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Resumo

O Reino Vegetal desempenha um papel crucial na
provisdo de metabdlitos secundarios bioativos,
gue sdo uma importante fonte de compostos com
potencial farmacolégico. Um exemplo é o 6éleo-
resina, extraido de espécies de Copaifera,
conhecido como “copaiba”. Este estudo visa
investigar os efeitos do é&cido polialtico,
componente do Oleo de copaiba, na resposta
inflamatoria e na analgesia em experimentos com
camundongos. Os resultados demonstraram que o
acido aumentou o limiar de dor nos animais,
sugerindo atividade analgésica. Além disso,
também mostrou reduzir o recrutamento de
leucécitos e neutrofilos, bem como a produgéo de
mediadores inflamatdrios, indicando uma possivel
acdo anti-inflamatéria. Esses achados sugerem
potencial terapéutico do 6leo de copaiba. No
entanto, sdo necessarias investigacdes adicionais
para elucidar os mecanismos de acdo e sua
aplicabilidade clinica potencial.

Introducéo

O Reino Vegetal contribui de forma significativa
para o fornecimento de metabdlitos secundarios
biologicamente ativos, muitos dos quais se
constituem em modelos para a sintese de muitos
farmacos (PINTO et al., 2002; VARANDA, 2006).
Os metabdlitos secundarios biologicamente ativos
obtidos a partir de vegetais com a finalidade para
o desenvolvimento de farmacos tém se destacado
pela singularidade das moléculas e na descoberta
de diversos mecanismos de a¢cdo, como no caso
de antitumorais, anti-inflamatorios, anti-
helminticos, entre outros (VARANDA, 2006).

A composicao quimica do 6leo-resina é constituida
principalmente por sesquiterpenos 3-cariofileno, a-
copaeno, B-elemeno, a-humuleno, germacreno e
diterpenos (acido caurenoico, acido polilatico e
acido copalico) (LIMA et al., 2021). Esses
principais compostos s&8o encontrados nas
espécies do género Copaifera spp., conhecidas
popularmente como “copaiba”, tendo mais de vinte

espécies catalogadas em territério brasileiro,
sendo encontradas com maior frequéncia nas
regibes Centro-Oeste e Norte do Brasil
(NOGUEIRA, 2012; MASSON et al., 2013). O 6leo
é retirado por meio de cortes nas cascas do caule
da copaibeira (LIMA et al.,, 2021) e tem-se
estudado as suas atividades antibacteriana
(BARDAJI et al., 2016; BARBOSA et al.,2019;
GOMES DA SILVA et al., 2012; PIERI et al., 2012),
anti-inflamatéria (MASSON et al., 2013; BECKER
et al., 2020, SIMARO et al., 2021; GHIZONI et al.,
2017) anti-parasitaria (BORGES et al., 2016) e
cicatrizante (MASSON et al., 2013;
ALBUQUERQUE et al., 2017).

A inflamacdo € um processo biolégico complexo e
autorregulado que inclui alteragbes vasculares,
componentes celulares e liberacdo de mediadores
inflamatérios (ABBAS & LICHTMAN, 2003). No
entanto, a presenca de estimulos persistentes
pode acarretar a continuidade dos mecanismos
inflamatérios, resultando em um processo crénico
(CRUVINEL et al., 2010; CAMPOS et al., 2007). A
sinalizacdo decorrente da ativacdo de fatores de
transcricdo como, NF-kB, apds o reconhecimento
de padr6es moleculares associados a patégenos
(PAMPs) ou a danos (DAMPS), pelos receptores
de reconhecimento padrédo (PRRs) em células do
sistema imune (YANG et al., 2013, MURRAY AND
WYNN, 2011, O'NEILL AND BOWIE, 2007); induz
a producéo de mediadores lipidicos, citocinas pro-
inflamatérias, quimiocinas e moléculas de adeséo
(AKIRA et al., 2006, IWASAKI AND MEDZHITOV,
2004, LIN et al.,, 2013). Dados da literatura
demonstraram que o 6leo-resina, principalmente o
composto &cido polilatico e seus derivados,
apresentaram atividade anti-inflamatéria por meio
da inibicho de mediadores pré-inflamatorios
correlacionados a producdo de prostanoides e
pela reducdo da sintese de 6xido nitrico (LIMA et
al., 2021).

