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RESUMO

As plantas produzem uma ampla gama de substantivas quimicas que podem
desencadear uma variedade de atividades biologicas diversificadas, e no que Ihe
concerne, representam um importante recurso terapéutico para grande parte da
populacdo, sobretudo, aquelas que ndo tem acesso direto & medicamentos. Para
tanto, o uso de plantas medicinais de maneira incorreta pode desencadear uma
resposta negativa a satude das pessoas. A relacdo entre a intensidade da exposic¢ao,
concentracdo e duracdo da exposicao tende a influenciar diretamente no nivel de
intoxicacdo, por isso, é indispensavel que se conheca o nivel de toxicidade das
plantas medicinais e dos produtos naturais em geral. Trata-se de um estudo com a
finalidade de realizar ensaios pré-clinicos in vivo de seguranca, para avaliar a
toxicidade oral aguda, dérmica aguda e toxicidade dérmica em doses repetidas de
Oleorresina da Copaifera reticulata em ratos Wistar. O material vegetal, o dleorresina
da Copaifera reticulata, foi obtido na Floresta Nacional do Tapajés - FLONA, no
municipio de Belterra, na Regido Oeste do Para. Para a identificacdo de compostos
quimicos, realizou-se analises cromatograficas com detector de massas (CG-EM),
equipado com auto-amostrador (TriPlus RSH) e coluna capilar apolar (Tr-5; 30 m x
0.25 mm ID x 0.25 pm). Os estudos de toxicidade foram realizados em conformidade
com os protocolos OCDE-423/2001 (oral aguda - dose Unica de 2000 mg/kg de
massa do animal), OECD - 402/2017 (dérmica aguda - dose de 2000 mg/kg de
massa do animal,) e OECD — 410/1981 (dérmica em doses repetidas - doses de
1000mg, 250mg, 62,5mg mg/kg de massa do animal), realizados no Biotério da
Universidade do Estado do Para, campus Santarém. Quanto a caracterizacdo
quimica dos compostos identificados na Copaiba (Copaifera reticulata), 68,26%
correpondem a sesquiterpenos e 24,89% a diterpenos. Para os estudos de
toxicidade oral e dérmica aguda nao foram observadas alteracdes significantes em
sinais clinicos e demais sistemas. Apenas alguns animais tratados com a Copaiba
na dosagem de 1.000 mg/kg, na toxicidade dérmica em doses repetidas exibiram
alteragcbes como ampliagdo da sensibilidade dérmica, agitacdo, inquietude, pilo
erecdo e alguns casos de diarreia. Nesta mesma toxicidade e dosagem, nos
parametros hematolégicos, contatou-se alteracbes no nimero de leucocitos, apenas
em animais do sexo masculino, porém tais alteracfes apresentam-se insignificantes
estatisticamente. Através dos resultados alcancados e em meio as condicbes
experimentais empregadas e a analise destes correlacionada com a literatura
cientifica, foi possivel concluir que o Oleorresina de Copaifera reticulata apresenta
margem relativa de seguranca para O USO sugestivo como agente terapéutico,
considerando que o experimento com o Oleorresina, ndo causou sinais clinicos
toxicoldgicos, ndo havendo ocorréncia de registro de 6bito, somado a néo existéncia
de alteracdes significativas nos parametros avaliados nos animais utilizados na
pesquisa. Para tanto, faz-se necessario o desenvolvimento de novos estudos com
espécies diferentes de oOleorrresina de Copaifera.

Palavras — Chave: Copaifera reticulata. Ensaios de Seguranca. Toxicidade.



ABSTRACT

Plants produce a wide range of chemical substances that can trigger a variety of
diverse biological activities, and as far as they are concerned, represent an important
therapeutic resource for a large part of the population, especially those who do not
have direct access to medicines. Therefore, the incorrect use of medicinal plants can
trigger a negative response to people's health. The relationship between the intensity
of exposure, concentration and duration of exposure tends to directly influence the
level of intoxication, therefore, it is essential to know the level of toxicity of medicinal
plants and natural products in general. This is a study with the aim of carrying out
pre-clinical in vivo safety tests to evaluate acute oral, acute dermal and dermal
toxicity in repeated doses of Copaifera reticulata oil resin in Wistar rats. The plant
material, Copaifera reticulata oil resin, was obtained from the Tapajos National
Forest - FLONA, in the municipality of Belterra, in the Western Region of Para. For
the identification of chemical compounds, chromatographic analyzes were carried out
with a mass detector (GC-MS), equipped with an autosampler (TriPlus RSH) and
apolar capillary column (Tr-5; 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 um). Toxicity studies were
carried out in accordance with protocols OECD-423/2001 (acute oral - single dose of
2000 mg/kg of animal body weight), OECD - 402/2017 (acute dermal dose - 2000
mg/kg body weight of the animal,) and OECD — 410/1981 (dermal in repeated doses
- doses of 1000mg, 250mg, 62.5mg mg/kg of animal mass), carried out at the
vivarium of the University of the State of Para, campus Santarém. As for the chemical
characterization of the compounds identified in Copaiba (Copaifera reticulata),
68.26% correspond to sesquiterpenes and 24.89% to diterpenes. For oral and acute
dermal toxicity studies, no significant changes were observed in clinical signs and
other systems. Only some animals treated with Copaiba at a dosage of 1,000 mg/kg,
in dermal toxicity in repeated doses, showed changes such as increased dermal
sensitivity, agitation, restlessness, pilo erection and some cases of diarrhea. In this
same toxicity and dosage, in the hematological parameters, alterations in the number
of leukocytes were observed, only in male animals, however such alterations are
statistically insignificant. Through the results achieved and in the midst of the
experimental conditions employed and their analysis correlated with the scientific
literature, it was possible to conclude that the oil resin from Copaifera reticulata
presents a relative margin of safety for the suggestive use as a therapeutic agent,
considering that the experiment with the oil resin , did not cause toxicological clinical
signs, with no death records, in addition to the non-existence of significant changes
in the parameters evaluated in the animals used in the research. Therefore, it is
necessary to develop new studies with different species of Copaifera oil resin.

Keywords: Copaifera reticulate. Safety Tests. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas com finalidades medicinais, objetivando tratamento, cura e
prevencado de doencas, € caracterizado como um dos meios mais antigos de pratica
medicinal da humanidade. A génese da utilizacdo de plantas, certamente, nasceu, a
medida que homem primitivo tentava suprir suas necessidades béasicas, por meio
das casualidades, observacbes e tentativas, considerando a dependéncia
essencialmente da natureza para a sua sobrevivéncia (PEREIRA,2013).

A utilizagdo milenar de plantas medicinais tem mostrado, no decorrer dos
anos, que estes elementos naturais podem apresentar grandes propriedades
farmacoldgicas, que requerem investigacdo através de pesquisas e estudos
especificos. Sabendo disso, e por haver costumes tradicionais voltados a utilizacéao
de plantas medicinais no Brasil, estudiosos brasileiros comecaram a valorizar e a
explorar pesquisas voltadas para propriedades curativas de plantas, ganhando
assim interesse também por parte da industria farmacéutica, com objetivo na
elaboracdo de novos farmacos (CALIXTO, SIQUEIRA Jr., 2008). E uma das plantas
mais usadas e com potencial terapéutico destaca-se a Copaiba (Copaifera
Reticulata) presente na RENISUS (Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Saude) (LIMA, 2015).

A diversidade cultural do Brasil, sobretudo, em comunidades tradicionais, tem
contribuido para continuidade e fortalecimento dos conhecimentos empiricos
relacionados aos produtos naturais. Tendo em vista, o conhecimento béasico do
entendimento de que determinadas substancias sdo responsaveis por atividade
farmacoldgica e podem produzir uma resposta terapéutica, os produtos naturais,
mais especificamente as plantas medicinais, foram inseridos em programas e
politicas governamentais, com a finalidade de incentivar seu uso racional e, ainda,
possibilitando a insercdo de mais uma pratica alternativa de tratamento.

_A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, publicada em 20086,
aprovada por meio do Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006, tem como objetivo
geral “Garantir a populacdo brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional’. Outrossim, esta
politica € um importante marco na valorizacdo dos conhecimentos empiricos,

incidindo principalmente na perspectiva de desenvolvimento de fitomedicamentos, a


https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/sctie/daf/pnpmf/ppnpmf/arquivos/2014/renisus.pdf
https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/sctie/daf/pnpmf/ppnpmf/arquivos/2014/renisus.pdf
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medida que o proprio governo reconhece o potencial terapéutico que as plantas
medicinais podem conter. Além disso, ao respeitar o conhecimento tradicional e
garantir o acesso aos servicos relacionados as plantas medicinais, fitoterapicos e
fitoterapia com seguranca, eficacia e qualidade na perspectiva holistica da
assisténcia a saude, amplia as possibilidades terapéuticas dos praticantes (BRASIL,
2006).

No ano de 2016, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
publicou a primeira edicdo do Memento fitoterapico da Farmacopeia Brasileira, que
dispbem de um conjunto de plantas medicinais e seus respectivos dados
farmacoldgicos, toxicologicos, contraindicacfes, formas farmacéuticas e o modo
como estas devem ser manipuladas (BRASIL, 2017). Embora, o documento citado
contenha uma diversidade de plantas medicinais, ainda ha inUmeras outras que
necessitam de estudos mais aprofundados, tanto para identificar suas propriedades
farmacoldgicas, como evidenciar seu nivel de toxicidade.

Com o progresso das tecnologias, e de inovacbes de como se faz isolamento
de elementos dos vegetais, € possivel realizar identificacdo de componentes com
mais agilidade em amostras como as de extratos vegetais, surgindo assim um
momento contemporaneo na industria farmacéutica, tendo em conta o estudo
autenticado de sua eficiéncia (GADELHA et al., 2013).

Justificando-se na investigagdo do uso seguro da Copaiba como forma
terapéutica, o presente trabalho visa realizar ensaios pré-clinicos in vivo de
seguranca do oOleorresina de Copaifera reticulata para avaliar o potencial toxicol6gico
da espécie, por testes de toxidade oral aguda, dérmica aguda e em doses repetidas,
usando ratos Wistar.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Produtos naturais

Os produtos naturais ou metabdlitos secundarios sdo conjuntos quimicos
referentes a um dnico tipo de organismo, ou a um pequeno grupo de organismos
geneticamente relacionados. Podendo assim servir como fonte de nutricdo,
esséncia, tintura, pesticidas e para finalidades curativas (ROCHA et al. 2020).

Esses produtos vém sendo empregados desde 0s povos antigos, visto que, 0
homem desenvolveu dominio sob as caracteristicas terapéuticas de alguns vegetais,
mediante a sua convivéncia e investigacdo, quando os animais doentes recorriam as
plantas. Esse conhecimento se tornou relevante para que as informacdes sobre o
uso de produtos naturais fossem repassadas hereditariamente (PEREIRA,
DEFANI,2013).

Abreu (2021), verificou que diversos elementos socioculturais sdo capazes de
estimular o uso de produtos naturais, como a idade, crenca e o nivel de formacéo
escolar. E o uso de produtos naturais mais praticaveis foi o consumo de chas e

sucos, tidos como seguro para 0 uso segundo seus consumidores.

2.1.1 Historicos

A natureza por diversas vezes foi a opcéo terapéutica para varias doencas
gue civilizagdes antigas sofriam. A responsabilidade de curar os doentes pertencia
aos curandeiros que eram consagrados mediadores entre os homens e os deuses,
interligando, dessa maneira, feiticaria e religido ao conhecimento vivenciado das
condutas de saude. Essa terapia era realizada por meio de produtos naturais e
outros habitos que foram sendo excluidos por ndo apresentarem fundamento
cientifico (ALVIM, 2006).

Duarte (2006), discorreu em seu trabalho que desde 4.000 a.C., ja se
encontravam diversas anotac¢des historicas a respeito do uso de vegetais para o
cuidado de enfermidades. A data do primeiro registro médico guardado no Museu da
Pensilvania € de 2.100 a.C. e agrega um acervo de formulas de trintas variadas,

drogas vegetais, animal ou mineral.
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O manuscrito Egipcio “Ebers Papirus” € a principal obra chinesa sobre o uso
de produtos naturais sendo produzido em 500 a.C. Esta obra descreve 811
prescricdes e 700 drogas, com doses e recomendacdes da aplicacdo de plantas,
como, por exemplo, Ginseng (Panax spp), Ephedra spp, Cassia spp e Rheum
palmtum L. O papirio de Ebers, como € conhecido, serve até as datas atuais como
base para pesquisa e a producgao industrial de empresas Farmacéuticas (DUARTE,
2006).

Quando se trata de registros da histéria natural, diversos filosofos ganharam
destaques como Hipdcrates, que segundo Silva (2021), a obra nomeada Corpos
Hippocraticum (440 a. C), Hipécrates diz que a doenca pode sim ter cura e ndo se
trata de uma punicdo divina, sendo assim adquiridas de forma natural. As plantas
por sua vez entrariam como tratamento para cada diagnostico. Ele que foi
conceituado como o Pai da Medicina moderna. Para Pinto et al., (2002), foi
conhecido por tratar a natureza como o caminho para selecdo de instrumentos
medicamentosos (Natura medicatrix). Outro filésofo a citar foi aprendiz de
Aristoteles, por nome Teofrasto (372 a.C.), que grafou diversos livros a respeito das
plantas, é seu o titulo do uso da espécie botanica Papaver somniferum, vegetal cujo
componente farmacologicamente ativo € a morfina (registros sumerianos de 5000
a.C. apresentam a papoula (P. somniferum) e tabulas assirias mencionam suas
propriedades) (PINTO et al., 2002).

