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RESUMO

O uso de produtos naturais como opcéo terapéutica alternativa cada vez mais vem sendo
estimulado. Dentre os mais utilizados, destaca-se a oleorresina de copaiba, por seus efeitos
anti-inflamatorio e cicatrizante. Em decorréncia disso, o objetivo desse estudo foi avaliar o
potencial anti-inflamatdrio da oleorresina da espécie Copaifera paupera. Para isso, a pesquisa
foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFOPA, n° 01001/2014,
assim como pelo SISBIO 44380-1. Foi realizada a coleta e a caracterizacdo quimica da
oleorresina da espécie C. paupera procedente da Floresta Nacional do Tapajds. Para 0s
ensaios biologicos foram utilizados Rattus norvegicus, machos e fémeas, saudaveis e
sedentarios. Inicialmente foi feita a avaliagdo da toxicidade oral aguda. O grupo teste foi
tratado com 2000 mg/kg (v.0.) de oleorresina de C. paupera e acompanhados durante 14 dias
para observacdo de possiveis reacdes tdxicas. Também foi realizada a avaliacdo das enzimas
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase e gama-glutamil transferase, além de
analise hematoldgica. No teste de irritacdo dérmica foi feita a tricotomia do dorso dos animais
para aplicacdo da substancia a ser testada (oleorresina de C. paupera in natura; gel de copaiba
a 10% ou fonoforese), foram formados grupos de Unica aplicagdo e aplica¢fes durante 6 dias.
Foi observada a formacao de eritemas/escaras e edema, graduados em grau 0 a 4. Para testar a
acdo da oleorresinarresina sobre fase inflamatéria da lesdo muscular, os animais foram
submetidos a um trauma contuso e divididos em grupos tratados por 1 e 6 dias: Controle, que
ndo recebeu tratamento; Grupo ultrassom terapéutico; Grupo gel de C. paupera a 10%; E
grupo fonoforese. O musculo gastrocnémio dos animais foi extraido e submetido a rotina
histoldgica, corado com hematoxilina-eosina e analisado em microscopio Optico. A analise
envolveu os pardmetros: infiltrado inflamatdrio, necrose, fibrose, edema e células com ndcleo
centralizado. Para a avaliacdo da atividade antiedematogénica foi realizado o teste de edema
de pata induzido por carragenina, e como tratamentos foram utilizas duas formas de
administracdo: uso topico (in natura e em gel a 10%) e via oral (10, 100 e 500 mg/kg). Como
resultados, a oleorresina de C. paupera apresentou 0s componentes majoritarios: a-Copaeno
(38,55%), p-Cariofileno  (20,94%) e p-Bisaboleno  (12,37%). N&o gerou
morbidade/mortalidade nos animais, nem alteragbes nas enzimas hepatobiliares ou no
hemograma. Sua administracdo tépica ndo gerou irritacdo dérmica ap6s Unica aplicacédo,
porém, ap0ds 6 aplicacdes consecutivas, a forma in natura gerou eritema no dorso dos animais.
Durante a avaliacdo histoldgica do tecido muscular, o gel de copaiba 10% gerou reducdo do
edema tecidual no 2° dia, e reducdo do edema e do infiltrado inflamatorio no 7° dia apos a
lesdo. No teste de atividade antiedematogénica a oleorresina administrada por via oral inibiu o
edema de pata na 12 hora com as doses de 500 mg/kg e 100 mg/kg, e na 22 e 32 com a dose de
500 mg/kg. J& sua administracdo por via tépica ndo apresentou acdo antiedematogénica. A
partir disso, é possivel sugerir que a oleorresina de Copaifera paupera além de possuir baixo
indice de toxicidade, pode auxiliar na reducéo de processos inflamatorios agudos.

PALAVRAS — CHAVE: Copaiba. Inflamac&o. Edema. Toxicidade



LIMA, Helen Soares. Anti-inflammatory potential of the oleoresin of Copaifera paupera
(Herzog) Dwyer - Leguminosae. 2015. 82 p. Dissertacdo de Mestrado em Biociéncias.
Programa de P6s Graduacdo em Biociéncias. Universidade Federal do Oeste do Para —
UFOPA, Santarém, 2015.

ABSTRACT

The use of natural products as an alternative therapeutic option is increasingly being
stimulated. Among the most widely used, there is the oleoresin of copaiba, for its anti-
inflammatory and healing effects. As a result, the objective of this study was to evaluate the
anti-inflammatory potential of the oleoresin of the species Copaifera paupera. For this, the
research was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of UFOPA, No.
01001/2014, as well as the SISBIO 44380-1. The collection and the chemical characterization
of oleoresin of the species C. paupera coming from the Tapajos National Forest was held. For
biological assays, Rattus norvegicus individuals were used, males and females, healthy and
sedentary. Initially, the assessment of acute oral toxicity was made. The test group was treated
with 2000 mg / kg (orally) of oleoresin C. paupera and monitored for 14 days for observation
of possible toxic reactions. An evaluation of the enzymes alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase and gamma-glutamyl transferase was also performed, and haematological
analysis. The trichotomy of the dorsum of the animals for applying the substance to be tested
(oleoresin of C. paupera in nature; gel copaiba 10% or phonophoresis) was made in the skin
irritation test, forming single application groups and applications for 6 days. The formation of
erythema / eschar and edema was observed, graduates from degree 0-4. To test the action of
the oleoresin on the inflammatory phase of muscle injury, animals were subjected to blunt
trauma divided into groups and treated for 1 to 6 days: Control, which received no treatment;
Therapeutic ultrasound group; Gel Group of C. paupera 10%; and phonophoresis group. The
gastrocnemius muscle of the animals was extracted and subjected to histological routine,
stained with hematoxylin-eosin and examined under an optical microscope. The analysis
included the parameters: inflammatory infiltrate, necrosis, fibrosis, edema and cells with
central core. For evaluation of antiedematogenic activity, the paw edema test induced by
carrageenan was carried out, and two administration forms were used as treatments: topical
use (fresh and gel at 10%) and orally (10, 100 and 500 mg / kg). As a result, the oleoresin C.
paupera presented the major components: a-copaene (38.55%), B-caryophyllene (20.94%)
and P-bisabolene (12.37%). There was no morbidity/mortality in animals or changes in
hepatobiliary enzymes or in the blood count. Topical administration did not produce skin
irritation after a single application, but after 6 consecutive applications, in natura form
generated erythema on the back of animals. During the histological evaluation of muscle
tissue, the gel copaiba 10% generated reduction of tissue edema on the 2nd day, and reduction
of edema and of the inflammatory infiltrate on day 7 after injury. In antiedematogenic activity
test, the oleoresin administered orally inhibited the paw edema within 1st hour with 500
mg/kg and 100 mg/kg, and the 2nd and 3rd with the dose of 500 mg/kg. Its administration by
topical use showed no antiedematogenic action. From this it is possible to suggest that the
oleoresin of Copaifera paupera besides having low toxicity index, can help reduce the acute
inflammatory processes.

KEYWORDS: Copaiba. Inflammation. Edema. Toxicity
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos naturais como opgdo terapéutica alternativa para o tratamento de
doencas vem sendo cada vez mais estimulado. Na regido amazonica a diversidade de recursos
naturais proporcionou a detencdo de um importante conhecimento dentro da medicina
popular, que vem sendo repassado de geracdo a geracdo. Devido a isso, de forma a
desenvolver tratamentos com menos efeitos colaterais e menor custo, ou com indicacdo
terapéutica complementar, o uso de produtos naturais tem sido objeto de muitos estudos
(BRASIL, 2009; MUNIZ, 2009).

Entre os mais utilizados, destaca-se a oleorresina de copaiba, um liquido composto por
sesquiterpenos e diterpenos, extraido do tronco das arvores do género Copaifera. Possui
varias espécies descritas, dentre elas, a Copaifera paupera. Trata-se de um dos mais
importantes produtos da flora brasileira, difundido na medicina popular desde o século XVI
(MUNIZ, 2009). E comumente utilizada por via oral, associado ou ndo a outros produtos
naturais, assim como, por via topica, na sua forma pura e também em forma de pomadas e
géis (GARCIA; YAMAGUCHI, 2012; LEANDRO et al., 2012; MACIEL; PINTO; VEIGA
JUNIOR, 2002).

A oleorresina de copaiba é reconhecida popularmente por seus efeitos terapéuticos,
principalmente o anti-inflamatdrio e o cicatrizante, sendo muito utilizada para reducéo dos
sinais clinicos da inflamacdo e recuperacdo dos tecidos apds lesdes de diversas origens
(ALMEIDA, 2011; BRITO et al., 2006; CARVALHO, 2005; NOGUEIRA et al., 2012).

O processo inflamatdrio € uma resposta protetora do organismo a qualquer estimulo
nocivo e tem como principal objetivo a eliminacdo do agente lesivo e preparo do tecido
atingido para recuperacdo. Pode ter causa enddgena ou exdgena e é caracterizado pelos sinais
clinicos de dor, calor, eritema, edema e em alguns casos, perda de funcdo (CARVALHO et
al., 2013; SILVA; MACEDO, 2011). Tradicionalmente, independente da origem, esse
processo é tratado com anti-inflamatorios esteroidais (AIES) ou ndo esteroidais (AINES),
entretanto, diversos estudos vém buscando formas alternativas e eficazes de reduzi-lo e
otimizar o tempo e a recuperagdo do tecido lesionado produzindo menos efeitos colaterais
(ALFREDO, 2008; MAIA-FILHO et al., 2011). Nesse contexto, 0 uso de produtos naturais
vem sendo intensamente investigado.

Em decorréncia disso, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial de acdo da

oleorresina de Copaifera paupera sobre o processo inflamatorio agudo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Para a Organizagdo Mundial de Satde (1998), planta medicinal ¢ “todo e qualquer
vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”. A utilizacdo desse
recurso com finalidade medicinal é uma pratica comum desde os primoérdios da humanidade
(MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002), e ha registros de sua utilizagdo por civilizagdes
antigas na China, Grécia, Roma e Egito (LAMEIRA; PINTO, 2008).

A partir da década de 1950 o uso de plantas medicinais diminuiu em decorréncia da
evolucdo da medicina alopatica, porém, devido aos custos elevados dessa forma de
tratamento, 0 uso de produtos naturais continuou sendo a alternativa terapéutica de
populacbes carentes de paises em desenvolvimento (GARCIA; YAMAGUCHI, 2012; VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Somente a partir de 1978 o investimento em plantas
medicinais voltou a ser feito, estimulando a abertura do mercado nacional e internacional na
area de fitoterdpicos. Esse incentivo se deu em decorréncia das descobertas constantes da
efetividade de algumas plantas medicinais, além do menor custo e sua aceitacdo pelos
profissionais da satde e comunidade em geral (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008).

Devido ao consumo crescente desses produtos, muitas vezes, sem nenhuma
regulamentacdo, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) orienta que haja uma conexdo entre
a medicina tradicional empirica e a medicina cientifica, visto que as observagdes populares
sobre a utilizacdo e eficacia dessas plantas contribuem significativamente para a divulgacgéo e
estudos sobre suas propriedades medicinais (ALMEIDA, 2011; MACIEL; PINTO; VEIGA
JUNIOR, 2002).

No Brasil, 0 uso de produtos naturais é bastante difundido em decorréncia de fatores
econémicos, heranca cultural africana, indigena e europeia e pela vasta biodiversidade do
pais, principalmente nas regibes da Floresta Amazbnica, Mata Atlantica, Pantanal
Matogrossense e Cerrado (ALMEIDA, 2011; LIMA, 2014). Dentre os produtos naturais mais
utilizados na medicina popular no Brasil, destaca-se a oleorresina extraida das diversas
especies de arvores do género Copaifera. Em decorréncia disso, avaliar as propriedades

medicinais da oleorresina da espécie C. paupera foi o objetivo deste estudo.
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2.1.1 Copaiba - Copaifera paupera

As “copaibeiras” sd0 arvores nativas da regido tropical da América Latina e também
da Africa Ocidental (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). A maioria dos estudos sobre o género
Copaifera esta relacionada com o 6leo que é exsudado do tronco destas arvores, a oleorresina
de copaiba, muito utilizado na medicina popular para fins terapéuticos em decorréncia de seus
efeitos anti-inflamatério, analgésico, antiedémico e bactericida (GOMES et al., 2010;
MASSON et al., 2013; MUNIZ, 2009; SANTOS et al., 2008; VEIGA JUNIOR et al., 2007).

Pertence a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae, género Copaifera.
Possui 72 espécies descritas, sendo 16 delas encontradas no Brasil. As espécies botanicas
mais frequentemente utilizadas na produgdo de 6leo sdo: C. reticulata (70%), C. guianensis
(10%), C. multijuga (5%) e C. officinalis (5%) (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009; VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002).

Figura 1 — No centro da foto um exemplar de Copaifera sp.
Foto: Inaé Ferreira.

Sd&o arvores de crescimento lento, alcangam de 25 a 40 metros de altura, podendo viver
até 400 anos. A floracdo e frutificacdo ocorre a partir dos 5 anos de idade, em plantios. A
floracdo ocorre entre outubro e julho e a frutificagdo entre junho e outubro (NOGUEIRA et
al., 2012; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

A origem do nome copaiba vem do tupi cupa-yba, que significa arvore de depésito, ou

que tem jazida, fazendo referéncia ao 6leo que guarda em seu interior. A designacao correta
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para o 6leo de copaiba é “a oleorresina”, pois se trata de uma seiva vegetal constituida por
acidos resinosos e compostos volateis (MUNIZ, 2009; RAMOS, 2006). Suas caracteristicas
variam em decorréncia da espécie, condi¢cbes ambientais e sazonalidade (RIGAMONTE-
AZEVEDO et al., 2004). E um liquido com aroma forte e sabor amargo, que pode apresentar
baixa ou alta viscosidade e coloracdo amarelo-palido até castanho dourado ou vermelho
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Figura 2 — Oleorresina de trés espécies de Copaifera da Floresta Nacional do Tapajés (FLONA).
(A) C. paupera, (B) C. reticulata e (C) C. dukei
Foto: Helen Lima

Essa oleorresina provém de canais secretores localizados principalmente no tronco da
arvore. Sao canais formados pela dilatacdo de espacos intercelulares (meatos) que se
intercomunicam no meristema, chamados de canais esquizogenos (PIERI; MUSSI;
MOREIRA, 2009). Para a extragdo do oleo, atualmente a técnica que tem sido considerada
como préatica ndo agressiva e sustentavel, e € hoje a mais utilizada, foi descrita por Oliveira,
Lameira e Zoghbi (2006). Consiste na perfuragio do tronco com um trado de
aproximadamente 2 cm de diametro e 45 cm de comprimento, fazendo-se dois orificios na
altura de 1 m e 1,50 m acima da base da planta, por onde é feita a extracdo. Apds o completo
escoamento do 6leo, os orificios sdo vedados com cano do tipo PVC com % de diametro e 10
cm de comprimento contendo uma tampa de plastico que é utilizada para facilitar as proximas
coletas e proteger a arvore (GARCIA; YAMAGUCH]I, 2012).

Para a caracterizacdo quimica dessa oleorresina, as técnicas utilizadas sdo a
cromatografia gasosa de alta resolucdo (CGAR) e cromatografia gasosa de alta resolucao
acoplada a espectrometria de massas (CGAR-EM) (RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004).

