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D’AURIOL-SOUZA, Mirna Maciel. Avaliacao do efeito de duas espécies de Copaiba em
modelo experimental murino de alergia alimentar. 2010. Dissertacio (Mestrado em
Patologia Geral) — Faculadade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, 2010.

RESUMO

O bélsamo de Copaiba é um Oleo-resina (OR) obtido de drvores do género Copaifera L.
(Caesalpineaceae), espécies nativas da América Latina e da Africa Ocidental. No presente
estudo, foi investigada a capacidade do OR obtido de C. guyanensis Desf., nativo da regido
Amazoénica e C. langsdorffii Desf., nativo do cerrado, no tratamento da alergia alimentar, bem
como de suas fragcdes sesquiterpénicas (6leos volateis — CV) e diterpénicas (resina — RE). Os
efeitos antialérgicos foram avaliados in vivo, em modelo de alergia alimentar murino induzido
experimentalmente por Ovalbumina (OVA). Foram avaliados os seguintes pardmetros:
presenca de IgE sérica, edema intestinal, hiperplasia de mastdcitos, infiltrado de eosindfilos,
ativacdo de neutréfilos, peroxidacdo lipidica intestinal, producdo de muco por células
caliciformes e perda de peso corporal. Teores mais elevados de sesquiterpenos foram
evidenciados na C. guyanensis, enquanto C. langsdorffii apresentou mais diterpenos em sua
composicdo. Ambas as espécies apresentaram os sesquiterpenos -cariofileno e germanacreno
D, enquanto o diterpeno 4dcido caurendico foi mais predominante em C. langsdorffii. O OR da
C. guyanensis foi ativa na dose de 400 mg/kg/dia, mas ndo demonstrou efeito antialérgico na
dose de 200 mg/kg/dia. J4 o OR de C. langsdorffii foi ativa na dose de 200 mg/kg/dia, mas
apresentou-se téxica na concentracdo de 400 mg/kg/dia. As fracoes CV de ambas as espécies
apresentaram atividade sobre a hiperplasia dos mastdcitos, e as fracdes RE sobre a atividade
de neutréfilos. Os resultados indicam que os OR de C. guyanensis e C. langsdorffii sao
capazes de reduzir a inflamag@o decorrente da sensibilizagdo por ovalbumina. Estes podem,
portanto, representar uma nova op¢ao nutrac€utica e/ou terapéutica para o tratamento da

alergia alimentar.

Palavras-chave: Copaiba, Copaifera guyanensis Desf., Copaifera langsdorffii Desf., alergia

alimentar, ovalbumina, anti-inflamatorio.



D’AURIOL-SOUZA, Mirna Maciel. Evaluation of the effect of two species of Copaiba in
experimental murine model of food allergy. 2010. Dissertacio (Mestrado em Patologia
Geral) — Faculadade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
2010.

ABSTRACT

The Copaiba balsam is an oil-resin (OR) obtained from trees of species of Copaifera L.
(Caesalpineaceae), native from Latin America and Africa. In the present study, we have
investigated the capacity of OR from C. guyanensis, native from Amazon region and C.
langsdorffii, native of cerrado in the treatment of the food allergy, as well as sesquiterpene
and diterpene (volatile oils — CV; resin - RE). The anti-inflammatory effects were evaluated in
vivo in a murine model ovalbumin-induced food allergy. The following parameters have been
evaluated: serum IgE, intestinal edema, mast cells hyplerplasia, eosinophil infiltration,
neutrophil activation, lipid peroxidation, intestinal mucus production by goblet cells and loss
of body weight. Chromatographic analysis evidenced higher contents of sesquiterpene in C.
guyanensis, while C. langsdorffii presented more diterpene. Both the species had [3-cariofileno
and germanacreno D, but kaurenoic acid was more predominant in C. langsdorffii. The C
guyanensis OR was active in the dose of 400mg/kg/day, but was inactive with 200mg/kg/day.
OR of C. langsdorffii was active in the dose of 200mg/kg/day, but it was toxic in the
400mg/kg/day concentration. Fractions CV of both the species showed activity on the
hyperplasia of mast cells, and the fractions RE on the activity of neutrophils The results
indicate that OR of C.guyanensis and C. langsdorffii inhibited the inflammation caused by
sensitization with ovalbumin and have potential as new nutraceutical or pharmaceutical

products to treat food allergy.

Key-word: Copaiba, Copaifera guyanensis Dest., Copaifera langsdorffii Desf., food allergy,

ovalbumina, anti-inflammatory.



1 INTRODUCAO

1.1 Trato Gastrintestinal (TGI)

Considera-se, muitas vezes, que a maior drea de superficie exposta do organismo seja
a pele, mas, em humanos, a drea de mucosa do intestino delgado é bem maior, pois, sozinha,
tem, aproximadamente, de 300 a 400m’ devido a milhdes de microvilosidades. Estas
absorvem didria e aproximadamente 130 a 190 g de proteinas da dieta (MENEZES et al.,

2003; MACDONALD & MONTELEONE, 2005; WHITE et al., 2007).

O trato gastrintestinal (TGI) € o local onde acontece a absor¢@o de nutrientes da dieta
e, a0 mesmo tempo, € o responsiavel pela defesa do organismo (SAMPSON, 2003;
MACDONALD & MONTELEONE, 2005). Ele é o maior sistema imunolégico no corpo,
confrontando-se com grande carga antigénica na forma de moléculas da dieta, organismos
comensais e patogénicos (LENNERNAS, 1998; MAYER, 2003; SAMPSOM, 2005; WHITE
et al., 2007). Por isso a mucosa intestinal possui estruturas linféides que, em conjunto,
formam os tecidos linféides associados ao intestino, a GALT (Gut associated lymphoid
tissue), que é parte dos tecidos linfoéides associados a mucosa, a MALT (Mucosal associated
lymphoid tissue). Responsdvel pela homeostase ao longo da extensa superficie epitelial, o

intestino tem essa extraordindria habilidade de distinguir nutrientes e ainda patégenos de

organismos comensais. (KIYONO & FUKUYAMA, 2004; SAMPSOM, 2005).

A GALT ¢ formada por ambos os sistemas imunes: o inato (que envolve leucdcitos
granuldcitos e macréfagos) e o adaptativo (que envolve linfécitos). Ela promove uma resposta
adaptativa extremamente pro-eficiente ao inibir respostas a antigenos “nfo-perigosos” e ainda
monta uma resposta radpida a patégenos (SAMPSON, 2003; JANEWAY, 2007; TAKAYAMA

et al., 2007).



As placas de Peyer, um dos componentes da GALT, sdo tecidos linféides organizados
no epitélio intestinal, formando estruturas em forma de ctpula que se estendem até o limen
do intestino. Elas consistem em foliculos centrais de linfécitos B cercados por zonas menores
de linfécitos T. As placas de Peyer servem de sitio para a indug@o da resposta imune antigeno-
especifico contra antigenos introduzidos oralmente. Estes antigenos sdo capturados por
células M (células epiteliais especializadas e adaptadas) que interagem diretamente com
moléculas e particulas do limen intestinal, realizando endocitose deste material para o interior
da célula. A membrana basal da célula M forma numerosas invagina¢gdes ao redor de
linfécitos e células apresentadoras de antigenos (APC), sendo estas dltimas responsaveis pela
captagdo e processamento do material transportado para a apresentacdo do antigeno e ativagado

dos linfécitos JANEWAY, 2007; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A variedade de reacdes imunes que pode ocorrer, seguida a absor¢do do antigeno pelo
epitélio, depende das propriedades do antigeno, assim como a frequéncia da exposicao, da via
de entrada no organismo e da histéria imunolégica do individuo (SICHERER & SAMPSON,
2009). Nas mucosas, antigenos soliveis, como antigenos da dieta, sdo tipicamente pouco
imunogénicos e induzem um estado de ndo-resposta conhecido como tolerancia oral. Esta
ndo-resposta das células T as proteinas ingeridas na dieta é resultado da inatividade da célula
T ou da indugdo de células T reguladoras. A producdo de interleucina (IL) anti-inflamatéria
IL-10 nas placas de Peyer tem papel importante na tolerdncia, assim como a microbiota

intestinal (SAMPSON, 2003; MACDONALD & MONTELEONE, 2005).

Assim, pode-se dizer que a tolerdncia induzida por organismos comensais e proteinas
da dieta representa o maior evento imunoldgico no intestino, em condi¢des fisioldgicas. A
“tolerancia oral” pode ser definida, entdo, como a supressdo especifica da resposta imune

celular e/ou humoral a um antigeno por administracdo prévia deste antigeno pela via oral. E



de enorme importincia imunoldgica porque é um continuo evento imunoldgico natural

dirigido a antigenos externos (FARIA & WEINER, 2005).

