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RESUMO

O o6leo de copaiba ¢ usado pela populacio sendo encontrado em farmacias e outros
estabelecimentos. E extraido de espécies de Copaifera (Fabacea), sendo a mais utilizada no Brasil a
Copaifera multijuga Hayne. Em sua constituicdo encontram-se sesquiterpénicos e ac. palmitico. A
literatura o atribui ag¢do antiinflamatéria, antinociceptiva, antibacteriana e antitumoral. S3o escassos
trabalhos relacionados a sua toxicidade, nesse sentido, procurou-se avaliar a seguranca pré-clinica
do 6leo de C. multijuga (Cm). Para tal, inicialmente confirmou-se a atividade antiinflamatoria e
antinociceptiva por via oral do 6leo nos modelos de peritonite (Cm 200 mg/kg) e de contorgdes
abdominais (Cm 50 a 200 mg/kg), posteriormente foi realizado o teste de toxicidade aguda (DLso)
em ratos e finalmente os ensaios por via oral de toxicidade de dose repetida por 4 e 8 semanas em
ratos Wistar e 4 semanas em coelhos Nova Zelandia, seguindo os critérios norteadores da ANVISA.
Os resultados mostram que o 6leo (200 mg/kg) reduziu em 28% o niimero de leucoécitos circulantes,
apos estimulo com carragenina e que todas as doses (50 — 200 mg/kg) inibiram as contor¢des
abdominais por ac. acético. Na toxicidade aguda nao houve morte até a dose de 4,0 g/kg o que
revela baixa toxicidade por via oral. Em ratas, a administragdo do 6leo (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg)
por via oral ndo produziu mortes ou alteracdo comportamental, entretanto, houve aumento do ganho
de massa, para Cm 200 mg/kg e redugdo para Cm 2500 mg/kg. O consumo de d4gua aumentou para
Cm 2500 mg/kg ao final de 8 semanas. Nos ratos, ndo houve mortes ou alteragdo comportamental,
mas Cm 2500 mg/kg reduziu a massa corporal na 5* e 6* semana e aumentou o consumo de agua ja
na 3 semana de administragdo. Os pardmetros hematoldgicos em ratos de ambos os sexos nao
foram alterados. Enquanto que nos parametros bioquimicos em ratas, avaliados na 4* semana
registrou-se que Cm 2500 mg/kg aumentou os niveis séricos de creatininia (creat), col. VLDL,
triglicerideos (trig), fosfatase alcalina (FA), bilirrubinas T e D (BT e BD), albumina e amilase (amil)
e a dose de 500 mg/kg aumentou os niveis de amilase. Ao final da 8* semana, Cm 2500 mg/kg
aumentou creat, col. VLDL, trig, BT e BD, enquanto Cm 500 mg/kg elevou col. VLDL e trig. Nos
machos, ao final da 4* semana, Cm 2500 mg/kg aumentou creat, FA, BT e BD e prot. total e nas
doses de 500 e 200 mg/kg aumentou creat. Na 8 semana, Cm 2500 mg/kg aumentou ureia, creat,
col. HDL, FA, BT e BD, albumina, amilase e lactato desidrogenase (LDH), Cm 500 mg/kg,
aumentou BD e LDH e Cm 200 mg/kg aumentou BD. Em coelhos de ambos os sexos, Cm 2500
mg/kg aumentou creat, col. total e LDL ¢ BT e BD. Na morfologia de ratos, observaram-se
alteracdes pontuais nas massas absolutas ou relativas no figado, estbmago e adrenal, contudo a
analise microscopica dos tecidos ndo revelou nenhuma alteracdo. Na toxicidade reprodutiva, o 6leo
em todas as doses reduziu a massa corporal das maes durante o periodo de gestacdo e a massa
absoluta dos fetos. Houve também aumento do consumo de agua no 14° e 20° dia. Na performace
reprodutiva dos machos, o 6leo ndo alterou os parametros reprodutivos, assim como, nao foram
constatadas alteragdes nos indicadores comportamentais da prole. E finalmente observou-se
alteragdo nos parametros globais de avaliacdo renal em ratos tratados por quatro semanas. Desta
forma conclui-se que o 6leo possui baixa toxicidade, contudo, merece destaque o possivel efeito
toxico materno durante a gestacdo e sobre a funcdo renal que requerem estudos mais detalhados.

Palavras-chave: Oleo de Copaifera multijuga Hayne. Toxicidade. Variaveis reprodutivas. Performace reprodutiva.
Fungéo renal.



