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RESUMO

A dor € um sintoma comum para a procura de servicos de salude e no caso de
pacientes com dor crénica afeta as atividades do cotidiano, convivio social e até a
saude psicologica. Os tratamentos atuais para a dor ndo apresentam eficacia
consideravel, principalmente em relagdo a dor crbnica. Entdo, a busca por novos
analgésicos mais efetivos e menos prejudiciais & saude é constante, principalmente
por agueles que sdo capazes de bloquear canais ibnicos expressos em vias neurais
de transducéo da dor, como o receptor de potencial transitério vaniloide 1 (TRPV1).
Esse receptor pode ser ativado por substancias irritantes, como a capsaicina
(composto presente na pimenta vermelha) e o calor nocivo, acima de 43°C. A planta
popularmente conhecida como Copaiba (Copaifera officinalis) apresenta descri¢cdo
popular e cientifica como anti-inflamatéria, cicatrizante, antitumoral e analgésica para
dores inflamatérias e neuropaticas. Podendo este produto natural ser uma
alternativa para a busca de novos tratamentos de patologias dolorosas. Dessa
forma, o presente projeto tem como objetivo o efeito antinociceptivo e anti-
inflamatdrio do 6leo de Copaifera officinalis, em diferentes modelos de dor aguda e
cronica em camundongos, investigando a participacdo do receptor TRPV1 nestes
efeitos. Neste estudo utilizaram-se camundongos Swiss (25-30 g) machos e fémeas.
Inicialmente, para avaliar o efeito do 6leo de Copaifera officinalis foi utilizado o
modelo pré-clinico de dor aguda induzido por exposicdo ao calor nocivo (48°C), e
também o modelo de administracdo intraplantar de capsaicina (agonista TRPV1).
Além disso, o 6leo foi também testado no modelo de dor inflamatéria causada por
administracao intraplantar do adjuvante completo de Freund (ACF). Também foram
feitas medidas dos efeitos adversos relacionados a locomocao espontanea (teste de
campo aberto) ou forcada (teste do cilindro giratério), avaliada a alteracdo da
temperatura corporal dos animais, medida dos niveis séricos de creatinina e ureia, e
avaliacdo do transito gastrointestinal e atividade ulcerogénica apds a administracao
do Oleo. Observou-se que o oOleo de Copaifera officinalis causou efeito
antinociceptivo no modelo de dor aguda por exposi¢cao ao calor e também reduziu o
nocicepcao e edema no modelo de dor induzida por administracao intraplantar de
capsaicina. Além disso, o 6leo demonstrou efeito anti-alodinico no modelo de dor
inflamatodria induzida pela administracdo ACF. Porém ndo houveram alteracfes

locomotoras ou de temperatura corporal; e também modificacdes em parametros de



leséo renal, ou do transito gastrointestinal e inducdo de danos gastricos. Podemos
observar que o 6leo de Copaifera officinalis apresenta efeito antinociceptivo e nao
induz efeitos adverso quando administrado de forma aguda, e entdo poderia ser
considerado como uma alternativa para tratamento da dor aguda ou crbnica de
origem inflamatéria. Além disso, estes efeitos antinociceptivos poderiam ser
causados por compostos presentes no 6leo com acdo de antagonistas do canal
TRPV1.

Palavras-chave: TRPV1, copaiba, inflamagéo, analgesia, artrite.
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1 INTRODUCAO

1.1DOR

A dor é definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a
leséo tecidual real ou potencial, ou ainda descrita em termos que sugerem tal lesao”,
desta forma envolve processos ndo somente a transmissao sensorial complexa,
conhecida como nocicep¢do, como também processos emocionais e cognitivos que
dependem do paciente (LOESER; TREEDE, 2008). Porém, a dor geralmente trata-
se de uma resposta do organismo a agentes nocivos, que possam causar lesdo aos
tecidos e 6rgaos (ALMEIDA et al., 2015). Sendo assim, a dor é considerada o quinto
sentido mais importante para sobrevivéncia, pois esta relacionada com a protecao
do organismo a situagdes que podem causar dano potencial aos tecidos (DA SILVA,
RIBEIRO-FILHO, 2011).

As patologias dolorosas sdo um dos mais relevantes problemas de saude
que atinge a populacéo, trazendo debilidade ao paciente, envolvendo ndo somente
sua saude fisica, mas também psicolégica do mesmo (FRANCOIS et al., 2013;
KING; FRASER, 2013). Esta sensacdo acarreta também desgastes fisicos e
emocionais para os doentes e sua familia, junto com grandes fardos econémicos
para a sociedade (KING; FRASER, 2013), e devido aos seus varios prejuizos tornou-
se a razdo mais comum para procura de cuidados de saude (FRANCOIS et al.,
2013; KING; FRASER, 2013; SAULINO; KIM; SHAW, 2014). Desta forma h4 uma
grande relevancia nos estudos dos mecanismos envolvidos na dor para promover
melhores tratamentos aos pacientes (LOESER; TREEDE, 2008).

Para que haja efetividade nos tratamentos € necessario um conhecimento
em detalhes da fisiologia da dor, isso inclui as suas diferentes vias de modulacgéo,
mediadores e receptores (ALMEIDA et al., 2015). Destacando a sua transmisséo,
que envolve a ativacdo de nociceptores, encontrados na regido periférica, por
estimulos nocivos mecéanicos, térmicos ou quimicos (CORTRIGHT; SZALLASI,
2009; JULIUS, 2013; MEOTTI; LEMOS DE ANDRADE; CALIXTO, 2014). Ja a
nocicepcao deve ser entendida como um termo fisiologico, e tem sido usado para
descrever os processos neurais de codificacdo e processamento de estimulos

nocivos (LOESER; TREEDE, 2008). Este € o parametro que se pode avaliar em



12

modelos animais de dor em ratos e camundongos, pois neste caso ndo ha
possibilidade de determinar o componente emocional da dor.

Porém a palavra dor deve ser entendida de trés formas diferentes
dependendo da sua origem, a dor fisiologica € relevante para a protecédo dos tecidos
e é classificada como nociceptiva, pois esta forma é gerada pela ativacdo dos
nociceptores, que sdo terminagfes sensoriais periféricas que detectam estimulos
nocivos (BASBAUM et al., 2009; SARMENTO; WOOLF, 2010; ALEGRE, 2014;).
ApoOs a ativacdo dos nociceptores por estimulos de alto-limiar de origem mecanica,
térmica ou quimica na periferia 0s neurbnios nociceptivos que possuem estas
terminacdes sensoriais transmitem estas informacdes até a medula espinhal (corno
dorsal da medula espinhal), onde ocorrera a liberagdo de neurotransmissores
excitatorios (BASBAUM et al., 2009; WOOLF, 2010; SARMENTO; ALEGRE, 2014).
Os neurdnios nociceptivos possuem seu corpo celular nos ganglios da raiz dorsal
para o0 corpo, e no ganglio trigeminal para a face e pescoco, e apresentam uma
terminacéo periférica (no 6rgdo inervado) e central (na medula espinhal) (BASBAUM
et al., 2009; WOOLF, 2010; SARMENTO; ALEGRE, 2014 ). No corno dorsal da
medula espinhal neurotransmissores como o0 glutamato e a substéncia P causam
entdo a ativacdo de neurdnios nociceptivos de segunda ordem que levam a
informacdo nociceptiva até centro supra-espinhais, como o talamo, cortex
somatossensorial, e amigdala ( BASBAUM et al., 2009; WOOLF, 2010; SARMENTO;
ALEGRE, 2014).

A dor também pode ser considerada como neuropatica quando é gerada
por doenca ou lesdo do sistema somatossensorial periférico ou central, e dessa
forma é normalmente considerada crbénica e patolégica (LUO et al., 2015). A dor
também pode ser designada como inflamatoéria e neste caso é induzida devido a
ativacdo do sistema imune por infeccdo ou lesao tecidual, onde tem-se a migracéo
de células inflamatorias para o local atingido e producao de mediadores inflamatérios
(WOOLF, 2010). Assim, estas moléculas inflamatérias causam a sensibilizacdo dos
nociceptores levando a sintomas observados em pacientes com dor inflamatéria
aguda (dor pés-operatéria) ou crbnica (artrites), como hiperalgesia, alodinia e dor
espontanea (BASBAUM et al.,, 2009; WOOLF, 2010). A hiperalgesia deve ser
considerada como uma resposta exacerbada do paciente a estimulos que ja
causavam dor, e a alodinia € entendida como dor a estimulos antes descritos como
indcuos (LOESER; TREEDE, 2008).
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Diversos canais idnicos expressos na periferia podem modificar as suas
atividades devido & interacdo com mediadores inflamatérios (ACUNA et al., 2016;
LOWIN; PONGRATZ; STRAUB, 2016; SCHAIBLE, 2014). Em todos os casos
descritos, com excecao da dor nociceptiva a dor deve ser tratada de forma correta
na clinica e dessa forma a busca por novas estratégias de tratamento € relevante,
considerando que os farmacos disponiveis para tratamento da dor patolégica, ainda
apresentam eficacia reduzida e diversos efeitos adversos. Dessa maneira, uma
forma de encontrar diferentes tratamentos consiste em avaliar produtos naturais que
possam interagir com canais idnicos relevantes para a deteccdo de estimulos
nocivos, como os receptores de potencial transitério vaniloide 1 (TRPV1) (ADEBAYO
et al., 2015; NGUELEFACK et al., 2015; WANG et al., 2015)

