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RESUMO

Acidentes ofidicos envolvendo serpentes do género Bothrops desencadeiam
manifestagcdes locais como edema, dor e equimose na regiao da picada, que podem
progredir ao longo do membro acometido. Aliado a terapéutica convencional, surgiu a
proposta do uso de produtos naturais como alternativa para tratamento destes
acidentes ofidicos. Neste contexto, decidiu-se avaliar o efeito do 6leo de coco (OC) no
edema de pata induzido com a toxina da serpente Bothrops jararacussu (TBj), bem
como seu efeito sobre o edema provocado por outros agentes flogisticos. Foram
utilizados camundongos, fémeas (n=102, =+ 40g), que apoés jejum de 12 horas foi
mesurado o volume inicial (VI) da pata posterior direita através do pletismdémetro. Em
seguida os animais foram tratados com 0,2 mL de solugao salina 0,15 M por via oral
(v.0) ou OC na dose de 100, 200 ou 400 mg e, decorridos 60 minutos foi infiltrado na
regido dorsal do membro posterior direito por via intraplantar, TBJ na dose de 8 ug ou
30 pL de solucéo salina 0,15 M (veiculo). Ao longo de 5 horas o volume final (VF) da
pata foi determinado. Além disto, um grupo separado de animais foram pré-tratados
com OC 200 mg ou salina 0,15 M (controle) e apés 60 minutos, foi infiltrado 30 uL dos
seguintes mediadores flogisticos: histamina (100 pg); serotonina 1%; bradicinina;
substancia P e prostaglandina 3 ng. Por fim, avaliou-se a migracdo leucocitéria
através da inoculacéo de carragenina 500 pg em camundongos pré-tratados com OC
200 mg ou salina 0,15 M. Os dados foram expressos em percentagem (média *
E.P.M) e seguido do teste de TWO-WAY-ANOVA, seguido do teste de student
Newman-keuls. Em relagéo ao grupo controle, o OC diminuiu o edema induzido pela
TBj, histamina, serotonina e bradicinina. Além disto, o OC reduziu a migracao
leucocitaria ao peritbnio induzida pela carragenina. Entretanto este produto n&o
reduziu o edema desencadeado pela substancia P e prostaglandina. Portanto,
baseado nas doses estudadas o OC apresentou atividade anti-inflamatéria sobre o
edema plantar induzido pela inoculacdo de TBj em camundongos. Tal efeito esta
relacionado a inibicdo da migracao leucocitaria local, e inibicdo da histamina,
serotonina e bradicinina.

PALAVRAS CHAVE: Bothrops jararacussu, Inflamacéo, cocos nucifera.



ABSTRACT

Snakebites involving Bothrops trigger local events such as swelling, pain and bruising
at the bite area, which can progress over the affected limb. Combined with
conventional therapy was proposed the use of natural products as an alternative to
treatment of these snakebites. In this context, it was decided to evaluate the effect of
coconut oil (CO) in paw edema induced by snake toxin Bothrops jararacussu (BJT), as
well as its effect on the edema caused by other phlogistic agents. Female mice were
used (n = 102 = 40g) which, after fasting for 12 hours was obeisant the initial volume
(V1) of the right hind paw by plethysmometer. Then the animals were treated with 0.2
ml of 0.15 M saline orally (po) or Ocna dose of 100, 200 or 400 mg and after 60
minutes was infiltrated into the dorsal region of the right hind limb by intraplantar way,
TBJ at 8 pg dose or 30 pL of 0.15 M saline (vehicle). Over 5 hours, the final volume
(VF) of the foot was determined. In addition, a separate group of animals were pre-
treated with OC 200 mg or 0.15M saline (control) and after 60 minutes, 30 pL of
infiltration following phlogistic mediators: histamine (100 ug); serotonin 1%; bradykinin;
substance P and 3 ng prostaglandin. Finally, we evaluated the leukocyte migration by
inoculating by carrageenan 500 pg in mice pretreated with OC 200 mg or saline 0.15
M. Data were expressed as the percentage (avarage + E.P.M) and followed by the
TWO-WAY- ANOVA test followed by the Student-Newman-Keuls test. In the control
group, the OC decreased edema induced by TBJ, histamine, serotonin and bradykinin.
Moreover, the OC reduced to the peritoneum leukocyte migration induced by
carrageenan. However this product did not reduce the edema triggered by substance
P and prostaglandin. Therefore, based on the OC doses studied showed anti-
inflammatory activity on footpad edema induced by inoculating mice TBjem. This
effect is related to the inhibition of local leukocyte migration, and inhibition of
histamine, serotonin and bradykinin.

KEYWORDS: Bothrops jararacussu, Inflammation, cocos nucifera.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Oleo de coco extra virgem (Copra) (Fonte:
http://www.coprasul.com/products/oleo-de-coco-extra-virgem-1).
Figura 2- Afericao do volume inicial da pata (A) e posterior infiltracdo
com TBj (B) (Fonte: Adaptado de Wanderley, 2012).

Figura 3- Representacdo esquemética do protocolo utilizado para
avaliar o efeito do 6leo de coco sobre o edema de pata induzido por
TBj em camundongos.

Figura 4- Efeito do tratamento com 6leo de coco sobre o edema de
pata induzido por histamina, serotonina, substancia P ou
prostaglandina.

Figura 5- Efeito do tratamento com 6leo de coco sobre o edema de

pata induzido por bradicinina.

Figura 6- Migracdo de leucocitos através da inoculagdo da
carragenina, em animais pré-tratados com 6leo de coco.

Figura 7- Demonstracdo representativa do efeito ant-iinflamatoério do
6leo de coco sobre 0 edema de pata induzido por toxina de Bothrops
jararacussu em camundongos. Os dados foram expressos em média
+ E.P.M., n = 5, * p<0,05 vs. TBj 8 pg.pata’’; ¥ p<0,05 vs. OC 100,
200 ou 400 mg.

Figura 8- Efeito do pré-tratamento com OC 200mg sobre edema
induzido pela inoculacdo de 30 pl de Histamina (Hist, Box A),
Serotonina 1% (5-HT, Box B) ou bradicinina (BK, BOX C) em
camundongos. Os dados sao expressos em % do volume inicial e
cada ponto representa a média = E.P.M., n = 5, p<0,05 vs. controle
(NaCl 0,15 M).

Figura 9- Efeito do pré-tratamento com OC 200mg em animais
submetidos ao edema induzido pela inoculacdo da substancia P, SP
20 nM/pata, Box A; ou prostaglandina PGE2, 3 nM/pata, Box B. em
camundongos. Os dados sao expressos em % do volume inicial e
cada ponto representa a média + E.P.M., n = 7, p<0,05 vs. controle
(NaCl 0,15 M).

27

28

29

30

30

31

32

33

35


http://www.coprasul.com/products/oleo-de-coco-extra-virgem-1

Figura 10- Efeito do pré-tratamento com OC 200mg ou solucdo
salina sobre a migracdo leucocitaria frente a inducdo com
carragenina 500 pg. Os dados foram expressos em média + E.P.M.,
n =7, *p<0,05 vs. controle (NaCl 0,15 M).

37



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA — Acido araquiddnico

AINES - Anti-inflamatorios ndo-esteroidais
ANOVA — Anélise de variancia

BK Bradicinina

BJV - Bothrops jararaca

OC - Oleo de coco

COX — Ciclooxigenase

CID - Coagulacao intravascular disseminada
HIS - Histamina

i.pl. — intra-plantar

LTs- Leucotrienos

LIPOX - Lipoxigenase

MS — Ministério da Saude

PLA2- Fosfolipase A2

PG - Prostaglandina

PGE:2 — Prostaglandina Ez

SP — Substancia P

TBj—Toxina Bothrops jararacussu
V.F. — Volume final

V.l. — Volume inicial

V.O. — Via oral

5-HT - Serotonina



SUMARIO

(RS0 ] 51U 07X ST
2.REVISAO BIBLIOGRAFICA .....oooveeveeeeeieeeee e,
2.1 Acidentes OfidiCOS......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiee e
2.2Acidentes BOtrOPICOS..........uuvueeieeiiiiiiiiie e
2.3 Acidentes BotropiCoS JarraCuSSU..........cceevvrvveevvvernnnnnnnnnnnns
2.4 toxicodinamica da Bothrops............ccevvviiiiiiieiiiiiceeeecieeeee,
2.5 Principais mediadores envolvidos no processo
iNflamatorio agUAO ........ccoooeeiiiiiieee s
2.6 Tratamentos farmacolOgiCOoS.........cccceeevvveiiiiieiiiiccee,
2.7 Potencial do cocos nucifera L. como agente anti-
INFlAMALONIO. .. e

