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RESUMO

Introducao e objetivos: O balsamo de copaiba administrado por via oral reduz
a inflamacao de ratos artriticos, mas causa danos hepaticos. A destilacao do
balsamo gera o d6leo essencial de copaiba (OEC), consistindo de sesquiterpenos,
principalmente B-cariofileno. O OEC carreado em um sistema autoemulsionante
de liberagao de drogas formado por Cremophor e linoleato de etila (FSNEDDS)
tem efeito antirreumatico sobre ratos artriticos, mas apenas parcialmente e na
dose de 100 mg/kg. Porém, sem causar dano hepatico. Seria possivel aumentar
a efetividade do FSNEEDS aumentando a dose, mas poderia causar dano
hepatico, pois o éleo absorvido no intestino é enviado ao figado pelo sistema
portal. Uma solugao seria administrar a FSNEDDS por uma via que direciona o
OEC para a circulagao sistémica, como a via transdérmica. Portanto, este estudo
avaliou os efeitos da associacao de tratamento oral e por via transdérmica do
OEC formulado em SNEDDS (FSNEDDS) sobre a inflamagao e estresse oxidativo
sistémicos de ratos com artrite induzida por adjuvante.

Métodos: Animais artriticos receberam salina (A), FSNEDDS 100 mg/kg oral
(AS100), FSNEDDS 200 mg/kg transdérmico (AT200), e FSNEDDS oral e
transdérmico cada um nas doses de 100 mg (ASOT100) e 200 mg (ASOT200).
Ratos controles receberam salina (C) ou FSNEDDS 200 mg/kg oral mais
transdérmico (CSOT200). O tratamento foi realizado durante 18 dias.

Resultados: O FSNEDDS 100 mg/kg via oral (AS100) teve efeito parcial sobre
a inflamagao, mas nao sobre o estresse oxidativo de ratos artriticos. O ASOT200
diminuiu o edema das patas, escore artritico, atividade da MPO, numero de
leucécitos circulantes e nas articulagdes. Estes efeitos foram comparaveis ao
AS100, mas o edema na pata injetada foi menor do que AS100 e ASOT100. O
ASOT200 foi também o Unico que diminuiu o estresse oxidativo sistémico. O
AT200 nao mostrou efeitos antiartritico e antioxidante evidentes, exceto por
uma leve reducao no edema da pata injetada e escore artritico. Nenhum
tratamento aumentou os marcadores de dano hepatico.

Conclusao: A associacao de FSNEDDS via oral associado com via transdérmica
nao promove aumentos consideraveis na efetividade do FSNEDDS apenas por
via oral. Entretanto, o aumento da dose de FSNEDDS oral de 100 mg/kg para
200 mg/kg mostra uma possivel melhora no seu efeito antioxidante e
antiartritico, porém, sem apresentar evidéncias de hepatotoxicidade.

Palavras-chave: Oleo essencial de copaiba; SNEDDS; hepatotoxicidade;
artrite reumatoide; artrite induzida por adjuvante.
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ABSTRACT

Introduction: Oral administration of copaiba balsam reduces inflammation in
arthritic rats but causes liver damage. Distillation of the balsam produces
copaiba essential oil (CEO), consisting of sesquiterpenes, mainly -
caryophyllene. CEO carried in a self-emulsifying drug delivery system formed
by Cremophor and ethyl linoleate (FSNEDDS) has an antirheumatic effect on
arthritic rats, but only partially at a dose of 100 mg/kg, without causing liver
damage. Increasing the effectiveness of FSNEDDS by increasing the dose could
cause liver damage, as the absorbed oil in the intestine is sent to the liver via
the portal system. A solution could be to administer FSNEDDS by a via that
directs the CEO to the systemic circulation, such as the transdermal via.
Therefore, this study evaluated the effects of the association of oral and
transdermal administration of CEO formulated in SNEDDS (FSNEDDS) on
inflammation and oxidative stress in rats with adjuvant-induced arthritis.

Methods: Arthritic animals received saline (A), FSNEDDS 100 mg/kg orally
(AS100), FSNEDDS 200 mg/kg transdermally (AT200), and FSNEDDS orally and
transdermally each at doses of 100 mg (ASOT100) and 200 mg (ASOTZ200).
Control rats received saline (C) or FSNEDDS 200 mg/kg orally plus
transdermally (CSOT200). The treatment was carried out for 18 days.

Results: FSNEDDS 100 mg/kg orally (AS100) had a partial effect on
inflammation but not on oxidative stress in arthritic rats. ASOT200 decreased
paw edema, arthritis score, MPO activity, and the number of circulating and joint
leukocytes. These effects were comparable to AS100, but paw edema in the
injected paw was lower than in AS100 and ASOT100. ASOT200 was also the
only one that decreased systemic oxidative stress. AT200 did not show evident
anti-arthritic and antioxidant effects, except for a slight reduction in paw edema
and arthritis score. No treatment increased liver damage markers.

Conclusion: The association of FSNEDDS orally and transdermally does not
considerably increase the effectiveness of FSNEDDS orally alone. However,
increasing the oral dose of FSNEDDS from 100 mg/kg to 200 mg/kg shows a
possible improvement in its antioxidant and anti-arthritic effects without
showing evidence of hepatotoxicity.

Keywords: Copaiba essential oil; SNEDDS; hepatotoxicity; rheumatoid
arthritis; adjuvant-induced arthritis.



11

1. INTRODUCAO

Artrite reumatoide é uma doenga autoimune cronica e sistémica que afeta
primariamente as articulagdes. Sua fisiopatologia envolve a hiperplasia do
tecido articular com a participacdao de mediadores inflamatérios e espécies
reativas [Gui et al., 2015]. O estresse oxidativo estd aumentado tanto no tecido
articular quanto sistemicamente, com manifestacdes da doenca afetando varios
orgdos, como cérebro, pulmodes e figado [Mcinnes & Schett, 2011; Misko et al.,
2013]. Alteracdes metabdlicas também sdo comuns, incluindo a condicdao de
perda muscular conhecida como caquexia reumatoide [Roubenoff, 2009]. A
artrite reumatoide € incuravel e o tratamento foca na remissdo dos sintomas e
prevencao de recidivas. Uma combinacdo de drogas, com medicamentos
fitoterdpicos associados aos tradicionais tem sido utilizado no tratamento da
artrite [Mcinnes & Schett, 2017; DeSalvo et al., 2019].