1.2 RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITORIO (TRP)

Os receptores de potencial transitério (TRP) sdo sensores celulares
polimodais envolvidos em uma grande variedade de processos celulares, fazendo
parte dos mecanismos transducdo de estimulos dolorosos (MONTELL, 2011). Em
mamiferos a familia de canais TRP consiste de 28 diferentes proteinas agrupadas
em seis familias de acordo com a sua sequéncia de aminoacidos e sendo
designadas como: TRPV (vaniléide), TRPC (canbnico), TRPM (melastatina), TRPP
(policistina), TRPML (mucolipina) e TRPA (anquirina) (CLAPHAM, 2003; MONTELL,
BIRNBAUMER, 2002; MONTELL, 2005, 2011). Esta classificacdo também ocorre em
familias e subfamilias, na familia dos TRP destacam-se o receptor de potencial
transitorio vanildide 1 (TRPV1) e o receptor de potencial transitério anquirina 1
(TRPAL) que séo canais idnicos nao seletivos para cations, expressos em neurénios
sensoriais, sendo que o TRPV1 é um dos mais relevantes para a transducédo de
estimulos nocivos dentre os seis receptores TRPV ja clonados (JULIUS, 2013;
MONTELL; BIRNBAUMER, 2002).

O receptor TRPV1 pode ser ativado por diferentes estimulos,
denominados como agonistas, eles podem estar presentes em produtos naturais
com propriedades pungentes, como a resiniferatoxina (encontrada na planta
Euphorbia resinifera) e a capsaicina (presente na pimenta vermelha, Capsicum sp.).
Assim como sua ativacdo pode se dar por pH abaixo do fisiolégico (menor que 6,4)

ou substancias endogenas, como os mediadores inflamatorios: bradicinina, fator de
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crescimento neuronal — NGF e trifosfato de adenosina - ATP (JULIUS, 2013;
MEOTTI; LEMOS DE ANDRADE; CALIXTO, 2014). Além disso, o canal TRPV1
(Figura 1) tem também a sua ativacdo quando exposto ao calor nocivo, acima de 43
°C 0 que confere a importancia deste canal para a protecdo do organismo quando da
exposicao a fontes de calor (ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012; JULIUS, 2013;
MACPHERSON et al.,, 2007; MCNAMARA et al., 2007, MEOTTI; LEMOS DE
ANDRADE; CALIXTO, 2014; WESSELDIJK et al., 2008).

Figura 1 - Desenho esquemético de Receptor de potencial transitorio vanildide 1 e
ativacdo através da capsaicina (capsaicin), presente na pimenta vermelha e calor

(heat) maior que 42 °C.

Estimulacao nociceptiva

Fonte: Da autora, 2016.

A identificacdo de mecanismos que possam sensibilizar ou ativar os
receptores TRPV1 é um dos principais objetivos de pesquisas relacionadas a
fisiopatologia da dor (HOFFMEISTER et al.,, 2014; XIA et al., 2011). Visto que, a
ativacdo do receptor TRPV1 pode estar relacionada com mecanismos de
desenvolvimento de dor, a descoberta de novos compostos que possam ser ligantes
e possiveis antagonistas destes receptores € de grande importancia para o
desenvolvimento de novos analgésicos relacionados a terapia da dor (JULIUS, 2013;
MEOTTI; LEMOS DE ANDRADE; CALIXTO, 2014).

A aplicacao de capsaicina na pata de camundongos ou ratos, ou ainda na
pele de humanos causa a liberacdo de peptideos inflamatorios no local, como a

substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) causando dor
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em queimacao, edema e vermelhiddo no local (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010;
MITTELSTADT et al., 2012). Estes efeitos indicam que o TRPV1 é um sensor para
estimulos nocivos na periferia, e ainda que sua ativacao induz reacdes nociceptivas.
Dessa forma, diferentes antagonistas TRPV1 foram testados e mostraram efeito
antinociceptivo em modelos de dor neuropatica, inflamatéria e do cancer (JARA-
OSEGUERA; SIMON; ROSENBAUM, 2008; JULIUS, 2013; MEOTTI; LEMOS DE
ANDRADE; CALIXTO, 2014). Porém, quando testados em humanos compostos com
este mecanismo de acdo causaram um efeito adverso de hipertermia, que dessa
forma impediu a entrada de muitos antagonistas no mercado (GAVVA et al., 2008).
Entretanto, ainda a busca de novos antagonistas TRPV1 que ndo apresentem esta
reacdo € interessante (ROSSATO et al.,, 2011; TREVISAN et al., 2012). Como
diferentes antagonistas TRPV1 foram identificados de produtos naturais com uso
popular para a dor e inflamacéo, como o espinasterol e o eriodictiol (ROSSATO et
al., 2011; TREVISAN et al., 2012), a procura de novos antagonistas em plantas

medicinais é de grande interesse.

1.3 Copaifera sp.

As plantas do género Copaifera em especifico a espécie Copaifera
officinalis (Jacg.) L sdo da familia das Leguminosae — Caesalpinoidae sao
conhecidas popularmente no Brasil como copaiba, copaibeira ou pau de o6leo
(NOGUEIRA et al., 2013; VEIGA; PINTO, 2002). Com nome proveniente do tupi
“cupa-yba” cujo significado é arvore de deposito, referindo-se ao 6leo encontrado em
seu interior (PINTO; MADURO, 2003). Em 1760, Jacquin descreveu a
primeira Copaifera, como Copaifera officinalis, mas a arvore ndo apresentava frutos,
entdo usou o modelo de MarcGrave e Piso, de maneira erronea (VEIGA E PINTO,
2002), Somente dois anos mais tarde, Cad von Linnaeus descreveu de forma correta
a Copaifera officinalis, e entdo o género recebeu a descricdo oficial do
género Copaifera L. (LLOYD, 1898).

As espécies de copaibas sdo adaptadas a diversos climas do Brasil,
primordialmente encontradas nas regides tropicais e subtropicais, também sendo
comuns & América Latina e Africa Ocidental (Figura 2). Apresentam como
caracteristicas uma copa densa, casca lisa e fuste reto, chegando a viver até 400
anos (MENDONCA; ONOFRE, 2009; NETO; GRAMOSA,; SILVEIRA, 2008). Entre as
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espécies mais encontradas na América do Sul estdo a Copaifera officinalis em maior
abundéancia no Norte do Amazonas, Roraima, Colémbia e Venezuela, a Copaifera
guianensis frequente nas Guianas, Copaifera reticulata, Copaifera multijuga

encontradas na Amazonia segundo Wood et.al, 1940.

Figura 2 - Mapa esquematico das regides com ocorréncia do género Copaifera ao

longo do globo.

Fonte: Veiga e Pinto, 2002.
Na figura 2 as regides em cinzas bem como em preto demonstram a distribuicdo do género Copaifera
estdo distribuidas.

Estas plantas apresentam grande valor ecolégico e econdémico, difundido
em toda América do Sul, por produzirem um O6leo com diversas propriedades
biolégicas em seus canais secretores, presente em todas as partes da arvore, sendo
no tronco a maior concentracdo (NETO; GRAMOSA; SILVEIRA, 2008; PIERI,
MUSSI; MOREIRA, 2009; VEIGA JUNIOR et al., 2007; VEIGA; PINTO, 2002). A
utilizacdo do oOleo desta arvore na medicina popular se da como anti-inflamatoria,
cicatrizante, analgésica, para o tratamento de cancer e na industria de perfumarias,
cosmeticos, vernizes e fotografias (VEIGA; PINTO, 2002), ja no sistema de defesa,
da propria planta, € utilizado para desintoxicacdo desta, como defesa contra
pequenos animais, fungos e bactérias (ALENCAR; ALENCAR, 1988).

Alguns compostos presentes no 0Oleo sao responsaveis pelas
propriedades medicinais, por meio de analise cromatografica sabe-se que a resina é
composta por sesquiterpenos e diterpenos, sendo o acido copalico, hardwickiico e
caurendico as estruturas mais comuns detectadas por espectrofotometria,
responsaveis pelas propriedades medicinais do 6leo (NETO; GRAMOSA; SILVEIRA,
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2008; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009; VEIGA JUNIOR et al., 2007; VEIGA,; PINTO,
2002). Podendo apresentar uma variancia dos componentes do 6leo dependendo
diretamente espécie e regido em que esta inserida (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009;
TAPPIN et al., 2004).

O potencial medicinal do 6leo de Copaifera sp., assim como diferentes
plantas, ganhou importancia para a descoberta de alternativas no tratamento e cura
de doencas ou na amenizacado de alguns sintomas (CALIXTO et al., 2005; GOMES
et al., 2010; SIXEL; PECINALLI, 2005; SOFOWORA; OGUNBODEDE; ONAYADE,
2013). O d6leo de Copaifera sp. vem sendo utilizado de forma bruta, como um
fitoterapico cicatrizante, antimicrobiano e anti-inflamatério e apresenta grande
potencial para diversos tipos de patologias, porém ndo foram descritos 0s
mecanismos de acdo destas atividades biolégicas (DANIEL e MEDEIROS, 2014,
PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009; VEIGA; PINTO, 2002).

