ODC: NE, NE 15% e
DS (Diclofenaco sodico) antes da inducao da artrite pelo zymosan em edema de pata em
camundongos. Ap0s 6 horas a NE 15% apresentou melhor reducdo do edema de pata que a NE
base (p=0.003), ainda que a NE 15% reduziu a artrite melhor do que o 6leo de copaiba puro
(p=0.045)
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, otimizou-se a extracdo da fracdo volatil do 6leo-resina de
copaiba (Copaifera spp.) pelo método de arraste a vapor. O 6leo destilado de copaiba
apresentou-se com aspecto liquido, fino, odor caracteristico a madeira e coloragdo
amarelo claro. Apresentou uma densidade relativa de 0,894, viscosidade de 10,7 cPS e
pH na faixa entre 6-7.

O oleo destilado de copaiba é rico em sesquiterpenos que foram identificados
por CG/EM e quantificados por cromatografia gasosa. Os principais picos observados
no cromatogramas correspondem ao B-cariofileno (B-Car) (40,70%), 6xido cariofileno
(13,6%) e a-copaeno (10,8%). Resultados semelhantes foram observados na
composicdo do 6leo-resina do género Copaifera L. (Leguminoseae), porém, com menor
intensidade e com predominio de B-cariofileno (36,0%), seguido de a-copaeno (18,8%),
B-bisaboleno (8,5%) e a-trans-bergamoteno (7,0%) (KOBAYASHI et al., 2011). No
6leo essencial da Copaifera langsdorffii Desf, 0 composto maioritario foi o B-
bisaboleno (23,6%), P-cariofileno (21,7%) ¢ a-bergamoteno (20,5%) (XAVIER-
JUNIOR et al., 2017), onde ambos os resultados apresentaram um teor de B-Car
predominantes, o que pode tornar a fracdo volatil um insumo ser utilizado na
terapéutica, haja vista que o OBC apresenta uma grande variabilidade no teor dessa
substancia.

Podemos observar nas composi¢Ges quimicas dos 6leos-resina de copaiba de trés
espécies diferentes, Copaifera multijuga Hayne, Copaifera cearensis Huber ex Ducke e
Copaifera reticulata Ducke que, embora similares, possuem composicao variada no teor
de p-Cariofileno (57,5, 19,7 e 40,9%, respectivamente), e o principal composto nestes
oleo-resinas foram o o-humuleno, a-copaeno, a-bergamoteno, todos em quantidades

diferentes (VEIGA JUNIOR et al., 2007; LEANDRO et al., 2012). Assim, a grande
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variabilidade na composi¢cdo quimica torna dificil sua padronizacdo para utilizacdo
como matéria-prima na industria farmacéutica (RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004;
BIAVATTI et al., 2006; HERRERO-JAREGUI et al., 2011).

Diferentemente do OBC, o0 ODC em todas as espécies testadas mostrou mais
homogeneidade na composicdo quimica, independente da espécie utilizada (VEIGA
JUNIOR et al., 2007; SOUSA et al., 2011) sendo o B-Car o constituinte majoritario. 1sso
faz com que o ODC seja uma maneira mais viavel para padronizar esse produto para sua
utilizacdo na industria farmacéutica e cosmética (SOUSA et al., 2011).

Neste trabalho se propds uma nanoemulsdo contendo ODC. A fase organica da
nanoemulsdo foi composta de quantidades entre 3,0-15% de tensoativo ndo iénico de
baixo EHL (Span80®) e quantidades entre 3-15% de Oleo destilado de copaiba (EHL
11). A fase aquosa foi composta por tensoativo nédo ioénico de alto EHL (Tween80®),
em quantidades entre 3,0-15% e agua Mili-Q em quantidade suficiente para 100%. O
volume final da nanoemulsdo foi de 100 mL, que foi ajustado ao final do processo,
utilizando agua Mili-Q. Para a preparacdo da emulsdo estavel do tipo O/A, deve-se
considerar o EHL e a solubilidade da cadeia lipidica do emulsificante na fase oleosa
(LACHMAN et al., 2001). O valor do EHL necessario para emulsificar um 6leo pode
ser determinado por preparacdo de emulsées com emulsificantes de varios valores de
EHL, e determinar qual valor de EHL produz a emulsdo mais estavel (BECCHER,
2001; LACHMAN et al, 2001) e consequentemente tem grande importancia na
determinacdo das propriedades da dispersdo (ESQUENA; SOLANS, 2001; ZHANG;

QUE, 2008).

