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RESUMO

O 6leo de copaiba é tradicionalmente usado na regido Amazonica do Brasil para o tratamento da
dor e inflamacdo. A fracdo acida do Oleo de copaiba (FAOC) é constituida por diterpenos e,
dentre eles, o acido copélico destaca-se como componente majoritario, sendo dotado de atividade
anti-inflamatoria in vitro. Além da pesquisa por novos principios ativos, ha também interesse em
modelos de administracdo que venham otimizar a acdo de farmacos. Para isso, uma alternativa é
a liberacdo controlada de farmacos, que pode ser obtida através da intercalacdo destes em
Hidroxidos duplos lamelares (HDLs). Nesse sentido, esta pesquisa objetivou avaliar a atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria da FAOC e da FAOC intercalada em HDL (FAOC-HDL) em
modelos in vivo de nocicepcdo e inflamacdo. Foram utilizados camundongos (Mus musculus)
machos (4 a 6 semanas de idade, 25-35g de peso) divididos em grupos (n=6) e tratados por via
oral (0,1 mL/10g), com controle negativo (veiculo), HDL, FAOC, FAOC-HDL, e controle
positivo, 1h, 24h ou 48 horas. Primeiramente foi determinada a dose efetiva mediana (DEso) e
em seguida foram realizados os modelos experimentais de contorcdo abdominal induzido por
acido acético, teste de formalina, edema de orelha induzido por éleo de créton, o teste de edema
de pata induzido por carragenina e, a peritonite induzida por carragenina. A DEs encontrada
para a FAOC de 98 mg/kg e para a FAOC-HDL de 222,9 mg/kg, ambas as doses foram usadas
nos tratamentos dos testes posteriores. Apds 1h de tratamento a FAOC (98 mg/kg) e a FAOC-
HDL (222,9 mg/kg) inibiram significativamente o numero de contor¢cdes abdominais
respectivamente em: 49,99% (22,67+ 1,56) e 56,99% (19,5 £ 2,69); o tempo de lambidas da pata
no teste de formalina em 28,93% (113,6 £ 12,45) e 60,79% (62,67 + 11,02) na segunda fase do
teste; o desenvolvimento do edema de orelha em 25,59% (2,53 £ 0,21) e 47,65% (1,78 + 0,20) e,
desenvolvimento do edema de pata induzido por carragenina na 22 e 32 hora do teste em 39,72%
(0,17 £ 0,03) e 36,04% (0,21 * 0,03). A FAOC (98 mg/kg) e a FAOC-HDL (222,9 mg/kg)
também reduziram significativamente a migracdo dos leucdcitos totais, respectivamente em
73,17% (1,95 £ 0,38), 75,69% (1,77 + 0,28); de neutrofilos em 62,82 % (1,61+0,31), 91,0%
(0,39 £ 0,10) no teste de peritonite. Foi observado efeito significativo no tratamento com FAOC-
HDL (222,9 mg/kg) apo6s 24h de tratamento, ao inibir o0 nimero de contor¢des abdominais em
58,34% (20,0 = 3,97); o tempo de lambidas da pata no teste de formalina em 33,97% (98,83 +
13,64); o desenvolvimento do edema de orelha em 57,05% (2,47 = 0,36) €, 0 desenvolvimento
do edema de pata na 32 hora do teste em 30,28%, (0,27 £ 0,02). Assim, os resultados obtidos
mostram efeito antinociceptivo e anti-inflamatério da FAOC e, sustentacdo deste efeito pela
intercalacdo da FAOC em HDL.

Palavras-chave: Copaifera, 6leo de copaiba, HDLs, nocicepgéo, inflamagéo.



ABSTRACT

Copaiba oil is traditionally used in the Amazon region of Brazil for pharmacological purposes
as pain and inflammation. The acidic fraction of copaiba oil (FAOC) consists of diterpenes
and, among them, excels copalic acid as major component, being endowed with anti-
inflammatory activity in vitro. In addition to the research for new active principles, there is
also interest in management models that optimize the action of drugs. For this, an alternative
is the controlled release of drugs, which can be obtained by the intercalation of these in
Lamellar Double Hydroxides (HDLs). Thus, this study aimed to evaluate the antinociceptive
and anti-inflammatory activity of the FAOC and FAOC intercalates in HDL (FAOC-HDL) in
vivo models of nociception and inflammation. Male (Mus musculus) mice (4 to 6 weeks old,
weight 25-35g) were divided into groups (n = 6) and treated orally (0.1mL/10g), with
negative control (vehicle), HDL, FAOC, FAOC-HDL, and positive control, 1h, 24h and 48h
before each test. First, was determined the median effective dose (DE50) and then the
experimental models of acetic acid-induced abdominal contraction, formalin test, croton oil-
induced ear edema, carrageenan-induced paw edema test and peritonitis induced by
carrageenan. The ED 50 found was FAOC (98 mg/kg) and FAOC-HDL (222.9 mg/kg). After
1 h of treatment, FAOC (98 mg/kg) and FAOC-HDL (222.9 mg/kg) significantly inhibited the
number of abdominal writhing respectively in 49.99% (22,67+ 1,56) and 56,99% (19,5 +
2,69), the paw licking time in the formalin test was 28.93% (113.6 + 12.45) and 60.79%
(62.67 £ 11, 02) in the second phase of the test, development of ear edema in 25.59% (2.53 £
0.21) and 47.65% (1.78 £ 0.20) and development of paw edema in the 2nd and 3rd hour of the
test and the migration of total leukocytes by 73.17% (1.95 + 0.38) and 75.69% (1.77 + 0.28)
and neutrophils in 62.82 (1.61 + 0.31), 91.0% (0.39 £ 0.10) in the peritonitis. There was also a
significant effect on treatment with FAOC-HDL (222.9 mg/kg) after 24 h of treatment,
inhibiting the number of abdominal writhes in 58.34% (20.0 £ 3.97), lambda time of the paw
in the formalin test 33.97% (98.83 + 13.64), the development of ear edema in 57.05% (2.47
0.36) and the development of paw edema in the 3rd hour of the test in 30.28%, (0.27 + 0.02).
Thus, the results obtained show antinociceptive and anti-inflammatory effect of the FAOC
and, underpinning this effect by the controlled release of FAOC intercalates in HDL.
Keywords: Copalic acid, Copaifera, HDLs, nociception, inflammation
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo € um complexo mecanismo de defesa do organismo quando este sofre
uma lesdo ou infeccdo, estreitamente relacionado com o sistema imune. O sistema imune é
constituido por células e fatores sollveis que medeiam o processo inflamatério a fim de
eliminar o agente desencadeante e dar inicio ao processo de memoria imunoldgica
(BARTON, 2008). No processo inflamatorio ocorre o aumento do fluxo sanguineo,
vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular, ativacdo e adeséo celular e coagulagéo.
Essa rede de respostas é caracterizada pelos sinais clinicos de rubor (vermelhiddo), calor,
edema, dor e perda da funcdo (MEDZHITOV, 2008; BASIL e LEVY, 2016).

A resposta inflamatdria normal é um processo agudo, que sofre resolucdo apos a
remoc¢do de um estimulo desencadeante. Entretanto, a inflamac@o pode se tornar prejudicial
quando a resposta inflamatéria normal progride para a inflamagdo cronica, e pode
desencadear doencas como a artrite reumatoide (MEDZHITOV, 2008).

Para o tratamento de uma inflamacdo aguda, os medicamentos mais utilizados sdo os
anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), que tém propriedades analgésicas, anti-
inflamatorias e antipiréticas, cuja acdo farmacol6gica decorre da inibicdo da sintese de
prostaglandinas, mediante a inativacdo das ciclooxigenases (COX) constitutiva (COX-1) e da
induzivel em processos inflamatérios (COX-2) (PARENTE e PERRETTI, 2003; HWANG et
al., 2013).

No entanto, as ciclooxigenases atuam em atividades fisiologicas fundamentais,
proporcionando homeostasia vascular, manutencao do fluxo sanguineo renal e gastrintestinal,
funcdo renal, proliferacdo da mucosa intestinal, funcdo plaquetaria e anti-trombogénese
(PARENTE e PERRETTI, 2003). Logo, ao inibir as ciclooxigenases, os AINEs podem
desencadear reacOes adversas importantes, com implicacbes renal, gastrointestinal e
cardiovascular (SIMMONS et al., 2000; HARIRFOROOSH et al, 2013).

Além do uso dos AINEs para o tratamento da inflamag&o, o uso de produtos naturais
pela populagéo é bastante significativo. Os produtos naturais sdo de grande importancia como
fonte de principios ativos com propriedades farmacoldgicas, em especial as espécies vegetais
(NEWMAN et al, 2012).

Varias sdo as espécies de interesse biolégico encontradas na regido amazonica, entre as

guais se destacam as plantas do género Copaifera, das quais pode ser obtido um déleo
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denominado “6leo de copaiba”, muito utilizado pela populacdo local para o tratamento da
inflamacéo e cicatrizacdo (CASCON e GILBERT, 2000; MACIEL et al., 2002).

A obtencdo do dleo de copaiba ocorre através de uma incisdo, a cerca de um metro de
altura do tronco da arvore e, além do consumo tradicional, este 6leo vem sendo empregado
também na industria, para fins de fabricacdo de cosméticos (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002;
PIERI et al, 2009).

O o6leo de copaiba é constituido de compostos quimicos sesquiterpenos como éxido de
B-cariofileno e B-bisabolene, e diterpenos como o acido copalico, diversos estudos com 6leo
de copaiba e com fracdes purificadas deste Gleo, sugerem que esses cOmpostos possuem
propriedades farmacologicas, tais como atividade antineoplasica e antimicrobiana em estudos
in vitro e in vivo (GOMES et al, 2008; SOUZA et al, 2011b).

Dentre estes constituintes, o acido copalico foi identificado em muitas espécies de
Copaifera estudadas, e se tornou um padrdo (marcador) de 6leos de copaiba em estudos de
caracterizagdo quimica. Como foi observado nesses estudos de caracterizagdo e avaliacdo
farmacoldgicas dos 6leos de copaiba, a atividade farmacoldgica da fracdo acida diterpenica
foi atribuida principalmente ao &cido copélico (VEIGA JUNIOR et al, 2007; GOMES et al,
2010).

Assim como foi demostrado em estudo onde a fragdo acida, em que estdo contidos 0s
diterpenos, presentes em Oleos de copaibas, bem como em outras espécies demostraram

atividades anti-inflamatorias em modelos in vitro (LIU e NAIR, 2011).

Associada a busca por novos principios ativos, existe uma crescente busca por formas
de administracdo de farmacos. Dessa maneira, novas alternativas, como por exemplo, a
liberacdo sustentada de drogas tem sido estudada, pois oferecem vérias vantagens quando
comparados aos sistemas convencionais de administracdo de farmacos (ERTEKIN et al.,
2015).

O uso de nanocarreadores no encapsulamento de farmacos, tém se destacado nas
ultimas decadas como sistemas de liberacdo controlada de drogas (GUNDUZ et al., 2013;
OBEROI et al., 2013). Entre suas vantagens destacam-se a possibilidade da reducdo da
toxicidade de drogas, liberagdo sustentada, além de aumento da eficacia do medicamento e

diminuicdo das quantidades terapéuticas necessarias (HO et al., 2012; MONDAL et al., 2016).

Para isso, € crescente o interesse da utilizacdo de materiais nanoestruturados, como

exemplo, hidroxidos duplos lamelares (HDL) que sdo materiais inorganicos biodegradaveis
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potencialmente usados como sistemas de liberacdo de farmacos que podem ser sintetizados
em laboratério (AMBROGI et al., 2001; AMBROGI et al., 2003; LI et al., 2004; CAO et al.,
2011; RIVES et al., 2013).

Desta forma, surgiu o interesse em avaliar os efeitos farmacologicos da fracdo acida do
o0leo de copaiba, e sua acdo em sistema de liberacdo controlada. Assim, este estudo tem como
objetivo avaliar os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério da fracdo &cida do 6leo de

copaiba e, comparar com o efeito da sua intercalacdo em nanocarreadores de HDL.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Copaifera

No Brasil, a utilizacdo das plantas medicinais para o tratamento das enfermidades, é
relatada desde o inicio da colonizacdo pela populacdo indigena (VEIGA JUNIOR e PINTO,
2002; PIERI et al., 2009). Na regido Amazonica do Brasil, as plantas medicinais permanecem
sendo de grande uso pela populagdo até a atualidade, e podem ser encontradas para
comercializacdo em feiras livres e mercados populares (MACIEL et al., 2002).

O conhecimento sobre plantas medicinais acumulados e transmitidos entre geracdes
contribui de forma relevante para a divulgacédo das acOes terapéuticas das plantas medicinais,
embora a maior parte ndo tenha ainda seus constituintes quimicos elucidados (MACIEL et al.,
2002).

Entre as plantas amplamente utilizadas na regido amazonica estdo as espécies do género
Copaifera, que sdo comuns na América Latina e Africa Ocidental. No Brasil sd0 encontradas
nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Norte (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002; PIERI et al.,
2009).

Essas plantas chegam a viver cerca de 400 anos, e atingem uma altura entre 25 e 40
metros (Figura 1), diametro entre 0,4 e 4 metros, possuem casca aromatica, folhagem densa,
flores pequenas e frutos secos, do tipo vagem (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002). O género
Copaifera pertence a familia Fabaceae (Leguminosae) e sub-familia Caesalpinioideae.

Figura 1: Copaifera langsdorffii
Fonte: PIERI et al., 2009
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As espécies de copaibas sdo encontradas também na Coldmbia, Venezuela e San
Salvador onde sdao popularmente conhecidas como copaibeiras ou “pau d’6leo”. Nas Guianas
destaca-se a espécie Copaifera guianensis Desf. e na Argentina e no Paraguai a espéecie
Copaifera langsdorfii Desf (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002).

No Brasil muitas espécies desse género sdo encontradas, entre as que Sa0 mais
abundantes estdo: Copaifera officinalis L., Copaifera guianensis Desf., Copaifera reticulata
Ducke, Copaifera multijuga Hayne, Copaifera confertiflora Bth., Copaifera langsdorfii Desf.,
Copaifera coriacea Mart. e Copaifera cearensis Huber ex Ducke. A espécie Copaifera
langsdorfii Desf. é particularmente importante por estar distribuida por todo o territorio
(VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002).

Das arvores de Copaifera, é possivel extrair o 6leo-resina, denominado 6éleo de copaiba,
provenientes dos canais esquizolizigeos secretores localizados em todas as partes da arvore
(PIERI et al., 2009). Os 0Gleos de copaiba ja sdo utilizados na industria de cosméticos na
producdo de sabonetes e xampus, entretanto sdo mais utilizadas na medicina tradicional para
tratar doencas respiratorias e do trato urinario, Ulceras de estbmago, amigdalite, e doencas
infecciosas (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002).

Dentre as suas aplicacdes na medicina tradicional, as atividades anti-inflamatoria,
antinociceptiva e antineoplasica tém sido avaliadas em estudos com vérias espécies de
Copaifera, por exemplo: C. reticulata Ducke, C.cearensis Huber ex Ducke e C. multijuga
Hayne, em que foram utilizados 6leos das espécies em modelos in vivo (VEIGA JUNIOR et
al., 2007; GOMES et al., 2008; GOMES et al., 2010).

As caracteristicas fisico-quimicas, bem como a sua constituicdo quimica, pode variar de
acordo com a espécie e regido em que se encontra, devido as caracteristicas do solo e
sazonalidade. Em estudos de caracterizagdo quimica do Oleo de copaiba séo utilizados
métodos das quais sdo usados cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) (CASCON e GILBERT,
2000; PINTO et al., 2000; VEIGA JUNIOR et al., 2007).