Quanto a sua composicdo, o 6leo de copaiba € uma resina liquida rica em
sesquiterpenos e diterpenos em diferentes concentragdes. Sendo o acido copélico considerado
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0 marcador bioldgico da copaiba por estar presente em todos os 6leos analisados (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002).

As propriedades medicinais desse 6leo ja eram bastante difundidas entre os povos
locais que viviam no Brasil na época que aqui chegaram os primeiros exploradores europeus
no século XVI. Atualmente, trata-se de um dos produtos mais conhecidos e populares da flora
brasileira e vem sendo indicado para diversos fins, tanto farmacologicos como também
cosméticos e industriais (CARVALHO et al.,, 2005; LEANDRO et al.,, 2012; VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002). Como opcao terapéutica, através das vias de administracdo oral e
topica, a oleorresina das diversas espécies do género Copaifera é comumente utilizada,
principalmente na regido norte do pais, devido ser conhecida popularmente pelos seus efeitos
cicatrizantes sobre os tecidos (GOMES et al., 2010; NOGUEIRA, et al., 2012).

Alguns estudos cientificos descrevendo a composicdo quimica e atividade
farmacoldgica da oleorresina de copaiba ainda sdo contraditorios. Isso muitas vezes se da
devido a caréncia de informac6es de campo sobre a variacdo de caracteristicas morfolégicas,
auséncia de ilustracbes demonstrativas e dificuldade na identificacdo botanica (MARTINS-
DA-SILVA; PEREIRA; LIMA, 2008). Além disso, essa contradicdo de resultados ocorre
principalmente durante a andlise de 6leos comerciais, j& que nesses casos a mistura de
amostras de diferentes espécies, ou coletados em arvores de idades e locais diferentes é
frequente. Também € comum encontrar adulteracdo do 6leo com &gua, banha animal ou
outros tipos de oOleos de menor valor agregado (RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004;
VIEIRA et al., 2008).

Sobre seus diversos efeitos terapéuticos, Veiga Junior et al. (2007), através de testes in
vitro com trés espécies de copaiba, C. multijuga, C. reticulata e C. cearencis constataram que
todas as espécies testadas apresentaram acdo anti-inflamatéria, inibindo a producédo de éxido
nitrico (NO).

Santos et al. (2008) testaram a atividade antimicrobiana e antifingica da oleorresina de
oito espécie do género Copaifera, e observaram boa atividade dos 6leos de C. martii, C.
officinalis e C. reticulata contra bactérias gram-positivas, atividade moderada da C. lucens
contra fungos T. rubrum e M. canis e acdo antifungica também moderada das espécies C.
cearensis, C. langsdorffii e C. multijuga contra o T. rubrum.

Estevao et al. (2009) com o intuito de testarem a acdo cicatrizante do 6leo, produziram
uma pomada com a oleorresina de C. langsdorffii a 10% e realizaram a aplicacdo topica diaria

em ratos submetidos a elevacdo do retalho cutaneo dorsal subdérmico, ao final de oito dias de
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tratamento constataram o aumento significativo da neoangiogénese quando comparado ao
grupo controle.

Gomes et al. (2010), utilizando oleorresina de Copaifera multijuga, demonstraram o
efeito antinociceptivo da espécie, com possivel acdo sobre os receptores opidides e também
sua acdo reduzindo o aumento da permeabilidade vascular, através da inibicdo dos mediadores
histamina e serotonina.

Uma espécie de copaiba que possui poucos estudos cientificos sobre seus aspectos
fisico-quimicos e propriedades farmacoldgicas é a Copaifera paupera, que tem como nome
cientifico Copaifera paupera (Herzog) Dwyer, também chamada de Copaifera reticulata
Ducke var. peruviana (REYNEL et al., 2003; RIGAMONTE-AZEVEDO; WADT; WADT,
2006). Trata-se de uma espécie encontrada no Brasil, Bolivia e Peru (MARTINS-DA-SILVA;
PEREIRA; LIMA, 2008). Na Amazénia Brasileira esta presente na sua porcdo ocidental,
principalmente no estado do Acre, onde se encontra amplamente distribuida. Ocorre
frequentemente nessa regido, pois, tem preferéncia por areas com alto indice pluviométrico,
solos argilosos, férteis e bem drenados (REYNEL et al., 2003). Apresenta comumente um
o0leo de coloracdo amarelo médio, limpido e com baixa viscosidade e tem como caracteristica
a alta produtividade (MARTINS et al., 2012; RIGAMONTE-AZEVEDO; WADT; WADT,
2006).

Dentre os estudos analisando a atividade farmacoldgica da espécie Copaifera paupera
estdo o de Tincusi et al. (2002) que constataram a acdo antibacteriana contra as espécies B.
subtilis, S. aureus, S. epidermidis. A acdo antileishmanial foi descrita por Kvist et al. (2006) e
Santos et al. (2008b). J& Santos et al. (2008a), demostraram a acdo antifingica moderada da
oleorresina ap0s teste in vitro contra as espécies T. rubrum e M. cani.

Atualmente, a utilizacdo da oleorresina de copaiba se da de forma inespecifica, na
maioria das vezes sem o controle sobre qual espécie esta sendo utilizada, e sem observar quais
propriedades terapéuticas e efeitos aquele Oleo apresenta. Dessa forma, como ndo foram
encontrados estudos sobre a acdo da oleorresina da C. paupera sobre o processo inflamatorio,
e por haver diferenca na composi¢do quimica das diversas espécies do género Copaifera, ha
necessidade de estudos especificos, a fim de se conhecer mais sobre suas propriedades

quimicas e seu potencial farmacoldgico.
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2.1.2 Toxicidade de plantas medicinais

Apesar da crenca de que o uso de produtos naturais é totalmente seguro, atualmente
sabe-se que muitas plantas utilizadas para fins medicinais apresentam substancias agressivas,
com potencial risco tdxico, principalmente para o figado e rins (LIMA, 2014; VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). No Brasil, estudos sobre o uso seguro de plantas
medicinais ainda sdo escassos, e muitos produtos sdo vendidos livremente em feiras e
mercados, frequentemente sem nenhuma fiscalizacdo ou regulamentacdo (VEIGA JUNIOR,;
PINTO; MACIEL, 2005; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005).

O uso indiscriminado e sem acompanhamento de plantas medicinais pode gerar
reagBes através de causas intrinsecas como: toxicidade, overdose, interacdo com outros
medicamentos e reacdo alérgica; e extrinsecas como: contaminac¢do, adulteracéo e preparacao
e estocagem incorreta (FERREIRA et al., 2013; SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008).

A toxicidade trata-se do potencial que determinada substancia tem de gerar um estado
patoldgico apds ser introduzida e interagir com o organismo, podendo ser gerada de forma
aguda ou crénica. A toxicidade aguda € aquela gerada a partir da administracdo de uma Unica
dose da substancia, que leva a uma rapida resposta, em um periodo de poucas horas,
provocando geralmente mortalidade (LIMA, 2014). Dentre as alteracdes geradas de forma
aguda, destacam-se efeitos colaterais como: irritagdo gastrointestinal, diarréia, sialorréia e
depressédo do sistema nervoso (MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002).

Além dos sinais clinicos, o aumento das enzimas hepatobiliares ocorre em cerca de
90% dos casos de doencas hepaticas agudas, incluindo as induzidas por drogas, sendo
consideradas dessa forma, como marcadores sensiveis para avaliagdo do potencial toxico de
uma substdncia. Dentre essas enzimas, destacam-se as transaminases (alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)) e a gama-glutamil transferase
(Gama-GT) (ALCANTARA, 2007).

As transaminases sdo enzimas distribuidas nos tecidos e presentes em grandes
quantidades nos hepatdcitos. Suas concentragdes no sangue aumentam significativamente
guando ocorre uma lesdo nessas células, em decorréncia disso, sdo consideradas como bons
indicadores de dano hepatocelular agudo e cronico, pois seu aumento pode ser detectado
mesmo em lesbes hepaticas leves e antes do aparecimento dos sintomas clinicos. Dentre as
causas de lesdo no figado que geram aumento das transaminases no sangue estao as lesdes de

origem medicamentosas, induzidas por drogas ou toxinas (COSTA et al., 2012).
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A gama-glutamil transferase trata-se de uma enzima presente em varios tecidos, como
rim, figado e intestino, porém, seus niveis séricos elevados sdo decorrentes principalmente de
lesBes de origem hepatica, referindo-se as doencas do figado e vias biliares. E considerada
uma das enzimas de maior sensibilidade nos disturbios hepéaticos e apresenta alteracdes
laboratoriais mais frequentes nesses tipos de patologias (ALCANTARA, 2007; LIMA, 2009).

Outro importante pardmetro de avaliacdo da toxicidade aguda é o sistema
hematopoiético, por ser bastante sensivel a atividades de agentes citotoxicos. Dessa forma,
apos a administracdo de uma substancia, € possivel a deteccdo de alteracbes no exame
laboratorial como leucopenia, trombocitopenia e anemia ja nas primeiras vinte e quatro horas,
dependendo no nivel de toxicidade provocada (MEDEIROS, 2009).

O potencial de toxicidade comumente esta relacionado ao uso de substancias
terapéuticas através da administracdo por via oral, porém, a via topica, que tem como
finalidade uma acdo local e geralmente apresenta baixa toxicidade, também pode gerar efeitos
indesejaveis, como irritacdo da pele e dano celular, sendo essencial também analisar o
potencial irritante de qualquer produto antes de sua utilizacdo (LIMA, 2014). Dessa forma,
para o comércio e utilizacdo adequada de produtos de origem natural sdo indispensaveis testes
para identificacdo dos principios ativos que geram os efeitos bioldgicos, e testes de avaliagdo
de toxicidade aguda, com o intuito de classificar as substancias de acordo com seu potencial
de toxicidade ou letalidade (LIMA et al., 2011).

Com a eliminacdo do uso do teste DLsy em 2002, se tém buscado protocolos
internacionalmente aceitos e validados, que avaliam esse potencial de toxicidade e atendam a
todos os requisitos da experimentacdo que se relacionam com a ética na pesquisa e bem estar
animal (SACHETTI et al., 2009; VALADARES, 2006). Dentre estes, destacam-se 0s
publicados pela Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (Organization
for Economic Co-Operation and Development — OECD) (SACHETTI et al., 2009).

Estudos toxicolégicos com algumas espécies do género Copaifera foram realizados e
demonstraram baixos niveis de toxicidade. Sachetti et al. (2009) constataram que a especie C.
reticulata apresentou toxicidade letal aguda em administracdo por via oral para valores
maiores que 2000 mg/kg. Ja Gomes et al. (2010) testaram a toxidade da espécie C. multijuga,
administrando 500 mg/kg por via oral em ratos, e verificaram que ndo houve nenhuma
alteracdo nos animais. Em 2011, Sachetti et al. analisaram a administracdo por via oral de 500
mg/kg da oleorresina de C. reticulata em ratas gestantes e ao final do teste, ndo houve dano
toxico ou neurotdxico nos fetos. Lima et al. (2011), testaram o uso topico da espécie C.

duckei, através de uma pomada vaginal a 2,5% em ratas gestantes e também verificaram
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auséncia de toxicidade materna e embriofetal, dando dessa forma, relativa seguranca de uso
desse oleorresina como agente terapéutico dentro dos limites estabelecidos nas pesquisas.
Assim, mesmo ja tendo sido testada a toxicidade de diversas espécies do género
Copaifera, a espéecie C. paupera ainda nao possui estudos nesse sentido, e pelo fato da
oleorresina apresentar variacdo quimica relacionada a fatores como, por exemplo, genéticos e

ambientais, torna-se indispensavel analisar o potencial toxico dessa espécie.

2.2 INFLAMACAO

Em decorréncia de qualquer lesdo tecidual, independente da origem, que pode ser
bioldgica (microrganismos), fisica (mecanica, térmica ou radiacdo) ou quimica (agente
irritante de natureza variada como acidos, formaldeido, céustica), o organismo gera uma
resposta uniforme, o processo inflamatdrio, que pode ser dividido em eventos vasculares e
celulares (CAMARGO, 2006; MUNIZ, 2009).

Trata-se da primeira resposta organica diante de uma lesdo, e visa defender o
organismo de um agente agressor e eliminar através da fagocitose os tecidos lesionados,
favorecendo as condicGes de recuperacdo do tecido (BRITO et al., 2006; SILVA; MACEDO,
2011). Caracteriza-se pelo aumento do fluxo sanguineo e lentiddo da circulagdo, o sangue
torna-se mais viscoso em decorréncia da saida de liquido dos vasos sanguineos, ocorre
aumento da permeabilidade microvascular pela contracdo das células endoteliais, além da
marginalizacdo de leucdcitos nas paredes dos capilares e migracdo para o tecido lesionado de
principalmente neutréfilos, permanecendo até 24 horas apds a lesdo e posteriormente
linfocitos e macrofagos, estando presentes até 14 dias apés a lesdo (KUMAR et al., 2010).

Todo esse processo é dividido em fases, a fase inicial, chamada de aguda, dura entre
24 e 72 horas, seguida entdo por uma fase subaguda que pode durar por volta de 14 dias e
uma fase mais tardia que se caracteriza por remodelamento tecidual (ALFREDO, 2008;
NOGUEIRA et al., 2012). Apesar de fazer parte do mecanismo de defesa contra varios tipos
de agressoes e ser importante no processo de regeneracdo no tecido lesado, em muitos casos, a
continuidade do processo inflamatério de forma prolongada pode também provocar danos ao
proprio organismo, gerando lesdes secundarias e morte celular, retardando assim, a
recuperacdo do tecido. Dessa forma, é importante que o periodo de fase aguda da inflamacéo
seja 0 menor possivel, proporcionando assim uma recuperagdo mais rapida e de melhor
qualidade, com menos prejuizos funcionais (ALFREDO, 2008; BRASILEIRO FILHO, 2011;
SILVA; MACEDO, 2011).
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Uma das formas mais frequentes de dano tecidual com consequente inducdo do
processo inflamatorio séo as lesGes de origem mecéanica. O musculo estriado esquelético
constitui a maior parte da massa muscular voluntaria do corpo, sendo intensamente solicitado
durante as atividades de vida didria dos individuos. Devido a isso, apresenta alta
suscetibilidade a lesdo, que podem ser decorrentes de contusdes diretas, rupturas parciais e
totais ou por microtraumatismos de repeticdo (ALFREDO, 2008; PERTILLE; MACEDO;
OLIVEIRA, 2012; SILVEIRA et al., 2010).

Apols uma lesdo, esse tecido geralmente passa por um processo de “cura” que vai da
degeneracdo até a regeneracdo, e compreende trés fases essenciais: a primeira é a fase
inflamatoria, também denominada aguda ou de destruicdo. Essa fase se inicia com a ruptura
do sarcolema e é caracterizada pela formacédo de hematoma, infiltrado de células inflamatorias
(principalmente neutrdéfilos) e edema. A segunda é a fase de reparacdo (ou regeneracdo), em
que ha fagocitose do tecido lesado, regeneracdo das miofibrilas e producdo de tecido
cicatricial, caracterizada pela proliferacdo celular com intensa atividade protéica. A terceira é
a fase de cicatrizagcdo, ocorre normalmente a partir do 21° dia e é caracterizada pela
recuperacdo gradual das propriedades funcionais do tecido (FARCIC et al., 2012,
FERNANDES; PEDRINELLI; HERNANDEZ, 2011; FREITAS, et al., 2007; NOGUEIRA,
etal., 2012).