Para a determinacdo do EHL requerido pelo ODC foram realizadas

nanoemulsdes com Tween80® / Span80® usando diferentes proporgdes. As emulsdes
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obtidas que ndo foram estaveis apds 24 horas da manipulacdo foram as preparadas com
valores de EHL 1,0; 2,0 e 3,0. As nanoemulsdes feitas com valores de EHL de 4,0 e 5,0
apresentaram leve cremeacgdo. No entanto, as nanoemulsdes feitas com valores de EHL
entre 6,0 a 15,0 se mantiveram estaveis por mais de 24. Nesse caso, foi estabelecido
através de experimentos realizados que o EHL 6timo para o ODC foi o EHL de valor
11,0.

De acordo com CHANAMAI et al. (2002), a estabilidade de uma nanoemulséo
frente a cremeacdo depende da composicdo do Oleo, pois a densidade da goticula
depende do tipo e da concentracdo de moléculas apolares presentes na fase interna.
Além disso, a taxa de transporte destas moléculas apolares através do filme interfacial
para fase aquosa depende de sua solubilidade na dgua e, em funcéao disso, o crescimento
das goticulas por Oswald ripening também sera dependente da composicao do dleo.

Na selecdo do sistema surfactante, dos trés pares de sistemas de tensoativos
testados, os resultados mostraram que o par de tensoativos Tween80® / Span80®
proporcionou uma nanoemulsdo com maior estabilidade, comprovando-se nos testes
preliminares de estabilidade. Isso sugeriu que a mistura de tensoativos com valor de
EHL 11, favorece a formacdo de emulsdes estaveis contendo ODC. A andlise
macroscopica mostrou a boa estabilidade fisica do sistema, bem caracteristicas tipicas
de nanoemulsdes, como transluscéncia e reflexo azulado.

Com a finalidade de encontrar a melhor composicao das nanoemulsdes a serem
estudadas, foi avaliado o efeito da relagdo Surfactante-Oleo-Agua (SOW), sobre as
propriedades da nanoemulsdo. Usou-se o par de tensoativos Tween80® / Span80®, no
valor de EHL = 11,0, para a construcdo do diagrama pseudoternario. O estudo mostrou
que as formulacdes contendo 13% do sistema surfactante, possuiam as melhores

propriedades e estabilidade fisico-quimica, quando comparada com as demais
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formulagdes. A formulagdo (SOW 13:10:77) apresentou um tamanho de gota de 203 nm
e 0,129 de indice de polidisperséo, e a formulagdo SOW 13:15:72 mostrou tamanho de
174 nm com 0,136 de indice de polidispersdo. Assim sendo foi selecionada a
nanoemulsdo contendo 13% de surfactantes, 15 % do ODC e 72 % de agua, como a
melhor nanoemuls&o.

Segundo LACHMAN et al. (2001), emulsbes O/A mais estaveis, sdo formadas
com uma combinagdo de tensoativos lipofilico e hidrofilico, ainda que seja possivel
obter formulagdes estaveis utilizando um tnico emulsificante. E aconselhavel a mistura
de um emulsificante de baixo valor EHL (lipofilico) com outro de alto valor de EHL
(hidrofilico) promovendo a formacdo de uma interface coesa, visto que cada tipo de
emulsificante se adsorvera a fase correspondente (PINHO; STORPIRTS, 1998; PRISTA
et al., 1992). Estudos realizados por GULLAPALI; SHEHTH (1999) demonstraram que
a similaridade estrutural entre os emulsionantes e a fase dispersa € mais relevante que o
valor de EHL para a obtencéo de emulsGes estaveis.

Foi avaliada a estabilidade da nanoemulsdo contendo 15% do ODC, 13% de
surfactantes (Tween80® / Span80®) e agua em quantidade suficiente para 100%,
durante 45 dias, antes de ser submetida aos testes de atividade bioldgica. O estudo de
estabilidade desta preparacdo continuou por até 180 dias, mostrando um tamanho de
particulas de 144 nm e um indice de polidispersdo de 0,125 e mantendo-se constante o

potencial zeta com valor de -24,25mV. Mostrando sua estabilidade por até 180 dias.

A atividade anti-inflamatoria de nanoemulsdes contendo ODC a 10% e 15% (NE
10% e NE 15% respectivamente) foi também avaliada in vitro. Assim, essas
nanoemulsdes foram testadas quanto a capacidade de induzir toxicidade em células de

macréfago murino e fibroblastos de pulmdo humano. Nos experimentos, as
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nanoemulsdes ndo apresentaram toxicidade nas concentracBes testadas nas células
normais de pulmdo humano MRC5 e também ndo apresentaram qualquer influéncia na
viabilidade dos fibroblastos. Nesta analise podemos destacar que ndo houve diferenca
entre os tipos de linhagem celular e ndo houve acdo toxica dessas nanoemulsGes em
ambas as linhagens celulares MRC5 e J774A.1. Este resultado foi contrério ao
observado na pré-incubacdo de mondcitos humanos THP-1 estimulados por LPS com
concentracOes crescentes da fracdo purificada de oOleo-resina (OR-PF), contendo
diterpenos e sesquiterpenos. A incubacdo reduziu a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNFa), fornecendo fortes evidéncias de que sua atividade
consequentemente, da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias. (GELMINI et al., 2013).
Este resultado diferente do ODC testado se deve provavelmente a associacdo acidos

diterpénicos, diterpenos e sesquiterpenos presente na OR-PF.