Alguns estudos recentes mostram que o Oleo extraidos das plantas do
género Copaifera apresentam acdo nociceptiva em modelos de dor inflamatéria
cronica, mas nao especificam a espécie da qual o 6leo foi extraido tratar-se de
outras espécies como Copaifera multijuga (Hayne, 1827) (DANIEL e MEDEIROS,
2014; GOMES et al., 2010), além disso, estudos ndo trazer os mecanismos de acéo
bem estabelecidos em estudos ja publicados.

No entanto, a identificacdo de mecanismos que possam sensibilizar ou
ativar os receptores envolvidos em patologias dolorosas € um dos principais
objetivos de pesquisas relacionadas a fisiopatologia da dor (XIA et al., 2011,
HOFFMEISTER et al., 2014). Visto que, a ativacdo do receptor TRPV1 pode estar
relacionada com esses mecanismos de desenvolvimento de dor, a descoberta de
novos compostos que possam ser ligantes e possiveis antagonistas destes
receptores é de grande importancia para o desenvolvimento de novos analgésicos
(JULIUS, 2013; MEOTTI et al., 2014).

Portanto, as plantas passaram a assumir um papel importante nos
estudos referentes ao tratamento de inflamacdes e dores, com atuacdo de agonista
ou antagonistas dos receptores das vias nociceptoras, tais como a morfina presente
na papoula (Papaver somniferum L.), um analgésico, que € um dos farmacos mais
utilizados para o tratamento de dores de alta intesnidade (HAMILTON; BASKETT,
2000; LAUX-BIEHLMANN, 2013). Outro estudo pioneiro para o tratamento da dor e

inflamacéo foi realizado a partir extratos de salgueiro (Salix alba L.), e levou a
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producdo quimica do é&cido acetilsalicilico, resultando na descoberta de diversos
farmacos analgésicos e anti-inflamatérios (ADEBAYO et al., 2015).

Os compostos ativos obtidos das plantas séo utilizados como protétipos
para o desenvolvimento de novos farmacos. E os fitoterapicos sdo considerados
como alvos para a descoberta de novos analgésicos e anti-inflamatorios, trazendo
consigo a oportunidade de novos tratamentos para patologias com maior eficacia e
menores efeitos colaterais (CALIXTO et al., 2005; MISHRA; TIWARI, 2011,
NEWMAN e CRAGG, 2012).

Dessa maneira, a procura por tratamentos eficazes para a dor inflamatoria
faz com que haja grande expectativa nos produtos naturais, podendo unificar o
conhecimento empirico ao cientifico. Considerando que o uso deste 6leo Copaifera
officinalis é relatado desde o século XVI, pelos portugueses, por apresentar
propriedades analgésicas e anti-inflamatoérias (MACIEL et al., 2002), e este produto
vem sendo apontado como uma alternativa interessante para o tratamento mais
especifico e com menos efeitos adversos para patologias dolorosas. Portanto, o o
intuito desse estudo foi avaliar a acdo antinociceptiva e antiinflamatoria do 6leo de
Copaifera officinalis e avaliar o possivel o envolvimento do receptor TRPV1 nestes

efeitos.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo antinociceptiva do 6leo de Copaifera officinalis em

camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se o 6leo de Copaifera officinalis produz antinocicepcéo no teste

de exposicdo da cada de camundongos ao calor;

Observar se o 6leo de Copaifera officinalis reduz a nocicepcéo e o edema

induzidos pela administragéo intraplantar de capsaicina em camundongos;

Investigar se o 6leo de Copaifera officinalis reduz a nocicep¢cdo em um

modelo de dor inflamatéria crénica em camundongos;

Avaliar se o0 6leo de Copaifera officinalis promove efeitos adversos, como
alteracbes na atividade locomotora, temperatura corporal, alteracdes renais,

alteracdes no transito gastrointestinal ou lesdo gastrica em camundongos.
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3 MATERIAIS E METODOS

A obtencdo do oleo utilizado no respectivo projeto se deu através da
compra do mesmo em farmacias no municipio de Cricioma, Santa Catarina.
Medicamento de notificacdo simplificada RDC ANVISA N°199/2006. AFE 1.00210-4.
Oleo de copaiba — RES. ANVISA: 343/05 AUT. FUNC. 2.03056-0. Todos os
reagentes experimentais, se nao especificado no texto, foram comprados da
empresa Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, USA).

Os protocolos experimentais estdo em conformidade com as diretrizes de
éticas atuais para a investigacdo de dor experimental em animais da Associacao
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) (ZIMMERMANN, 1983). Os experimentos
foram realizados no Laboratorio de Biologia Molecular e Celular (LABIM) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), com aprovacao da Comisséao
de Etica de Uso de Animais (CEUA), da mesma, sob protocolo nimero 051/2015-1.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Mus musculus (Linnaeus,1758) linhagem
Swiss albinos machos e fémeas (25-35g), disponibilizados pelo biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Sendo acondicionados 6
animais por caixa e mantidos em ambiente climatizado (22+2°C) com ciclo claro-
escuro de 12 horas, com comida e agua ad libitum. Os camundongos foram
utilizados apenas uma Unica vez nos experimentos e aclimatizados na sala de
experimentacdo por 1 hora antes do inicio dos experimentos. O nimero de animais e
de estimulos nociceptivos foram 0os minimos necessarios para demonstrar os efeitos
consistentes dos protocolos (ZIMMERMANN, 1983). Os experimentadores fizeram a
analise de modo cego ao tratamento medicamentoso na realizacdo dos testes e ao
grupo experimental, quando da realizagcdo dos protocolos experimentais foi seguido
o protocolo ARRIVE guidelines (KILKENNY et al., 2009).
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3.2 TESTES

3.2.1 Teste da retirada da cauda ao estimulo térmico

Primeiramente foi estabelecida uma curva de dose utilizando as doses de
1mg/kg, 3 mg/kg, 10 mg/kg e 30 mg/kg do 6leo de Copaifera officinalis no do teste
de retirada da cauda ao estimulo térmico. Apés, foi realizado uma curva de tempo
com a dose mais eficaz no primeiro momento utilizada, a curva de dose foi
observada 1 hora apés a administracdo do 6leo de Copaifera officinalis. Os demais
testes seguirdo com a dose e o tempo ideais ja estabelecidos.

Utilizou-se o teste de retirada da cauda para avaliacdo da sensibilidade
dos animais a uma estimulacdo térmica, pois 0s antagonistas do receptor TRPV1
apresentam efeito antinociceptivo neste teste (TREVISAN et al., 2012). Os animais
foram previamente expostos a uma fonte de calor na cauda (banho-maria aquecido
a 48°C) submergindo-a na agua, sem expor o resto do corpo do animal. O tempo foi
cronometrado até que os animais retirassem a cauda da agua, deixando-as no
tempo maximo de 18 segundos em contato com a agua (para que nao houvesse
danos ao tecido da cauda dos animais) sendo que o tempo basal para esse teste é
de 7 a 9 segundos e foi realizado antes dos diferentes tratamentos.

Posteriormente, os tratamentos foram realizados (6leo de Copaifera
officinalis em diferentes doses 1, 3, 10 e 30 mg/kg, veiculo 10 mL/kg (DMSO 1% em
salina 0.9%), morfina (10 mg/kg), SB-66791 (3 mg/kg), todos o tratamento foram
realizados por administracao intragastrica (via gavagem) e apoés foi avaliada a curva
de dose. E com a dose de 10 mg/kg do 6leo de Copaifera officinalis foi realizada a
curva em diferentes tempos (0.5, 1, 2, 3 e 4 horas) apés a administracdo dos
tratamentos, onde foram feitas novas medidas do tempo de retirada da cauda dos
animais frente ao estimulo térmico. Uma reducgdo significativa no tempo foi
considerada como hiperalgesia térmica (percepcdo exagerada do estimulo nocivo),
enquanto que aumento nesse tempo foi considerado como efeito antinociceptivo
(TREVISAN et al., 2012).
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3.2.2 Nocicepgdo espontanea induzida por administragcdo intraplantar de

capsaicina

Neste modelo os animais foram colocados em caixas transparentes de 20
x 20 x 20 cm e adaptados por 20 minutos no local (ROSSATO et al.,, 2011,
TREVISAN et al., 2012). Apos este tempo, 20 ul de capsaicina (dose de 1 nmol/pata)
foi injetada de forma intraplantar sob a superficie da pata traseira direita do
camundongo. Durante 5 minutos foi cronometrado o tempo que o animal
permaneceu lambendo a pata, o que foi considerado como indicativo de nocicepgao.
Os grupos experimentais utilizados neste teste foram 6leo de Copaifera officinalis 10
mg/kg, veiculo (10 mL/kg, DMSO 1% em salina 0.9%), morfina 10 mg/kg e SB-
366791 (3 mg/kg), dessa forma observou-se a atividade antinociceptiva e
antiedematogénica dos mesmos. O desenvolvimento de edema foi avaliado nos
mesmos animais utilizados para a determinacdo da atividade antinociceptiva dos
compostos, sendo medidos 15 minutos ap6s a administracdo de capsaicina via
intraplantar, com o uso de um paquimetro digital (TREVISAN et al., 2012). O edema
de pata foi expresso como a medida da diferenca entre a espessura de pata apos a
administracdo de capsaicina e o valor basal da espessura de pata do animal. Os
efeitos analgésicos e antiedematogénicos foram avaliados apés 1 hora da

administracdo dos diferentes tratamentos por via oral.