Sob condigdes bioldgicas normais, 0s tecidos, quando lesionados, possuem importante
capacidade de autorreparo. Porém, como o processo de recuperacdo tende a ser lento, diversos
tipos de tratamento para amenizar ou inibir os efeitos indesejados do processo inflamatério e
promover a aceleracdo dessa etapa tem sido estudados, incluindo o uso de produtos naturais,
ja comumente utilizados na medicina popular para essa finalidade (ARTILHEIRO et al.,
2012; BRITO et al., 2006). E para avaliar esse processo, modelos experimentais de inducao
mecanica de lesdo muscular podem ser utilizados (CARVALHO et al., 2013; HOLTERMAN,;
RUDNICKI, 2005; PIOVESAN, 2010).

A contusdo muscular é o tipo mais frequente de lesdo em seres humanos, ocorre
guando o musculo é exposto a uma forte compressdo ndo penetrante, diretamente sobre o
ventre muscular. Esse processo gera ruptura das miofribilas e um quadro geral de inflamagéo
com formagdo de hematoma, infiltrado inflamatorio, edema e necrose (FERNANDES;
PEDRINELLI; HERNANDEZ, 2011; SOUZA; GOTTFRIED, 2013). O modelo de contuséo
para investigacdo de recursos terapéuticos tem extrema relevancia. E um dos métodos mais
utilizados pelo fato de ser o mais préximo do que ocorre com seres humanos, ndo ser invasivo

e poder ser utilizado para avaliar a eficiéncia de diversos métodos de tratamento para
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inflamacéo e recuperagdo do tecido muscular como o ultrassom terapéutico, crioterapia e uso
de substancias anti-inflamatérias (CARVALHO et al., 2013; PERTILLE; MACEDO;
OLIVEIRA, 2012).

Souza e Gottfried (2013) realizaram uma extensa revisdo de literatura sobre 0s
diversos modelos de contusdao muscular e constataram que para que o método seja adequado,
a padronizacdo dos parédmetros da lesdo € essencial, para posterior reproducdo e melhor
comparacdo dos estudos, pois o mecanismo de lesdo pode interferir no processo de
recuperacdo. Dentre os modelos de trauma utilizados, o desenvolvido por McBrier et al.
(2009) padronizou e classificou a lesdo muscular de acordo com a carga aplicada (peso e
altura). A partir desta classificacdo, o pesquisador pode escolher os parametros mais
adequados para 0 experimento proposto, visto que a utilizacdo de diferentes massas e alturas

pode gerar lesGes leves, moderadas ou graves.

2.2.1 Mediadores Inflamatérios

Apbs qualquer lesdo, o organismo gera uma reposta, a reacdo inflamatoria, isso sO
ocorre devido a acdo de mensageiros quimicos que atuam no local da inflamacéo,
denominados mediadores quimicos (BRITO et al., 2006).

A histamina é o primeiro mediador da fase inflamatdria imediata, encontra-se pre-
formada principalmente nos granulos dos mastocitos, porém, também é encontrada em
basofilos e plaquetas sanguineas. E liberada a partir de estimulos como traumatismos e
reacOes imunes, promove aumento da permeabilidade vascular das vénulas e dilatacdo
arteriolar, favorecendo tanto a saida de células inflamatérias dos vasos sanguineos, quanto o
extravasamento de proteinas plasmaticas. O segundo mediador vasoativo € a serotonina,
encontrada nas plaquetas e tem acdo semelhante a histamina (COELHO, 2009; LENZ, 2009).

J& as cininas, principalmente a bradicinina, sdo peptideos vasoativos liberados a partir
de substratos proteicos, que causam aumento da permeabilidade vascular e dilatacdo dos
vasos sanguineos, contribuindo para a migracdo celular, dor e hiperalgesia (CAMARGO,
2006).

Outra classe de mediadores que tem grande importancia durante 0 processo
inflamatdrio sdo os formados a partir do &cido aracdonico, este é liberado a partir da acéo da
enzima fosfolipase A, sobre os fosfolipidios da membrana plasmatica das células. O acido

aracdonico sofrerd acdo das enzimas cicloxigenase e hiperoxidase sintetizando
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prostaglandinas e tromboxanos e agdo das lipoxigenases, formando leucotrienos. Esses
produtos sdo importantes, pois, promovem vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular e atraem leucdcitos para o local lesado (COELHO, 2009; RIO, 2001).

2.2.2 Sinais clinicos da inflamacéo - Edema

A inflamacéo caracteriza-se por sinais e sintomas similares, independente da causa da
lesdo. Celsus (30 a. C. — 36 d. C.) identificou e definiu quatro principais sinais desse processo:
dor, calor, rubor e tumor. Posteriormente, ja no século X1X, Galeno incluiu a perda de funcéo
do local lesionado como quinto sinal (BRASILEIRO FILHO, 2011; MUNIZ, 2009). Esses
sinais sdo decorrentes dos eventos celulares e vasculares que ocorrem no tecido lesado. Em
decorréncia da dilatacdo arteriolar e aumento do fluxo sanguineo no local, ocasionado pelos
mediadores quimicos, a regido tende a ficar avermelhada (rubor) e quente. A dor é decorrente
da liberacdo dos metabolitos do acido araquidénico e alteracdo no limiar de dor. Ja a perda da
funcdo ocorre quando ndo ha uma resolucdo adequada de todo esse processo, e deve ser
evitada sempre que possivel, com o intuito de ndo gerar prejuizos na qualidade de vida do
individuo (MUNIZ, 2009).

Outro importante sinal da inflamacdo é o edema. Trata-se de uma tumefacdo tecidual
provocada pela exsudacdo de liquidos e proteinas dos vasos para o intersticio e a sua
intensidade pode estar relacionada ao tipo e ao grau da agressao tecidual. Apesar de ser uma
resposta fisiolégica do organismo, quando persistente, pode gerar consequéncias
desagradaveis, tais como dor, diminui¢cdo da amplitude de movimento, perda da funcdo e
fibrose. Em virtude disso, é um parametro bastante utilizado em pesquisas sobre a inflamacéo
(COELHO, 2009; STARKEY, 2001). E com o intuito de avaliar esse sinal da resposta
inflamatdria, muitos modelos experimentais podem ser utilizados, dentre eles, sua indugédo por
agentes quimicos.

Dentre as técnicas utilizadas para essa finalidade, destaca-se o teste de edema de pata
induzido em ratos. Consiste em avaliar a capacidade de determinada substancia de inibir um
edema, em diferentes tempos, provocado por um agente flogistico. Sendo que o uso da
carragenina para este fim é considerado como um modelo padrdo de avaliacdo anti-
inflamatdria (BRITO et al., 2006; WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). A carragenina ¢ um
polissacarideo sulfatado, extraido de algas da familia Rhodophycae, principalmente da espécie
Chondrus crispus (BRASILEIRO FILHO, 2011; LENZ, 2009). Seu uso para induzir a
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formagéo de edema em pata de ratos foi introduzido por Winter, Risley e Nuss (1962) e
adaptado por diversos autores como Tasleem et al. (2014), Xu et al. (2014) e Wang et al.
(2014).

O edema formado neste modelo é classicamente dividido em fases, promovidas por
diferentes mediadores. A primeira fase corresponde a primeira e segunda hora apos a
administracdo do agente flogistico, na primeira hora o processo inflamatério é mediado pela
histamina e a serotonina. Na segunda hora o principal mediador envolvido ¢ a bradicinina. Ja
a segunda fase, que compreende a terceira e quarta hora, ¢ mediada pela acdo das
prostaglandinas e corresponde ao periodo inflamatorio mais intenso (GOMES et al., 2010;
MOURA, 2010). Esse método tem como vantagem permitir avaliagdo de substancias
aplicadas tanto por via tdpica, quanto sisttmica (BRITO et al., 2006). E utilizado
principalmente para a observacdo de respostas agudas, visto que avalia a atuacdo de
substancias sobre a producdo de mediadores quimicos da inflamacgdo. E para essa anélise, é
utilizado um aparelho especifico, denominado pletismémetro (VIRIATO, 2009).

2.2.3 Tratamento da Inflamacéo

Tradicionalmente os processos inflamatérios sdo tratados por duas classes de anti-
inflamatorios: os glicocorticoides (esteroides) e os anti-inflamatérios ndao-esteroidais
(AINES). Os primeiros exercem seus efeitos pela ligacdo a receptores citoplasmaticos nas
células alvo, interferindo nas diversas vias de sinalizacdo e alterando a atividade de fatores de
transcricdo como o NF- kB, modulando negativamente genes pro-inflamatorios, incluindo os
que codificam principalmente a enzima fosfolipase A2. Essa classe de medicamentos pode
gerar como efeitos colaterais: imunossupressdo, osteoporose e sindrome de Cushing
(CARVALHO et al., 2013; MUNIZ, 2009).

Ja& os AINES sdo os mais comumente utilizados no tratamento de processos
inflamatdrios, sendo que os mais populares atuam de forma a suprimir a atividade da enzina
ciclo-oxigenase, evitando a formagédo dos produtos derivados do &cido aracdénico, porém, por
reduzirem a producdo tanto de prostaglandinas pré-inflamatorias, como as fisioldgicas, podem
gerar como efeitos colaterais irritacdo da mucosa gastrica e toxicidade hepatica e renal. Além
disso, também representam um alto custo, principalmente para populacfes de paises em
desenvolvimento (LENZ, 2009).
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Em decorréncia disso, cada vez mais tem sido estimulada a busca de substancias com
atividade anti-inflamatoria que possam vir a ter menos efeitos colaterais, ou que possam ser
utilizadas como terapia complementar as ja existentes. Dentre essas substancias e métodos

alternativos estudados, esta o uso de produtos de origem natural.

2.3 VIAS DE ADMINISTRACAO DE MEDICAMENTOS

As vias de administracdo representam a maneira que uma substancia entra em contato
com o organismo, podendo ser por via oral (boca), retal (anus), parenteral (injetavel),
dermatoldgica ou tdpica (pele), nasal (nariz), entre outras. A indicacdo de cada via se da pelas
necessidades especificas do tratamento, como: condicdo do individuo que ira receber a
medicacdo, propriedades fisico-quimicas da substancia e efeito desejado. Em todos os casos
ha vantagens e desvantagens (ANVISA, 2010).

2.3.1 Via oral e topica

Dentre as diversas modalidades de administracdo de medicamentos, a via oral é a mais
frequentemente utilizada pela sua alta eficiéncia, simplicidade e a ndo necessidade de
equipamentos especificos para sua administracdao. Através dessa via, 0s medicamentos podem
exercer seu efeito local no trato gastrintestinal ou serem absorvidos pela mucosa (boca,
estdmago ou intestino delgado) e atingirem o sangue ou a linfa, agindo de forma sistémica
(SILVA, 2010). Apesar das inimeras vantagens, a administracdo por via oral apresenta
desvantagens, pois, produz absor¢éo limitada ou irregular da droga, movimenta as substancias
através da parede intestinal e do figado, que podem inativar as substancias antes que elas
cheguem a circulacdo sistémica. Além disso, as medicacBes orais também podem irritar o
trato gastrintestinal, descolorir os dentes e ter um sabor desagradavel. Em alguns casos podem
inclusive ser contraindicadas, como nos casos em que o paciente apresenta vémito, sindrome
da mé& absorcéo e inconsciéncia (CABRAL, 2002).

Em decorréncia dos efeitos colaterais indesejaveis e contraindicacdes da administragcdo
oral, a via de aplicacdo topica, através da penetracdo transdérmica tem sido uma alternativa
muito estudada (LENZ, 2009). A administracdo topica de medicamentos objetiva a penetracéo
do principio ativo nos tecidos abaixo do sitio de aplicacdo, tais como musculo e articulaces

(PELIZZARI et al., 2012). Trata-se de uma via utilizada para produzir efeitos locais, e possui
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a vantagem de ser um método de facil aplicacdo, indolor, ndo invasivo e que tem poucos
efeitos colaterais, além disso, seu uso € bem aceito pela populacdo (CERRUTI, 2009). A
desvantagem dessa forma de aplicacdo é que a pele atua como uma barreira seletiva, evitando
a entrada no organismo de moléculas do meio externo. E composta por trés camadas:
epiderme, derme e hipoderme. Na primeira camada, encontra-se o estrato corneo, barreira
mais importante contra a permeacdo de compostos através da pele. Devido a isso, inimeras
alternativas tém sido desenvolvidas para facilitar a permeacdo nessa barreira como: diferentes
formas de dosagem, utilizacdo de transportadores (nanoemulsdes, nanoparticulas) e métodos
de melhoramento de penetracdo, tanto quimicos, quanto fisicos (HAROUTIUNIAN;
DRENNAN; LIPMAN, 2010; LENZ, 2009).

Dentre essas técnicas, uma bastante utilizada entre as terapias fisicas por possuir baixo
custo e facilidade de aplicacdo é a fonoforese, ou seja, a associacdo de uma substancia
aplicada por via tépica, com um recurso fisico, o ultrassom terapéutico (US) (ALFREDO,
2008).

Para Camargo (2006) a fonoforese é definida como

“o movimento de drogas introduzidas, sob influéncia de ondas
ultrassonicas, em tecidos moles através da pele intacta”.

O US é utilizado para auxiliar o transporte transdérmico, inclusive de substancias
hidrofilicas e é muito utilizado para facilitar a penetracdo de substancias aplicadas
topicamente. (AGNE, 2004; PELIZZARI, et al., 2012; SOUZA, et al., 2013). E utilizado por
contato direto, com associacdo de um agente acoplador para evitar reflexdes de energia
ultrassénica na interface ar/tecido. Esse agente acoplador devera ser viscoso, para agir como
um lubrificante quando o transdutor for movido sobre a pele. Os mais utilizados sdo na forma
de géis, visto que essa forma apresenta melhor transmissdo quando comparada com cremes e
pomadas (FARCIC et al., 2012; ORELLANA; KOBAYASHI, 2006).

A técnica agrega os efeitos da droga introduzida com os do ultrassom, recurso
terapéutico muito utilizado para bioestimulacdo do reparo tecidual, essa associacdo gera
perturbacdo dos tecidos e movimentacdo rapida das particulas, o que facilita a absorcdo da
substancia. Apresenta diversas vantagens, pois promove a administracdo de medicamentos de
maneira segura e indolor (CAMARGO, 2006; KOEKE et al., 2005; YANG et al. 2005).

As ondas ultrassénicas sdo absorvidas pelos tecidos e transformadas em calor,
ocorrendo principalmente em nivel molecular, sendo as proteinas os tecidos que mais

absorvem. Ao penetrarem nos tecidos, provocam vibragdo celular (micromassagem),
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produzindo o aumento da permeabilidade da membrana, acelerando assim, a velocidade de
difusdo ibnica através dela (MAIA-FILHO et al., 2011). Os efeitos tidos como efetivos na
reparacao e na regeneracdo de lesdes de tecidos moles sdo a cavitacdo e o micro fluxo
acustico (AGNE, 2004).

O termo cavitacdo define-se como a formacdo microscépica de bolhas de gas em
decorréncia das alteracdes de pressao nos fluidos teciduais causadas pela energia ultrassonicas
(SOUZA et al., 2013). E considerada benéfica para o organismo, pois aumenta o fluxo do
fluido circulante. Ja o microfluxo acustico, trata-se de um movimento unidirecional de
fluidos ao longo e ao redor das membranas celulares, tem a capacidade de deslocar pequenas
moléculas e ions, ocorre como resultado das variacdes de pressao mecénica causada pelo US
podendo alterar a estrutura, a funcdo e a permeabilidade da membrana celular, estimulando
assim o transporte de mensageiros secundarios, tais como o calcio (RIBEIRO, 2009;
SILVEIRA et al., 2010).