A tolerdncia oral também depende de uma barreira intestinal intacta e
imunologicamente ativa. As primeiras barreiras a entrada de antigenos alimentares na
submucosa sdo as barreiras de natureza fisica. O muco presente na superficie das células
epiteliais do intestino tem o papel mais importante contra antigenos em potencial. A IgA
secretoria (sIgA) nao s6 previne que microorganismos fiquem aderidos na superficie da
mucosa como ajuda no ‘“clearance” dos antigenos. Este anticorpo € sintetizado em grande
quantidade por linfécitos B localizados nas placas de Peyer. Além disso, proteinas da dieta j4
foram parcialmente digeridas por proteases e pela acidez estomacal. Ainda had a barreira
promovida pelas células epiteliais e suas juncdes. Em adicdo a esta eficiente linha de barreira
protetora, a imunidade inata e a adaptativa do organismo promovem uma barreira ativa contra

antigenos (MAYER, 2003; SICHERER & SAMPSOM, 2009; EIGENMANN, 2009).

Provavelmente, a barreira mais significativa a entrada de antigenos na mucosa € a
presenca de enzimas proteoliticas, desde a boca até o intestino grosso. Ao realizarem a quebra
de grandes polipeptideos em pequenos di e tripeptideos, estas enzimas permitem que ocorra o
processo de absor¢do dos nutrientes. Elas também convertem proteinas potencialmente
imunogénicas em pequenos peptideos ndo-imunogénicos (MAYER, 2003). Entretanto, as
proteinas podem escapar ou resistir a digestdo e passar para o limen intestinal em uma forma

intacta (MACDONALD & MONTELEONE, 2005).

Outro componente importante no controle da entrada de antigenos pela mucosa
intestinal € o muco produzido pelas células caliciformes. Este muco forma uma camada

espessa, onde as particulas antigénicas sdo aprisionadas e expelidas pelo movimento



peristaltico do intestino. Além desta funcdo de barreira fisica, o muco serve de reservatdrio

para a sIgA (MAYER, 2003).

A IgA é um anticorpo que atravessa o epitélio intestinal e € secretada no limen. Esta
imunoglobulina pode aglutinar antigenos e aprisiond-los no muco, facilitando a remocdo

destas moléculas do organismo (MAYER, 2003).

A ultima barreira fisica a absorcdo antigénica é conferida pela célula epitelial. As
juncgdes presentes na membrana apical e basal destas células e nos espagos paracelulares sdo
geralmente impermedveis a grandes macromoléculas, prevenindo eventualmente a passagem
de di e tripeptideos, permitindo apenas a passagem de fons. Eventos inflamatérios e também
em neonatos as jungdes podem se tornar menos oclusivas, permitindo a passagem de

macromoléculas para a 1amina propria (MAYER, 2003).

As APC’s (células apresentadoras de antigeno profissionais), principalmente células
dendriticas, processam os antigenos da dieta e apresentam a um receptor MHC-II (major
histocompatibility complex type II) na superficie de células T, o que resultard na tolerancia
oral, em condi¢Ges fisioldgicas ou sensibilizacdo ao antigeno, em individuos predispostos

(SAMPSON, 1999; EIGENMANN, 2009).

Em recém nascidos, onde o sistema imune é imaturo até 4 anos de idade e em
individuos atépicos, geneticamente susceptiveis, pode ocorrer a passagem de proteinas nao
digeridas pela mucosa intestinal, causando o desencadeamento de uma resposta imune aos
componentes da dieta. O rompimento deste fino balanco altera o estado normal da tolerancia
oral para os alimentos (MAYER, 2003; SICHERER & SAMPSON, 2009, EIGENMANN,
2009). Esta penetracdo de macromoléculas da dieta no organismo, através da mucosa
intestinal, pode acarretar sérias conseqiiéncias imunoldgicas, sendo, uma delas, a alergia

alimentar (SALDANHA et al., 2004).



1.2 Alergia Alimentar

A alergia alimentar afeta cerca de 6 a 8% das criancas em fase de crescimento (até 3
anos de idade) e 2 a 3% da populacao em geral. A imaturidade de varios componentes da
barreira no intestino, além da reducdo a eficiéncia do sistema imune nas criangas, fazem
aumentar a probabilidade delas desenvolverem infec¢des gastrintestinais e alergia alimentar
durante os primeiros anos de vida. Hipocrates, conhecido como o pai da medicina, foi o
primeiro a descrever reacdes adversas a alimentos cerca de 2000 anos atrds, mas a
comunidade médica era muito reticente para compreender ou investigar essas desordens, até

recentemente (SAMPSON, 1999).

Alérgenos sao proteinas de tamanho entre 10 e 70 kDa. Em geral, eles sdo
glicoproteinas hidrossoldveis, com estabilidade térmica e dcida e com resisténcia a protedlise.
Os alérgenos possuem também a habilidade de se ligar a fons metdlicos, lipideos ou a
esterdides (SAMPSOM 1999 e 2003; BREITENEDER & MILLS, 2005; SICHERER &

SAMPSON, 2009).

Apesar da enorme diversidade de exposicdo a antigenos da dieta, somente poucos
alimentos sdo responsaveis por alergias alimentares. Os principais sao: leite, ovos, amendoim
e peixes (SAMPSON, 2003; SICHERER & SAMPSON, 2009; GUO et al., 2009). Alergias a
ovos e a leite de vaca sdo mais freqiientes em criangas, enquanto a frutos do mar e amendoim

sdo mais comuns em adultos (SICHERER & SAMPSON, 2009).

A alergia alimentar caracteriza-se por uma série de reacdes (hipersensibilidade) ao

alimento por um mecanismo que envolve resposta imune. De acordo com o tipo de reacdo



imune, o individuo com alergia pode apresentar caracteristicas clinicas especificas, com
sintomas gastrintestinais ou ndo, ligados ou ndo a producdo de Ig (SAMPSON, 1999;

EIGENMANN, 2009).

Alergia do tipo I, ou doencas anafilaticas, sio denominadas hipersensibilidade do tipo
I por terem inicio rdpido, minutos apds o estimulo ao antigeno e por estarem ligadas a
producido de IgE (BRASILEIRO-FILHO, 2006; UNTERSMAYR & JENSEN-JAROLIM,
2006). As reacdes alérgicas alimentares dependentes de IgE podem afetar um ou mais érgaos:
a pele (urticdria e angioedema), o trato respiratorio (rinite e asma), TGI (enjoos, vomitos, dor
abdominal e/ou diarréia) e o sistema cardiovascular (choque anafilético). Estas reacdes podem
ser desencadeadas por exposicao direta do 6rgao envolvido, ou por distribui¢do sistémica das
proteinas apds a ingestdao (SAMPSON, 1999 e 2003) e consistem em duas fases: uma

imediata e outra tardia (XIE & HE, 2005).

Em criangas e individuos predispostos, quando hd diminui¢do das barreiras fisicas e
imunoldgicas da mucosa digestiva, a exposicdo inicial do antigeno as células apresentadoras
de antigenos profissionais (APC's) leva principalmente a ativacio de células T helper 2 (Th2)
e sintese de IgE especifico para o alérgeno. A apresentacdo destes peptideos acontece por via
de moléculas MHC classe II. Esta fase é conhecida como sensibilizacdo alérgica. Na presenga
desta estimulacdo, as células T regulam a expressdo de um conjunto de genes codificados no
cromossoma, que incluem os genes que codificam interleucina-3 (IL-3), IL-4, IL-5, IL-9, IL-
13 e fator estimulador de col6nia de macréfagos e granuldcitos (granulocyte / macrophage
colony-stimulating factor, GM-CSF). Essas citocinas estdo envolvidas na troca de classe de
imunoglobulina pelos linfécitos B para a sintese de IgE (IL-4 e IL-13), o recrutamento de
mastécitos (IL-4, IL-9 e IL-13) e a maturacdo de eosindfilos (IL - 3, IL-5 e GM-CSF) e
basdfilos (IL-3 e IL-4), que sdo as principais células efetoras secretoras da resposta alérgica

(SAMPSON, 1999; HOLGATE & POLOSA, 2008).



Linfécitos T helper-2 (Th2) produzem citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13.
IL-4 produzida tem papel crucial que, sob influéncia do ligante CD40, muda o isotipo A (IgA)
para o E (IgE) nos linfécitos B. IL-5 aumenta a producao de IgE dependente de IL-4, além de
induzir proliferacdo e ativacdo de eosindfilos juntamente com a IL-3. Em contraste, células T
helper-1 (Th1) secretam citocinas como IL-2 e interferon- (IFN- ) que inibem a secrecao de
IgE e IgG1 e aumentam a secrecdo de IgG2a. O balango entre as respostas Thl e Th2 pode ser
uma estratégia para prevenir doencas alérgicas mediadas por IgE (TAKANO et al., 2007;

MEILER et al., 2008).

A IgE especifica produzida, entfio, entra na circulacdo e se liga a receptores FceRI
(alta afinidade) em mastdcitos e baséfilos nos tecidos, de modo que estas células ficam
sensibilizadas e preparadas para reagir ao encontro com o alérgeno, em um segundo momento
(SAMPSON, 1999). Mastécitos sao células que tem um papel fundamental na alergia, pois se
encontram justapostos a micro-circula¢do. Os seus mediadores, principalmente a histamina,
podem provocar elevada permeabilidade microvascular e provocar uma up-regulacdo das
moléculas de adesdo, necessdrias para o recrutamento de leucécitos (CARA et al., 2004; GUO

et al., 2009).