3. OBIETIVOS. ...
B L GERAL. ..
3.2 ESPECIFICOS......ciiiiiiieieiteeeeee et
4. MATERIAL E METODOS.... .ot
4.1 OBTENGCAO DO OLEO DE COCO DO cocos nucifera

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.....cvcvveeiiiiiiiiiiee e
4.4.1 Efeitos do 6leo de coco sobre o edema de pata induzido

por toxina Bothrops jararaCusSuU..............cceuvvevvvveiiiiieiieeeeeeeeeeeen,
4.4.2 Efeito do tratamento com 6leo de coco sobre o edema
de pata induzido por histamina, serotonina, bradicinina,
substancia P ou prostaglandina..............ccccceeevieiiiinieiieeeeieiiiiiins
4.43 Migracdo de leucécitos peritoneais através da
inoculacdo da carragenina, em animais pré-tratados com 0leo
(0 [ o 0T olo J TP TUUPRPPPRTTR

4.5 ANALISES ESTATISTICAS......cvioeeeeeeeceeeceee e,
5. RESULTADOS.... .ot
5.1 Efeitos do 6leo de coco sobre o edema de pata induzido
por toxina Bothrops jararacussu em camundongos...................
5.2 Efeitos do tratamento com 06leo de coco sobre o edema
de pata induzido por prostaglandina, histamina, serotonina,
substancia P e bradiCinina............cccccuvvmiiiiiiiiiiiiiiiie e
5.3 Migracdo leucocitaria atravées da inoculagcdo da

carragenina em animais pré-tratados com o6leo de coco 200

14
15
15
16
18
19

20
22

23
26
26
26
27

27
27
28
28

28

29

31
31
32

32

33

36



6. DISCUSSAO
7. CONSIDERA
REFERENCIAS

COES FINAIS ...ttt



15

1 INTRODUCAO

Com o avanco da etnofarmacologia tem proporcionado a elucidagcéo de
efeitos terapéuticos ou preventivos de substancias provenientes de produtos naturais,
além disto, vem contribuindo para a compreensdo de eventos biolégicos como a
inflamacédo (ALMEIDA et al.,, 2013). Dentre estes produtos de origem vegetal com
potencial bioativo e/ou nutracéutico o coco tém recebido destaque (DEBMANDAL e
MANDAL, 2011). Do ponto de vista experimental, foi descrito a acdo anti-inflamatéria
e antipirética do extrato de coco frente aos mediadores carragenina e formalina,
respectivamente, em roedores (ZAKARIA et al., 2006; SILVA et al., 2013).

A partir desse conhecimento e considerando que no Brasil a incidéncia de
acidente ofidico, € um problema de saude publica (FERREIRA et al., 2004), dentre os
quais, a intoxicacdo por serpentes do género Bothrops € responsavel por mais de
90% dos casos no territdrio brasileiro, e que esta intoxicacdo caracteriza-se pela
presenca de edema, dor e equimose local (NASCIMENTO et al.,, 2010), h4 uma
procura de tratamentos alternativos e complementares, como a utilizacdo de AINES,
uma vez que a soroterapia ndo atua sobre as manifestacdes locais ocasionadas pelo
envenenamento por serpentes do género Bothrops (QUEIROZ et al., 2008).

Entretanto, alguns efeitos adversos graves como gastropatias e nefropatias
tém sido observados com a utilizagdo dos AINES (CARVALHO et al., 2004). Portanto,
estudos envolvendo substancias obtidas de produtos naturais e que tenham poucos
efeitos colaterais sdo necessarios, sendo que 0s principios ativos obtidos de produtos
naturais mostraram-se promissores no tratamento de episodios inflamatorios
induzidos pela toxina botrépica (da SILVA et al., 2015).

Neste sentido, como foi descrito a atividade anti-inflamatéria e analgésica do
extrato bruto obtido do coco da Bahia (Cocos nucifera), em modelos experimentais de
inflamagcéo e dor em ratos (RINALD et al., 2009; SILVA et al.,, 2013), decidiu-se
avaliar o possivel mecanismo anti-inflamatorio produzido pelo 6leo de coco sobre o
edema de pata induzido com a toxina de Bothrops jararacussu, através da utilizacao
de diversos agentes flogisticos, como: carragenina, serotonina, prostaglandina,

histamina e substancia P.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Acidentes Ofidicos

De forma geral, as serpentes sdo animais vertebrados, ectotérmico, de corpo
alongado coberto de escamas que compdem a classe Reptilia, ordem Squamata,
subordem Ofidica, sendo a maioria produtora de veneno (ZUG et al., 2000).

No mundo, existem aproximadamente 3 mil espécies de serpentes registradas
gue podem ser encontradas em todos 0s continentes com a excecdo dos polos.
Dentre as quais destacam-se a Familia Viperidae constituida pelo género Bothrops
(jararaca), Crotalus (cascavel) e Lachesis (surucucu), a Familia Elapidae representada
pelo género Micrurus (cobra coral) (KOLESNIKOVAS, 2001). No Brasil, s&o
conhecidas 366 espécies, das quais, 55 espécies (15%) sédo classificadas como
peconhentas (BERNILS et al., 2010). A ocorréncia do acidente ofidico est4, em geral,
relacionada a fatores climaticos e aumento da atividade humana nos trabalhos no
campo (SILVA et al., 2007).

Segundo Silva et al. (2007), nos paises tropicais, o0s acidentes ofidicos
representam um seério problema de saude publica, principalmente pela frequéncia com
gue ocorrem e pela mortalidade que ocasionam, excedendo a 2,5 milhdes de
acidentes por ano no mundo.

No Brasil a prevaléncia dos acidentes ofidicos varia de regido para regidao, de
acordo com Araujo et. al., (2003), as regides Sudeste e Sul sdo as que registram um
maior numero de acidentes, devido a maior densidade populacional e 0 acesso a
servicos de saude e sistemas de informacdes sobre notificacdes.

Ocorre, por ano, no Brasil entre 19.000 a 22.000 acidentes ofidicos com
aproximadamente 115 6bitos (GUTIERREZ et al, 2005). Os nimeros de acidentes
ofidicos ocorridos entre 2000 a 2010 apresentaram aumento de 200%, onde somente
em 2010 foram registrados 30 mil casos de ofidismo em todo o territdrio nacional
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Dados do Ministério da Satde, (2005), mostram que
a letalidade do acidente ofidico esta ligada a quantidade de toxina inoculada, ao tipo
de envenenamento, e ao tempo de atendimento médico apdés o acidente, podendo
aumentar em até oito vezes essa taxa se o0 tempo de atendimento for maior que seis

horas apos picada.
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Ha frequéncia de acidentes ofidicos, nos animais domésticos, no Brasil, ainda &
imprecisa, visto que a notificacdo ndo é obrigatdria na medicina veterinaria (BARNI et
al.,, 2012). Apesar da grande importancia econfmica que 0s animais possuem,
raramente 0os casos sdo notificados e a causa de morte estabelecida a campo,
culminando com poucos dados sobre o quadro clinico e a patologia provocada pela

toxina dessas serpentes aos animais (SAKATE, 2008).

2.2 Acidentes Botropicos

Com mais de 60 espécies encontradas em todo territério brasileiro, o género
Bothrops destaca-se também por ser o grupo de maior importancia dentre as
serpentes peconhentas, tendo como as principais espécies Bothrops moojeni,
Bothrops alternatus, Bothrops jararaca, Bothrops atrox, Bothrops jararacussu e
Bothrops erythromelas (CAMPBELL & LAMAR, 2004; ARAUJO et al., 2003).
Considerando a média dos ultimos dez anos, no Brasil, o0 nUmero aproximado de
acidentes ofidicos chegaria a 25 mil por ano, sendo que deste total a proporcdo dos
casos anuais e as respectivas taxas de letalidade revelam que 90,5% sédo acidentes
botrépicos cujo a letalidade gira em torno de 0,31%, seguido de crotalicos (cascaveis)
7,7% (com 1,87% de letalidade), laquéticos (surucucus) 1,4% (0,95% de letalidade) e
elapidicos Micrurus (“corais verdadeiras”) 0,4% (0,52% de letalidade) (ARAUJO et al.,
2003).