Isoladamente, o ultrassom tem potencial de acelerar o curso normal da inflamacéo
desde que o estimulo inflamatério seja removido, fazendo com que a fase de reparo seja
adiantada. Essa aceleracdo dever-se a agitacdo do liquido dos tecidos que pode aumentar a
taxa de fagocitose e o movimento das particulas e células. Parece haver consenso que 0
ultrassom pode exercer a acdo pré-inflamatdria, através de seu efeito estimulante sobre os
mastécitos, plaquetas, e glébulos brancos com funcdes fagociticas e macréfagos, promovendo
a liberacdo de histamina (ALFREDO et al., 2008; MAIA-FILHO, et al., 2011; SILVEIRA,
2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

e Avaliar o potencial anti-inflamatério da oleorresina de Copaifera paupera (Herzog)
Dwyer — Leguminosae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

¢ Realizar a coleta e caracteriza¢do quimica da oleorresina da espécie C. paupera;
e Avaliar a toxicidade oral aguda da oleorresina de C. paupera;
e Auvaliar o potencial de irritacdo dérmica da oleorresina de C. paupera;

¢ Avaliar os efeitos da oleorresina de C. paupera na fase inflamatoria aguda de uma leséo
muscular induzida;

¢ Avaliar a acdo antiedematogénica da oleorresina de C. paupera.
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4. MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento da presente pesquisa ocorreu no periodo de junho de 2013 a maio
de 2015, nos Laboratorios de Biotecnologia Vegetal, Farmacologia, Bioprospeccéo e Biologia
Experimental, Morfofisiologia Aninal e Sanidade Animal da Universidade Federal do Oeste
do Pard (UFOPA).

4.1 MATERIAL BOTANICO

A oleorresina utilizada foi procedente da Floresta Nacional do Tapajos (FLONA),
localizada no Km 83, no municipio de Belterra, estado do Para (latitude 3° S 07’
36,2528517843”, longitude 54° W 99’ 59,896691144”). Foi coletada no més de abril/2014,

correspondendo ao periodo de maior precipitagdo pluviométrica do ano na regido.

Figura 3 — Oleorresina de C. paupera
Foto: Helen Lima

A pesquisa e coleta foram autorizadas pelo Sistema de Autorizagdo e Informagdo em
Biodiversidade — SISBIO, sob o numero 44380-1. A espécie utilizada nesse estudo foi
identificada botanicamente e suas exsicatas estdo depositadas no Herbario IAN da Embrapa

Amazobnia Oriental, sob o numero de identificacdo botanica (NID): 69/2011.

4.2 COLETA E CARACTERIZACAO QUIMICA DA OLEORRESINA

A coleta foi realizada na Floresta Nacional do Tapajos (FLONA), no més de abril de
2014. O método de extracdo utilizado foi o descrito por Oliveira, Lameira e Zoghbi (2006),

gue consiste na abertura de dois orificios na altura de 1 m e 1,5 m no tronco da arvore com um
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trado de aproximadamente 2 cm de didametro e 45 cm de comprimento. Apds a perfuracéo,
foram introduzidos 2 canos, tipo PVC com % de didmetro e 10 cm de comprimento para

facilitar o escoamento do oleo.

Figura 5 - Técnica para extragdo do 6leo de copaiba. Trado (A), Orificios (B), Cano de PVC (C)
Fonte: Oliveira, Lameira e Zoghbi (2006)

A caracterizacdo quimica da oleorresina foi feita através das técnicas de cromatografia
gasosa de alta resolucdo (CGAR) em parceria com Centro de Andlises e Pesquisas da

Universidade Federal de Santa Maria.

4.3 ANIMAIS UTILIZADOS NO ESTUDO

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFOPA, sob o protocolo n°® 01001/2014 (Anexo I) e atendeu as normas
de ética em experimentacdo animal. Para a realizacdo dos testes, foram utilizados ratos da
espécie Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar, adultos, saudaveis e sedentérios,
provenientes do biotério da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA) — Campus
Oriximina. Esses animais ficaram alojados em gaiolas de contencdo de polipropileno, com
temperatura ambiente de 25°C e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro controlados, recebendo

agua e racdo ad libitum.
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4.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.4.1 Gel de C. paupera 10%

Neste estudo, foi utilizada a oleorresina da espécie Copaifera paupera, tanto na forma
pura (in natura), quanto manipulada em forma de gel a 10% (Figura 4), produzido e fornecido
pela Bioativa Farmacia de Manipulacdo Ltda — Santarém/Para. A escolha dessa concentracao
foi baseada no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (2011) e no estudo de
Estevao et al. (2009), visto que esta forma de administragdo tem vantagens em decorréncia da
diminuicdo da concentracdo do farmaco e facilidade de aplicacdo sem causar oleosidade

excessiva.

Figura 4 — Gel de C. paupera 10%
Foto: Helen Lima

4.4.2 Teste de toxicidade aguda - oral

O teste se baseou no protocolo recomendado pelo guia OECD 423/2001, que tem
como principio a utilizagdo de doses moderadamente toxicas, a fim de se evitar doses que
causem dor ou sofrimento excessivo e morte dos animais. Dessa forma, estabelece doses fixas
de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg para esse tipo de estudo. Para a realizagdo, foram utilizados
animais fémeas, nuliparas, ndo gravidas, com idade entre 8 e 12 semanas, com variacao de
peso de no maximo 20%. Os animais ficaram em jejum de racdo 12 horas antes do teste,
recebendo apenas dgua a vontade, e tiveram acesso a ra¢do apés 3 horas da administragdo da
oleorresina de C. paupera. O peso corporal dos animais foi verificado no dia da
administracdo, no 7° e no 14° dia pés-administracao.
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Inicialmente foram formados dois grupos experimentais, com trés animais em cada. O
grupo controle recebeu apenas o veiculo de diluigdo (tween 80 a 2% e solucdo salina a 0,9%).
Ja o grupo teste foi tratado com 2000 mg/kg de oleorresina de C. paupera diluido em tween
80 a 2% e solucao salina 0,9% por via oral, através de gavagem. O volume final administrado
em cada animal foi de 1 mL/100 g de peso corporal. A dose inicial administrada se baseou em
estudos prévios com outras espéecies de copaiba que ndo demonstraram efeito toxico (GOMES
et al., 2010; SACHETTI et al., 2009), e o protocolo de diluicdo foi baseado no estudo de
Sachetti et al. (2011).

Apb6s a administracdo da dose da oleorresina, os animais foram observados
individualmente pelo menos uma vez durante os primeiros 30 minutos e periodicamente
durante as primeiras 24 horas, com especial atencdo durante as primeiras 4 horas, e
diariamente a partir de entdo até um total de 14 dias. Os parametros observados como
possiveis reacdes toxicas foram: alteracdes na pele, pelo, olhos e mucosas, salivacao,
tremores/convulsdo e alteragdes comportamentais como irritabilidade e sonoléncia. Caso
fosse observado algum desses sinais, o tempo de inicio e duracdo do periodo de recuperacéo
seriam registrados.

No décimo quarto dia os animais foram eutanasiados através de técnica padronizada
de injecdo intraperitoneal, com aplicacdo de uma superdose (overdose) de pentobarbital
sodico, (de 90 a 150 mg/kg), conforme recomenda a Resolu¢cdo CFMV n.1000/2012 (CEUA
UNINOVE, 2012). Apds a eutanasia, 0s animais passaram por necropsia para analise de
Orgdos da cavidade corpdérea como estdbmago, figado e rins. Foram observados aspectos como
coloragéo, consisténcia e tamanho.

Dependendo da mortalidade observada durante as primeiras 24 horas e dos efeitos
adversos e quantidade de individuos que apresentaram tais efeitos, seria determinada a
continuidade dos experimentos com a dose imediatamente inferior (300 mg/kg). Cada dose foi
testada duas vezes e a partir dos resultados foi estimada a categoria toxicol6gica da
oleorresina a partir do guia da OECD 423/2001 (Anexo II).

Com o intuito de complementar o teste de toxicidade aguda foram mensurados:

e Parametros bioquimicos: alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST) e gama-glutamil transferase (Gama-GT);

e Parametros hematoldgicos: leucocito total (WBC), eritrocito (RBC), hemoglobina
(HGB), hematdcrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (CMH), concentracdo da hemoglobina corpuscular media (CHCM), plaquetas (PLT)
e volume médio plaquetario (VPM).
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Para isso, apos 24 horas da administracdo da dose da oleorresina de C. paupera (2000
mg/kg) foi feita a coleta de 1,5 mL de sangue de cada animal através de puncéo cardiaca, € 0
sangue distribuido em tubos contendo anticoagulante EDTA. Para a realizacdo dos exames
bioquimicos os tubos contendo as amostras foram centrifugados durante 5 minutos em
centrifuga Benfer® a 3.000 rpm para a separagdo do soro. Foram utilizados Kits de
diagndstico padronizados (Labtest®) para as avaliacbes dos pardmetros e a andlise feita
através do aparelho Labmax 240 - Labtest® - automatico. Para a realizacdo do exame
hematoldgico o aparelho utilizado foi o0 BC-2800Vet - Mindray® — automatico. Os resultados
foram comparados aos animais do grupo controle e aos pardmetros de normalidade para

Rattus norvegicus, linhagem Wistar, encontradas na literatura.

4.4.3 Teste de irritacdo/corrosao dérmica

O teste foi baseado no protocolo recomendado pelo guia da OECD 404/2002 para
Unica aplicacao e de forma adaptada para avaliar a irritacdo através de doses repetidas.

Para a realizacdo do teste, foram utilizados animais fémeas, nuliparas, ndo gravidas,
com idade entre 8 e 12 semanas, com variacdo de peso de no maximo 20%.
Aproximadamente 24 horas antes da aplicacdo da oleorresina de Copaifera paupera (na forma
pura, gel a 10% e fonoforese) foi feita a tricotomia de 6 cm? no dorso desses animais em duas
regides. A regido superior foi utilizada como controle e ndo recebeu nenhum tipo de
substancia e na regido inferior foi aplicada a substancia a ser testada (Figura 6A). Para o teste
foram formados grupos experimentais com um animal em cada, como estabelece o protocolo,
para uma aplicacdo Unica da substancia e grupos experimentais para aplicacdo de doses
repetidas durante 6 dias.

% Grupos experimentais (n= 1; teste de confirmacao n= 3)

e Unica aplicac&o por via topica:
- Grupo copaiba (0,5 mL de oleorresina de C. paupera in natura);
- Grupo gel de copaiba 10% (0,5 mL de gel de C. paupera a 10%);
- Grupo fonoforese (0,5 mL de gel de C. paupera a 10% associada ao ultrassom
terapéutico).
e Aplicacdo de doses repetidas por via topica — 6 dias:
- Grupo copaiba (0,5 mL de oleorresina de C. paupera in natura);

- Grupo gel de copaiba 10% (0,5 mL de gel de C. paupera a 10%);
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- Grupo fonoforese (0,5 mL de gel de C. paupera a 10% associada ao ultrassom

terapéutico).

Apds a aplicacdo, a pele desses animais foi coberta com uma gaze e fixada com fita

adesiva ndo irritante (Figura 6B).

Figura 6 — (A) Dorso dos animais apos tricotomia; (B) Dorso protegido com gaze
Foto: Helen Lima

Quatro horas apds a aplicacdo, a substancia foi retirada cuidadosamente. No caso de
identificacdo durante esse periodo de qualquer reacdo que tenha gerado dor ou sofrimento
excessivo ao animal, o teste seria encerrado imediatamente. Caso ndo se observasse qualquer
sinal corrosdo da pele, o teste de confirmagédo deveria ser realizado com mais 3 animais. A
inspecdo do tecido foi realizada: imediatamente apos a retirada da gaze e substancia da pele, e
em seguida, apds 1, 24, 48 e 72h. Durante a observagdo foram registrados sinais de eritema e

edema a serem classificados da seguinte forma:

Eritema e formacdao de escaras:
» Sem eritema (grau 0);
» Eritema leve (quase imperceptivel) (grau 1);
* Eritema bem definido (grau 2);
* Eritema moderado a grave (grau 3);

« Eritema grave e formacao de escara (grau 4).

Edema:
» Sem edema (grau 0);
» Edema leve (quase imperceptivel) (grau 1);
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» Edema ligeiro (bordas area bem definidas por elevacédo) (grau 2);

» Edema moderado (elevado a cerca de 1 mm) (grau 3);

» Edema grave (com elevacdo superior a 1 mm e excedendo a area de exposi¢do) (grau
4).

Também foram observados possiveis efeitos sistémicos de toxicidade, como analise de
mucosas e alteraces comportamentais como letargia e irritabilidade. Ao final, caso a
aplicacdo da oleorresina na pele do animal resultasse em produgdo de lesBes reversiveis, a
mesma seria considerada como uma substancia que provoca irritacdo dérmica. Caso a
aplicacdo promovesse danos irreversiveis na pele como necrose visivel através da epiderme e

na derme, Ulceras e hemorragia, a substancia seria considerada como corrosiva.

4.4.4 Lesdao muscular - Contusao

Para este teste foram utilizados animais machos, adultos, com 8 a 12 semanas de
idade, pesando entre 300 e 350 g. A sequéncia dos procedimentos foi: inducdo anestésica,
tricotomia, trauma muscular, aplicacdo das terapias, eutanasia, preparo e analise histologica

das laminas.

¢ Inducéo anestésica e tricotomia

A técnica de inducdo anestésica empregada foi 0 método de injecéo intraperitoneal de
quetamina (90 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) (CEUA UNINOVE, 2012). Ap6s isso foi feita a

tricotomia no membro posterior esquerdo do animal.

e Mecanismo lesional:

Para a producdo da lesdo muscular, foi utilizada a técnica descrita por Mcbrier et al.
(2009). Consiste na queda de um cilindro metalico com 267 g, de uma altura de 60 cm sobre
regido posterior do membro posterior (esquerdo) do animal. Para isso, foi empregado um
equipamento que consiste em uma plataforma dupla de madeira, transpostas em seu centro

por uma peca de policloreto de vinila (PVC) (Figura 07 e 08).
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Figura 8 — Mecanismo de lesdo. Local do impacto.
Foto: Jodo Oliveira.

Figura 7 — Mecanismo de lesdo adaptado
Foto: Jodo Oliveira.

O animal foi posicionado anestesiado e em decubito ventral, sobre a tabua de base do
mecanismo lesional com o membro esquerdo no centro da porg¢do terminal da peca de PVC. O
membro a ser lesionado foi entdo posicionado de forma que o masculo gastrocnémio ficasse
voltado para cima. A lesdo foi provocada pela liberagdo de um cilindro metalico que
percorreu o trajeto interior da peca de PVC e entdo atingiu o ventre do muasculo gastrocnémio
do membro dos animais. Todos os animais foram submetidos a um Unico trauma.