ABSTRACT

Copaiba’s oil is used by population, being found in pharmacies or others stores. It is extracted from
species of Copaifera (Fabacea), being the most useful in Brazil the Copaifera multijuga Hayne.
Also includes in its composition sesquiterpenes and palmitic acid. Literature attributes to it
antiinflammatory, antinociceptive, antibacterial and antitumor actions. There are few works related
to its toxicity, in that sense, it seeks to assess preclinical safety of C. multijuga oil (Cm). For this
purpose, it was initially confirmed the antiinflammatory and antinociceptive activity orally of the
oil in peritonitis models (Cm 200 mg/kg) and writhing test (Cm 50 to 200 mg/kg). Subsequently it
was conducted the acute toxicity test (LDso) in mice (Mus musculus). And finally, it were performed
repeated dose toxicity tests orally for 4 and 8 weeks in Wistar rats (Rattus norvegicus) and 4 weeks
in New Zealand rabbits (Oryctolagus cuniculus), following the guiding criteria of ANVISA. The
results show that the oil (200 mg/kg) reduced by 28% the number of circulating leukocytes, after
stimulation with carrageenan and that all doses (50 - 200 mg/kg) inhibited the writhing test induced
by acetic acid. There were not deaths for acute toxicity up to a dose of 4.0 g/kg, which means that
there is low toxicity orally. Administration of oil orally in rats (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg) did not
produce deaths or behaviour change. However, there was an increase in body mass for Cm to 200
mg/kg and a reduction for Cm 2500 mg/kg. The water consumption increased to Cm 2500 mg/kg at
the end of 8 weeks. There were no deaths or behaviour change in rats but at Cm 2500 mg/kg
reduced body mass in 5th and 6th week and increased water consumption at the 3rd week of
administration. Haematological parameters in rats of both sexes were not changed. While
biochemical parameters in rats evaluated at 4th week recorded that Cm 2500 mg/kg increased the
serum levels of creatinine (creat), col. VLDL, triglycerides (TG), alkaline phosphatase (ALP),
bilirubin T and D (TB and BD), albumin and amylase (amyl) and the dose of 500 mg/kg increased
levels of amyl. At the end of the 8th week, Cm 2500 mg/kg increased creat, col. VLDL, TG, TB
and BD while Cm 500 mg/kg raised col. VLDL and trig. In males, at the end of 4th week, Cm 2500
mg/kg increased creat, ALP, TB and BD and total protein and at doses of 500 and 200 mg/kg
increased creat. In the 8th week, Cm 2500 mg/kg increased urea, creat, col. HDL, ALP, TB and BD,
albumin, amyl and lactate dehydrogenase (LDH), while Cm 500 mg/kg, increased LDH and Cm
BD and 200 mg/kg increased BD. In both, male and female rabbits, Cm 2500 mg/kg increased
creat, total col. and LDL and TB and BD. The morphology of rats showed that there were punctual
changes in the absolute or relative weights of liver tissue, stomach, and adrenal gland, but the
microscopic examination of tissue revealed no change. In reproductive toxicity, oil at all doses
decreased the body weight of the mother during the pregnancy and the absolute mass of the
foetuses. There was also an increase in water consumption in the 14th and 20th day. In the male
reproductive performance, the oil neither affected reproductive parameters nor confirmed changes
the behaviour indicators of offspring. And finally there was a change in the global parameters of
renal evaluation in rats treated for 4 weeks. Thus it is concluded that the oil has low toxicity.
However, it is worth highlighting possible maternal toxic effect during pregnancy on renal function,
which require more detailed studies.

Keywords: Copaifera multijuga Hayne oil. Toxicity. Reproductive variables. Reproductive performance.
Renal function.
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Grifico 10: Efeito da administracdo oral do 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 e
2500 mg/kg) sobre o consumo de ragdo durante a prenhez em relagdo ao grupo

controle.
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1 INTRODUCAO.

A copaiba ¢ uma das plantas de uso medicinal mais utilizada e conhecida no Brasil (VEIGA-

JUNIOR; PINTO, 2002). O 6leo-resina extraido do tronco da arvore da copaibera pode ser
encontrado a venda em quase todas as feiras livres, mercados populares, ervanarios e farmacias de
produtos naturais de todo o pais (MACIEL et al., 2002).
Estudos fitoquimicos mostraram que o 6leo de C. multijuga apresenta em sua composi¢do acidos
graxos (acido palmitico, acido oléico, acido linoleico, acido araquico e acido beénico) (CRAVEIRO
et al., 1978), e, também ¢ composto essencialmente por misturas de sesquiterpenos e diterpenos. O
acido copdlico e os sesquiterpenos P-cariofileno e o a-copaeno sdo os principais componentes,
sendo o 4cido copdlico o componente mais comum sendo usado como um biomarcador para a sua
autenticidade (SOARES et al., 1978).