A exposi¢do subseqiiente ao alérgeno causa o recrutamento de células inflamatérias e
ativacdo e liberacdo de mediadores, que sdo responsdveis pelas reacdes alérgicas imediatas
(de 1 a 30 minutos) e reacdes alérgicas tardias (entre 6 a 72 horas) (HOLGATE & POLOSA,

2008).

Na resposta alérgica imediata, poucos minutos de contato das IgE ligadas nos
receptores FceRI em mastécitos com o alérgeno especifico (crosslinking), faz com que estas
células desgranulem, liberando tanto mediadores pré-formados quanto recém-sintetizados,

que incluem histamina, leucotrienos e citocinas. Isto promovendo o aumento da
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permeabilidade vascular, contracdo do musculo liso e secrecdo de muco. Mastdcitos também
liberam citocinas e quimiocinas, que recrutam macréfagos, eosindfilos e basofilos que

compdem a resposta tardia (BINGHAM & AUSTEN, 2000; HOLGATE & POLOSA, 2008).

Mediadores autacéides, como a histamina, e leucotrienos, aumentam a expressdo
endotelial da P-selectina e E-selectina para iniciar o rolamento de leucécitos, seguido da
expressdo da molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM1) e da molécula de adesdo celular
vascular 1 (VCAMI1). Esses interagem com 0s receptores integrina para acoplar os leucécitos
€ amparar na sua passagem para o espago perivascular (AKDIS & BLASER, 2003; XIE &
HE, 2005; HOLGATE & POLOSA, 2008). Quimiocinas como CC-chemokine ligand 2
(CCL2), CCL8, CCL7 e CCL13 (proteina quimiotdtica de mondcitos 1, 2, 3 e 4), CCL3,
CCL24 e CCL26 (eotaxinas 1, 2 e 3) e CCL5 (RANTES), direcionam e privilegiam leucécitos

a secrecdo de mediadores (HOLGATE & POLOSA, 2008).

Eosindfilos liberam um grande nimero de mediadores pré-inflamatdrios, incluindo os
leucotrienos e proteinas bésicas (proteina catidnica, peroxidase eosinofilica, proteina bésica
principal e a neurotoxina derivada de eosinéfilos), e eles também podem ser uma importante
fonte de citocinas pré-inflamatérias como a interleucina-3 (IL-3), IL-5 e IL-13 (HOLGATE &

POLOSA, 2008).

J4 o aumento da produ¢do de muco no TGI é um evento mediado principalmente por

IL-4 e [IL-13 (BLANCHARD et al., 2004; DOURADO et al., 2010).

Modelos murinos de alergia alimentar permitem estudos in vivo dos componentes
imunolégicos envolvidos nos diferentes aspectos da doenca. Nosso grupo de pesquisa
desenvolveu um modelo experimental de alergia alimentar em que camundongos sdo
sensibilizados a ovalbumina (OVA). Este modelo simula vérios sinais encontrados na alergia

alimentar humana, tais como perda de peso corporal, aumento de anticorpos IgE anti-OVA,
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edema intestinal e aumento da hiperplasia de mastécitos na submucosa do jejuno

(SALDANHA et al., 2004).

A primeira reagdo anafildtica & ovalbumina (OV A) foi relatada por Marcello Donati no
século dezesseis (SAMPSON, 1999). A OVA, proteina de 45,9 kDa, é o principal
componente da claro do ovo (54%) (TAKAGI et al., 2003; MINE & YANG, 2008). Ela é uma
fosfoglicoproteina, ou seja, contém fosfato e carboidrato em sua molécula (NISBET et al.,
1981; MINE & YANG, 2008). Apenas a isoforma I[-OVA, que aparece durante o
armazenamento do ovo, € inibidora enzimadtica reversivel da tripsina (CUCCIOLONI et al.,
2004; MELLET et al., 1996), sendo capaz ainda de ligar-se a fons como o ferro, o manganeés,

0 zinco, o cobre e outros metais (SILVA et al., 2002).

E crescente a incidéncia do nimero de casos de alergia alimentar no mundo hoje. Um
nimero crescente de criangas estd também apresentando alergias alimentares que persistem
até a idade escolar. Este quadro revela uma necessidade urgente de se desenvolver novas

estratégias para o tratamento desta patologia (SKRIPAK & SAMPSON, 2008).

Alguns estudos ja vém sendo conduzidos, por exemplo, a partir da imunoterapia
sublingual / oral, reacdes a exposicdo a proteina desnaturada pelo calor, engenharia de
alimentos utilizando proteinas recombinantes, imunoterapia nao especifica contra o antigeno,
e imunoterapia anti-IgE (SKRIPAK & SAMPSON, 2008; SICHERER & SAMPSON, 2008).
Outros tratamentos sdo desejaveis e o desenvolvimento de protocolos envolvendo produtos
naturais € incentivado inclusive pela OMS (Organizacdo Mundial de Saide) (WHO, 2003).
Na China e outros paises do oriente, diversos estudos ja vem sendo conduzidos visando
verificar o potencial das plantas usadas na medicina tradicional daqueles paises. A alergia é

considerada a segunda condi¢do na qual a populagdo mundial dd preferéncia a medicinas

complementares (BIELORY, 2004).
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1.3 Biodiversidade e plantas medicinais brasileiras

Estima-se que das 250 mil espécies de plantas no mundo, apenas 10% tenham sido
submetidas a algum estudo cientifico para avaliar suas possibilidades no desenvolvimento de
novos produtos (NOGUEIRA et al., 2010). A flora americana representa uma das mais ricas
fontes de produtos com potencial biotecnoldgico devido a sua vasta diversidade e a rica
tradicdo de usos das plantas. Registros histéricos demonstram, por exemplo, que os
Amerindios j4 usavam vdrias espécies vegetais hd centenas de anos atrds, como abacate
(Persea americana Mill.), batata (Ipomoea batatas (L.) Lam.), mate (llex paraguaienses A.
St. Hil.) e cacau (Theobroma cacao L.) (WOLTERS, 1992).

O Brasil é considerado o pais com a maior biodiversidade genética vegetal do mundo,
com mais de 55.000 espécies catalogadas (SIMOES ET AL, 2007). Isto faz com que exista
aqui um enorme potencial para a descoberta e desenvolvimento de novos produtos de origem
vegetal, como os fitoterdpicos, fitofarmacos e os nutracéuticos. Fitoterdpicos sdo produtos
farmacéuticos preparados com extratos vegetais, fitofarmacos sdo principios ativos isolados
das plantas e os nutrac€uticos ou alimentos funcionais sdo os que exercem funcdes protetoras,
sobretudo antioxidantes, mas que nao sdo nutrientes funcionais, como as vitaminas e

minerais.

Muitas 4reas estdo envolvidas na pesquisa de novos produtos farmacéuticos ou
nutracéuticos. A selecdo das plantas € um ponto fundamental para o sucesso da pesquisa e ela
pode ser feita por meio de quatro abordagens principais: randomica, quimiotaxondmica,
etoldogica e etnodirigida. As investigagdes randomicas compreendem a coleta ao acaso de
plantas para triagens fitoquimicas e farmacoldgicas. A abordagem quimiotaxondmica ou
filogenética consiste na selecdo de espécies de uma familia ou género, para as quais se tenha

algum conhecimento fitoquimico de ao menos uma espécie do grupo. Um caminho
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recentemente apontado para a descoberta de novos firmacos é baseado nos estudos de
comportamento animal, como primatas, ou abordagem etoldgica. Finalmente, a abordagem
etnodirigida consiste na selecdo de espécies de acordo com a indicagdo de uso por grupos
populacionais especificos em determinados contextos de uso. Enfatiza-se a busca pelo
conhecimento construido localmente a respeito de seus recursos naturais e a aplicagdo que
fazem deles em seus sistemas de saide e doenga. Este € um dos caminhos mais utilizados
atualmente por duas razdes bdsicas: o tempo e o baixo custo envolvidos na coleta dessas
informacdes (ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006). Apds a selecdo e coleta das plantas a
serem estudadas, procede-se as pesquisas fitoquimicas em que sdo feitas as extracdes,
isolamento, purificagdo e caracterizacdo dos componentes quimicos das plantas. A

farmacologia e toxicologia avaliam o potencial desses produtos nos sistemas bioldgicos.