Dados do nosso grupo demonstraram que o0
extrato hidroalcoolico de Arctium lappa apresenta
potencial anti-inflamatdrio pela diminuicdo de
recrutamento celular e producdo de citocinas
inflamatérias (NASCIMENTO et al., 2018;
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NASCIMENTO et al, 2019). Além disso,
recentemente, demonstramos que 0 composto
acido ferulico, isolado da prépolis verde da espécie
Baccharis dracunculifolia, apresenta diminui¢cdo no
recrutamento de neutréfilos e producdo de
citocinas inflamatérias quando comparado aos
animais que receberam apenas o0 estimulo
inflamatério (VIGO et al.,, 2022). Apesar da
crescente investigacdo com produtos naturais para
efeitos de tratamento de inUmeras doencas
(CAMPOS et al., 2016; MARCUCCI, et al., 2001),
até o momento, nada se sabe sobre o potencial de
bioativos derivados do 6leo de copaiba frente a
inflamag@o aguda e atividade analgésica em
modelo animal.

Objetivos

Neste trabalho, temos como objetivo investigar a
atividade anti-inflamatéria do composto acido
polialtico, isolado do 6leo de copaiba, proveniente
do género Copaifera, frente ao estimulo
inflamatorio, lipopolissacarideo (LPS), e a
atividade analgésica do composto.

Materiais e Métodos

Animais

Para a avaliar a atividade analgésica e anti-
inflamatéria do composto, foram utilizados
camundongos adultos (25-29g), da linhagem
Balb/c provenientes do Biotério do Centro
Universitario Bardo de Maua de Ribeirdo Preto
(CBM). Os camundongos foram mantidos com
livre acesso a é&gua e alimento. Todos o0s
procedimentos foram executados de acordo com
as normas éticas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (NUmero do
Protocolo: 479/23).

Isolamento e preparo do acido polialtico

O composto acido polialtico (AcP), isolado do 6leo
de copaiba, proveniente do género Copaifera, foi
identificado na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto, S&o Paulo e cedido pela
Profa Dra Vanessa L. Campo.

Teste Hot Plate

O método utilizado para avaliar a atividade
analgésica foi o teste Hot plate. Esse teste consiste
em colocar os animais sobre uma placa quente
(55°C £ 1,0°C) e observar quanto tempo levam
para manifestar uma resposta (lamber ou saltar).
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Para isso, 12 camundongos foram divididos
aleatoriamente em trés grupos (n = 4), conforme
descrito abaixo:

Grupo 1: controle negativo, administra¢do por via
intraperitoneal (i.p.) com tampédo fosfato salino
(PBS); Grupo 2: os animais receberam pela via i.p.
a dose de 100 mg/kg AcP; Grupo 3: os animais
receberam pela via i.p. a dose de 200 mg/kg AcP.

O tempo de resposta (tempo de reacdo) foi
registrado apds 5, 30 e 60 minutos, utilizando o Hot
plate, apés o tratamento com o composto AcP. O
tempo de reacdo foi definido como o intervalo
desde o momento em que o animal alcangou a
placa quente até o momento em que lambeu o pé
ou saltou.

Método Air Pouch

Para a avaliacédo da atividade anti-inflamatoria, foi
realizado o método air pouch (FRONZA et al.,
2016). Esse modelo consiste na formacéo de uma
cavidade artificial no dorso dos animais por meio
de injecdo subcutanea de 3 mL de ar estéril com
uma agulha 25 G através de um filtro estéril (Millex
GV 0.22 Im—Merck Millipore Ltd, Tullagreen, IRL).
Para isso, os animais foram previamente
anestesiados via i.p. com xilasina (15 mg/kg) e
quetamina (80 mg/kg). O dia da injecdo foi
considerado como o primeiro dia. Trés dias apos,
foi injetado mais 3 mL de ar estéril. No sexto dia
apos a primeira inoculacdo de ar, os animais
receberam 500 uL de PBS ou lipopolissacarideo
(LPS) dentro do air pouch (FRONZA et al., 2016).
O LPS representa um elemento presente na
estrutura da parede bacteriana de bactérias gram-
negativas, com a capacidade de desencadear
reacdes inflamatérias associadas a liberacdo de
citocinas mediada por este composto (LOPPNOW
et. al., 1990). Apos 1 hora, um grupo de animais foi
tratado ou ndo com o composto isolado. Controles
receberam apenas PBS estéril. Apds 4 horas da
inoculacdo do composto isolado, os animais foram
eutanasiados. Ap0s a eutanasia dos animais, 3 mL
de PBS estéril foram injetados dentro da bolha,
sendo massageada suavemente. O Lavado da
Cavidade (LC) foi coletado individualmente e
conservado em gelo. Para contagem do nimero
total de células presentes no LC, foram retiradas
20 yL de cada amostra, que foram diluidas em 380
ML de solugdo de Turk. A contagem total foi
realizada em Camara de Neubauer, e a contagem
diferencial foi feita pela coloracdo por Pandtico.