Neste estudo foi observado o efeito das nanoemulsdes contendo ODC 10% e
NE15%, 6leo destilado de copaiba puro e 6leo-resina de copaiba (Copaifera spp.) sobre
a inibicdo da producdo de NO® em macréfagos murino J774A.1 ativados por LPS. Em
geral, pode-se observar que todos 0s compostos obtiveram a capacidade de inibir a
producdo de NO® em macréfago murino nas concentracdes testadas, porém o
mecanismo nao foi totalmente esclarecido, tendo em vista que nédo foi possivel realizar a
analise da expressdo de mRNA da proteina iNOS por Western blot e/ou pela técnica de
reacdo em cadeia de polimerase na linhagem de macréfago murinho ou outros testes
complementares. A iNOS quando expressa libera maiores concentracdes de NO°®. O
presente trabalho torna-se pioneiro neste estudo de inibicdo da producdo de Oxido

nitrico NO® direcionado as nanoemulsdes contendo ODC. Contudo, a continuidade dos
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ensaios se faz necessario para a elucidacdo do mecanismo de inibicdo de iNOS e a

sucessiva inibicdo de NO*.

Resultados semelhantes foram observados na avaliagdo dos efeitos
farmacoldgicos de trés oleo-resinas de espécies diferentes, Copaifera multijuga Hayne,
Copaifera cearensis Huber ex Ducke e Copaifera reticulata Ducke, medindo a
producdo de NO® por macréfagos murinos. O 6leo de copaiba de Copaifera multijuga
Hayne (100 mg / kg) foi o mais potente, inibindo a producdo de NO®. As oleorresinas
de Copaifera cearensis Huber ex Ducke e Copaifera reticulata Ducke também inibiram
a producdo de NO°®, mas com menor intensidade. (VEIGA JUNIOR et al., 2007). Os
resultados observados na reducdo da ativacdo de macrofagos estimulados por LPS a
partir da nanoemulsdo contendo ODC foram importantes para o delineamento dos
experimentos in vivo 0s quais investigaram alguns mecanismos da possivel atividade

anti-inflamatoria dessa formulacéo.

Antes do inicio dos ensaios in vivo, 0 ODC isoladamente e NE15% foram
avaliadas quando a toxidade aguda em camundongos. O presente estudo foi o primeiro
que avaliou a toxicidade letal aguda do ODC e da NE 15%, onde os camundongos
Swiss machos (n = 3/grupo), em jejum prévio de 12 horas (agua disponivel), foram
tratadas com doses de 2000 mg/kg peso corporeo de ODC, NE 15% e NE base (v.0.),
com acesso livre apenas de agua, com racdo permitida 3 h ap6s a administracdo. A
sequir foram acomodados em gaiolas e observados por um periodo de 4 horas para
avaliacdo de possiveis alteracbes comportamentais ou morte. Durante o periodo
experimental os animais foram examinados diariamente quanto aos aspectos clinicos,
incluindo a postura, convulsdes/tremores, consisténcia e aspecto das fezes, fechamento

da pélpebra, piloerecdo, aspecto da pele e pelos, estresse, salivagdo, olhos e
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comportamento (Moser et al., 1997 a, b, ¢). Os animais foram avaliados nos tempos 24,
48 e 72 horas, seguidos de observacdo por um periodo total de 14 dias com o intuito de
verificar a possivel ocorréncia de ébito e alteracdo no peso corporal (OECD, 2008).

Durante todo o periodo de observacao foram disponibilizados racdo e agua ad libitum.

