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Resumo:

O pB-cariofileno é um sesquiterpeno natural com diversas propriedades
terapéuticas, especialmente atividade anti-inflamatoria. Este € o principal
componente do Oleo de copaiba, um dos principais fitoterapicos da
Amazbnia brasileira comercializado mundialmente. Recente estudo
demonstrou que o 6leo de copaiba (Copaifera reticulata) foi capaz de
atenuar o estresse oxidativo hepatico e inflamacdo em ratos com artrite por
adjuvante. O presente trabalho avaliou os efeitos do tratamento de ratos com
artrite por adjuvante com o B-cariofileno na dose de 430 mg Kg™ sobre a
inflamacédo e o estresse oxidativo hepatico. O tratamento foi eficaz em
reduzir o edema das patas, mas nao as lesfes secundarias sistémicas
devido a artrite. Em adicdo, o tratamento diminuiu 0 estresse oxidativo
hepatico. Desta forma, é possivel que o B-cariofileno seja um composto Uutil
para o tratamento da artrite reumatoide em humanos.

Introducao

O B-cariofileno € um sesquiterpeno natural que apresenta diversas
propriedades terapéuticas, especialmente atividade anti-inflamatéria. E o
principal constituinte do Oleo de copaiba, um dos mais importantes
fitoterapicos da Amazbnia brasileira, podendo atingir até 50% do seu
conteudo (VEIGA et al.,, 2007). O oOleo de copaiba extraido da espécie
Copaifera reticulata Ducke foi capaz de atenuar as manifestacdes
inflamatorias articulares e sistémicas em ratos com artrite induzida por
adjuvante. Este ultimo é um modelo experimental de inflamacéo cronica que
compartilha muitas caracteristicas da artrite reumatoide em humanos e, por
isso, muito utilizado para avaliar a acdo de compostos anti-inflamatorios e
antirreumaticos (COMAR et al., 2013). O 6leo de copaiba adicionalmente
atenuou o estresse oxidativo hepatico, que esta bastante acentuado nos
animais artriticos (CASTRO et al., 2017). Entretanto, estes efeitos foram
associados com acdo hepatotéxica do o6leo, a qual foi atribuida
principalmente ao seu contetdo de compostos diterpénicos.
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O B-cariofileno parece ser o responsavel pela atividade anti-
inflamatoria do 6leo de copaiba, entretanto, ainda é incerto se também é
responsavel pela atividade antioxidante. Em adicdo, como o S-cariofileno é o
principal constituinte do 6leo de copaiba, se comprovado seus efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes, seria de interesse viabilizar a sua obtencédo a
partir do 6leo de copaiba, que é a sua principal fonte natural, e investigar
suas possiveis acdes terapéuticas sobre a artrite reumatoide.

Considerando as propriedades do B-cariofileno acima descritas, 0
presente estudo tem como objetivo avaliar seus efeitos sobre a inflamacéo
articular e sistémica e o estresse oxidativo hepatico em ratos com artrite
induzida por adjuvante.

Materiais e métodos

A artrite foi induzida pela injecdo do adjuvante completo de Freund
(500 pg) na pata traseira esquerda de ratos da linhagem Holtzman com
aproximadamente 60 dias de vida. Ratos com a mesma idade foram
utilizados como controle. Os animais foram aleatoriamente divididos em 5
grupos: CT, controles + 6leo de milho; CT, controles + B-cariofileno 430 mg
Kg™t; AIA, artriticos + 6leo de milho; AIAB, artriticos + B-cariofileno; AIBU,
artriticos + ibuprofeno 30 mg Kg*. O tratamento foi feito por via oral
(gavagem) durante cinco dias antes da indug&o da artrite e por mais 18 dias.
No 19° dia os animais foram eutanasiados. Este projeto foi previamente
aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentacéo - CEAE, da UEM (Parecer 007/2015).

O efeito anti-inflamatério do B-cariofileno foi avaliado por meio de
alteracdes no volume das patas e escore de lesbes secundarias a artrite.
Para avaliar o efeito do B-cariofileno sobre o estado oxidativo, os figados dos
animais previamente anestesiados foram removidos, clampeados em
nitrogénio liquido e homogeneizado em Van Potter-Elvhjem com 10 volumes
de tampéo fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,4). O homogenato resultante foi
centrifugado (11000g/15 min) e o sobrenadante utilizado para determinar os
niveis de proteinas carboniladas, espécies reativas de oxigénio (ROS),
glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) e atividade das enzimas
catalase e superoxido dismutase (SOD).