3.2.3 Avaliacdo da hiperalgesia mecénica, induzido pela administracéo

intraplantar de adjuvante completo de Freund (ACF)

Para induzir o modelo de dor inflamatéria crénica, 20 pl de ACF
(adjuvante completo de Freund, suspensao formada por 1 mg/ml de Mycobacterium
tuberculosis inativado pelo calor) foi administrado na superficie plantar da pata
direita (i.pl.) de forma subcutanea (ROSSATO et al., 2011; TREVISAN et al., 2012).
Esta dose de ACF é capaz de produzir inflamacdo e também alodinia mecéanica, e é
considerado como um modelo de dor inflamatoria cronica (REF). Os animais
controles foram administrados na pata (i.pl.) com tampéao fosfato (PBS, 50 mM, pH
7,4; 20 ul).

Para estudar a sensibilidade a estimulos mecénicos foi realizado o teste

utilizando filamentos de Von Frey de intensidade crescente (0,07-2 g) (DIXON, 1980;
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ROSSATO et al.,, 2011; TREVISAN et al., 2012). Brevemente, os animais foram
ambientados no local de experimentagdo, que consiste em camaras elevadas com
chdo de tela metdalica, durante 1 hora. ApOs esse periodo, foi realizada a
estimulacdo da pata traseira direita de cada animal com filamentos de von Frey pelo
meétodo de up-and-down. O primeiro filamento utilizado promoveu uma presséo de
0,6 g, caso ocorresse a retirada da pata foi aplicado um filamento com presséo
menor. Caso ndo ocorresse retirada, foi utilizado um filamento com pressdo maior.
No total, foram realizadas seis estimulacdes, utilizando os filamentos de 0,07; 0,16;
0,40; 0,6; 1,4 e 2,0 g. Com os resultados obtidos, calculou-se o valor correspondente
a 50% do limiar, em g, que cada animal suporta (limiar 50%). Uma diminuigéo deste
valor foi considerada como hiperalgesia mecéanica e uma reversao nesta queda

como sendo um efeito antinociceptivo (anti-alodinico).

3.2.4 Avaliagéo da atividade locomotora e da temperatura dos animais

Para investigar a possibilidade do desenvolvimento de efeitos nao
especificos musculo-relaxantes e/ou sedativos dos tratamentos, os animais foram
submetidos a avaliacéo da atividade locomotora (ROSSATO et al., 2011; TREVISAN
et al., 2012). Inicialmente, os animais foram avaliados no teste da locomocao
espontanea em campo aberto. Para isso, os animais foram expostos durante cinco
minutos a uma caixa de acrilico nas dimensdes de 50 x 50 x 25 cm, dividida em 12
quadrados iguais. O numero de vezes que o animal cruzou de um quadrado para
outro (cruzamentos), bem como o nimero de vezes que o0 animal permaneceu sobre
as duas patas traseiras para explorar o ambiente (resposta de levantar) foi analisado
1 hora ap6s a administracédo dos tratamentos (6leo de Copaifera officinalis 10 mg/kg,
veiculo, morfina 10 mg/kg, tem SB-366791 - 3 mg/kg).

Para a avaliacdo da atividade locomotora for¢cada, os animais foram
submetidos ao teste do cilindro giratério. Brevemente, um dia antes do teste, os
animais foram colocados sobre o cilindro giratério (ROTA ROD-RR 2002) a 8 rpm e
permanecendo sobre 0 mesmo, sem cair, durante 1 minuto (treino). No dia do teste,
0s animais permaneceram durante 4 minutos sobre o cilindro giratorio, e o tempo
decorrido até a primeira queda, bem como o nimero total de quedas foi contado, 1

hora apos a administracao dos tratamentos (0leo de Copaifera officinalis - 10 mg/kg,
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veiculo, e SB-366791 - 3 mg/kg e morfina - 10 mg/kg) (ROSSATO et al., 2011;
TREVISAN et al., 2012).

Uma vez que os tratamentos foram avaliados no teste da capsaicina e
outros testes envolvendo 0s mecanismos de percep¢do térmica, mudancas na
temperatura corporal poderiam alterar os resultados. Além disso, alteracdes na
temperatura corporal podem ser consideradas um efeito adverso grave dos
antagonistas TRPV1, e para investigar essa possibilidade, foi realizada a medida da
temperatura corporal dos animais antes do tratamento com termdémetro digital, e 1
hora ap6s a administracdo dos tratamentos (6leo de Copaifera officinalis - 10 mg/kg,
veiculo, morfina - 10 mg/kg e SB-366791 - 3 mg/kg). Os dados foram mostrados
como variacdo entre as diferentes medidas realizadas, em relacdo aos valores
iniciais (ROSSATO et al., 2011; TREVISAN et al., 2012). Neste experimento foram

utilizados os mesmos animais em que foi avaliada a atividade locomotora.

3.2.5 Transito gastrointestinal

Também foi testado o possivel efeito adverso do 6leo de copaiba sob o
transito gastrointestinal. Neste estudo, os camundongos foram mantidos em jejum
por 16 horas antes da andlise do transito gastrointestinal, como descrito
posteriormente. Os animais foram tratados durante sete dias com o 6leo de copaiba
(10 mg/kg), veiculo (10 mL/kg, DMSO 1% em salina 0.9%) morfina (10 mg/kg) e SB-
366791 (3 mg/kg) e no ultimo dia 40 minutos depois da administracdo dos
tratamentos, uma mistura de carvao ativado padrédo (5% de carvado ativado, 20%
Goma arabica, 0,3 mL) foi dada aos camundongos via oral. Vinte minutos apés a
administracdo da mistura de carvdo ativado, os animais sofreram eutanasia. O
estdbmago e intestino delgado e grosso foram removidos para medir o0 comprimento
do intestino (do esfincter pilorico as juncdes ileocecal, o comprimento total do
intestino) e a distancia percorrida pela refeicdo de carvdo ativado. A atividade
propulsiva do intestino foi determinada pela porcentagem de carvao no transito
gastrointestinal, calculado como: % distancia percorrida = 100 x (distancia percorrida
pelo carvao / comprimento total do intestino) (MILANO et al., 2008).
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3.2.7 Atividade ulcerogénica

Para avaliar o efeito sobre a mucosa gastrica dos diferentes tratamentos
realizados durante sete dias, no modelo de dor cronica, os animais sofreram
eutanasia 1 hora apdés a ultima administracédo do 6leo de copaiba (10 mg/kg), veiculo
(10 mL/kg, DMSO 1% em salina 0.9%) morfina (10 mg/kg) ou SB-366791 (3 mg/kg)
e 0s estbmagos foram retirados para avaliacdo da mucosa. As lesGes foram
analisadas com o auxilio de uma lupa, e foram quantificadas de acordo com o
ndamero de lesBes e o tamanho utilizando uma escala de 0 a 5 pontos: (0) sem
danos, (1) modificacdo da cor, (2) poucas petequeias e alteracdo da vilosidade, (3)
1-3 pequenas lesdes (menores de 1 mm de comprimento), (3) 1-3 grandes lesbes
(>1 mm), (4) mais que 3 pequenas lesdes, (5) mais que 3 grandes lesdes
(MAGISTRETTI; CONTI; CRISTONI, 1988).

3.2.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita por andlise de variancia (ANOVA) de uma ou
duas vias; ou por teste “t” de Student, conforme o protocolo experimental. Os testes
post hoc Bonferroni (ANOVA de uma ou duas vias) foi utilizado quando necessario.
O Software 5.0 GraphPad (GraphPad, USA) foi utilizado para fazer as anélises. Para
verificar o nivel de significAncia estabelecida entre os grupos foram consideradas

valores de P menores de 0,05 (P <0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO ANTINOCICEPTIVO DO OLEO DE Copaifera officinalis NO MODELO
DE DOR AGUDA CAUSADA PELA EXPOSICAO AO CALOR

Na avaliagdo da atividade antinociceptiva no teste de retirada da cauda ao
calor nocivo, na curva de dose, foi observado o efeito de diferentes doses do 6leo (3,
10, 30 mg/kg; i.g.) apds o tempo de 1 hora do tratamento (Figura 3A). Na curva de
tempo foi observado o efeito em diferentes tempos de uma mesma dose do 6leo (10
mg/kg; i.9.) (Figura 3B). O composto SB-366791 (antagonista seletivo do receptor
TRPV1, 3 mgl/kg; i.g.) foi utilizado como controle positivo do teste assim como
morfina (10 mg/kg; i.g.).