A dose de 2000 mg/Kg peso corpdreo é recomendada pelo protocolo (OECD)-
423/2001, onde estabelece que quando hé trabalhos cientificos que nos dédo informacao
guanto a capacidade de mortalidade de uma determinada substancia seja improvavel no
mais alto nivel da dose inicial, entdo se utilizou a dose de 2000 mg/Kg. Nenhum dos
trés animais de cada grupo expostos apresentou morbidade ou mortalidade nas primeiras
24 h apds a exposicdo e durante o periodo do estudo. Desta forma, repetiu-se o teste
nesta mesma dose com outros trés animais, o que confirmou o resultado anterior. As
mudangas comportamentais, morbidade e mortalidade, as quais poderiam ser
observadas nos animais apds receber o tratamento, ndo foram observadas durante 4
horas ininterruptas, nas 24 horas sucessivas e nem durante os 14 dias de experimentacao
em nenhum dos 3 animais de cada grupo. Os animais também ndo apresentaram
alteragcdes nos pelos, pele, olhos e mucosas, sinais de tremores, convulsdes, salivagéo,
diarreia, letargia, sono, coma, dor e sofrimento, esses resultados sdo semelhantes aos
reportados por Ribeiro et al. (2007), que ndo verificaram quaisquer alteragdes no padréo
de comportamento de roedores expostos ao Oleo-resina e fracdo volatil de copaiba em
doses crescentes de 50 a 800 mg/kg p.o. Entretanto, Brito et al. (1999) observaram que
a administracdo oral de 0,63 mL/kg p.o. do 6leo-resina de copaiba durante quatorze dias

foi capaz de promover irritabilidade nos ratos testados.

Ao final dos 14 dias de acompanhamento, nenhuma morte foi registrada, ndo

havendo também diferenca no ganho de peso corporal em relacdo ao grupo controle. No
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décimo quarto dia, os animais foram sacrificados apds serem anestesiados com xilasina
10mg/kg i.p. e Cetamina 150mg/kg i.p. Durante a necropsia, 0os 6rgdos da cavidade
corporea (pulmdes, traqueéia, coracao, estbmago, figado, bago, rins, bexiga, intestino e
timo), visceras, glandulas, vasos, canais e diafragma foram avaliados
macroscopicamente quanto ao aspecto, coloracdo, tamanho e consisténcia, ndo havendo
qualquer alteracdo em relacdo ao grupo controle. Os mesmos resultados foram obtidos
por Brito et al. (2001) onde nenhuma alteracdo foi encontrada nos animais testados no
estudo da administracdo do Oleo-resina de copaiba. Com os resultados obtidos,
observamos que a toxicidade oral aguda do ODC e da NE15% foi maior que 2000
mg/kg v.o. e classificado como categoria 5, ou seja, com baixa toxicidade aguda e com
DL-50 acima de 2000 mg/Kg. Estes resultados apresentam uma excelente tolerancia
dando suporte para futuros estudos de longa duracao devido a baixa toxicidade na dose

avaliada.

Visando avaliar também o possivel efeito anti-nociceptivo, o0 ODC foi avaliado
in vivo por dois modelos: teste de contor¢cdes abdominais e da formalina. O modelo de
edema de pata para atividade anti-inflamatéria e de Ulcera gastrica também foram
realizados in vivo. Nos estudos os resultados do ODC foram comparados com o OBC
também testado. Tanto o ODC quanto o OBC mostraram uma reducéo significativa do
namero de contor¢des abdominais induzida pelo acido acético, quando comparado ao
grupo controle negativo e os dados obtidos sugerem que a acdo anti-nociceptiva dos
como mediadores inflamatdrios, de modo a contribuir para o alivio de dores leves a
moderadas. Por outro lado, também se verificou que o ODC e o OBC produziram uma

reducdo dessas contorgdes nos animais de modo superior ao do grupo controle positivo,
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tratados com indometacina um reconhecido anti-inflamatério ndo esteroidal padréo, que
possui potente atividade analgésica e anti-inflamatoria, inibindo a transmissdo nociceptiva,
além da prevencdo do edema e da inflamacdo (STEAGALL et al., 2009). Esses
resultados corroboram com o estudo comparativo da atividade anti-nociceptiva de dois
0leos da Copaiba (Copaifera multijuga Hayne e Copaifera reticulata Ducke, Fabaceae)
administrados por via oral utilizando a técnica de contor¢éo induzidas por acido acetico,
cujos resultados demonstraram que os 0leos de copaiba nas doses variando de 30 a 150
mg/kg foram suficientes para desenvolver significativamente o efeito anti-nociceptivo
periférico e central de ambos os dleos, esta ultima atividade foi inibida pela naloxona
(GOMES et al., 2007). Nossos dados demonstraram que as atividades anti-nociceptivas

prostaglandinas ou a liberacdo de outros mediadores enddgenos.