Outro momento importante da historia foi quando a partir do vegetal Salix alba
foi revelada a salicina (analgésico e antitérmico) por Rafaele Piria em 1829, tido
como um marco nos acontecimentos da industria farmacéutica. E em 1839 surgiu o
acido salicilico, que a parti desse componente, em 1897 Félix Hoffman sintetizou a
aspirina (acido acetil salicilico), se tornando o primeiro registro que se tem ciéncia na
area de medicamentos (CALIXTO & SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

Ja em territério brasileiro as plantas medicinais nativas, retratadas pelos
historiadores, engradeceram as farmacopeias europeias. Extensas expedicdes e
cientistas de outros paises deslocaram-se para reunir espécimes dos trés dominios
da natureza, o que marcou o século XIX, enriquecendo assim 0s acervos dos
museus europeus. O pau-brasil (Caesalpinia echinata) foi o primeiro produto
estudado no Laboratério dos Condes, que 0s portugueses planejavam negociar com

a China (ALMEIDA et al. 2011). No Brasil o que se entendia por quimica de produtos
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naturais era realizada nas boticas no Rio de Janeiro, ndo havendo diferenga entre
quimica e farmacia. Ainda no século XIX, Ezequiel Corréa dos Santos (1801 —
1864), foi conceituado por alguns como o mais admiravel farmacéutico brasileiro,
sendo outro boticario que se doava em sua farmacia a pesquisa dos componentes
quimicos das plantas (ALMEIDA et al. 2011).

2.1.2 Dados Estatisticos

Na pesquisa de Veiga Junior (2008), realizada com pequena proporcédo de
moradores da &area urbana de Nova Friburgo, perguntou-se sobre o uso de plantas
medicinais, 97% dos entrevistados confirmaram usar rotineiramente para tratamento
de suas enfermidades, 2,3% ndo usavam em seu cotidiano. No periodo de sua
pesquisa, 67,9% ja se manifestaram estar usando algum tipo de planta. Para 63,0%
usavam quando se encontravam com algum problema de saude, somente 12, 6%
deles davam pouca importancia, e utilizavam apenas em ocasidoes mais leves, como
um resfriado ou inflamacdes simples e 1,4% dos entrevistados usavam em casos
mais graves. Entre as plantas mais frequentemente utilizadas, foram citados o boldo
brasileiro (Plectanthus barbatus) e a camomila (Chamomila recutita), em 14,7% e
7,0% dos formularios, respectivamente.

Ja Brasileiro e colaboradores (2008), trouxeram em seus resultados, a
aplicacdo de 2.454 questionarios aplicados sobre o uso das plantas medicinais,
onde 36,47% (895 pessoas) serviam-se frequentemente desses vegetais, 55,47%
(1361 pessoas) usavam eventual e somente 8,06% (198 pessoas) nao utilizavam.
Os mais velhos eram os que mais usavam as plantas medicinais.

Segundo informacdes da agéncia de noticias IBGE (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA), “Em 2019, 4,6% da populacéo
utilizou alguma pratica integrativa e complementar. Em 2013, o percentual foi de
3,8%. Essas praticas consistem em tratamentos como acupuntura, homeopatia, uso
de plantas medicinais e fitoterapia, dentre outros. Elas foram identificadas em
proporcdes maiores nas Regides Norte (5,7%) e Sul (5,4%). Plantas medicinais e
fitoterapia (58,0%) foi a pratica mais utilizada, seguida por acupuntura (24,6%) e
homeopatia (19,0%)”.

Dentre os entrevistados de Rodrigues et al. (2020), 96% usam plantas

medicinais, sendo que 57,14% plantam nos seus quintais. Muitas pessoas
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entrevistadas faziam suas hortas particulares para situagcdes como célicas, gripes,
dores, inflamacgéo de garganta, problemas femininos. Creem e desfrutam do que se
planta para alivio ou cura de suas enfermidades.

Algumas plantas descritas em seu estudo, estdo a Erva cidreira (Melissa
officinalis) com indicacdo Antiespasmadico, calmante, digestivo, parte usada: folhas
no preparo de Ch4, Infusédo; a Copaiba (Copaifera langsdorffii) para tratar Sinusite,
cancer, doencas venéreas, Ulceras, feridas, utilizavam o Caule (centro da madeira),
seiva, na forma de Oleo, vinho, xarope, maceracdo, pomada; Sabugueiro
(Sambucus nigra) usado nos cuidados de febre, tosse, utilizando as folhas na forma
de Ch4, entre outras (RODRIGUES et al. 2020).

2.2 As Plantas Medicinais

Fitoterapicos, se tornaram de grande relevancia, quando se diz respeito de
medicamentos derivados de plantas (CALIXTO & SIQUEIRA Jr, 2008). Sendo
importante distinguir entre vegetais com acdo farmacoldgica e aquele produto
proveniente de alguma parte de uma planta medicinal. Uma vez que, plantas
medicinais sao tipicamente usadas como remédios por moradores de um territério,
habitualmente em formas de chas. J4 o fitoterdpico, é alcancado apds o
processamento de uma parte de um vegetal, podendo ser aplicada em farmécias de
manipulagéo permitida pela ANVISA (BRASIL, 2020).

Segundo Monteiro (2011), as drogas vegetais sdo 0s insumos principais de
medicamentos e outros produtos na Fitoterapia, dos quais pode-se citar algumas
definicbes usados nessa area, por exemplo: (Decreto-Lei n.° 176/2006, de 30 de
agosto) estdo as Substancias derivadas de plantas; preparacfes a base de plantas;
medicamentos a base de plantas; medicamentos tradicionais a base de plantas,
como também os suplementos alimentares (Decreto-lei n.° 136/2003 de 28 de
junho), produtos cuja constituicdo engloba, muitas vezes, plantas, porém, nao
compreendidos pelo Estatuto do Medicamento. Para desenvolver novos
medicamentos, compostos que foram isolados de plantas sdo usados de prototipo
para a industria farmacéutica.

Vegetais que contém partes com acdo farmacoldgica séo tipos de plantas
(tanto cultivadas como nao cultivadas) utilizadas para fins terapéuticos. As plantas

usadas a partir de sua retirada, sdo chamadas de plantas frescas, enquanto as
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plantas secas e estabilizadas sédo chamadas plantas secas, sendo equiparadas a
fitofarmacos. Os medicamentos fitoterapicos se caracterizam pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos na utilizacdo, bem como pela reprodutibilidade e consisténcia
da qualidade. A sua eficacia e seguranca devem ser confirmadas por estudos
etnofarmacologicos e de utilizacdo, documentacdo cientifica técnica ou dados
clinicos. Os agentes fitoterapicos ndo devem ser considerados contendo substancias
ativas isoladas de qualquer origem ou em associacdo com extratos de ervas. Ja 0
produto fitoterapico é aquele que tem sua seguranca baseada na utilizacédo
tradicional, caracterizada pela reprodutibilidade e consisténcia na qualidade, obtida
exclusivamente através da utilizacdo de produtos naturais herbaceas ativas
(BRASIL,2014).

2.2.1 Politicas e Legislacdo Referentes a Plantas Medicinais

No Brasil a elaboracdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS), comecou no ano de
2003, confirmada em fevereiro de 2006 pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
(FISCHBORN et al., 2016). A proposta de servigos e produtos da homeopatia, da
medicina tradicional chinesa/acupuntura, de plantas medicinais e fitoterapia, além da
medicina antroposofica e termalismo social/crenoterapia foram consideradas através
da PNPIC, instituida por meio da Portaria GM/MS n° 971, de 3 de maio de 2006.
Essa portaria descreve que a fitoterapia € uma “terapéutica caracterizada pelo uso
de plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacao de
substancias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal’. Quando se trata do
passado da medicina, a utilizacdo de ervas medicinais como método de curar € um
processo de tratamento bastante antigo. Baseada na abundéancia de conhecimento
de geracdo para geracdo, e mesmo com o passar do tempo, produtos de origem
vegetal estabeleceram suportes para a terapéutica de diversas doencas (BRASIL,
2006).

Solicitar a integracdo de praticas aos sistemas oficiais de saude; praticar
legislacdo/normatizagéo para oferta de servicos e produtos de qualidade; possibilitar
o desenvolvimento dos conhecimentos na area; treinar os profissionais envolvidos

com praticas complementares sdo alguns objetivos importantes da OMS e das
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Conferéncias Mundiais relacionados a medicina tradicional e complementar. A
PNPIC vem responder aos anseios da populagao, trazendo assim desenvolvimento
para a saude no pais, através da normatizacao e institucionalizacdo das vivéncias
com essas condutas na rede publica e como geradora de politicas, programas e
legislacdo nas trés jurisdicoes de governo (BRASIL, 2018).

Com intuito de diminuir gastos com medicamentos, a OMS em 1991
fortaleceu a significativa contribuicdo a medicina tradicional no servico da assisténcia
social, principalmente, a individuos com dificuldade ao contato com os sistemas de
saude, pediu aos estados-membros que estimulassem a cooperagdo entre
principiantes da medicina tradicional e da assisténcia sanitaria atual, sugeriu
também, pelo aproveitamento absoluto de remédios e que, os produtos naturais, em
especial os derivados de plantas, sdo capazes de levar ao descobrimento de novas
substancias terapéuticas (BRASIL, 2006).

“Garantir e promover a seguranca, a eficacia e a qualidade no acesso a
plantas medicinais e fitoterapicos, promover e reconhecer as praticas
populares de uso de plantas medicinais e remédios caseiros e promover a
adocdo de boas praticas de cultivo e manipulac@o de plantas medicinais e
de manipulacdo e producao de fitoterapicos, a partir de uma legislagéo
especifica” (BRASIL, 2006, p. 1).

Sao algumas das diretrizes presentes no Decreto n° 5.813, de 22 de junho
de 2006, sobre a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Nesse
decreto é estimado que os medicamentos adquiridos a partir das espécies vegetais
que integram a “Lista de Medicamentos Fitoterapicos de Registro Simplificado”, no
contexto ali estipulado, ndo sdo obrigados autenticar suas indicacdes terapéuticas e
segurancga de uso. A RDC n° 26/2014 define que os fitoterapicos séo “produto obtido
de matéria-prima ativa vegetal, exceto substancias isoladas, com finalidade
profilatica, curativa ou paliativa, incluindo medicamento fitoterapico e produto
tradicional fitoterapico, podendo ser simples, quando o ativo € proveniente de uma
Unica espécie vegetal medicinal, ou composto, quando o ativo € proveniente de mais
de uma espécie vegetal”.

Uma tatica relevante com intuito de melhorar a saiude das pessoas e a
inclusdo social, € o desenvolvimento de alternativas terapéuticas transferidas aos
utentes do Sistemas Unico de Saude (SUS), tendo confianca a aproximacgdo as

plantas medicinais, fitoterapicos e servigos voltados a fitoterapia, com seguranca,
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efichcia e qualidade, na perspectiva da integralidade da atencdo a saude
(BRASIL,2006).

Nas primeiras edicbes da Farmacopeia Brasileira podem ser vistas variadas
espécies medicinais. E se tratando de Brasil, no que diz respeito de pratica de
fitoterapia, o Ministério da Saude autenticou por meio da Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos e fez levantamento de prioridades para
estabelecimento da fitoterapia no Sistema Unico de Saude (SUS), estabelecendo a
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que
elenca as plantas de uso popular que sao permitidas, seguramente, a serem usadas,
principalmente, no &mbito da atencéo basica, NETO (2020 apud Santos et al., 2016).

Fernandes (2004), discorre que a legislacao instituida na década de 1970 (Lei
n°® 5.991, de 17/12/1973; Lei n° 6.360, de 23/09/1976; Decreto n° 79.094, de
05/01/1977), que se resigna sobre a vigilancia sanitaria a que estariam sujeitos 0s
medicamentos, as drogas, os insumos farmacéuticos, entre outros produtos, nao
constavam os produtos provenientes de plantas. Que o procedimento de regimento
das patentes na area quimico-farmacéutica se estabeleceu em 1988, pois, a
industria farmacéutica norte-americana havia solicitado, requerendo a concesséo da
Lei sobre intimidac&o de imposicdo de sancdes comerciais aos produtos que saem
do Brasil para os Estados Unidos. A legislagcdo que fez com que as descobertas
guimico-farmacéuticas no Brasil se tornassem comprovaveis, foi regularizada em
1996 (Lei de Patentes 9.279/96. Regula direitos e obrigacdes relativos a propriedade
industrial, revogando a Lei n°® 5.772, de 21/12/1971.) e executada em abril de 1997.

Ainda se tratando de legislacdes e portarias, Gongalves (2020), em sua
pesquisa intitulada “Os MARCOS LEGAIS DAS POLITICAS PUBLICAS DE
PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS NO BRASIL”, lista informagdes legais
relacionados as plantas medicinais e fitoterdpicos no Brasil, como, por exemplo,
a Portaria n° 31, de 06 de abril de 1994, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria (SVS)
— designou o Grupo de Estudos de Produtos Fitoterapico; a Portaria n® 06, de 31 de
janeiro de 1995, da SVS — Estabeleceu e normatizou o0 registro de
produtos fitoterapicos junto do Sistema de Vigilancia Sanitaria; Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 17, de 24 de fevereiro de 2000, da Anvisa — Acatou 0
Regulamento Técnico, pretendendo normatizar o registro de medicamentos

fitoterapicos junto ao Sistema de Vigilancia Sanitaria; Resolucdo do Conselho
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Federal de Farmacia (CFF) n® 477, de 28 de maio de 2008 — Estabelece sobre as
atribuicbes do farmacéutico no ambito das plantas medicinais e fitoterapicos, entre

outros marcos na histdria das plantas medicinais.