A administracdo de diferentes doses do 6leo de Copaifera officinalis
mostrou que as doses de 3, 10 e 30 mg/kg levaram a inibicdo de 60 = 19%, 77 *
16% e 73 = 19% respectivamente), produzindo entdo efeito antinociceptivo no teste
de retirada da cauda ao estimulo térmico 1 hora apds o tratamento (Figura 3A).
Também, quando administramos o0 antagonista do receptor TRPV1 (SB-366791, 3
mg/kg) ou morfina (10 mg/kg; i.g.) observamos um efeito antinociceptivo (inibigéo de
87 + 15% e 80 + 13% respectivamente) 1 hora apods o tratamento (Figura 3A).

A deteccdo em diferentes tempos do efeito do 6leo de Copaifera officinalis
i.g. (0,5, 1, 2, 3, 4 horas), mostrou que nos tempos de 0,5, 1 e 2 duas horas o Oleo
de Copaifera officinalis levou a inibicdo de 59 + 24%, 78 + 17% e 81 * 14%
respectivamente, morfina (10 mg/kg; i.g.) levou a inibicdo de 84 + 18%, 87 + 14%
nos tempos de 0,5 e 1 hora e 0 SB-366791 (3 mg/kg) levou a inibicdo de 81 + 12%, 1

hora apds o tratamento (Figura 3B).
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Figura 3 - Curva de dose (A) e de tempo (B) para o efeito do 6leo de Copaifera

officinalis no teste de retirada de cauda ao estimulo térmico ao calor em

camundongos.
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Fonte: Da autora, 2016.

A administracdo do 6leo de Copaifera officinalis causou efeito antinociceptivo no modelo de dor
aguda causada pela exposi¢cdo ao calor em camundongos. (A) Avaliacdo do efeito antinociceptivo do
Oleo de Copaifera officinalis (Cop. 1, 3, 10 e 30 mg/kg, i.g), SB-366791 (3 mg/kg, antagonista seletivo
do receptor TRPV1 utilizado como controle positivo), morfina (10 mg/kg, i.g, controle positivo) ou
veiculo (10 mL/kg, i.g.) observado 1 hora apds a administracédo intragastrica (i.g.) no modelo de dor
aguda causada pela exposi¢cdo ao calor em camundongos. (B) Curva de tempo para a medida do
efeito antinociceptivo de Copaifera officinalis (Cop. 10 mg/kg, i. g), SB-366791 (3 mg/kg), morfina (10
mg/kg, i.g) ou veiculo (10 mL/kg, i.g.) 0,5 a 4 horas apds a administragdo intragastrica (i.g.). Os dados
foram representados como média + S.E.M. (n = 6-8 animais). *P <0.05, **P <0.01; **P <0.001,
quando comparado ao grupo tratado com veiculo (grafico A, ANOVA de uma via seguida do teste
post hoc Bonferroni; grafico B, ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc Bonferroni).

4.2 A ADMINISTRACAO DO OLEO DE Copaifera officinalis CAUSOU EFEITO
ANTINOCICEPTIVO E ANTIEDEMATOGENICO NO MODELO DE DOR
INDUZIDA PELA ADMINISTRACAO DO AGONISTA TRPV1.

O oleo de Copaifera officinalis mostrou efeito antinociceptivo e
antiedematogénico no modelo de nocicepcdo induzida pela administracdo de
capsaicina (i.pl.) um agonista TRPV1. O tratamento com 6leo de Copaifera officinalis
(10 mg/kg, i.g.) produziu uma resposta antinociceptiva 1 hora apds o tratamento,
com um valor de inibicdo de 60 + 18%, em comparagdo com 0 grupo tratado com
veiculo (Figura 4A). Da mesma forma o 6leo de Copaifera officinalis (10 mg/kg, i.g.)
mostrou efeito antiedematogénico no tempo de 1 hora, com valor de inibicdo de 76 *
24%, em comparac¢ao com o grupo tratado com veiculo (Figura 4B). Ja4 o antagonista
TRPV1 SB-366791 (3 mg/kg, i.g.) mostrou efeito antinociceptivo (inibicdo de 40 +
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9%, 1 hora apos o tratamento) e antiedematogénico (inibicdo de 57 + 24%, 1 hora
apos o tratamento). Enquanto que a administracdo de morfina (10 mg/kg, i.g.)
mostrou efeito antinociceptivo (inibicdo de 43 + 12%, 1 hora apés o tratamento),
apos o tratamento no modelo de administracdo de capsaicina como observado nas

figuras 4A e 4B, porém nao causou efeito antiedematogénico.

Figura 4 - Efeito (A) antinociceptivo e (B) antiedematogénico do 6leo de Copaifera
officinalis no teste de nocicepcdo induzida por administracdo intraplantar de

capsaicina em camundongos.
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Fonte: Da autora, 2016.

A administragdo do Oleo da planta Copaifera officinalis causou efeito antinociceptivo e
antiedematogénico no modelo de dor induzida pela administracdo do agonista TRPV1 (capsaicina,
intraplantar) em camundongos. Avaliacdo do efeito (A) antinociceptivo ou (B) antiedematogénico do
Oleo de Copaifera officinalis (Cop, 10 mg/kg, i.g.), o0 SB-366791 (3 mg/kg, i.g., antagonista seletivo do
receptor TPV1 foi utilizado como controle positivo), morfina (10 mg/kg i.g., controle positivo) ou
veiculo (10 mL/kg, i.g) em doses Unicas no tempo de 1 hora no modelo de dor induzida pela
administracdo de capsaicina i.pl. em camundongos. Este modelo consiste na injecdo de 20 pl de
capsaicina (dose de 1 nmol/pata) de forma intraplantar (i.pl., subcutdnea) sob a superficie da pata
traseira direita. A nocicepc¢éao foi avaliada por 5 minutos (tempo que o animal permaneceu lambendo a
pata), enquanto que o edema foi avaliado através de um paquimetro digital 15 minutos apés a
administracdo de capsaicina. O edema de pata representa a diferenca entre a espessura de pata
apos a administracdo de capsaicina e o valor basal. Os dados foram representados como média +
S.E.M. (n = 7 animais). **P <0.001, quando comparado ao grupo tratado com veiculo (ANOVA de
uma via seguida do teste post hoc Bonferroni).
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4.3 O TRATAMENTO COM OLEO DE Copaifera officinalis CAUSOU EFEITO ANTI-
ALODINICO NO MODELO DE DOR INFLAMATORIA CRONICA INDUZIDA
PELA ADMINISTRACAO DE ACF

A administracdo de ACF na pata de camundongos causou alodinica
mecanica 48 horas ap0s a injecdo, onde observou-se um reducdo do limiar
mecanico quando comparado ao grupo controle. Entdo o 6leo de Copaifera
officinalis (Cop, 10 mg/kg; i.g.) apresentou efeito anti-alodinico no modelo de dor
inflamatoria crbénica causada pela administracdo de ACF em camundongos apds o
tratamento no tempo de 1 hora. Os valores de inibicdo calculados 1 hora apds os
tratamentos para o efeito observado em relacéo ao estimulo mecanico foram de 90 £
10% para o 6leo de Copaifera officinalis, em comparacdo com o grupo tratado com
veiculo (Figura 5A). O tratamento com SB-366791 (3 mg/kg; i.g.) apresentou efeito 1
hora apds o tratamento com valor de inibicdo de 85 + 13%. E a morfina (10 mg/kg;
i.g apresentou efeito 1 hora apos o tratamento com valor de inibicdo de 91 + 10%.
Os animais que receberam a administracdo de PBS (10 mL/kg, i.g.) e apds foram
administrados com os diferentes tratamentos ndo mostraram alteracdo em relacéo
ao limiar ao estimulo mecéanico, mostrando que os tratamentos néo influenciaram a

percepcao desta forma de estimulo (Figura 5B).
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Figura 5 - Avaliacdo do efeito (A) anti-alodinico do 6leo de Copaifera officinalis apds
a administracdo de ACF na pata de camundongos. (B) Limiar mecéanico observado

em camundongos apos a administracdo intraplantar (i.pl.) de PBS (grupo controle).
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Fonte: Da autora, 2016.

A administracdo do 6leo da planta Copaifera officinalis causou efeito anti-alodinico no modelo de dor
inflamatéria crénica induzida pela administracdo do Adjuvante completo de Freund (ACF) em
camundongos. Avaliagdo do efeito (A) anti-alodinico frente ao estimulo mecénico 1 hora apés a
administragdo intragéstrica (i.g.). Avaliacdo do efeito do 6leo da planta Copaifera officinalis frente ao
limiar ao estimulo mecéanico (B) de animais controles. O SB-366791 (3 mg/kg, antagonista seletivo do
receptor TRPV1 foi utilizado como controle positivo) assim como a morfina (10 mg/kg i.g.). O limiar
mecanico foi avaliado utilizando filamento de Von Frey de diferentes intensidades (0,07-2 g). O
modelo de dor inflamatéria cronica consiste na administragdo de 20 pL de ACF (Adjuvante Completo
de Freund) na superficie plantar da pata direita traseira (i.pl.), os animais controles foram
administrados com tampdo PBS i.pl. (20 yL). As medidas basais foram representadas como B no
gréfico, e o tempo 0 representa as medidas realizadas 48 horas apds a administracdo de PBS ou
ACF i.pl. em camundongos. Os dados foram representados como média + S.E.M. (n = 7). #p <0.001,
quando comparado aos valores basais; ***p <0.001, quando comparado ao grupo tratado com veiculo
(ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc Bonferroni).