As atividades bioldgicas das plantas sdo desencadeadas pelos compostos do
metabolismo secunddrio. O metabolismo € dividido em primario ou de macromoléculas e
secunddrio ou de micromoléculas. Entende-se por metabolismo primario o conjunto de
processos metabdlicos que desempenham uma funcdo essencial no vegetal, com funcdes
vitais bem definidas, tais como a fotossintese, a respiracdo e o transporte de solutos. Os
compostos envolvidos no metabolismo primdrio possuem uma distribuicdo universal nas
plantas. Este € o caso dos aminodcidos, nucleotideos, lipideos, carboidratos e da clorofila. Os
produtos do metabolismo secunddrio sdo produzidos a partir do primdrio, através de rotas
biossintéticas diversas. Eles geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular
e marcantes atividades bioldgicas. Diferentes dos metabdlitos primdrios, os metabdlitos
secundérios sdo encontrados em concentracdes relativamente baixas e somente em
determinados grupos de plantas. Embora o metabolismo secundirio ndo seja sempre
necessdrio para que um a planta complete seu ciclo de vida, acredita-se que ele desempenha

um papel importante da interacdo das plantas com o meio ambiente. Estes produtos atuam
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primeiramente na defesa do vegetal, agindo como dissuasdrios alimentares, como, por
exemplo, os taninos em frutos verdes e as toxinas, como os alcaléides (SIMOES et al., 2007,

MEDEIROS & VIEIRA, 2008).

O caréter “natural” dos metabdlitos secunddrios nio € garantia da isencdo de reacdes
adversas e outros problemas decorrentes de seu uso (LANINI ET AL, 2009). Por isso, desde a
década de 70, a OMS (Organizacdo Mundial da Satide) vem estimulando o desenvolvimento
de pesquisas de validacdo de plantas medicinais, como forma de se promover o seu uso
seguro e eficaz. Validar uma planta significa verificar a sua eficicia e a seguranga do seu uso.
A despeito de todos esses esforcos, no Brasil, as plantas medicinais, especialmente as espécies
da flora nativa permanecem sendo consumidas com pouca ou nenhuma comprovagio de suas
propriedades farmacoldgicas, que sdo propagadas por usudrios ou comerciantes. Os estudos
de validacdo s@o importantes e necessdrios, também quando se considera que o crescimento
do mercado brasileiro de medicamento fitoterapicos é da ordem de 15% ao ano (SIMOES et

al., 2007; WHO, 2002).

1.4 Balsamo de Copaiba

Entre as plantas medicinais que contam com vasto histérico de uso na medicina
tradicional estdo as copaibeiras, arvores que atingem entre 25 e 40 metros de altura e sdo
comuns 2 América Latina e Africa Ocidental. No Brasil, elas ocorrem nas regides Sudeste,
Centro-Oeste e Amazodnica. Elas sdo drvores de crescimento lento e chegam a viver até 400
anos. Possuem casca aromdtica, folhagem densa, flores pequenas e frutos secos, do tipo
vagem. As sementes sdo pretas e ovoides com um arilo amarelo rico em lipideos (ALENCAR,

1982; VAN DEN BERG, 1993; LORENZI, 1992; XENA & BERRY, 1998). As copaibeiras
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pertencem a familia Caesalpineaceae (antes Leguminosae) (LLOYD, 1898) e possui 72
espécies descritas, sendo 16 delas encontradas exclusivamente no Brasil (INDEX
KEWENSIS, 1996). Entre as espécies mais abundantes no pais estdo a Copaifera officinalis
L., C. guyanensis Desf., C. reticulata Ducke e C. multijuga Hayne (todas na Amazdnia), C.
cearensis Huber ex Ducke e C. coriacea (nordeste) e C. langsdorffii (nordeste e sudeste)

(WOQOD et al., 1940; RIZZINI & MORS, 1966).

A origem do nome copaiba é do tupi “cupa-yba”, que significa drvore depdsito ou que
tem jazida, em alusdo ao bélsamo produzido em seu interior que é o produto da planta
utilizado na medicina tradicional. (RODRIGUES, 1905). No Brasil, as arvores sdo conhecidas
também como copaiba, copaibeira, pau-de-6leo, copativa, copai, copaibarana, copaibo, copal,
marimari e balsamo dos jesuitas, e o 6leo é chamado de 6leo de copaiba ou bdlsamo
(www.dataplamt.org.br). Nos demais paises da América Latina, denomina-se a drvore como
“palo-de-bélsamo™, “aceite”, “cabima”, entre outros. A denomina¢do do balsamo em inglés é
“copaiba balsam” e do dleo volatil, “copaiba 0il”. Em francés a drvore é denominada

“copayer”, a Oleoresina, “baume de copayer” e o volatil, “huile de copayer” (PIERI et al.,

2009).

O bélsamo €, na realidade, um O6leo-resina (OR), constituido de uma fracio com
compostos voléteis ou sesquiterpénica (CV) e uma fracdo resinosa ou diterpénica (RE). Ele é
encontrado em canais secretores localizados em todas as partes da 4rvore. Estes canais sao
formados por dilatagdes dos espagos intercelulares (meatos) que se intercomunicam no
meristema, chamados de canais esquizégenos, mais salientes no tronco (lenho) da arvore. A
exsudacdo do dleo-resina nas drvores de Copaiba em condi¢des patoldgicas € produto de
desintoxicag¢do do organismo vegetal e funciona como uma defesa da planta contra animais,
fungos e bactérias. Ele é extraido um liquido transparente, de cor que varia de amarelo ouro a

marrom, dependendo da espécie (Figura 1). Somente a C. langsdorffii apresenta um Oleo-
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resina vermelho, recebendo, entdo, a denominagdo popular de copaiba-vermelha (PIERI et al.,

2009).

Figura 1: Tipos de coloracdes mais comuns para o 6leo-resina de copaiba. Foto retirada da cartilha
Copaiba: ecologia e produgéo do 6leo-resina, EMBRAPA, 2004.

O 6leo-resina pode ser obtido, através da perfuracdo no tronco da arvore, tendo sido
utilizadas desde os primdrdios da exploragdo do produto, inimeras formas de extracdo que
provocam sérios danos as arvores ou até sua morte (PIERI et al., 2009). A tnica prética de
coleta nao agressiva € aquela realizada através de uma incisdo com trado a cerca de 1 metro
de altura do tronco (Figura 2). Terminada a coleta, o orificio é fechado com argila para
impedir a infestagdo por fungos ou cupins. Assim, esta argila pode ser retirada posteriormente

para realizacdo de nova coleta (MEDEIROS & VIEIRA, 2008).
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Figura 2: Método de extragdo do dleo-resina de copaiba, com um trado (técnica ndo agressiva). (A)
Perfuragdo do tronco. (B) Oleo-resina escorrendo. (C) Coleta. (D) Cessacdo da extracdo. (E)
Fechamento do orificio. Foto retirada do trabalho de Medeiros e Vieira, 2008.

Registros histéricos descrevem que o OR da copaiba ja era usado pelos Amerindios
desde a chegada dos primeiros europeus ao continente. A primeira referéncia sobre o género
Copaifera foi descrito em 1534, em um relatério encaminhado na época para o Papa Leo X
(DWYER, 1951). No Brasil, uma das primeiras descri¢des sobre ao uso da planta foi feita por
Gabriel Soares de Souza em seu Tratado Descritivo do Brasil, publicado em Portugal em

1587 (SOUZA, 1587):

“Embaiba é uma drvore comprida e delgada, que faz uma copa em cima de pouca rama;
a folha é como de figueira, mas tdo dspera que os indios cepilham com ellas os seus
arcos e hastes de dardos, com a qual se pée a madeira melhor que com pelle de lixa...
Tem o olho d’ esta drvore grandes virtudes para com ele curarem feridas, o qual depois
de pisado se poe sobre feridas mortaes, e se curam com elle com muita brevidade, sem
outros ungiientos, e o entrecasco d’ este olho tem ainda mais virtude, com o que também
se curam feridas e chagas velhas, e taes curas se fazem com o olho d’ esta drvore, e com
o0 dleo de copaiba, que se ndo ocupam na Bahia cirurgides, porque cada um o é em sua
casa.”

Acredita-se que a descoberta das propriedades cicatrizantes da copaiba, bastante
difundidas entre os Amerindios, tenha acontecido a partir da observacao do comportamento
de certos animais que, quando feridos, esfregavam-se nos troncos das copaibas para
cicatrizarem suas feridas (PIERI et al., 2009). Os indigenas feridos acreditavam também que,
untando o corpo com o 6leo de copaiba e deitando sobre um braseiro a mais de um metro de

altura, se livrariam de males maiores (CRUZ, 1965).
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O uso do OR da copaiba foi também registrado por diversos naturalistas europeus que
viveram ou viajaram pelo Brasil nos séculos passados, entre os mais importantes Guillerme
Piso, médico holandés nomeado pela Companhia das Indias Ocidentais para servir no Brasil
na expedi¢do de Mauricio de Nassau. Piso viveu por oito anos no noroeste do pais, durante o
século 17 e, em seu livro, Historiae Naturalis & Medicae (figura 3), publicado em 1648 na
Holanda, ele descreveu o uso do OR da copaiba para tratar feridas ocasionadas por
“flechadas” (PISONIS, 1648). Em 1762, Carl Von Linneu descreveu botanicamente a
Copaifera officinallis, assumindo, assim, a descricdo oficial do género Copaifera L.

(DWYER, 1951).