2.3 Atuagéo do Farmacéutico

A Resolucédo n° 477 de 28 de maio de 2008 — Dispde sobre as atribuicbes do
farmacéutico no ambito das plantas medicinais e fitoterapicos e da outras
providéncias. No Capitulo | do seu anexo — o0 Art. 2° — ressalta que “Caberao,
ainda, ao farmacéutico, no ambito das plantas medicinais e fitoterapicos, as

atividades a seguir relacionadas:

a) Colaborar no processo de implantacdo dos servigos de fitoterapia; b)
viabilizar o uso racional das plantas medicinais e fitoterapicos(a); c)
monitorar, registrar e avaliar os resultados obtidos a partir do
acompanhamento do uso das plantas medicinais e fitoterapicos, por
meio do estabelecimento de indicadores estabelecidos para tais
finalidades (BRASIL,2008.p19)

Ja no Capitulo Ill em seu Art. 7° — apresenta algumas responsabilidades do
farmacéutico: a) elaborar especificacdes técnicas sobre insumos vegetais para 0s
procedimentos de aquisicdo e recebimento, em face das diferentes formas de
apresentacao; b) participar do processo de qualificacdo dos fornecedores, inclusive
os de plantas medicinais, droga vegetal e seus derivados; c) selecionar novos
produtos utilizados na terapéutica, oriundos de plantas medicinais, priorizando
agueles que melhor atendam o quadro nosoldgico prevalente em sua regido; d)
garantir a disponibilidade de plantas medicinais e fitoterdpicos conforme os
compéndios oficiais, farmacopeias reconhecidas, formularios nacionais e artigos
cientificos indexados; e) manter local apropriado para conservacdo de plantas
medicinais e fitoterapicos, em atendimento as condicbes adequadas de
armazenamento; f) garantir que a rotulagem e embalagem do fitoterapico esteja
conforme a legislacdo vigente; g) orientar os demais profissionais de saude,
particularmente os prescritores, sobre a correta utilizacdo das plantas medicinais e
fitoterapicos. Como também acatar as Boas Préaticas de Manipulacdo em Farméacia,
garantindo assim a liberacdo do medicamento ao paciente, com seguranca e
qualidade (Art. 8°).

O Art. 9° complementa que, cabe ao farmacéutico a manipulacao,

dispensacdo e aconselhamento farmacéutico no uso de plantas medicinais e seus
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derivados, fitoterapicos manipulados e industrializados em atendimento a uma
prescricdo médica, ou na automedicacao responsavel (BRASIL, 2008).

A resolucdo N° 586, DE 29 DE AGOSTO DE 2013, normaliza a prescricdo
farmacéutica e da outras providéncias. Faz consideracdes sob as resolucdes
seguintes: Resolucdo/CFF n° 467, de 28 de novembro de 2007, que regulamenta e
estabelece as atribuicbes e competéncias do farmacéutico na manipulacdo de
medicamentos e de outros produtos farmacéuticos; a Resolu¢cdo/CFF n° 546, de 21
de julho de 2011, que dispde sobre a indicacdo farmacéutica de plantas medicinais e
fitoterapicos isentos de prescricdo e o0 seu registro; e a Resolu¢cdo/CFF n° 546, de 21
de julho de 2011, que dispbe sobre a indicacdo farmacéutica de plantas medicinais e
fitoterapicos isentos de prescricao e o seu registro (BRASIL, 2013).

O farmacéutico é entre os habilitados na area da salude, capaz de garantir e
colaborar com a sociedade e com o Sistema Unico de Salude (SUS) para a
promocao do uso racional da fitoterapia. Estabelecido pela Resolucdo n® 06 de 2017
do Ministério da Educacdo, as Novas Diretrizes Nacionais (DCNs) do curso de
farmacia, visa a formacdo de farmacéuticos que proponham cuidado direto ao
paciente e comunidades, multidisciplinarmente em favor da saude publica,
conduzindo assim ao desenvolvimento de destrezas e competéncias para o cuidado
em saude (SOARES et al., 2021).

2.4 Perspectivas futuras, novas drogas, descobertas

A partir de produtos naturais, plantas medicinais ou através de sintese
quimica planejada séo obtidos hoje muitos farmacos em uso clinico. As substancias
biologicamente ativas podem ser obtidas de fontes valiosas como as plantas,
fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias (NASCIUTTI, 2012).

Segundo Costa e Nunez (2017), fitoterapicos e fitocosméticos, entre outros
produtos, podem ser derivados da biodiversidade, sendo que, processos de estudos
e tecnologia, projeto e gestdo de inovagdo séo indispensaveis para que a obtengéo
um produto pronto. Dando importancia ndo somente em lucros, mas respeitando a
natureza, como também os agricultores familiares, que sdo a base da cadeia

produtiva.
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O desenvolvimento de farmacos modernos provindos de produtos naturais,
necessita de bastante material para se obter todas as informagfes importantes
necessarias para andalise da bioatividade. O alcance a amostra natural em
abundancia, o periodo aplicado ao isolamento do composto bioativo e a reproducéo
da preparacao sao algumas dificuldades encontradas. Para reposicdo de material, a
dificuldade se encontra em achar o organismo de origem, seja ele planta, fungo ou
micro-organismo, pois existem fatores que podem interferir na composicao quimica,
como o local e o periodo do ano em que o material foi coletado, do qual podem néo
estar acessiveis ou disponiveis em pouca quantidade pelo organismo da biota. Um
exemplo classico, se trata do isolamento do taxol que demorou mais de dois anos a
partir do momento que se descobriu que o extrato de Taxus brevifolia exercia uma
acao significativa anticancer. Desenvolver um novo farmaco exige atencao, grande
investimento e riscos na etapa de descoberta, porém, é incansavel a busca de cura
para aquelas enfermidades sem tratamento (TRIVELLA, et al., 2022).

Para se chegar a um produto final, farmaco e/ou medicamento, até mesmo a
sua comercializacdo, varias substancias sao rejeitadas e poucas sdo usadas,
durante a investigacdo de uma molécula ativa em uma planta. Embora exista alguns
contratempos, a elaboracdo de novos farmacos de origem natural € muito
importante, sendo assim, o aprimoramento de técnicas e a producdo de estratégias
sdo objetivos de alguns estudiosos da area para se alcancar compostos bioativos.
Silveira e Carvalho (2021), citam que atualmente, ha cinco estratégias podem ser
mencionadas como relevantes na efetivagcdo desses estudos, sao elas: estudo
bioguiado, estudo bioguiado com sinergia, metabolémica, isolamento fitoquimico e

"abordagem direcionada ao metabolismo"

2.5 Toxicidade das Plantas Medicinais

A ideia que tem se perpetuado ao longo do tempo com relacdo a uso de
plantas medicinais, é que tudo o que é natural ndo oferece risco a saude. Para tanto,
isto é visto pelos estudiosos da area como um grande problema, sobretudo no
Brasil, com publico grande que recorrem aos recursos naturais para finalidades
terapéuticas. Este modo de pensar pode colocar os usuarios em um estado de
vulnerabilidade em decorréncia do efeito toxico produzido por muitas substancias

gue estao presentes nas plantas medicinais.
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As plantas produzem uma ampla gama de substantivas quimicas que podem
desencadear uma variedade de atividades biologicas diversificadas, e no que lhe
concerne, representam um importante recurso terapéutico para grande parte da
populacao, sobretudo aquelas que ndo tem acesso aos medicamentos.

Embora todas as plantas sejam téxicas quando ingeridas em determinadas
quantidades. Estas plantas tdxicas sdo definidas como todas as aquelas que, se
contatadas, inaladas ou ingeridas, podem causar danos a saude humana e animal e
levar a morte. Estas plantas tém em sua composicdo substancias que pode causar
uma reagdo nociva, e podem ainda sofrer influéncia de questdes como a qualidade
do cultivo, colheita ou extracdo inadequada dos seus constituintes. Baseado neste
contexto, dados do Sistema Nacional de Informacdes Toxico Farmacoldgicas
(SINITOX), destacam que no ano de 2010, o Brasil registrou aproximadamente
1.132 casos de intoxicagao por plantas (MENDIETA,2014).

Campos et al. (2016), aponta que o0 quantitativo de intoxicagbes motivadas
pelo uso de plantas no ano de 2012 no Brasil foi um total de 1026 casos,
correspondendo a 1,2% dos episédios de intoxicagdo humana. As plantas tomam o
13° lugar, com relacdo ao numerode casos de intoxicagcdo, com
aproximadamente 1185 notificagcdes no SINITOX. Embora seja raro os casos fatais
de intoxicac6es humanas ocasionadas por plantas e o numero absoluto de eventos
registradas ser baixo, € preciso que a analise estatistica dos dados sejam
avaliados com certa prudéncia, considerando que inUmeros casos nhao Sao
registrados, ou podem ter sua notificacdo atrelada a uma exposicao determinado
agente téxico desconhecido.

De 2015 a 2017 o SINITOX registrou um total de 3.145 casos de intoxicacao
por plantas, deste quantitativo 2.350 foram registrados na regido Sul, sendo que a
regido norte apresentou o menor nimero de notificagbes. E provavel que haja uma
problematica relacdo a subnotificacdo, que envolve todo um conjunto de fatores
como conhecimento de profissionais, acesso ao sistema, acesso a internet e até
mesmo situacdes relacionadas com a identificacdo no momento do diagnéstico
(SINITOX, 2022).

Oga, Camargo e Batistuzzo (2008), explanam que o efeito toxico de uma
substancia em um organismo pode ser pensado como a sua capacidade de causar

danos graves ou morte ao corpo. O principio basico por detrds da ocorréncia de
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danos é que existe uma interacdo entre a substancia quimica e o organismo
humano. A relagdo entre a intensidade da exposi¢cdo, concentracdo e duragédo da
exposicao tende a influenciar diretamente no nivel de intoxicacdo. As diferencas
individuais também devem ser tidas em conta, como no caso dos polimorfismos
genéticos, diferentes individuos da mesma espécie tém diferentes graus de
toxicidade. As substancias altamente toxicas contribuem para a toxicidade quando
tomadas.

Os efeitos toxicos originados pelas substancias quimicas causados em
sistemas bioldgicos tém sua manifestacdo apenas se 0 agente toxico atingir sitios
especificos e estar em concentracdo e tempo suficientes para produzir o efeito.
Algumas substéancias quimicas apresentam baixa toxicidade quando estdo em sua
forma nativa, porém posteriormente ao processo de biotransformacdo estdo séo
transformadas em configuracbes mediadoras responsaveis pelas implicacdes
toxicas. Portanto, o surgimento da resposta tdxica tem sua dependéncia nas
caracteristicas quimicas e fisicas da substancia, somado ao fator da exposicéo via
de administracdo, além da suscetibilidade do sistema biolégico (OGA; CAMARGO,
BATISTUZZ0,2008).

Os produtos naturais sdo fontes de moléculas que podem dispor de diversas
atividades farmacolégicas. No caso de extratos de plantas, para que se chegue ao
processo de identificagdo de um principio ativo, faz-se necessario a realizacdo de
um conjunto de estudos e testes. Uma das atividades biolégicas possivelmente
presente em determinadas substancias sdo o0s agentes antimicrobianos, muitos
estudos tém se voltado na busca por novas moléculas desta classe, na tentativa da
insercdo de novos antimicrobianos a serem utilizados na terapia clinica. Neste
contexto varios estudiosos tém trabalhado no desenvolvimento de pesquisas
focadas na atencédo em plantas ricas em compostos bioativos, que por sua vez séo
conhecidos empiricamente em decorréncia de suas propriedades antimicrobianas,

como no caso da Copaifera reticulata popularmente como Copaiba.

2.6 Copaiba

2.6.1 Historico

A origem do nome Copaiba veio do tupi “cupa-yba” cujo significado esta

relacionado a “arvore de depdsito” ou ainda algo que contém jazida, fazendo
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referéncia ao 6leo que a &arvore apresenta em seu interior. Devido as suas
propriedades medicinais, o 6leo de copaiba teve seu uso de modo constante pelo
indios latinos-americanos, que o utilizavam tanto em suas feridas decorrentes de
batalhas como também no corte do corddo umbilical de recém-nascido. O
conhecimento das propriedades do 6leo pode ter sua origem mediante a observagéo
do comportamento de determinados animais, que se aproximavam das arvores com
a finalidade de encostar-se no 6leo com o intuito de amenizar 0 processo
inflamatorio de suas feridas (PIERI;MUSSI;MOREIRA, 2009).

Por volta do século XVII, os primeiros médicos do Brasil tentavam suprir de
modo parcial a escassez de medicamentos, cujo auxilio a Colénia era irregular, e
com isto eles recorriam as drogas utilizadas pelos indigenas. Os viajantes
abasteciam suas embarcacdes dessas drogas, e saiam com destinos a lugares
desconhecidos. O 6leo das copaibeiras era uma das drogas mais utilizadas pelos
viajantes. Possivelmente tenha sido citado pela primeira vez, sendo chamado de
“Copel”, através de uma carta de Petrus Martius ao Papa Ledo X que fora publicada
em 1534 (PIERI;MUSSI; MOREIRA, 2009).

Veiga Junior & Pinto (2002), foram os estudiosos que mais mencionam 0
processo do contexto histérico da descoberta da Copaiba. Os autores explanam que
na mesma época que da carta de Petrus Martins, o jesuita José Acosta, também
realizou a publicacdo intitulada "De Natura Novi Orbi", que teve sua traducdo a
lingua francesa por volta do ano de 1606, sendo ainda traduzida para o portugués,
com denominagdo de "Histéria natural e moral dos indios", onde se enfatizava a
matéria-prima natural e seu uso pelos indigenas, e a descreviam como detentora de
um magnifico odor, e um efeito significante de acdo positiva na feridas e varias
outras enfermidades. No ano de 1560, em carta enviada ao padre geral, 0 jesuita
José de Anchieta, faz mencéo referente a acao cicatrizante 6leo de copaiba. O
registro da utilizacdo do 6leo de copaiba pelos europeus foi realizado no ano de
1587, na obra de Gabriel Soares de Souza, intitulada de "Tratado descritivo do

nA

Brasil", onde o0 mesmo o denominou de produtos naturais decorrentes de "arvores e
ervas da virtude". Por conseguinte, a primeira publicacdo que realmente descreveu a
copaiba de maneira detalhada e explicita, incluindo ilustracéo de florestas da arvore,

foi o trabalho conjunto de MarcGrave e Piso, realizado no ano de 1648, que
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explicitaram questdes morfologicos da planta, sendo estd determinada como
"copaiba”.