O 6leo ou balsamo de copaiba é um 6bleo-resina extraido do tronco de
arvores do género Copaifera, nativas de regides tropicais da América do Sul.
Este bdlsamo consiste em uma mistura de diterpenos e sesquiterpenos
[Medeiros et al., 2019]. O componente principal do balsamo é o B-cariofileno,
um sesquiterpeno, que € responsavel pela sua atividade anti-inflamatoria. O
0leo de copaiba € muito utilizado na medicina popular, principalmente para
tratar dores e inflamacado [Urasaki et al., 2020a; Hebert et al., 2017]. O éleo de
copaiba tem sido utilizado no tratamento de doencas reumaticas, mas apenas
por aplicagao tépica nas articulagdes [Urasaki et al., 2020a; Hebert et al., 2017].
No entanto, o baixo custo e a ampla aceitacao popular do balsamo tem levado
ao seu uso oral, embora em doses abaixo das eficazes devido a manifestagdes
gastricas adversas [Medeiros et al., 2019].

A eficacia antirreumatica do 6leo de copaiba administrado por via oral foi
avaliada em ratos com artrite induzida por adjuvante [Castro-Ghizoni et al.,
2017]. O dleo de copaiba (C. reticulata Ducke) reduziu o estresse oxidativo
sistémico e a inflamagao em ratos artriticos. No entanto, o balsamo suprimiu a
gliconeogénese hepatica e alterou a morfometria dos hepatécitos em ratos
saudaveis, efeitos ligados a danos hepaticos [Castro-Ghizoni et al., 2017]. Esse
efeito adverso estad associado com os diterpenos do 6leo e possivelmente pela
alta dose de um balsamo lipofilico (500 mg/Kg) [Cardinelli et al., 2023; Castro-
Ghizoni et al., 2017; Emerenciano et al., 2019; Xavier-Junior et al., 2016]. Por
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outro lado, o B-cariofileno causa os mesmos efeitos antirreumaticos do éleo em
ratos artriticos, mas sem causar danos hepaticos [Ames-Sibin et al., 2018].
Portanto, a remocao dos diterpenos do balsamo potencialmente preserva seu
efeito antiartritico enquanto elimina uma acdo téxica. Os diterpenos (fracdo
resinosa) sao separados dos sesquiterpenos volateis por destilagao [Deus et al.,
2011; Soares et al., 2013]. Este procedimento produz éleo essencial de copaiba
(OEC) concentrado em [-cariofileno, mas sem comprometer os efeitos
sinérgicos previamente relatados para os diferentes sesquiterpenos [Urasaki et
al., 2020a; Wagner & Ulrich-Merzenich, 2009; Ferreira et al., 2017].

O OEC tem sido usado para uma variedade de condicOes inflamatdrias,
mas na forma tdépica [Urasaki et al., 2020b; Bahr et al., 2018; Trindade et al.,
2018]. No entanto, a sua natureza lipofilica e volatil dificulta sua estabilidade
de estocagem e a interacao com o ambiente gastrointestinal [Ames-Sibin et al.,
2024]. Este ultimo fator diminui a biodisponibilidade quando administrado por
via oral. Neste sentido, estratégias tém sido estudadas para superar estas
dificuldades, como a formulacao do OEC em sistemas autoemulsionantes
nanoestruturados de liberacao de drogas (SNEDDS) [Ames-Sibin et al., 2024a].
Os SNEDDS sao misturas isotropicas de dleos e surfactantes que formam
emulsdes em ambientes aquosos com agitacao suave, assemelhando-se as
condigOes encontradas no trato gastrointestinal [Yao et al., 2020]. De fato, um
SNEDDS preparado com Cremophor (surfactante), linoleato de etila (éleo
transportador) e OEC melhorou significativamente a solubilidade aquosa e a
estabilidade do 6leo essencial [Ames-Sibin et al., 2024a]. Quando emulsificado
em meio aquoso o OEC formou pequenas micelas com bioacessibilidade superior
a 60% na fase intestinal de digestao simulada [Ames-Sibin et al., 2024a].

Esta formulagdao contendo OEC em SNEDDS (FSNEDDS) foi investigada
para sua atividade antirreumatica em ratos com artrite induzida por adjuvante
e mostrou resultados satisfatérios, a saber apresentou uma biodisponibilidade
oral para o OEC quatro vezes maior se comparado com o mesmo nao formulado
[Ames-Sibin et al., 2024b]. Esse fenOmeno permitiu que o FSNEDDS 100 mg/kg
(em termos de B-cariofileno) reduzisse a inflamagado articular e sistémica e o
estresse oxidativo em ratos artriticos em uma dose quatro vezes menor do que
aquela relatada para o 6éleo de copaiba e o B-cariofileno. Além disso, o FSNEDDS
nao alterou os marcadores séricos de dano hepatico, a morfometria hepatica e

a gliconeogénese hepatica em ratos saudaveis, isto é, apresentou um risco
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reduzido de hepatotoxicidade. Por outro lado, a efetividade antirreumatica
esperada para a FSNEDDS na maior dose testada (100 mg/kg) foi ainda baixa.
Isto porque o edema da pata injetada foi reduzido em apenas 20% e a
aumentada atividade da mieloperoxidase (MPO) no plasma e no figado foi
reduzida apenas pela metade. O surgimento e a evolugao das lesdes secundarias
a artrite foi até atrasado nos ratos artriticos que receberam FSNEDDS 100
mg/kg, mas nao foi diferente dos ratos ndo tratados aos 18 dias apds a inducao.
Uma forma de aumentar a efetividade do FSNEEDS seria aumentar a dose
administrada. Entretanto, a administracao oral de doses maiores poder causar
dano hepatico, pois o 6leo absorvido no intestino é direcionado para o figado
pelo sistema portal hepatico [Castro-Ghizoni et al., 2017]. Uma alternativa seria
administrar a FSNEDDS por uma via que direciona o OEC para a circulagao
sistémica, como por exemplo, a via transdérmica. Esta via é muito pouco
invasiva e deveria permitir uma absorcdo consideravel através da derme de
compostos lipofilicos administrados em formulagdes autoemulsionantes.