Os animais foram observados durante todo o experimento, e 0s que apresentassem
sinais macroscopicos de lesdo de continuidade na pele ou infeccdo em decorréncia do trauma,

seriam retirados da pesquisa.

e Aplicacao das terapias

O tratamento foi iniciado 24 horas ap6s a producédo da lesdo, com a primeira aplicacéo,
sendo que as seguintes ocorreram na mesma hora do dia, observado o periodo de vinte e

quatro horas entre as aplicacdes.

e Grupos experimentais (n=5)

Grupos para analise 2 dias ap6s o trauma:
- Grupo | (Controle): Animal ndo foi submetido ao trauma, nem ao tratamento;
- Grupo Il (Trauma): Leséo;
- Grupo I (US): Lesdo + tratamento com US e gel convencional;
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- Grupo IV (Copaiba tépico): Lesdo + tratamento topico com gel de Copaifera paupera a
10%:;

- Grupo V (Fonoforese): Lesdo + US e gel de Copaifera paupera a 10%;

Grupos para anélise 7 dias apds o trauma:

- Grupo | (Controle): Animal n&o foi submetido ao trauma, nem ao tratamento;

- Grupo Il (Trauma): Leséo;

- Grupo I (US): Lesdo + tratamento com US e gel convencional;

- Grupo IV (Copaiba tépico): Lesdo + tratamento topico com gel de Copaifera paupera a
10%;

- Grupo V (Fonoforese): Lesdo + US e gel de Copaifera paupera a 10%;

e Protocolo de aplicacdo da terapia

- Grupo | (Controle): Os animais ndo foram submetidos a nenhum trauma e néo receberam
nenhum tipo de tratamento;
- GRUPO II (Trauma): Os animais foram submetidos ao trauma e ndo receberam nenhum tipo
de tratamento.
- GRUPO III (US): Os animais foram tratados com o aparelho ultrassom terapéutico
(Ibramed®), tendo como parametros: frequéncia de 1 MHz, modalidade pulsado a 20%,
intensidade de 0,6 W/cm? e duracdo de pulso de 2 ms, durante 1 minuto.
- GRUPO 1V (Copaiba topico): Os animais foram tratados com 0,5 mL de gel de Copaifera
paupera a 10%, administrado por via topica na regido lesionada. A aplicacdo ocorreu durante
1 min, para isso foi utilizado o cabegote do ultrassom terapéutico desligado, assim, todos os
animais foram expostos a0 mesmo estresse durante a aplicacdo, como recomendado por
Ricoldy (2010).
- GRUPO V (Fonoforese): Os animais foram tratados com administracao por via tdpica de 0,5
mL de gel de Copaifera paupera a 10% associada ao ultrassom terapéutico (Ibramed®), com
o0s parametros: frequéncia de 1 MHz, modalidade pulsado a 20%, intensidade de 0,6 W/cm? e
duracgéo de pulso de 2 ms, durante 1 minuto.

Os parametros do ultrassom utilizados na pesquisa foram baseados no estudo de feito
por Camargo (2006), que ap6s comparar diferentes parametros, constatou que este é 0 mais

efetivo em casos de processo inflamatério agudo.
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e FEutanasia

Os dias de eutandsia foram: no segundo e no sétimo em decorréncia da primeira
semana apos a lesdo corresponder ao periodo inflamatdrio. Dessa forma foi possivel analisar
os efeitos iniciais do tratamento no processo inflamatério e a fase inicial da recuperacdo do
tecido lesionado (KUMAR et al., 2010). A técnica de eutanasia padronizada utilizada neste
estudo foi 0 método de injecdo intraperitoneal, com aplicacdo de uma superdose (overdose) de
pentobarbital sddico duas a trés vezes a dose anestésica (3 x 30 a 50 mg /kg) ou seja, de 90 a
150 mg/kg, conforme recomenda a Resolugdo CFMV n.1000/2012 (CEUA UNINOVE,
2012).

e Coleta e analise histologica das amostras

Depois de detectada a morte destes animais foi feita retirada cirdrgica do musculo
gastrocnémio. Os musculos foram acondicionados em recipientes contendo paraformaldeido a
4%. Para a analise histologica, as amostras passaram por um processo de desidratacdo através
de 6 banhos de alcool de 1 hora de duracdo cada, em concentragdes progressivas de 75%,
85%, 95%, 100%, 100% e 100%. Apos a desidratacdo, as amostras foram submetidas a
diafanizacdo com dois banhos consecutivos em xilol de 1 hora de duracdo cada. Na fase
seguinte realizou-se a parafinizacdo onde as amostras foram imersas em parafina liquida a 75°
C. As amostras foram entdo agrupadas e apés o resfriamento e a solidificacdo da parafina, o
bloco foi levado ao micrétomo. No micrétomo foram realizados cortes histoldgicos
transversais na espessura de 05 micrémetros que apds a desparafinizacdo foram corados pela
técnica da hematoxilina-eosina (HE), montados com laminula, analisados ao microscépio

Optico comum, fotografados e analisados (Figura 09).
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Figura 9 — Processamento das amostras — rotina histolégica. (A) Desidratacdo; (B) Diafanizacéo; (C)
Parafinizacdo; (D) Emblocamento; (E) Solidificacdo da parafina; (F) Blocos com as amostras; (G) Realizacéo
dos cortes histolégicos no micrétomo e (H) Cortes histolégicos da amostra na lamina

Foto: Helen Lima

As amostras foram submetidas a exames microscopicos com avaliagcBes qualitativas
observando-se o foco de maior atividade celular para definir o campo microscopico a ser
analisado. A analise histolégica qualitativa dos cortes compreendeu 0s parametros
importantes para recuperagdo tecidual envolvendo: presenca de células com nucleos
centralizados, fibrose, edema, necrose e presenca de infiltrado inflamatério.

A andlise quantitativa consistiu na graduacdo dos componentes teciduais descritos

acima em ausente (grau 0), discreto (grau 1), moderado (grau 2) e intenso (grau 3).

4.4.5 Teste de edema de pata

O teste de atividade antiedematogénica da oleorresina de Copaifera paupera foi
realizado conforme o modelo de edema de pata induzido por carragenina proposto por Winter,
Risley e Nuss (1962). Para isso, foram utilizados animais machos, adultos, pesando entre 250
e 300 g divididos nos seguintes grupos de acordo com a forma de administracdo do

tratamento:

Tratamento por via topica (n= 6):
» Grupo I (Controle): Gel a base de carbopol (neutro);
» Grupo Il (Controle positivo): Diclofenaco dietilaménio (11,6 mg/kg);
* Grupo IlI: Gel da oleorresina de C. paupera a 10%;

» Grupo IV: Oleorresina de C. paupera pura;
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Tratamento por via oral (n=5):
» Grupo I (controle): solugéo salina 0,9% + tween a 2% (1 mL/kQ);
» Grupo Il (Controle positivo): indometacina (10 mg/kg);
» Grupo IlI: oleorresina de C. paupera (10 mg/kg);
* Grupo IV: oleorresina de C. paupera (100 mg/kg);
* Grupo V: oleorresina de C. paupera (500 mg/kg).

Os tratamentos administrados por via oral foram aplicados por meio de uma céanula
orogastrica acoplada a uma seringa contendo as quantidades de solucdo de acordo com o peso
de cada animal. Para a administracdo oral dos tratamentos, a oleorresina foi diluida em
solugéo salina a 0,9% associada ao tween 80 a 2% (SCHARETTI et al., 2009). As doses
administradas por via oral foram baseadas no protocolo de Muniz (2009), que realizou o
mesmo teste, porém, com outra espécie de Copaifera. Alem disso, a maior dose utilizada
neste teste (500 mg/kg) representou ¥ da dose teste utilizada no protocolo de toxicidade
aguda (2000 mg/kg), dando assim, margem de seguranca para sua realizagcdo sem riscos de
mortalidade e/ou morbidade nos animais.

Os tratamentos por via tdpica foram realizados com aplicacdo de 0,1 mL do gel de C.
paupera a 10% ou oleorresina de C. paupera pura sobre a regido subplantar da pata posterior
de direita dos animais com leve friccdo durante um minuto para a absorgéo das substancias na
pele.

Sessenta minutos apo6s a administragdo destes tratamentos cada animal recebeu no
tecido subcutaneo do coxim da pata posterior direita, uma injecdo de 0,1 mL de carragenina
diluida a 1% (p/v) em solucdo salina 0,9% (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

O volume da pata foi mensurado através de um pletismémetro digital de pata para
ratos EFF 304 Insight®, quantificando — se o volume de agua deslocado com a imersdo da

pata do animal numa camara de dgua até a regido da articulagdo tibiotarsica (Figura 10).

Figura 10 — (A) Pletismdmetro digital; (B) Imersdo da pata do animal.
Foto: Helen Lima
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A primeira mensuracdo foi feita imediatamente ap6s a aplicacdo da carragenina
(correspondendo ao tempo zero) e nas horas seguintes até quatro horas ap6s a aplicacdo da
carragenina, com intervalo de uma hora entre as medi¢cdes. O volume do edema foi
considerado como a diferenca entre o volume da pata em cada hora de medicéo e o volume da
pata no tempo zero. Esses valores foram registrados e colocados em graficos em funcéo do

tempo.

4.5 DELINEAMENTO ESTATISTICO

Os dados foram registrados e armazenados em planilhas do programa Excel (Microsoft
for Windows® - EUA, versdo 2010). Os resultados foram expressos como a média + erro
padrdo da média para os respectivos experimentos e analisados empregando-se o teste de
Anélise de Variancia ANOVA one way e teste de Tukey, considerando o valor de p < 0,05

como nivel de significancia estatistica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COLETA E CARACTERIZACAO QUIMICA

A coleta da oleorresina foi realizada no més de abril de 2014, correspondendo ao
periodo chuvoso do ano e foi obtida a quantidade de 34 mL de um dnico individuo
identificado como da espécie C. paupera. A oleorresina coletada foi um liquido transparente,

com aspecto limpido, pouco viscoso e com a coloracdo amarelo — claro.

......

N A '3&;..3 Mf;’,‘;‘: Figura 12 — Oleorresina de C. paupera (in natura)
R e Foto: Helen Lima
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Figura 11 — Coleta da dleorresina de copaiba
Foto: Jodo Oliveira.

Através da caracterizacdo quimica realizada por cromatrografia gasosa de alta
resolucdo constatou-se que 0s componentes majoritarios presentes na oleorresina utilizada
neste estudo e expostos na Tabela 1 sdo: a-Copaeno (38,55%), B-Cariofileno (20,94%) e B-
Bisaboleno (12,37%).
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Tabela 1 — Caracterizacdo quimica da oleorresina de C. paupera do periodo chuvoso — em destaque
(*) os componentes majoritarios

Componentes Periodo chuvoso Férmula Molecular
Area (%)
8-elemeno 0.49 CisH24
a-Cubebeno 1.57 CisHos
a-Copaeno* 38.55* CisHa4
Cipereno 0.12 CisHo4
B-Cariofileno* 20.94 * CisHos
t-a-Bergamoteno 0.81 CisHog
a-aromadendreno - CisHos
a-Humuleno 1.22 CisHog
Germacreno-D 1.68 CisHa4
B-Selineno 2.32 CisH24
a-Zingibereno 5.83 CisHos
a-Muuroleno 1.04 CisHos
B-bisaboleno* 12.37 * CisHos
5-Cadineno 4.15 CisHa4
y-Cadineno 1.63 CisH2s
t-Calameneno - CisH2
a-Cadideno 2.11 C15H24
Germacreno-B 0.32 CisHog
Espatulenol 0.19 C15H240
Cariopileno oxido 3.14 Ci5H240
Globulol 0.09 CisH260
Eudesmol - Ci5H260
Epi- a —muurolol 0.05
a-Muurolol 0.31 C15H260
a-Cadinol 1.08 C15H260
Cadaleno - CisHos
Total identificado (%0) 99.96

De maneira geral, a oleorresina de copaiba trata-se de uma mistura de sesquiterpenos e
diterpenos em diferentes concentragdes. A grande variabilidade tanto na composi¢do quimica,
quanto na producdo da oleorresina estd relacionada a fatores como genética, nutrigéo,
luminosidade e sazonalidade, mas principalmente a fatores bidticos, pois sua produgdo é
resultado da desintoxicacdo do organismo vegetal, servindo como defesa contra a agdo de
fungos, insetos, bactérias e outros agentes lesivos (GARCIA; YAMAGUCHI, 2012; LUCCA,
2013; OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2006).
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Ao estudar trés espécies do género Copaifera (C. paupera, C. piresii e C. pubiflora)
procedentes do Acre, Zoghbi, Martins-da-Silva e Trigo (2007) detectaram na espécie C.
paupera 0s compostos majoritarios a-Copaeno (42,5%), B-Cariofileno (14,1%) e 3-Cadineno
(10,4%). Ja Santos et al. (2008b) utilizaram oleorresina da espécie C. paupera procedente
também do Acre para testar sua acdo antileishmanial e na composi¢do quimica foram
identificados como compostos majoritarios o B-bisaboleno (20,2%) e a-zingibereno (19,4%),
dados diferentes dos que foram encontrados com a mesma espécie, utilizada neste estudo.

Cascon e Gilbert (2000) pesquisaram a composicdo quimica de trés espécies de
copaiba da Amazobnia brasileira: C. guianesis, C. duckei e C. multijuga e verificaram
diferencas na composicdo quimica de todas, inclusive entre individuos da mesma espécie, e
detectaram a presenga em maior frequéncia dos compostos: B-Cariofileno (60%) ¢ a-
Bergamoteno, e em menor quantidade compostos como [-Selineno, B-Bisaboleno e o-
Copaeno. Demonstrando assim, que é comum a grande variabilidade entre espécies diferentes.

Em 2006, Oliveira, Lameira e Zoghbi compararam a composi¢do quimica de trés
espécies de copaiba no municipio de Moju/Para em varios meses do ano e verificaram que a
espécie C. duckei apresentou como componentes majoritarios o -Bisaboleno (17,6%) e P-
Cariofileno (15,5%), a C. reticulata apresentou com maior frequéncia o B-Cariofileno
(61,8%) e B-Bisaboleno (17,4%), ja a espécie C. martii apresentou como componente
majoritario o a-Copaeno (51,2%).

Nascimento et al. (2012) pesquisaram a diferenca na composicdo quimica intra-
especifica de cinco individuos da espécie C. langsdorffii, e encontraram terpendides como
compostos predominantes, principalmente sesquiterpenos e diterpenos em diferentes
concentragfes. Como compostos majoritarios: a-Copaeno, p-Cariofileno, Ggermacreno D,
Spathulenol, Oxido Cariofileno, Iso-spathulenol e a-Cadinol.

Dentre todos esses compostos, a acdo terapéutica da oleorresina é atribuida
principalmente a sua fracdo volatil, composta por sesquiterpenos (cerca de 80%), porém, o
sinergismo entre 0s compostos parece ser essencial para a efetividade dessa acédo, visto que
fragdes isoladas dos compostos apresentam menor atividade do que quando comparadas com
a utilizacdo da oleorresina bruta (LEANDRO et al., 2012; SANTOS et al., 2008b).

Dos compostos majoritarios encontrados neste estudo, ndo ha relatos sobre a acdo anti-
inflamatdria do a-Copaeno, sendo citado apenas em estudos de comprovacdo antifungica da
oleorresina (DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011). Porém, os compostos [-Cariofileno e o -
Bisaboleno apresentam importancia significativa para esta atividade, pois sdo tidos como

responsaveis pela acdo terapéutica da oleorresina nos processos inflamatorios. O primeiro é
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descrito na literatura como antiedematogénico, anti-inflamatério e bactericida e o segundo
como tendo propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas (LUCCA, 2013; VEIGA JUNIOR,;
PINTO, 2002).