Os efeitos das toxinas ofidicas sé@o classificados de acordo com suas
atividades fisiopatoldégicas em nivel local e sistémico. Considerando o género
Bothrops as principais manifestagfes sistémicas relacionadas séo caracterizadas por
distirbios da homeostasia, coagulacdo intravascular disseminada, cardiopatia,
nefropatia, hemorragia e choque. Ja os efeitos locais descritos sdo necrose, edema, e
dor intensa (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; BONAVITA et al., 2006). As principais
complicacbes locais dos acidentes botropicos sdo decorrentes da necrose e da
infeccdo secundaria que podem levar a amputacédo e/ou déficit funcional do membro
(SINAN, 2014). Sendo que a intensidade destes sintomas pode estar relacionada
diretamente com a quantidade de veneno inoculado (FERREIRA; BARRAVIEIRA,
2004; PINHO; PEREIRA, 2001; CARDOSO et al., 2003.)
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Na literatura, a participacdo de mediadores na resposta inflamatéria induzida
por serpentes do género Bothrops, assim como a interacdo biolégica entre
substancias presentes no veneno e componentes da resposta imuni, ja estd bem
caracterizada (Tabela 1) (TREBIEN; CALIXTO, 1989; BARBOSA et al.,, 2003;
ARAUJO et al., 2000)

Tabela 1. Mediadores da resposta inflamatéria envolvidos no edema induzido por

venenos botropicos.

Agentes Serpentes do género Bothrops
flogisticos
Bothrops Bothrops Bothrops Bothrops
jararaca insulares moojeni lanceolatus
(TREBIEN; (BARBOSA et (NASCIMENTO (ARAUJO et
CALIXTO, 1989; al., 2003). et al., 2009) al., 2000)
GONCALVES;

MARIANO, 2000)

Prostanoides + + + +

Histamina - + + -

Serotonina + - Na -
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No Na + - Na

Fonte: Adaptado: (WANDERLEY et al., 2014).
N&o analizados (NA)

A toxicodinamica da toxina botropica esta relacionada a composi¢ao da toxina
botropica que contém 90% do peso seco de proteinas, compreendendo grande
variedade de enzimas como: fosfolipases, fosfodiesterases, cininogenases,
acetilcolinesterases, hialuronidases, fatores relacionados a coagulacédo, inflamacéo e
necrose local (MENDEZ, 2001). Além destas enzimas ha também carboidratos,
lipideo, aminas biogénicas, lecitina e outros componentes inorganicos (ESCARSO et
al., 2000; KETELHUT et al., 2003; PANUNTOA et al., 2006).

2.3. Acidentes Botrépicos jararacussu

A Bothrops jararacussu pode ser encontrada nas regides Sul, Sudeste e
Nordeste do Brasil, e € considerada uma das maiores espécies do género podendo
alcancar 2,2 m de comprimento, e em um unico bote pode inocular até 1200 mg de
veneno. E conhecida por sua coloracdo caracteristica & regido frontal da cabeca negra
e as laterais amarelas, possui o dorso de coloragcédo negra com intervalos obliquos de
coloracdo amarela forte e o ventre predominantemente amarelo (CAMPBELL;
LAMAR, 2004; MELGAREJO, 2003; ARCOLINE 2006).

Sendo considerada a mais importante dentre as espécies do género Bothrops,
a Bothrops jararacussu € a espécie que produz maior quantidade de toxina,
ocasionando acidentes graves. E apesar de sua difusdo ao longo do territorio
brasileiro, as pesquisas com sua toxina ainda sdo escassos (JUNQUEIRA, 2005),
diante disto, recentemente foi investigado a possivel toxicodindmica envolvida no
edema local induzido por esta toxina (WANDERLEY et al. 2014).
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2.4. Toxicodinamica da Bothrops

Os venenos botropicos possuem uma composicdo mais complexa que 0s
venenos de espécies de outros géneros. Aproximadamente 90% das substancias
encontradas nos venenos botropicos sdo constituidos por peptideos, proteinas,
compreendendo uma grande variedade de enzimas, além da existéncia de
carboidratos, lipideos, aminas biogénicas, lectinas (principalmente do tipo C), e outros
componentes inorganicos. Sua composicdo, em geral, contém fosfolipases (PLAS),
gue alteram a permeabilidade da membrana e liberam histaminas e bradicininas, as
hemotoxinas e citolisinas, que causam por sua vez uma inflamacao local, necrose e
dano ao epitélio vascular, hialuronidases, que explica a rapidez da absorcao pelo
aumento da perfusdo através dos tecidos, fosfodiesterases, fosfatases,
acetilcolinesterases, L-aminoé&cidos oxidases (LAAOs), nucleotidases,
metaloproteases e fatores relacionados a coagulacdo (ESCARSO et al.,, 2000;
KETELHUT et al., 2003; KASHIMA et al., 2004; MENDEZ; RIET-CORREA, 1995 apud
RIVERO, 2010 p. 6; PANUNTOA et al., 2006).

Mecanismos fisiopatoldgicos induzidos pela injecdo intraplantar da toxina do
Género Bothrops, em ratos, demonstraram que participam diferentes mediadores no
processo inflamatério (TREBIEN; CALIXTO, 1989; GONCALVES; MARIANO, 2000;
ARAUJO et al., 2000; BARBOSA et al., 2003). Segundo Calixto et al. (1989), com
relacdo aos efeitos locais induzidos pela toxina da Bothrops jararaca, constatou-se a
acdo de mediadores oriundos da atividade da cicloxigenase (COX) e lipoxigenase
(LIPOX) e o envolvimentos dos receptores a1 € az- adrenérgicos como 0s principais
agentes envolvidos nas acbes edematogénicas da toxina, sendo que, a hemorragia
observada foi parcialmente atribuida a atividade da serotonina e de mediadores
neuro-humorais.

Contudo, Moreira et al. (2009) demonstrou que a incubacgao da toxina bruta da
Bothrops asper com neutréfilos ou macrofagos induz a expressdo da COX-2. Além
disso, a lectina purificada a partir do veneno da Bothrops jararacussu, pode
reconhecer glicoligantes na superficie de neutréfilos e promover a polarizacédo e a
migracado de neutrofilos in vitro (ELIFIO-ESPOSITO et al. 2011). Portanto, a agéo
biologica da toxina botropica pode estar relacionada a uma interacdo direta com
células do sistema imune (WANDERLEY et al., 2014).
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De acordo com Sakater et al. (2008), as substancias responsaveis pela acéo
coagulante da toxina botropica, em animais, sdo a botrojararacina, a botrompina e a
jararagina C. Experimentos, em ratos, relataram que a inflamacao local induzida pelo
veneno Bothrops jararacussu e Bothrops jararaca € responsavel também pelo dano
muscular (PATRAO-NETO et al., 2013). Contudo, estudos sugerem que dentro do
mesmo género podem ocorrer variagcbes quanto a participacdo de mediadores e
mecanismos envolvidos na resposta inflamatoria local, devido a um possivel efeito
espécie-especifico das toxinas que seriam capazes de modular a resposta inflamatéria
enddgena por diferentes vias (WANDERLEY et al., 2014).

2.5. Principais mediadores envolvidos no processo inflamatério agudo.

O processo inflamatério € desencadeado através da resposta vascular, celular
e humoral, responsavel pelo processo defensivo dos organismos vivos frente a
agentes agressores. Os mediadores da inflamagdo podem agir solitariamente, em
conjunto ou em sequéncia, ampliando assim sua resposta inflamatéria que so
terminara quando o agente agressor é eliminado e os mediadores secretados sao
destruidos (PEREIRA, 2004). Este processo fisioldgico envolve uma agao coordenada
entre o sistema imunoldgico e o tecido no qual ocorreu a lesdo. Assim as reacoes
vasculares e celulares da inflamacao aguda e crénica estao relacionadas a fatores
quimicos derivados de proteinas ou células plasmaticas, que por sua vez sao
produzidos ou ativados pelo estimulo inflamatorio de agentes agressores (PEREIRA,
2004).

Os mediadores quimicos da inflamagdo sao substancias que podem ser
sintetizadas no local da inflamacédo, pelas células, ou ainda, podem ser produzidas
pelo figado e encontrar-se circulando no plasma sanguineo na forma de precursores
inativos que sao ativados no local da inflamagéao (COLLINS, 2000). Esses mediadores
também podem estimular a liberacdo de moléculas efetoras secundarias pelas
células-alvo. Os mediadores quimicos distintos podem apresentar acbdes similares,
amplificando a resposta, além disso, podem, apresentar efeitos opostos, funcionando,

desta forma, no controle da resposta inflamatéria (PEREIRA, 2004).

De acordo com Abbas et al. (2008), os mediadores quimicos derivados de
células sdo encontrados nos granulos intracelulares, sendo estes sintetizados em

resposta a um estimulo ou liberados apds ativagao celular. Entre os principais


http://www.infoescola.com/sangue/plasma-sanguineo/
http://www.infoescola.com/bioquimica/mediadores-quimicos-da-inflamacao/
http://www.infoescola.com/bioquimica/mediadores-quimicos/
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mediadores liberados, estdo as aminas vasoativas (histamina e serotonina) e os
metabdlitos do acido araquiddnico (prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas), além
das citocinas (fator de necrose tumoral-TNF, interleucina-1 e quimiocinas).