No presente estudo, demonstramos que o tempo de lambida da pata injetada com
formalina 1% foi atenuado significativamente para o0 ODC e OBC nas doses (100
mg/kg) testadas, tanto na fase neurogénica (0-5 min.) quanto na fase inflamatéria (15-30
min.) do teste. De acordo com Hunskaar e Hole (1987), o efeito anti-nociceptivo do
paracetamol, droga de referéncia, na 1 fase do teste da formalina deve-se a sua agao
sintese de prostaglandina E2 (PGE2) (FELDBERG; GUPTA, 1973) além de modular o
sistema opioide (MAREK; AGHAJANIAN, 1998, RUGGIERI et al., 2008),
canabindide (HOGESTATT, et al. 2005) e serotoninérgico (PELISSIER et al., 1996;
PINI et al., 1996). Por outro lado, o efeito periférico do paracetamol durante a 22 fase do
teste da formalina pode envolver inibicdo, mesmo que discreta, da COX-1 e 2

(AMINOSHARIAE; KHAN, 2015). Estes dados corroboram com o estudo comparativo



101

da atividade anti-nociceptiva de dois 6leos da Copaiba (Copaifera multijuga Hayne e
Copaifera reticulata Ducke, Fabaceae) administrados por via oral utilizando a técnica de
contor¢do abdominal induzida &cido acético e pela formalina, cujos resultados
demonstraram que os 6leos de copaiba ndo desenvolveram efeitos toxicos e que doses
variando de 30 a 150 mg / kg foram suficientes para desenvolver significativamente o
efeito anti-nociceptivo periférico. Portanto, os resultados indicam claramente que 0s
6leos empregados no estudo produzem efeito anti-nociceptivo que pode envolver tanto
mecanismos centrais quanto periféricos. Porém, os mecanismos da anti-nocicepgao do
ODC testado no presente estudo somente poderdo ser elucidados com futuros estudos
adicionais empregando antagonistas farmacologicos dos principais neurotransmissores
envolvidos com a modulacdo central da nocicepcdo bem como da quantificacdo dos
principais mediadores periféricos da inflamacéo tais como TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8 e
PGE2. Este novo efeito comprobatério pode ser util no tratamento de distdrbios

algésicos (GOMES et al. 2007).

Neste estudo, observou-se que o OBC na dose de 100 mg/kg atenuou
principalmente a primeira fase do edema de pata e foi menos intenso na terceira fase,
enquanto que o ODC na dose de 100mg/kg ndo inibiu a intensidade e nem interferiu
significativamente no desenvolvimento do edema na primeira fase, no entanto, atenuou
somente a terceira fase de desenvolvimento do edema induzido por carragenina. Portanto, é
possivel sugerir que o efeito anti-inflamatério do OBC esteja associado a interferéncia da
acdo de mediadores pré-inflamatoério da primeira e segunda fase, tal como a bradicinina,
enquanto que o efeito anti-inflamatério do ODC é possivel estar associado a interferéncia
da acdo de mediadores pro-inflamatorio da 32 fase, tal como a PGE2. Esses resultados

foram significativos, porém, menos intensos em comparacdo ao grupo tratado com
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indometacina, a qual atenuou significativamente tanto a intensidade quanto a duracdo do
edema induzido por carragenina.

O teste de Ulcera gastrica aguda induzida por etanol absoluto teve como objetivo
avaliar qualitativamente a provavel protecdo gastrica do OBC e ODC em relacdo ao
estresse, ao uso etanol. Ap6s jejum de 18 h, os ratos (n = 6/grupo) foram pré-tratados por
via oral (gavagem, 10mL/kg) com ODC (100% ou 400 mg/kg) ou OBC (100% ou 400
mg/kg) ou controle negativo (NaCl 0,9%). Apds 1 hora, foi administrado 4 mL/kg de
etanol absoluto (agente lesivo) aos animais por via oral. Decorrida 1 hora dessa
administracdo, os ratos foram eutanasiados em camara de CO,, 0s estdbmagos retirados e
abertos pela grande curvatura. Em seguida, foram fotografados e as lesdes contadas através
de planimetria computadorizada. Os resultados foram expressos em area total de lesdo
ulcerativa (ALU) (mm?). Os dados referentes aos efeitos do OBC e ODC sobre as lesées
gastricas induzidas por estresse demonstraram que houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos avaliados. Nas doses de OBC 100% (10 mL/kg) e ODC 100%
(10 mL/kg) apresentaram os maiores valores de média, enquanto que, com referéncia aos
efeitos do OBC na dose 400mg/kg e do ODC 400mg/kg diluidos em NaCl 0,9% sobre as
lesGes gastricas induzidas por etanol em ratos, foi possivel verificar que embora havendo
diferenca estatisticamente significante entre os grupos avaliados, 0s mesmos apresentaram
valores menores do que na dose de 100% de ambos os Gleos. Esses resultados estdo de
acordo com os efeitos do 6leo-resina obtido da Copaifera langsdorffii em lesbes gastricas
induzidas pelo etanol, indometacina e por estresse hipotérmico em ratos e que apés
administracdo oral das doses de 200 e 400 mg/Kg proporcionou protecédo significativa,
dose-dependente, contra o dano gastrico causado pelo etanol e estresse hipotérmico, e na
dose de 400 mg/Kg também preveniu a ulceracdo gastrica induzida pela indometacina.