A composicdo quimica encontrada neste estudo corrobora que ha grande diversidade
intra e inter espécies do género Copaifera, que podem ocorrer por variagcbes genéticas e
ambientais (OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2006). Além disso, demonstra a importancia
de que cada espécie seja estudada a fim de ser conhecer mais seus compostos e suas
propriedades especificas, para que possa ser adequadamente utilizada, pois essa varia¢do pode
influenciar tanto na toxidez, quanto na acéo bioldgica desse recurso natural (MARTINS-DA-
SILVA; PEREIRA; LIMA, 2008).

52  TOXICIDADE

A partir dos resultados obtidos, apresentados a seguir, constatou-se que 0s protocolos
423 e 404 publicados pela OECD - Organization for Economic Co-Operation and
Development — nos anos de 2001 e 2002 respectivamente, apresentaram boa reprodutibilidade

e utilizaram uma quantidade minima de animais.

5.2.1 Teste de toxicidade aguda — oral

Neste estudo, ap6s 14 dias da administracdo, a dose de 2000 mg/kg de oleorresina de
C. paupera ndo gerou mortalidade e/ou morbidade nos animais do grupo teste. Os animais
também ndo apresentaram alteraces macroscépicas nos rins, estbmago ou figado quando
comparados ao grupo controle e a variacdo de peso dos animais ndo apresentou diferenca
estatistica significativa entre os grupos tratados e controle (Tabela 2, figura 13). Apés a
finalizagdo do primeiro teste, 0 mesmo foi repetido com mais 3 animais, como estipula o
protocolo, e também ndo foi constatado sinais de morbidade/mortalidade. Dessa forma, a
oleorresina de C. paupera pode ser considerada através do protocolo 423 da OECD, como

uma substancia da categoria 5, ou seja, de toxicidade letal aguda > 2000 mg/Kkg.
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Tabela 2 — Aumento de peso (g) (média * erro padrdo) dos animais no 7° e no 14° dia comparados com
o0 dia da administracédo

Grupos Teste 1 Teste de confirmacao

7° dia 14° dia 7° dia 14° dia
Controle 16,66 + 4,50 13 +£5,56 18,33 + 5,03 33,66 + 1,52
C. Paupera (2000 mg/kg) 11,66 + 1,52 11 £2,64 13+£2 30+1,73

190 +

180

170

160 - —f— Grupo Controle

Média de peso (g)

+++¢ -+ Grupo C. paupera

150 + 2000 mg/ke

140 -

130 + :
0° 7° dia 14° dia
Dias de observacao

Figura 13 — Peso dos animais nos diferentes dias de observagdo — Teste de confirmagdo. Os resultados estdo
expressos em médias + erro padrdo, n= 3/grupo. ANOVA, seguido de teste Tukey.

Apesar de ndo serem encontrados dados com esse teste utilizando a espécie C.
paupera, estudos com outras espécies de Copaifera observaram letalidade apenas com o uso
de altas doses da oleorresina. Rio (2001) testou a toxicidade aguda de fracdes isoladas
sesquiterpénicas e diterpénicas de oleorresina de C. reticulata e de 6leo de copaiba comercial.
A DLsg das fracdes serquiterpénicas foi de 9,14 e 20 mL/kg respectivamente, enquanto a DLy
das fracOes diterpénicas foi de 2,85 e 1,29 mL/kg para as amostras comercial e C. reticulata.
Sugerindo que a toxicidade da oleorresina provavelmente estd relacionada com sua fracéo
diterpénica. Sachetti et al. (2009), testaram a dose maxima indicada da administracdo por via
oral da oleorresina de C. reticulata (2000 mg/kg), e ao final, foi classificada como na
categoria 5, visto que ndo gerou morbidade e/mortalidade nos animais testados.

Uma dose inferior (500 mg/kg) foi testada por Gomes et al. (2010) utilizando a espécie
C. multijuga e os animais utilizados também n&o apresentaram nenhuma alteracdo durante 5
dias de observacdo ap6s a administracdo. Ao testar o tratamento com trés doses de C.
reticulata (500, 1000 e 1250 mg/kg) em ratas gestantes, Sachetti et al. (2011) ndo observaram

sinais de teratogenicidade em nenhum dos grupos, porém, houve ligeiro atraso no crescimento
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pré-natal dos fetos e aumento do nimero de variagdes esqueléticas de forma moderada nos
grupos de maior dose (1000 e 1250 mg/kg). Ao mesmo tempo, o grupo 500 mg/kg néo
demonstrou nenhum sinal de toxicidade, apresentando parametros semelhantes ao grupo
controle, que recebeu apenas o veiculo de diluicdo. Sugerindo assim, que a dose de 500 mg/kg
ndo foi tdxica, nem embriotoxica.

Como parametros bioquimicos, foi feita a dosagem das transaminases (alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)) e da gama-glutamil transferase

(Gama-GT) e os resultados analisados estdo expressos na Tabela 3.

Tabela 3 — Pardmetros bioquimicos analisados. Os resultados estdo expressos em médias + erro
padréo, n= 6/grupo. ANOVA, seguido de teste Tukey.

A C. paupera Faixa de
Parametros Controle (2000 mg/kg)  referéncial
Alanina aminotransferase — U/L 76 + 8,27 81.5+4,44 38 - 82
Aspartato aminotransferase — U/L 147,33 + 15,43  170.16 £ 28,52 61 - 210
Gama-glutamil transferase — U/L 2,66 + 0,49 210,57 1-6

Lima et al. (2014)

Através da avaliacdo das enzimas hepéticas (Tabela 3) constatou-se que ndo houve
alteracdo significativa entre os valores do grupo controle e do grupo teste, assim como, ndo
houve diferenca quando comparada com a faixa de referéncia para a espécie, podendo-se
sugerir entdo, que a oleorresina de C. paupera ndo possui efeito hepatotoxico agudo na dose
testada.

Além do exame bioquimico, realizou-se a avaliagdo do hemograma, e atraves da
analise dos parametros hematolégicos obteve-se os resultados expressos na tabela 4.

Tabela 4 — Parametros hematoldgicos analisados. Os resultados estdo expressos em médias + erro
padrdo, n= 5/grupo. ANOVA, seguido de teste Tukey, p**<0,01.

Grupo C. paupera

Parametros Grupo Controle (2000 mg/kg) Faixa de referénciat
WBC x 103/uL 10.04 £ 0.79 6.88 £ 0.47** 4,7-12,98
RBC x 10°/uL 7.4+0.13 7.73+£0.17 7,3-8,64
HGB g/dL 13.62 +0.23 13.8+0.37 13,2-15,1
HCT % 40.92+0.71 42.02+1.30 39,1-485
VCM fL 54.98 + 1.26 54.34 +0.98 49,1-62,5
CMH pg 18.22 +0.38 17.78 £0.21 16,6 — 18,9
CHCM g/dL 33.24£0.22 32.78 £ 0.25 29,9-349
PLT x 103/uL 924.8 + 47.80 870.8 £ 37.43 757 — 1476
VPM fL 6.14 +0.13 5.96 £ 0.12 6,8-8,0

Melo et al. (2012)



50

Atraveés da anélise hematoldgica foi possivel observar que os resultados tanto do grupo
controle, quanto do grupo teste ficaram dentro dos parametros de normalidade estipulados por
Melo et al. (2012). Houve diferenca estatistica na quantidade de leucocitos entre 0s grupos
controle e teste, sem indicativo de importancia clinica, ja que os valores estdo dentro dos
limites da faixa de referéncia e ndo houve alteragéo simultanea de outros parametros.

Apesar de a oleorresina da espécie C. paupera ndo ter estudos sobre sua a¢do aguda
em enzimas hepaticas e células sanguineas, alguns estudos sobre a toxicidade crénica e
subcrénica do uso da oleorresina de diferentes espécies foram realizados.

Apo6s a administragdo por 30 dias consecutivos de C. reticulata, Rio (2001) indicou
toxicidade subcrdnica da espécie na dose de 2,02 mL/kg, visto que gerou alteracdo de peso do
figado, rins e baco, além de alteracdes na enzima ALT e creatinina, sugerindo sinais de
toxicidade hepatica e renal. Ao serem realizados os mesmos testes utilizando apenas a fracéo
volatil, ndo foi evidenciado sinais de toxicidade, atribuindo assim a toxicidade da oleorresina
a fracdo resinosa.

Noguchi et al. (2002) administraram por 5 dias consecutivos oleorresina de Copaifera
sp. na dose de 0,63 mL/kg em ratos, com o intuito de verificar os niveis séricos de
aminotransferases, bilirrubinas e gama-glutamil transferase. Ao final, verificaram que 0 uso
da oleorresina gerou uma diminuicdo nos niveis de ALT e AST, assim como da Gama GT. E
elevou os niveis de bilirrubina total e direta. Sugerindo assim possivel congestdo hepética ou
dano biliar.

Junior et al. (2005) testaram o efeito da oleorresina de C. officinalis sobre as
aminotransferases apds tratamento de 7 dias em ratos submetidos a isquemia e reperfusdo
hepaética, e constataram que ndo houve alteracao significativa dos pardmetros quando utilizada
no pré-operatério, comparados com o grupo padrdo, indicando assim que ndo houve dano
hepatotdxico significativo. Porém, gerou discreto aumento da ALT no grupo em que foi
associada a isquemia-reperfusdo, além disso, inibiu o efeito protetor do processo de pré-
condicionamento isquémico, quando comparada ao controle. Sugerindo assim, algum sinal de
hepatotoxidade.

Lima (2014) testou a toxicidade subcrdnica da oleorresina de C. duckei, e mesmo ap6s
22 dias de tratamento, a dose de 320 mg/kg ndo gerou alteracdo hematoldgica, nem das
enzimas ALT e AST em ratos machos e fémeas, porém, gerou elevacdo dos parametros
colesterol total e HDL, assim como hipoglicemia quando comparados ao grupo controle,

permanecendo ainda dentro da faixa de referéncia para a espécie. Ja em ratas gestantes, a dose
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de 1874 mg/kg gerou toxicidade aguda pois desencadeou os sinais clinicos de estresse,
sialorréia, piloerecdo e hemorragia nasal, além de aborto espontaneo.

A partir desses dados, percebe-se a importancia de testes de avaliagdo da toxicidade de
cada espécie, antes da realizacdo dos testes farmacoldgicos, para a utilizacdo adequada e
segura da oleorresina, pois pode haver variagao dos resultados entre as diferentes espécies em
decorréncia de sua diversidade quimica.

Neste estudo, os resultados bioquimicos e hematologicos associados a auséncia de
morbidade/mortalidade nos animais durante a observacdo indicam que dentro dos limites
estabelecidos na pesquisa, utilizando-se animais, a oleorresina pode ser utilizada com
segurancga, pois ndo gerou sinais caracteristicos de toxicidade aguda (Unica aplicagdo) mesmo
utilizando-se a dose maxima recomendada para esse tipo de teste (2000 mg/kg). Percebeu-se
também que para gerar sinais de toxicidade, a oleorresina de outras espécies do género

Copaifera precisa ser administrada em altas doses e por varios dias consecutivos.

5.2.2 Teste irritacdo/corrosdo dérmica

Durante a observacdo feita apos 24 horas da retirada dos pelos do dorso dos animais,
ndo foram detectados sinais de irritacdo na pele de nenhum deles em decorréncia da

tricotomia, ndo sendo necessario dessa forma realizar substituicdes.

5.2.2.1 Teste de Unica aplicacdo

No teste de Unica aplicacdo da oleorresina na forma pura, em gel a 10% e fonoforese
(gel 10% + US) no dorso dos animais, os mesmos foram observados diariamente, e apés 72
horas da aplicacdo, ndo foi observado formacéao de eritema/escaras, nem formacéo de edema,
classificando-se esses sinais como grau O na escala (Tabela 5 e Figura 14). Apds esse
resultado, o teste de confirmagéo foi repetido com mais 3 animais, que também apresentaram
grau 0 durante a observacéo dos sinais eritema/escaras e edema. Também néo foi observado

alteracdes na alimentacdo e comportamento dos animais.
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Tabela 5 — Classificagdo do edema e eritema/escaras no dorso dos animais apos diferentes
modalidades de administracdo da oleorresina de C. paupera — Unica aplicacdo

Unica aplicacdo

C. paupera pura Gel de C. paupera 10% Fonoforese
Animais Eritema/ Edema Eritema/ Edema Eritema/ Edema
Escaras Escaras Escaras
Teste 1
1 Grau 0 Grau0 Grau 0 Grau 0 Grau0 Grau0
Teste 2
1 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau0 Grau0
2 Grau 0 Grau0 Grau 0 Grau 0 Grau0 Grau0
3 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau0 Grau0

C

Figura 14 — Dorso dos animais um dia ap6s Unica aplicacdo. Parte superior utilizada como controle, na
parte inferior foram aplicas as substancias testadas. (A) Oleorresina de C. paupera pura; (B) Gel de C.
paupera 10% e (C) Fonoforese (Gel 10% + US).

Foto: Helen Lima

Dessa forma, a partir dos resultados e segundo o protocolo 404/2002 da OECD, tanto a
oleorresina testada na forma pura, quanto administrada na forma de gel a 10% e através da
fonoforese foram classificadas como nao irritantes/ndo corrosivas apds uma Unica aplicacéo.

5.2.2.2 Teste de aplicacéo de doses repetidas diariamente

Apos a aplicacdo das substancias testadas por 6 dias, foi possivel observar que a
aplicacdo do gel de copaiba 10% (Figura 15B) e da fonoforese (Figura 15C) ndo produziram
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eritema ou edema, sendo considerados como grau O (Tabela 6). Resultado semelhante foi
obtido por Estevdo et al. (2009) que ao utilizarem a oleorresina da espécie C. langsdorffii na
forma de pomada a 10% também ndo constataram sinais de irritacdo local ou alergias em
decorréncia de sua utilizacdo durante 8 dias consecutivos. Lima et al. (2011) utilizaram creme
vaginal a 2,5% em ratas gestantes durante todo o periodo gestacional e também n&o
observaram sinais de irritagdo ou toxicidade. Lima (2014) utilizou por 22 dias creme vaginal a
base de C. duckei (28 mg/kg) e também néo relatou presenca de irritagdo na mucosa.

Ja o uso continuado da oleorresina em sua forma in natura gerou um grau 2 (Tabela
6). A partir do quinto dia foi possivel observar um processo de hiperemia bem delimitado e 24
horas ap0s a sexta aplicacdo observou-se a formacéo de pequenas lesdes de continuidade da
pele, em alguns pontos onde a oleorresina provavelmente deve ter ficado mais concentrada
(Figura 15A). A substancia foi considerada irritante, porém, ndo corrosiva, pois as lesdes
produzidas apresentaram caréater reversivel apos a suspensdo de sua aplicacgéo.

Tabela 6 — Classificacdo do edema e eritema/escaras no dorso dos animais ap6s diferentes
modalidades de administracdo da 6leorresina de C. paupera — 6 aplicagdes

Aplicacdo diéria

C. paupera pura Gel de C. paupera 10% Fonoforese
Animais Eritema/ Edema Eritema/ Edema Eritema/ Edema
Escaras Escaras Escaras
Teste 1
1 Grau 2 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau0 Grau0
Teste 2
1 Grau 2 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau0 Grau0
2 Grau 2 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau0 Grau0
3 Grau 2 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau0 Grau0

C

Figura 15 — Dorso dos animais apds 6 dias de aplicagdo. Parte superior utilizada como controle, na parte
inferior foram aplicas as substancias testadas. (A) Oleorresina de C. paupera pura, dorso do animal
apresentando sinais de irritacdo; (B) Gel de C. paupera 10% e (C) Fonoforese (Gel 10% + US)

Foto: Helen Lima
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Carvalho et al. (2005) administraram a oleorresina in natura da espécie C. duckei por
7 dias em ratos e nos seus resultados ndo perceberam irritacdo na pele, nem sinais de processo
inflamatdrio local em decorréncia do uso do 6leo. Brito et al. (2006) aplicaram por 14 dias a
oleorresina de C. officinalis pura sobre 0 membro posterior de ratos e também ndo observaram
presenca de irritagdo ou leséo na pele dos animais. Lima (2014) administrou a oleorresina da
espécie C. duckei também na sua forma in natura (40 mg/kg) por 22 dias atraves da via
vaginal e ndo relatou nenhum sinal de irritacdo na mucosa ao final do estudo.