Nesses estudos de caracterizacdo quimica, observou-se que 0s 6leos de copaiba sdo
constituidos principalmente por misturas de sesquiterpenos e diterpenos, que pertencem ao
grupo mais diversificado e comumente encontrado em produtos naturais, conhecidos como 0s
terpenos ou terpendides (CASCON e GILBERT, 2000; PINTO et al., 2000; VEIGA JUNIOR
et al., 2007).
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Os sesquiterpenos e diterpenos abrangem uma grande variedade de substancias de
origem vegetal (CASCON e GILBERT, 2000; PINTO et al., 2000; VEIGA JUNIOR et al.,
2007). Os sesquiterpenos séo hidrocarbonetos formados por trés unidades de isopreno (CsHsg)
e os diterpenos contém quatro unidades de isopreno na sua estrutura quimica. Estudos com
0leo de copaiba sugerem que suas atividades biologicas sdo ocasionada por esses compostos
(CASCON e GILBERT, 2000; PINTO et al., 2000; VEIGA JUNIOR et al., 2007; GOMES et
al., 2008; GOMES et al., 2010).

Entre os sesquiterpenos encontrados nos 6leos de copaiba mais citados na literatura
estdo o B-cariofileno, a-copaeno, B-humuleno. J& os diterpenos mais citados presentes nesses

6leos séo os &cidos diterpénicos entre eles o acido copalico, hardwickiico e covalenico.
2.2 Acido copalico

Estudos com fracdo acida, fracdo onde estdo presentes os constituintes acidos, dos 6leos
de copaiba demostram que nessa fracdo estdo presentes os acidos diterpénicos, sendo o acido
copalico o majoritario (GOMES et al., 2008; GOMES et al., 2010).

O écido copaélico (Figura 2) é um diterpeno de esqueleto do tipo labdano. Os diterpenos
possuem 20 carbonos na sua estrutura e, na literatura ja foram descritas atividades como:
antimicrobiana (SOUZA et al., 2011a), antiparasitaria (SARTORELLI et al., 2010), anti-
inflamatoria (LIU e NAIR, 2011) e antioxidante (GONZALEZ-BURGOS et al., 2012).

O Acido copalico foi descrito pela primeira vez por Nakano e Djerassi, (1961) e estudos
mostram que ele é encontrado em muitas 6leo-resinas de varias espécies de Copaifera
(VEIGA JUNIOR et al., 2007; GOMES et al., 2010; SOUZA et al., 2011a), sendo assim um
marcador de 6leo de copaiba. Além da presenca em espécies de Copaifera, o Acido copalico
ja foi identificado e isolado de outras espécies de plantas tais como Aristolochia sp
(SARTORELLI et al., 2010) e Curcuma mangga (LIU e NAIR, 2011), por exemplo.
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Figura 2: Estrutura quimica do &cido copélico
Fonte: Lama et al., 2014
Em um estudo in vitro, com o &cido copalico obtido do dleo de Copaifera langsdorffii
avaliou-se a sua acdo contra bactérias Streptococcus salivarius, S. mutans, S. mitis, S.
sobrinus, S. sanguinis e Lactobacillus casei, responsaveis pela carie dentéaria e, foi observado
que o acido copalico (2 — 6 pg/mL) inibiu o crescimento dessas bactérias (SOUZA et al.,
2011a)

Em outra pesquisa realizada in vitro, em que o &cido copalico foi obtido a partir do éleo
de Copaifera langsdorffii, relata que o acido copalico nas concentracdes de 6,2 — 50 pg/mL

inibiu o crescimento de bactérias causadoras de doencas periodontais (SOUZA et al., 2011b).

Em estudo in vitro, com o acido copalico isolado do 6leo bruto de copaiba, foi avaliada
sua acdo contra uma proteina marcadora de céncer (Hsp27), onde o mesmo em uma
concentracdo de 3,5 pg/mL mostrou uma atividade inibitéria de 38% desta proteina,

contribuindo para a atividade anticancerigena do 6leo de copaiba (LAMA et al., 2014).

O é&cido copalico oriundo de 6leo-resina de copaiba inibiu as formas epimastigota e
tripomastigota do Trypanosoma cruzi em estudo in vitro, sugerindo que o acido copélico na
dose de 500 uM possui atividade anti-parasitaria frente ao protozoario causador da doenca de
Chagas (IZUMI et al, 2012).

Na pesquisa com o0 acido copalico obtido do extrato da planta Curcuma mangga, foi
demostrado que o acido copalico a 25 pg/mL inibiu as enzimas COX-1 e COX-2 em 21% e
39% respectivamente, sugerindo que 0 mesmo possui uma atividade anti-inflamatoria em
modelo in vitro (LIU e NAIR, 2011).

Em estudo in vitro observou-se uma atividade anti-inflamatdria da fracdo purificada do
oleo de copaiba da espécie Copaifera langsdorffii Desf., pois houve uma inibicdo de secregéo
de citocinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-6 e TNFa, nesta pesquisa 0 &cido copélico foi
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identificado, sendo o majoritario, na fracdo purificada do 6leo de copaiba (GELMINI et al.,
2013).

O é&cido copalico foi identificado no 6leo de Copaifera multijuga Hayne em estudo in
vivo, de avaliacdo anti-inflamatdria e antinociceptiva das fracdes metanolica, hexanica e
cloroférmica do 6leo de Copaifera multijuga Hayne. O acido copalico foi identificado na
fracdo metandlica (fracdo acida), e os pesquisadores observaram que esta fragdo na dose de
150 mg/kg, bem como as outras fragdes mostraram acdo anti-inflamatdria e antinociceptiva
(GOMES et al., 2010).

2.3 Dor e nocicepcéo

A dor pode ser caracterizada como uma experiéncia singular que o ser humano sente,
influenciada por diversos fatores como emocéo, cognicdo, memoria, além do préprio meio
social. Estas experiéncias sdo ocasionadas por sensores neuroanatdmicos, vias especificas que
permitem a sua deteccdo e o seu estimulo (ALMEIDA et al., 2004; FARQUHAR-SMITH,
2008).

A associagdo Internacional para o estudo da dor (IASP) define a dor como sendo uma
experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada com uma lesdo tecidual real ou
potencial ou descrita em termos de tal lesdo (ALMEIDA et al., 2004).

A dor pode ser classificada como aguda ou crbnica de acordo com o seu tempo de
duracdo. A dor aguda caracteriza-se por uma resposta organica protetora, causada por um
estimulo nociceptivo que alerta o individuo a uma lesdo nos tecidos, (BASBAUM et al.,
2009). A dor crénica, por outro lado, persiste por um periodo prolongado, ela esta associada a

processos patoldgicos cronicos, causando sofrimento (ALMEIDA et al., 2004).

A dor cronica intensa pode ser denominada como dor neuropética. Esta é ocasionada
por qualquer tipo de alteracdo do sistema nervoso somatossensorial, que altera a sua estrutura

e funcdo de modo que a dor ocorre espontaneamente (COSTIGAN et al., 2009).

O componente fisiologico da dor € a nocicepgdo, esta Ultima refere-se aos sinais que
chegam ao sistema nervoso central (SNC) resultante da ativagdo dos receptores sensoriais
especializados, denominados nociceptores, por estimulos aversivos térmico, quimico ou
mecanico (JULIUS e BASBAUM, 2001; BASBAUM et al, 2009; VARDEH et al., 2016).
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A nocicepgdo é mediada por fibras aferentes primarias dos nervos periféricos, que
conduzem o estimulo através das conexdes sindpticas das células nervosas transmissoras, do
local estimulado até o cérebro (COSTIGAN e WOOLF, 2000; JULIUS e BASBAUM, 2001).

A nocicepcdo consiste em traduzir, transmitir e modular o sinal gerado através das vias
nociceptivas ao SNC, através da via de trés neurénios. Os neurbnios de primeira ordem,
originados na periferia, se projetam até a medula espinhal. Em seguida os neurdnios de
segunda ordem, que ascendem da medula espinhal até o neurénio de terceira ordem, que se
projeta até o cortex cerebral (COSTIGAN e WOOLF, 2000; WOOLF e MA, 2007,
BASBAUM et al, 2009).

Os nociceptores correspondem as terminagdes nervosas livres e representam a parte
mais distal dos neurdnios aferentes de primeira ordem. Estes consistem em fibras nervosas
gue podem ser mielinizadas Ad, AB e fibras C ndo mielinizadas que conduzem os impulsos
nervosos em diferentes velocidades (JULIUS e BASBAUM, 2001; ALMEIDA et al., 2004,
BASBAUM et al, 2009).

As fibras Ad sdo menores em didmetro e estimulam a dor rapida, aguda e pontual, se
diferem das fibras AB que possuem um didmetro maior ¢ respondem a estimulos indcuos. As
fibras C, no entanto, sdo responsaveis pela conducéo lenta do impulso doloroso (JULIUS e
BASBAUM, 2001; ALMEIDA et al., 2004).

As fibras Ad medeiam a primeira dor, representada pela dor aguda, passageira
conduzida a uma velocidade de (5-20 m/s) que aparece logo ap6s a lesdo tecidual. Enquanto
que as fibras C medeiam a segunda dor, uma dor mais latente e difusa, que se propaga por
mais tempo a uma velocidade de (0.5-2.0 m/s) (ALMEIDA et al., 2004; FARQUHAR-
SMITH, 2008).

As fibras Ad1 corresponde a fibras de alto limiar para receptores mecanicos que
respondem primariamente a estimulos mecanicos de alta intensidade e responde fracamente a
estimulos térmicos ou quimicos. No entanto as fibras Ad2 apresentam receptores para
estimulos mecénicos e térmicos sendo sensiveis a capsaicina a temperatura de
aproximadamente 43 °C e alguns receptores de frio intenso (-15 °C) (ALMEIDA et al., 2004).

As fibras do tipo C apresentam receptores termossensiveis reagindo ao calor e frio,
possui baixo limiar a receptores mecanicos, no entanto muitas fibras C possuem receptores de

alto limiar respondendo igualmente a estimulos térmicos e mecénicos, ou sdo sensiveis a
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estimulos mecéanicos, térmicos e quimicos, e por esta razdo sdao denominadas polimodais
(ALMEIDA et al., 2004).

As respostas dos nociceptores periféricos estimulados ocorre por despolarizacéo destes,
0 que desencadeia potenciais de acdo, dependentes de canais idnicos dependentes de voltagem
e também por receptor de potencial transitério (TRP) como o receptor vanildide de potencial
transitorio tipo 1 (TRPV1) ou capsaicina, que produzem dor ardente (FARQUHAR-SMITH,
2008; BASBAUM et al., 2009; WHITE et al., 2010).

Apbs a percepcao do estimulo pelos receptores, ocorre uma despolarizacdo e geracao de
um potencial de acdo por toda a fibra (COSTIGAN et al., 2009). Os impulsos nervosos se
conectam por sinapses a outros neuronios, decorrem em uma complexa rede neural que
comeca da espinha, ascende até o tdlamo, para as areas sensoriais do cortex onde supde-se a
percepcao dor (WOOLF e SATER 2000; WOOLF et al., 2010).

Esta informacdo ascendente também estimula os neurénios das vias de projecbes da
medula rostroventromedial (RVM) e da substdncia cinzenta periaquedutal (PAG) que
envolvem os sistemas descendente de feedback que regulam a saida a partir da medula
espinhal (FARQUHAR-SMITH, 2008; BASBAUM et al., 2009; BUSHNELL et al., 2013).

As vias de projecdo envolvem opidides enddgenos, que se ligam nas regides da via
descendente nos receptores opidides que sao expressos no corno dorsal da medula espinhal,
incluindo RVM e PAG e nas regides do cortex exercendo acOes analgésicas potentes em
ambas as transmissao e percepc¢do da dor (BUSHNELL et al., 2013).

Os receptores opidides também sdo expressos em estruturas limbicas, mesencéfalicas e
corticais. A ativacao de receptores opiodides nestes locais inibe diretamente os neurdnios, que
por sua vez inibem a transmisséo da dor na medula espinhal. Atualmente s&o trés os principais
receptores opidides u, k e 3, localizados no sistema nervoso, os principais efeitos analgésicos
dos medicamentos da classe dos opidides sdo mediados por esses receptores (Al-HASANI e
BRUCHAS, 2011).

2.3.1 Mecanismos envolvidos no sinal da dor

A propagacdo da dor sera iniciada apos deteccdo do estimulo nocivo pelos receptores
nocivos: 0s nociceptores que sdo amplamente encontrados em varias regides do corpo
(FARQUHAR-SMITH, 2008). Os receptores especificos para a dor estdo localizados nas

terminacbes de fibras nervosas Ad e¢ C, estes medeiam a primeira e Ssegunda dor
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respectivamente (JULIUS e BASBAUM, 2001; ALMEIDA et al., 2004; FARQUHAR-
SMITH, 2008).

Apo6s a estimulagdo dos nociceptores aferentes primérios, ocorrerd a transmissao das
informac@es nocivas para 0s neurénios de projecao dentro do corno dorsal da medula espinal.
Um subconjunto destes neurbnios de projecdo transmite a informacdo para o cortex
somatossensorial através do talamo, fornecendo informagdes sobre a localizacdo e a
intensidade do estimulo doloroso. Ha outros neurdnios de projecdo que envolve os cortices
cingulados e insular através de conexdes no tronco cerebral (nucleo parabraquial) e a
amigdala, contribuindo para o componente afetivo da experiéncia da dor (BASBAUM et al,
2009).

Os terminais centrais das fibras aferentes terminam no corno dorsal da medula espinhal,
que sdo formadas por seis laminas que respondem a estimulos nociceptivos inibitdrios e
excitatorios, além dos estimulos mecanico e térmicos que se conectam com as fibras Ad, AP e
C (ALMEIDA et al., 2004; D'MELLO e DICKENSON, 2008). As fibras nociceptivas Ad
projetam-se para as laminas | e V e as fibras nociceptivas C para as laminas | e 11, entretanto
as fibras aferentes AP que respondem a estimulos indcuos atingem laminas mais profundas
(I = V1) (ALMEIDA et al., 2004; D'MELLO e DICKENSON, 2008; BASBAUM et al,
2009).

ApoOs uma intensa estimulacdo ou uma lesao persistente, os nociceptores ativados Ao e
C lancam uma variedade de neurotransmissores, incluindo substancia P e glutamato
(BASBAUM et al, 2009; WANG et al., 2009).

A substancia P é um neuropeptideo que € interligado em nociceptores aferentes
primarios levando estes a responder a estimulos noxico, responsavel pela despolarizacdo
prolongada lenta dos neurdnios através do N-metil-D-aspartato (NMDA) levando a estado de
dor persistente (D'MELLO e DICKENSON, 2008; FARQUHAR-SMITH, 2008).

O glutamato é um aminoéacido neurotransmissor essencial para a sinalizacdo de dor em
todos os niveis anatdmicos, ele € um neurotransmissor excitatorio, que exerce seu efeito nos
receptores dos neurdnios espinhais pds-sinapticos, levando a despolarizacdo da membrana via
trés subclasses de receptores: 4&cido o-amino-5- hidroxi-3-metilisoxazol-4-propiénico
(AMPA), NMDA e os receptores da familia do receptor metabotropico para o glutamato
(MGIUR) (D'MELLO e DICKENSON, 2008).
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Nas vias ascendentes ocorre a interacdo de neurbnios de primeira ordem com o0s
neuronios de segunda ordem no corno dorsal da medula espinhal, onde se observa feixes de

interacdo monossinapticas e polissinapticas (ALMEIDA et al., 2004).