Figura 3: Foto ilustrativa do livro Historiae Naturalis & Medicae, publicado em 1648 na Holanda por
Piso.
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Outros naturalistas também descreveram o uso de plantas medicinais pela populacdo
brasileira século 19, e entre as plantas mais citadas encontra-se a copaiba. Naquela época, ela
era usada contra gonorréia, leucorrea, psoriases, e cicatrizante de feridas (BRANDAO et al.,

2008).

Atualmente, o uso do OR ¢ muito difundido, especialmente entre a populacido da
regido amazonica, onde é empregado na medicina popular como cicatrizante e anti-
inflamatério das vias respiratérias e urindrias (VIEIRA, 1992; VAN DEN BERG, 1993;
MARTINS et al., 1995; CORREA et al., 2000; CAMPOS, 2000). Outras utiliza¢des populares
sdo como antileucorréico, antiblenorragico, antirreumatico, hipotensor, anticancerigeno, para
tratar psoriase e ulceracdes (VAN DEN BERG, 1993; MATOS, 1997). O OR ¢ usado também
contra o bacilo de tétano e para combater a herpes (VIEIRA, 1992); como bactericida e
antissifilitico (CORREA et al., 2000; CAMPOS, 2000); tratar cistite e diarréia (MARTINS et
al., 1995; CAMPOS, 2000) e contra disenterias, inflamacdes de garganta e dos rins, sinusite

(MARTINS et al., 1995).

As espécies com as propriedades medicinais mais apreciadas pela populacdo sdo:
Copaifera officinalis (L.) Kuntze, C. coriacea (Mart.) Kuntze, C. langsdorffii (Desf.) Kuntze,
C. reticulata Ducke (RIZZINI & MORS, 1921; PENNA, 1941; BRAGA, 1960; CRUZ, 1965;
VIEIRA, 1992; VAN DEN BERG, 1993; MARTINS, 1995; MATOS, 1997, CAMPOS, 2000;
CORREA, 2000). Segunda a literatura, os melhores balsamos de copaiba, com verdadeiras
qualidades terapéuticas sao fornecidos pela C. reticulata Ducke e C. guyanensis Desf.
(PENNA, 1941; LE COINTE, 1947; CRUZ, 1965; VAN DEN BERG, 1993). E como todo
produto natural, o OR nao estd isento de efeitos colaterais na superdosagem: niuseas, vOmitos

e diarréias (MARTINS et al., 1995; CORREA et al., 2000).
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O OR da copaiba é também encontrado facilmente no comércio, como encapsulados
ou envasados em pequenos frascos (Figura 4). Infelizmente, como a maior parte dos produtos
vegetais comercializados no Brasil, essas preparacdes também carecem de qualidade, estando
freqiientemente adulterados com outros 6leos vegetais, o que compromete a sua eficdcia
(VEIGA JR et al., 2001). De fato, a falta de qualidade dos produtos vegetais comercializados
no pais levou o Ministério da Sadde a implementar, desde 1995, uma série de medidas
visando aprimorar o setor farmacgutico dos fitoterdpicos. Desde entdo, para se obter registro
junto aos 6rgdos governamentais (ANVISA), € necessiario que o produto tenha eficicia,
seguranca e qualidade, como exigido para qualquer produto sintético (BRASIL, 1995;
BRASIL, 2004; BRASIL 2008). O OR de copaiba, por exemplo, ja foi até formalizado na
medicina convencional por sua inclusio na 1* e 2* edicdo da Farmacopéia Brasileira,
publicada em 1929 e 1959, respectivamente (BRANDAO et al., 2006), mas a sua monografia
foi excluida das edi¢des mais recentes, em consequéncia da falta de estudos farmacoldgicos

sobre a eficicia e toxicidade dessas espécies.

Figura 4: Produtos comercializados com OR de copaiba.

O OR da copaiba é também um dos mais importantes produtos florestais nao

madeireiros (PFNM) produzidos na Amazo6nia hoje, sendo exportado para Estados Unidos,
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Franca, Alemanha e Inglaterra. O OR também ¢é usada para outros fins em algumas regides
do norte do Brasil, entre eles como combustivel na iluminagdo ptblica, fixador de perfumes,
combinando suas notas frescas e acres com outras esséncias portadoras de notas florais. E
ainda aproveitado como secativo na indudstria de vernizes, solventes em pinturas de
porcelanas, aditivos em alimentos com aprovacdo do FDA (Food and Drugs Administration),
na inddstria de cosméticos por suas propriedades emolientes, bactericidas e anti-inflamatérias
para a fabricacdo de cremes, sabonetes, xampus e condicionadores (PIERI et al., 2009). H4
também grande interesse na madeira de algumas espécies pela sua superficie lisa, lustrosa,
durdvel, de alta resisténcia ao ataque de insetos e baixa permeabilidade, que sao
caracteristicas desejdveis para o uso na fabrica¢do de pecas torneadas e para a marcenaria em

geral (CARVALHO, 1942). A 4rvore também tem sido utilizada para a fabricag¢do de carvao

(LOUREIRO, 1979) e pelas inditstrias de construcdo civil e naval (CARVALHO, 1994).

Virios estudos vém sendo conduzidos hoje visando verificar a eficicia farmacoldgica
do OR de copaiba, especialmente aquelas acdes preconizadas na medicina tradicional. As
acoes que vem sendo mais investigadas sdo: como anti-inflamatdria, gastroprotetor,
cicatrizante de feridas, analgésica (PAIVA et al., 1998, 2002 e 2004; ARAUJO-JUNIOR et
al., 2005; BRITO et al., 2005; CARVALHO et al., 2005; VEIGA-JUNIOR et al., 2006 e
2007, VIEIRA et al.,, 2008), atividade antinociceptiva (GOMES et al., 2007), atividade
antineopldsica (LIMA et al., 2003; GOMES et al., 2008), repelente de insetos (DE
FERNANDES & FREITAS, 2007) e antimicrobiano (OLIVEIRA et al., 2006). Ainda foram
estudadas as agdes vasorelaxante, citotoxica e embriotéxica (COSTA-LOTUFO et al., 2002) e

como substituto do eugenol na odontologia (RIBEIRO, 1989).

A composicdo quimica do OR ja foi definida em vdrios estudos fitoquimicos estudos,
sendo constituido por uma mistura dos metabdlitos secundarios: sesquiterpenos e diterpenos

(CASCON & GILBERT, 2000). A caracterizagdo quimica do OR € muito importante, pois
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sua composicdo de sesquiterpenos e diterpenos pode variar enormemente entre as espécies,
entre drvores de uma mesma espécie e sazonalmente numa mesma planta. A figura 5 ilustra
um cromatograma tipico do OR, obtido por cromatografia gasosa de alta resolucdo. Nele
pode-se notar que sesquiterpenos (eluidos entre 8 e 13 minutos) e diterpenos (eluidos entre 20

e 26 minutos) sdo observados em duas regides distintas (VEIGA JR. & PINTO, 2002).
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Figura 5: Cromatograma tipico de 6leos de Copaiba, onde os primeiros picos sdo de sesquiterpenos e
os seguintes formados por diterpenos.

Cerca de 70 sesquiterpenos foram identificados nos OR de diferentes espécies, sendo
uma parte formada por hidrocarbonetos e outra por moléculas oxigenadas (6xidos e alcodis)
(GOMES et al., 2008). Dos sesquiterpenos que mais ocorrem sdo o-humuleno, B-cariofileno,
a- e B-selineno, a- e y- cadineno (VEIGA JR. & PINTO, 2002). O sesquiterpeno -cariofileno
€ muito citado na literatura por responsdvel pela atividade anti-inflamatéria do OR de copaiba
(Figura 6) (GUELARDINI et al., 2001; VEIGA-JUNIOR et al., 2001 e 2007; MAISTRO et

al., 2005; CHO et al., 2007; GOMES et al., 2007 e 2008).
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Figura 6: Estruturas quimicas do diterpeno dcido caurendico e do sesquiterpeno p-cariofileno.

Cerca de 27 diterpenos ja foram identificados nos OR, sendo que todos pertencem aos
esqueletos caurano, labdano e clerodano (Figura 7). Dos diterpenos estudados, os mais citados
sd0 o acido caurendico, dcido hardwickiico, dcido clorechinico, dcido covalénico, mas o tGnico
presente em todos os OR € o 4dcido copdlico, podendo ser este utilizado como biomarcador da
copaiba. O 4cido caurendico (Figura 6) € o diterpeno mais citado como tendo atividade anti-
inflamatéria (PAIVA et al., 1998, 2002 e 2004; COSTA-LOTUFO et al, 2002;

CAVALCANTI et al., 2006; SILVA et al., 2008; VIEIRA et al., 2008)

Clerodano Labdano Caurano

Figura 7: Os esqueletos diterpénicos: clerodano, labdano e caurano.
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A frequéncia em que estes sesquiterpenos e diterpenos aparecem nos OR de copaiba
foi estudada por Rigamonte-Azevedo e colaboradores (2004), a partir de oitos espécies: 100%
continham [-cariofileno, 62,5% o-humuleno e [-bisaboleno, 50% p-elemeno, 37,5% o-
bergamoteno, a-copaeno e o-cadineno. Os 4acidos copdlico, hardwiickiico e covalénico
apresentaram freqiiéncia de 72,5% e o acido caurendico 50% (as concentracdes de referéncia
foram maiores que 1% na amostra). O 4cido copélico apresentou concentragdes menores que

1%, mas esteve presente em todas as amostras de copaiba analisadas.