Ja Vieira et al. (2008) ao promoverem uma inciséao cirargica no dorso de camundongos
e tratar por via topica com oleorresina pura de C. langsdorffii observaram que apés 5 dias, 0
dorso dos animais apresentava edema e hiperemia maior que o grupo controle, que estava
sendo tratado apenas com oOleo mineral estéril, sugerindo assim, que houve irritacdo e
aumento no processo inflamatorio local em decorréncia do uso da oleorresina.

Essa diferenga entre os resultados obtidos pelo uso da oleorresina da in natura e na
forma de gel 10% pode ter sido gerada pela caracteristica oleosa da substancia, que dificulta
sua absorcdo e distribuicdo para tecidos mais profundos, associado ao fato de estar muito
concentrada quando administrada na sua forma pura. Além disso, a oleorresina possui em sua
composi¢do uma fracdo volatil e uma fragdo resinosa, sendo esta Ultima, considerada irritante
para a pele e mucosas (GIESBRECHT, 2011; R10, 2001).

A caracterizagdo quimica da oleorresina utilizada nesse estudo foi feita somente da
fracdo volatil (6leo essencial), composta pelos sesquiterpenos, porém, sabe-se que de maneira
geral, a fracdo diterpénicas da oleorresina pura pode variar aproximadamente de 10% a 30%,
dependendo da espécie e condi¢cdes ambientais (RAMOS, 2006). Portanto, um indice maior
na quantidade de diterpenos em algumas espécies pode gerar um processo irritativo mais
significativo (RIO, 2001), explicando assim, porque algumas espécies geram irritacao e outras
ndo, mesmo quando administradas in natura por mais de 5 dias consecutivos.

A partir disso, pode-se constatar que a oleorresina de C. paupera procedente da
Floresta Nacional do Tapajos, quando utilizada in natura, por mais de 5 dias é considerada
irritante segundo o protocolo 404/2002 da OECD e sugere-se que seu uso dentro desses

parametros deve ser evitado.

5.3  ANALISE DO TECIDO MUSCULAR APOS TRAUMA INDUZIDO

Neste estudo, foi testada a acdo da oleorresina de C. paupera sobre a fase inflamatéria

aguda da lesdo muscular. Durante a realizagdo do teste, ap0s o processo de lesdo, 0s animais
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foram observados diariamente e nenhum apresentou lesédo de continuidade na pele ou sinais
macroscopicos de irritacdo que sugerissem infeccdo, ou que fossem gerados pelo veiculo
utilizado na formulagéo do gel de tratamento.

Dentre as formas de tratamento que poderiam ser utilizadas, foi observado no teste de
irritacdo dérmica que a oleorresina gerou irritagdo na pele apds o quinto dia, dessa forma, ela
n&o foi usada como tratamento em sua forma in natura.

Como avaliacdo do teste, inicialmente foi feita a analise do grupo controle negativo,
formado por animais que ndo sofreram nenhum tipo de lesdo, assim como, nenhum tipo de

tratamento, com o intuito de avaliar o tecido muscular normal (Figura 16).

Figura 16 — Tecido muscular que ndo foi submetido ao trauma, nem ao tratamento. (A) Aumento de 4x; (B)
Aumento de 10x.

Foto: Helen Lima

O que se pode observar através da andlise histologica foram células agrupadas,
formando feixes musculares, assim como, a presenca de multiplos nlcleos na periferia das
células, dados esses que corroboram os parametros de normalidade do tecido muscular
(ALFREDO, 2008).

5.3.1 Andlise do tecido muscular 2 dias apés a lesdo

A graduacdo da analise qualitativa em graus (0 a 3) esta expressa na Figura 17.
Através da andlise do tecido muscular foi possivel observar uma acdo mais eficiente nos
grupos ultrassom e fonoforese no segundo dia, visto que geraram reducdo significativa dos
parametros edema, necrose e infiltrado inflamatério quando comparados ao grupo controle,
porém, ndo foi possivel observar diferenca estatistica entre esses dois grupos de tratamento

em nenhum dos pardmetros avaliados. Ja o gel de C. paupera a 10% gerou redu¢do do edema.
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Parametros analisados no segundo dia apos a lesdo
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Figura 17 — Andlise quantitativa dos parametros analisados no segundo dia apds o trauma. Os resultados estdo
expressos em médias + erro padrdo, n= 5/grupo. *p < 0,05, **p < 0,01, quando comparados com o grupo
controle, ANOVA, seguido de teste Tukey.

Através da analise qualitativa foi possivel observar no tecido muscular do grupo
controle uma extensa area de edema, onde € possivel verificar espago entre as células que
deveriam estar agrupadas, infiltrado inflamatério, assim como areas de necrose, em que a
célula muscular perdeu sua estrutura e fungdo. Também € possivel observar formacgdo de

hematomas no tecido (Figura 18).
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Figura 18: Grupo controle - tecido muscular no segundo dia ap6s o trauma. (A) e (B) - aumento de 4x, (C) e (D) -
aumento de 10x. Triangulos indicam areas de infiltrado inflamatério; Setas longas areas de necrose; (*) areas de
edema.
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O grupo tratado com o US apresentou, como € possivel observar na Figura 19, menor
extensdo das areas de edema, assim como menor quantidade de infiltrado inflamatério. Além

disso, observou-se menos areas com necrose celular.

aumento de 10x. Triangulos indicam érea de infiltrado inflamatdrio; Setas longas necrose; (*) areas de edema.

Na Figura 20, observa-se o tecido muscular apdés o tratamento com o gel de C.

paupera 10%, tendo sido realizada Unica aplicacdo da substancia. Foi possivel verificar que

houve apenas a reducdo do edema tecidual quando comparado ao grupo controle.

Figura 20: Grupo gel C. paupera 10% - tecido muscular no segundo dia ap6s o trauma. (A) e (B) - aumento de 4x,
(C) — aumento de 10x. Triangulos indicam infiltrado inflamatdrio; Setas longas areas de necrose; (*) areas de
edema; Cabeca de seta area de fibrose.

S oiaicae s

Ja no grupo fonoforese (Figura 21), assim como no grupo US, houve reducdo do
edema, infiltrado inflamatorio e necrose, porém, ndo houve diferenca estatistica entre essas
duas formas de tratamento. Dessa forma, ndo é possivel afirmar se a agdo foi decorrente do

aumento da penetracdo do gel de copaiba ou se ocorreu apenas a a¢éo do US.
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Figura 21: Grupo Fonoforese - tecido muscular no segundo dia apds o trauma. (A) - aumento de 4x, (B) e (C) —
aumento de 10x. Triangulos indicam infiltrado inflamatério, setas longas areas de necrose, (*) areas de edema.

5.3.2 Analise do tecido muscular 7 dias apos a lesdo

A graduacdo dos parametros qualitativos avaliados no sétimo dia ap6s a lesdo estdo
expressos na figura 22. Foi possivel observar que o grupo tratado com o US terapéutico
apresentou reducdo da fibrose, edema e infiltrado inflamatério quando comparado ao grupo
controle. O grupo tratado com o gel de copaiba 10% apresentou melhora no edema, assim
como, reducdo do infiltrado inflamatorio. J& o grupo fonoforese apresentou melhora do tecido

apenas no parametro fibrose.

Parametros analisados no sétimo dia apés a lesdo
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Figura 22 — Analise quantitativa dos parametros analisados no sétimo dia ap6s o trauma. Os resultados estéo
expressos em meédias + erro padrdo, n= 5/grupo. *p < 0,05, **p < 0,01, quando comparados com o grupo
controle, ANOVA, seguido de teste Tukey.
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No tecido muscular do grupo controle (Figura 23), verificou-se que mesmo no sétimo
dia, as areas de edema e infiltrado inflamatdrio ainda permanecem extensas. Além disso, ha

formacdo de grande quantidade de tecido fibrético, sugerindo assim reducdo da capacidade

funcional do musculo.

Figura 23: Grupo Controle - tecido muscular no sétimo dia apds o trauma. (A) e (B) - aumento de 4x. (C) — aumento

de 10x. Triangulo indica infiltrado inflamatorio; Cabega de seta: fibrose; (*) Edema; Setas curtas: células com ndcleo
centralizado.

No grupo US (figura 24) foi possivel observar areas menores de fibrose e edema,
assim como, persisténcia, em menor quantidade, de infiltrado inflamatério. O tecido
apresenta-se de forma mais organizada, indicando aceleracdo da recuperacao tecidual quando
comparado ao grupo nao tratado.

o A AN RN T By Calvd T e
Figura 24: Grupo Ultrassom - tecido muscular no sétimo dia ap6s o trauma. (A) - aumento de 4x. (B) e (C) — aumento de

10x. Triangulo indica infiltrado inflamatério; Cabeca de seta: fibrose, (*) edema; Setas curtas: células com nucleo
centralizado.

No grupo tratado apenas com o gel de copaiba a 10%, pode-se verificar que as areas
de edema e de infiltrado inflamatério foram menores (Figura 25).
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Figura 25: Grupo gel de C. paupera 10% - tecido muscular no sétimo dia ap6s o trauma. (A) - aumento de 4x. (B) e
(C) — aumento de 10x. Triangulos indicam infiltrado inflamatdrio; Cabeca de seta: fibrose; (*) edema; Setas curtas:
células com nucleo centralizado.

Assim como no grupo US, o grupo fonoforese (Figura 26) apresentou menor area de
fibrose, porém, nos demais pardmetros, ndo houve diferenca quando comparado ao grupo

controle.

Figura 26: Grupo Fonoforese - tecido muscular no sétimo dia ap6s o trauma. (A) e (B) - aumento de 4x. (C) — aumento
de 10x. Triangulos indicam infiltrado inflamatério; Cabeca de seta — fibrose; (*) Edema; Setas curtas: células com
ndcleo centralizado.

Os dados encontrados no grupo controle corroboram a literatura, ja que na fase
inicial da inflamacéo tecidual comumente s&o evidenciados sinais de intensa resposta celular,
edema em decorréncia do extravasamento de liquido dos vasos, e necrose tecidual,
caracterizando assim a fase de degeneracdo do processo. Além disso, a associacdo de grandes
areas de necrose, com a baixa eficiéncia da fagocitose nos primeiros dias pos lesdao, tem como
consequéncia, a maior formacdo de tecido fibrético, assim como, organizagdo menos
consistente do tecido (BASSOLI, 2001; JARVINEN et al., 2007; PIOVESAN, 2010; SILVA,
MACEDO, 2011).

O grupo US apresentou melhora dos sinais agudos do processo inflamatério tanto no
segundo, quanto no sétimo dia de avaliacdo. Na literatura, o US terapéutico é recomendado
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como tratamento fisico alternativo, pois atua otimizando o processo inflamatdrio,
principalmente gerado em lesdes musculares. Os resultados obtidos neste estudo podem ser
justificados pelos seus efeitos bioldgicos, que podem aparecer ainda nas primeiras 24 horas
apos o inicio do tratamento (BERTOLINE et al., 2012; FARCIC et al., 2012).

Segundo Maia-Filho et al. (2011) ao penetrarem nos tecidos, as ondas ultrassonicas
provocam vibragdo celular, produzindo o aumento da permeabilidade da membrana, do
movimento das particulas e taxa de fagocitose, acelerando assim, a velocidade de difuséo
ibnica e consequentemente aceleracdo do curso normal da inflamacdo. Como consequéncia
disso, no segundo dia apds a lesdo, o tecido j& apresentava menos edema e infiltrado
inflamatorio. Como o edema gera compressao e necrose celular, sua reducdo tende a gerar
menor quantidade de necrose (ROCHA; CAVALLIERI, 2007). Essa menor producao de
necrose no grupo US, associada a aceleracdo de sua remocdo podem ter contribuido para a
menor formacdo de tecido fibrético e consequentemente um processo de recuperacdo mais
eficiente e organizado no sétimo dia.

Os dados encontrados foram semelhantes aos estudos de Matheus et al. (2008) e
Piedade et al. (2008) que ao fazerem uso do US terapéutico pulsado em lesdo muscular
induzida, também obtiveram como resposta aumento das propriedades mecénicas dos
muasculos e recuperagdo muscular mais eficiente quando comparadas aos grupos sem
tratamento.

O grupo tratado apenas com o gel de C. paupera a 10% apresentou ja no segundo dia
apos a lesdo, reducdo do edema tecidual. Mostrando-se mais eficiente quando aplicado
diariamente, pois no sétimo dia, o tecido tratado apresentava-se com menos edema e menor
infiltrado inflamatorio. A agdo anti-inflamatoria d& oleorresina de outras espécies de copaiba
ja vem sendo relatada na literatura, e estd relacionada principalmente aos compostos f3-
Cariofileno e p-Bisaboleno, tido o primeiro como sendo antiedematogénico e anti-
inflamatorios e o segundo como anti-inflamatério e analgésico (LUCCA, 2013; VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002).

A partir dos dados obtidos, pode-se sugerir que o gel utilizado neste estudo apresentou
potencial anti-inflamatorio, contribuindo assim, indiretamente para a melhora na recuperacdo
do tecido, pois um processo inflamatério prologando e exacerbado pode gerar danos
secundarios, com lesdo e morte celular. Neto et al. (2005) analisaram a recuperagéo tecidual
de ratos ap0s tratamento com oleorresina de C. reticulata por 15 dias e constataram que a

oleorresina ndo teve acgao sobre fatores de crescimento que estimulem a proliferagéo celular,
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porém, sugeriu que os efeitos benéficos encontrados no tecido foram decorrentes de sua agéo
anti-inflamatoria.

Em relacdo aos grupos tratados pela técnica de fonoforese, sabe-se que o uso do US
como facilitador para a entrega de substancia por via transdérmica é uma pratica com
eficiéncia cientificamente comprovada, porém, os resultados ainda apresentam alta variagéo,
pois dependem tanto dos pardmetros adequados do aparelho, como das propriedades fisico-
quimicas (lipofilicidade, peso molecular) da substancia aplicada (ALFREDO et al., 2008;
MAIA-FILHO et al., 2011; RICOLDY et al., 2010; SOUZA et al., 2013).

Neste estudo, a fonoforese gerou melhora do edema, necrose e infiltrado inflamatorio
no segundo dia ap6s o trauma, porém, no sétimo dia de tratamento, houve apenas melhora na
formacdo de fibrose quando comparada ao grupo controle. Resultado semelhante foi obtido
por Alfredo et al. (2009) ao utilizarem a associacdo do US com gel de Arnica montana. Os
autores constataram que ap6s 3 dias de tratamento, o tecido muscular dos animais submetidos
a lesdo e tratados com a fonoforese apresentou resultado inferior aos grupos tratados
isolamente com US ou com o gel arnica. Estes, quando utilizados de forma separada
apresentaram melhora da organizacdo do tecido e reducdo do processo inflamatério
respectivamente.