A histamina e serotonina encontram-se pré-formadas nos granulos
citoplasmaticos das células e apresentam efeitos similares. A histamina é sintetizada
por diferentes tipos celulares, especialmente pelos mastécitos adjacentes aos vasos,
pelos basdfilos e plaquetas circulantes, sendo liberada das células em resposta a um
estimulo fisico, imune ou quimico, advindo de citocinas, anafilatoxinas e
neuropeptideos. Este mediador leva a dilatagdo arteriolar, aumentando a
permeabilidade do vaso e, consequentemente, facilitando a saida de leucdcitos para o
sitio inflamatoério. A serotonina, também chamada de 5-hidroxitriptamina (5-HT), é
encontrada primariamente em granulos plaquetarios e liberada durante a agregacgéao
das plaquetas (ABBAS et al., 2008). A 5-HT contribui para a sensibilizacdo das fibras
nervosas, além do extravasamento de plasma observavel na inflamagao da pata de
ratos (PIERSE, 1995). A partir de um processo inflamatério agudo a 5-HT modula a
sinalizagdo quimiotaxica responsavel pela migragdo de neutrofilos durante uma
resposta imune inata (DUERSCHMIED et al.,, 2013). Esta migracdo celular, em
resposta a processos inflamatérios, pode ser observada em poucas horas apés um
estimulo responsavel pela injuria tecidual (BRESNIHAN, 2002; SHIN et al., 2009).

Os metabdlitos do acido araquiddnico (AA), prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos, também chamados de eicosanoides, sdo substancias lipidicas derivadas
do metabolismo do AA, que podem mediar, praticamente, cada etapa do processo
inflamatoério agudo. Diversos estimulos fisioldgico ou mesmo patolégico podem
desencadear a biossintese dos metabolitos do AA através da ativacdo das
fosfolipases Az (PLA2), que uma vez ativadas clivam os fosfolipidios da membrana
liberando o AA. As principais células fontes de metabdlitos do AA na inflamacdo séo
os leucécitos, mastdcitos, células endoteliais e plaquetas (LONE; TASKEN, 2013).

O metabolismo do AA é realizado por duas vias principais: Via da COX e
LIPOX. Via da COX resulta na producdo de prostaglandinas (PGE2, PGF2 e PGD2),
prostaciclinas (PGlz2) e tromboxano (TXAz e TXB2). As duas primeiras levam a
vasodilatacao, inibicdo da agregacdo plaquetaria e estdo envolvidas na patogenia da
dor e febre no processo inflamatério. O Ultimo esta relacionado com o processo de
coagulacédo, uma vez que leva a vasoconstricdo e promove a agregacao plaquetaria
(ABBAS et al., 2008).


http://www.infoescola.com/bioquimica/mediadores-quimicos-da-inflamacao-derivados-de-celulas/
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As COX apresentam trés isoformas denominadas COX-1, que é uma enzima
constitutiva e estad presente na maioria das células, a COX-2 que é uma forma
induzivel da enzima e estd4 presente em varios tipos de células e tecidos sendo
expressa principalmente a partir da sinalizacdo das citocinas como o TNF e a IL-1
durante a resposta inflamatoria e a COX-3, que parece desempenhar uma atividade
semelhante a da COX-1 no Sistema Nervoso Central (SNC), mas, o seu papel em
processos patolégicos ainda ndo é bem elucidado (COLLINS, 2000, NETO et al.,
2011, LONE; TASKEN, 2013).

Ja a via da LIPOX resulta na producdo de leucotrienos e lipoxinas. Os
leucotrienos séo produzidos por neutrofilos e alguns macréfagos, sendo quimiotéatico
para neutréfilos, causam broncoespasmo, vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular (ABBAS et al., 2008).

A inflamagdo aguda local apresenta trés fases distintas, onde na primeira fase
ocorrem alteracdes no calibre vascular, levando ao aumento no fluxo sanguineo; na
segunda fase iniciam-se as alteracGes estruturais na microcirculacdo, que permite a
passagem de proteinas plasmaticas e leucdcitos através do endotélio; na terceira fase
ocorre a migracdo de leucdcitos da microcirculagéo para o foco da lesdo (COLLINS,
2000; RINGLER, 2000).

Esse conjunto de alteracdes vasculares leva a formacao de edema e infiltracao
celular nos tecidos. No edema inflamat6rio, ocorre inicialmente uma vasoconstri¢ao,
logo em seguida, uma vasodilatacéo reflexa. A transicdo de constricdo para dilatacao
vascular é mediada por fatores derivados de mastécitos como leucotrienos (LTs),
prostaglandinas (PGs) e, particularmente, a histamina e a 5-HT contribuem para a
vasodilatacdo. Com o aumento no calibre do vaso gera uma intensificacdo do fluxo
sanguineo local, levando a um extravasamento do fluido intravascular e infiltracdo de
células para o intersticio (ALLER, 2006).

2.6. Tratamento Farmacolégico para a intoxicagao botrépica.

O tratamento farmacolégico mais utilizado para a intoxicacdo botropica é a
terapia com soro anti-botropico (antiveneno), soro obtido de equinos imunizados com
um pool de venenos nativos, na qual a dose de antiveneno administrada é
determinada pela sintomatologia do envenenamento, seja classificada como leve,
moderada ou grave (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).
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O soro antiofidico constitui-se de uma mistura de cinco venenos botrépicos com
as seguintes composi¢des: 50% de veneno de Bothrops jararaca, e outros 50%
constituidos de 12,5% de veneno de Bothrops alternatus, 12,5% Bothrops
Jararacussu, 12,5% Bothrops moojeni e 12,5% Bothrops neuwiedi (RAW et al., 1991).
Entretanto, estudos realizados in vitro, com varias espécies do género Bothrops,
demonstraram que a soroterapia € ineficiente em neutralizar completamente a
atividade da PLA2 e da Hialuronidase presentes na toxina (CARDOSO et al., 1993;
QUEIROZ, et al., 2008), com isso, mesmo com a utilizagdo do soro antiofidico, a
medida que ha progressdo no processo inflamatorio local, o restabelecimento da
integridade tecidual torna-se comprometida, devido a presenga de elementos espécie-
especificos, que ndo s&o neutralizados pela acdo do soro polivalente (JORGE;
RIBEIRO, 1997; CARDOSO et al., 1993; DOIN-SILVA R, et al., 2008; QUEIROZ et al.,
2008).

Esta baixa neutralizacdo do veneno da Bothrops jararacussu por antiveneno
botrépico deve-se a diferencas imunoldgicas entre as proteinases desta peconha e os
anticorpos presentes no antiveneno botrépico (QUEIROZ et al., 2008). A intoxicacao
botrépica, por ser um processo multifatorial com participacdo direta de componentes
endogenos relacionados com o processo inflamatério, por isso, se tem investigado
tratamentos alternativos e complementares, visando dessa maneira a utilizacdo de
agentes com atividade anti-inflamatérias, uma vez que a soroterapia ndo atua sobre
as manifestacdes locais ocasionadas pela toxina do género Bothrops (NASCIMENTO
et al., 2010).

2.7. Potencial do Cocos nucifera L como Agente Anti-inflamatorio.

Nos ultimos anos, com o0 avanc¢o da etnofarmacologia, pesquisas voltadas para
a elucidacdo de eventuais efeitos terapéuticos ou preventivos de substancias
provenientes de produtos naturais estdo em expansdo, e a partir disto, novas
descobertas estdo contribuindo para a compreensdo da modulacdo de eventos
biologicos dentre os quais a inflamacao (ALMEIDA et al., 2013; da SILVA et al. 2015).

A grande maioria das substancias obtidas da natureza com potencial anti-
inflamatorio sdo extraidas de plantas. Dentre estes produtos de origem vegetal com
potencial etnofarmacologico temos os produtos obtidos do coco, cujo o fruto pode ser

considerado um alimento funcional, pois é rico em proteinas, carboidratos, 6leos e
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minerais e varios componentes benéficos a saude, sendo portanto, classificados como
nutracéuticos (DEBMANDAL e MANDAL, 2011). Na gordura do albumen do coco
predominam &cidos graxos saturados de cadeia média com uma relacdo entre &cidos
graxos insaturados e saturados (I:S) de 0,15, constituida basicamente dos seguintes
acidos graxos, pela ordem de quantidade: Acido laurico 44-52%, Acido miristico 13-
19%, Acido palmitico 7,5-10,5%, Acido oléico 5,8%, Acido caprilico 5,5-9,5%, Acido
caprico 4,5-9,5%, Acido linoléico 1,5-2,5%, Acido esteérico 1-3%, Acido caproico 0,3-
0,8% e Acido araquidico até 0,04% (LI et al., 1990).