(PAIVA et al., 1998).
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A NE 15% e ODC foram testadas em modelo de pleurisia induzido por LPS in
vivo, nesse experimento, grupos de camundongos Balb/C foram previamente tratados
com NE15% e dexametasona. Apds 1 h de tratamento, foram desafiados com LPS 250
ng/cavidade e apo6s 8 h realizado o lavado pleural para contagem dos leucdcitos em
modelo de pleurisia induzido por LPS. Assim, foi observado que tanto o ODC quanto
NE15% administrados por via oral (100 mg/kg) ndo inibiram a migracao dos leucdcitos
totais, leucdcitos mononucleares e neutrofilos, consequentemente, ndo inibiram o
extravasamento de liquido, e nem na migracdo de leucdcitos quando comparado com a
dexametasona, ndo sendo, portanto, a via que demonstra a atividade anti-inflamatdria
tanto do ODC quanto da NE15%. Por outro lado, os efeitos farmacoldgicos de trés dleo-
resinas foram avaliados in vivo, utilizando o modelo de pleurisia induzida por zymosan
em camundongos. O 6leo de copaiba de Copaifera multijuga Hayne (100 mg/kg) foi o
mais potente, inibindo a pleurisia induzida pelo zimosan. Os 6leo-resinas de Copaifera
cearensis Huber ex Ducke e Copaifera reticulata Ducke também inibiram a pleurisia,
mas com menor intensidade. (VEIGA JUNIOR et al., 2007). Os dados demonstraram
que os 6leo-resinas de copaiba apresentaram efeitos anti-inflamatorios in vivo baseados
na reducdo da migracdo de leucdcitos para a cavidade pleural de ratos e para o agente
quimiotatico solucdo de lipopolissacarideo, respectivamente (KOBAYASHI et al.,
2011), esses efeitos dos 6leo-resinas se devem provavelmente a associagdo dos terpenos
e sesquiterpenos fato o que ndo acontece quando se usa 0 ODC isoladamente, tendo em
vista que a prépria NE15% também ndo produziu tal efeito.

Ainda com o intuito de verificar a capacidade anti-inflamatéria do ODC e da
NE15% frente a diferente via de aplicacdo, foi utilizado o modelo de edema de orelha
induzido por fenol. Apos a aplicacdo do fenol 10% (v/v), grupos de camundongos

(Swiss, n = 6) receberam aplicagdo topica 20uL na orelha direita de 6leo de copaiba
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puro (OBC); ODC, NE 15% e dexametasona 0,005 mgy/sitio (controle positivo). O
grupo controle inflamado recebeu a aplicacdo topica de nanoemulsdo base (veiculo),
apos a aplicacdo do fenol na orelha direita. A orelha direita ficou em condi¢fes normais.
Uma hora ap6s a aplicacdo do fenol, o tecido das orelhas foi seccionado e pesado para a
determinacdo do edema (g). Os resultados mostraram o efeito anti-inflamatério tépico
do 6leo de copaiba puro (OCP), ODC, NE 15% e dexametasona, a NE 15% se mostrou
a mais potente de todas as preparacOes inclusive em relacdo ao da dexametasona, é
possivel que a NE15% iniba a geracdo de radicais livres uma importante via para a
toxicidade dérmica dos compostos fendlicos, uma vez que a presenca de ROS causa um
aumento na producdo e liberacdo de varios mediadores pro-inflamatérios como I1L-1,
IL-6, IL-8, TNF-a, LTs e PGs, os quais provavelmente sdo responsaveis pela resposta
inflamatoria que se segue a exposicdo ao fenol, ja que esses mediadores amplificam a
resposta inflamatdria estimulando outras citocinas e mediadores (MURRAY et al.,
2007).

No teste da artrite, um edema de pata foi induzido na pata direita traseira dos
camundongos por injecdo subplantar de uma suspensdo de zymosan (500pg/pata) em
solucdo salina estéril (0.9%). Na pata esquerda foi injetada solucdo salina (controle
negativo) (WINTER et al., 1962). As diferentes preparacfes, 6leo de copaiba puro
(OCP); ODC, nanoemulsdo base (NE); NE 15% 600mk/kg/dia e 100 mg/kg/dia de
diclofenaco de sodio (DS-controle positivo) foram administrados trinta minutos antes da
administracdo do zymosan nas patas traseiras dos camundongos. O grau de edema foi
medido imediatamente antes e 6, 12 e 24 h depois da injecdo de zymosan utilizando o
paquimetro digital em milimetros (mm). Para cada animal foi avaliada cada pata
individualmente, somando-se o0 escore de todas as patas de cada camundongo (escore

méaximo 16/camundongo). A diferenga entre 0 edema das patas, determinada antes e
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depois da injecdo do agente provocador do edema, indicou a gravidade do mesmo, e foi
avaliada como a porcentagem da diferenca entre o volume da pata em cada ponto de
tempo e 0 volume da pata basal (controle negativo).