Levando em consideragao o que foi acima exposto, o presente estudo
investigou os efeitos da associagdao do tratamento por via oral e por via
transdérmica do OEC, formulado em SNEDDS (FSNEDDS), sobre a inflamacao
articular e sistémica, a funcdo hepatica e o estresse oxidativo sistémico de ratos
com artrite induzida por adjuvante. Este ultimo serve como um modelo de
artrite reumatoide em ratos e é caracterizado por uma resposta inflamatéria
generalizada, facilitando assim a avaliagao da patogénese tanto localmente nas
articulagbes quanto sistemicamente, incluindo possiveis efeitos hepatotdxicos
[Stolina et al., 2009; Bendele et al., 1999].
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

O ¢dleo de copaiba extraido do género Copaifera langdsdorffii foi fornecido
pela Apis Flora Industria e Comercio Ltda. (Ribeirao Preto, SP, Brasil). Linoleato
de etila (CAS No.: 544-35-4) e Cremophor® EL (CAS No.: 61791-12-6) foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Kits para determinar a
atividade de ALT, AST e fosfatase alcalina no plasma foram adquiridos da Gold
Analisa Diagnéstica Ltda (Belo Horizonte, MG, Brasil). Todos os outros produtos

reagentes foram de grau analitico.

2.2. Preparacdo de SNEDDS contendo OEC (FSNEDDS)

O OEC foi obtido a partir do balsamo de copaiba por hidrodestilacao
(modelo Clevenger TE-2761; Tecnal®) e o FSNEDDS preparado com Cremophor
(surfactante), linoleato de etila (6leo carreador) e OEC conforme ja descrito
[Ames-Sibin et al., 2024a]. Para administracdo transdérmica, foi adicionado 1.5
g de agua deionizada e 1 g acido hialurénico a 1g de FSNEDDS, formando um
gel (FSNEDDS-H). A tecnologia foi registrada no Sistema Nacional de Gestao do
Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) no
Brasil (protocolo ADED6FB).

A composicdo do OEC foi determinada em estudo prévio [Ames-Sibin et
al., 2024@] e os compostos encontrados foram: pB-cariofileno (51,8%), a-
humuleno (9,76%), a-copaeno (8,34%), a-bergamoteno (3,9%), germacreno
D (2,8%), B-elemeno (2,78%), d-elemeno (1,94%), muruuleno (1,86%), 0-
cadineno (1,65%), B-bisaboleno (1,38%), y-elemeno (1,01%), oxido de
cariofileno (1,34%) e outras 18 substancias diferentes representando menos de

1% cada. O OEC é composto basicamente por sesquiterpenos (mais de 97%).

2.2. Animais e indugao da artrite

Ratos machos da linhagem Holtzman pesando cerca de 190-210g (50 dias
de idade) foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringa (UEM) e mantidos em condicdes padrdes de laboratério com um ciclo

controlado de 12 horas de luz/escuro. Os animais tiveram acesso ad libitum a
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agua e dieta padrao (Nuvilab®, Colombo, Brasil). Para induzir artrite, os animais
receberam uma injecdo subcutdnea de 0,1 mL (500 pg) de adjuvante completo
de Freund (composto por Mycobacterium tuberculosis inativado pelo calor,
derivado da cepa humana H37Ra) suspenso em 6leo mineral, administrado na
pata traseira esquerda [Bendele et al., 1999]. Ratos saudaveis de idades
similares serviram como controle. Todos os procedimentos seguiram as
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdao Animal
(CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdao Animal
(CEUA) da UEM (NUumero do protocolo: 6943280920).

2.4. Delineamento experimental

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em sete grupos, com sete
ratos por grupo (n = 7): controles (C), ratos saudaveis tratados com salina;
CS0T200, ratos saudaveis tratados com FSNEDDS na dose de 200 mg/mL via
oral (em termos de concentragao de B-cariofileno) + 200 mg/kg transdérmica;
A, ratos artriticos tratados com salina; AS100, ratos artriticos tratados com
FSNEDDS na dose de 100 mg/kg por via oral; ASOT100, ratos artriticos tratados
com FSNEDDS na dose de 100 mg/kg por via oral + 100 mg/kg transdérmica;
ASOT200, ratos artriticos tratados com FSNEDDS na dose de 200 mg/kg por via
oral + 200 mg/kg transdérmica; AT200, ratos artriticos tratados com FSNEDDS
na dose de 200 mg/kg por via transdérmica. Os ratos receberam administragao
oral (gavage) uma vez ao dia pela manha durante 5 dias antes da indugao da
artrite, e continuaram esse regime por adicionais 18 dias. A administragao
transdérmica foi também realizada diariamente pela manha. Para isso, a regido
abdominal dos animais foram depiladas e a FSNEDDS-H foi colocada sobre a
pele abdominal, espalhada e massageada para facilitar a absorgao. As doses
administradas por via oral foram baseadas em estudo anterior [Ames-Sibin et
al., 2024b] e calculadas para corresponder a 2 e 4 vezes menor que a dose de
balsamo de copaiba [Castro-Ghizoni et al., 2017]. Um protocolo combinado de
tratamento preventivo e curativo foi empregado devido a natureza intermitente
da artrite reumatoide, bem como a ocorréncia de autoimunidade que precede o

inicio da fase inflamatdria no processo da doenca.
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2.5. Avaliagdo da resposta inflamatoria

Os animais foram pesados e avaliados quanto a resposta ao adjuvante
durante um periodo de 18 dias. Apds a administracdo do adjuvante, o volume
de ambas as patas traseiras até a articulacao tibiotarsal foi medido utilizando
pletismografia. Os resultados foram expressos como o incremento do volume
da pata em relacao ao volume inicial (volume no dia 0). As lesdes secundarias
a artrite foram avaliadas entre o 10° e o 18° dia utilizando uma pontuacao que
varia de 0 a 5: (+1) nddulos na cauda; (+1 ou +2) nédulos em uma ou ambas
as orelhas; e (+1 ou +2) inchago em um ou ambos 0os membros anteriores [Sa-
Nakanishi et al., 2018]. Amostras de sangue foram coletadas por incisdao na
cauda para obter tanto a contagem total quanto a diferencial de leucdcitos
circulantes [Moreira et al., 2021]. No 189 dia, contagens totais e diferenciais de
leucdcitos no espaco articular femorotibial foram avaliadas nos animais

eutanasiados.