Tendo em vista da importancia histérica da medicina tradicional e o potencial dos OR
de copaiba para o desenvolvimento de novos produtos, nesta pesquisa foi avaliada a
capacidade de duas espécies, a Copaifera guyanensis Desf e a Copaifera langsdorffii Desf, no

tratamento da alergia alimentar.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial do dleo-resina (OR) obtidos das espécies C. guyanensis Desf. e C.
langsdorffii Desf., bem como de seus compostos volateis (CV) e de suas resinas (RE), no

modelo murino de alergia alimentar induzida experimentalmente por ovalbumina (OVA).

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar se os tratamentos com os OR, CV e RE interferem nos seguintes parimetros

encontrados na mucosa intestinal de animais alérgicos:

e Edema;
e Hiperplasia de Mastdcitos;
e Infiltrado Inflamatorio de Neutrofilos e Eosinofilos;

e Peroxidacdo lipidica.

Produg¢do de muco;
2. Avaliar se os tratamentos interferem na producéo de IgE;
3. Avaliar se os tratamentos interferem no emagrecimento e na perda de tecido adiposo

observado em animais alérgicos;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencoes dos OR de C. guyanensis e C. langsdorffii

O OR da C. guyanensis foi coletado a partir da exsudagdo do tronco de uma arvore
localizada no municipio de Presidente Figueiredo (GPS 0830542/ 9773768), estado do
Amazonas, em novembro de 2004. A elevada altitude das folhas (mais de 40 metros, figura 8)
impossibilitou a obtencdo e a preparacdo de exsicata no momento da coleta, para sua exata
identificacdo taxondmica. A localizacdo do especimem, as caracteristicas morfologicas da
drvore, bem como as caracteristicas fisico-quimicas do OR, sugerem que a espécie se trate da
C. guyanensis, conforme o registrado pela botanica Regina Célia Viana Martins da Silva da

EMBRAPA/RR.

Figura 8: Foto da arvore da C. guyanensis e aspecto do OR coletado, Presidente Figueiredo (AM),
novembro de 2004.

O OR da C. langsdorffii (figura 9) foi coletado no distrito de Santa Catarina,

municipio de Itabira (GPS 680530/ 7854562), Minas Gerais, em julho de 2006. Amostras de
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folhas e fruto foram coletadas e a identificacdo taxondmica foi feita pelo botdnico Joao

Renato Stehmann, do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG (amostra BHCB n°® 31504).

Figura 9: Foto da drvore da C. langsdorffii e aspecto do OR coletado. Itabira (MG), julho de 2006.

O OR de C. guyanensis apresentou-se como um liquido fluido, amarelado, de odor
agraddvel e aromatico, caracteristico de espécies da Amazodnia. J4 o OR da C. langsdorffii
apresentou elevada viscosidade, cor marrom-avermelhado e odor penetrante, caracteristicos
desta espécie. Ambos os OR foram acondicionados em frascos de vidro e preservados em

geladeira para melhor conservar seus CV.

Amostra auténtica plural de ambos os OR coletado encontra-se depositado no Banco
de Dados e Amostras de Plantas Aromadticas, Medicinais e Téxicas da Universidade Federal

de Minas Gerais (DATAPLAMT-UFMG).
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3.2. Separacao das fracoes CV e RE

Este procedimento teve como objetivo separar os dois grupos de componentes do OR,
facilitando sua caracterizacdo e avaliacdo da atividade antialérgica. A separacdo das fracdes
do OR foi realizada no Laboratério de Farmacognosia, FAFAR/UFMG, por meio de
hidrodestilacio (COSTA-LOTUFO et al., 2002), conforme preconizado pela Farmacopéia
Brasileira 4* edi¢ao (figura 10). O destilado foi recolhido em um tubo graduado (aparelho de

Clevenger).

Amostras de OR de cada uma das espécies (6 g) foram colocadas em baldo de fundo
redondo e adicionou-se 12 mL de etanol. O baldo foi levado para o aparelho de ultrassom,
para auxiliar na homogeneizacdo. Em seguida, adicionou-se 160 mL de dgua destilada e
pérolas de porcelana a mistura OR-etanol. Para a hidrodestilacdo procedeu-se o aquecimento
da mistura até ebulicdo, seguindo por mais duas horas. Coletou-se aproximadamente 1,5 mL
do destilado contendo os CV. O liquido foi dessecado a partir da adicdo do sulfato de sédio
anidro, para retirar qualquer vestigio de 4gua presente. A resina foi obtida a partir da secagem
direta do residuo em evaporador rotatrio, a uma temperatura maxima de 60°C, em ambiente

a vacuo.

Figura 10: Separacdo das fragdes do OR de copaiba.
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3.3. Caracterizacao dos componentes quimicos por cromatografia gasosa

A caracterizacdo cromatografica foi feita no Departamento de Quimica, do Instituto de
Ciéncias Exatas/UFMG, por cromatografia gasosa de alta resolucdo. Foi utilizado um
equipamento (Varian CP-3380) munido com detector por ionizagdo de chamas. Utilizou-se
uma coluna DB-wax (J%W Scientif) 30m X 0,25mm com gradiente de temperatura: 80°C,
1min, 7°C/min até 240°C; injetor (split de 1/100) e detector a 260°C. Hidrogénio foi usado
como gés de arraste (2 ml/min) e o volume de injecdo foi de 1pl. Para a andlise da fragdo
diterpénica (resina), uma aliquota da amostra (15 mg) foi metilada em 100 pl de BFs/metanol
(Sigma) em tubo de microcentrifuga fechado a 80°C por 10 min em banho-maria. Adicionou-
se 400ul de metanol apenas para dilui¢io e foram injetados entdo 1 pl no cromatdgrafo

gasoso para andlise.

3.4 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c, jovens (idade
aproximada de 6 a 8 semanas), provenientes CEBIO — Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG). Os animais
foram mantidos no Biotério do Departamento de Patologia Geral / ICB, em gaiolas de
pléstico, contendo, no maximo, 5 animais/gaiola. Assim que chegaram do CEBIO, os animais
foram vermifugados com Ivermectina (Ivomec ® - Bayer), solucdo a 0,08%, por sete dias,
veiculado na mamadeira de dgua. Apds este periodo, as gaiolas foram transferidas para as

estantes ventiladas (ALESCO).

Os procedimentos experimentais realizados nessa dissertacdo de mestrado foram
executados de acordo com os principios éticos da experimentacdo animal, adotados pelo

Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA), sob o protocolo n° 199/2007.
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3.5. Preparo das racoes de caseina e de ovalbumina (OVA) e avaliacao do
peso corporal

Para impedir que o emagrecimento dos animais fosse gerado por uma dieta
desbalanceada, as ragdes de caseina e de ovalbumina (OVA) foram preparadas no préprio
laboratdrio, conforme tabela 1 (receita padrao para roedores ANI93G; MOREIRA,20006). As
racdes foram pesadas diariamente (racdo consumida / ndo consumida), com o objetivo de
avaliar consumo e possiveis ajustes de doses dos tratamentos com o OR, CV e RE das
copaibas e dexametasona (controle ativo, DX). O peso corporal dos animais foi avaliado
individualmente, nos dias -1, 7, 14, 21 e 28, e o delta de peso calculado a partir da férmula:

{peso final - peso inicial (imunizacio primdria)}. O peso final foram os dias 7, 14, 21 e 28.

Tabela 1: Composicao da ra¢io de caseina / ovalbumina (ANI93G).

Componente da racao Quantidade (g)

Proteina (Caseina ou Ovalbumina) 200,0
Metionina 3,0
Amido de Milho 529,5
Sacarose 100,0
Celulose 50,0

Oleo de Soja 70,0

BHT 0,014
Mistura de Minerais (Rosther ®) 35,0
Mistura de Vitaminas (Rosther ®) 10,0
Bitartarato de Colina 2,5

Agua Qs

Oleo de Copaiba De acordo com o peso dos animais

TOTAL 1.000,0
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3.6 Sensibilizacao e desafio alergénico

Para inducdo da alergia (imunizagcdo primdria), os camundongos foram inoculados
com OVA (albumina da clara de ovo, SIGMA Grade V, SIGMA Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) , na dose de 10u g, adsorvida em hidréxido de aluminio (AI(OH)s - 1mg) em salina
(0,2 mL), por via subcutdnea no dorso (dia 0). O controle recebeu apenas adjuvante
(AI(OH)3). Os animais receberam uma segunda imunizagdo (secunddria) 14 dias depois (dia
14). Apds o sétimo dia da imunizag¢do secunddria, os animais receberam como tnica fonte
alimentar, racdo contendo OVA ou solugdo de clara de ovo (SCO) a 20%, dependendo do

protocolo de tratamento (Figura 11).