Os feixes ascendentes possuem dois sistemas filogenéticos diferentes. O primeiro
atravessa a regidao média do tronco cerebral, e é formado pelos feixes paleospinotalamico,
espinoreticular, espinomesencefélico, espinoparabraquio-amigdaloide, espinoparabraquio-
hipotalamica e espinohipotalamico. O segundo ocupa a regido lateral do tronco cerebral e
consistem nos feixes neoespinotalamico, espinocervical e feixe pos-sinaptica do corno dorsal
(ALMEIDA et al., 2004).

Além das vias ascendentes, também ocorrem as vias descendentes que sdo originadas no
tronco encefalico, no hipotalamo, no cértex e no talamo, que sdo interligados com fibras que
partem de sistemas corticais e diencefalicos em direcdo a PAG, areas do bulbo rostroventral,
especialmente o nucleo magno da rafe (NRM) e as estruturas adjacentes da RVM, que
exercem um papel na modulagdo e integracdo das mensagens nociceptivas no corno dorsal
(MILLAN, 2002; MASON, 2005; D'MELLO e DICKENSON, 2008).

Os mecanismos das vias descendentes modulam as respostas nociceptivas ao exercer
suas acGes em neurbnios primarios aferentes, nos neurdnios intrinsecos do corno dorsal,
através da inibicdo dos neurdnios excitatorios do corno dorsal superficial, mediada por uma
conexao pos-sinaptica que ocorre a partir da PAG sobre a atividade das fibras C impedindo a

transmissdo da informacdo para o corno dorsal profundo (HEINRICHERA et al., 2009).

Os mecanismos das vias descendentes incluem as fibras serotoninérgicas e
noradrenérgicas, estas fibras descendentes suprimem a transmissdo da dor nos neurdnios
nociceptivos da medula espinhal presumivelmente por neurdnios sensoriais aferentes
hiperpolarizante usando opidides endégenos, ou serotonina e norepinefrina como principais
mediadores inibitérios (MARKS et al., 2009).

2.3.2 Dor como um sinal de inflamagéo

A dor tem um papel fisiologico importante, desempenhando um sinal de alerta para a
percepcao de algo que esteja ameacando a integridade fisica do organismo (ALMEIDA et al.,
2004).

A dor inflamatéria desenvolve-se quando ocorre um aumento da sensibilidade dos
nociceptores por um trauma, infeccdo, respostas imunes inadequadas, tumores, entre outros,

sendo um sinal de alerta importante que ajuda a evitar danos aos tecidos (WOOLF, 2010).
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No processo inflamatorio ocorre a liberacdo dos mediadores quimicos, estes podem
atuar diretamente com 0s seus receptores cognatos encontrados em fibras aferentes primarias,
contribuindo para excitacdo dos neurdnios. Além disso, alguns destes agentes inflamatorios
também ativam os canais i0nicos (receptores ionotrépicos) encontrados nesses neurdnios ou
afetam a sensibilidade e a expresséo destes. Esses receptores sdo componentes importantes do
mecanismo pelo qual os agentes inflamatdrios excitam as fibras aferentes primarias para

resultar em condic@es de dor periférica (WHITE et al., 2010).

Dentre os mediadores inflamatorios cujos terminais periféricos de nociceptores
expressam receptores estdo o IL-1B, TNF-a, quimiocinas, tais como a proteina quimiotatica
de mondcitos-1 (MCP-1), prostaglandinas PGE; e PGl,, bradicininas, fatores de crescimento
do nervo, purinas, aminas, ions, e muitos outros, que acabam aumentando a sensibilidade dos
terminais periféricos de nociceptores no tecido inflamado, denominado sensibilizacdo
periféricas, e contribui para a hipersensibilidade, dor inflamat6ria ou hiperalgesia primaaria
(BASBAUM et al., 2009; WHITE et al., 2010; CHEN et al., 2013).

Apo6s a estimulacéo periférica, o segundo mecanismo de hipersensibilidade a dor € a
denominada sensibilizacdo central que ocorre através do estimulo de liberacdo de
neurotransmissores como o glutamato e substancia P que a partir dos nociceptores terminais
centrais aumentam a liberagdo de PGE,, IL-1p e TNF-a (CHEN et al., 2013).

Os processos subjacentes da sensibilizacao central refletem a plasticidade dos receptores
nociceptivos que séo invocados pela lesdo. Eles sdo geralmente reversiveis dentro de horas a
dias, seguindo respostas adequadas (por exemplo, em dor pos-operatéria) (CHEN et al.,
2013). Em casos de doencas com inflamacé&o cronica, pode ocorrer modificacdo persistente da
arquitetura dos nociceptores, que podem ocasionar mudancas de longa duracdo na sua
capacidade de resposta, que contribuem para a ocorréncia da dor crénica (COSTIGAN et al.,
2009; CHEN et al., 2013).

2.4 Inflamacao

A inflamagdo é considerada uma resposta adaptativa do organismo, frente a uma
invasdo por microrganismos causadores de doencas (patdgenos), ou também pode ser
observada quando ocorre um tipo de lesdo tecidual quimica ou fisica (MEDZHITOV, 2008;
WILTING et al., 2009; FULLERTON e GILROY, 2016).
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A resposta inflamatoria pode ser aguda, que € uma resposta natural do organismo e
ocorre imediatamente apds o dano tecidual, servindo como um mecanismo essencial para
promover a cura da infeccdo ou lesdéo (MEDZHITOV, 2008; BASIL e LEVY, 2016).

No entanto se a resposta inflamatdria persistir, esta é classificada como uma inflamacéao
crbnica, que € associada com o mau funcionamento do tecido, isto &, com o desequilibrio
homeostatico de um dos vérios sistemas fisioldgicos que ndo estdo diretamente relacionadas

funcionalmente a defesa do hospedeiro ou reparacgéo do tecido (MEDZHITOV, 2008).

A inflamacéo possui cinco sinais clinicos, denominados sinais cardinais da inflamacéo:
rubor (vermelhiddo), edema (inchaco), calor, dor e perda da funcdo. Esses sinais sao
manifestacbes decorrentes de um complexo mecanismo bioquimico ocasionado pelos
mediadores inflamatorios a fim de manter a homeostase (BASIL e LEVY, 2016; STEWART
e COOKSON, 2016).

A resposta inflamatéria é iniciada pelos indutores de inflamacdo como o trauma,
alteracdes tissulares e infeccdes. Eles ativam os mediadores especializados, que em seguida
induzem a producdo de conjuntos especificos de mediadores. Os mediadores, por sua vez,
alteram os estados funcionais de tecidos e 6rgdos em uma maneira que lhes permite
adaptarem-se as condicdes indicadas pelo determinado indutor de inflamagdo, formando
complexas redes reguladoras (NATHAN, 2002; MEDZHITQOV, 2008).

Os mediadores inflamatdrios, entre eles o Oxido nitrico, prostaglandinas e histamina,
sdo responsaveis pela vasodilatacdo de artérias e arteriolas, o que resulta no aumento do fluxo
sanguineo. Em seguida ocorre a reducéo desse fluxo e aumento da permeabilidade vascular, o
que favorece a migracao de leucdécitos e proteinas para o local da lesdo (CUZZOCREA et al.,
2004; MARTELL et al., 2010).

O exsudato inflamatdrio ocorre devido aos efeitos dos mediadores inflamat6rios no
local, que aumentam a permeabilidade vascular apo6s ativacdo do endotélio dos vasos
sanguineos, e permitem a transmigracdo dos leucocitos, que passam para o tecido inflamado
através de um processo que se apresenta em seis eventos: marginagdo, rolamento, ativacgéo,
adesdo, diapedese (transmigracdo atraves do endotélio) e quimiotaxia (migracdo no tecido

intersticial em resposta ao estimulo quimiotatico) (CONE, 2001, LEY et al., 2007).

A migracdo dos leucacitos, tais como os neutréfilos para o local da inflamagdo ocorrem
atraves da interacdo destes com as células endoteliais. Este processo é ativado por mediadores

pré-inflamatorios como interleucina (IL-1B) e fator de necrose tumoral o (TNF-a). Estes agem
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sinergicamente aumentando a expressao de moléculas de adesdo nas células endoteliais com
receptores em leucdcitos. Desta forma promovem o rolamento, adesdo e transmigracdo
extravascular (CONE, 2001; POBER e SESSA, 2007).

Ao chegarem ao local de acéo, os neutrofilos tornam-se ativados por contato direto com
agentes patogénicos ou por acdes de citocinas segregadas por células do tecido residente.
Uma vez ativados, eles liberam seus conteudos tdxicos dos granulos sobre os agentes
invasores, a fim de tentar combate-los. Os contetdos toxicos podem ser espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS). Estes efetores sdo altamente potentes
e podem causar danos ao hospedeiro, pois ndo sabem diferenciar as suas células e o agente
agressor (MEDZHITQOV, 2008).

Os mediadores sdo formados e liberados, concomitante ou sequencialmente, no local da
lesdo. Estes, em seguida, promovem os eventos celulares e vasculares. Assim as células que
sdo restritas aos vasos sanguineos ganham acesso ao local da infeccdo ou lesdo através das

vénulas pos-capilares, formando o edema (MEDZHITOV, 2008).

A origem destes mediadores pode ser plasmatica ou celular. Os sistemas complemento
(proteinas C3a e C5a) e de coagulacdo, o fibrinolitico e as cininas sdo mediadores plasmaticos
e necessitam ser ativados para promover os seus efeitos bioldgicos (MEDZHITOV, 2008;
ROCK e KONO, 2008, BASIL e LEVY, 2016).

Entre os mediadores de origem celular estdo histamina, serotonina, fator de ativacao
plaquetaria (PAF), citocinas, prostaglandinas, leucotrienos, metabolitos do acido araquidénico
e os radicais livres derivados do oxigénio, que podem ser pré-formados ou sintetizados nas
células ativadas, apds um estimulo (NATHAN, 2002; MONTUSHI, 2007; MEDZHITQV,
2008).

Os mediadores plasmaticos, como o fator de Hageman (fator XIlI da cascata de
coagulacdo), causam vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. As proteinas do
sistema complemento promovem o recrutamento de granulécitos e mondcitos e induzem a
degranulacdo de mastdcitos, afetando a vasculatura (MEDZHITOV, 2008). Estes mediadores
séo pré-formadas e circulam como precursores inativos no plasma (ROCK e KONO, 2008). A
concentragdo no plasma destes mediadores pode aumentar marcadamente conforme o
aumento da secrecdo dos precursores pelos hepatocitos durante a resposta de fase aguda
(MEDZHITOV, 2008; ROBINSON et al., 2016).
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Os mediadores celulares podem ser produzidos por leucocitos especializados
(particularmente nos macrdfagos e mastocitos residentes no tecido) ou pelas células presentes
nos tecidos locais. Eles possuem efeitos na vasodilatagdo e permeabilidade vascular, séo
responsaveis pela hiperalgesia, e sdo indutores da febre (ZHANG e AN, 2007; MEDZHITQV,
2008).

A histamina ¢ uma amina bésica e tem participacdo importante em fenémenos
inflamatorios. Ela é liberada através da desgranulacdo de mastdcitos, basofilos e plaquetas por
acdo de mediadores inflamatdrios como o fator de crescimento neural (NGF). E segregado
guando os componentes do complemento C3a e C5a interagem com receptores de membrana
especificos ou quando o antigeno interage com imunoglobulina E (IgE) fixada em células
(WHITE et al, 2010). Isto induz um aumento da vasodilatagdo e da permeabilidade vascular
(MEDZHITOV, 2008). No organismo, a histamina se liga a quatro classes de receptores, Hi,
H,, Hz e H4, desempenhando um papel importante em doencas alérgicas e autoimunes
(RABER, 2007; WHITE et al, 2010).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é encontrada principalmente nas células
gastrointestinais, nas plaquetas do sangue e do SNC (BERGER et al., 2009). Na inflamacéo
local (intestinal) ou periférica, a 5-HT é liberada pelas células enterocromafins ou pelas
plaquetas, aumentando o processo inflamatdrio ao promover o recrutamento de mastocito,
eosinofilos, células dendriticas e neutréfilos na inflamacdo aguda. Participam também no
processo de vasodilatacdo e permeabilidade vascular (BOEHME et al., 2004; MEDZHITQOV,
2008, SHAJIB e KHAN, 2014).

As citocinas sdo produzidas por vérias células, principalmente por celulas T (Th) e por
macrofagos, elas sdo os efetores da resposta inflamatéria, como o fator de necrose tumoral a
(TNF-a) e interleucinas como IL-1, IL-6, IL-8 (ZHANG e AN, 2007). As citocinas tém uma
variedade de efeitos, inserindo expressao da molécula de adesdo, quimiotaxia e ativacao de
outras vias inflamatdrias, incluindo a ativacdo do endotélio e por sequente migracdo de
leucdcitos e inducéo da resposta de fase aguda (POBER e SESSA, 2007; BARTON, 2008;
MEDZHITOV, 2008).

O acido araquiddnico é o precursor de eicosanoides (substancias geradas localmente),
gue exercem seus efeitos também no local. Os mediadores eicosanoides compreendem as
prostaglandinas, os tromboxanos, os leucotrienos e produtos derivados de isoenzimas
localizadas no citocromo P-450 (SIMMONS et al., 2004). As prostaglandinas PGE2 e a PGI2

regulam o fluxo sanguineo, enquanto que os leucotrienos LTC4 e LTD4 regulam a
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permeabilidade vascular, além disso, os neutrofilos transmigram para gradientes quimiotaticos
de leucotrieno B4 (LTB4) (BASIL e LEVY, 2016).

A cascata do 4cido araquidénico (Figura 4) acontece em resposta a um estimulo lesivo,
que estimula citocinas pro-inflamatdrias como a IL-1 a ativar a enzima fosfolipase A2 (PLA,)
presente nos leucocitos e plaquetas. Esta por sua vez degrada os fosfolipideos da membrana
resultando no acido araquidénico. (FUNK, 2001). Este ultimo sofre oxidacdo enzimatica por
lipoxigenase, que forma os leucotrienos e lipoxinas e por ciclooxigenase que forma
prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos (FUNK, 2001; MEDZHITOV, 2008).
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Figura 3: Cascata do &cido araquiddnico: formacdo de eicosanoides.
Fonte: Adaptado de HILARIO, 2006.

A sintese das prostaglandinas inicia-se com a atividade das ciclooxigenases, que oxidam
0 &cido graxo precursor, formando o endoperoxido ciclico alcoolico (PGG;). Em seguida, a
peroxidade converte 0 PGG, em endoperdxido-hidropéroxido ciclico (PGH,) e entdo essas
prostaglandinas serdo transformadas em prostaciclinas, tromboxano A, e em prostaglandinas
PGE,, PGF, e PGD; (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011).

As prostaglandinas PGE, e PGI, (prostaciclina) estdo envolvidas em processos
fisioldgicos e patologicos, incluindo vasodilatacdo, e hipersensibilidade da dor (hiperalgesia),
modulando multiplos locais nas vias nociceptivas. Promovendo também a elevagdo da
temperatura corpdrea ao ativar os canais de TRPV1 (MEDZHITOV, 2008; CHEN et al,
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2013). No trato gastrintestinal a PGE, e PGI, séo citoprotetoras da mucosa gastrica, pois
diminui a secrecdo gastrica, aumenta o fluxo sanguineo local, e na superficie da camada da
mucosa gastrica (PARENTE e PERRETTI, 2003).