Resultados e Discussao

A Tabela 1 mostra os parametros anti-inflamatérios e de estresse
oxidativo. O volume médio das patas antes da indugdo da artrite foi de 1,46
+ 0,1 ml. O aumento no volume (Avol) das patas injetadas foram,
respectivamente, 301%, 208% e 167% maiores que 0s iniciais, para 0s
animais artritico ndo tratados, tratados com [-cariofileno e tratados com
ibuprofeno. Os volumes da pata injetada foram 31 e 43,7% menores nos
animais artriticos tratados com B-cariofileno e o ibuprofeno, respectivamente
(comparados aos artriticos nao tratados). O aumento no volume (Avol) das
patas ndo injetadas foram, 161%, 70% e 82% maiores que 0s iniciais,
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respectivamente, para os animais artritico ndo tratados, tratados com [3-
cariofileno e tratados com ibuprofeno. No 18° dia, o incremento no volume
da pata contralateral foi 56 e 49% menor, respectivamente, para 0s animais
tratados com [-cariofileno e ibuprofeno (comparados aos artriticos nao
tratados). O tratamento com o B-cariofileno ndo foi efetivo em reduzir o
escore das lesGes secundarias a artrite, em contrapartida o tratamento com
ibuprofeno reduziu em 20% este parametro.

Tabelal: Efeitos do B-cariofileno sobre os parametros inflamatorios e de
estresse oxidativo hepatico em ratos controles e artriticos.

Parametros Grupos

CT CTB AlA AIAB AIBU
Avol (mL) 44403 3003°  24+0.1°
(pata esq.)
AR (i 24+02% 1,0+03° 12+02°
(pata dir.)
Escore artritico 5,0+0,52 4,8+0,22 4,0+0,4°
;ﬁtacrﬁ?i) 5,4+0,3° 56+0,4%® 75+0,4° 55+05° 7,3+0,2°
(Fi]?nil mg™) 0,9+0,1* 0,9+0,1%* 1,8+0,1° 1,3+0,1%  1,4+0,1°
GSH a ac b c ac
(mol mg™d) 12,940,6 9,620,3° 5,0+1,2° 8,5+0,3° 10,4405
Er;'\?nsocl;mg'l) 1,4+0,1* 1,5+0,3* 2,5+0,2° 1,7+0,1*  3,2+0,3"

GSH/GSSG 9,4+0,6% 6,9+1,3° 2,2+0,9° 5,0+0,3* 3,3+0,5%

;?rtwil? rsn?n'l) 1116+45% 990£140° 251+21° 305#37°  250+34°
(Suor[r:g-l) 2,8£0,2°  2,0£0,2% 1,74#0,2° 22+0,1%  2,2:0,2®

O volume inicial das patas foi 1,46+0,1 ml. Avol das patas =volume no dia 18 — volume inicial, expressados como
mL. CT, controles; CTB, controles tratados com B-Cariofileno 430 mg Kg™ dia™; AIA, artrite induzida por adjuvante;
AIAB, artrite induzida por adjuvante tratada com B-Cariofileno 430 mg Kg™ dia™; AIBU, artrite induzida por adjuvante
tratada com ibuprofeno 35 mg Kg™ dia-*. Prot. Carb., proteinas carboniladas. Os dados representam a média * erro
padrdo da média de 3-5 animais. Os valores com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem
estatisticamente (p <0,05).

Os niveis de proteinas carboniladas foram utilizados para avaliar o
dano oxidativo hepatico e foram 39% maiores nos ratos artriticos
(comparados aos controles). O tratamento com o [-cariofileno foi capaz de
reduzir os niveis de proteinas carboniladas aos mesmos que dos animais
controle, por outro lado, o tratamento com ibuprofeno ndo melhorou este
parametro. Os niveis de ROS foram 100% maiores nos ratos artriticos
(comparados aos controles) e o tratamento com [(-cariofileno e ibuprofeno
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reduziram estes niveis, respectivamente, em 27 e 22%. O tratamento dos
ratos controles com [-cariofileno ndo modificou os niveis de proteinas
carboniladas e ROS no figado. Os niveis de glutationa reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG) e atividade das enzimas catalase e SOD foram utilizados
como parametros antioxidantes hepaticos. Os niveis de GSH foram 61%
menor no figado de ratos artriticos, o que causou uma diminui¢do de 76% na
razdo GSH/GSSG. O tratamento com o B-cariofileno foi capaz de elevar os
niveis de GSH e a razdo GSH/GSSG em 70 e 127% respectivamente. A
atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase foram reduzidas pela
inflamacao (-77 e -39%, respectivamente), ja os tratamentos ndo foram
capazes de recuperar suas atividades.

Conclusbes

Os resultados do presente trabalho mostraram que o tratamento com o B-
cariofileno na concentracdo de 430 mg Kg* foi capaz de diminuir a
inflamag&o articular, mas n&o a sistémicas em ratos com artrite por
adjuvante. O estresse oxidativo hepatico foi também reduzido com o
tratamento a perece ser devido ao aumento dos contetidos de GSH. Estudos
complementares sdo necessarios, no entanto, para avaliar o mecanismo de
acado e possivel toxicidade do B-cariofileno. Em adicéo, os efeitos devem ser
investigados utilizando menores doses [-cariofileno, de forma a viabilizar
estudos clinicos para utilizagdo como um auxiliar no tratamento da artrite
reumatoide em humanos.
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