4.4 O TRATAMENTO COM OLEO DE Copaifera officinalis NAO PRODUZIU
ALTERACOES DETECTAVEIS NOS TESTES DE LOCOMOCAO OU NA
TEMPERATURA CORPORAL DOS ANIMAIS

O tratamento com 6leo de Copaifera officinallis (Cop. 10 mg/kg, i.g.) ndo
foi capaz de alterar a locomocao espontanea ou forcada avaliadas pelos testes do
campo aberto ou do cilindro giratério, respectivamente (Tabela 1), quando

comparados com animais injetados com veiculo 1 hora apos a administracao.
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Tabela 1 - Avaliacdo da atividade locomotora. A atividade locomotora espontanea
(campo aberto) e forcada (cilindro giratorio) observada 1 hora apds a administracao
do oleo de Copaifera officinalis (10 mg/kg, via intragastrica, i.g.), Veiculo 1% DMSO
em 0,9% NaCl, morfina (10 mg/kg) e o SB (3 mg/kg)

Campo aberto Cilindro giratorio
Tratamento
(ilg.)
Cruzamentos Elevacbes Numero de Laténcia para
verticais guedas a 12 queda
Veiculo 50+ 11 22+6 08+1,1 40 + 46
(10 ml/kg)
Cop. 44 +9 16+3 1,1+0,9 33142
(10 mg/kg)
Morf. 74+9 14+4 0,7+0,3 85+ 95
(10 mg/kg)
SB-366791 375 15+4 0,8+0,4 50 + 56
(3 mg/kg)

Fonte: Da autora, 2016.
N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos; ANOVA de 1 via seguida pelo post
hoc de Bonferroni. Os resultados foram expressos como média + S.E.M (n=8).

Além disso, o Oleo de Copaifera officinalis ndo provocou efeito

hipertérmico apés 1 hora da administracao intragastrica.
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Tabela 2 — Avaliacdo da temperatura corporal. A temperatura corporal foi avaliada 1
hora ap6s a administracdo do O6leo de Copaifera officinalis (10 mg/kg, via
intragastrica, i.g.), veiculo (1% DMSO em 0,9% NaCl; 10 ml/kg, i.g.), morfina (10
mg/kg, i.g.) ou SB-366791 (3 mg/kg, i.g.).

Temperatura corporal (°C)

Tratamento

(i.9.) Basal 1 hora
apos o tratamento

Veiculo 358+0,2 352+0,2

(10 ml/kg)

Cop. 36,0+0,4 36,6 £5

(10 mg/kg)

Morf. 356+0,4 356+0,2

(10 mg/kg)

SB-366791 352+0,2 36,1+0,2

(3 mg/kg)

Fonte: Da autora, 2016.
N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos; ANOVA de 1 via seguida pelo post
hoc de Bonferroni. Os resultados foram expressos como média + S.E.M (n=8).

4.5 EFEITO DA ADMINISTRACAO DO OLEO DE Copaifera officinalis SOBRE
PARAMETROS DE LESAO RENAL

Administracdo do oleo de Copaifera officinalis (Cop, 10 mg/kg) nao
causou alteragdo nos niveis de creatinina ou ureia no soro (indicadores de lesédo
renal) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Avaliacdo dos niveis de ureia e creatinina no soro. Efeito da
administracdo do Oleo de Copaifera officinalis (10 mg/kg, via intragastrica, i.g.),
veiculo (10 ml/kg, i.g.), morfina (10 mg/kg, i.g.) ou SB-366791 (3 mg/kg, i.g.) sobre os

niveis de ureia e creatinina no soro 1 horas apos a administracao.

Funcao renal (mg/dL)

Tratamento
(via oral)
Ureia Creatinina
Veiculo 72,82 + 56,93 460+ 1,69
(10 ml/kg)
Cop. 63,17 £ 38,24 547 + 3,67
(10 mg/kg)
Morf. 74,55 + 21,60 3,50+5,70
(10 mg/kg)
SB-366791 70,39 + 13,07 4,35 + 6,20
(3 mg/kg)

Fonte: Da autora, 2016.
N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos; ANOVA de uma via seguida pelo
post hoc de Bonferroni. Os resultados foram expressos como média + S.E.M (n=8).

4.6 O TRATAMENTO COM OLEO DE Copaifera officinalis NAO PROVOCOU
ALTERACAO NO TRANSITO GASTROINTESTINAL OU INDUZIU ATIVIDADE
ULCEROGENICA

O 6leo de Copaifera officinalis (Cop, 10 mg/kg) ndo provocou alteracdo do
transito gastrointestinal (Figura 6A) e atividade ulcerogénica (Figura 6B) comparado
ao grupo controle (veiculo). Porém, a administracdo de morfina (10 mg/kg, i.g.)
causou reducdo significativa do transito gastrointestinal 1 hora apés o tratamento. O
SB-366791 (3 mg/kg).
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Figura 6 - Avaliacdo da atividade gastointestinal (A) e atividade ulcerogénica (B)
observada 1 hora apds a administracdo do 6leo de Copaifera officinalis (10 mg/kg,
via intragastrica, i.g.), Veiculo 1% DMSO em 0,9% NaCl, morfina (10 mg/kg) e o SB
(3 mg/kg).
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Fonte: Da autora, 2016.

A administracdo do o6leo da planta Copaifera officinalis ndo provocou alteracdo no transito
gastrointestinal (A) ou atividade ulcerogénica (B). Avaliacdo do transito gastrointestinal apds a
administracdo (1 hora ap6s) de (Cop., 10 mg/kg, i.g), morfina (10 mg/kg, i.g.), SB-366791 (3 mg/kg,
i.g.) ou veiculo (10 mg/kg. i.g.). O transito gastrointestinal foi expresso em % em relagcéo a distancia
percorrida pela mistura contendo carvao ativado (5% de carvao ativado, 20% goma arabica, 0,3 ml),
este foi administrado 40 minutos apds os tratamentos, e apés 20 minutos foi verificado o transito
gastrointestinal. (B) determinacdo da atividade ulcerogénica causada pela administracdo do 6leo da
planta Copaifera officinalis (Cop., 10 mg/kg, i.g), morfina (10 mg/kg, i.g.), SB-366791 (3 mg/kg, i.g.) ou
veiculo (10 mg/kg, i.g.). A atividade ulcerogénica foi expressa em escores de lesBes gastricas (0 -
sem lesdo, 5 - pontuacdo méxima de lesdo géastrica). Os dados foram expressos com média + sem (a)
ou média # intervalo interquartil (B). (n = 8). **p <0.01, ***p <0.001 quando comparado ao grupo tratado
com veiculo (anova de uma via seguida do teste post hoc Bonferroni).
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5 DISCUSSAO

As patologias dolorosas sao frequentes problemas de saude que levam
0s pacientes a procura por cuidados médicos, a fim de terem um controle sob as
mesmas de maneira eficiente e segura (PAL et al., 2009). Dentre os diferentes tipos
de dores classificados entre aguda e cronica, a dor crbnica, causa um impacto
negativo maior na qualidade de vida dos acometidos e também leva a grandes
custos econbmicos para as redes de salde, dentre estas patologias devemos
considerar as de fonte inflamatéria como muito relevantes (KING; FRASER, 2013).
Mesmo com esses grandes impactos que a dor causa os farmacos disponiveis
atualmente ndo apresentam eficacia total ou ainda causam, em grande parte, efeitos
adversos significativos. Portanto hd necessidade de melhores tratamentos para
patologias dolorosas como a dor inflamatéria crénica (BARON, 2009; MALEK et al.,
2015; SAULINO; KIM; SHAW, 2014).

Dessa forma, a busca de novos analgésicos a partir de produtos naturais
para o alivio da dor é relevante e continua proporcionando novas alternativas de
tratamento (MISHRA; TIWARI, 2011). E estes compostos naturais podem ser fonte
de novas alternativas que envolvam a modulagdo de receptores envolvidos na
transmissao da dor causando analgesia ou acdo anti-inflamatéria (KING; FRASER,
2013; MEOTTI; LEMOS DE ANDRADE; CALIXTO, 2014), isso pode ocorrer pelo
motivo das plantas apresentarem inimeros compostos bioativos (MENDONCA;
ONOFRE, 2009).

Os produtos naturais ja sdo muitas vezes distribuidos em sua forma bruta,
pelas unidades de saude publica a fim de baratear custos com medicamentos
sintetizados (SIXEL; PECINALLI, 2005). Diversos estudos tém mostrado que é ainda
disseminado o uso popular de produtos naturais para o tratamento da dor
neuropatica e inflamatéria, e talvez estas plantas medicinais apresentem em sua
composicdo compostos que possam bloquear a atividade de neurdnios periféricos
sensoriais responsaveis na codificacdo e transmissdao de estimulos nocivos
(PEPPIN; PAPPAGALLO, 2014; SCHUMACHER, 2010).