Os leucotrienos séo potentes mediadores pro-inflamatorios. Também sdo sintetizados a
partir do acido araquidonico pelas enzimas 5-lipoxigenases, estimulam diretamente e
indiretamente proliferacdo de fibroblastos e sintese de colageno (MONTUSHI et al., 2007). O
principal leucotrieno envolvido na resposta inflamatéria aguda é o LTB4, sendo um
importante agente quimiotatico tanto para neutrofilos quanto para macréfagos. A elevacao de
LTB4 tem relacBes com varias doencas inflamatorias tais como asma, doenca pulmonar
obstrutiva cronica e artrite (NATHAN, 2002).

2.5 Tratamento farmacoldgico para a inflamacéo

Os agentes anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) sdo farmacos que combatem a
inflamacéo e possuem muitas aplicacdes entre as quais no tratamento da dor aguda, e alivio da
dor associada a condicdo crénica como osteoartrite e artrite reumatoide (HARIRFOROOSH et
al, 2013). Desta forma, os AINEs estdo entre 0s agentes terapéuticos mais amplamente
utilizados no mundo (SOSTRES, et al, 2010).

Estes farmacos agem pela inibicdo da ciclooxigenase (COX), que € responsavel pela
transformacdo do &cido araquidénico em prostaglandina (HARIRFOROOSH et al, 2013).
Existem dois subtipos de ciclooxigenases, a COX-1 que catalisa a sintese das prostaglandinas
constitutivas e a COX-2 que € ativada nas células inflamatdrias pelas citocinas inflamatorias
primarias, IL-1 e 0 TNF-o (SIMMONS et al., 2000; PARENTE e PERRETTI, 2003).

A COX-2 possui um papel significativo nas inflamagdes, principalmente na
hiperalgesia, enquanto que a COX-1 é expressa em Vvarios 0rgdos, sendo importante mediador
das funcdes renal, reprodutiva e nervosa, contribuindo também para a citoprotecdo da mucosa
digestoria e para o controle da hemostasia sanguinea (SIMMONS et al., 2000; PARENTE e
PERRETTI, 2003, CHEN et al, 2013).

Além da atividade anti-inflamatoria, os AINEs também possuem acdo analgésica e
antipirética (HARIRFOROOSH et al, 2013; KAWAHARA et al, 2015). O efeito analgésico,
associado a inflamagdo, também se deve ha redugdo de prostaglandinas, bem como de
bradicinina, que sensibilizam os nociceptores (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011). Ja seu
efeito antipirético esta relacionado com a inibicdo das prostaglandinas no hipotalamo, que
ocorre durante um processo infeccioso, atraves da liberacdo de IL-1. Esta IL-1 estimula a
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producdo de prostaglandinas do tipo E no hipotalamo, que por sua vez induzem a elevacédo do
ponto de ajuste da temperatura (SIMMONS et al., 2000).

Os AINEs sdo as drogas mais largamente prescritas e utilizadas desde que o acido
acetilsalicilico, foi patenteado como aspirina no inicio do seculo XX (SIMMONS et al.,
2000). Nas decadas de 60 e 70 foram lancados muitos anti-inflamatorios no mercado entre
eles o ibuprofeno, a indometacina e o diclofenaco (SIMMONS et al, 2000; CURIEL e KATZ,
2013).

Esses AINEs convencionais, no entanto, além da acdo terapéutica, exercem efeitos
colaterais indesejados, sobretudo no trato gastrointestinal e nos rins. Podem ocasionar
também aumento de problemas cardiovasculares (SIMMONS et al, 2000; CURIEL e KATZ,
2013). Sabe-se que a maioria dos efeitos indesejados dos AINEs devem-se a inibicdo da COX
e, consequentemente, das suas fungdes bioldgicas (GAJRAJ, 2003; JONES et al, 2008).

Entre os medicamentos que também sdo usados para tratar a inflamacdo estdo os
chamados anti-inflamatérios esteroidais (AIEs), glicocorticoides ou corticosteroides, que sao
usados em varias especialidades médicas como imunossupressor e em dermatologia
(PEREIRA et al., 2007).

Os glicocorticoides agem na inflamacdo através da diminuicdo de moléculas pro-
inflamatdrias como interleucinas, fatores de adesdo, fatores de crescimento e proteases
(PAINE e ADCOCK, 2000; TRACEY 2002). No aumento das proteinas anti-inflamatdrias
anexinas 1 e 2 com subsequente inibicdo da fosfolipase A,, 0 que reduz a sintese de
prostaglandinas e leucotrienos pelo acido araquiddnico e também na inibicdo da COX 2
(MOORE e HOULT, 1980; WALNNER et al., 1986; SIMON, 1999).

2.6 Nanocarreadores (Argilas e Argilominerais)

Atualmente sdo muitos os materiais estudados para fins manter uma liberacéo
prolongada de medicamentos, os chamados nanocarreadores (GUNDUZ et al, 2013; OBEROI
et al, 2013). Entre esses matérias encontram-se as argilas, que sdo comumente definidas como
materiais naturais, terrosos, de granulacdo fina. As argilas possuem um diametro inferior a 2
pm, e sdo constituidas por compostos minerais. Entre os minerais que fazem parte das argilas
estdo os quartzo, feldspato, carbonatos, 6xidos metalicos, que compreendem cerca de 10% das
argilas, os outros 90% sdo argilominerais, por isso as argilas sdo comumente chamadas de
argilominerais (COELHO e SANTOS, 2007a; TEIXEIRA-NETO e TEIXEIRA-NETO,
2009).
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Os argilominerais (filossilicatos), sdo constituidos por elementos quimicos como Al, Fe
e Mg hidratados, com estruturas cristalinas em camadas de forma hexagonal, condensados em
folhas de hidroxidos de metais trivalentes e divalentes. Eles apresentam estruturas em
camadas, sdo hidrofilicos e conferem propriedades de plasticidade as argilas (COELHO e
SANTOS, 2007a; TEIXEIRA-NETO e TEIXEIRA-NETO, 2009).

Os diferentes argilominerais sdo classificados conforme a composicdo quimica e
estrutura cristalina das folhas tetraédricas e octaédricas, formando as lamelas. S&o
classificados em grupo 1:1 e 2:1. Entre as estruturas 1:1 esta a caulinita (mais abundante) e
entre as estruturas 2:1 encontra-se o talco-pirofilita (COELHO e SANTOS, 2007a;
TEIXEIRA-NETO e TEIXEIRA-NETO, 2009).

As argilas geralmente sdo materiais encontrados na natureza. Poucas sdo argilas
industriais ou argilas especiais. Entre as industriais, estdo a caulinita (caulin), talco,
montmorilonita (bentonita); vermiculita e amianto crisotila. J& as argilas especiais foram
desenvolvidas comercialmente para produtos novos ou incomuns, ou para aplicagoes
especificas, entre as quais estdo a hectorita, sepiolita e bentonita branca (COELHO e
SANTOS, 2007a).

A possibilidade de modificacdo superficiais das argilas permite o desenvolvimento do
seu uso para diversos tipos de aplicacGes tecnoldgicas, bem como a geracdo de novos
materiais. Devido as propriedades que esses materiais apresentam tais como inchamento,
adsorcdo, plasticidade e propriedades reoldgicas e coloidais tornam-nas interessantes para
essas diferentes aplicacBes (PAIVA et al.,, 2008; TEIXEIRA NETO e TEIXEIRA-NETO
2009).

Uma das aplicagbes das argilas na qual vem sendo direcionada € na ciéncia dos
materiais, onde se busca a obtencdo das argilas organofilicas (argilas que contém moléculas
organicas intercaladas entre as camadas estruturais) para aplicacdo em nanocompositos
poliméricos (PAIVA et al., 2008).

Os nanocompdsitos sdao materiais formados por hibridos lamelares de materiais
organicos e inorganicos, onde a fase inorganica esta dispersa em nivel nanométrico em uma
matriz polimérica, onde a fase inorganica pode ser de argila montmorilonita (PAIVA e DE
MORALES, 2006).

As argilas e os argilominerais, naturais e sintéticos, sdo chamadas de “argilas

cationicas” pelas suas propriedades e estruturas cristalinas. Hidroxidos metalicos duplos
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podem ser sintetizados com estruturas em camadas (hidréxidos duplos lamelares) geralmente
do tipo da brucita, Mg(OH), cristalino com uma deficiéncia de carga negativa estrutural, que
é balanceada por anions, mas com as mesmas propriedades fisicas e quimicas das argilas
catibnica. Por esse motivo sdo chamadas de “argilas anionicas” (COELHO e SANTOS,
2007b).

2.7 Hidroxidos Duplos Lamelares e Nanocarreamento de farmacos

Os sistemas de liberacdo de drogas atuam como reservatorios de farmacos, isto é, como
sistema de liberacdo sustentada (ALLEN e CULLIS, 2004). Entre esses encontram-se 0S
nanocarreadores que sdo materiais ou dispositivos de escala hanométrica (abaixo de 1 pm),
feitos de diferentes materiais biodegradaveis naturais ou polimeros sintéticos, lipidos ou
fosfolipidos ou de compostos organometalicos. Os nanocarreadores incluem uma variedade
de sistemas tais como os polimeros, os microtubulos, lipossomos, entre outros (SANTILLI et
al., 2009; GUNDUZ et al., 2013).

O nanocarreamento de farmacos exibe muitas vantagens, ja que ocorre um alcance na
minimizacdo da flutuacdo dos niveis plasmaticos e, portanto, reducdo dos efeitos colaterais
dos farmacos, particularmente daqueles de elevada toxicidade, bem como maximizacdo da
resposta terapéutica desejada através (FRUTOS e DE VILLA, 2004; JAMZAD e FASSIHI,
2006).

Os hidroxidos duplos lamelares (HDLs) sdo um tipo de nanocarreadores, conhecidos
como compostos do tipo hidrotalcita, ou também como argilas aniénicas, sdo materiais
hibridos solidos inorganicos. Os HDLs apresentam estruturas bidimensionalmente
organizadas e poros flexiveis como os argilominerais (DEL ARCO et al., 2004, BI et al.,
2014). Os hidroxidos duplos lamelares podem ser representados pela seguinte formula geral:

[M:Z, M7 (OH)](A™)xn.mH20

Onde: M = ion metalico
A" = anion interlamelar

X = fracdo molar de M**
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Os HDLs possuem ocorréncia natural e também podem ser sintetizados em laboratorio.
Esta sintese ocorre por meétodos diretos, dos quais o mais utilizado é o método de co-
precipitacdo, ou metodos indiretos, como troca anidnica usando HDLS como precursores
(CAOetal., 2011, Bl et al., 2014).

Os HDLs também podem ser formados por uma reacdo de calcinacdo-reidratacdo (ou
reconstrugdo). Este método consiste na mistura dos 6xidos metalicos formados por calcinacéo
de um precursor de HDL. Também podem ser re-hidratados na presenca de moléculas de
farmaco para reformar a estrutura de HDL com os anions de farmacos intercalados. Algumas
moléculas neutras também podem ser intercaladas com anions por este método. O método
hidrotérmico, no entanto, € usado principalmente para melhorar a cristalinidade e
uniformidade de HDLs e pode ser menos aplicavel no caso de nanohibridos de droga-HDL se

o farmaco tiver relativamente baixa estabilidade térmica (Bl et al., 2014).

A sintese dos HDLs ocorre tanto na forma de cations bivalente como trivalente ou
anions interlamelares, que podem ser de origem natural inorganica ou organica (CAO et al.,
2011). Estes sélidos podem trocar os anions interlamelares, inorganica como carbonato e
nitratos, e organica tais como carboxilatos alifaticos, sulfonatos e fosfonatos (JAUBERTIE et

al., 2006). A representacdo esquematica da estrutura dos HDLs é apresentada na Figura 4.
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Figura 4: Estrutura dos Hidréxidos duplos lamelares (HDLS).
Fonte: Bl et al, 2014.

Os HDLs tiveram um grande interesse nas ultimas décadas, em diferentes campos, por
causa das suas propriedades especificas, como as propriedades acido-base, a propriedade de
mistura homogénea de elementos dispersos intercalados nas camadas, a capacidade de
recuperar a sua estrutura em camadas originais quando misturados em o0xidos e a capacidade

de troca ibnica associada a um cation ndo-bivalente (RIVES et al., 2013).
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Dentre as aplicacbes dos HDLs mais utilizadas em estudos, estdo a utilizacdo desses
compostos como excipientes farmacéuticos e em particular, como veiculos de entrega de
drogas (CAO et al., 2011; RIVES et al., 2013; GU et al., 2014).

Os anions dos farmacos séo liberados do invélucro de HDL por difusdo da camada
intercalar de HDL e ou pela dissolucdo da camada de HDL, e a liberacdo do farmaco
apresenta um perfil de liberacdo sustentada, em que ocorre uma liberacéo inicial elevada que
pode rapidamente estabelecer a dose terapéutica e a liberagdo prolongada subsequente

mantém esta dose por um periodo de tempo (GU et al., 2014).

Os HDLs constituidos principalmente por magnésio e aluminio, que apresentam
toxicidade nula, provavelmente estejam entre os solidos mais promissores no uso como
suporte, armazenamento e liberacdo gradual e controlada de farmacos, tais como anti-
inflamatdrios ndo esteroidais e anticancerigeno (AMBROGI et al., 2003; GORDIJO et al.,
2005; CUNHA et al., 2016; SENAPATI et al., 2016). Dentre os estudos de intercalacdo de
farmacos com HDLs, estdo alguns anti-inflamatérios como indometacina (DEL ARCO,
2004), diclofenaco (CAO et al., 2011), naproxeno e ibuprofeno (GU et al., 2014).

Muitos pesquisadores tém conjugado uma variedade de forma negativa de
medicamentos citotoxicos em HDLs e com sucesso 0s entregou nas células com propriedades
de liberacdo controlada (Bl et al., 2014; ZHANG et al., 2014). Também observou-se um
efeito positivo de HDLs intercalado em drogas anticancerigenas, como o0 metotrexato

mostrando um efeito reduzido das células cancerigenas (KIM et al., 2014).

Os HDLs sdo um dos diversos meios de liberacdo controlada de farmacos, sendo um
nanocarreador em que ndo acumula as particulas nas células devido a sua alcalinidade e
capacidade de degradacdo em meio &cido, outras nanoparticulas inorgénicas como silicatos
mesoporosos podem ser conjugadas em farmacos, sondas e biomoléculas (KUTHATI et al.,
2015). Assim, é altamente vantajoso se concentrar pesquisas no desenvolvimento de veiculos
de distribuicdo de drogas, tanto com HDLs quanto com outras formas de nanocarreadores de

liberacdo controlada de farmacos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria da fracdo &cida do o6leo de

copaiba, e da fracdo &cida do 6leo de copaiba intercalada em Hidroxidos Duplos Lamelares.

3.1 Objetivos especificos

Determinar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria da fracdo &cida do éleo de
copaiba, e da fragdo 4cida do 6leo de copaiba intercalada em Hidroxidos Duplos Lamelares in
vivo, atraves da (0):

- Determinacdo da Dose Efetiva Mediana (DEso).

- Teste da contorcdo abdominal induzido pelo &cido acético.

- Teste da formalina.

- Dermatite induzida pelo 6leo de croéton.

- Teste do edema de pata induzido por carragenina.