O uso deste 6leo tem sido indicado, principalmente, pela sua agdo antiinflamatoria
(CARVALHO et al., 2005; VEIGA-JUNIOR et al, 2007), antitumoral (LIMA et al., 2003),
antimicrobiana (SANTOS et al., 2008; TINCUSI et al., 2002), atividade antinociceptiva (GOMES
et al., 2007) e diurética (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). Nos tultimos anos, estudos sobre a
atividade analgésica e antiinflamatoria do 6leo-resina em varias espécies de Copaifera justificaram
sua ampla utilizagdo para a populagdo (GOMES et al., 2007).

Porém, o uso de plantas medicinais e seus constituines podem ocasionar efeitos adversos,
caracterizando assim um problema sério de saude publica. Estes efeitos, as possiveis adulteracdes
nos produtos e toxicidade, bem como a agdo sinérgica com outras drogas ocorrem comumente. As
pesquisas realizadas para avaliagdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil
ainda sdo incipientes, assim como o controle da sua comercializagdo pelos orgaos oficiais (VEIGA-
JUNIOR et al., 2005). Além disso, as plantas podem apresentar na sua constitui¢do substincias
capazes de causarem efeitos adversos no organismo, que podem interferir no funcionamento de
orgdos vitais e ndo-vitais (REBOREDO et al., 2007). Isto ocorre apenas quando ha uma interagao
do agente quimico com o organismo implicando em efeitos ao nivel tecidual e celular (DRAIZE et
al., 1944).

Testes toxicologicos permitem avaliagdes de parametros, como o acompanhamento da massa
corporal do animal, consumo de 4gua e racio (JAHN; GUNZEL, 1997), as condicdes
anatomopatologicas dos orgdos e os parametros bioquimicos e hematoldgicos, a influéncia na
reproducao (REBOREDO et al., 2007), interferéncia na maturagdo sexual, na produgdo e no

transporte de gametas, no ciclo espermatogénico, no comportamento sexual e na fertilidade



18

(KIMMEL et al., 1995). Estes parametros servem para caracterizar a relagdo dose-resposta e
também a escolha de doses nos estudos de exposigdo cronica a determinadas substancias
(BARNES; DOURSON, 1988).

Considerando-se que o uso deste 6leo como agente antiinflamatorio e cicatrizante ¢ relatada
desde o século XVI, e os dias de hoje, estas aplicagdes medicinais atingem todas as regides do
Brasil (MACIEL et al., 2002), este estudo tem como objetivo confirmar a atividade antinociceptiva
e antiinflamatoria, em camundongos (Mus musculus), e principalmente avaliar o efeito do 6leo de
C. multijuga em ratos Wistar (Rattus norvegicus) submetidos a tratamento via oral por oito
semanas, bem como o reflexo no perfil bioquimico em coelhos Nova Zelandia (Oryctolagus
cuniculus), tratados por quatro semanas, seguindo o Guia para a Realizacdo de Estudos de
Toxicidade Pré-Clinica de Fitoterapicos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) —
Resolucao -RE N° 90, de 16 de margo de 2004.
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2 REVISAO DA LITERATURA.

2.1.  Copaifera multijuga Hayne.

O género Copaifera pertence a familia Fabaceae e possui mais de 25 espécies, sendo a

maioria delas encontrada na América do Sul. Na regido Amazodnica, ha uma grande diversidade de
espécies, que podem ser encontradas nas matas de terra firme e nos solos argilosos e arenosos, em
todos os estados da regido. As espécies sdo muito semelhantes entre si, principalmente no tamanho
da arvore, de porte grande, formando o teto da floresta da mata virgem (LEITE, 2001).
A espécie mais estudada ¢ a Copaifera multijuga Hayne, que ocorre desde o médio Tapajos até a
Amazonia Ocidental (Amazonas, Acre e Rondonia). Estd presente também, nas regides sul de
Roraima e norte de Mato Grosso. Inventdrios florestais realizados em algumas éareas de ocorréncia
na regido indicam a presenca de arvores adultas em densidades que variam na média de 0,1 a 2,0
exemplares por hectare (LEITE, 2001).