Salina+ 1 mgde AI(OH)3

Salina+ 10pg OVA +
1 mg de Al{OH) 5

£ N\

Lo~

Salina

&

Salina + 10pg OVA

(7 dias apos Desafio Alergénico)

Figura 11: Protocolo experimental de inducdo de alergia. Camundongos BALB/c foram
sensibilizados (OVA+) com 10pg OVA + Img Al(OH)3 no dia 0 e 10 g OVA no dia 14. O grupo

controle (OVA-) recebeu apenas Al(OH)3 no dia O e salina no dia 14. Sete dias ap6s a sensibiliza¢ao

secundaria, o desafio alergénico foi realizado de duas formas distintas, dependendo do protocolo. (1)
As mamadeiras contendo dgua de todos os grupos foram substituidas por SCO 20% e os tratamentos
foram ministrados na racdo de caseina, do dia -1 até dia 28 (eutandsia). (2) A racdo de caseina trocada
por racdo de ovalbumina, os tratamentos na ragdo de caseina foram do dia -1 até dia 21 e
posteriormente pelo método de gavagem até dia 28 (eutandsia).
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3.7 Esquemas de tratamentos

Amostras de OR das duas espécies foram administrados, nas doses de 200 mg/kg/dia e
400 mg/kg/dia e de CV e RE foram administrados nas doses de 100 mg/kg/dia. Todos foram
incorporados na ragdo contendo caseina e/ou veiculado em uma solu¢do de Tween 80 a 2%

em agua, num volume total de 0,1 mL, por gavagem.

3.8 Desenho Experimental

Foram realizados dois protocolos experimentais, como apresentados a seguir, nos itens

3.8.1e3.8.2.

3.8.1 Protocolo 1: Tratamentos na racao de caseina e desafio com SCO a 20%

O seguinte protocolo foi seguido para tratar os animais controles e alérgicos por 29
dias (dia -1 ao dia 28) com racdo de caseina suplementada. As mamadeiras contendo dgua de
todos os grupos foram substituidas por SCO 20% na semana do desafio oral. A eutandsia ocorreu no

dia 28 (7 dias de desafio alergénico).



Tabela 2: Protocolo de tratamento 1.

Grupos Protocolo de Imunizacao Dietas

1 Controle (Néo sensibilizado) Ragido balanceada sem suplementagéo

2 Controle (Nao sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com OR de
Copaiba (200 mg/kg/dia)

3 Controle (Néo sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com OR de
Copaiba (400 mg/kg/dia)

4 Controle (Nio sensibilizado) Racio balanceada suplementada com a fragdo
diterpénica da Copaiba (100 mg/kg/dia)

5 Controle (Néo sensibilizado) Racio balanceada suplementada com a fragdo
sesquiterpénica da Copaiba (100 mg/kg/dia)

6 Controle (Néo sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com
Dexametasona (0,4 mg/kg/dia)

7 Alérgico (Sensibilizado) Ragdo balanceada sem suplementagdo

8 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com OR de
Copaiba (200 mg/kg/dia)

9 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com OR de
Copaiba (400 mg/kg/dia)

10 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com a fragdo
diterpénica da Copaiba (100 mg/kg/dia)

11 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com a fragdo
sesquiterpénica da Copaiba (100 mg/kg/dia)

12 Alérgico (Sensibilizado) Racio balanceada suplementada com
Dexametasona (0,4 mg/kg/dia)

-7 -1 0 14 21 28

Escala Temporal (Dias)

Dia -7 até dia -1 - Vermifugacio;

Dia -1 — Inicio do consumo da ragdo de caseina com os tratamentos até a eutandsia;

Dia 0 — Imunizagdo primadria;

Dia 14 — Imunizagio secundaria;

Dia 21 — Desafio com troca da mamadeira de 4gua por mamadeira contendo SCO a 20%;

Dia 28 — Eutanasia dos animais para avaliacdo soroldgica e histopatoldgica.

33
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3.8.2 Protocolo 2: Tratamentos na racao de caseina até desafio e gavagem durante
o desafio alergénico

O protocolo a seguir foi utilizado para tratar os animais controles e alérgicos por 29
dias. Do dia -1 ao dia 21 o tratamento foi com ra¢@o de caseina suplementada e do dia 22 ao
dia 28 a racdo foi substituida por racdo contenho OVA. Os animais foram eutanasiados no dia

28 (7 dias de desafio alergénico).

Tabela 3: Protocolo de tratamento 2

Grupos Protocolo de Imunizacao Dietas

1 Controle (Nao sensibilizado) Racgdo balanceada sem suplementa¢do + Gavagem
- Veiculo (Sol.Tween 80 a 2%)
2 Controle (Nao sensibilizado) Racgdo balanceada suplementada + Gavagem
- OR de Copaiba (200 mg/kg/dia)
3 Controle (Ndo sensibilizado) Racgdo balanceada suplementada + Gavagem
- Fragdo diterpénica da Copaiba (100 mg/kg/dia)
4 Controle (Nao sensibilizado) Racgdo balanceada suplementada + Gavagem
- Fracdo sesquiterpénica da Copaiba (100 mg/kg/dia)
5 Controle (Nao sensibilizado) Racgdo balanceada suplementada + Gavagem
- Dexametasona (0,4 mg/kg/dia)
6 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada sem suplementacgio + Gavagem
- Veiculo (Sol.Tween 80 a 2%)
7 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada + Gavagem
- OR de Copaiba (200 mg/kg/dia)
8 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada + Gavagem
- Fragdo diterpénica da Copaiba (100 mg/kg/dia)
9 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada + Gavagem
- Fracdo sesquiterpénica da Copaiba (100 mg/kg/dia)
10 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada + Gavagem

- Dexametasona (0,4 mg/kg/dia)
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-7 -10 14 21 28

Escala Temporal (Dias)

Dia -7 até dia -1 - Vermifugacio;

Dia -1 — Inicio do consumo da ragdo de caseina com os tratamentos até o desafio alergénico (dia 21);
Dia 0 — Imunizagdo primadria;

Dia 14 — Imunizagio secundaria;

Dia 21 — Desafio com troca de ragéo balanceada de Caseina com os tratamentos pela racdo balanceada de OVA e
inicio da gavagem com o com os tratamentos, até a eutandsia;

Dia 28 — Eutanasia dos animais para avaliacdo soroldgica e histopatoldgica.

3.8.3 Controle sem tratamento e controle ativo

Para os animais sem tratamento (sensibilizados ou nao), foram utilizadas: racdo de
caseina sem suplementag@o e/ou solugdo de Tween 80 a 2% (veiculo) por gavagem, num

volume total de 0,1mL. O tween 80 € um tensoativo ndo idnico.

Como controle ativo, foi utilizado o glicocorticéide Dexametasona (Dexametasona
fosfato de sédio, Decadron ® 4mg/mL, Ache Laboratérios Farmacéuticos S.A., Campinas,
Sao Paulo), na dose de 0,4 mg/kg/dia, incorporada a racdo contendo caseina e/ou em solucdo
de salina estéril (0,9% cloreto de sédio) (TATSUO et al., 1994), por gavagem, num volume

total de 0,1 mL.

3.9 Eutanasia

Ap6s 7 dias de consumo voluntério de dieta contendo OVA ou SCO a 20%, os animais
foram anestesiados com 100 mg/kg de quetamina e 20 mg/kg de xilazina para retirada do
sangue e reparacdo do soro. Posteriormente, e ainda sob anestesia, sofreram eutandsia através

de deslocamento cervical.
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O soro e os 6rgdos foram retirados e congelados a —20° C (soro e jejuno proximal) ou

fixados em formol (jejuno distal).

3.10 Obtencao de soro

Ap6s coagulagdo, o sangue foi centrifugado (3000 r.p.m.) por 10 minutos. O soro foi
entdo retirado, colocado em tubos individuais e congelado (-20°C) para posterior andlise da

presenca de anticorpo IgE.