- Teste da peritonite, induzida por carragenina.
Analisar o efeito farmacoldgico exercido pela fragdo &cida do 6leo de copaiba, em

nanocarreadores de drogas, através da:

- Administracdo previa dos tratamentos em 1h, 24h ou 48h antes de cada experimento.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Oleo de copaiba

O oleo de copaiba foi adquirido no mercado Ver-o-Peso em Belém-Pard, para a
obtencdo da fracdo acida do 6leo de copaiba, e da fracdo &cida do 6leo de copaiba intercalada

em nanocarreadores de Hidroxidos Duplos Lamelares.
4.2 Fragdo acida do 6leo de copaiba (FAOC)

A fracdo &cida do 6leo de copaiba foi obtida pelo Laboratério de Sintese Orgénica da
Faculdade de Quimica da UFPA. A obtencdo da FAOC foi feita por extracdo acido-base, onde
foi adicionado solucdo aquosa de KOH 5% no 0leo de copaiba. A solucdo resultante foi
extraida com acetato de etila. A fase aquosa foi acidificada com HCI, e extraida com acetato
de etila. As fases organicas foram, secadas com Na,SO, anidro, filtrada e a solugéo resultante

concentrada em evaporador rotativo, fornecendo a fracéo acida.
4.3 Fracao acida do 0leo de copaiba intercalada em HDL (FAOC-HDL)

A intercalacéo da fragdo acida em HDL foi realizada pelo Laboratério de Planejamento
e Desenvolvimento de Farmacos da Faculdade de Quimica da UFPA, através do método de
coprecipitacdo a pH 10 (constante), a uma temperatura de 150°C e tempo de 72h com razéo
molar Mg2+/Al3+=2.

4.3 Animais

O projeto desta pesquisa foi submetido para apreciacido do Comité de Etica em
Pesquisas com Animais de Experimentacdo da UFPA (CEUA/UFPA) e, os animais foram
obtidos através dos pareceres de aprovacdo CEUA n° 6776250816, n° 7535231116 e n°
2652230817 (Anexos 1, 2 e 3). O manejo e uso dos animais foram de acordo com as normas
do CONCEA e orientagcdes do CEUA/UFPA.

Logo, foram utilizados camundongos (Mus musculus) swiss machos, adultos, pesando
entre 25g - 35g. Os animais foram provenientes do Instituto Evandro Chagas e mantidos em
gaiolas de polietileno (n=6/caixa) forradas com maravalha, no biotério setorial da Faculdade
de Farmacia da UFPA, sob condic¢es controladas de temperatura (22 + 3°C) e ciclo de
claro/escuro de 12 horas (6h-18h). Os animais tiveram livre acesso a agua filtrada e a ragéo

industrial especifica para roedores em forma de pellets.
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4.4 Tratamentos

Antes da realizacdo de cada teste, os animais foram deixados em jejum alimentar por
um periodo de 2 horas, para proporcionar absorcdo adequada dos farmacos. Apds esse
periodo, os grupos experimentais foram tratados pela via oral (v.0.), através de canula

orogastrica, em volume de 0,1mL/10g.

Os animais foram divididos em grupos experimentais contendo 6 animais/grupo. Os
grupos experimentais foram: o controle negativo (veiculo; 6leo de milho), controle positivo
(farmaco padrao), fracdo acida do 6leo de copaiba (FAOC), fracdo acida do dleo de copaiba
intercalada em HDL (FAOC-HDL) e grupo HDL. O grupo HDL tem por objetivo, identificar
se além de proporcionar a liberacdo sustentada, a intercalacdo em HDL interfere no efeito
farmacoldgico da FAOC-HDL. Todos os grupos foram submetidos exatamente aos mesmos

procedimentos experimentais.

A fim de avaliar o efeito farmacoldgico da fracdo acida do 6leo de copaiba intercalada
em nanocarreadores de Hidroxidos Duplos Lamelares, os grupos experimentais de animais

foram tratados 1 hora, 24 horas ou 48 horas antes de cada teste.

A distribuicdo dos animais em grupos e 0s tratamentos ocorreram conforme o

delineamento experimental abaixo informado, e demonstrado na Figura 5.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO PROJETO

|

12 ETAPA: DETERMINACAO DA DOSE EFETIVA MEDIANA

|

Sub-grupos: n=6 animais/grupo

-Dose teste 50 mg/kg (FAOC)
-Dose teste 150 mg/kg (FAOC)
-Dose teste 250 mg/kg (FAOC)

-Dose teste 100 mg/kg (FAOC-HDL)
-Dose teste 250 mg/kg (FAOC-HDL)
-Dose teste 500 mg/kg (FAOC-HDL)

N total = 36 animais

|

22 ETAPA: AVALIAGAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA

|

TRATAMENTOS DE GRUPOS EXPERIMENTAIS 1h, 24h e 48h ANTES DE CADA TESTE

Sub-grupos: n=6
animais/ grupo

-Veiculo (0,1mL/10g; v.0)
-FAOC (DEs; ; v.0)
-FAOC-HDL (DEs ; v.0)
- HDL (DEsy ; v.0)
-Indometacina (5mg/kg;
V.0.)

Sub-grupos: n=6 animais/ grupo

-Veiculo (0,1mL/10g; v.0.)

-FAOC (DEsg ; v.0)

-FAOC-HDL (DEs ; v.0)

-HDL (DEsp; v.0)

-Morfina (4mg/kg; s.c.)

-Naloxona (0,4mg/kg; i.p.)

- Naloxona (0,4mg/kg; i.p.) + FAOC
(DEsp; v.0)

- Naloxona (0,4mg/kg; i.p.) + FAOC-HDL

(DEsp; v.0)
- Naloxona (0,4mg/kg; i.p.) + Morfina
(4mg/kg; s.c)

Sub-grupos: n=6
animais/ grupo

-Veiculo (0,1mL/10g;
v.0.)

-FAQC (DEs;; v.0)
-FAOC-HDL (DEs; ; v.0)
-HDL (DEs;; v.0)

- Dexametasona
(1mg/kg:i.p.)

—

ATIVIDADE PR— L ATIVIDADE ANTI-
ANTINOCICEPTIVA INFLAMATORIA
Contorgao Abdominal Formalin Dermatite de Orelha Edema de Pata

Sub-grupos: n=6
animais/ grupo

-Veiculo (0,1mL/10g;
V.0.)

-FAOC (DEs ; v.0)
-FAOC-HDL (DEs;; v.0)
-HDL (DE4; v.0)
-Indometacina (5mg/kg
v.0.)

Peritonite

Sub-grupos: n=6
animais/ grupo

-Veiculo (0,1mL/10g;
V.0.)

-FAQC (DEs;; v.0)
-FAOC-HDL (DEs; ; v.0)
-HDL (DEsp; v.0)
-Dexametasona

(1mglkg;ip.)

Figura 5: Tratamentos e distribuicdo dos grupos experimentais para avaliacdo da atividade

farmacologica in vivo.
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4.5 Determinacgédo da Dose Efetiva Mediana (DEsg)

A dose efetiva mediana (DEsp) foi determinada através do teste de contor¢do abdominal
(KORSTER et al, 1959). Foram utilizadas as doses de 50, 150 e 250mg, para determinar a
DEs da fracdo acida do 6leo de copaiba e, as doses de 100, 250 e 500mg, para determinar a

DEs, da fragéo acida de 6leo de copaiba intercalada em HDL.

As doses para a determinacdo da DEs, foram selecionas de acordo com a literatura, em
artigos cientificos onde foram avaliadas as atividades farmacol6gicas de 6leo de copaiba
(VEIGA JUNIOR et al., 2007; GOMES et al., 2010).

Posteriormente, foi realizada a correlacdo linear entre as doses aplicadas no teste, e suas
correspondentes porcentagens de inibicdo de contorgdes abdominais. Logo, foi realizado o
teste estatistico de regressdo linear, sendo possivel encontrar a equacdo da reta e o coeficiente

de correlacdo linear, e assim, calcular a DEsg,
4.6 Avaliacdo da atividade antinociceptiva

4.6.1 Teste de contor¢do abdominal induzida pelo &cido acético

O teste de contorcdo abdominal, foi realizado de acordo com o método de Koster et al.,
(1959). As contor¢des abdominais consistem em movimentos estereotipados como: contracao
da parede abdominal, rotacdo do corpo e extensdo das patas traseiras. As contorcdes
abdominais foram induzidas através da administracdo intraperitoneal (i.p.) de &cido acético
0,6% (solubilizado em solucdo fisioldgica 0,9%), em volume de 0,1 mL a cada 10 g de peso

do animal.

A intensidade da nocicepcdo foi quantificada como o numero total de contorgdes
abdominais durante o periodo de observagdo de 20 minutos, iniciando a contagem 10 minutos
apo6s a administracdo do acido acético 0,6%. Durante o teste, os animais foram contidos

individualmente em cadmeras de observacdo com didmetro de aproximadamente 22 cm.
4.6.2 Teste da Formalina

O teste da formalina foi realizado de acordo com Hunskaar e Hole (1987). Este teste
consiste na administragdo de 20ulL de formalina (formaldeido 1% em solugdo fisiologica
0,9%) no coxim plantar posterior direito dos animais. Logo apés a injecdo de formalina, os

animais foram colocados individualmente em cadmeras de observacdo de 22 cm de diametro,

43



onde foi registrado o tempo de manifestacdo de resposta nociceptiva (gesto de lamber, morder

ou agitar vigorosamente a pata injetada).

O tempo em que cada animal manifestou a reagdo foi cronometrado em duas fases: a
primeira fase de 0 a 5 minutos (avalia a interferéncia sobre mecanismos neurais da dor) e a
segunda fase, de 15 a 30 minutos (avalia mecanismos inflamatorios periféricos)
(HUNSKAAR e HOLE, 1987).

A fim de avaliar se ha a participacdo de receptores opioides no mecanismo de acdo,
realizou-se um tratamento com naloxona 15 minutos apos o tratamento com FAOC e FAOC-
HDL.

4.7 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria
4.7.1 Dermatite induzida pelo Oleo de Créton

Foi utilizado o método descrito por Tubaro et al., (1985). Os grupos de animais foram
previamente anestesiados com Cetamina (72mg/kg) + Xilazina (10 mg/kg) (solubilizados em
solucdo salina), por via intraperitonial. Apds confirmacdo da anestesia, a dermatite foi
induzida pela aplicacdo de 20 pL de 6leo de créton em acetona (2,5% v/v) na superficie

externa da orelha direita. O mesmo volume de acetona foi aplicado na orelha esquerda.

Apbs 6 horas da inducdo do estimulo flogistico, os animais foram eutanasiados e uma
amostra de 6 mm de didmetro de ambas as orelhas, foram retiradas com auxilio de punch de
bidpsia. A resposta inflamatoria, isto é o edema, foi medido em balanca analitica através da
diferenca do peso entre a amostra da orelha estimulada (direita) e orelha controle (esquerda),

expressando os resultados obtidos em miligrama (mg).
4.7.2 Teste do edema de pata induzido por carragenina

O teste foi realizado conforme descrito por Winter, et al., (1962). Assim, foram
administradas na regido intraplantar da pata direita a carragenina (20 pL a 1%) e igual volume

de solucéo fisiologica 0,9% na pata esquerda.

O edema foi medido pela diferenca de volume, entre a pata direita e esquerda do animal.
O desenvolvimento do edema foi avaliado em milimetros (mm) através de paquimetro digital
(King Tools), medido imediatamente apds a administracdo de carragenina e solucdo salina e,

em intervalos de uma hora, durante cinco horas.
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4.7.3 Peritonite induzida por carragenina

Este teste foi realizado conforme descrito por Souza e Ferreira (1985). A peritonite foi
induzida através da injecdo na cavidade peritoneal de camundongos, da solucdo de
carragenina a 1% (500 pg/mL) preparada em salina estéril. Apds 4 horas da injecdo do
estimulo, os animais foram sacrificados e foi injetado 3 mL de solu¢cdo PBS heparinizada (1
mL / 1000 mL de PBS), na cavidade peritoneal. Aliquotas do lavado peritoneal foram
coletadas e a migracdo celular foi analisada, através da contagem total e diferencial das

células contidas na mesma.

Para realizacdo da contagem total, 20 uL do lavado peritoneal foi diluido em 380 uL de
solucdo de Turk, e contagem foi realizada em camara de Neubauer. Para a contagem
diferencial, uma amostra do lavado peritoneal foi centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos na
centrifuga Cytospin. Em seguida, as laminas foram coradas com kit de corante panético e as
células contadas em microscopio dptico, usando-se objetiva de imersdo em 6leo. Foram

contadas 100 células em cada lamina, diferenciando-as em: neutr6filos e mononucleares.

O numero de células diferenciadas foi calculado pelo percentual encontrado em relagédo
ao numero total de células. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. (erro padrédo

da média) do nimero de células x 10%/mL de fluido peritoneal.
4.8 Farmacos, reagentes e solucdes

- Acetona (Farmax)

- Acido Acético Glacial P.A (Vetec Quimica Fina Ltda, RJ, Brasil)
- Carragenina Lambda (Sigma Chemical, CO., USA)

- Corante Pancromico de Rosenfeld

- Cloridrato de dexamesanosa (Aché, Brasil)

- Cloridrato de ketamina (Vetanarcol, Argentina)

- Cloridrato de xilazina (Rompun, Bayer, Brasil)

- Formaldeido P.A (Vetec Quimica Fina Ltda, RJ, Brasil)

- Indometacina (Sigma Chemical, CO., USA)
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- Oleo de créton (Sigma Chemical, CO., USA)

- Naloxona (Cristalia, SP, Brasil)

- Salina Tamponada com fosfato (PBS)

- Solucdo fisioldgica de cloreto de sodio 0,9%

- Soluc&o de Turk (Acido acético e violeta de genciana-lsofar)
- Sulfato de morfina (Cristélia, RJ, Brasil)

4.9 Equipamentos e aparelhos

- Balanca analitica modelo FA2104N (Bioprecisa)

- Balanca digital modelo ID-1500 (FILIZOLA)

- Camara de Neubauer

- Centrifuga citologica modelo ALB 12 CC (Inbras)
- Microscépio optico modelo B20 (Bioptika)

- Paquimetro digital modelo 150/6 (King Tools)

4.10 Anélise Estatistica

Para comparacdo das médias entre os grupos, foi realizada analise de variancia
(ANOVA), seguida de um pos-teste (Holm-Sidak). Foram considerados estatisticamente
significantes os valores de P <0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Determinacgéo da Dose Efetiva Mediana (DEs)

5.1.1 Frag8o acida do dleo de copaiba

O tratamento oral com a fragédo acida do 6leo de copaiba (FAOC), nas doses de 50, 150
e 250 mg/kg, foi capaz de reduzir significativamente o nimero de contor¢fes abdominais de
modo dose dependente em: 26,6%; 61,7% e 83,3%, respectivamente, quando comparado com
o veiculo. Também foi observada uma diferenca estatistica entre todas as doses conforme
aumento dessas doses (Figura 6, A). Posteriormente, foi determinada a DEsy de 98 mg/kg

(Figura 6, B).
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0 **
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= B FAOC (150 mg/kg)
o -
o 20 kot E= FAOC (250 mg/kg)
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Figura 6: Efeito do tratamento oral com diferentes doses da FAOC, na contor¢do abdominal
induzida por acido acético 0,6%. Os dados representam a média + E.P.M. (n = 6/grupo). ** P
<0,01; **** P < 0,0001. ANOVA seguida de Holm-Sidak (A). A linha representa a regressao
linear calculada para os dados e R? o coeficiente de correlagéo (B).
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5.1.2 Fracgéo acida do 6leo de copaiba, intercalada em nanocarreadores de Hidroxidos Duplos

Lamelares

Por sua vez, o tratamento oral com a fracdo acida do 6leo de copaiba intercalada em
HDL (FAOC-HDL), nas doses de 100, 250 e 500 mg/kg, foi capaz de reduzir as contor¢des
abdominais de modo dose dependente em: 21,4%; 53,2% e 79,6%, respectivamente quando
comparado com o veiculo. Também foi observada uma diferenca significativa entre as doses
(Figura 7, A). A DEs, obtida foi de 222,9 mg/kg (Figura 7,B).
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Figura 7: Efeito do tratamento oral com diferentes doses da FAOC-HDL, na contorcéo
abdominal induzida por &cido acetico 0,6%. Os dados representam a média + E.P.M. (n =
6/grupo). * P < 0,05; **** P < 0,0001. ANOVA seguida de Holm-Sidak (A). A linha
representa a regressao linear calculada para os dados e R? o coeficiente de correlago (B).
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5.2 Avaliacdo da atividade antinociceptiva
5.2.1 Teste de contor¢do abdominal induzida pelo &cido acético

O tratamento oral 1h antes do estimulo flogistico com FAOC (98 mg/kg) e com a
FAOC-HDL (222,9 mg/kg), inibiram significativamente as contor¢bes abdominais em
49,99% (22,67+ 1,56) e 56,99% (19,5 £ 2,69), respectivamente. A Indometacina (5 mg/kg;
controle positivo) reduziu o ndmero de contor¢bes em 84,93% (6,83 + 1,66) quando
comparado ao controle negativo (45,33 £ 2,63) (Figura 8 A).