2.6. Coleta e preparacao dos tecidos

Ratos em jejum de 12 h foram anestesiados (i.p.) com cetamina (100
mg/kg) mais xilazina (10 mg/kg). O espaco peritoneal foi exposto, o sangue foi
coletado da veia cava e colocado em tubos contendo heparina sédica (100
UI/mL). Posteriormente, o figado foi removido, imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C para avaliagdes do estado oxidativo e
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Em seguida, as articulacdes
femorotibiais traseiras foram expostas e as cavidades articulares lavadas com
40 uL de solucao salina tamponada com fosfato (PBS). Os exsudatos obtidos
foram utilizados para a quantificacao de leucécitos [Moreira et al., 2021].

O sangue foi centrifugado a 3.000g/10 min e o plasma separado. Para
preparar o homogeneizado do figado, o tecido congelado foi homogeneizado em
Potter-Elvehjem em 10 volumes de tampao fosfato de potassioa 0,1 M (pH 7,4).
Uma parte foi separada (homogeneizado total) e o restante centrifugado a

11.000g/15 min. O sobrenadante foi separado para ensaios enzimaticos.

2.7. Analises no plasma

Os niveis de proteinas carboniladas foram determinados por

espectrofotometria (370 nm) e os valores calculados usando o coeficiente de
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extingdo molar (g) de 2,20 x 104/(M x cm) [Levine et al., 1990]. Os niveis de
tiois totais foram determinados por espectrofotometria a 412 nm utilizando
DTNB (acido 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzdico) [Faure & Lafond, 1995]. A atividade
da mieloperoxidase (MPO) foi determinada pelo aumento da absorbancia a 460
nm devido a oxidacdo de o-dianisidina. A atividade de MPO foi determinada
utilizando o coeficiente de extingao molar (€) de 11,3 x 103/(M x cm) [Bradley
et al., 1982]. A atividade enzimatica de AST, ALT e ALP, foram determinadas

usando kits de ensaio comerciais.

2.8. Estresse oxidativo no figado

O conteldo de proteinas carboniladas determinado da mesma forma que
no plasma. Os niveis hepaticos de lipoperdxidos foram determinados pela
quantificados pelo método do TBARS [Comar et al., 2013]. A atividade da
catalase foi determinada monitorando a queda na absorbédncia a 240 nm
utilizando H.O, como substrato, e os resultados foram expressos em mmol/(min
x mg de proteina) [Bergmeyer, 1974]. A atividade da superdxido dismutase
(SOD) foi avaliada com base na sua capacidade de inibir a autoxidacdo do
pirogalol em meio alcalino, medida por espectrofotometria em 420 nm
[Marklund & Marklund, 1974]. Uma unidade (U) de SOD representa a
quantidade de enzima necessdaria para causar uma inibicdo de 50%, e os
resultados foram expressos em U/(mg de proteina). A atividade da MPO foi
determinada empregando um procedimento idéntico ao descrito para o plasma
[Bradley et al., 1982].

2.9. Analise estatistica

Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da média
(SEM). A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism
(versdo 8.0). Para conjuntos de dados contendo trés ou mais valores, a
significancia estatistica foi avaliada usando ANOVA ONE-WAY, seguida pelo teste
post hoc de Newman-Keuls, com um nivel de significancia definido em 5%
(p<0,05). Para a comparacao de dois valores, foi aplicado o teste t de Student

com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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3. RESULTADOS

3.1. Efeitos antiartriticos da FSNEDDS e FSNEDDS-H

A Fig. 1 mostra os efeitos do FSNEDDS e FSNEDDS-H sobre o ganho de
peso corporal, edema das patas e escore de artrite. Esses parametros foram
monitorados por 18 dias apds a inducdo da artrite. Ratos saudaveis ndo tratados
(C) e tratados com FSNEDDS via oral e via transdérmica na dose de 200 mg/kg
(CSOT200) exibiram ganho de peso corporal progressivo durante esse periodo,
entretanto esse ganho de peso foi menor para o grupo CSOT200 (Fig. 1A). O
peso corporal do grupo C e CSOT200 aumentou 48% e 36%, respectivamente,
no dia 18 em comparacao com o dia 0. Tanto os ratos artriticos tratados quanto
0s nao tratados nao exibiram ganho de peso durante o periodo mencionado.
Dependendo do grupo, alguns até perderam peso em comparagcao com O peso
inicial no dia zero. A Fig. 1B ilustra o ganho de peso corporal especificamente
de ratos artriticos no dia 18 em relacao ao dia zero. Ratos artriticos tratados
com 100 mg/Kg de FSNEDDS via oral (AS100) e 0o ASOT200 mostraram até uma
menor diminuicdo no peso corporal em comparagao com os ratos artriticos (A)
gue nao receberam tratamento, mas sem diferenca estatistica.

As lesdes secundarias decorrentes da artrite apareceram no dia 10 e
atingiram o pico de gravidade no dia 18, sem valores diferentes observados
entre todos os grupos (Fig. 1C). No entanto, todos os grupos de ratos artriticos
tratados tiveram menor escores entre os dias 10 e 15. De fato, as curvas dos
escores parecem ter inclinacdes menores nos ratos artriticos tratados. Para
melhor comparar, a AUC das curvas mostradas na Fig. 1C foi calculada, com os
valores expressos como a soma de todos os escores do dia 10 ao dia 18. Esses
valores sao representados na Fig. 1D. Todos os grupos de ratos artriticos
tratados (AT200, AS100, ASOT100 e AST200) exibiram valores de AUC menores
em comparagao com o grupo de ratos artriticos ndo tratados (A).