Jacquin descreveu no ano de 1760, a primeira Copaifera, a Copaifera
officinalis, minudando detalhes, para tanto, como n&o havia frutos, utilizou-se o
modelo de MarcGrave e Piso, incorretamente. Posteriormente a isto, passados 2
anos, Cad von Linnaeus finalmente realizou uma descricdo de modo correto da
Copaifera officinalis, que recebeu a denominacéo oficial de Copaifera L. A partir de
entdo muitos estudiosos buscara focar seus estudos na espécie, resultando em
diversas publicagbes. Tendo em vista, o cenario de descoberta dos possiveis
potenciais da copaiba, o governo imperial do Brasil, no ano de 1818, fez a
promulgacdo de um ato para regulamentar o processo de extracdo das arvores,
passivel de autorizacdo somente pelo governo, e que seriam vendidas, mas 20% de
lucro, seria destinado a producédo de mastros vergas de navio, objetivando a
minimizacdo da destruicdo das florestas de copaiba que tornou-se um evidente,
sobretudo, de maneira “ilegal” (VEIGA JUNIOR, PINTO, 2002).

A copaiba tem resistido ao longo das centenas de anos, e gradativamente
uma diversidade de pesquisas desenvolvidas, tem evoluido de maneira constante, e
com isso varios artigos cientificos evidenciam em seus resultados, as possiveis
acOes farmacoldgicas da planta. Posto isso, faz-se necessério os conhecimentos
sobre as descricbes botanicas, caracteristicas fisico-quimicas, efeitos

farmacoldgicos e toxicoldgicos conforme descritos nos topicos seguintes.

2.6.2 Botanica

As copaibeiras apresentam caracteristicas de arvores comuns tanto da
América Latina como da Africa Ocidental, e estdo presentes, no Brasil, mais
especificamente nas regides Sudeste, Amazodnica e Centro-Oeste. Essa planta tem
um periodo de vida de aproximadamente 400 anos, abrangem altura de cerca de 25
e 40 metros e diametro relativamente entre 0,4 e 4 metros, tém casca aromatica,
com folhagem do tipo densa, suas flores s&o pequenas de coloracdo verde escuro,
tendo ainda também, uma consisténcia fibrosa, com frutos secos, de configuracéao

vagem monospérmicos, que por sua vez, abrem-se quando estdo maduros. Ja as
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sementes tem cor preta e sdo ovoides apresentando um arilo amarelo (SILVA, et al.
2010).

A arvore de copaiba é pertencente a familia Leguminosae, com subfamilia na
Caesalpinoideae e seu género é o Copaifera. No geral, o género abrange cerca de
72 espécies, no Brasil existem cerca de 20; dessas, mais ou menos 17 séo
endémicas, e podem ser encontradas no pais espécies como a Copaifera officinalis
L., Copaifera multjuga Hayne, Copaifera reticulata Ducke, Copaifera cariacea,
Copaifera confertiflora, Copaifera langsdorffi e Copaifera cearenses (GARCIA,
YAMAGUCHI, 2012). Um ponto a ser destacado, é com reacdo as flores, que séo
seésseis, apresentando um calice vermelho tipo ferrugem, com um glabro branco
externo, e internamente denso piloso. As pétalas medem de 4 a 5 mm de
comprimento e apresentam um leve tom vermelho-ferrugem. A floracdo da Copaiba
acontece entre os meses de outubro e julho, ja o processo de frutificagdo ocorrer
entre junho e outubro, podendo existir certas variacbes destes intervalos, fato que
vai defender de cada regido ou ainda do clima presente, porém ha uma falha de
florescimento anual, em determinadas regibes. No periodo da frutificacdo, as
copaibas recebem a visita de aves durante a noite, e sdo estes seres 0s grandes
responsaveis pela realizacdo da dispersédo das sementes (CORDEIRO,2013).

De acordo com Cardoso et al. (2011), o tronco da arvore de copaiba possui
um enorme valor comercial, em decorréncia de sua consisténcia firme, devido a
presenca de fibras alinhadas e unidas, fato que evita que o mesmo seja tronco seja
completamente ocado, tornando assim a madeira mais resistente, sendo bastante
atil na producéo de colunas, caibros e vigas!. A casca do tronco é descrita como
rugosa, de coloracdo castanho-escuro, e tem alternancia esbranquicada mostrando
um aspecto bicolor, possui aroma e concentra boa parte do O6leo, o que
botanicamente pode justificar o odor presente.

O d6leo das copaibeiras pode ser achado nas pequenas bolsas, que tem sua
distribuicdo no xilema primario e nas folhas, a ocorréncia da secre¢cdo acontece em
canais secretores existentes em todas as partes da planta. Tais canais séo
denominados de canais esquizdégenos, que tem formacéo na dilatacdo de cavidades
intercelulares, nomeados de meatos, que estabelecem uma intercomunicacdo no

meristema. Os canais tem sua organizacao na disposicéo vertical e interconectados,

! S30 pecas produzidas a partir da madeira, sendo comumente utilizadas na constru¢io de
residéncias.
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de modo, que ocorre a drenagem do 6leo quando ha uma perfuragdo em um deles,
permitindo sua extracdo. O termo adequado para indicar este 6leo é Oleo-resina de
copaiba, considerando que € um exudato formado por acidos resinosos e outros
compostos volateis (HECK; VIANA, VICENTINI,2012).

Os meétodos narrados para a extracdo do 6leo de copaiba séo diversos. No
periodo de descoberta da arvore, o 6leo era obtido por meio de cortes feitos com o
machado no tronco, fato que inutilizava a arvore. A incisdo era realizada em formato
de V, e abaixo eram colocados vasos adequados para receber o 06leo, processo
bastante semelhante com a extracdo de borracha, denominado de método do
arrocho, que incide em realizar a selagem do tronco, no local abaixo das incisoes,
com a utilizacdo de embiras e cip6s e posteriormente fazer a coleta do 6leo da
arvore até que este esgote, também ocasionando sua morte, porém, tais métodos
foram abandonados. O processo de retirada através de bomba de succgéo também é
descrito na literatura, porém raro difundido. Uma pratica de coleta caracterizada
como nao agressiva, € geralmente aquela desenvolvida por meio de uma incisdo
com trado a aproximadamente 1 metro de altura do tronco. Apdés a finalizacdo da
coleta, o orificio € ocluso com argila, com a finalidade de evitar a invasdo da arvore
por microorganismos como fungos ou cupins. A retirada da argila pode ser feita de
maneira facil, possibilitando que outras coletas sejam feitas no mesmo local do
mesmo tronco, podendo obter uma quantidade de éleo superior ou até mesmo igual
a da primeira retirada (VEIGA JUNIOR, PINTO, 2002).

O 6leo é naturalmente um elemento de desintoxicacdo e excre¢do organismo
vegetal, tendo como finalidade promover a defesa da planta contra fungos e
bactérias (GARCIA, YAMAGUCHI,2012). E tem em as composi¢coes diversas
substancias fisico-quimicas, que podem apresentar ativos farmacologicamente

significantes.

2.6.3 Caracteristicas Fisico-quimicas

Os dleos vegetais compdem um conjunto de substancias, cuja a extracao
pode ocorrer de diversas partes de uma planta, especialmente das sementes ou
graos de oleaginosas, neste ponto diferenciam-se dos 6leos essenciais devido a ndo

apresentacao de volatilidade, em decorréncia de ndo serem adquiridos por meio de
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destilacdo e terem em sua constituicdo a predominancia de ésteres de glicerol e
acidos graxos que envolvem monoglicerideos, diglicerideos e triglicerideos. O
processo de interacdo entre os elementos que compdem o 6leo vegetal sdo uma
caracteristica complexa, com mistura de diversos compostos quimicos resultando
nas propriedades fisicoquimicas do produto (FERREIRA et al. 2016).

Pieri, Mussi e Moreira (2009), explanam que o primeiro sujeito que realizou a
descricdo do Oleo de copaiba no ano de 1829, foi Schweitzer. Na ocasido foi
observada a cristalizacdo de substancia, que foi denominada de acido copaivico,
devido a permanéncia em repouso por tempo prolongado do Oleorresina. Deste
entdo, posteriormente outras substancias foram descritas, como no caso do &cido
oxycopaivico, destacado por Fehling no ano de 1841, ou ainda do acido
metacopaivico, apresentado por Strauss em 1865.

O Odleorresina de copaiba é um tipo de resina liquida que possui alta
concentracdo em sesquiterpenos e também de diterpenos de distintas
concentracfes. A parte mais volatil e leve, é formada pelos sesquiterpenos, ja a
fracdo mais densa, resinosa, tem diterpenos em sua composicdo. A fracdo do 6leo
essencial é composta basicamente, em sua base ha presenca de sesquiterpenos e
na fracdo de resina, existe um conjunto de acidos diterpénicos. Na temperatura
ambiente, tem-se uma consisténcia liquida, de forte aromatizacdo, com sabor acre,
gue persiste, com amargo e adstringente. As caracteristicas fisico-quimicas tem
variacdo de liquido transparente para opaco; indo de baixa a intensa viscosidade;
alterando de uma cor relativamente incolor, amarelo-pélido para o castanho claro
dourado (RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004).

De acordo com Pieri, Mussi e Moreira (2009), os principais sesquiterpenos
gue estdo presentes na copaiba sdo o beta-cariofileno que apresenta acdo anti-
inflamatdria, antifingica, antiedémica e antibacteriana, j& o beta-bisaboleno, em
possiveis propriedades analgésica e anti-inflamatério. Assim, os diterpenos mais
achados compreendem o acido hardwickico, acido copdlico, colavenol, acido

copaiferico e varios outros.

2.6.4 Agbes Farmacolodgicas
O uso do 6leo de copaiba € bastante utilizado nas industrias de cosméticos,

devido a composicado com propriedades emoliente, anti-inflamatoéria e antibacteriana,
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sendo comumente usados no processo de manufatura de sabonetes, espumas de
banho, cremes, condicionadores, hidratantes corporais e para os cabelos (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002).

Na literatura ha uma diversidade de trabalhos que mencionam as acdes
farmacoldgicas da copaiba, em um levantamento bibliografico realizado por Veiga
Junior e Pinto (2002), evidenciou-se as indicacbes etnofarmacolégicas das
propriedades da copaiba, que compreendem acdo nas vias respiratorias, vias
urinarias, com efeito anti-inflamatoério, expectorante, cicatrizante, antisséptico entre
outros.

De acordo com Garcia, Yamaguchi (2012), a propriedade anti-inflamatéria é
mais estudada, na ocasido os autores citam o trabalho de Basil et al. (1988), que
pesquisaram a atividade do 6leo comercial de copaiba em ratos, no estudo houve a
inibicdo de edema que fora induzido, diminuicdo na formacdo de um granuloma,
reducdo do processo de permeabilidade vascular originada por meio da liberagao
intradérmica de histamina.

A utilizacdo topica do 6leo de copaiba em feridas beneficiou a acdo de
reproducdo do tecido de granulagéo, possibilitando o aumento deste em direcéo a
parte central da ferida, contribuindo para o progresso cicatricial da lesdo. No que
tange ao alargamento da ferida, o emprego tépico do produto colabora
significantemente para a tonicidade muscular se recupere, com ampliacdo da
perfusdo sanguinea na a regido onde foi aplicada (MONTES,2009).

Parente (2015), realizou um estudo com o Oleo da Copaifera reticulata, e
chegou ao resultado, onde o 6leo inibiu de maneira relevante com relagdo migracao
de eosindfilos para o espaco da inflamacgéo. Enfatizou-se no trabalho do autor que
0s varios tipos celulares podem sofrer atracdo por elementos quimioatraentes, que
sao sobretudo, os leucotrienos, e a histamina. Neste contexto, supde-se que produto
tenha feito a inibicdo da atuacdo da histamina e podendo possivelmente exercer
também acédo sobre o sistema de citocinas.

Nos estudos de Ziech et al. (2013), os resultados obtidos nos testes de
atividade antimicrobiana in vitro explanaram que existiu acao inibitoria do oleorresina
de Copaiba reticulata nos 26 isolados de Staphylococcus coagulase positiva. O
controle realizado usando apenas o metanol ndo desenvolveu inibicdo do

crescimento bacteriano. Assim, 0s resultados descobertos no estudo com o
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Oleorresina de copaiba ratificam a acdo antibacteriana achada em outras pesquisas
que foram desenvolvidas com 6leorresina de copaiba.

Lima et al (2020), descrevem em seus estudos, que a analise bioquimica
possibilitou observar que posteriormente ao tratamento tépico com nanogel de
Copaiba reticulata, ndo exibiu resultado relevante sobre o processo de reparar a
musculatura esquelética em ratos Wistar. No entanto, quando conferido a terapia
com o Oleo-resina de C. reticulata associada a fonoforese, este evidenciou mais
efetividade no processo de reparacdo da musculatura esquelética, contudo, os
animais explanaram sinais comportamentos de irritabilidade cutanea, com a
realizacdo de aplicacdo por 5 dias consecutivos do éleo de copaiba in natura.