3.11 Histopatologia

O intestino foi lavado com salina fisioldgica para retirada das fezes e entdo dividido
em quatro partes, sendo da parte proximal para a distal, seu tamanho dividido em 20%, 30%,
30% e 20%. Essas por¢coes foram designadas: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo,
respectivamente. Este procedimento foi adotado por ndo haver separacio macroscopica nitida
entre as por¢des do intestino delgado em camundongos, e foi utilizado o critério baseado em
FERRARIS et al. (1992). A alergia alimentar foi avaliada morfologicamente pelo segmento
do jejuno distal, que foi retirado e fixado em formol tamponado a 10%, desidratado em
solucdes decrescentes de alcodis e incluido em parafina. A partir desses blocos, cortes de 4
pm foram obtidos e as laminas coradas com Hematoxilina-Eosina (HE), Periodic Acid Shiff

(P.A.S.), Alcian Blue pH 1,0 e Azul de toluidina. As técnicas estdo descritas no anexo 1.
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3.11.1 Avaliacao da presenca de muco contendo mucina neutra e sulfomucina

(mucina acida sulfatada)

Na avaliacdo da presenga de muco intestinal, foram utilizadas as coloracdes de P.A.S
(coloracdo para mucina neutra) e de Alcina Blue pH 1,0 (coloragdo para sulfomucina). Apds
coloragdes, para a andlise do muco, foram capturadas imagens de trés campos da porcdo do
intestino delgado a partir de uma microcidmera JVC TK-1270/RGB. As imagens foram
analisadas com a utilizagdo do software KS300 instalado em um analisador de imagens
Kontron Eletronic/Carl Zeiss. Para a determinacdo do volume das células caliciformes, todos

os pixels verdes foram selecionados para a criagdo de uma imagem binarizada e subseqiiente

2 2
célculo da 4rea total. O resultado foi expressoem m P.A.S./campoe m A.B.l1/campo.

3.11.2 Avaliacao da hiperplasia de mastocitos e infiltrado de eosindfilos

Laminas histoldgicas coradas pelo Azul de Toluidina, utilizadas para contagem de
mastocitos, foram examinadas em microscépio 6ptico (OLYMPUS B201). A contagem foi
realizada observando 20 campos aleatérios em um aumento de 40X (53.333um2/campo) eo

resultado expresso em niimero de mastdcitos/campo.

Para a avaliagdo do infiltrado intestinal de eosindfilos, laminas histolégicas foram
coradas pela HE e examinadas em microscépio 6ptico (OLYMPUS B201). A contagem de
células foi realizada observando 10 campos aleatérios em um aumento de 40X

(53.333 mz/campo) e o resultado expresso em niimero de eosinéfilos/campo.
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3.12 Avaliacao do edema do intestino e do peso do tecido adiposo

A quantificacdo do edema foi realizada pela técnica de MOORE-OLUFEMI et al.
(2005) modificada. Apés a eutandsia, um pedaco de 1 cm do duodeno foi pesado (peso
umido) e seco em estufa a 56°C, por 24 horas, e novamente pesado (peso seco). Para

avaliag@o da perda de dgua utilizou-se a férmula: {(Peso imido — Peso seco) / Peso seco}.

O tecido adiposo da regido periuterina também foi pesado (apenas peso timido).

3.13 Dosagens enzimaticas das atividades de neutrofilos e de eosinéfilos

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima de neutréfilos e sua dosagem reflete
indiretamente a quantidade dessas células num tecido. Ela foi dosada no tecido do intestino
delgado (jejuno proximal) congelado a -20°C, por meio do método anteriormente citado por
KRAWISZ et al. (1984). O material foi pesado, macerado com solucdo tampao e centrifugado
a 10.000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido,
sendo adicionados de NaCl 0,2% gelado e de NaCl 1,6% com glicose 5% gelada. Feita uma
nova centrifugacdo, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em tampao fosfato
com HTAB 5% e re-homogeneizado por 30 segundos, um volume 1 mL das amostras foram
congelados e descongelados seguidamente, 3x em nitrogénio liquido, submetidos novamente
a centrifugacdo e os sobrenadantes coletados para o ensaio. Um volume de 25 pl do
sobrenadante foi adicionado em placas de poliestireno de 96 pocos (Nunc, Roskilde,
Denmark), incubado com 50 pl de tampao com TMB/H,0O, por 30 minutos a 37°C. A reagdo
foi interrompida com 50 ul de H,SO4 2N e a densidade 6ptica (O.D.) medida utilizando leitor

de ELISA (EL800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) no comprimento de onda
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492 nm. A partir de uma curva padronizada no laboratério (neutréfilos recrutados com

tioglicolato) e os valores de MPO expressos em unidade relativa / mg de tecido.

A peroxidase eosinofilica (EPO) é uma enzima de eosindfilos reflete indiretamente a
quantidade desta célula. A EPO foi dosada no tecido do intestino delgado (jejuno proximal)
congelado a -20°C. Este ensaio foi conduzido assim como descrito por STRATH et al. (1985).
De forma sucinta, 100 mg do pulméao direito dos animais foram pesados e processados em um
homogeneizador de tecidos com 1,9 mL de PBS. O material foi centrifugado a 12.000 g
(especificamente 10.000 r.p.m. no rotor utilizado) por 10 min. O sobrenadante foi descartado
e eventuais eritrécitos foram lisados pela adi¢ao de 1,5 mL de salina 0,2% seguida de 1,5 mL
de salina 1,6% + glicose 5%. As amostras foram mais uma vez centrifugadas e o sobrenadante
descartado. O pellet foi ressuspenso em 1,9 mL de solucdio de brometo de
hexadeciltrimetilam6nio, HTAB 0.5 % em PBS. As amostras foram congeladas e
descongeladas trés vezes em nitrogénio liquido, centrifugadas a 12.000 g a 4 °C por 10 min. O
sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimético, que foi feito da seguinte maneira: 75 pL de
cada amostra ou somente diluente (branco) foram adicionados a placas de 96 pocos
juntamente com 75 L da solug@o do substrato (1,5 mM o-fenilenodiamina, OPD, em tampao
tris-HCl1 0,075 mM, pH 8,0 suplementado com H,O;, 6,6 mM). Apds o desenvolvimento de
cor, a reacdo foi interrompida pela adicao de 50 _1 de H,SO4 1 mol/L. A absorbancia foi lida a

492 nm. Os valores foram expressos em uidades arbitrarias (U.A.).

3.14 Analise do malondialdeido para avaliacdo da peroxidacao lipidica
intestinal

Malondialdeido (MDA) ¢ um produto da peroxidagdo lipidica. Sua andlise foi

realizada em fragmentos de intestino delgado (jejuno proximal) congelado a -20°C, por
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método anteriormente descrito por WALLIN et al. (1993). O tecido (200 mg) foi
homogeneizado adicionando-se 1 mL de PBS 1x. A curva padriao foi preparada a partir de
1,1,3,3- tetrametoxipropano (TMTP - Fluka). A 500 uL desse homogeinato, curva-padrao e
branco foi adicionado 1 mL da solucio TBARS (4cido tricloroacético 15%, écido
tiobarbitirico 0,375%, acido cloridrico 0,25 N). Os tubos contendo as amostras foram
colocados em banho-maria (45-50°C) por 15 minutos. Posteriormente foram resfriados e
adicionou-se 1,5 mL de butanol em cada tubo, que foram agitados em voértex antes de serem
centrifugados a 3000 r.p.m. por 10 minutos. As amostras foram plaqueadas em duplicata (200

L/ poco do sobrenadante) em placas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark) e a reacio
foi lida em leitor de ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay) no comprimento de onda
535 nm. Esta etapa foi realizada rapidamente, pois a reagdo € continua e a cor rosa observada
se torna laranja, perdendo-se, assim, a leitura das amostras. A partir da curva padrao foi obtida

uma equacdo e os valores foram expressos em nmol de MDA/ mg de tecido.

3.15 Avaliacao da IgE anti-OVA

Os anticorpos IgE anti-ovalbumina foram dosados por ELISA (Enzime Linked
Immunosorbent Assay). Placas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark) foram
sensibilizadas com anticorpo de rato anti-IgE de camundongo diluido 1:250 (Rat anti-mouse
IgE, Southern Biotechnology, Birmingham, Inc), na quantidade de 50 _IL./poco, por no
minimo, 18 horas a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas e bloqueadas (1 hora a
temperatura ambiente) com 200 L/pogo de PBS/caseina. Foram adicionados 50 L /pogo de
soro total das amostras de camundongos. Apds incubagio por 2 horas, as placas foram lavadas
com salina-Tween por seis vezes. Foram adicionados 50 L da OVA-biotinilada (1 mg/mL)

N

por lhora a temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada com salina-Tween e
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incubada, agora, com a estreptavidina conjugada com a peroxidase (Southern Biotechnology,
Birmingham, AL) em uma diluicdo de 1:5000 (50 pul/pogo) por mais 45 minutos. Em seguida,
foi realizada a etapa de revelagdo com OPD mais H,O, em tampao citrato (100 L/poco) e as
amostras foram lidas em 492 nm em leitor de ELISA (EL800, Bio-Tek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA). Os resultados foram computados através das densidades opticas e
foram expressos como unidades arbitrarias (UA), sendo atribuido um valor de 1000 unidades

ao controle positivo e as amostras comparadas a esse valor.

3.16 Analise estatistica

A andlise das diferencas na resposta entre grupos relacionados foi feita pela andlise de
varidncia (ANOVA). Para comparagdes pareadas entre grupos foi usado ANOVA de Tukey.
Nas andlises das diferengas na resposta entre grupos relacionados foram feitas utilizando-se
teste t de Student. O nivel de significancia foi considerado quando p<0.05. As anélises foram
realizadas com o auxilio dos softwares de estatistica: GraphPad InStat® e GraphPad

Prisma®3.