Quantificacdo de citocinas

Os sobrenadantes da cavidade de ar foram
utilizados para avaliacdo de produgcdo das
citocinas da interleucina (IL)-6 e IL-10 (R&D). As
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concentracdes foram determinadas empregando
anticorpos de captura, citocinas/quimiocinas-
padrdo e anticorpos conjugados a biotina e
amplificados com estrepto-avidina-peroxidase.
Como substrato utilizou-se tetrametilbenzidina
(TMB) e a reagéo foi bloqueada adicionando &cido
sulfarico 1M (H2SO4) aos pogos. A leitura das
amostras foi feita em filtro de 450 nm. As
concentracdes de citocinas foram determinadas
utilizando uma curva padrao criada com a citocina
recombinante adequada (expressos em pg/mL).

Quantificagcéo de 6xido nitrico e proteina total

A deteccao de éxido nitrico (NO) no sobrenadante
foi avaliada indiretamente pela quantificacdo de
nitrito através do método de Griess (GREEN et al.,
1981), empregando filtro de 540 nm. O
extravasamento de proteinas foi avaliado pelo
sobrenadante livre de células por meio do método
de Bradford, empregando “kit” comercial (Pierce,
Rockford, USA), conforme especificagbes do
fabricante.

Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nos diferentes experimentos
foram analisados por teste ANOVA seguido do
pés-teste de comparagBes Mdltiplas de Newman-
Keuls. Para comparagdo entre duas amostras ndo
pareadas, serd utilizado o test t-Student. A
significAncia estatistica serd considerada para
valores de p < 0.05.

Resultados e Discusséao

Os sinais da dor sdo suprimidos pela agdo do
composto AcP em modelo murino

O composto AcP na dose de 100 mg/kg e 200
mg/kg aumentou significativamente o tempo de
resposta dos camundongos a placa quente em
comparacdo ao controle (PBS). O pico de resposta
foi registrado com 30 minutos da administragdo i.p.
do tratamento com o AcP (Fig. 1). Estudos com
outros compostos, como 0 extrato Prosopis
chilensis, demonstraram o efeito inibitério do
extrato no intervalo de 30 minutos a duas horas
para ser iniciado (MUZAMMIL et al., 2023), tal
efeito é comparavel ao tempo maximo de resposta
analgésica para os camundongos tratados com
AcP na dose de 200 mg/kg (Fig. 1). No entanto,
mais pesquisas sao necessarias para explicar se a
acdo analgésica do composto AcP se deve a
inibicdo central da dor ou a modificacdo da
liberacdo do mediador inflamatério hiperalgésico.
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Figura 1. Médias estimadas do tempo de resposta
dos grupos estudados a chapa quente em
diferentes intervalos de tempo.
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Fonte: Autoria propria.

AcP reduz a inflamacdo aguda induzida por
LPS em modelo murino

A resposta a injecdo do composto AcP em
camundongos foi estudada, no intuito de avaliar o
comportamento do composto na bolha inflamada,
pelo método air pouch. O AcP foi inoculado em
camundongos ha presenca ou auséncia de
estimulo inflamatério, LPS (1 pug/Kg em 500 pL),
conforme descrito em materiais e métodos. Apds
4h da injecdo, como esperado, observamos maior
recrutamento de leucécitos e neutréfilos nos
animais que receberam LPS, quando comparado
ao controle PBS (Figs. 1A e 1B, respectivamente).
Além do mais, quando os animais com bolsas de
ar inflamadas, receberam AcP, demonstramos
diminuig&o no recrutamento de leucdcitos (Fig. 2A)
e, principalmente, de neutrdéfilos (Fig. 2B), quando
comparado ao LPS. N&o observamos diferengas
estatisticas entre os grupos em relacdo as células
mononucleares (Fig. 2C).