Dessa maneira, novos alvos tém sido explorados para a descoberta de
analgésicos derivados de produtos naturais, como o receptor TRPV1 (CALIXTO et

al., 2000; JULIUS, 2013). Uma das principais razbes que levam a crer que o canal
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TRPV1 seria um alvo em potencial para o desenvolvimento de farmacos, é porque
este receptor participa na deteccdo e transmissao dos processos nociceptivos no
sistema nervoso periférico e central (JULIUS, 2013; SCHUMACHER, 2010). Entéo, o
bloqueio deste canal por compostos oriundos de produtos naturais poderia contribuir
para inibicdo da transmissdo de estimulos dolorosos (BASBAUM et al., 2009;
MEOTTI; LEMOS DE ANDRADE; CALIXTO, 2014). At¢ o momento, diferentes
compostos naturais identificados em plantas medicinais foram capazes de agir como
antagonistas do receptor TRPV1 (BORGHI et al., 2013; NEACSU et al., 2010;
ROSSATO et al.,, 2011; TREVISAN et al., 2012; VERANO et al., 2013), ou ainda
extratos de plantas parecem exercer seus papel analgésico por interagir com este
receptor (NGUELEFACK et al., 2015; WANG et al., 2015).

Neste estudo procurou-se identificar as propriedades antinociceptivas e o
mecanismo de acdo do Oleo de Copaifera officinalis em relacdo ao envolvimento
com o receptor TRPV1. Primeiramente, observamos que o 6leo apresentou potencial
antinociceptivo em modelos pré-clinicos de dor aguda como o teste de retirada da
cauda ao estimulo térmico e o teste de nocicepcéo induzido pela injecao intraplantar
de capsaicina. Além disso, o 6leo apresentou efeito antinociceptivo no modelo pré-
clinico de dor inflamatoria crénica causada pela administracéo intraplantar de ACF.
Também né&o foram observados efeitos adversos consideraveis apds administracao
aguda do 6leo de Copaifera officinalis em camundongos. Pois, a administracao do
Oleo de Copaifera officinalis ndo causou alteracdo locomotora, na temperatura
corporal, e também ndo induziu modificacdo de parametros de lesdo renal no soro
de camundongos. Além disso, 0 tratamento ndo provocou alteracdo no transito
gastrointestinal, nem tampouco atividade ulcerogénica em camundongos.

Os resultados obtidos foram realizados em modelos pré-clinicos de dor
aguda onde o receptor TRPV1 tem papel significativo, como os testes que envolvem
respostas ao calor nocivo (HOFFMEISTER et al.,, 2014; RIES et al.,, 2009). O
receptor TRPV1 é um dos principais termorreceptores envolvidos na prote¢cdo do
organismo a estimulos nocivos térmicos expressos em fibras sensoriais do tipo A-0 e
fiboras C, sendo ativado em temperaturas maiores que 42-43°C (JULIUS, 2013;
LAING; DHAKA, 2016). Dessa forma, animais que apresentam delecédo génica para
este receptor, e sdo expostos a testes que envolvem respostas ao calor nocivo, 0s
mesmos apresentam laténcia aumentada para este estimulo (CATERINA et al.,
1997; DAVIS et al.,, 2000). Aléem disso, a administracdo de antagonistas TRPV1
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causam efeitos antinociceptivos em testes que envolvem respostas ao calor nocivo,
mostrando que este teste € sensivel a este tipo de composto (ROSSATO et al.,
2011; TREVISAN et al., 2012). Assim no modelo pré-clinico de dor aguda causada
pela exposi¢cao ao calor nocivo em camundongos, os resultados do presente estudo
mostraram que o Oleo de Copaifera officinalis administrado via oral apresentaou
efeito antinociceptivo, sugerindo entdo que o mesmo possa estar apresentando
acOes antinociceptivas por interagir com o receptor TRPV1 (CATERINA et al., 1997;
DAVIS et al., 2000; TOMINAGA et al., 1998).

Porém, estudos em pacientes que receberam antagonistas TRPV1 em
testes clinicos, observaram também que estes apresentam insensibilidade ao calor
nocivo, o que poderia ser indicado como um efeito adverso deste tratamento, porque
poderia induzir a lesdo por queimaduras por causar uma insensibilidade exacerbada
a fontes de calor nocivo (MEOTTI; LEMOS DE ANDRADE; CALIXTO, 2014,
SCHUMACHER, 2010). Dessa forma, foi relevante observar que o 6leo de Copaifera
officinalis ndo causou este efeito por tempo prolongado em camundongos e também
nao causou inibicdo maxima, assim mostrando que ndo causou efeitos adversos
desta forma de insensibilidade por tempo prolongado.

O modelo pré-clinico de dor aguda causado pela administracdo de
capsaicina tem sido um modelo relevante na descoberta de novos compostos
capazes de modular o receptor TRPV1, levando em conta que a capsaicina € um
agonista seletivo deste receptor capaz de induzir nocicepcdo aguda e edema de
pata em animais experimentais quando administrada por via intraplantar
(SAKURADA et al., 1992; TREVISAN et al., 2012). Este composto também
desencadeia dor em queimacao e vasodilatacdo quando administrada na pele em
seres humanos (HENZE; URBAN, 2010; JULIUS, 2013; MEOTTI; LEMOS DE
ANDRADE; CALIXTO, 2014; SIMONE; BAUMANN; LAMOTTE, 1989), mostrando
gue este modelo de dor pode ser identificado também na clinica.

A ativagéo das fibras do tipo C (peptidérgicas) por agonistas TRPV1 como
a capsaicina provoca também vasodilatacdo cutdnea na regido aplicada causando
edema local e inflamacdo neurogénica induzida pela liberacdo de peptideos como o
CGRP e a substancia P (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010; EVANGELISTA, 2015;
MITTELSTADT et al., 2012). Dessa forma, este modelo pré-clinico de nocicepcao é

considerado de dor aguda, porque a nocicep¢do espontdnea dura cerca de 5
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minutos apos a administracdo e o edema foi observado ap6s 15 minutos (TREVISAN
et al., 2012).

Assim, este modelo tem sido utilizado para a avaliacdo dos efeitos
antinociceptivos e antiedematogénicos de compostos recentemente estudados
(HONORE et al.,, 2009; ROSSATO et al, 2011; TREVISAN et al., 2012;
UCHYTILOVA; SPICAROVA; PALECEK, 2014). Portanto, foi observado que o 6leo
de Copaifera officinalis apresentou efeito antinociceptivo e antiedematogénico neste
modelo de dor aguda induzida pela administracéo intraplantar do agonista TRPV1
(capsaicina). Previamente, foi descrito que antagonistas do receptor TRPV1 sao
capazes de reduzir tanto o desenvolvimento do edema quanto a nocicep¢ao neste
modelo de dor aguda desencadeada pela administracdo intraplantar de capsaicina
(TREVISAN et al.,, 2012). Enquanto que outros farmacos como opioides ou anti-
inflamatérios ndo esteroidais apenas reduzem a nocicepcdo e nao o
desenvolvimento de edema (NOGUEIRA et al., 2013; SILVA et al., 2013). Nos testes
da retirada da cauda ao estimulo térmico e o teste de administracéo intraplantar de
capsaicina foi avaliado o efeito antinociceptivo do éleo de Copaifera Officinalis,
porém estes testes sdo considerados modelos pré-clinicos de dor aguda e nao
representam modelos pré-clinicos de dor de relevancia clinica (NEGUS et al., 2006;
SAKURADA et al., 1992; YU et al., 2008).

Neste contexto, em um segundo momento, foi avaliado o efeito anti-
alodinico do 6leo de Copaifera officinalis no modelo de dor crénica causada pela
administragao intraplantar de ACF. Este modelo consiste na administracao
intraplantar (subcutédnea) na pata traseira de camundongos de um agente
inflamatoério o ACF, que apOs 48 horas da aplicacdo causa o desenvolvimento de
alodinia mecéanica, hiperalgesia térmica e inflamacdo (representada pelo
aparecimento de edema) (CODERRE; WALL, 1987; HELYES et al., 2004; SILVA et
al., 2013). Todos estes sintomas séo importantes na pratica clinica e representam
um problema no tratamento de pacientes com dor inflamatdria crénica como no caso
das artrites (PETER-SZABO et al., 2007). Além disso, os farmacos utilizados para o
tratamento de artrites como anti-inflamatorios ndo esteroidais e corticoides, causam
efeitos adversos relevantes e possuem eficacia reduzida em muitos pacientes
(LABIANCA et al., 2012). Assim, € importante a busca de novas alternativas de
tratamento que possuam um mecanismo de acao alternativo para o tratamento da
dor inflamatoria cronica (KING; FRASER, 2013; MILANO et al., 2008). Neste estudo,
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foi observado que o tratamento com 6leo de Copaifera officinalis foi capaz de reduzir
a alodinia mecénica no modelo de dor inflamatéria crbnica causada pela
administracao intraplantar de ACF.