O efeito NE 15% demonstrou que possui melhor efeito melhor que o ODC ou 0
OBC sobre a artrite induzida pelo zymosan em camundongos sobre a artrite induzida
pelo zymosan e que a mesma produziu um efeito antiartritico melhor do ODC. Estudos
recentes demonstraram que um dos principais componentes do 6leo, o B-Car é um
potente anti-inflamatorio. (LUCCA et al., 2015). O B-Car foi testado na inflamacéo
sisttmica, no estado oxidativo e no metabolismo de células hepaticas de ratos com
artrite induzida por adjuvantes, um modelo para a artrite reumatoide, uma patologia
autoimune experimental que compartilha muitas caracteristicas com a artrite reumatoide
humana. Essas acOes benéficas foram da mesma extensdo do Oleo de copaiba
(Copaifera reticulata) e, portanto, o -Car é possivelmente responsavel pelas acdes anti-
inflamatoria e antioxidante do éleo que foi pontecializado quando aprensentado na
forma nanoemulsionada. Esses resultados revelam que o B-Car melhora a inflamacao
sisttmica e o estado oxidativo de ratos com artrite e, além disso, ndo esta associado a
hepatotoxicidade (CASTRO GHIZONI et al., 2017; AMES-SIBIN et al., 2018).

Em resumo, o presente trabalho apresenta uma caracterizagdo quimica e
bioldgica da fracdo volatil da resina de copaiba, e de forma inédita desenvolveu uma
nanoformulacdo contendo esta fracdo e, além disso, apresenta uma serie de achados
farmacologicos importantes para aplicacdo tanto do Oleo destilado como da
nanoformulacdo em processos fisiopatoldgicos. Destacando os resultados obtidos com a
NE15% em diferentes ensaios in vivo que demonstraram a atividade anti-inflamatoria e
baixa toxicidade é possivel que esse produto possa ser utilizado tanto na terapéutica

humana quanto animal. Contudo, salientamos que outros estudos de abordagem sobre o
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mecanismo de acdo na terapéutica inflamatdria devem ser realizados a fim de que o

produto seja utilizado com seguranga.
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6. CONCLUSOES

1. O ¢6leo destilado de copaiba mostrou-se como um produto liquido, amarelo claro,
odor carateristico, densidade de 0,8942 g/mL, com viscosidade 10,7 cPS e pH entre 6 e
7, contendo como principal componente quimico, o sesquiterpeno B-cariofileno (B-Car),
0 qual pode ser utilizado como marcador quimico deste produto.

2. Foi possivel obter uma nanoemulsdo contendo 15% do 6leo destilado de copaiba
com tamanho de particula 99.47 + 0.64 nm, polidispersédo de 0.224 + 0.010, potencial
zeta -37.10 £ 0.26 mV e condutividade igual a 0.009 + 0.000 mQ/cm.

3. 0 o6leo destilado de copaiba foi mais citotdxico do que o 6leo de copaiba bruto
em fibroblastos humanos MRC5.

4. A nanoemulsdo contendo 15% de 6leo destilado de copaiba mostrou-se de baixa
citotoxicidade no ensaio de viabilidade celular em fibroblastos de pulm&o humano néo
neoplasico (MRC-5) e em macréfagos murinos (J744).

5. A nanoemulsdo foi capaz de promover a inibicdo da producdo de dxido nitrico
em macrofagos estimulados por LPS em concentracdo menor do que o 6leo destilado ou
a resina de copaiba.

6. No ensaio de toxicidade aguda oral tanto a NE15% quanto o 6leo destilado de
copaiba, na dose maxima de 2000 mg/kg ndo levou a morte de nenhum animal
(camundongo Balb C) até 14 dias ap6s a administracao.

7. Tanto Oleo bruto de copaiba quanto o Oleo destilado de copaiba, quando
administrados por via oral, na dose de 100mg/Kg, mostraram intensa atividade anti-
nociceptiva, similar as substancias padrdo testadas (indometacina ou morfina) em

camundongos.
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8. No teste de edema de pata de camundongos induzido por carragenina, a resina
bruta produziu efeito anti-edematogénico na primeira e quarta hora, ja o 6leo destilado
somente na quarta hora apds a administracdo por via oral;

9. Tanto o 6leo destilado quanto a resina bruta mostraram atividade anti-
ulcerogénica sobre as lesdes gastricas induzidas por estresse, nas doses de 10 mL/kg e
400mg/kg em ratos;

10. Tanto a nanoemulsao contendo 15 % de oleo destilado de copaiba quanto o 6leo
destilado de copaiba ndo reduziram a migragédo de leucdcitos para o periténio provocado
pelo LPS em camundongos.