A evolucdo do edema na patas traseira injetada e contralateral esta
mostrada na Fig. 1E e F. A resposta inflamatéria na pata injetada foram
observadas no primeiro dia, sem diferenca entre os grupos (Fig. 1E). No dia 18,
o volume da pata injetada dos ratos nao tratados (A) foi 400% maior do que no
dia zero. O tratamento de ratos artriticos dos grupos AT200, AS100 e ASOT200
diminuiu o edema na pata injetada a partir do dia 6 e diminuiu no dia 18 este

edema para todos os grupos tratados. Para propdsitos de comparacao, o valor
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do edema da pata injetada no dia 18 para todos os grupos foi repetido na
primeira linha da Tabela 1. O tratamento com FSNEDDS-H transdérmico 200
mg/kg (AT200), com FSNEDDS oral 100 mg/kg (AS100) e FSNEDDS oral mais
FSNEDDS-H transdérmico 100 mg/kg cada (ASOT100) diminuiu o edema da
pata injetada em aproximadamente 15% no dia 18, enquanto o tratamento com
FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico 200 mg/kg cada (ASOT200)
diminuiu o edema da pata injetada em aproximadamente 45% neste mesmo
dia. As reacgoes inflamatérias na pata contralateral comecaram no dia 10, e o
volume dos ratos artriticos ndo tratados foi 176% maior no dia 18 quando
comparado ao dia zero (Fig. 1F). Apenas a administracdo de FSNEDDS oral na
dose de 100 mg/kg (AS100) e FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico na
dose de 200 mg/kg cada (ASOT200) diminuiu o edema da pata injetada em
aproximadamente 45% no dia 18 (segunda linha da Tabela 1).

O peso do figado de ratos artriticos foi 56% maior em comparagao com
os controles (Tabela 1). Todos os grupos tratados (AT200, AS100, ASOT100 e
ASOT200) nao tiveram este parametro alterado. O peso dos linfonodos popliteos
e inguinais (peso combinado dos 6rgdos direito e esquerdo) foi bastante elevado
em ratos artriticos se comparado aos controles. Nenhum tratamento alterou o
peso destes o6rgaos em ratos artriticos. A enzima MPO é expressa mais
abundantemente nos peroxissomos dos neutrofilos e sua atividade é usada
como marcador do estado inflamatdrio de um tecido. A Tabela 1 apresenta os
valores de atividade da MPO no figado e no plasma. A atividade desta enzima
foi 127% maior no figado e 600% maior no plasma de ratos artriticos (A) em
comparacao com os controles (C). Em ratos artriticos, a atividade da MPO no
figado foi reduzida em 35% pelo tratamento com FSNEDDS oral mais FSNEDDS-
H transdérmico 100 mg/kg cada (ASOT100) e completamente reduzida para os
niveis controles com o tratamento utilizando FSNEDDS oral 100 mg/kg (AS100)
e FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico 200 mg/kg (ASOT200). Em
relagdao a MPO plasmatica, o tratamento com FSNEDDS-H transdérmico na dose
de 200 mg/kg nao modificou este pardmetro, mas o tratamento com FSNEDDS
100 mg/kg oral (AS100), FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico 100
mg/kg (ASOT100) e FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico 200 mg/kg

(ASOT200) reduziram este parametro em aproximadamente 41%.
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Fig. 1. Efeitos do FSNEDDS e FSNEDDS-H sobre o ganho de peso corporal, as
lesdes secundarias a artrite e o edema de pata de ratos artriticos. A: Evolugao
do ganho de peso corporal. O peso corporal inicial foi de 229 £ 6 g. B: ganho
de peso corporal dos ratos artriticos no dia 18. C e D: evolugao do escore de
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lesbes secundarias e area sob a curva (AUC) dos escores no Painel C,
respectivamente. E e F: evolugao do edema (Avol) das patas traseiras esquerda
(injetada) e direita (contralateral), respectivamente. O volume inicial da pata
foi de 1,68 £ 0,04 mL. C e A, ratos controles artriticos ndao tratados; CSOT,
controle tratado com FSNEDDS via oral na dose de 200 mg/Kg + transdérmica
200 mg/kg; AS100, ratos artriticos tratados com FSNEDDS via oral na dose de
100 mg/kg; ASOT100 e ASOT200, respectivamente, ratos artriticos tratados
com FSNEDDS via oral e FSNEDDS-H via transdérmica nas doses de 100 e 200
mg/g; AT200, ratos artriticos tratados por via transdérmica com FSNEDDS-H na
dose de 200 mg/kg. Os dados sdo a média £ SEM de 5-7 animais. *p<0,05:
diferente de A; #p<0,05: para diferenga entre ASOT200 e ASOT100; *p<0,05:
para diferenca entre C e CSOT200; ¥p<0,05: diferente de CSOT200.

A Tabela 1 também apresenta as contagens do nimero de leucdcitos no
sangue e aqueles recrutados para o espaco articular das juntas femorotibiais
traseiras esquerda e direita. Em ratos artriticos ndo tratados (A), a contagem
total de leucdcitos no sangue foi quatro vezes maior no dia 18 do que no dia
zero, com os leucdcitos polimorfonucleares sendo predominantes. O tratamento
de ratos artriticos com FSNEDDS oral na dose de 100 mg/kg (AS100) e
FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico na dose de 200 mg/kg
(ASOT200) reduziu este parametro em aproximadamente 33%, enquanto que
AT200 e ASOT100 ndo apresentaram reducdes para este parametro quando
comparados com ratos artriticos ndo tratados (A). O numero total de leucdcitos
recrutados para o espaco articular femorotibial da pata injetada nao diferiu do
numero recrutado para o espaco articular femorotibial da pata contralateral. O
tratamento de ratos artriticos com FSNEDDS oral na dose de 100 mg/kg
(AS100) e FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico na dose de 200 mg/kg
cada (ASOT200) reduziu o numero de leucécitos na cavidade articular da junta
femorotibial injetada em aproximadamente 50%, enquanto que estes valores
nao foram diminuidos para os grupos AT200 e ASOT100. Similarmente, apenas
o tratamento de ratos artriticos com FSNEDDS oral na dose de 100 mg/kg
(AS100) e FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico na dose de 200 mg/kg
cada (ASOT200) reduziu o numero de leucécitos na articulacdo contralateral