Figura 2. AcP reduz o recrutamento de células sob
condig¢des inflamadas.
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Fonte: Autoria prépria. Os resultados sdo apresentados como
médiatSEM (n=5). Andlise estatistica significativa para p < 0.005,
utilizando ANOVA. *PBS versus LPS; #LPS versus LPS+AcP.

O extravasamento de proteinas, com a
consequente formacdo de edema local, foi
observado apos 4 horas no modelo de air pouch.
Como esperado, houve aumento de proteinas
totais nos animais que receberam LPS, quando
comparado ao grupo controle PBS (Fig. 3). Para
mais, quando o0s animais com bolsas de ar
inflamadas, receberam  AcP, observamos
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diminuicdo consideravel de extravasamento
proteico, quando comparado ao grupo LPS (Fig.
3). Ja em relagcdo ao NO (Fig. 3B), observamos
gue os animais inflamados com LPS e que
receberam o composto AcP, via i.p., induziram
uma diminuig8o significativa na produgéo de NO
guando comparados aos animais que apenas
receberam o estimulo inflamatério na bolsa (Fig.
3B).

Figura 3. Inflamagéo induzida pelo LPS é diminuida
pela acdo do AcP.
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Fonte: Autoria prépria. Os resultados sdo apresentados como
médiatSEM (n=5). Andlise estatistica significativa para p < 0.0001,
utilizando ANOVA. *PBS versus LPS ou LPS+AcP; #LPS versus
LPS+AcP.

Considerando que o AcP é capaz de diminuir a
producdo de NO e proteina total na cavidade da
bolha inflamada por LPS, investigamos sua
capacidade de estimular a producdo de citocinas
pré6 e anti-inflamatérias. Sabe-se que na fase
aguda da resposta inflamatoria, as células do
sistema imunolégico migram para o local da leséo
em uma sequéncia de eventos, facilitada por
mediadores sollveis, como citocinas. As vias de
sinalizacdo desencadeadas por citocinas pré e
anti-inflamatoérias como IL-6 e IL-10,
respectivamente, tém sido intensamente
estudadas (GERMOLEC et al, 2018; LEI et al,
2019), e, dessa maneira, a producdo dessas
citocinas foi analisada ap6s 4 horas da inje¢do do
composto AcP. Como esperado, observamos
aumento na producéo de IL-6 e IL-10 (Fig. 4) nos
animais que receberam apenas LPS, quando
comparado ao controle PBS. Além disso, quando
0s animais com bolsas de ar inflamadas,
receberam  AcP, observamos  diminuicdo
significativa na producéo de IL-6 (Fig. 4A), quando
comparado ao LPS. Surpreendentemente, os
animais do grupo da bolha inflamada+AcP,
demonstraram aumento da liberagdo de IL-10,
uma citocina imunorreguladora, comparado ao
grupo dos animais da bolha inflamada (Fig. 4B).
Em conjunto, esses resultados indicam uma
atividade anti-inflamatéria para AcP.
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Figura 4. AcP modula a producéo de citocinas
induzida pelo LPS.
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Fonte: Autoria prépria. Os resultados sao apresentados como
médiatSEM (n=5). Andlise estatistica significativa para p < 0.0001,
utilizando ANOVA. *PBS versus LPS; #LPS versus LPS+AcP.

Concluséao

Esses achados sustentam a ideia de que a
administracdo do composto AcP, isolado do 6leo
de copaiba, apresenta resultados promissores em
modelo de analgesia e como um anti-inflamatério.
Assim, os dados favorecem a descoberta de novos
compostos com acdo terapéutica para o0
tratamento de doencas inflamatérias agudas. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para
elucidar os mecanismos envolvidos na ativacdo de
leucdcitos e modulagdo da resposta imune.
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