11. A nanoemulsao contendo 15 % de oleo destilado de copaiba mostrou ter
atividade anti-inflamatoria tépica similar a dexametasona e muito maior do que o 6leo
destilado de copaiba em modelo de edema de orelha induzido por fenol em
camundongos;

12. A nanoemulsao contendo 15 % de oleo destilado de copaiba produziu efeito
antiartritico melhor que o 6leo destilado ou a resina bruta de copaiba sobre a artrite
induzida pelo zymosan em camundongos;

13. Os achados do presente estudo sdo importantes para aplicacdo do 6leo destilado
de copaiba ou da sua formulacdo em nanoemulsdo em produtos a serem utilizados tanto

na terapéutica humana quanto animal principalmente de processos inflamatorios.
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ANEXOS

ANEXO 1

Minlzigrio do Male Amblanie
CONSELHD DE GESTAD DO PATRIMONID GENETICO

SETEMA MACIONAL OE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO E D0 OOMHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADD
{:nmpm'fmta de Cadasine de Acesso
Cadastro n® A1E0D0EE

A alhvidade de acess0 30 Paimdnk Gendlico/CTA, nos BMos abalko resumida, fol cadastada no
ShkeGen, em atendlmento 3o previsio na Lel n® 131232015 e seus regulamenins.

Himero §0 cadasin: A16DDEE

Usuania: Uniwarsidads Fadaral oo Amazonas
CPFICHP.: 04 378 625000157

Dinjeto do ACBESD Pamiménic GansticoiCTA

Finalidade do Acessor Pasquiza & Dessmvolvimento Tecnodglco
Espacie

Copalfera multijuga

Cileo resina de copalba

Fonie do CTA

CTA da origem Identificivel dirstamants com provedor

Provedor
Comunidads Indigana Dessano

Thulo da Aftvidade: AVALIACAD QUIMICA E FARMACOLOGICA DO OLED DE COPAIBA
DESTILADO [Copalfsra sp) E APLICAGOES BIOTECNOLOGICAS

Equips

EMERSOM SILVA LIMA Universidade Federal do Amazonas

EVANDRO DE ARADJO SILVA UMIVERSIDADE FEDERAL DO AMATONAS

JESUS RAFAEL RODRIGUES AMADD UMIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
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ANEXO 2

Poder Executivo
Ministério da Educagao
Universidade Federal do Amazonas

Comisséo de Etica no Uso de Animais UFAM

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avalia¢io quimica e farmacolégica do éleo de cobaiba destilado (Copaifera spp) e
aplicagdes biotecnoldgicas.”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Evandro de AratGjo Silva ¢ Emerson Silva Lima
(docente/UFAM), que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica — e por encontrar-se de acordo com os preceitos da Lei n. 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), apds analise pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS, foi aprovada sob o

namero 039/2018.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo De Outubro/2018 a Mar¢o/2019 .
Espécie/linhagem/raga Camundongos (Mus musculus, Swiss Webster)

N. de animais 84 animais

Peso/ldade 20 gramas / 28 dias

Sexo Machos

Origem Setor de avicultura da FCA/ UFAM

Manaus, 01 de outubro de 2018.

Profa. Dra. Cinthya lamile Frithz Brandao de Oliveira
Presidente do CEUA-UFAM

Av. Gal. Rodrigo Otdvio Jordio Ramos, 3000, Coroado, Campus Universitario, Setor Sul, ICB Bloco 1, terceiro andar, 69077-000 — Manaus/AM
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ANEXO 3
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Pedido nacienal de Imencio, Modelo de Utiidade, Cerfificada de
Adigio de Invencio e entrada na fase nacional do PCT
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Cados oo Depasiiarte (71)

Dapoalir 151

Masiieil Rarls Sscial FUNDRCED UNIVERSIDADE DO AMATOMAS
Tps di Paddea Posscn Jurkdon
CPRICHPL (437 0000 107
edenpisesa Eiasizia
Cuailchsls Aurd ol |fiiiolo S Efklfo @ Pesdlise
Endiifacs Ay Cafiil Ridrige Ot 5000 - Caspin Unka o, Byns
Eslmsy AW
CEP. 83077000
Pl Evirisl
Talafor (XEMS-1T58
Fiee
Ereail dapi_protecffulam ady b

‘tlﬂ-m'ﬂﬂ"’“ sn aniloinio b srvisds paks msterrs Petoorareto e ncn an DSOS g i
£ 1758, Puticiio ETTHRO0ATS

Pl I TRADT N, i RO gy P



137