Apbs 24h do tratamento, os resultados obtidos demonstraram que, apenas a FAOC-HDL
(222,9 mg/kg) foi capaz de reduzir significativamente o nimero de contor¢cdes nos animais, e
este efeito foi de 58,34% (20,0 + 3,97), quando comparado ao controle negativo (48,0 + 3,27)
(Figura 8, B). Por sua vez, ndo foi observada a reducdo do nimero de contor¢es abdominais

nos tratamentos realizados 48 horas antes do teste (Figura 8 C).
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Figura 8: Efeito sobre as contor¢des abdominais induzidas por acido acético (0,6%), do
tratamento oral com: veiculo (0,AmL/10g), HDL (222,9 mg/kg), FAOC (98 mg/kg), FAOC-
HDL (222,9 mg/kg) ou Indometacina (5 mg/kg), 1h (A), 24h (B) e 48h (C) antes do teste (n =
6/ grupo). Os dados representam a média £ E.P.M. **** P < 0.0001. ANOVA seguida de
Holm-Sidak.
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5.2.2 Teste da formalina

O tratamento realizado 1h antes do teste da formalina, com a FAOC (98 mg/kg) e
FAOC-HDL (222,9 mg/kg), ndo exerceu efeito significativo na 12 fase do teste, quando
comparado com o controle negativo. Diferentemente, na 22 fase do teste, estes tratamentos
reduziram significativamente o tempo de lambida, em respectivamente 28,93% (113,6 +
12,45) e 60,79% (62,67 + 11,02), quando comparados com o controle negativo (159,83 £
11,01). A Morfina (4 mg/kg, controle positivo) reduziu significativamente o tempo de
lambida na 12 fase do teste em 80,78% (13,33 = 2,4) e, na 22 fase em 96,67% (5,33 + 1,26),
qguando comparada ao controle negativo (69,33 = 9,46) (Figura 9 A).

O tratamento prévio 24h antes do teste demonstrou reducédo significativa do tempo de
lambida na 22 fase, apenas no tratamento com a FAOC-HDL (222,9 mg/kg). Este efeito foi de
33,97% (98,83 + 13,64), quando comparado ao controle negativo (149,7 + 10,26) (Figura 9
B). Néo foi observado efeito significativo nos tratamentos realizados 48h antes do teste da

formalina (Figura 9 C).
5.3 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria

5.3.1 Teste da dermatite induzida pelo 6leo de créton

O tratamento oral 1h antes do teste, com FAOC (98 mg/kg) e FAOC-HDL (222,9
mg/kg) inibiu significativamente em, respectivamente, 25,59% (2,53 £ 0,21) e 47,65% (1,78 +
0,20) o edema, quando comparado ao veiculo (3,40 £+ 0,23). A Dexametasona (1 mg/kg,
controle positivo) reduziu o edema em 66,77% (1,13 = 0,15), quando comparada com o
veiculo (3,40 + 0,23) (Figura 10, A).

Por sua vez, os tratamentos realizados 24h antes do teste, apenas a FAOC-HDL (222,9
mg/kg) foi capaz de reduzir significativamente o edema. Este efeito foi de 57,05% (2,47 +
0,36), quando comparado ao controle negativo (5,75 + 0,20) (Figura 10, B). N&o houve efeito
significativo para reacdo do edema, nos tratamentos realizados 48 horas antes dos testes
(Figura 10 C).
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Veiculo

HDL (222,9 mg/kg) Naloxona (0,4 mg/kg)

FAOC (98 mg/kg) + Naloxona (0,4 mg/kg)
FAOC-HDL (222,9mg/kg) + Naloxona (0,4 mg/kg)
Morfina (4 mg/kg) + Naloxona (0,4 mg/kg)

FAOC (98 mg/kg)
FAOC-HDL (222,9 mg/kg)
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Morfina (4 mg/kg)
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Figura 9: Efeito dos tratamentos com: veiculo (0,1mL/10g); HDL (222,9 mg/kg); FAOC (98
mg/kg); FAOC-HDL (222,9 mg/kg) ou Morfina (4 mg/kg), 1h (A), 24h (B) e 48h (C) antes do
teste da formalina. Cada valor representa a média = E.P.M. (n = 6 por grupo). *P < 0,05; ** P <
0,01; *** P < 0,001;**** P < 0,0001. ANOVA seguido de Holm-Sidak. #P < 0,05 quando
comparado ao grupo FAOC; ##P < 0,05 quando comparado ao grupo FAOC-HDL,; ###P < 0,05
quando comparado ao grupo morfina.
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Figura 10: Efeito dos tratamentos com: veiculo (0,1 mL/10g); HDL (222,9 mg/kg); FAOC (98
mg/kg); FAOC-HDL (222,9 mg/kg) ou Dexametasona (1 mg/kg), 1h (A), 24h (B) e 48h (C)
antes do teste de dermatite de orelha. Cada valor representa a média + E.P.M. (n = 6/grupo).
*P <0,05; *** P <0,001; **** P < 0,0001. ANOVA seguido de Holm-Sidak.

5.3.2 Teste do edema de pata induzido por carragenina

Apbés 1 hora do tratamento oral com FAOC (98 mg/kg), observou-se reducéo
significativa do edema na 22 e 3? hora do teste em 39,29% (0,17 + 0,03) e 36,37% (0,21 +
0,03), quando comparado ao veiculo (0,28 + 0,02) e (0,33 + 0,03) respectivamente. Por sua
vez, o tratamento com FAOC-HDL (222,9 mg/kg), também reduziu significativamente o
edema na 22 e 32 hora do teste, em 53,58% (0,13 £ 0,01) e 48,49% (0,17 £ 0,02), quando
comparado ao veiculo (0,28 = 0,02) e (0,33 £ 0,03). A Indometacina (5 mg/kg; controle
positivo) reduziu significativamente o edema na 22 hora do teste em 35,72% (0,18 £ 0,03) e na
3% hora do teste em 45,46% (0,18 * 0,04), quando comparados com o veiculo (0,28 + 0,02) e
(0,33 £ 0,03) (Figura 11 A).

No tratamento realizado 24h antes do teste, apenas a FAOC-HDL (222,9 mg/kg) inibiu
significativamente o edema. Este efeito foi observado na 32 hora do teste, e a inibigdo foi de

30,77%, (0,27 = 0,02) quando comparado ao veiculo (0,39 £ 0,03) (Figura 11, B). N&o houve
52



efeito significativo na reducdo do edema, para os tratamentos realizados 48 horas antes dos
testes (Figura 11 C).
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Figura 11: Efeito dos tratamentos com: veiculo (0,1 mL/10g); HDL (222,9 mg/kg); FAOC (98
mg/kg); FAOC-HDL (222,9 mg/kg) ou Indometacina (5 mg/kg), 1h (A), 24h (B) e 48h (C)
antes do teste de edema de pata induzido por carragenina 1%. Cada valor representa a média +
E.P.M. (n = 6/grupo). **P < 0,01; **** P < 0,0001. ANOVA de 2 vias seguido do pos-teste
de Holm-Sidak.
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5.3.3 Teste da peritonite induzida por carragenina

O tratamento prévio de 1 hora antes do teste, com FAOC (98 mg/kg), FAOC-HDL
(222,9 mg/kg) e Dexametasona (1 mg/kg) foram capazes de reduzir significativamente a
migracdo de leucdcitos totais em 73,17% (1,95 + 0,38), 75,69% (1,77 £ 0,28) e 75,92% (1,75
+ 0,20) respectivamente, quando comparado ao controle negativo (7,27 £ 0,67) (Figura 12 A).
Né&o foi observada a reducdo da migracdo de leucaocitos totais, nos tratamentos realizados 24h

antes do teste. (Figura 12 B).
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Figura 12: Efeito dos tratamentos com: veiculo (0,1 mL/10g); HDL (222,9 mg/kg); FAOC (98
mg/kg); FAOC-HDL (222,9 mg/kg) ou Dexametasona (1 mg/kg), 1h (A), 24h (B)) antes do
teste da peritonite induzida por carragenina 1%, sobre a migracdo de leucdcitos totais. Cada
valor representa a média + E.P.M. (n = 6/grupo). **P < 0.01, significante em relacdo ao
veiculo (carragenina). ANOVA seguido do pds-teste de Holm-Sidak.
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Com relacdo as células diferenciais, observou-se que o tratamento prévio de 1 hora
antes do teste da peritonite induzida por carragenina 1%, com FAOC (98 mg/kg), FAOC-
HDL (222,9 mg/kg) e Dexametasona (1 mg/kg), foram capazes de reduzir significativamente
a migracao de neutrofilos, em: 62,82 (1,61+0,31), 91,0% (0,39 + 0,10) e 72,75% (1,18 *
0,28), respectivamente, quando comparado ao controle negativo (4,33 + 0,85) (Figura 13 A)
.Ndo foi observada a reducdo da migracao de neutrofilos, nos tratamentos realizados 24h antes
do teste (Figura 13 B).
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Figura 13: Efeito dos tratamentos com: veiculo (0,1 mL/10g); HDL (222,9 mg/kg); FAOC (98
mg/kg); FAOC-HDL (222,9 mg/kg) ou Dexametasona (1 mg/kg), 1h (A) e 24h (B), antes do
teste da peritonite induzida por carragenina 1%, sobre a migragdo de neutrofilos. Cada valor
representa a média £ E.P.M. (n = 6/grupo). **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001
significante em relacdo ao veiculo (carragenina). #P < 0,0001 significante em relacdo ao
veiculo (salina). ANOVA seguido do pos-teste de Holm-Sidak.
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N&o houve reducdo significativa sobre a migracdo de celulas mononucleares, nos

tratamentos realizados 1h, e 24h antes do teste (Figura 14 A, B).
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Figura 14: Efeito dos tratamentos com: veiculo (0,1 mL/10g); HDL (222,9 mg/kg); FAOC (98
mg/kg); FAOC-HDL (222,9 mg/kg) ou Dexametasona (1 mg/kg), 1h (A) e 24h (B), antes do
teste da peritonite induzida por carragenina 1%, sobre a migracdo de células mononucleares.
Cada valor representa a média + E.P.M. (n = 6/grupo). ANOVA seguido do pOs-teste de
Holm-Sidak.
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6 DISCUSSAO

Esta pesquisa estudou a aplicabilidade farmacol6gica do nanocarreamento de farmacos,
sobre um produto natural da Amazonia, de grande uso popular nesta regiéo.

O uso de produtos naturais para o tratamento das mais diversas enfermidades é
registrado desde a antiguidade, sendo considerado para diversas populagdes, o principal
recurso terapéutico. Esta realidade ndo € diferente na regido amazonica do Brasil, a qual se
sobressai por deter a maior biodiversidade do planeta, e nela existir muitas espécies vegetais
com propriedades terapéuticas (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002).

Dentre as plantas medicinais de grande importancia terapéutica encontrada na regiao
amazonica do Brasil, destacam-se as plantas do género Copaifera. Isto se deve a obtencéo, a
partir da perfuracdo do tronco das suas arvores, de uma 6leo resina denominada popularmente
de “dleo de copaiba” (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002; PIERI et al., 2009).

Esta 6leo resina é muito utilizada pela populacdo local na medicina tradicional, para o
tratamento da inflamacdo e cicatrizagdo. Devido ao amplo consumo, este 6leo pode ser
facilmente adquirido em feiras e mercados livres, assim como, em farmacias da regido
(CASCON e GILBERT, 2000; MACIEL et al., 2002).

Diante da importancia etnofarmacologica, diversos estudos cientificos foram realizados
com o 6leo de copaiba e descrevem que esta 6leo resina possui propriedades farmacolégicas,
tais como: anti-inflamatdria, antinociceptiva, atividade antineoplasica e antimicrobiana
(VEIGA JUNIOR et al., 2007; GOMES et al, 2008; GOMES et al, 2010; SOUZA et al,
2011a).

Considerando que, dentre seus constituintes, o acido copélico foi identificado na 6leo
resina de muitas espécies de Copaifera estudadas, despertou-se também o interesse da
comunidade cientifica em investigar suas propriedades farmacoldgicas. (VEIGA JUNIOR et
al, 2007; GOMES et al, 2010). Logo, foi descrito em estudos in vitro, que o acido copalico
isolado do 6leo de espécies de Copaifera, possui acdo antibacteriana, antiparasitaria e anti-
inflamatoria (SARTORELLI et al, 2010; LIU e NAIR, 2011; SOUZA et al., 2011; 1ZUMI et
al, 2012). O acido copalico esta majoritariamente presente na fracdo acida do 6leo de copaiba
(GOMES et al., 2010; GELMINI et al., 2013; LAMA et al., 2014).

Desta forma, nota-se quao importante se faz a busca constante da ciéncia por novos
principios ativos com propriedades terapéuticas, para o tratamento das mais diversas doengas
que acometem a humanidade (QUEIROZ et al., 2012). Entretanto, alem da busca por novos
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principios ativos, € importante também, o estudo de novas tecnologias que venham adicionar

beneficios ao tratamento farmacoldgico.

Uma estratégia importante para minimizar os efeitos colaterais de farmacos, pode ser
através da modificacdo da sua forma de administracdo. Dessa maneira, a liberacdo controlada
oferece vérias vantagens quando comparados a administracdo convencional de farmacos
(ERTEKIN et al., 2015). Isto se justifica, devido a possibilidade da reducéo da toxicidade de
drogas, liberagdo sustentada, aumento da eficacia do medicamento e diminuicdo das
quantidades terapéuticas necessarias (HO, et al., 2012; MONDAL et al., 2016).

Para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de drogas, tém se
investigado nas ultimas décadas, o uso de nanocarreadores no encapsulamento de farmacos
(GUNDUZ et al., 2013; OBEROI et al., 2013). Dentre os nanocarreadores usados como
sistemas de liberacdo de farmacos, tém-se os hidréxidos duplos lamelares (HDL), que sdo
materiais inorganicos biodegradaveis, que podem ser sintetizados em laboratdrio, e estudos
confirmam a sua acdo na liberacdo controlada de drogas (AMBROGI et al., 2001; AMBROGI
etal., 2003; LI et al., 2004; CAO et al., 2011; RIVES et al., 2013).