Esta ineficacia da fonoforese no sétimo dia ap6s o trauma pode ter ocorrido pela
interacdo dos efeitos pro-inflamatoérios do US, com a agdo farmacoldgica anti-inflamatéria do
gel de C. paupera 10%. Segundo Souza et al. (2013) a influéncia da permeacdo do farmaco
estd relacionada ao numero de exposicdes ao US, havendo entdo, no sétimo dia maior
interacdo entre os tratamentos, o que pode ter gerado inibigdo de ambos efeitos terapéuticos,
demonstrando assim, que as propriedades fisico-quimicas da substancia podem interferir na
eficiéncia da técnica.

A acdo biologica do US é tida como pré-inflamatoria pois gera aumento da
permeabilidade celular e difusdo ibnica, assim como inducdo da desgranulacdo dos
mastocitos, liberando assim, mediadores quimicos inflamatérios (ALFREDO et al., 2008;
MAIA-FILHO, et al., 2011; SILVEIRA, 2010). J4 a oleorresina de C. paupera ainda ndo
possui um mecanismo de acdo totalmente esclarecido, porém, ha relatos que sua acéo esteja
relacionada com a inibicdo de receptores de histamina e serotonina, mediadores quimicos
importantes na fase imediata da inflamacdo, reduzindo assim esse processo (GOMES et al.,
2010).
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J& a formacdo de menor quantidade de tecido fibroso no sétimo dia pode ter ocorrido
pela eficiéncia do uso do US nos primeiros dias de tratamento, visto que produziu menor
quantidade de tecido necrdtico.

Brito et al 2006, testaram 0 uso tdpico, através da técnica fonoforese, da oleorresina de
C. officinalis in natura sobre o tecido muscular apds miosite induzida, e constataram que no
segundo, quinto, sétimo e décimo quarto dia de tratamento, ndo houve diferenca histolégica
significativa entre os grupos tratados e o controle. Indicando assim, que a oleorresina ndo
gerou aceleracdo na recuperacdo do tecido inflamado. Esses dados diferem dos encontrados
neste estudo ao avaliar o segundo dia ap6s a lesdo, porém, é importante ressaltar que os
parametros do aparelho utilizado foram diferentes, pois o autor usou a modalidade de
aplicacdo continua, sendo que neste estudo, foi utilizada a modalidade pulsada, por ser a mais
adequada para processos inflamatorios na fase aguda (ALFREDO et al., 2008; CAMARGO,
2006; PIEDADE et al., 2008).

A partir desses resultados, é possivel sugerir que o gel de C. paupera a 10% gerou
melhora no processo de recuperacdo do tecido lesionado em decorréncia da reducdo do edema
e do infiltrado inflamatdrio, e que o uso da técnica fonoforese com o intuito de auxiliar na
penetracdo da substancia ndo foi eficaz, produzindo uma resposta menos eficiente quando
comparada com os grupos em que foram administrados os tratamentos US e gel de copaiba
10% isoladamente.

5.4  TESTE DE EDEMA DE PATA

Além da avaliacdo histoldgica, a literatura sugere que para uma analise mais completa
da acdo de uma substancia sobre os tecidos em um processo inflamatdrio, € necessario
também avaliacbes macroscépicas da evolucdo dos sinais flogisticos (BRITO et al., 2006).
Dentre os testes para essa finalidade, foi utilizado o de edema de pata induzido.

Neste estudo, o modelo de edema de pata induzido por carragenina foi realizado
utilizando-se duas formas de administragédo da oleorresina. O tratamento em um grupo se deu
por via oral através de gavagem e no outro por via tdpica utilizando a oleorresina in natura e
na forma de gel a 10%, com o intuito de avaliar a agdo das duas formas mais comuns de
utilizacdo do recurso natural na medicina popular (GARCIA; YAMAGUCHI, 2012;
MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002).



64

5.4.1 Tratamento por via oral

Apbs a realizacdo do teste com tratamento realizado por via oral, obteve-se 0s
resultados expressos na Figura 27 e 28.

Volume do edema apos tratamento por via oral
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Figura 27 — Volume do edema em funcdo do tempo. Os resultados estdo expressos em médias + erro padrdo, n=
5/grupo. *p < 0,05, **p < 0,01, quando comparados com o grupo controle, ANOVA, seguido de teste Tukey.
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Figura 28 — Comparacdo do volume do edema (mL) durante as diferentes horas de avaliagdo (18, 28, 3% e 42) ap6s a
aplicacdo dos diferentes tratamentos por via oral. Os resultados estdo expressos em médias + erro padrdo, n=
5/grupo. *p < 0,05, **p < 0,01, quando comparados com o grupo controle, ANOVA, seguido de teste Tukey.
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Em todos os grupos, percebeu-se que o pico de inflamac&o ocorreu na terceira hora,
como esperado, pois é o periodo de maior atividade das prostaglandinas (MOURA, 2010).

O tratamento padrdo (indometacina 10 mg/kg) classicamente usado para este tipo de
teste, conseguiu inibir o edema em todas as horas avaliadas (12, 22, 32 e 4%): 80%, 80%, 80% e
95% respectivamente. Essa acdo antiedematogénica corrobora os dados da literatura visto que
esse farmaco possui como mecanismo de agdo a inibicdo do processo inflamatério, atuando
principalmente sobre a enzima ciclo-oxigenase e consequentemente a producdo de
prostaglandinas e tromboxanos (CAMARGO, 2006).

Em relacdo aos grupos tratados com o 6leo de copaiba, constatou-se que na primeira
hora ap6s a aplicacdo da carragenina, a dose de 100 mg/kg e 500 mg/kg inibiram em 50% e
72% o edema, respectivamente, quando comparadas ao grupo controle. Na segunda e terceira
hora, apenas a dose de 500 mg/kg conseguiu inibir significativamente o edema (50%).

A dose de 10 mg/kg néo inibiu o edema em nenhuma das horas avaliadas, assim como
nenhuma dose foi capaz de inibir o edema na quarta hora.

Veiga Junior et al. (2001) analisaram 8 amostras de 6leos comerciais de copaiba por
cromatografia gasosa e espectrometria de massas e detectaram adulteracdo da maioria dos
6leos. Ao realizarem o teste de edema de pata pré-tratando os animais com os Oleos
comerciais, detectaram que apenas trés conseguiram inibir o edema gerado pela carragenina.
Os 0leos que promoveram a inibi¢do tinham como componentes majoritarios: 6leo 1 (B-
bisaboleno e B-bergamoteno), 6leo 2 (B-cariofileno e B-bergamoteno) e 6leo 3 (B-cariofileno e
B-bergamoteno). Ao serem utilizadas fracdes da oleorresina, o resultado foi menor que o do
6leo bruto, sugerindo acéo sinérgica entre 0s compostos.

Ao utilizarem a oleorresina da espécie C. multijuga de dois periodos sazonais
distintos, na dose de 30 mg/kg por via intraperitoneal em ratos, Veiga Junior et al. (2006)
constataram que houve reducdo significativa do edema de pata induzido por carragenina e
bradicinina, e sugeriram que B-cariofileno foi o responséavel por essa acdo, visto que foi o
composto majoritario tanto na oleorresina do periodo seco (29,6%), quanto do periodo
chuvoso (58,4%).

Ramos (2006) realizou o teste de edema de pata em camundongos. Utilizou
oleorresina de Copaifera sp. isolando sua fracao volatil (75,01%), assim como encapsulando
essa fracdo (10%) em goma arabe. Verificou apds o tratamento por via oral de 100 mg/kg,
que houve reducdo significativa do edema em ambos os grupos quando comparados ao
controle, porém, que ndo houve diferenca estatistica entre as duas formas de tratamento.

Assim como em estudos semelhantes, o0 componente majoritario da oleorresina utilizada no
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estudo foi o B-cariofileno com 51,02% quando relativo a oleorresina e 70,01% quando
relativo a fragdo volatil isolada.

Muniz et al. (2010) realizaram o teste de edema de pata em camundongos para
verificar a acdo anti-inflamatdria da oleorresina de C. reticulata nas doses 10, 100 e 500
mg/kg. Na primeira hora houve inibig&o significativa do edema em todas as doses testadas, ja
na terceira hora apenas as doses de 100 e 500 mg/kg inibiram o edema quando comparadas ao
grupo controle. Pela inibicdo do edema ter ocorrido de forma mais significativa na terceira
hora, o autor sugeriu que o mecanismo de acdo da oleorresina seja sobre a atividade das
prostaglandinas. A espécie utilizada por este autor tem tradicionalmente como componente
majoritirio o composto [B-cariofileno (40, 9%), tido como responsavel pela acdo
antiedematogénica, em decorréncia disso, pode-se justificar a acdo mais eficiente desta
oleorresina, compara com a C. paupera, mesmo em doses menores.

Gomes et al. (2010) ao realizarem o teste de edema de pata utilizando como agentes
flogisticos: a carragenina, serotonina e histamina e tratando com fragdes de C. multijuga,
sugeriram, apos resultados positivos, que a acao do sinergismo entre 0s compostos pode gerar
0 bloqueio dos receptores destes mediadores (serotonina e histamina) imediatos do processo
inflamatorio.

Por estar presente como composto majoritario e em altas quantidades na oleorresina
dos estudos mencionados, o B-cariofileno vem sendo indicado como o responsavel pela acdo
antiedematogénica do género Copaifera. A partir disso, pode-se justificar a oleorresina
utilizada nesse estudo ndo apresentar resultados tdo satisfatorios com doses menores que 500
mg/kg. Isso pode ter ocorrido, pois o composto B-cariofileno nesta espécie ndo esta presente
em grandes quantidades, representando apenas 20,94% da oleorresina.

A inibicdo do edema que ocorreu na primeira hora com a dose 100 mg/kg e até a
terceira hora com a dose 500 mg/kg pode ser justificada pelo mecanismo de acdo do B-
cariofileno estar relacionado a inibi¢do de histamina e serotonina, como sugeriu Gomes et al.
(2010), visto que estes sdo mediadores imediatos do processo inflamatorio, sendo
responsaveis pelo aumento do edema principalmente nas primeiras duas horas apds a

administracdo do agente flogistico.
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5.4.1 Tratamento por via topica

Neste estudo, através da administracdo por via topica para se testar a acédo
antiedematogénica da oleorresina de C. paupera, pode-se constatar que houve diferenca
estatistica significativa apenas entre o grupo controle (gel carbopol neutro) e o grupo controle
positivo (farmaco padrdo) em todas as horas avaliadas.

O diclofenaco diatilaménico é um anti-inflamatorio ndo esteroidal muito utilizado
tanto para lesbes agudas, quanto crénicas, atua reduzindo a acdo da enzima ciclo-oxigenase e
consequentemente inibindo a producdo principalmente de prostaglandinas. Seu uso topico
gera uma menor quantidade de efeitos adversos quando comparado com a administracdo por
via oral, porém, o aumento de sua acdo esta relacionado ao tempo que permanece em contato
com a pele (CARVALHO et al., 2013; SILVA, 2014).

Né&o foi observada atividade antiedematogénica em nenhuma das formas de tratamento
por via topica com a oleorresina de C. paupera (Figura 29 e 30). Isso pode ter ocorrido pela
dificuldade de sua penetracdo na pele, visto que o estrato corneo trata-se de uma barreira
importante que regula a passagem de agentes externos, em decorréncia disso, a permeacéo
tende a ser lenta, ocorrendo aproximadamente cerca de noventa e dois minutos ap6s o contato
com a pele (LUCCA, 2013; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).
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Figura 29 — Volume do edema (mL) em funcdo do tempo (h). Os resultados estdo expressos em médias + erro
padrdo, n= 6/grupo. *p < 0,05, **p < 0,01, quando comparados com o grupo controle, ANOVA, seguido de teste
Tukey.
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Figura 30 — Comparacdo do volume do edema (mL) durante as diferentes horas de avaliacdo (12, 22, 32 e 4%) apds
a aplicacdo dos diferentes tratamentos por via tépica. Os resultados estdo expressos em médias + erro padréo, n=
6/grupo. *p < 0,05, **p < 0,01, quando comparados com o grupo controle, ANOVA, seguido de teste Tukey.

Carvalho et al. (2005) ao realizarem o teste de acdo antiedematogénica com a
oleorresina da espécie C. duckei por via topica, constataram que das trés doses testadas (517,
1035 e 1802 mg/kg) apenas a mais alta (1802 mg/kg) conseguiu inibir o edema (18%) quando
comparado ao grupo controle.

Silva (2014) realizou o teste de edema de pata pré-tratando os animais por via topica
com a oleorresina in natura e na forma de microemulséo (6,10% e 10,6%). Como resultado, a
microemuls&o de 6,10% foi a que obteve resposta mais significativa, apresentando inibic¢éo do
edema superior ao grupo controle positivo (diclofenaco dietilaménico). Os demais grupos
apresentaram efeito apenas na terceira hora de avaliagdo. O autor sugere que o efeito da
oleorresina estd relacionado com a capacidade de penetracdo da substancia na pele e ndo
apenas com a dose administrada. Visto que a quantidade de B-cariofileno era muito maior na
oleorresina in natura 114,33 mg/mL, do que nas microemulsdes (12,9 e 8,38 mg/mL). Porém,
ele justifica que a maior quantidade de tensoativos da microemulsdo de 6,10% facilitou a
permeacao do B-cariofileno, enquanto as outras substancias precisaram de mais tempo em
contato para a penetragéo.

Lucca et al. (2015) testaram a capacidade de penetragdo/permeagdo do 3 — cariofileno

através da utilizacdo topica da oleorresina de C. multijuga pura e através de nanoemulsdo
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(copaiba a 20%), ao final detectaram que a oleorresina pura ndo penetrou nos tecidos apos
Unica aplicacdo, ficando retida no estrato corneo, j& a nanoemulsdo conseguiu penetrar até
tecidos mais profundos, atingindo a derme.

A partir disso, percebe-se que as caracteristicas fisicas da oleorresina sdo o principal
fator na dificuldade de permeacdo, visto que substéncias altamente hidrofilicas ou
hidrofébicas tem maior dificuldade de penetracdo na pele, tendo assim, pouca acdo quando
aplicada diretamente na sua forma in natura (HAROUTIUNIAN; DRENNAN; LIPMAN,
2010; LUCCA, 2013; LUCCA et al., 2015).
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6. CONCLUSAO

A partir deste estudo, é possivel concluir que a oleorresina de Copaifera paupera
possui baixo indice de toxicidade e pode auxiliar na recuperagdo do tecido muscular lesionado
quando administrada diariamente durante o periodo inflamatério, além disso, também possui

acao antiedematogéncia. Indicando assim, importante potencial anti-inflamatorio.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo Anti-inflamatdria e de
Células Satélites em ratos: Estudo do Oleorresina de Copaifera paupera
(Herzog) Dwyer Associado ao Ultrassom Terapéutico”, protocolado sob o
numero N2 01001/2014, utilizando 90 (noventa) Ratos heterogénicos, sob
a responsabilidade da professora Dra. Elaine Cristina Pacheco de Oliveira,
estd de acordo com os principios éticos de experimentagdo animal da

comiss3o de ética no uso de animais da Universidade Federal do Oeste do
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ANEXO Il - Protocolo de classificacio OECD 423 para toxicidade aguda com dose inicial de 2000
mg/kg

ANNEX 2d: TEST PROCEDURE WITH A STARTING DOSE OF 2000 MG/KG BODY WEIGHT
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