A C. multijuga € uma arvore, semelhante as do seu género, de grande porte (Figura 1), que ¢
encontrada em todo o Brasil, sendo popularmente conhecida como copaiba, pau-d'6leo, copaiba-
roxa e copaiba-mari-mari. A arvore da copaiba pode atingir até¢ 36 metros de altura, possui copa
densa, casca lisa (0,5 cm - 2,0 cm de espessura), fuste reto (diametro entre 40 a 50 cm),
diferenciando-se das espécies do mesmo género pelas flores maiores, brancas e pelo tamanho dos
foliolos e dos frutos. Os frutos sdo vagens avermelhadas (3,5 cm de comprimento, 3,0 cm de largura
e 1,5 cm de espessura) com 1 ou 2 sementes. Essa espécie apresenta de 1200 a 2000 sementes
férteis por arvore. As sementes sdo ovais, quase globosas, com arilo amarelo intenso. Esta espécie
pode produzir de 2 a 3 kg de sementes. A floracdo ocorre de janeiro a margo e os frutos sdo
coletados de margo a agosto. A mudancga foliar ocorre em dezembro, com perda parcial das folhas
no més anterior a floragdo (YUNES; CECHINEL, 2001; AZEVEDO et al., 2004). Os habitantes da
floresta identificam a copaiba pelo forte aroma de sua casca e pela presenca de pequenos animais

silvestres que se alimentam de seus frutos (LEITE, 2001).
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Figura 1. Copaifera spp. A) Arvore; B) Folhas e flores.
Fonte: LORENZI; MATOS, 2005.

Dentre as partes da copaiba mais utilizadas pela populagdo, destaca-se o 6leo extraido do
tronco da arvore. O o6leo de copaiba, como ¢ conhecido, provém de canais esquizolizigeos
(CASCON, 2004), que sao secretores, localizados em todas as partes da arvore. Sdo canais
formados pela dilatacdo de espagos intercelulares (meatos). O carater mais saliente desse aparelho
estd no lenho (CASCON, 2004), onde os canais longitudinais, distribuidos em faixas concéntricas
nas camadas de crescimento demarcadas pelo parénquima terminal, reunem-se com tragados
irregulares em camadas lenhosas muitas vezes sem se comunicarem. Este 6leo ¢ o produto
resultante da exsudagdo das arvores de copaiba, e que funciona como defesa da planta contra
animais, fungos e bactérias (ALENCAR, 1982).

O oleo-resina pode ser obtido através da perfuracdo no tronco da copaiba (Figura 2)
(FRANCISCO, 2005; RAMOS, 2006). Diversas formas de extracdo eram utilizadas para a
exploracao do produto, a maioria delas provocava danos sérios as arvores ou até mesmo a sua morte
(MATTA, 1913). Atualmente, uma técnica tem sido considerada a unica pratica ndo agressiva, e ¢
hoje a mais utilizada, consistindo na perfuragdo do tronco com um trado em dois furos. O primeiro
deve ser feito 1,0 metro acima da base da planta e o segundo de 1,0 a 1,5 metros acima do primeiro
(Figura 3) (OLIVEIRA et al., 2006; RAMOS, 2006). Insere-se entdo um cano de PVC de % (trés
quartos) de polegada nos orificios, por onde o 6leo escoa, e reserva-se o 6leo. Apos a finalizacao da
extragdo, veda-se o orificio para protecdo contra fungos e cupins (OLIVEIRA et al., 2006;

RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2006) com o uso de argila (RAMOS, 2006) ou tampa vedante de
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plastico (OLIVEIRA et al., 2006), sendo ambas de facil retirada para posteriores colheitas de 6leo
com maior facilidade de manipulagao (OLIVEIRA et al., 2006; RAMOS, 2006).

Na primeira extra¢do, o volume do 6leo ¢ muito variado (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002;
RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004). A producao anual por arvore pode chegar, segundo alguns
autores, a 50 litros/arvore (MATTA, 1913; GRIEVE, 1995). A média de retirada de 6leo, por vez
para cada arvore, varia de 0,3 a 3,0 litros, dependendo da espécie e condigdes as quais estd
submetida. Nao hé, porém, estudos definitivos sobre o tempo necessario para uma copaiba
recompor o 6leo extraido. Sabe-se também que ndo se extrai 6leo de todas as arvores de copaiba,
mas nao existem estudos precisos da média de arvores efetivamente fornecedoras de 6leo, o que
pode variar de acordo com as caracteristicas do solo, clima, espécie da Copaifera e época seca ou

chuvosa (RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004).