Quando antagonistas do receptor TRPV1 foram testados em modelos pré-
clinicos de dor inflamatéria estes apresentaram efeito anti-alodinico (estimulo
mecanico), e também reducdo de sintomas de inflamacdo (GAVVA et al., 2008;
HONORE et al., 2009; ROSSATO et al.,, 2011; SCHUMACHER, 2010). O canal
TRPV1 é um importante sensor polimodal expresso em neurbnios nociceptivos e
pode ser sensibilizado por mediadores inflamatérios no local da lesao tecidual
(MALEK et al.,, 2015; TOMINAGA et al.,, 1998). Dessa forma, este receptor é
considerado um alvo em potencial para o desenvolvimento de farmacos anti-
inflamatorios e analgésicos (JARA-OSEGUERA; SIMON; ROSENBAUM, 2008;
SCHUMACHER, 2010; WONG; GAVVA, 2009).

Deste modo, o 6leo de Copaifera officinalis apresenta em partes efeitos
semelhantes aos observados para outros antagonistas deste receptor no modelo de
dor inflamatéria causado por adjuvante (ACF) (AMAYA et al., 2003; HONORE et al.,
2009; LUO et al., 2015; MCGARAUGHTY et al., 2008, 2010; OGNYANOV et al.,
2006; ROSSATO et al., 2011; TREVISAN et al., 2012; YU et al., 2008). O tratamento
com o SB-366791 foi capaz de reduzir o desenvolvimento de alodinia mecéanica.
Previamente, foi descrito que animais com delecdo génica para o receptor TRPV1
gquando administrados com ACF intraplantar apresentaram reducdo no
desenvolvimento de alodinia mecanica, hiperalgesia térmica e edema (SZABO et al.,
2005). Além disso, ja foi observado que ap6s a administragcdo de ACF ocorre um
aumento na expressao do receptor TRPV1 em fibras mielinizadas do tipo A, o que
poderia contribuir para o desenvolvimento de alodinia mecanica neste modelo de dor
em animais (AMAYA et al., 2003; MCGARAUGHTY et al., 2008). Entretanto, n&o foi
observada alteracdo na deteccéo de resposta aos estimulos mecanicos nos animais
controles (injetados com PBS).

A planta Copaifera officinalis apresenta descricdo para o tratamento de
processos inflamatorios (DAVIES, [s.d.]; MENDONCA; ONOFRE, 2009; PIERI,
MUSSI; MOREIRA, 2009), e previamente foi descrito que os extratos desta planta
poderiam reduzir a inflamacao (SIXEL; PECINALLI, 2005). Porém, o mecanismo de
acdo envolvido na acdo anti-inflamatéria ainda ndo tinha sido avaliado. Para o

desenvolvimento de um novo analgésico é relevante observar a presenca de efeitos
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adversos que possam impossibilitando a entrada deste produto na clinica, como o
desenvolvimento de sedacdo ou alteragcdes locomotoras (NEGUS et al.,, 2006).
Também, é interessante observar os efeitos locomotores nos animais porque
compostos que causam efeito masculo-relaxantes inespecificos poderiam reduzir a
resposta dos animais a estimulos dolorosos, o que poderia causar a deteccao de
resultados falso-positivos (LABUZ; MACHELSKA, 2013) Porém, os resultados
obtidos neste estudo mostraram que a administracdo oral do 6leo de Copaifera
officinalis ndo produziu efeitos adversos detectaveis em camundongos, tanto no
teste da locomocgéo em campo aberto ou do cilindro giratorio.

No entanto, como muitos compostos antagonistas do canal TRPV1
apresentaram efeito adverso consideravel no desenvolvimento de hipertermia
severa, isso impediu o desenvolvimento desses compostos como possiveis
farmacos analgésicos (GAVVA et al., 2008). Porém, ao tratamento com o 6leo de
Copaifera officinalis ndo causou alteracdo na temperatura corporal, assim sugere
gue o 6leo pode oferecer uma acao analgésica mais segura comparando com outros
antagonistas TRPV1 testados até o momento. Além disso, a administracdo 6leo de
Copaifera officinalis ndo provocou modificagdes de nenhum parametro renal como
niveis de creatinina e ureia em soro dos camundongos.

Além disso, 0s principais compostos utilizados na clinica para o
tratamento da dor crénica inflamatéria sdo os opioides e os anti-inflamatérios néo
esteroidais (GHOSH; ALAJBEGOVIC; GOMES, 2015), que causam efeitos adversos
consideraveis, como o desenvolvimento de constipacdo (LABUZ; MACHELSKA,
2013) e lesdes gastricas (BURGESS; WILLIAMS, 2010), respectivamente. Neste
estudo, foi investigada a acdo do Oleo de Copaifera officinalis sobre o transito
gastrointestinal e ndo foi observada alteracdo neste parametro em camundongos, e
o controle positivo do teste (morfina), causou reducéo significativa neste parametro.
Isso se da porque os receptores para morfina, que estdo presentes no trato
intestinal, quando ativados conduzem a um retardamento do movimento peristaltico,
e também ha uma diminui¢cdo das secrec¢des gastrica, biliar e pancreética, causando
consequentemente a constipacdo, sendo um efeito adverso comum para demais
opioides (CAMILLERI, 2011; STEIN, 2016; TRIVEDI; SHAIKH; GWINNUTT, [s.d.]). A
administracéo oral do 6leo de Copaifera officinalis também né&o casou indugcéo aguda

de lesdes na mucosa gastrica.
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Desta maneira, com os resultados do presente estudo podemos concluir
gue o Oleo de Copaifera officinalis em modelos pré-clinicos de dor aguda e crénica
em camundongos apresentou eficacia, o que se sugere a possibilidade de o mesmo
conter compostos que estariam agindo como antagonistas do receptor TRPVL1.
Assim 0leo pode ser considerado como uma possivel alternativa de tratamento com

acado anti-inflamatdria e analgésica em patologias dolorosas.
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6 CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se
considerar que no modelo pré-clinico de dor aguda causado por exposi¢cdo ao calor
nocivo o Oleo de Copaifera officinalis apresentou efeito antinociceptivo,
comportando-se de forma semelhante a um antagonista TRPV1.

No teste de nocicepcado induzido pela injecao intraplantar de capsaicina,
Oleo de Copaifera officinalis apresentou efeito antinociceptivo e antiedematogénico,
desta maneira apresentou capacidade de acdo semelhante ao antagonista TRPV1
neste teste, mostrando uma reducéo da nocicepg¢éo e do edema.

O tratamento com o Copaifera officinalis apresentou também efeito
antinociceptivo e anti-inflamatério no modelo pré-clinico de dor inflamatdria crénica
causada pela administragéo intraplantar de adjuvante Completo de Freund (ACF) em
camundongos. Estes efeitos corroboram com o uso popular de preparacdes desta
planta para doencas inflamatorias e mostram a possibilidade do uso destas
preparacdes para o tratamento de patologias dolorosas cronicas de origem
inflamatoéria.

A administracdo do 6leo de Copaifera officinalis ndo provocou alteracao
na atividade locomotora ou na temperatura corporal. Dessa forma, estas
preparacdes ndo estariam apresentando efeito antinociceptivo devido a acéo
sedativa ou relaxante muscular, além de que ndo causou hipertermia, um efeito
adverso relevante para compostos antagonistas do receptor TRPV1. Assim como
também ndo induziu alteracdes a nivel renal no soro dos animais, mostrando a sua
seguranca para o estudo em ensaios clinicos e também ndo causou alteracdo no
transito gastrointestinal nos animais ou atividade ulcerogénica, efeitos adversos
frequentes observados para compostos com propriedades analgésicas.

Concluindo, todas estas evidéncias suportam as propriedades
antinociceptivas do 0leo de Copaifera officinalis, e possivelmente estes efeitos sejam
causados pela acdo de compostos presentes nestas prepara¢cées que agem como
antagonista do receptor TRPV1. Este estudo corrobora para demonstrar o efeito
antinociceptivo da planta medicinal conhecida popularmente copaiba (Copaifera
officinalis) que apresenta indicacbes para inflamacdes e alivio de patologias

dolorosas relacionadas. Dessa maneira, 0 desenvolvimento de produtos para o
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tratamento de patologias dolorosas através de compostos isolados desta planta

seria interessante.
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The Ethics Commillee on Animal Use on Fessarch, sancliomed by fhe
resplution number 02207 1/CAmara Prapex, in accordance with federal law Aumber
11.704/08, has analyzed the folowing Projeet:

Profocaol nurmber: 057.2075-1

Principal Investigalor: Gabrisia Trevisan dos Santos
Ressarchers: Juliano Fereira, Fldva Karine Rigo, Samira Dal-Toé De Pra, Pawla
Ronsani Ferro

Praject title: Avaliacio ds aclo anslgésica e ant-inflamatoria do dleo
axtraido do cawle de Copailera officinafis L

The project was Approved in its elfical and methodological aspests. Any
alfaration of the origingl version of thvs project must be previsusly submilted o the
Commitieses for furfhey analyzes. May you have further questions, plaase conlact us

) WAL LESE. Aelprodenteis oF by a-Tail! S AEpunsss sl
Crcidama, 05 de maio o= 31 5.

JAIRO E ZOCCHE
Coordenadar da CELA
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