Nos trabalhos de Frota et al. (2018), os resultados encontrados na pesquisa
realizada confirmaram o potencial anticancerigeno do o6leorresina de copaiba. Os
encontrados sdo promissores, com relacdo ao uso do grande potencial biolégico
deste produto natural, para o desenvolvimento de farmacos que atuam em diversos
tipos de canceres. Para tanto, existe a grande necessidade de estudos de
aprofundamento, realizando testes na atividade citotoxica do Oleorresina de C.
reticulata e suas fracbes em concentracfes diferentes, ainda necessitam ser
realizados para seja encontrado uma concentracdo ainda menor, que tenha a
capacidade de inibir a proliferacédo celular de células cancerigenas, sem apresentar

atividade toxica para células saudaveis.

2.7 Ensaios de Toxicidade

A Organizagdo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico
(Organization for Economic Co-operation and Developpment - OECD) se destaca
entre as Agéncias Reguladoras Internacionais que determinam protocolos para os
testes de avaliacdo de toxicidade. Criada em 1961, com sede em Paris, Franca,
contém 30 paises membros. A OECD cria protocolos - Guidelines para a realizacao
de testes toxicolégicos com objetivo regulatério, os quais sdo seguidos no mundo
(VIEIRA, 2009).

Os testes toxicoldgicos sdo usados para determinar o nivel de consumo de
substancias inofensivas para os seres humanos. Para isso, a quantificacdo desse
nivel deve ser realizada por meio de diferentes niveis e parametros. A quantificagéo

de um grau de consumo diario de um composto quimico, tendo como base o peso
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corporal do ser humano, como aditivos alimentares, compostos farmacolégicos, que
podem ser ingeridos com segurancga, hdo ocasionando risco aos seres humanos, é
expressada com base no peso corpéreo e intitulado de IDA (Ingestdo Diaria
Aceitavel), cuja a determinacado € realizada através testes toxicologicos. Entretanto,
antes da determinacdo da IDA, € preciso que seja estabelecido o grau de consumo
inferior do qual o efeito toxicologico ndo é observado, sendo determinado como
NOAEL (MOURA et al., 2012).

A partir do NOAEL (no observed adverse effect level) se quantifica o grau de
IDA, através da divisdo do nivel de NOAEL por meio de um fator de seguranca, tem
sua dependéncia na substancia, porém, é empregado geralmente o valor 100,
contudo esse fator varia de acordo com da substancia em investigacao, podendo ser
maior ou menor. Tal fator de seguranca, tem sua génese, em decorréncia de
multiplos aspectos que influenciam tanto na toxicidade de uma substancia, como
também no prejuizo que ela pode ocasionar ao ser humano. Considera-se
incialmente os parametros do sistema bioldgico tais como temperatura, idade, peso
corporeo, estado nutricional e patologico e ainda os fatores genéticos.
Posteriormente, sdo avaliadas as caracteristicas exibidas pela substancia, como
tamanho e forma das particulas, caracteristicas fisico-quimicas e sensibilidade da
substancia no tecido ou organismo humano (MOURA et al., 2012).

Para a determinacdo do NOAEL, € preciso que sejam feitos os testes
toxicoldgicos, tais como o estudo de toxicidade aguda, crbnica, genotoxicidade,

carcinogenicidade, imunotoxicidade, entre outros.

2.7.1 Toxicidade Oral Aguda

A primeira atividade a ser realizada para identificar e caracterizar os agravos
gue um novo composto pode ou ndo ocasionar ao ser humano, segundo Vieira
(2009), é o teste de toxicidade oral aguda, comumente realizados em animais. No
qual o produto testado é administrado através de uma sonda gastrica que se utiliza
um tubo estomacal ou uma canula de intubacdo adequada.

Para o teste de toxicidade oral aguda, utiliza-se as orientagdes descritas no
protocolo OECD 402 (2017), onde o produto de pesquisa € usado sobre a pele do
animal em doses graduadas. Entdo, para a aprovacao de produtos quimicos sem

uma avaliacdo pontual de toxicidade, se aplica doses adequadamente separadas,
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permitindo assim, que o produto quimico estudado seja classificado para fins de
classificacao de perigo segundo o Sistema Globalmente Harmonizado (GHS).

Segundo a The Organization for Economic Co-operation and Development -
OCDE (2002), a presenca de reactes prejudiciais ap0s a aplicacdo oral de Unica
dose de um produto ou varias doses aplicadas em 24 horas, sdo designadas
toxidade oral aguda. Segundo alguns estudos as fémeas se apresentam mais
sensiveis, e se tornam de primeira escolha para esses testes, mesmo havendo uma
diferenca pequena de sensibilidade entre os sexos, porém, os machos também
poderdo ser usados para os estudos se apresentarem mais sensibilidade (OCDE,
2002).

Através do teste de toxicidade aguda € possivel estabelecer o parametro de
dose letal (LD50). A LD50 é determinada como a quantidade de certa substancia
quimica, que quando “ingerida em uma so6 dose oral, expressa em mg de substancia
quimica por massa do organismo em kg, causa a morte de 50% dos animais
expostos a substancia, dentro de um periodo de 14 dias” (MOURA et al., 2012).
Entretanto, por volta da década de 70, o teste passou a ser empregado como teste
de comparacédo e classificacdo da toxicidade, tornando-se posteriormente um teste
de pré-requisito para varias agéncias reguladoras com a exemplo do FDA, ANVISA,
responsavel por aprovar novos aditivos alimentares, quimicos industriais, novos

farmacos e etc.

2.7.2 Toxicidade Dérmica Aguda

No ano de 1987 foi adotada a diretriz de toxicidade dérmica aguda TG 402.
As Diretrizes da OCDE para Testes de Produtos Quimicos tém sua revisdo de modo
periodico, conforme o progresso cientifico e das considera¢des de bem-estar animal.

Neste teste, os produtos quimicos ndo devem ser aplicados em doses
conhecidas por ocasionar dor e desconforto marcantes, em decorréncia de agdes
severamente irritantes. O produto quimico em estudo € administrado a animais
individualmente, em modo sequencial, com dois animais empregados em qualquer
grau de dose. “Geralmente, se um estudo de toxicidade dérmica aguda for

necessario porque os critérios de isencdo ndo se aplicam, a toxicidade dérmica
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aguda esperada provavelmente sera desconhecida ou alta” (por exemplo, LD50 <
200 mg/kg de peso corporal) (OCDE,2017).

2.7.3 Toxicidade Dérmica em Doses Repetidas

Na RESOLUCAO-RE N° 90, DE 16 DE MARCO DE 2004 trata do Guia para
realizacdo dos testes de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos, onde descreve toda
conduta a ser tomada quanto aos testes de toxidade aguda e toxidade dérmica em
doses repetidas.

Segundo 0 “Guia para a Condugédo de Estudos NZo Clinicos de Toxicologia e
Seguranca Farmacolégica Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos” da Anvisa, a
partir de ensaios de toxicidade de doses repetidas ha possibilidade de obter-se
dados sobre efeitos téxicos, identificacdo de 6rgdos alvos, efeitos na fisiologia do
animal, hematoldgicas, bioquimicas, anatomo e histopatoldgicas, além de subsidio
sobre a indicacdo do NOEL e NOAEL. Esse teste tem como proposito, indicar o

perfil toxicolégico de substancias pela administracéo repetida (ANVISA, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

o Realizar ensaios pré-clinicos in vivo de seguranca do Oleorresina de
Copaifera reticulata.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar a caracterizagdo quimica 6leorresina de Copaifera reticulata.

e Avaliar a Toxicidade oral aguda do Oleorresina de Copaifera reticulata em

ratos Wistar.

e Realizar o estudo da toxicidade dérmica aguda da Copaifera reticulata em

ratos Wistar.

e Avaliar a Toxicidade dérmica em doses repetidas de Copaifera reticulata em

ratos Wistar.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

O material vegetal, a Copaifera reticulata, foi obtido na Floresta Nacional do
Tapajés - FLONA, no municipio de Belterra, na Regido Oeste do Para, entre as
coordenadas geograficas de 3° 4’ 177 S e 54° 59' 32.31" O, altitude de 165,23 m.
Apés a coleta, realizou-se a identificacdo botanica e exsicata, o qual foi alocada no
herbario da Embrapa Oriental — NID: 69/2011.

4.2 Obtencao do material vegetal

No método de extracdo da Oleorresina da C. reticulata, foi utilizada técnica
nao agressiva as copaibeiras, descrita por Guarino et al, (2016), com perfuracdo de
orificios, com um trado, na altura de 1 metro e 1,50 metro acima da base da planta.
Posteriormente ao escoamento do 6leorresina, o local de incisdo foi vedado com
PVC (policloreto de vinila), com % de didmetro e 10 cm de comprimento, dispondo
de uma tampa de plastico, cuja finalidade de utilizacdo dar-se mediante a
possibilidade de facilitar as coletas seguintes e proteger a arvore contra possiveis
agentes contaminantes, como bactérias e fungos. A hidrodestilacdo para
fracionamento do Oleorresina de Copaifera reticulata por arraste a vapor, foi

realizada no aparelho de clevenger.

4.3 Perfil cromatogréfico/ fitoquimico da oleorresina

Para a identificacdo de compostos, realizou-se analises cromatograficas
utilizando o cromatégrafo a gas (Thermo Scientific) com detector de massas (CG-
EM), equipado com auto-amostrador (TriPlus RSH) e coluna capilar apolar (Tr-5; 30
m x 0.25 mm ID x 0.25 pum). Os O6leos de copaiba foram solubilizados em
diclorometano destilado e inseridos no sistema cromatografico (1uL) em modo Split,
(1:50) numa vazédo de 2 mL. min. 1. Os compostos quimicos foram ionizados por
impacto de elétrons com energia de 70 eV, num sistema quadrupolo com varredura
de 40 a 400 uma.
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4.4 Aspectos Eticos

Essa Pesquisa foi submetida e aprovada no Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Federal do Oeste do Para (CEUA — UFOPA), com numero
de protocolo 0320220198 na data 09 de maio de 2022 (ANEXO I).

4.5 Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar de ambos os sexos, sendo um total de 3
para o teste de toxidade oral aguda, 6 para o teste de toxidade dérmica aguda e 40
para o teste de toxidade dérmica em doses repetidas. Cada animal apresentava
idade inicial de 60 dias, com média de peso inicial 160 e 220 g/massa corporal,
provindos do Biotério da Universidade do Estado do Para, campus Santarém,
umidade (50 - 60%) e temperatura controlada (21 °C + 2) e ciclo circadiano de 12
horas. Os ratos foram previamente selecionados alocados em gaiolas (FIGURA 1) e
identificados quanto a droga e grupo pertencente, se macho ou fémea, comeco do

tratamento, data de nascimento, sendo que cada gaiola continha apenas um animal.

——

perimento dos animais
_—— = = — E S

Fonte: Autoria propria

4.6 Ensaios de Toxicidade

4.6.1 Toxicidade Oral Aguda

A toxicidade oral aguda, foi realizada de acordo com protocolo OCDE-
423/2001, que estabelece as doses e 0s procedimentos a serem executados neste
tipo de teste. Para o estudo, administrou-se inicialmente em grupo de 3 animais, por
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via oral, através de sonda gastrica utilizando um tubo estomacal, o dleorresina da
Copaifera reticulata, em uma dose inicial Unica de 2000 mg/kg de massa do animal,
dose essa ja estudada em outras pesquisas, que ja definiram a dose toxica e a DL50
da Copaifera reticulata (Copaiba) e de outros produtos naturais.

Conforme as orientagcdes protocolo OCDE-423/2001, posteriormente ao
recebimento da dose do produto natural, os animais foram acompanhados pelo
menos uma vez a cada 30 minutos nas quatro primeiras horas, periodicamente
durante as primeiras 24 horas, e diariamente, até um total de 14 dias, para avaliacédo
de possiveis efeitos toxicos, como as alteracdes dérmicas, no pelo, olhos,
membranas, mucosas, e também nos sistemas respiratorio, circulatério, autbnomo e
nervoso central, atividade somatomotora e padrédo de comportamento, parametros
estes importantes a serem observados, da mesma forma, sinais de tremores,
convulsdes, salivacdo, diarreia, letargia, sono, coma, dor, sofrimento, peso corporal
e consumo de racéo.

Apos a finalizacdo do teste os animais foram submetidos a necropsia seguida
de analise macroscopica dos Orgaos, para verificacdo de possiveis alteracdes
patologicas grosseiras. O procedimento para avaliacdo da toxicidade oral aguda
consegue estipular uma analise quando se trata da classificacdo de substancia de
ensaio em uma série de classes de toxicidade estabelecidas por valores-limite fixos
de DL-50, quando o individuo/animal recebe a substadncia em estudo, hd uma
classificacdo de riscos que se fundamenta na avaliacdo biométrica com doses fixas
(Figura 2 — Fluxograma da Toxicidade Aguda).

Figura 2 - Fluxograma da Toxicidade Aguda.
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Fonte: OECD 423 (2001).
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4.6.2 Toxicidade Dérmica Aguda

O teste de toxicidade dérmica aguda (TDA) seguiu a metodologia preconizada
pela (OECD) n.° 402/2017. Para esse teste, foram utilizados um total de 06 animais
(Controle n:1; Experimento n:1 para o primeiro teste e Controle n:2; Experimento n:2
para o segundo teste).

Inicialmente utilizou-se 1 animal para o experimento (teste 1), na dose de
2000 mg/Kg de peso, e o controle realizado por meio Tween 80 a 1% diluido em
agua destilada. No dia anterior a administracdo do produto, o animal foi submetido a
depilacdo de 10% na parte da costa por tosquia, para que pudesse ser aplicado a
droga, com melhor espalhabilidade local. Durante o periodo de exposi¢cdo de 24
horas, foi mantida em contato com a pele, uma gaze porosa e fita nao irritante. Ao
final de tal periodo de exposicéo, os residuos da substancia foram removidos com
solucéo salina 0,9% estéril.