Em dietas convencionais e terapéuticas com reconhecidas propriedades
benéficas ao metabolismo de cées e gatos, ha uma variedade de derivados lipidicos.
Sendo que os lipidos sao constituintes organicos importantes na alimentacéo, ndo s6
pelo seu elevado valor energético, mas também pela composi¢cdo de acidos graxos
essenciais que participam de mecanismos funcionais importantes no organismo dos
animais (RIVERS et al., 1975).

Dentre estes os acidos graxos essenciais tem-se, os acidos graxo w-3 que
possui acdo anti-inflamatoéria, mediante a redug¢édo na sintese de derivados do &cido
araquiddnico: PGEz, TXA2, PGIl2 e LTB4 (SARDESAI, 1992). Portanto, estima-se que a
suplementacdo com acidos graxos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico
(DHA) (w-3), pode atenuar os efeitos advindos destes eicosanoides envolvidos no
processo inflamatoério (SARDESAI, 1992).

A partir destes achados, surge a possibilidade de mitigar a utilizacdo de
substancias sintéticas como os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES), hora
utilizados como ferramenta farmacolédgica para diminuir a atividade das COXs, e a
partir disto, reduzir os efeitos adversos provenientes da utilizacdo destes AINES em
animais domesticos (de SANTIS et al., 2009).

De acordo com Adebayo et al. (2012), as diversas variedades de Cocos
nucifera sdo encontrados em todas regides tropicais. O extrato aquoso da fibra bruta
da casca do Cocos nucifera € amplamente utilizada no nordeste brasileiro na medicina
tradicional para tratar a diarréia e artrite (ESQUENAZI et al., 2002). Durante os ultimos
anos, tem sido mostrado, atravéz de varias pesquisas, que a variedade do Cocos
Nucifera possui atividade antibacteriana, antiviral, antioxidante, anti-neoplasica, e anti-
inflamatéria. (ESQUENAZI et al.,, 2002; ALVIANO et al., 2004; KIRSZBERG et
al.,2003; KOSCHEK et al., 2007; RINALDI et al., 2009).
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Baseado nesta rica composicdo, alguns estudos foram conduzidos para
elucidar o potencial bioativo e/ou nutracéutico do coco. Dentre os quais o liquido
originario deste fruto nos ultimos anos vem sendo utilizado como substancia nutritiva
em protocolos de diluicdo de sémen na reproducédo animal (UCHOA et al., 2002), e
recentemente foi descrito seu potencial cientifico como solucéo de reidratacdo hidrico-
eletrolitica em seres humanos (KALMAN et al. 2012; REIS et al., 2012). J4 o 6leo
obtido do coco vem sendo utilizado, na medicina popular como adjuvante no combate
a febre, dor de cabeca e de estbmago, e eventos como a diarréia (ESQUENAZI et al.,
2002). Estudos mais recentes comprovam, também, acdes anti-inflamatoria e
antipirética, em animais alimentados com o 6leo de coco (ZAKARIA et. al., 2006).

Do ponto de vista bioquimico, vale ressaltar que a utilizacdo do 6leo de coco,
reduz o nivel plasmatico de colesterol total, triacilglicerdis, fosfolipidios, lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e (VLDL), e ter elevado os niveis de lipoproteina de alta
densidade no soro e tecidos de animais (NEVIN & RAJAMOHAN, 2008). Além disto,
tem sido relatado que o 6leo de coco € capaz de aumentar a atividade de enzimas
antioxidantes como a glutationa peroxidase, diminuindo os niveis de peroxidos de
lipidios além de ter atividade antitrombética (NEVIN & RAJAMOHAN, 2008).

Recentemente foi descrito a atividade antiinflamatoria e analgésica do extrato
bruto obtido do coco da Bahia (Cocos nucifera), em modelos experimentais agudos de
inflamacédo e dor em ratos (RINALD et al 2009; SILVA et al. 2013). Sendo que até o
presente momento acredita-se que o efeito anti-inflamatério seja mediado em parte
pelo blogueio de receptores serotoninérgicos e histaminérgicos, e o efeito analgésico
seja por uma acado opidide (RINALD et al 2009). Diante disto, decidimos avaliar o
possivel mecanismo anti-inflamatorio produzido pelo 6leo de coco sobre o edema de
pata induzido com a toxina de Bothrops jararacussu, através da utilizacdo de diversos
agentes flogisticos, ex. histamina, serotonina, prostaglandina, substancia P e

carragenina.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar o efeito do 6leo de Cocos nucifera L. (OC) sobre o processo inflamatério
induzido com a toxina da serpente Bothrops Jararacussu (TBj) e investigar 0s

possiveis mecanismos de acdo anti-inflamatorio advindos deste 6leo.

3.2. ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do OC sobre o edema de pata induzido pela histamina,
serotonina, bradicinina, substancia P e prostaglandina Ezem camundongos, bem
como, avaliar a migracao de leucécitos ao peritbnio induzida pela inoculacdo da

carragenina, em camundongos pré-tratados com OC.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Campus de Ciéncias Agrarias, da Universidade
Federal do Vale do S&o Francisco — UNIVASF. Os procedimentos foram conduzidos
apoOs aprovacado no comité de ética no uso de animais de experimentacdo (protocolo
12081038) da Instituicdo, seguindo as normas do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal.

4.1. OBTENCAO DO OLEO COCO DO Cocos nucifera L.

O d6leo de coco extra virgem (figura 2) utilizado neste experimento foi obtido a
partir da pelicula do endosperma do fruto do coqueiro (cocos nucifera L.)
adequadamente prensada através de processos tecnoldgicos adequados, néo
passando por nenhum tratamento quimico nem refinamento. Com composicao:
Carotenoides totais (mg/100g, max. 1,0), Acidos graxos saturados (Min. 85), acidos
graxos (g/100g, C 6:0 capréico 0,4 - 0,6; C 8:0 caprilico 5 — 10; C 10:0 céaprico 4,5 -
8,0; C 12:0 laurico 43,0 - 51,0; C 14:0 miristico 16,0 - 21,0; C 16:0 palmitico 7,5 — 10;
C 18:0 estearico 2,0 - 4,0; C 18:1 Omega 9 oléico 5 — 10; C 18:2 Omega 6 linoléico 1 -
2,5) (http://www.coprasul.com/info/especificacoes). O mesmo foi mantido na

temperatura ambiente para utiliza¢do, por via oral, nos animais.

Figura 1 Oleo de coco extra virgem (Copra)

(Fonte http://www.coprasul.com/products/oleo-de-coco-extra-virgem-1)

4.2. VENENO Bothrops jararacussu

O veneno liofilizado de Bothrops jararacussu (TBj) utilizado neste experimento foi
cedida pelo Instituto Butantan, S&o Paulo, Brasil. O TBj foi mantida a -20 ° C e diluido

em 0,9% de solucao salina estéril para utilizacdo (WANDERLEY et al., 2014).


http://www.coprasul.com/info/especificacoes
http://www.coprasul.com/products/oleo-de-coco-extra-virgem-1
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4.3. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, pesando de 30 a 40 ¢
provenientes do Biotério Central da UNIVASF, mantidos em sala com controle do ciclo
claro/escuro de 12 horas, a temperatura ambiente de 22°C, com livre acesso a ragao
(Presence Linha Roedores) e agua.

4.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.4.1. Efeitos do 6leo de coco sobre o edema de pata induzido por toxina

Bothrops jararacussu (TBj)
Para este estudo, os animais foram submetidos ao jejum de 12 h, e seguir foi
mensurado o volume inicial (VI) da pata posterior direita até a articulacdo

tarsometatarsica atraves do pletismémetro digital (Pan Lab, LE 7500, Figura 3).

Figura 2. Afericdo do volume inicial da pata (A) e posterior infiltragdo com TBj (B).

FONTE: WANDERLEY, 2012.

A toxina total da TBj foi dissolvida em solu¢cdo NaCl 0,15 M na dose de 8
pg/30 pl. Como representado pela figura 4, 60 min. antes da indugdo do edema
plantar, os animais foram pré-tratados por via oral (v.0) com 0,2 mL de solucao salina
(grupo controle), 6leo de coco na dose de 100, 200 ou 400mg (v.0) (grupo teste), para

0 grupo controle positivo, os animais receberam dexametasona, intraperitoneal na
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dose 1mg/kg. Apos 60 min, 30 ul da solucdo de NaCl 0,15 M estéril ou TBj 8 pg foram
injetadas na regiao intra-plantar (i.pl.) do membro posterior direito transcorridos 0,5; 1;
2; 3; 4 e 5 horas da administragéo da toxina ou salina o volume final (VF) da pata foi
determinado com o uso do pletismémetro. A percentagem de aumento no volume
plantar (edema) foi calculada para cada grupo, em comparacao com o VI obtido, e foi

expresso através da seguinte formula:

A de volume podal (%) = (VF — VI) x 100
VI

Figura 3: Representacdo esquematica do protocolo utilizado para avaliar o efeito do
6leo de coco sobre o edema de pata induzido por TBj em camundongos.
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4.4.2. Avaliacdo do efeito do tratamento com 6leo de coco sobre o edema de
pata induzido por histamina, serotonina, bradicinina, substancia P ou

prostaglandina.