Logo, considerando a importancia terapéutica e grande uso do 6leo de copaiba pela
populacdo amazonica, para o tratamento da dor e inflamacéo, surgiu o interesse em avaliar in
vivo os efeitos farmacoldgicos da fragcdo acida do 6leo de copaiba (FAOC), sobre a dor e a
inflamacdo. A escolha desta fracdo se deve por conter majoritariamente, o acido copalico,

constituinte de grande potencial terapéutico, como descrito em pesquisas prévias.

Além disso, neste projeto, a fracdo acida do dleo de copaiba também foi intercalada em
nanocarreadores de HDL (FAOC-HDL), a fim de avaliar o seu efeito farmacoldgico em

nanocarreadores de farmacos.

Os resultados obtidos foram comparados com a fracdo ndo intercalada, assim como,

com farmaco anti-inflamatorio ja comercializado no mercado farmacéutico.

Para alcancar os objetivos propostos, faz-se necessario a pesquisa em modelos in vivo

de dor e inflamacéo, a fim de aproximar os resultados obtidos com o uso clinico em humanos.

Assim, o estudo foi iniciado pela determinagdo da DEsy da Fracdo acida de oOleo de
copaiba (FAOC) e, da DEs da Fracdo acida de 6leo de copaiba intercalada em HDL (FAOC-
HDL).
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A DEsq consiste em uma concentracdo de farmaco que possui 50% da resposta maxima,
ou seja, a DEs € a concentragdo eficaz para produzir 50% de resposta farmacol6gica maxima
(BRUTON et al., 2012).

Além disso, o uso da DEsp é importante em pesquisas cientificas usando animais de
experimentacao, pois permite usar apenas uma dose nos testes farmacoldgicos, e assim,
reduzir o numero de animais na pesquisa quando comparado com estudos que utilizam testam

varias doses.

Os resultados obtidos na determinacdo da DEsy da FAOC foi de 98 mg/kg (Figura 6 B),
e da FAOC-HDL foi de 222,9 mg/kg (Figura 7 B). O mesmo valor de DEsy da FAOC-HDL
(222,9 mg/kg) foi usada para dose dos grupos tratados apenas com HDL.

A DEsp da FAOC-HDL (222,9 mg/kg) encontrada foi maior que a DEsy da FAOC 98
mg/kg. Entretanto, para a comparacdo adequada da poténcia entre ambas DEs, testes
adicionais para quantificacdo exata da fracao acida do 6leo de copaiba que foi intercalada em

HDL, séo importantes.

Entretanto, as DEsy encontradas apresentaram melhor resultado nos testes
farmacoldgicos realizados, quando comparadas a pesquisas cientificas publicadas com o dleo
bruto de copaiba. Comparando as doses utilizadas na literatura com 6leos bruto de copaiba,
estas variaram entre 50 mg/kg a 1802 mg/kg para obtencéo de efeito farmacoldgico nos testes
de nocicepcao e inflamacdo (CARVALHO et al., 2005; GOMES et al., 2007).

Apos a determinacdo das DEsg estas doses foram usadas nas avaliagdes farmacoldgicas
seguintes. Em continuidade, foi avaliada a atividade antinociceptiva periférica, através do
teste de contor¢cdo abdominal induzida pelo acido acético 0,6%. Neste modelo experimental,
ocorre um estimulo quimico causado pelo acido acético que induz mediadores inflamatérios
como prostaglandinas (DERAEDT et al., 1980, MATSUMOTO et al., 1998, VERRI JUNIOR
et al, 2006) bradicinina, (CORREA et al., 1996), histamina (COLLIER et al., 1968),
substancia P, (GOETTL e LARSON, 1998) bem como, citocinas pré-inflamatérias como IL-
1B, IL-8 e TNF-a (RIBEIRO et al., 2000; VERRI JUNIOR et al., 2006).

O tratamento oral 1h antes do teste com FAOC (98 mg/kg) e FAOC-HDL (222,9
mg/kg) inibiu significativamente o nimero de contor¢cdes abdominais induzida por &cido
acético 0,6% em 49,99% e 56,99% respectivamente. (Figura 8 A). Assim, sugere-se que
ambos os tratamentos foram capazes de inibir a inducdo dos mediadores tais como histamina,

bradicinina prostaglandinas, substancia P e citocinas.
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Estudos indicam uma reducdo do efeito inflamatdrio periférico nesse modelo de
avaliacdo com 6leo bruto de copaiba, com doses de 517 mg/kg, 1035 mg/kg e 1802 mg/kg
(CARVALHO et al., 2005). Assim, como demostrado, a FAOC (98 mg/kg) demostra ter
resultado semelhante, em menor dose, quando comparado com as doses utilizadas para 0s

0leos brutos de copaiba.

O tratamento oral com FAOC-HDL (222,9 mg/kg) 24 horas antes do teste, reduziu
significativamente em 58,34% o numero de contor¢des abdominais, quando comparado ao
controle negativo (Figura 8 B). Este dado demonstra efeito prolongado até esse periodo. Este
dado é importante, pois se observa um efeito prolongado da FAOC-HDL (222,9 mg/kg),
inibindo a inducdo dos mediadores tais como histamina, bradicinina prostaglandinas,
substancia P e citocinas até 24h ap6s o tratamento.

A partir dos resultados obtidos, foi realizado o teste da formalina. Este teste € utilizado
tanto para avaliar drogas que atuam no sistema nervoso central, como farmacos anti-
inflamatorios, esteroidal e ndo esteroidal. O modelo experimental € caracterizado por duas
fases, a primeira avalia a dor neurogénica e ha a participacdo da substancia P, bradicinina,
glutamato e serotonina. A segunda fase avalia a dor de origem inflamatdria, sendo observada
a participacdo de mediadores como histamina, serotonina, prostaglandinas e bradicinina
(HUNSKAAR e HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989; ROSLAND et al., 1990; HUSSEY et
al., 2007).

Os farmacos que atuam principalmente como analgésicos centrais inibem ambas as
fases, enquanto os farmacos de acdo periférica inibem apenas a 2% fase (SHIBATA et al.,
1989; ROSLAND et al., 1990).

O tratamento oral 1h antes do teste com FAOC (98 mg/kg) e FAOC-HDL (222,9
mg/kg) inibiu significativamente em 28,93 % e 60,79% respectivamente o tempo de lambidas
da pata na 22 fase do teste, diferentemente do tratamento com HDL (222,9 mg/kg), onde néo
foi observado o mesmo efeito (Figura 9 A). Como esperado, o farmaco padrdo opidide
Morfina (4 mg/kg) reduziu significativamente o tempo de lambida nas duas fases do teste
(Figura9 A).

Né&o foi observada uma redugdo do tempo de lambida da pata na 12 fase do teste da
formalina com FAOC (98 mg/kg) e FAOC-HDL (222,9 mg/kg). Isto significa que, os
tratamentos possuem uma atividade periférica, ao inibir significativamente a dor de origem
inflamatdria. Possivelmente esta acdo ocorreu através da reducédo da sintese ou bloqueio dos

receptores da histamina, bradicinina e prostaglandinas.
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Os resultados mostraram que a FAOC-HDL (222,9 mg/kg) demostrou melhores
resultados que a FAOC (98 mg/kg), visto que obteve maior porcentagem de reducdo no tempo
de lambidas das patas nos animais tratados (Figura 9 A).

Os resultados obtidos na 22 fase do teste de formalina foram semelhantes aos
encontrados nos estudos com oOleo de copaiba bruto e fragdes hexanica, cloroférmica e
metandlica da espécie Copaifera multijuga (GOMES et al., 2007; GOMES et al., 2010).

O tratamento oral com FAOC-HDL (222,9 mg/kg) realizado 24 horas antes do teste da
formalina, reduziu significativamente o tempo de lambidas na pata (Figura 9, B). Assim como
foi observado no teste de contor¢cdo abdominal, houve um efeito prolongado da fracdo acida
do 6leo de copaiba até 24h ap6s o tratamento, exercendo o efeito farmacolégico na dor
inflamatoria, possivelmente pela inibicdo dos receptores ou inibicdo da sintese das

prostaglandinas, das histaminas e ou bradicinina.

Para avaliar a acdo farmacologica da FAOC (98 mg/kg) e da FAOC-HDL (222,9
mg/kg), sobre diferente evento e mecanismo de atuacdo no processo inflamatorio, tal como
sobre a fosfolipase A,,(PLA,), realizou-se o teste da dermatite de orelha induzida pelo éleo de

créton.

Este teste se baseia na aplicacdo topica de 6leo de créton nas orelhas de camundongos.
O dleo de croton é constituido principalmente por TPA (12-O-acetato de tetradecanoilforbol),
0 qual promove eventos de processos inflamatorios como edema, infiltracdo e proliferacdo
celular como neutréfilos e polimorfonucleares, com a producdo de metabdlitos do acido
araquidénico (prostaglandinas e leucotrienos) e citocinas (FURSTENBERGER et al., 1981;
STANLEY et al.,, 1991). Por este motivo, este teste é muito utilizado em pesquisa na
avaliacdo de farmacos anti-inflamatdrios esteroidal (TUBARO et al., 1986).

Estudos indicam que os ésteres de forbol do TPA atuam na ativacdo da proteina quinase
C (PKC), que ao aumentar a atividade da PLA; induz a formacdo da cascata do acido
araquidénico levando ao aumento da expressdo de ciclooxigenase e lipooxigenase e,
consequentemente, aumentando a sintese de prostaglandinas e leucotrienos
(FURSTENBERGER et al.,, 1981; NEMENOFF et al., 1993; MARKS e GSCHWENDT
1995). O TPA também aumenta a expressdo de TNF-a, IL1-B e da molécula de adesdo
ICAM-1 seguido da migragéo celular (JANG e PEZZUTO, 1998, CHI et al., 2003).

De acordo com os resultados obtidos, ap6s 1h do tratamento a FAOC (98 mg/kg) e a
FAOC-HDL (222,9 mg/kg), reduziram significativamente em respectivamente 25,59% e
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47,65% o desenvolvimento do edema das orelhas dos animais, 0 mesmo n&o foi encontrado
no tratamento com HDL (222,9 mg/kg) (Figura 10 A). Como a FAOC né&o obteve um efeito
tdo expressivo na reducdo do desenvolvimento do edema de orelha, quando comparado com a
FAOC-HDL, sugere-se que esta ultima possivelmente obteve maior inibicdo da ativacdo da
PKC e consequentemente a reducdo da atividade da PLA,. Como resultado, reducdo de

ativacdo do acido araquiddnico e da sintese de prostaglandinas e leucotrienos.

No teste da dermatite, o tratamento com a FAOC-HDL (222,9 mg/kg) mostrou efeito
semelhante ao controle positivo Dexametasona (1 mg/kg), visto que ndo houve uma diferenga

significativa entre os dois tratamentos (Figura 10 A).

A acdo antiedematogénica do Gleo de copaiba, avaliada sobre esse teste, foi descrita em
estudos prévios (CARVALHO et al., 2005, VIRIATO et al 2009). Entretanto, nossos
resultados demostram que FAOC (98 mg/kg), bem como, a FAOC-HDL (222,9 mg/kg)
obtiveram resultados mais expressivos com dose menor que os descritos nesses trabalhos

onde foram usadas as doses de 517 mg/kg, 1035 mg/kg e 1802 mg/kg.

Também houve reducdo significativa da dermatite de orelha no tratamento oral com
FAOC-HDL (222,9 mg/kg) em 57,05%, realizado 24h antes do teste (Figura 10 B). Isto indica
que até esse periodo ocorre uma inibi¢do da atividade da PLA;, bem como na reducdo na
expressdo de TNF-a, IL1-f e da molécula de adesdo ICAM-1, ocasionado pela efeito
prolongado da FAOC-HDL (222,9 mg/kg).

Posteriormente, o edema também foi induzido por outro agente inflamatério, a
carragenina. A carragenina € um polissacarideo derivado de extrato de algas da espécie
Chondrus crispus (WINTER et al., 1962; DI ROSA, 1972) que estimula a liberacdo de TNF-
a, NO, IL-6, IL-1P e IL-8 que sdo importantes nas respostas nociceptivas, contribuindo com a
hiperalgesia, além disso as citocinas liberadas induzem a migragdo das células de defesa tais
como os leucdcitos para o tecido (CUNHA et al., 1992; TONUSSI e FERREIRA, 1999;
KATAOKA et al., 2012).

O teste de edema de pata induzido pela carragenina € um modelo de inflamacgéo, na qual
estimula mediadores quimicos causando um desenvolvimento do edema, durante 5 horas, em
intervalos a cada 1 hora (WINTER et al, 1962).

Na primeira hora, sdo estimulados mediadores quimicos como histamina, serotonina, na
segunda hora ocorre o estimulo de bradicinina, ambos sdo responsaveis pela hiperalgesia,

permeabilidade vascular e dilatacdo arteriolar. Na terceira hora do desenvolvimento do
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edema, € observada a participacdo das prostaglandinas no processo inflamatorio. Na quarta e
quinta hora ocorre a formacdo de um exsudato celular composto principalmente de células
polimorfonucleares e seguida das células mononucleares (VINEGAR et al., 1969; DI ROSA
etal., 1971; DI ROSA, 1972).

O teste de edema de pata € um teste que consiste em avaliar possiveis agentes anti-
inflamatorios ndo esteroidais (DI ROSA et al., 1971), diferentemente do teste de dermatite de
orelha, cujo mecanismo permite avaliar a agdo sobre a atividade da PLA;
(FURSTENBERGER et al., 1981).

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento oral com FAOC (98 mg/kg) e
FAOC-HDL (222,9 mg/kg) 1h antes do estimulo flogistico, reduziu significativamente o
desenvolvimento do edema na 22 e 3% hora, 0 mesmo foi observado no tratamento com o

controle Indometacina (5 mg/kg) (Figura 11 A).

N&o houve diferenca nos tratamentos com FAOC (98 mg/kg), FAOC-HDL (222,9
mg/kg) e Indometacina (5 mg/kg), no desenvolvimento do edema na 22 e 32 hora, logo ambos
apresentaram similar efeito nesse teste. Ao reduzir significativamente o desenvolvimento na
2% e 3% hora, sugere-se que ambos exerceram acao frente a sintese ou blogueios dos receptores

de bradicinina e prostaglandinas.

Este dado difere de Carvalho et al., (2005) que observou uma reducao significativa no
desenvolvimento do edema na 12, 22 e 42 hora, do 6leo bruto da espécie Copaifera duckei
Dwyer, com a dose de 1802 mg/kg. Essa diferenca entre os nossos resultados pode ser devida
a dose testada, bem como, pode ser atribuida aos constituintes quimicos envolvidos, pois no
6leo bruto estdo presentes também sesquirterpenos hidrogenados e sesquirterpenos
oxigenados.

A FAOC-HDL (222,9 mg/kg) também reduziu o edema de pata na terceira hora no
periodo de 24h apds o tratamento em 30,28% (Figura 11, B), sugerindo assim, efeito
prolongado da FAOC-HDL (222,9 mg/kg) até esse periodo de tempo, através da reducdo da

sintese de prostaglandinas ou bloqueios dos seus receptores EP; e IP.

Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a migracédo celular, foi realizado o teste da

peritonite induzida por carragenina.

Neste modelo a carragenina atua através do estimulo de TNF-a, NO, IL-6, IL-1p e IL-8
que sdo Iimportantes nas respostas nociceptivas, contribuindo com a hiperalgesia,

vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, as citocinas liberadas nesse teste
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induzem a migracdo das celulas de defesa tais como os leucocitos polimorfonucleares e
mononucleares para o tecido (DI ROSA, 1972; CUNHA et al., 1992; TONUSSI e
FERREIRA, 1999; KATAOKA et al., 2012).