O animal entéo, foi observado frequentemente durante 14 dias, onde realizou-
se exame clinico, para avaliacdo de parametros como alteracées na pele, olhos e
mucosas, aparelho respiratério, circulatorio, autbnomo, sistema nervoso central,
atividade locomotora, comportamental, priorizando ainda a observacéo de tremores,
convulsdes, salivacao, diarreia, letargia, sono e coma, uma vez por dia e inspecao
do local de tratamento no periodo de 24, 48 e 72 horas, apds a remoc¢ao do produto
guimico em estudo, usando os critérios de Draize.

A massa corporal (g) foi determinada posteriormente a aplicacdo da
substancia, diariamente e no descarte dos animais. Realizou-se periodicamente no
animal, um controle diario de consumo de racao (g), agua (ml), aparecimento de
sinais de toxicidade sistémica como perda de peso progressiva e reducdo da
ingestdo de agua e racdo e percentual de mortalidade durante o experimento. Apds
a observacéo dos parametros, o teste (teste 2) foi repetido em outros 2 animais, com
a finalidade de confirmacéo dos resultados. Segundo OCDE, (2017), quando se
realiza esse tipo de teste, os efeitos locais e sistémicos precisam ser averiguados.
Indicativos claros de alteracbes na pele (por exemplo, eritema de grau 3 ou 4 e/ou
edema de grau 3 ou 4) no estudo dérmico pode ser usado como indicativo do
potencial de irritagéo (Tabela 01).
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Tabela 01 - Grau de reacédo da pele, segundo os critérios de Draize (1944).

FORMACAO DE ERITEMA E ESCARAS Grau
Sem eritema 0
Eritema muito leve (pouco perceptivel) 1
Eritema bem definido 2
Eritema moderado a severo 3
Eritema grave severo a formacéo de escaras 4
FORMACAO DE EDEMA Grau
Sem edema 0

Edema muito leve (pouco perceptivel) 1
Edema leve (bordas bem definidas) 2
Eritema moderado (aumento superior de aproximadamente 1mm) 3
Eritema severo (aumento superior a 1mm e estendendo além da area de

exposicao) 4

Fonte: Draize (1944).

ApoOs esses 14 dias de observacao, os animais sobreviventes foram pesados
e eutanasiados conforme estabelecido pelo CONCEA (Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal) com sobredosagem da associacdo de
anestésicos dissociativos (cetamina) com agonistas de adrenorreceptores alfa-2
(xilazina), administrada pela via intramuscular e a parede abdominal dos animais
foram incisadas. A pele, coracéo, figado, pulmdo, rins, intestino delgado, intestino
grosso e o pancreas estdbmagos foram observados macroscopicamente.

E estabelecido que quando nio se tém dados reais sobre uma substancia
teste, é necesséario um estudo de descoberta de intervalo de dose usando 1 animal
com uma dose inicial de 200 mg/kg de peso corporal para menor uso de animais e
aprimorar o desenho do estudo fluxograma para procedimento teste.

Considerando o resultado da andlise de determinacdo do alcance, para o
estudo principal € permitido o uso de mais 2 animais para comprovar o resultado da

classificagao conforme o fluxograma para o estudo principal (Figura 03).
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Figura 3 - Fluxograma do teste de Toxicidade dérmica aguda
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Fonte: OECD 402 (2017).
4.6.3 Toxicidade Dérmica em Doses Repetidas

Para a realizacdo da toxicidade dérmica em doses repetidas, foi adotado o
protocolo da OECD numero 410 (1981). De acordo com o protocolo, a quantidade do
produto teste que se aplica na derme, é a dose do teste dérmico, devendo assim ser
aplicado pelo menos trés doses diferentes, com um controle (OECD 410, 1981).

No teste de toxicidade dérmica em doses repetidas, a substancia de teste foi
aplicada uniformemente em uma &rea de aproximadamente 10% da é&rea total da
superficie corporal. As doses utilizadas foram de 1000mg, 250mg, 62,5mg, da droga
Oleorresina da Copaifera reticulata, por quilograma de peso corporal do animal. A
substéancia teste foi aplicada diariamente na pele em doses graduadas aos grupos
de animais experimentais, uma dose por grupo, por um periodo de 21/28 dias.

Durante o experimento, os animais foram observados e registradas as
alteracbes comportamentais (diariamente), variacdo do peso corporeo, consumo de
agua, e consumo de ragdo, para este ultimo elemento, os dados sdo apresentados

em peso (gramas + desvio padréo), cada grupo possui um n de 5 animais, que foram
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pesados no dia 1, 7, 14 e 21 do experimento, andlise estatistica realizada foi o de
ANOVA two way seguido do Teste de Multipla comparacédo de Turkey.

Outros possiveis sinais indicativos de toxicidade, também foram observados,
incluindo o tempo de inicio, o0 grau e a duracdo. As observa¢gdes compreendem as
alteracdes na pele e pelagem, olhos e membranas mucosas e também respiratorias,
circulatorias, sistema nervoso auténomo e central, atividade somatomotora e padréo
de comportamento.

Ao fim dos estudos, os roedores foram eutanasiados com hiperdose de
quetamina (180 mg/kg, i.p.) e xilazina (30 mg/kg i.p). Os érgaos (figado, rim, pulméao,
coracdo, esbfago, estbmago, intestino, testiculo ou ovério, pancreas e adrenal)
foram coletados para serem avaliados macroscopicamente. Os valores do Peso
Relativo sdo expressos em percentual referente ao Peso médio dos animais no dia
da eutandsia (Percentual + Desvio Pa Padrdo). A andlise estatistica realizada foi o
de Anova two way seguido do Teste de Mdltipla comparacéo de Turkey.

Figura 4: Animal Eutanasiado Figura 5:0rgédos dos animais em formol

Fonte: Autoria propria. Fonte: Autoria propria

Para avaliacdo dos parametros bioquimicos foram coletados materiais
(soro), para analise bioquimica do sangue (sodio, potassio, gama glutamil
transpeptidase, aminotransferases, fosfatase alcalina, uréia, creatinina, acido urico,
colesterol, triglicerideos, glicose, proteinas totais e bilirrubinas), os quais foram
mensurados em analisador automatico BM-200 (Mindray Company). Os dados sao
apresentados conforme a unidade internacional de cada analito (Média + Desvio
Padrdo). Cada grupo possui um n de 5 animais. A analise estatistica realizada foi o
de ANOVA two way seguido do Teste de Mdltipla comparagédo de Turkey. Albumina

(Alb), Célcio (Ca?*), Creatinina (Cre), Fosforo (Fos), Glicose (Gli), Proteinas totais
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(Ptn), Transaminase oxalacética ou Aspartato aminotransferase (TGO),
Transaminase piravica ou Alanina aminotransferase (TGP), Uréia (Ure).

Ja a analise dos parametros hematolégicos, foram avaliados a série de
células vermelhas, leucocitos e plaguetas, em um analisador BC2800 (Mindray
Company. Os dados sao apresentados conforme a unidade internacional de cada
analito (Média + Desvio Padrédo). Cada grupo possui um n de 5 animais. A analise
estatistica realizada foi o de ANOVA two way seguido do Teste de Multipla

comparacao de Turkey.
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5 RESULTADOS
5.1 Extracé&o de produtos naturais

O processo de hidrodestilacdo para fracionamento do O6leorresina de
Copaifera reticulata por arraste a vapor no aparelho de clevenger durou cerca de 30
horas de ebulicdo. Das 100 gramas do O6leorresina colocado no baldo de fundo
redondo, foi capaz de separar cerca de 399 de resina (diterpenos — 39%) e 61g de

Oleo essencial (sesquiterpenos — 61%).

5.2 Caracterizagdo Quimica

Os constituintes quimicos foram identificados por comparacdo dos seus
indices de retencdo (IR) conforme disposto na literatura (ADAMS, 2007), pela co-
injecdo de padrdes (B-cariofileno e a-humuleno) e por comparacao dos perfis de
fragmentacao obtidos com a espectroteca Wiley 82 edicdo. O percentual de cada
constituinte foi expresso e descrito em valores de concentracéo relativa (%).

A caracterizagcdo dos constituintes quimicos presentes na amostra de
Oleorresina de C. reticulata OCR revelou a presenca de 12 metabdlitos secundarios
classificados como majoritarios na amostra e que sao oriundos das copaibeiras.

Do quantitativo colocado para analise, apenas 6,85% nao conseguiram ser
identificados e 93,15% foram identificados, sendo a presenca majoritaria de sete
sesquiterpenos (68,26%) e cinco diterpenos (24,89%).

Entre os constituintes 3 cadeias terpénicas, destacam-se os de maiores
apresentacoes: B-cariofileno (39,69%), B-bisaboleno (7,06%), a-humuleno (5,86%),
B-selineno (5,34%) e o trans-a-bergamoteno (4,9%). J& os metabdlitos secundarios
com 4 cadeias terpénicas tém destaque o &cido cauranoico (9,36%), &acido
caurenoico (6,33%) e o acido labda-7,13-dien-15-oico (4,6%). Estes dados estéo

apresentados no quadro 1.
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Quadro 1 - Componentes majoritarios de 6leorresina de Copaifera reticulata, seu percentual, férmula
molecular, massa molar e tempo de retencdo em minutos.

Sesquiterpenos

— ¢ N .{f‘jﬁ =
N/ N\
\\:{ /
B-cariofileno (39,69%) B-bisaboleno (7,06%) a-humuleno (5,86%)
Formula molecular: CisHz24 Foérmula molecular; CisH24 Férmula molecular: CisH24
Massa Molar: 204 g/mol Massa Molar: 204 g/mol Massa Molar: 204 g/mol
n |
H
~ - \‘\v-""ﬁ/j
B-selineno (5,34%) Trans-a-bergamoteno (4,9%) a-selineno (2,99%)
Formula molecular: CisHz24 Férmula molecular; CisH24 Férmula molecular: CisH24
Massa Molar: 204 g/mol Massa Molar: 204 g/mol Massa Molar: 204 g/mol

B-elemeno (2,42%)
Foérmula molecular: CisHz4

Massa Molar: 204 g/mol

Diterpenos

Acido cauranoico (9,36%) Acido caurenoico (6,33%) Ac. labda-7,13-dien-15-0ico
, , (4,6%)
Férmula molecular: Férmula molecular:
Férmula molecular:
C20H3202 C20H3002
C20H3240
Massa Molar: 304 Massa Molar: 302
Massa Molar: 290,5
g/mol g/mol

g/mol
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Acido cativico (2,49%)
Formula molecular:

C20H340>
Massa Molar: 306,5
g/mol

Acido daniélico (2,11%)
Formula molecular:

C20H2903
Massa Molar: 317.45
g/mol

Fonte: Autoria propria

5.3 Ensaios de Seguranca
5.3.1 Toxicidade Oral Aguda

No ensaio de toxicidade oral aguda, de acordo com as observacdes continuas
nas 4 primeiras horas pos aplicacdo da droga, por determinado tempo no decorrer
das 20 horas consecutivas e nos 13 dias seguintes, ndo foram exibidas mudancas
nos pélos, pele, olhos e mucosas, sinais de tremores, convulsdes, salivagéo,
diarreia, letargia, sono, coma, dor e sofrimento. Assim, o experimento foi realizado
mais uma vez, com os 3 animais, com intuito de confirmar o resultado anterior. Com
relacdo a analise macroscopica durante e pds eutandsia, ndo houve evidencias de
alteracdes nos orgaos coletados.

A avaliacdo do peso, foi um critério importante a se observar como indicador
de toxicidade, observado no dia 1, 7 e 14 em todos os animais em experimentagao.
Durante os 14 dias de experimento, acompanhou-se a evolu¢do dos animais, nao
sendo observada perda expressiva de peso entre a média dos grupos por dia e nem
individualmente, porém, exibiram o ganho de massa corpdrea, na mesma proporcao
guando correlacionado ao grupo controle (dados descritos na tabela 2 e 3), e sem

apresentacao de sinais de tristeza e reducdo na alimentacao.

Tabela 2 - Teste para confirmacdo da dose méaxima de seguranca biologica oral. Média do peso
corporal (Gramas + Desvio Padrdo) de ratos Wistar expostos oralmente ao veiculo controle de
diluicdo da droga (Salina 0,9% e Tween 80 1%) e ao produto natural na dose de 2000 mg/Kg.



Teste 1 C. reticulata
Dia Controle 2000mg/Kg
0 169,83 + 27,23 227,33 + 26,27
n=3 n=3
7 188,60 + 25,45 233,33 + 25,42
n=3 n=3
14 195,07 + 22,05 237,00 + 26,05

n=3

n=3

Fonte: Autoria prépria
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Tabela 3 - Repeticao do teste para confirmacdo da dose maxima de seguranca biolégica oral. Média
do peso corporal (Gramas + Desvio Padrao) de ratos Wistar expostos oralmente ao veiculo controle
de diluicdo da droga (Salina 0,9% e Tween 80 1%) e o produto natural na dose de 2000 mg/Kg.

Teste 2
C. reticulata
Dia Controle 2000mg/Kg
0 160,15+ 12,68 207,67 + 20,26
n=3 n=3
7 169,83 + 11,19 211,33+ 20,43
n=3 n=3
14 179,03 £ 11,32 214,67 + 20,65
n=3 n=3

Fonte: Autoria propria

5.3.2 Toxicidade dérmica aguda

Em nenhum dos 03 animais estudados foram evidenciadas alteracdes
comportamentais, salivagéo, tremores, convulsoes, diarreia, letargia, sono e coma.
No decorrer de 14 dias foram ainda observadas as possiveis alteracdes fisicas,
como lesdes, dores e sinais de doenca, bem como as alteracdes na pele, olhos e
mucosas, como também a frequéncia respiratdria, circulatéria, autonémica, sistema
nervoso central e comportamento padrdes. Nenhum dos fatores relacionados foram
visualizados.