Para esta investigacdo, como representado na figura 5, apds determinacédo do
volume plantar inicial, os animais foram submetidos ao tratamento (v.0.) com 0,2 mL
de NaCl 0,15 M (grupo controle), ja o grupo teste recebeu dleo de coco (200 mg, v.0).
a partir deste momento para esta dose sera designado de OC. Decorridos 60 min, foi
realizada a inoculacdo na pata direita dos animais (ipl.) com 30 pl de histamina (100
pg/pata), serotonina 1 %, substancia P (20 nM/pata), ou prostaglandina (3 nM/pata)

Apo6s 30, 60, 90 e 120; minutos da administracado destes agentes flogisticos o VF da
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pata foi determinado com o uso do pletismégrafo (ver item 4.4.1). Considerando a
biodisponibilidade da bradicinina, ela foi administrada na dose de 10 nM/pata, e as
avaliac6es do volume plantar foram feitas ao no periodo de 10, 20, 30, 60, 90 e 120
min. apds a infiltracdo deste autacodide, sendo que os animais desde grupo receberam
tratamento prévio com captopril 5mg/kg, 30 minutos antes da administracdo da

bradicinina.

Figura 4: Avaliacdo do efeito do tratamento com éleo de coco sobre o edema de pata

induzido por histamina, serotonina, substancia P ou prostaglandina.
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Figura 5: Avaliacdo do efeito do tratamento com éleo de coco sobre o edema de pata
induzido por bradicinina.
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4.4.3. Avaliacdo da migracao de leucocitos peritoneais através da inoculacéao da

carragenina, em animais pré-tratados com 6leo de coco.

Para esse protocolo de determinacdo da migracdo de leucdcitos para a
cavidade peritoneal, foi adaptado a partir de Chaves et al.(2013), onde os animais
foram submetidos a jejum de 12 h, a seguir, como representado pela figura 7, os
animais foram pré-tratados com OC 200 mg ou salina 0.15 M. por via oral (v.0),
transcorridos 60 minutos foi injetado por via intraperitoneal carragenina (250 ul; 500 ug
|/ cavidadade). Decorridos 4 horas, os animais foram eutanaziados, por deslocamento
cervical, para procedimento de lavagem da cavidade peritoneal com 1,5 ml de solucao
salina tamponada (PBS) heparinizada (2%), e com auxilio da pipeta realizou-se a
coleta do liquido peritoneal contendo células sanguineas. O volume recuperado foi
semelhante em todos os grupos experimentais e foram equivalentes a ~ 95% do
volume injetado. A seguir 20 pL do lavado foi adicionado a 400 ul de solucdo de turk
para realizacdo da contagem total de células realizada em uma camara de Neubauer.
Os resultados foram apresentados como o namero de leucécitos totais no exsudato

peritoneal.

Figura 6: Avaliacdo da migracdo de leucocitos através da inoculacédo da carragenina,

em animais pré-tratados com 6leo de coco.
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4 5. Anélise estatistica

Os resultados referentes aos parametros obtidos durante a execucao dos
protocolos instituidos foram expressos no texto como média * erro padrdo da média.
Apb6s andlise de variancia TWO-WAY-ANOVA e a comparagdo estatistica dos dados
foram realizadas pelo teste post roc de student Newman-keuls.
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5 RESULTADOS

5.1. Efeito do 6leo de coco sobre o edema de pata induzido por toxina Bothrops
jararacussu em camundongos.

Como representado na figura 8, em relacdo ao grupo controle, o 6leo de coco
nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg reduziu o edema induzido pela TBj a partir de 0,5
horas, (59,4 + 8,4 vs 24,54 + 4,2 %; 59,4 + 8,4 vs 18,2 + 4,0 %; 59,4 £ 8,4 vs 14,6 *
1,9 %, para 100, 200 ou 400 mg respectivamente) pés inoculacédo. Por outro lado, o
pré-tratamento com dexametasona (controle positivo) reduziu (p<0.05) o edema
somente a partir de 60 min. de avaliagao (52,4 + 8,3 vs. 31,2 + 6,2 %). Estes efeitos
anti-inflamatérios do OC e dexametasona perdurou ao longo das 4 h de avaliacao

seguinte.

Figura 7: Demonstracdo representativa do efeito anti-inflamatério do 6leo de coco
sobre o0 edema de pata induzido por toxina de Bothrops jararacussu em
camundongos.
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A média + E.P.M estéo expressos em % do volume inicial, n = 5, * p<0,05 vs. TBj 8 pg.pata!; ¥ p<0,05
vs. OC 100, 200 ou 400 mg.
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5.2. Avaliacdo do efeito do tratamento com 6leo de coco sobre o edema de pata

induzido por prostaglandina, histamina, serotonina, substancia P e bradicinina.

A figura 9 indica que nos animais tratados com OC 200 mg houve uma reducgédo
do edema de pata induzida pela histamina (68,8 £ 9,0 vs. 32,0 + 4,2 %; 53,9 £ 7,6 vs.
28,8 +4,2%;38,2+59vs21,8+3,1%e50,9+7,9vs.29,0vs.4,1%, em 30, 60, 90
e 120 min. pés inducdo, respectivamente, Fig. 9A), serotonina (51,2 + 3,4 vs 30,0 +
59 %; 43,4+55vs 13,7+6,3%;366+6,3vs11,2+65%e342+52vs6,4+43
%, pos inducéao, respectivamente, Fig. 9B). e bradicinina (52,9 £ 11,4 vs. 17,7 £ 5,1,
449+26vs.11,2+41,425+49vs.146+5,1,336+54vs.7,0+29,298+6,8
vs. 5,0 £ 1,7 %, 14,0 £ 2,3 vs. 3,9 £ 1,9 %, respectivamente 10, 20, 30, 60, 90 e 120

min pos inoculacgao, Fig. 9C).

Figura 8: Efeito do pré-tratamento com OC 200mg sobre edema induzido pela
inoculacdo de 30 ul de Histamina (Hist, Box A), Serotonina 1% (5-HT, Box B) ou
bradicinina (BK, BOX C) em camundongos.
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Por outro lado, o tratamento com OC 200 mg nao alterou o edema induzido
pela substancia P (37,9 + 1,9 vs 38,6 + 4,3 %, 38,1 + 4,4 vs 38,4 + 3,6 %, 16,4 + 3,8
vs 19,3 + 3,6 %, 3,0 + 1,9 vs 2,2 + 1,5%, respectivamente 30, 60, 90 e 120 min. pds
infiltracéo, Fig. 10A) e prostaglandina E2 (48,4 + 4,3 vs 39,6 £ 5,1 %, 32,1 + 7,2 vs 37,9
+ 5,2%, 26,8 £ 2,3 vs 20,0 + 5,6 %, 20,7 = 3,7 vs 11,5 £ 2,1 %, respectivamente 30,
60, 90 e 120 min. pos infiltracéo, Fig. 10B).

Figura 9: Efeito do pré-tratamento com OC 200mg em animais submetidos ao edema
induzido pela inoculagéo da substancia P, SP 20 nM/pata, Box A; ou prostaglandina
PGE2, 3 nM/pata, Box B . em camundongos.
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5.3. Avaliacdo da migracdao leucocitéaria através da inoculagcdo da carragenina em
animais pré-tratados com OC 200 mg.

No figura 11 pode-se observar que em relacao ao grupo controle (NaCl 0,15 M)
ocorreu um aumento na quantidade de leucaocitos totais obtido do lavado peritoneal de
camundongos submetidos a administracdo intraperitoneal de carragenina 500
ug/cavidade (7.743 + 237,9 vs. 14.236 + 1.857 x 103 células/ml). J& o pré-tratamento
com OC 200 mg preveniu o aumento do numero de leucdcitos peritoneais advindos da

administracédo da carregenina intraperitoneal (6.579 + 494,5 x 103 células/ml).
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento com OC 200mg ou solucdo salina sobre a

migracao leucocitaria para o peritbnio, frente a indu¢cao com carragenina 500 pg.