(aproximadamente 62%; Tabela 1).
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Tabela 1: Parametros inflamatorios e pesos dos 6rgaos. O volume inicial da pata foi de 1,68 + 0,04 ml; Edema (Avolume) das
patas injetadas e contralateral = volume no dia 18 - volume inicial, expresso em mL. Pesos do figado e dos linfonodos estdo
expressos respectivamente em g e mg/(100 g de peso corporal). C e A, ratos controles e artriticos ndo tratados; CSOT, ratos
controles tratados com FSNEDDS 200 mg/kg via oral e transdérmica; AS100, ratos artriticos tratados com FSNEDDS 100 mg/kg
via oral; ASOT100 e ASOT200, respectivamente, ratos artriticos tratados com FSNEDDS via oral e FSNEDDS-H via transdérmica
nas doses de 100 e 200 mg/g; AT200, artriticos tratados por via transdérmica com FSNEDDS-H na dose de 200 mg/kg. Os
dados sao a média + SEM de 6-7 animais. p<0.05: letras iguais sobrescritas para valores que nao diferem.

Parametro

Grupos

A AT200 AS100 ASOT100 ASOT200

Edema da pata injetada
Edema da pata contralateral

Peso do figado

2,80 £ 0,10°

5,24 £ 0,14° 4,29 + 0,26°
2,96 + 0,16 2,10 + 0,262
4,36 £ 0,22° 4,54 + 0,22°

4,69 = 0,20
1,52 = 0,20¢
3,96 £ 0,30°

4,23 £ 0,14°
2,40 £ 0,142b
4,26 + 0,23°

2,87 £ 0,52¢

3,98 £ 0,10¢°

1,79 = 0,35P¢

Linfonodos pop“’teos 8,9 == 1’33 78 £ 10b 74 18b 50 + 6b 88 + 10b 65 + 7b
Linfonodos inguinais 15 £ 1° 80 + 15° 67 + 15° 65 + 11° 55 + 15° 53 + 8
MPO hepética 11,3 + 2,12 25,7 £ 1,2P 24,9 +1,2° 13,0+1,5% 18,0+ 1,8 12,9 £0,92¢
MPO plasmatica 3,7 £0,12 27,8 = 1,0° 26,1 = 1,0° 15,6 £ 0,9¢ 17,0 £ 3,9¢ 16,0 £ 1,0¢
Inicial (dia 0) Leucécitos no sangue (dia 18)
Leucdcitos totais (x103)/mm3 13,6 £+ 0,42 61,1 +£1,9° 58,7 £ 5° 40,9 £ 4,2 51,4 +£6,0°¢ 40,8 + 3,4¢
PMN (%) 20 + 22 63 + 3P 67 +£ 2P 51 + 3¢ 49 £ 2¢ 57 + 3¢
Leucécitos articulares (articulacdo da pata injetada)
Leucdcitos totais (x10%/mm?3 --- 21,6 £ 2,52 18,4 + 2,22 99+29> 146+1,4%° 11,0+ 2,0°
PMN (%) --- 61 + 82 43 + 5 40 £ 11° 44 + 82 67 £ 52

Leucdcitos totais (x10%)/mm?3
PMN (%)

Leucdcitos articulares (articulacdo da pata contralateral)
19,3 + 2,12 16,0 + 1,02 6,1 £2,8° 12,3 £ 1,32b 7,0 £ 2,1°P
53 £ 7° 57 + 72 40 £ 7° 57 £ 62 38 + 8°




23

3.2. Estresse oxidativo hepatico

Os niveis de proteinas carboniladas e TBARS, dois marcadores pro-
oxidativos, estdao apresentados nas Fig. 2A e B, respectivamente. Os niveis de
proteinas carboniladas foram 50% maiores no figado de ratos artriticos (A)
quanto comparados aos controles (C), porém nao houve diferenca nos niveis
hepaticos de TBARS entre estes dois grupos. O tratamento do prdprio controle
com FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico 200 mg/kg cada (CSOT200)
reduziu os niveis hepaticos de proteinas carboniladas em 27%, mas nao
modificou os niveis de TBARS. Nenhum dos tratamentos (AT200, AS100,
ASOT100 e ASOT200) modificou os niveis de proteinas carboniladas no figado
de ratos artriticos. Ja os niveis hepaticos de TBARS foram diminuidos em 28%
no figado de ratos artriticos tratados com FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H
transdérmico 200 mg/kg cada (ASOT200) quando comparados aos artriticos ndo
tratados (A), mas nao foram diminuidos no figado de ratos artriticos tratados
com FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico 100 mg/kg cada (ASOT100),
FSNEDDS oral 100 mg/kg (AS100) e FSNEDDS-H transdérmico 200 mg/kg
(AT200). A atividade das enzimas antioxidantes catalase e SOD foram reduzidas
respectivamente em cerca de 50% e 30% no figado de ratos artriticos ndo
tratados (A) quando comparada aos controles (C) (Fig. 2C e D). Nenhum
tratamento, tanto de ratos controles quanto de ratos artriticos, modificaram a

atividade destas duas enzimas no figado (Fig. 2C e D).

3.3. Estado oxidativo plasmatico

Os niveis de proteinas carboniladas e grupos de tidis totais no plasma
foram quantificados como marcadores pré e antioxidante, respectivamente. Os
resultados estao apresentados nas Fig. 2E e F. Quando comparado aos controles
nao tradados (C), os niveis de proteinas carboniladas foram aumentadas em
aproximadamente 95% e os niveis de tidis diminuidos em cerca de 66% no
plasma de ratos artriticos ndo tratados (A). O tratamento dos ratos controles
com FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico 200 mg/kg cada (CSOT200)
reduziu os niveis plasmaticos de proteinas carboniladas em 26%, mas nao
modificou os niveis de proteinas carboniladas no plasma destes animais.
Nenhum dos tratamentos (AT200, AS100, ASOT100 e ASOT200) modificou os

niveis de proteinas carboniladas no plasma de ratos artriticos. J& os niveis
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plasmaticos de tidis totais foram aumentados em 60% no plasma de ratos
artriticos tratados, mas apenas com FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H
transdérmico 200 mg/kg cada (ASOT200).