As variagdes no peso de cada animal foram calculadas e comparadas com 0s
animais de controle. Assim, ndo houve perdas de pesos por animais e nem por peso
meédio entre 0s grupos, informagdes essas sendo organizadas no teste inicial como
mostra a (Tabela 4) e segundo, conforme instru¢cdo do protocolo OECD 402 (2017)

na repeticao do experimento (Tabela 5).
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No 14° dia os animais foram avaliados quanto aos critérios de Draize (Tabela
1), no qual todos foram conceituados com nota “zero” (0), pois ndo ocorreu formagao
de edema e nem eritema no decorrer de todos esses dias de observacdo. Apos essa
mensuracao, os mamiferos foram eutanasiados e realizados a necropsia completa,
como orificios, olhos, mucosa, pelos e 6rgdo genitores, nada de inconformidade foi
encontrado. Partiu-se para a andlise de 6rgdos como pulmdes, pancreas, rins,
coracao, figado, estbmago, intestino grosso, intestino delgado e a pele que foi
tratada. Destes, também ndo foram encontradas alteragcbes no tamanho, cor e
aspectos macroscopicos. Depois que esses exames completos foram realizados, os
ratos e tecidos restantes foram sacrificados e descartados.

Tabela 4 - Peso dos animais submetidos ao teste de Toxicidade Dérmica Aguda, conforme orienta
0 protocolo da OECD 402 (2017). Média do peso corporal (Gramas + Desvio Padréo) de ratos Wistar
expostos oralmente ao veiculo controle de diluicAo da droga (Salina 0,9% e Tween 80 1%) e os
produtos naturais na dose de 2.000 mg/Kg.

Teste 1
C. reticulata
Dia Controle 2000mg/Kg
0 183,00 186,00
n=1 n=1
7 189,00 191,00
n=1 n=1
14 198,00 207,00
n=1 n=1

Fonte: Autoria propria

Tabela 5 - Peso dos animais submetidos a repeticdo do teste de Toxicidade Dérmica Aguda para
confirmagédo, conforme orienta o protocolo da OECD 402 (2017). Média do peso corporal (Gramas +
Desvio Padrao)

Teste 2

C. reticulata

Dia Controle 2000mg/Kg

0 192,00 + 4,00 199,50 + 6,00
n=2 n=2

7 199,00 + 4,89 201,00 + 7,56
n=2 n=2

206,50 + 4,89 214,00 + 4,89
14 n=2 n=2

Fonte: Autoria prépria
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5.3.3 Toxicidade dérmica em doses repetidas

No teste de Toxicidade dérmica em doses repetidas, ndo foram observadas
alteracbes na pele, olhos e mucosas, aparelho respiratorio, circulatério, autbnomo e
sistema nervoso central, sinais de tremores, convulséo, salivacao, diarreia, letargia,
sono, coma, alteracdo na atividade locomotora e comportamental, nos roedores
tratados com 1/4 e 1/8 da dose maxima permitida pelo protocolo.

Alguns animais, tanto masculino, como feminino, tratados com a Copaiba na
dosagem de 1.000 mg/kg, apresentaram certos efeitos adversos como aumento da

sensibilidade dérmica, agitacdo, inquietude, pilo erecdo e alguns caso de diarreia.

5.3.3.1 Peso dos animais

No decorrer de 21 dias, foi aplicado nos animais a administracdo por via
topica, na regidao dorsal. Conforme demonstrado na Figura 6, nesse periodo de
avaliacdo observa-se que em todos os grupos com os individuos analisados houve
um acréscimo gradativo do peso nos animais no percurso das 3 semanas de estudo.
Esse aumento foi observado tanto nos grupos controles, quanto nos experimentais,

e em animais de ambos 0s sexos.

Figura 6 — Peso dos ratos submetidos ao tratamento no decorrer de 21 dias

Toxicidade dérmica em doses repetidas - Copaifera reticulata
Peso dos animais

Dia 0 Dia 7 Dial4 = Dia2l
400-
300
c
8 200+ T+ I
Q T
o
100+
0 T
Controle Controle Copalba Copalba Copalba Copalba Copalba Copaiba
1000 mg 1000 mg 250 mg 250 mg 62,5 mg 62,5 mg
[ ] [ ] L ] [ ] 2

Fonte: Autoria prépria
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5.3.3.2 Consumo de racao

O consumo de racdo esta presente na Tabela 6, no periodo em que o0s
animais foram acompanhados, era diariamente realizada a pesagem da quantia de
ragdo que o animal ingeriu no decorrer de 24 horas. Diante dos dados coletados, foi
avaliado semanalmente o consumo da ragao (Tabela 6).

Tabela 6 - Evolugdo do consumo de ragdo pelos animais submetidos ao teste de Toxicidade Dérmica
por doses repetidas no decorrer de 21 dias.

Consumo de racéo (g) £ DP (n=5)

Dia 1l Dia7 Dia 14 Dia 21
Controle - 13,20 + 1,45 12,40 + 2,88 16,80 + 0,84 19,20 + 0,84
Feminino
Copaiba 15,00 + 2,01 17,40 + 2,07 18,80 + 2,39 20,00 + 1,95
1000 mg (F)
Copaiba 250 15,20 + 1,48 16,80 + 2,39 17,20 + 2,17 19,40 + 1,95
mg (F)
Copaiba 62,5 16,80 + 1,92 16,00 + 1,22 18,00 + 2,12 18,60 + 1,56
mg (F)
Controle - 14,00 + 0,80 2400 + 1,95 24,40 + 2,50 24,80 + 2,92
Masculino
Copaiba 28,67 + 2,31 26,33 + 1,15 18,00 + 15,13 29,00 + 1,41
1000 mg (M)
Copaiba 250 19,00 + 2,65 25,67 + 2,08 26,67 + 3,06 29,00 + 1,73
mg (M)
Copaiba 62,5 16,00 + 2,10 18,67 + 1,40 23,33 + 1,98 26,00 + 1,00
mg (M)

Fonte: Autoria propria

5.3.3.3 Andlise macroscoépica dos 6rgaos

Apos o periodo de tratamento com a droga, 0os animais foram eutanasiados,
seguindo entdo o protocolo da OECD 410 (1981) foi realizado a necropsia
macroscopicas dos roedores, que envolve toda superficie externa do corpo, todos os
orificios e as cavidades cranianas, toracica, abdominal e seus respectivos conteudo.

Depois de toda essa andlise, ndo houve sinais que indicassem mudancas



49

significativas que pudessem confirmar efeitos toxicos quando relacionadas ao grupo
controle.

Para da seguimento as analises, os 6rgdos e a pele tratada e normal dos
animais foram coletados. Assim que coletado, os rins, figado e testiculos foram
pesados imediatamente para evitar a secagem dos 0Orgdos e comparados ao
percentual correspondente ao peso do animal vivo.

Os trés orgaos sujeitos a pesagem segundo o protocolo, estdo presentes na
Tabela 7, a qual mostra que nenhum exibiu alteracbes referente ao peso relativo
com o mesmo orgdo do grupo controle (em negrito) diante das andlises estatisticas
que foram aplicadas.

Tabela 7- Peso relativo dos 6rgdos dos animais submetidos ao estudo da Toxicidade Dérmica em
Doses Repetidas, conforme OECD 410 (1981).

RINS FIGADO TESTICULO PESO (g)
PESO RELATIVO  PESO RELATIVO  PESO RELATIVO (%) PESO DOS
(%) £ DP (%) £ DP +DP ANIMAIS (g) + DP
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Controle - -
Feminino 0,716 + 0,037 4,106 =+ 0,132 246,20 = 1521
Copaiba 1000 0,802 + 0,035 3,933 + 0,080 - 242,60 = 10,26
mg (F)
Copaiba 250 0,802 + 0,035 3,772 + 0,132 i 193,00 + 12,90
mg (F)
Copaiba 62,5 0,729 =+ 0,074 4,106 =+ 0,132 208,20 + 8,56
mg (F)
Controle - 0947 + 0,060 4,197 <+ 0,362 1,347 + 0,055 268,00 + 26,29
Masculino
Copaiba 1000 0,835 + 0,046 4,204 + 0,222 125 + 0,011 27767 = 513
mg (M)
Copaiba 250 0,851 + 0,004 4,172 + 0,115 1,181 + 0,092 268,00 = 11,31
mg (M)
Copaiba 62,5 0,853 + 0,001 4,004 + 0,033 1265 + 0,026 261,33 = 321

mg (M)

Fonte: Autoria propria

5.3.3.4 Parametros bioquimicos

Conforme os dados apresentados na Tabela 8, os animais néo

apresentaram alteracdes bioquimicas significativas estatisticamente que fossem
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caracterizados sinais toxicolégicos quando comparados aos grupos controles

masculino e feminino.

Tabela 8 - Avaliagdo dos parametros bioquimicos dos animais submetidos ao protocolo da OECD
410.

Alb Ca? CI- Cre Fos Gli Ptn TGO TGP
g/dL  mg/dL mEg/L mg/dL mg/dL  mg/dL g/dL U/L U/L

Controle- 2,33 5,68 96,2 0,3 31,05 213,81 5,94 313,6 85,6
Feminino +081 +£191 +6,02 +013 £391 £4333 +£190 1256 +1549

Copaiba 3,04 9,84 95,3 0,43 10,98  160,4 6,13 1922 76,8

1000mg +0,15 +0,76 +0,74 +0,07 +1,39 + +0,29 +17,20 +7,6
(F) 21,22

Copaiba 2,82 9,65 99,95 0,26 7,48 165,9 5,99 214,2 85,8

250 mg +0,67 +024 +203 +015 +136 *+1519 +139 +36,40 +4,76
(F)

Copaiba 3,32 9,3 99,13 0,35 10,5 208,55 7,06 166,25 82,33
62,5 mg +032 +087 +885 +0,13 +276 +3649 +084 +1839 +1247
(F)

Controle- 2,53 8 105,42 0,24 10,3 237,82 5,35 136,4 75,2
Masculino +0,18 +0,67 +1,16 +0,02 +0,67 +17,83 0,29 +4,39 + 8,29

Copaiba 3,01 9,58 98,33 0,36 10,3 159,25 6,87 2435 72,25
1000 +0,25 +056 +516 +0,11 +2,78 +2641 +1,71 +20,01 11,24
mg(M)

Copaiba 3,11 10,17 101,07 0,28 10,63 179,23 6,59 222,67 90,33
250 mg +0,07 1 +437 +009 +404 +£1381 +021 +48,69 +2,52
(M)

Copaiba 3,34 10,23 106 0,22 13,37 160 5,94 221,33 77,67
62,5 mg +040 0,12 +361 =+006 +148 +5511 0,50 +8,5 + 10,07
(M)

Fonte: Autoria propria

5.3.3.5 Parametros hematoldgicos

Todos os animais submetidos durante os 21 dias ao teste de toxicidade
dérmica em doses repetidas com a Copaiba, foram sujeitos a colheita de material
bioldgico (sangue) para analise dos parametros hematolégicos. De tal modo, em um
analisador BC2800 (Mindray Company), foi avaliado a série de células vermelhas,
leucdcitos e plaquetas de cada animal e os resultados apresentados na Tabela 9 e
10.

Quanto aos animais do sexo masculino, estes apresentaram alteracdes

somente no numero de leucécitos dos animais tratados com Copaiba 1000 mg/kg.
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Tabela 9 - Avaliacdo dos paradmetros hematolégicos dos animais submetidos ao protocolo da OECD
410.

Hemacias x108/mms3 Hemoglobina Hematocrito % Plaquetas 103/
g/dL mm?3

Controle (F) 7,22 +1,00 14,05 +0,77 38,55 +5,57 440,00 +16,31
Copaiba

1000 mg (F) 6,83 + 0,60 13,52 +1,15 37,72 +2,87 620,20 +111,88
Copaiba

250 mg (F) 5,29 +0,97 14,04 +0,89 34,78 + 4,59 616,00 * 63,35

Copaiba 62,5
mg (F) 6,02 + 0,57 1256 +0,74 34,08 +3,15 357,50 + 80,45

Controle (M) 7,47 +0,11 13,90 *0,28 39,30 +0,14 740,50 +173,24

Copaiba
1000 mg (M) 6,27 +1,04 13,70 £1,27 39,58 +7,18 1076,75 +215,93
Copaiba
250 mg (M) 6,00 +2,35 14,70 £1,11 40,33 +1298 752,00 + 88,90
Copaiba 62,5
mg (M) 7,99 + 0,68 16,37 +£0,59 16,73  +28,98 428,33 + 66,50

Fonte: Autoria propria

Tabela 10 - Avaliagdo dos parametros leucocitarios dos animais submetidos ao protocolo da OECD
410, que avalia a toxicidade dérmica em doses repetidas no decorrer de 21 dias. Os dados séo
apresentados conforme a unidade internacional de cada analito (Média + Desvio Padréo). Cada grupo
possui um n de 5 animais. A analise estatistica realizada foi o de ANOVA two way seguido do Teste
de Mudltipla comparacdo de Turkey. Leucécitos (Leuc), Granulécitos (Gran), Linfécitos (Linf),
Mondcitos (Mon).