E 20000- [ 1 NaCl0,15M + NaCl 0,15 M
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Os dados foram expressos em média + E.P.M., n = 7, * p<0,05 vs. Controle, #p<0,05 vs. NaCl +
Carragenina (NaCl 0,15 M).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se o efeito do 6leo de coco OC, administrado por
via oral nas doses (100, 200 e 400 mg) sobre o edema de pata em ratos induzido pela
TBj, bem como sua acgao perante a inflamacdo induzida por histamina, 5-HT,
bradicinina, substancia P, prostaglandina E2 (PGE2) e na migracdo de leucécitos
induzida pela carragenina. Nesse estudo ndo houve nenhuma mortalidade, nem
indicios de toxicidade letal sobre esses animais. Sendo assim, esse protocolo
apresentou-se seguro como fonte de novos estudos. Vale ressaltar que apesar do OC
ter sido administrado por via oral, o que poderia alterar a sua biodisponibilidade,
devido a influéncia do pH e acdo de enzimas do trato gastrintestinal (RINALDI et al.,
2009), porém, isto ndo interferiu neste estudo, uma vez que foram observados efeitos
importantes deste composto organico perante a inflamagéo induzida por TB;j.

Dentre estes resultados, o OC reduziu a inflamacéo induzida pela TBj em
camundongos em todas as doses avaliadas. Estas doses utilizadas foram adaptadas
de outros trabalhos da literatura (RINALD et al 2009; SILVA et al. 2013), e com base
em 0.01-0.04 % do consumo diario para um camundongo. Tal resultado, reforca o
potencial terapéutico de produtos derivados do coco e traz dados quanto a possivel
aplicabilidade deste 6leo, outrora bastante estimulada sua utilizagdo como produto
nutracéutico na medicina humana para diversos processos metabdlicos e
inflamatorios (DEBMANDAL e MANDAL, 2011). Além disto, como uma das
complica¢cBes dos acidentes botrépicos sao as infeccdes secundarias e considerando
gue Silva et al (2013) verificou um potencial antimicrobiano para o extrato de Coco
nucifera L, ndo descartamos a possibilidade deste OC, também auxiliar no combate a
eventuais infecgdes, entretanto este nao foi o principal foco deste trabalho.

A partir destes resultados, escolhnemos a dose intermediaria de OC 200 mg
para desenvolver os ensaios da possivel modulacdo de alguns mediadores flogisticos
envolvidos na toxicodindmica de TBj. Neste sentido, observou-se que o OC diminuiu o
edema induzido pela TBj, histamina, serotonina e bradicinina. Além disto, o OC
reduziu a migracdo leucocitaria ao peritdnio induzida pela carragenina. Entretanto, o
OC néo reduziu o edema desencadeado pela substancia P e PGE:2 exdgena.

A escolha da TBj como agente flogistico neste estudo foi baseada em estudos
prévios desenvolvidos cujo Wanderley et al (2014) demonstrou que a TBj induz

inclusive a formacdo do edema mais precocemente, quando comparado com a
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inflamacdo resultante da injecdo de carragenina, um agente extraido de algas
marinhas e amplamente utilizado com ferramenta farmacolégica para induzir edema e
dor.

De acordo com os resultados apresentados no figura 8, € possivel observar que
a administracdo oral de OC atua contra a inflamacédo aguda, desencadeada pela
administracdo da TBj, mostrando sua atividade na reducéo do edema de pata ja partir
da 0,5 horas de avaliacdo. Reconhecidamente apds uma lesdo tecidual, seja quimica
ou fisica, diversos mediadores biolégicos sdo liberados, dando inicio a uma sequéncia
de eventos proé-inflamatorios em resposta a leséo inicial (TEIXEIRA et al., 2009).

Dentre os mediadores iniciais envolvidos nestes processos inflamatorios a
histamina participa da primeira fase do processo inflamatério, Uma vez liberada dos
mastocitos, a histamina atuam em receptores do tipo Hi presentes nas células
endoteliais, desencadeando o aumento da permeabilidade vascular, liberacdo de
oxido nitrico (NO) e prostaciclinas, além de outros agentes envolvidos na resposta
inflamatoria (BROW; ROBERTS, 2003; XAVIER, et al. 2011).

De acordo com os resultados apresentados na figura 9A, é possivel afirmar que
a administracao oral de OC diminue a inflamacao aguda induzida pela administracédo
da histamina ja a partir das 0,5 horas de avaliagdo, provavelmente por acdo em
receptores Hi, diferentemente da dexametasona, que atua na via de acdo
histaminergica ao estabilizar a desgranulacdo mastocitaria, por isto ndo observamos
efeito anti-inflamatorio significativo da dexametasona nos primeiros 30 min. De acordo
com Zakaria et al (2009) a atividade anti-inflamatoria do 6leo de coco virgem (Cocos
nucifera L.) pode estar associada a presenca de polifendis e e acidos graxos neste
vegetal. Sendo que a presenca de acidos insaturados (acidos palmitico e estearico) e
monoinsaturados (acido oleico) influénciam na fluidez da membrana afetando muitas
fungBes celulares que conduzem a supressédo de processos inflamatérios (ZAKARIA
et al., 2010).

Apesar deste resultado, Wanderley et al. (2014), verificou que a histamina,
mastoécitos ou as fibras C aferentes ndo tem um papel preponderante no mecanismo
fisiopatoldgico induzido pela TBj, uma vez que mesmo ap0s o0 uso de loratadina
(Antagonista Hi1) e composto 48/80 (desgranulador/depletor de mastécito) o edema de
pata e o infiltrado neutrofilico induzidos pela TBj persistiram. Entretanto, em um
estudo realizado por Landucci et al. (1998), foi descrito a relevante participacdo da

histamina e dos mastocitos no mecanismo fisiopatoldgico observado no edema
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induzido pela botrhopstoxinas | e Il isoladas da Bothrops jararacussu. Porém, no
presente estudo com os protocolos instituidos ndo podemos afirmar que o efeito anti-
inflamatorio inicial do OC frente a TBj seja exclusivamente advinda do mecanismo
anti-histaminico. Apesar disto, os resultados referentes ao efeito anti-histaminico do
OC, instiga futuras observacbes para aplicabilidade deste composto em outros
modelos experimentais de enfermidades semelhantes a alergia e asma em roedores.

Semelhante a histamina, a serotonina também encontram-se pré-formadas nos
granulos citoplasméticos das células (ex. mastécito e plaguetas) e apresenta efeitos
pré-inflamatérios similares a histamina, desencadeando o extravasamento de plasma
observado em processos inflamatoérios, como também contribui para a sensibilizacao
das fibras nervosas (GUIMARAES et al., 2004). Além disto, a 5-HT modula a
sinalizacdo quimiotaxica responsavel pela migracdo de neutréfilos durante uma
resposta imune inata (DUERSCHMIED et al., 2013).

O extravassamento de liquido para o local da injaria ocorre em poucos
minutos, como representando pela figura 9B, cujo a representacdo da injecao
intraplantar com 30 pL de 5- HT a 1% indica a formacao do edema a partir de 30 min.
apos a inoculagéo, e este sinal persistiu aos 120 min. de avaliacdo, como descrito na
literatura (DAMASCENO et al., 2014). Sendo que o pré-tratamento com OC diminuiu o
edema induzido pela 5-HT nos primeiros 30 min. iniciais, e tal efeito anti-inflamatorio
perdurou aos 120 min. Como descrito anteriormente por Landucci et al. (1998), a
ciproheptadina (antagonista do receptor H1 e 5-HT2) diminui o edema plantar induzido
pela bothropstoxinas | e Il indicando a possivel participacdo de receptores
serotoninérgicos na inflamacao induzida pela toxina obtida de Bothrops jararacussu,
bem como o metilsergide (antagonista 5-HT1/5-HT2) também reduziu a inflamacéo
induzida pelas toxinas de Bothrops jararaca e Bothrops lanceolatus (GONCALVES e
MARIANO, 2000; GUIMARAES et al., 2004). Portanto, os resultados obtidos neste
trabalho apontam para uma possivel aplicabilidade do OC em injurias teciduais que
envolvam a participagdo da 5-HT, semelhante as observadas em alguns acidentes
ofidicos botrépicos.

Entretanto, a 5-HT periférica ao agir em receptores 5-HT1 e 5-HT2 modifica a
permeabilidade vascular e, de forma indireta, permite o fluxo de outros elementos pro-
nociceptivos e pro-inflamatérios entre eles a bradicinina e eicosandides (PIERSE,
1995). A bradicinina participa na génese da inflamacao local, necrose, dano ao

endotélio vascular e altera a permeabilidade da membrana, que desencadeiam o
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edema, além de ser um agente algico importante no processo fisiopatolégico de
acidentes ofidicos envolvendo o género Bothrops (GUIMARAES et al., 2004).