Assim, neste modelo de inflamacéo, ocorre a migracdo leucocitaria ocasionada pelo
estimulo quimico através da injecdo de carragenina. E observada a migracdo de células da
corrente sanguinea para a cavidade peritoneal, principalmente de neutrofilos que séo as
primeiras células envolvidas na defesa contra patdgenos, e apresentam um mecanismo capaz
de capturar e matar patogenos (BRINKMANN et al., 2004; BARTH et al., 2016).

O tratamento com a FAOC (98 mg/kg) e FAOC-HDL (222,9 mg/kg) reduziu
significativamente a migracdo dos leucdcitos totais, assim como no tratamento com controle
positivo Dexametasona (1 mg/kg). Este efeito ndo foi observado no tratamento com HDL
(222,9 mg/kg) (Figura 12 A). Em relacdo ao efeito dos tratamentos, ndo foi observado
diferenca estatistica entre os tratamentos com FAOC (98 mg/kg), FAOC-HDL (222,9 mg/kg)
e Dexametasona (1 mg/kg) (Figura 12 A).

A migracdo de neutrdfilos ap6s 1h de tratamento com FAOC (98 mg/kg) e FAOC-HDL
(222,9 mg/kg) foi reduzida significativamente, bem como no tratamento com o controle
positivo com Dexametasona (1 mg/kg) (Figura 13 A). Nao houve diferenca significativa entre
os tratamentos com FAOC (98 mg/kg), FAOC-HDL (222,9 mg/kg) e Dexametasona (1
mg/kg). Nao foi observada essa reducéo na migracdo dos neutrofilos no tratamento com HDL
(222,9 mg/kg) ap6s 1h de tratamento (Figura 13 A).

Assim sugere-se que o tratamento com FAOC (98 mg/kg) e FAOC-HDL (222,9 mg/kg)
foi capaz de reduzir a secrecdo das citocinas pré-inflamatérias das células locais, visto que
estimulam moléculas de adesdo como selectina E e ICAM-1 que atuam no processo de
recrutamento dos leucécitos como os neutrofilos (interacdo com o endotélio) nas etapas de

rolamento, adesdo, transmigracao e quimiotaxia (LEY et al., 2007).

Esse resultado é semelhante ao encontrado em estudos com modelos in vitro com 6leo
de copaiba onde demostraram uma reducgdo significativa dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-6, IL-1B (GELMINI et al.,, 2013). Ainda ndo foi realizada a

investigacdo da migragdo celular em modelos in vivo com 6leo de copaiba.

Né&o foi observada uma reducédo significativa na migracdo das células mononucleares
(linfocitos e mondcitos) com nenhum dos tratamentos 1h e 24 apos os tratamentos (Figura 14

A e B), uma vez que essas células predominam na fase cronica ou tardia das reacGes
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inflamatdrias, visto que sdo células de baixa locomocdo (CHI e PAMER, 2011; ARTIS e
SPITS, 2015). Também foi observado no estudo de BARTH et al., (2016), que a carragenina

ndo induz significativamente a proliferacdo de células mononucleares.

Diferentemente do que foi observado apos 1h do tratamento, ndo foi observado efeito
significativo na reducdo da migracdo dos leucocitos totais e neutrofilos apos 24h do
tratamento com FAOC-HDL (222,9 mg/kg) (Figura 12 B e Figura 13 B). Sugerindo que a
fracdo &cida intercalada em HDL, ndo obteve efeito sobre a secrecdo das citocinas pro-
inflamatdrias nesse periodo, ndo reduzindo assim, a migracdo das células para a cavidade

peritoneal.

Desta forma, o conjunto de resultados permitem concluir que a FAOC (98 mg/kg) e
FAOC-HDL (222,9 mg/kg) apresentaram atividade antinociceptiva periférica, isto &,
apresentam uma reducdo ou bloqueio dos receptores de histamina, bradicinina e
prostaglandinas. Estes efeitos foram observados sobre a reducdo do numero de contor¢cdes
abdominais, no teste de contor¢do abdominal induzido pelo &cido acético 0,6%, e reducdo do
tempo de lambida da pata, na segunda fase do teste da formalina.

Com relacdo a atividade anti-inflamatoria, a FAOC (98 mg/kg) e a FAOC-HDL (222,9
mg/kg) atuou significativamente sobre os principais eventos da inflamacdo, através da
inibicdo do edema, da reducdo da migracgdo celular. Este efeito € importante para o tratamento
da inflamacéo e reducdo dos eventos ocasionados pela inflamagdo como dor, rubor e febre,
contribuindo para a homeostase do organismo. Estes resultados foram observados, nos testes
de dermatite de orelha, edema de pata induzido por carragenina, bem como, na peritonite

induzida por carragenina.

As atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria da FAOC podem ser atribuidas aos
diterpenos presentes nessa fracdo, entre os quais estdo os acidos hardwickiico, covalenico e o
acido copalico que é considerado o acido majoritario presente nessa fracdo (GOMES et al.,
2008; GOMES et al., 2010).

A intercalagdo em HDL mostrou-se satisfatéria onde houve um efeito prolongado de um
produto natural (fracdo acida do oOleo de copaiba) para o tratamento da dor e inflamagéo,
como observado em pesquisas anteriores com farmacos anti-inflamatérios intercalados
(ZHANG et al., 2014).

No mercado atual ja existem farmacos com liberagdo controlada como nifedipino (anti-

hipertensivo), onde é usada uma matrix de hidroxipropilmetilcelulose e cetoprofeno (anti-
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inflamatdrio) associada a matrix de hidroxielcelulose que libera de maneira progressiva o
farmaco (BADU et al.,, 2010; MACOCINSCHI et al., 2012). No entanto a liberagdo
controlada por essa matrizes séo diferentes da liberagao pelo HDL.

Como foi observada, a intercalacdo da FAOC em HDL apresentou efeito até 24h apos o
tratamento em modelo in vivo. N&o foi observado efeito apds 48h apds o tratamento, ou seja,
provavelmente nesse periodo ja deve ter ocorrido a total liberacdo da FAOC para a circulacdo

sistémica.

Entdo, como foi demostrado, a liberacdo prolongada € importante para fornecer uma
concentracdo terapéutica necessaria para alcancgar e manter a atividade farmacologica, ou seja,
é uma forma farmacéutica vantajosa, auto administravel que permite a liberacdo constante do
farmaco, bem como, de um produto natural. Assim, a intercalacdo da FAOC em HDL também
foi importante, para fortalecer um produto natural j& bastante utilizado na regido amazonica.
Com isso, as perspectivas futuras serdo elucidar os mecanismos de ac¢do aqui sugeridos, e
também avaliar a atividade toxicoldgica da FAOC e FAOC-HDL.

Logo, esta pesquisa se destaca por valorizar o potencial farmacoldgico da regido
amazonica, ao utilizar um produto natural importante terapeuticamente para a regido, e
acrescenta inovacdo tecnologica atraveés do nanocarreamento de farmacos. Desta forma,
almeja-se que a informacéo obtida possa contribuir para o estudo de uma alternativa para o
tratamento da dor e inflamag&o.
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7 CONCLUSAO

Os resultados indicam que a FAOC (98 mg/kg) possui atividade antinociceptiva e anti-

inflamatdria in vivo.

A intercalacdo da FAOC em HDL, avaliada através da FAOC-HDL (222,9 mg/kg),
também apresentou atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria. Especialmente, a FAOC-
HDL foi capaz de exercer este efeito até 24h apds o tratamento, demonstrando sustentacéo do

efeito farmacoldgico resultante da intercalagdo da FAOC em HDL.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado "PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIAGCAD BIOLOGICA DO ACIDO COPALICO EM SISTEMA
DE LIBERAGAO CONTROLADA DE DROGAS.", protocolado sob o CEUA n® 6776250816, sob a responsabilidade de Luana Melo
Diogo De Queiroz e equipe; Claudio Nahum Alves - gue amolve a produgao, manutencao efou utilizagio de animais parancentas ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fing de pesquisa centifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
praceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, com o Decrelo 6899, de 15 de julho de 2009, com as nomas editadas pelo
Consalho Macional de Controle da Experimentacao Animal (COMCEA), & fol aprovado pela Comissao de Etica no Uso da Animais da
Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA) em reunido de 29/0972016.

We cerlify that the proposal "PLANNING, SYNTHESIS AND BIOLOGICAL EVALUATION OF ACID COPALIC IN DRUG
CONTROLLED RELEASE SYSTEM.", ulilizing 162 Heterogenics mice (162 males), protocol number CEUA 67762508186,
under the responsibility of Luana Melo Diogo De Queiroz and team; Cldudio Nahum Alves - which involves the production,
maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Verebrata (except human beings), for
scientific research purposes (or teaching) - it's in accordance with Law 11.794, of October 8 2008, Decree 6899, of July 15,
2009, with the rules issued by the Mational Council for Control of Animal Experimentation (CONMCEA), and was approved by
the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Para (CEUAMUFPAY) in the meeting of 0S/29/2016.

Vigéncia da Proposta: da 09/2016 a 09/2018 Area: Faculdade De Farméacia

Procedéncia: Biatério FACFAR

Espécia: Camundongos hateragénicos Génera: Machos idade: 45 a 60 dias N: 162
Linhagem:  Mus musculus Peso: 25a35g

Resumao: Uma importante fonte para a obtencio de novos farmacos é através dos produtos naturais. Dentre eles, as espécies vegetais
sa dastacam no fornecimento de principios atives 4 medicina e, a regido amazdnica & considerada a maior detentora de biodiversidade
do planeta. Nesse senfido, um produto natural de grande importdncla pelo seu potencial farmacolégico € o dleo de copaiba, uma
olecresina obtida a pariir da Copaifera L. género (Leguminoseaa), muilo ullizado pela populagio amazbnica como anti-inflamatéric.
Entra seus constituintes guimicos, destaca-se o acido copdlico, um diterpeno considerado biomarcador presente na oleoresina de
varias espécies de Copaifera. Esludos in vitro indicam gue o acido copdlico possul diversas atividades farmacolbgicas como:
bactericida, anticancerigena, e inibigio da enzima ciclooxigenase, sugerindo também a atividade anti-inflamatéria. Associada a essa
investigagao por farmaces com efeilos colaterais menos acentuados, existe uma crescente busca por formas de administragio gue
também visem diminui-los. Dessa maneira, & crescenle o interesse da utilizagdo de materiais nanoestrulurados como exemplo,
hidrédxidos duplos lamelaras (HDLs), gue s3o materals inorginicos biodegradaveis potencialmenta usados como sistemas de liberagio
de farmacos. Estes podem possibilitar a reducdo da loxicidade, aumento da eficicia, diminuicao da dose e a liberacao suslentada de
farmacos. Desta forma, a expectativa deste projelo & identificar a propriedade antinociceptiva do Acido copdlico in vivo, e avaliar este
efeito am sisiema de libaragao controlada, pela sua inercalacao em HDLs. Assim, almeja-se contribuir clentificamenta na busca por
novos farmacos gue possam ser maks seguros e de igual, ou melhor, eficicia terapéutica.

MM'é&’y
Prof. Dr. Moises Hamaoy

Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Para

Balém do Para, 29 de setembro de 2016
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CERTIFICADO

Certificamon gue o Projeln intiukade “Avaliagso da stividade snti-nflamalttda do Acdo copdlicn, interealadn em nanocaneadones de
hidrdoddos duplos lamelsres, pera sislemnas de liberacio conbolada de droges”, prolocolade sob o CEUA n° 7535231116, sob a
responsabiidade de Luana Melo Diogo De Queiroz - que envolve a producio, manutenglo elou ulilizacio de animais perencenies
an flo Chordata, subfilo Verlsbrala (excete o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensing) - enconlra-se de acordo com os
preceilns da Lei 11.704, de B de oulubro de 2008, com o Decrele 6898, de 15 de julho de 2000, com as normas edtsdas pelo
Conzelho Masonal de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), & foi aprevade pela Comild de Etica no Uso de Animsis do
Universidade Federal do Pard (CELAUFPA) em reunio de 20004/2017.

We cerlify that the proposal “Evaluation of the anbinflsmmatory sclivity of copalic acid, intercalated in lamellar double
hydraxide nancchangers, for eontrolied drusg relesse systems.”, utiizing 216 Heterogenics mice (216 males), protocsl numbes
CEUA 7535231116, under the responsibility of Luana Melo Diogo De Queiroz - which invalves the production, mainlenance
andior use of animals belonging 1o the phylum Chordata, subghylum Venebrata (except human beings), for seentific reseanch
purpeses (or leaching) - ifs in accordance with Law 11.784, of October & 2008, Decres 6899, of July 15, 2009, with the rues
iesued by the Mational Council Tor Contral of Animal Experimentation [CONCEA), and was approved by the Ethic Commitles
on Animal Use of the Federal University of Para [CEUAJUFPA) in the meeting of 042002017,

Vigéncia da Proposta: de D4F201T a 0402018 Area: Faculiade De Farmésa

Procedncia: Biobério Central ICB/FPA
Espécie:  Camundeages helerpdnices Ganere: Machos idade: 3 adSdies N 26
Linhagem:  Mus musculus Peso: 258350

Reguma: O fammsces anti-inflamatonos ndo esternidais (AINES) eio amplamente consumides em oo o mundo, devido 4 equéncia
£om gue palblogias envelvendo a dor e inlamagso afelam os seres humanoa. Og efeilos colslerais ocasionados pelos AINEs tais
como, disbirbios gasiroinlestinais e renais, Bm molivado o esludo de novas drogas mais seguras para o iralamenio da dor e
inflamagBo. Para isao, uma imporante fonle para a oblenglio de novos Tarmacos & slravés dos produlns nalurais. Denlre eles, as
espicies vegelais s deslacam no lormeciments de prncipios alives 4 medicna e, a regilo amazdnica & congidersda a maior delenlors
fe bindiversidade do plansts. Nesse sentido, wm produln natursl de grande imporancia pelo seu potencial farmacolbgico & o dlea de
eopaiba, uma oleoresing obiida a parlir da Copailera L. género (Legumineseas), muit ulilizads pela populac amazdnica come arli-
inflamaltrio. Enlre seus consliuinles guimicos, destacsse o Acdo copdlico, um dilerpenn considerado bernarcador presente na
oleoresing de vAras espéces de Copailera. Estudes in villo indicam que o Scido copies possul diversas alividades lamacalbioss
eomo: baclendda, snbcancerigena, e nibigho da enzima cicooxigenase, sugerinds 1ambem a atividade anti-inllamalbria. Associada &
e5sa Mvesligagio por fArmacos com efeilds colalerais menos scenluados, exisle UMa crescente busca por iormas de administragao
gue também visem diminui-los. Dessa maneis, & crescanle o ineresse da utlizagso de materiais NAROESFUILIFAG0S COMO Exempl,
hidetidos duplos lamelases (HOLs), que s80 malenais inorgdnicos bisdegradiveis polencislmente Usados come sistemas de lberagao
de tarmecos. Esles podern possibiitar a reducle da lowcidade, suments da eficheia, diminuiclo 2a dose @ a liberagio sustentada de
farmacos. Desta forna, a expectativa deate projeto & iderlificar a propriedade anti-nflamataria do acido eopalice in vivo, & avalisr estes
eleilog em sislemas de liberacin controlada pela sus interealacao em HOLs. Assim, almsjs-se confribuir cienlifcaments na busea por
Nowves IAMACHS qUE DOSSAM S6F MEls SegUins & de igual, ou melhor, eficcia lerapulica.

Prof. Dr. Moisés Hamoy

Coordenador da Comissao de Elica no Uso de Animais
Universidade Federal do Fara

Bedém do Para, 20 de abril ge 2017
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