Leuc /mm3 Gran Linf /mms3 Mon Gran % Linf % Mon %
/mms3 /mms3
Controle 6150,00 1748,10 4165,35 536,55 27,15 64,60 8,25
(3] + 369,68 +129,4 + 54,94 + 286,59 +2,90 +1,27 +4,17

Copaiba
1000 mg (F) 6420,00 1617,84 4237,20 564,96 25,20 66,00 8,80
+1441,18 + 467,21 + 801,45 +191,48 +1,92 +2,35 +1,3

Copaiba
250 mg (F) 6658,00 1660,51 4135,95 861,55 24,94 62,12 12,94
+971,4 + 460,21 + 523,01 + 287,27 +4,12 + 6,28 +2,94

Copaiba

62,5 mg (F) 6724,00 1780,52 4224,02 719,47 26,48 62,82 10,70
+ 850,98 + 637,95 +711,68 + 164,51 +5,21 +4,73 +5,05
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Controle
(M)

Copaiba
1000 mg (M)

Copaiba
250 mg (M)

Copaiba
62,5 mg (M)

7250,00
+919,24

7740,50
+ 407,68
*kkk
7370,33
*+ 669,05

7200,00
+ 563,47

2057,15
+118,44

2266,40
+ 264,75

1905,20
+ 818,96

1826,60
+ 73,27

4657,85
+ 529,55

4596,30
+ 863,49

4676,50
+ 2043,57

4368,20
+ 446,22

535,00
+ 271,25

878,55
+ 356,18

788,63
+ 326,58

1005,80
+ 82,43

28,50
+1,98

29,28
+4,81

25,85
+ 13,36

25,37
+ 1,65

64,30
+0,85

59,38
+4,82

63,4
+18,74

60,67
+1,53

7,20
+2,83

11,35
+ 3,29

10,70
+ 5,37

13,97
+0,35

Fonte: Autoria propria
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6 DISCUSSAO

Dentre as espécies do género Copaifera, a C. reticulata esta entre as que
mais possuem um quantitativo de atividades bioldégicas mencionadas na literatura,
0s quais descrevem seus diversos efeitos como “antimicrobiano, anti-inflamatorio,
inseticida, antinociceptivo, antilitico, cicatrizante, ansiolitico e antiprotozoario”
(JUNIOR, 2018; SACHETTI et al, 2009; LIMA,2020).

Quanto a caracterizagdo quimica dos compostos identificados na Copaiba
(Copaifera reticulata), os achados (presenca majoritaria de sete sesquiterpenos
(68,26%) e cinco diterpenos (24,89%), corroboram com os resultados das pesquisas
realizadas na mesma espécie e género da Copaiba, por (Lima et al. 2020; Santos et
al, 2020; Ferreira et al, 2017; Silva et al, 2016; Silva et al, 2012 e Rio,Serti¢,2001),
gue confirmam a presenca de sesquiterpenos seguidos de diterpenos, com destaque
para B-cariofileno e Acido cauranoico respectivamente.

Com relacéo aos ensaios de seguranca, no que diz respeito a Toxicidade Oral
Aguda, o estudo apontou que elementos como pélos, pele, olhos e mucosas e
demais sinais clinicos ja mencionados, permaneceram inalterados. O ganho de
massa corpérea seguiu em modo linear ao consumo de alimento, quando
comparado ao grupo controle. Em se tratando da analise macroscopica, 0s 0rgaos
nao apresentaram nenhum tipo de modificacdo. Portanto, ndo houve sinais que
evidenciassem um nivel de toxicidade para a substancia em investigacdo. Os
estudos de toxicidade, aguda oral, do éleoresina de C. reticulata com doses de 300
e 2000 mg/kg, aplicadas em ratas Wistar, realizados por Sachetti (2010), relevaram
a auséncia de sinais clinicos de toxicidade, reducdo no peso corporeo, alteracdo na
ingestdo de ragdo, bem como, a ndo apresentacdo de efeitos neurotdxicos
(modificacdo em atividade motora, comportamental e sensorial).

Lima (2014), realizou um estudo com a linhagem wistar, empregando
Oleorresina de C. por via oral, onde observou que no decorrer do tratamento, nao se
registrou nenhuma morte e ndo houve sinais clinicos de toxicidade. Desta forma,
nao teve apresentacdo de alteracdes no que tange ao desenvolvimento ponderal
dos ratos, considerando a inexisténcia estatisticamente significativa entre os grupos

tratados e os grupos controles. O autor menciona, ainda, que apenas 0 consumo



54

diario de agua foi maior nos grupos tratados, tanto nos machos como também nas
fémeas, entretanto foi relevante tdo-somente entre as fémeas. J& com relacéo a
ingestdo diaria de racdo, os grupos controles, tanto machos quanto fémeas,
apresentaram um maior consumo, porém nao houve significancia estatistica entre os
grupos.

Na pesquisa de Gongalves (2014), com a uso de ratos, fémeas e machos da
linhagem Wistar, com pesos de 200- 240g, e 310-340g, e camundongos machos
pesando em média de 25-35g, para os ensaios de toxicidade oral aguda utilizando o
0leo de C. multijuga, os resultados exibiram que o 6leo de copaiba até 4g/kg ndo
causou morte ou alteragdo no comportamento padrdo dos animais, igualmente, a
inalteracdo da ingestdo de agua e racado durante o periodo de dias de observacao
determinado no protocolo OCDE-423/2001.

No estudo conduzido por Sachetti et al. (2011), para perquirir a “toxicidade
para o desenvolvimento da 6leorresina de copaiba obtida da Copaifera reticulata”,
foram empregados ratos Wistar machos e fémeas nuliparas, resultando em
alteracdes no consumo de alimento e consequentemente no peso dos animais,
quando submetidos a doses de 1.000 e 1.250 mg/kg de peso corporal/dia. No
entanto, ndo foi exibida nenhuma evidéncia de toxicidade materna na dose de
500 mg/kg de peso corporal/dia, considerada a dose mais baixa testada. Deste
modo, o estudo concluiu, que a O6leorresina de C. reticulata ndo se mostrou
teratogénica para ratos em qualquer nivel de dosagem testado.

Nos dultimos anos, tem sido publicado na literatura diversos estudos
conduzidos com varias espécies de copaiba, geralmente, desenvolvidos em
camundongos, Sachetti (2010), explana que tais pesquisas concernem uma baixa
toxicidade aguda desta planta.

Para a Toxicidade Dérmica Aguda, também ndo foram observadas
alteracOes estatisticamente significantes, considerando que nao houve modificacédo
comportamental e nem a presenca de sinais clinicos de toxicidade no decorrer dos
dias os quais foram expostos aos experimentos, sobretudo na regido onde o
componente foi aplicado. Os resultados para este tipo de toxicidade, exibem
comparacao com os resultados do estudo de Silva et al., (2011), que realizou em
Camundongos Swiss fémeas e Ratos Wistar machos, os ensaios de toxicidade

aguda dérmica utilizando Oleorresina da copaiba com uma dose maxima ou de pelo
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menos 2000 mg/Kg, em uma das etapas de sua pesquisa, com a finalidade de
desenvolver e caracterizar sistemas nanoestruturados. Os achados da investigacao
demonstram a néo existéncia de sinais clinicos de toxicidade dérmica como irritacado
e escaras leves a graves, obtendo-se um score negativo (score 0).

Oliveira et al., (2015), procedeu um estudo com o0 objetivo de avaliar o
potencial anti-inflamatorio da oleorresina de Copaifera paupera, e no que tange ao
processo de testes de seguranca, mais especificamente o de toxicidade dérmica
aguda. Apos a aplicacéo de oOleorresina na forma pura, no dorso dos animais, nao foi
observado a presenca de eritema/escaras, ou formacdo de edema, sendo entéo,
esses sinais classificados como grau 0 na escala. Parametros como alteragbes no
comportamento e consumo alimentar ndo se fizeram presentes.

No que concerne a Toxicidade Dérmica em Doses Repetidas, foram obtidos
dados relacionados ao consumo de ragcdo, comportamento e peso dos animais,
necropsia e peso dos 6rgaos. O consumo de racdo ocorreu dentro dos parametros
normais, nao foram observadas diferencas significativas para este item,
corroborando assim com os estudos de (SACHETTI, 2010; SAMPAIO, 2022;
PACHECO,2014). Quanto ao ganho de peso, houve um crescimento de forma
gradativa, tanto nos grupos experimentais como nos controles, porém, estas
alteracbes mostram-se insignificantes a medida que correspondem a ingestao de
alimentacéo, conforme destaca (CAVALCANTE,2012; SILVA et al., 2019; OLIVEIRA
et al., 2015).

No parametro de comportamentos e alteragBes fisicas, alguns animais
tratados com a Copaiba na dosagem de 1.000 mg/kg, exibiram alteracbes como
ampliacdo da sensibilidade dérmica, agitacdo, inquietude, pilo ere¢éo e alguns caso
de diarreia. Neste contexto, os achados ratificam os resultados da pesquisa de Lima
et al, (2015), que durante a determinacdo do potencial anti-inflamatério da
Oleorresina de Copaifera paupera, nos testes de aplicacdo de doses repetidas,
evidenciou que a exposi¢cao continua a Oleorresina in natura da espécie C., pode
gerar irritacdo na pele, ndo corrosiva, podendo ser mediada através da suspenséo
da substancia. Sachetti (2010), explana que a piloerecéo e a diarreia, podem ser
resultantes do stress imposto aos animais no decorrer do processo de manipulagao.

Outrossim, nos roedores tratados com 1/4 e 1/8 da dose maxima permitida

pelo protocolo, ndo foram observadas alteracdes na pele, olhos e mucosas, aparelho
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respiratorio, circulatério, autbnomo e sistema nervoso central, sinais de tremores,
convulsdo, salivacdo, diarreia, letargia, sono, coma, alteracdo na atividade
locomotora e comportamental. Somando assim, as pesquisas de Carvalho (2005),
que utilizou a Oleorresina in natura da espécie C. duckei por um periodo de 7 dias
em ratos e nos seus resultados nao houve irritagcdo na pele e sinais de processo
inflamatorio localizado, que pudesse ter relagdo com o uso do 6leo.

Lima (2014), realizou experimento com a O6leorresina da espécie C. duckei,
em sua forma in natura (40 mg/kg) por 22 dias consecutivos, por meio da via vaginal,
e seus resultados demostraram a auséncia de sinais de irritagdo na mucosa. Do
mesmo modo, Brito et al. (2006), administrou por 14 dias a O6leorresina de C.
officinalis em sua forma pura sobre o membro posterior de ratos, e concluiu a
inexisténcia de irritacdo ou lesdo na pele dos animais.

Em referéncia aos resultados da necropsia macroscépica, ndo foram
observados indicativos de alteragfes significativas que pudessem ratificar toxicidade
guando comparados ao grupo controle, tal como, os 6rgaos figado, rins e testiculos,
gue tiveram seus pesos analisados, ndo apresentaram indicios de alteracfes para
este parametro. Sachetti (2010), analisou os érgaos como rins, figado e cérebro de
ratas durante a “avaliagao toxicolégica do dleo-resina de copaiba em ratos: estudos
de toxicidade aguda, neurotoxidade e embriofetotoxidade”, e nao identificou
alteracdes significantes.

Quanto aos parametros bioquimicos, a andlise relevou a existéncia de
nenhuma alteracdo estatisticamente significante nos grupos testados. Lima (2014),
observou durante o tratamento subcrénico com o Oleorresina de C. duckei,
administrado via oral, que houve alteracbes na dosagem de determinados
parametros bioquimicos nas ratas (colesterol total), que estiveram mais altos,
quando correlacionados ao grupo controle. Além disso, o autor demonstrou em seus
resultados a ocorréncia da reducéo da glicemia, e aumento significativo, dos niveis
séricos de creatinina, em machos e fémeas respectivamente do grupo tratado.

Na avaliagdo dos parametros hematoldgicos, contataram-se alteracdes no
namero de leucocitos, apenas em animais do sexo masculino, dos animais tratados
com Copaiba 1000 mg/kg. De acordo com Lima (2014), o uso via oral Oleorresina de
C. néo originou interferéncias tanto em machos quanto em fémeas, considerando

gue os parametros sanguineos se mantiveram dentro da faixa de normalidade, com
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excecao das plaquetas das fémeas tratadas. Segundo o mesmo estudo do referido
autor, a utilizacdo subcrbénica do CVORCD (creme vaginal do 6leorresina de C.

duckei), alterou parametros como a hemoglobina, hematécrito e linfocitos.

7 CONCLUSAO

Através dos resultados alcancados e em meio as condi¢cdes experimentais
empregadas e a analise destes correlacionada com a literatura cientifica, foi possivel
concluir qgue o dleorresina de Copaifera reticulata ndo apresentou toxicidade nas
doses testadas neste estudo, considerando que o experimento com o Oleorresina,
para avaliacdo da toxicidade oral aguda, toxicidade dérmica aguda e toxicidade
dérmica em doses repetidas, ndo evidenciou-se sinais clinicos de toxicidade, ndo
havendo ocorréncia de registro de Obito, somando a inexisténcia de alteracbes
significativas nos parametros avaliados na pesquisa. Para tanto, faz-se necessario o
desenvolvimento de novos estudos com espécies diferentes de Oleorresina de

Copaifera.
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ANEXO | — Certificado do Comité de Etica no Uso de Animais

DaMsa022 12:34 Cenficado

Universidade Federal do Oeste do Para CE UA

')
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS m

CERTIFICADO

Certificamnos gue © Protocolo W® 0320220198, intitulade PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
FITOMEDICAMENTO COM BASE MA ANDIROBA, JUCA E COPAIBA, =ob a responsabilidade de Waldiney
Pires Moraes, esta de acordo com os Principios éticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho
Macional de Controle de Experimentacdo Animal (COMCEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol N® 0320220198, entited "PESQUISA E DESENVOLVIMEMTO DE
FITOMEDICAMENTO COM BASE MA ANDIROBA, JUCA E COPAIBA™, is in agresment with the Ethical
Principles for Animal Resesarch established by the National Council for Control of Animal Expenmentation
{COMNCEA). This project was approved by the institutional Commission for Ethics in the Use of Animals of
Universidade Federal do Oeste do Para.

Santarém-PA, 09/05/2022

Prof. Dra. Adriana Caroprezo Morini
Presidents

Yerificar a autenticidade do cerificado em hitp fufopa.edu.briceuatalidar-certificado
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