3.4. Marcadores plasmaticos de lesdo hepatica

As atividades das enzimas AST, ALT e ALP foram determinadas no plasma
para avaliar possiveis danos hepaticos induzidos pelos tratamentos. Os
resultados estdo apresentados na Fig. 3A-C. A indugao da artrite causou uma
reducao na atividade da AST em 30% e da ALT em 45%, enquanto aumentou a
atividade da ALP em 100%. O tratamento dos ratos controles com FSNEDDS
oral mais FSNEDDS-H transdérmico 200 mg/kg (CSOT200) nao modificou a
atividade das trés enzimas. O tratamento dos ratos artriticos com FSNEDDS oral
mais FSNEDDS-H transdérmico 200 mg/kg e 100 mg/kg (ASOT200 e ASOT100)
aumentaram a atividade da AST, mas ndo da ALT, para os niveis controle (C).
O tratamento dos animais artriticos com FSNEDDS oral na dose de 100 mg/kg
(AS100) e FSNEDDS oral mais FSNEDDS-H transdérmico 200 mg/kg e 100
mg/kg (ASOT110 e ASOT200) diminuiram a atividade da ALP para valores

comparados aos controles (C).
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Fig. 2. Efeitos do FSNEDDS e FSNEDDS-H sobre estado oxidativo do figado e
plasma de ratos artriticos. A: Niveis hepaticos de proteinas carboniladas; B: niveis
hepaticos de TBARS; C e D: Atividade das enzimas catalase e SOD no figado; E:
niveis plasmaticos de proteinas carboniladas. F: niveis plasmaticos de tidis totais.
Os dados sdao a média £ SEM de 5-7 animais. Letras sobrescritas diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05).
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Fig. 3. Efeitos do FSNEDDS e FSNEDDS-H sobre os marcadores plasmaticos de
lesdo hepaética (atividade enzimatica). A: AST (aspartato aminotransferase); B:
ALT (alanina aminotransferase); C: ALP (fosfatase alcalina). F: niveis plasmaticos
de tidis totais. Os dados sao a média £ SEM de 5-7 animais. Letras sobrescritas
diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).
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4. DISCUSSAO

O modelo experimental utilizado no presente estudo compartilha muitas
caracteristicas com artrite reumatoide avancada e nao controlada em humanos
[Stolina et al., 2009; Hegen et al., 2008]. Na artrite induzida por adjuvante, os
animais desenvolvem uma resposta pronunciada ao adjuvante nas patas,
resultando em poliartrite, e leva a caquexia e manifestacées inflamatodrias
sistémicas [Stolina et al., 2009]. No presente estudo, essas manifestacoes
inflamatodrias foram indicadas por atividade elevada de MPO no plasma e no
figado, edema nas patas, lesdes secundarias a artriticas, aumento do peso dos
linfonodos e aumento da contagem de leucdcitos no sangue e recrutados nos
espacos articulares femorotibiais. Além disso, o aumento do estresse oxidativo
hepatico dos ratos artriticos estao alinhados com achados anteriores [Sa-
nakanishi et al., 2014; Castro-Ghizoni et al., 2017; Simodes et al., 2022]. A este
respeito, foi observado um aumento nos niveis de proteinas carboniladas no
plasma e figado, redugao dos grupos tidis no plasma e da atividade das enzimas
catalase e SOD no figado.

O presente estudo teve como objetivo verificar se a administragao
transdérmica do dleo essencial de copaiba (OEC) veiculado em um SNEDDS
(FSNEDDS) melhora os efeitos antiartriticos do mesmo administrado por via
oral. O FSNEDDS foi elaborado utilizando Cremophor como surfactante e
linoleato de etila como carreador lipidico do OEC. Para a formulagao
transdérmica, o FSNEDDS foi modificado pela inclusdao de acido hialurénico
(FSNEDDS-H). Além disso, o estudo buscou explorar possiveis associagoes entre
esses efeitos e a hepatotoxicidade, ja que essa manifestacao foi anteriormente
associada ao balsamo de copaiba [Castro-Ghizoni et al., 2017]. Duas fracdes
podem ser obtidas do balsamo de copaiba por destilagdo: uma resinosa, muito
rica em diterpenos, e uma fracdo volatil formada quase completamente por
sesquiterpenos. A fragdao volatil também é conhecida como dleo essencial de
copaiba (OEC) e é muito rica em B-cariofileno. Este composto, administrado por
via oral em doses de 200 e 400 mg/Kg, reduziu efetivamente tanto a inflamacao
articular quanto a inflamagao sistémica de ratos artriticos, sem induzir
hepatotoxicidade [Ames-Sibin et al., 2018]. As doses correspondem a
quantidade de B-cariofileno presente nas doses hepatotdxicas do balsamo de
copaiba [Castro-Ghizoni et al., 2017]. Estudos adicionais utilizando FSNEEDS,
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mostraram efetividade parcial desta formulacao sobre a artrite com doses de
OEC quatro vezes menores do que as anteriormente administradas de [-
cariofileno, ou seja, 50 e 100 mg/Kg de FSNEDDS (em termos de B-cariofileno)
[Ames-Sibin et al., 2024b]. De fato, a biodisponibilidade do OEC administrado
por via oral foi cerca de quatro vezes maior quando o éleo essencial foi veiculado
em FSNEDDS comparado a sua forma nao formulada. Isto foi atribuido a adicao
Cremophor e linoleato de etila a formulagao, pois levam a formacdo de uma
estrutura do tipo micela que protege o OEC da precipitacgdo no ambiente
gastrointestinal [Ames-Sibin et al., 2024a] e ainda aumenta a sua area de
superficie e melhora as interacdes com os componentes da digestao [Alkrad et
al., 2016]. Além disso, a alta biodisponibilidade do FSNEDDS também pode ser
atribuida a absorgao linfatica promovida pelos dleos de cadeia longa presentes
na formulagdo [Zgair et al., 2016].