No presente trabalho para reproduzirmos estes efeitos desencadeados pela
bradicinina, primeiramente os animais foram pré-tratados com captopril, para inibir a
atividade de uma enzima chave da degradacado biolégica da bradicinina, a enzima
conversora de angiotensina (ECA), inclusive tal enzima é blogqueada por toxinas do
género Bothrops (FERREIRA, 1985), portanto a partir da utilizacdo do captopril,
também mimetizamos o efeito de alguns componentes da toxina de Bothrops,
proporcionando a potencializacdo do efeito da bradicinina. Com isto, a injecao
intraplantar de bradicinina 10 nM resultou na formacdo do edema logo apds a
inoculag&o, onde seu pico foi observado aos 10min. de avaliac@o. E o pré-tratamento
com OC diminuiu este o edema, portanto, os resultados obtidos neste trabalho
apontam para uma possivel aplicabilidade do OC em injurias teciduais que envolvam
a participacao da bradicinina.

Quanto a contribuicdo deste resultado para a reducédo do edema induzido pela
TBj ainda séo incertos, uma vez que segundo Wanderley et al (2014), a bradicinina
nao contribuiu para a resposta edematogénica induzida pela TBj, mediante o uso de
ferramenta farmacold6gica usando um antagonista do receptor B2, o HOE 140. Por
outro lado, Rioli (2008), verificou por espectrometria de massa, a presenca de
peptideos potenciadores de bradicinina na toxina de Bothrops jararacussu. Tais
compostos aumentam o recrutamento e da adesdo de leucdcitos, além de serem
vasodilatadores.

Por outro lado, as taquicininas, derivadas das fibras sensoriais aferentes
desmielinizadas (fibras C), como a substancia P, atuam isoladamente ou em conjunto
com outros mediadores como: HIS, bradicinina, LT, componentes do complemento,
fator ativador de plaquetas (PAF), para auxiliar a chegada de células e fatores
soluveis, como anticorpos e proteinas de fase aguda, ao sitio de lesdo tecidual
(COLLINS, 2000; RINGLER, 2000; ALLER et al., 2006).

A estimulacéo das fibras aferentes sensoriais, principalmente as do tipo fibras
C, conduz a libertagdo de taquicininas, tais como a substancia P, que interage com
mastocitos, estimulando ao incremento de liberacdo de histamina. A substancia P e a
histamina podem agir sobre os vasos sanguineos locais induzindo uma vasodilatacao
importante para a formacdo do edema e manutencdo da resposta inflamatoéria
(SOTER; AUSTEN, 1976; SUZUKI et al., 1999; LI et al., 2012).
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De fato, no presente estudo, a injecdo intraplantar com substancia P 20 nM
resultou na formacdo do edema a partir de 30 min., apos a inoculacdo, e este sinal
perdurou aos 60 min. No entanto o pré-tratamento com OC nédo afetou a formacgéo
deste edema. No estudo realizado por Wanderley et al. (2014) em que 0s animais
submetidos a dessensibilizacdo de fibras C aferentes, mediante o uso repetido de
altas doses de capsaicina, ndo afetou a formacdo do edema e a migracdo de
neutrofilos para o local da lesédo induzida pela TBj. Podemos sugerir que ndo ha
participacdo da SP no efeito inflamatério induzido pela TBj, e por conseguinte, o OC
nao modula a funcéo da substancia P neste modelo experimental.

Segundo Zakaria et al (2010), 6leo de coco virgem atua na inibicdo dos
mediadores flogisticos da inflamacdo aguda como os autacoides, sendo que as
prostaglandinas, ao contrario de muitos autacdéides descritos, ndo estdo armazenadas
em vesiculas ou em outros compartimentos organicos, sendo sua sintese dependente
da acdo enzimética da fosfolipase A2 sobre os acidos graxos presentes nas
membranas celulares, cujo produto desta reacdo € o acido araquidénico que a seguir
sofre acdo das COXs para sintese final das prostaglandinas (NETO et al., 2011).

E considerando que a TBj ativa a COX2 e por conseguinte, sendo as
prostaglandinas um dos principais mediadores inflamatorios envolvidos no edema de
pata induzido por esta toxina em camundongos (WANDERLEY et al., 2014), partimos
para investigar o efeito do CO frente a inflamacéo licitada pela PGE2. De acordo com
o resultado mostrado na figura 10B, o pré-tratamento com OC 200 mg ndo preveniu 0
edema desencadeado pela PGE2 na dose de 3 nM em camundongos. Diante disto,
nao descartamos a possibilidade do efeito anti-inflamatério do OC ser proveniente da
atenuacao da ativacdo enzimatica da COX:z descrita por Wanderley et al. (2014), e
nao a simples neutralizacdo da prostaglandina enddgena ou exogena pré-formada, a
exemplo da utilizada neste trabalho.

Vale salientar que esta inoculagéo de TBj, estimula uma resposta do sistema
imune, a migracdo de neutrdfilos para a pata dos camundongos (Wanderley et al.,
2014). De fato, os neutrofilos, séo as primeiras células a serem recrutados ao local da
injuria devido a sua capacidade de migrarem rapidamente pelos -capilares
(GONZALEZ et al., 2013; CRUVINEL, 2010; LUSTER et al., 2005; SADIK et al., 2011).
Diante disto e considerando que varios destes mediadores flogisticos utilizados neste
trabalho séo sintetizados e secretados a partir de células inflamatdérias, outro enfoque

desse estudo foi a avaliacdo do efeito do OC frente a migragdo de leucdcitos ao foco
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inflamatorio. Para avaliar essa migracdo, neste trabalho foi utilizado o modelo da
peritonite induzida por carragenina (MALECH e GALLIN, 1987; BARROS et al., 2004).

A partir de tal metodologia, houve diminuicdo da migracdo de leucdcitos no
grupo que recebeu o pré-tratamento com OC. Esses resultados sugerem que o OC
tem efeito anti-inflamatorio, devido, pelo menos em parte, a interacdo especifica com
alguma dessas vias que participam da migracdo leucocitaria (GABOR, 2000;
RODRIGUES SILVA et al., 2008) Portanto, ao inibir a migracao de leucdcitos, o OC
pode contribuir para o alivio de sinais desencadeados pelas células inflamatérias e
mediadores..

Segundo Evangelista et al (2014) e Marina et al (2009), um dos compostos
presentes no OC virgem sdo 0os compostos fendlicos, tais como o0 acido p-cumarico,
dando a esse Oleo a capacidade antioxidante. Isso faz com que o Oleo possa
neutralizar as espécies reativas de oxigénio (ROS). Essas ROS sé&o produzidas pelos
neutrofilos apos esses liberarem proteases mudltiplas no processo inflamatoério
(NATARAJAN, 1996; ZAKARIA, 2010).

Além disso, estudos recentes mostram que a administracdo de carragenina na
cavidade peritoneal induz a liberacdo de TNF-a e IL-13 (CHAVES et al., 2013), sendo
estes considerados citocinas pro-inflamatoérias, que dentre os seus efeitos, estdo a
ativacdo da inflamacgéo, podendo estar associado ao efeito quimiotatico, no qual ativa
células inflamatérias como neutréfilos maduros, e estimula a diapedese para o sitio
inflamatorio (METCALFE, 2008). E como a TBj também induz o aumento da TNF-a e
IL-18 (WANDERLEY et al., 2014), ndo descartamos a possibilidade deste vegetal
modular estas citocinas, para tanto estudos futuros serdo conduzidos.

Outros estudos feitos por Rinaldi et al. (2009) utilizaram o extrato bruto do
Cocos nucifera para avaliar o efeito anti-inflamatério, em que esse efeito foi justificado
pela interrupcdo da formacdo de mediadores inflamatérios, bem como a inibicdo de
receptores para histamina e serotonina. Essa propriedade anti-inflamatéria do OC
pode estar associada com a presenca dos acidos graxos encontrados neste 0Oleo, cujo
potencial terapéutico frente aos processos inflamatorios semelhantes ao reproduzido
neste trabalho foi reportado por outros autores (ZAKARIA et al., 2006; ZAKARIA et al.,
2010; SILVA et al. 2013). Contudo, a caracterizagdo dos componentes do Oleo de
coco se faz importante para a complementacdo desta pesquisa na busca de futuras
terapias complementares em inflamagdes ocasionadas por envenenamentos

botrépicos, bem como, por acdo de mediadores flogisticos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O o6leo da copra de coco tem efeito anti-inflamatério sobre o edema de pata
induzido pela toxina de Bothrops jararacussu, provavelmente por inibir migracao
leucocitaria, bem como, reduzir a acao de agentes flogisticos histamina, serotonina e
bradicinina em camundongos. Entretanto, ainda se faz necessario a continuagédo do
trabalho com a investigagdo dos componentes deste Oleo na resposta anti-

inflamatoria.
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