Uma vantagem observada para a FSNEDDS foi que a mesma nao alterou
os marcadores séricos de dano hepatico, a morfometria hepatica e a
gliconeogénese no figado de ratos saudaveis, isto &, apresentou um risco
reduzido de hepatotoxicidade [Ames-Sibin et al., 2024b]. Entretanto, a
efetividade antirreumatica esperada para a FSNEDDS na maior dose testada
(100 mg/kg) foi ainda baixa se comparada com compostos antirreumaticos
convencionais, como o ibuprofeno [Castro-Ghizoni et al., 2017]. O presente
estudo, portanto, aumentou a dose oral para 200 mg/kg de FSNEDDS e o
associou com a administracdo transdérmica da FSNEDDS-H na mesma dose. Os
efeitos foram comparados com a FSNEDDS por via oral na dose de 100 mg/kg
conforme ja usada no trabalho anterior [Ames-Sibin et al., 2024b]. Esta ultima
de fato diminuiu as manifestagdes artriticas induzidas pelo adjuvante, mais
precisamente, diminuiu o edema da patas, retardou o surgimento das lesdes
secundarias, a atividade da MPO no plasma e no figado, os nimero de leucdcitos
circulantes e recrutados nas cavidades das articulagdes femorotibiais (Tabela
1). A administracdo conjunta da FSNEDDS-H transdérmica na dose de 100
mg/kg (ASOT100) nao melhorou a atividade antirreumatica da FSNEDDS 100
mg/kg administrada por via oral(AS100). Por outro lado, quando a dose de
FSNEDDS foi aumentada para 200 mg/kg via oral e associada com FSNEDDS-H
200 mg/kg via transdérmica (ASOT200), o edema na pata injetada foi
consideravelmente menor do que os demais tratamentos (AS100 e ASOT100).

Entretanto, os demais parametros inflamatérios foram melhorados igualmente
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ao tratamento do grupo AS100, ou seja, o aumento da dose oral de 100 para
200 mg/kg e a associagdo com a via transdérmica ndo mostraram consideravel
melhora na acdo ja demonstrada da FSNEDDS 100 mg/kg oral. O efeito adicional
na pata injetada no grupo ASOT200 pode ser atribuido tanto ao aumento da
dose oral quanto pela combinacdo de via oral com a transdérmica. De fato, a
administracdao de FSNEDDS-H exclusivamente por via transdérmica na dose de
200 mg/kg diminuiu o edema da pata injetada igualmente o AS100 e também
retardou o surgimento de lesdes secundarias a artrite. Entretanto, nao
modificou os demais parametros artriticos induzidos pelo adjuvante.

Em relacdo ao estado oxidativo, este foi aumentado no plasma e figado
de ratos artriticos, conforme demonstrado pelos maiores niveis de proteinas
carboniladas, uma condicao ja observada anteriormente [Castro-Ghizoni et al.,
2017; Ames-Sibin et al., 2018; Ames-Sibin et al., 2024b]. Entretanto, nenhum
dos tratamentos diminuiu os niveis teciduais de proteinas carboniladas. Por
outro lado, os niveis de TBARS hepaticos, um marcador que ndo foi aumentado
na artrite, foi diminuido no grupo ASOT200 e nao nos demais. Em adicao,
apenas este grupo (ASOT200) foi capaz de aumentar os niveis de tidis totais,
um marcador antioxidante, no plasma dos animais artriticos. Em conjunto, estes
dois resultados mostram ao menos em parte uma acdao antioxidante da
associacao de FSNEDDS 200 mg/kg via oral com FSNEDDS-H 200 mg/kg via
transdérmica (ASOT200) sobre o estado oxidativo sistémico. Entretanto, este
efeito nao foi observado nos animais tratados com FSNEDDS-H exclusivamente
por via transdérmica na dose de 200 mg/kg, mostrando que os mesmos podem
ter sido causados pelo simples aumento da dose por via oral. De fato, estudo
anterior [Ames-Sibin et al., 2018] mostra que a administracao de B-cariofileno
exatamente na dose utilizada no presente estudo (200 mg/kg via oral) diminui
consideravelmente o estresse oxidativo sistémico de ratos artriticos.

Um resultado que chama a atencao no presente estudo foi que o
FSNEDDS administrado por via oral na dose de 200 mg/kg ndao aumentou os
parametros plasmaticos de lesdo hepatica nem nos animais controles nem nos
animais artriticos (Fig. 3). Embora as analises histomorfométricas do figado nao
tenham sido realizadas, estes resultados mostram ao menos em parte que o
tratamento com FSNEDDS ndo esta associado com lesdo hepatica evidente na
a dose de 200 mg/kg por via oral, ou seja, os efeitos hepatotdxicos do balsamo

de copaiba causada com a mesma dose (em termos de B-cariofileno) nao foi
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observada para o OEC formulado na FSNEDDS [Castro-Ghizoni et al., 2017].
Outro efeito que merece uma consideragao adicional é o fato de o FSNEDDS né&o
ter melhorado o ganho de peso corporal dos animais artriticos. Nenhum dos
grupos teve nem que minimamente o ganho de peso corporal melhorado (Fig.
1A e B). Em termos praticos, a caquexia reumatica associada a este modelo
experimental impede o ganho de peso dos animais [Wendt et al., 2019] e nem
mesmo o ibuprofeno, a indometacina e a dexametasona melhoram o peso
corporal [Bendele et al., 1999].

Em resumo, o tratamento baseado na associacao de FSNEDDS por via
oral com FSNEDDS-H por via transdérmica parece ao menos em parte nao
proporcionar incrementos positivos ao tratamento com FSNEDDS apenas por
via oral. Entretanto, o aumento da dose de FSNEDDS oral de 100 mg/kg para
200 mg/kg via oral mostra uma possivel melhora no efeito antioxidante
sistémico sobre a artrite e, a0 mesmo tempo, sem apresentar evidéncias para
hepatotoxicidade. Os resultados do presente estudo devem encorajar estudos
adicionais para aprimorar uma formulacdo transdérmica efetiva para o
tratamento da artrite reumatoide e também estudos que demostrem por
analises histomorfométricas a auséncia de comprometimento hepatico para o

OEC carreado em SNEDDS na dose de 200 mg/kg administrada por via oral.
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