Figura 2: Processo de extracdo do 6leo-resina de copaiba: A) procedimento do furo com o trado em um espécimen de
C. multijuga na Comunidade Colonia Central-RDS Tupé; B) mangueira ¢ balde coletor acoplado ao furo para extragdo
do 6leo-resina; C) procedimento adotado para fechar o furo e possibilitar outra exploragdo no futuro.

Fonte: BARBOSA et al. (2009).
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Figura 3: Extracdo do 6leo de copaiba. O 6leo escoa pelo orificio 2, quando ambos estdo desobstruidos. Ao selar a
abertura do orificio 1, cessa-se o escoamento do 6leo.
Fonte: PIERI et al. (2009).

O 6leo de copaiba ¢ um liquido transparente, viscoso e fluido, com cheiro forte e odor de
cumarina, sabor acre e amargo. Pode ser armazenado por até dois anos sem alterar as suas
propriedades, podendo transformar-se em resina se exposto ao ar e a luz. As caracteristicas do oleo
variam com a procedéncia da copaiba e do tipo de solo (PLOWDEN, 2003). Normalmente, o 6leo
de copaiba apresenta as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: densidade de 0,8925 mg/mL,
indice de acidez de 0,5%; indice de saponificacdo de 0,9%; indice de acetila de 10,6%; indice de
1odo de 147,2% e insaponificagdo de 64,8% (SEBRAE/SUFRAMA/MMA, 1998).

Estudos fitoquimicos mostraram que o Oleo de C. multijuga apresentava a seguinte
composicdo de 4cidos graxos: acido palmitico (24,9%); éacido oléico (35,3%); acido linoleico
(35,7%), acido araquico (1,1%); acido beénico (3,0%) e cumarinas (0,2%) (CRAVEIRO et al.,
1978), e, que, o oleo de copaiba também ¢ composto essencialmente por misturas de sesquiterpenos

e diterpenos. O acido copalico e os sesquiterpenos B-cariofileno € o a-copaeno sdo os principais
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componentes do 6leo (SOARES et al., 2003). Normalmente, o 6leo de copaiba apresenta a seguinte
composi¢do; a-cubeno, 2,9 - 3,2%; a-copaeno, 7,9 - 18,7%; B-cariofileno 46,1 - 47,0%; a-humuleno
5,4 - 5,6%; B-bisaboleno 5,9 - 6,1%; cadineno, 6,0 - 6,2%, e, outros compostos nao identificados,
aproximadamente 13,5% (SOARES-MAIA et al., 1978; CASCON; GILBERT, 2000).

O dleo da copaiba era largamente utilizado entre os indios, indicando que o uso desse dleo
veio da observagcdo do comportamento de certos animais que quando feridos esfregavam-se nos
troncos das copaibeiras. Os indios o utilizavam principalmente como cicatrizante ¢ no umbigo de
recém-nascidos para evitar o tétano neonatal, conhecido popularmente como o mal-dos-sete-dias,
que ¢ causado pelo Clostridium tetani, bacilo gram positivo de natureza anaerdbica de grande
resisténcia, € que ¢ uma das principais causas da mortalidade neonatal em certos paises
subdesenvolvidos, e, em algumas situa¢des, pode representar cerca de 30% a 50% destas mortes
(MELGAARD et al., 1988; HILL et al., 1992).

Na pratica indigena, os guerreiros quando voltavam de suas lutas untavam o corpo com o
oleo da copaiba e se deitavam sobre esteiras suspensas € aquecidas para curar eventuais ferimentos
(FERREIRA, 1999; LEITE, 2001). O uso do 6leo de copaiba, assim como de outros remédios
indigenas, foi difundido entre os brancos no século XVII, quando os primeiros médicos residentes
no Brasil tentavam contornar a escassez de remédios cujo suprimento a colonia era irregular
(FERREIRA, 1999).

Segundo Azevedo et al. (2004), e Agra et al. (2007; 2008), as indicagdes etnofarmacologicas
mais usuais do oOleo de copaiba sdo: a) para as vias urindrias, como antiblenorragico,
antiinflamatorio, antigonorréico, antisséptico, estimulante e no tratamento de cistite, incontinéncia
urinaria e sifilis; b) para as vias respiratdrias, antiasmatico, expectorante, no tratamento de
bronquite, inflamagao da garganta, hemoptise, pneumonia e sinusite; ¢) para as infec¢cdes da derme
e mucosa, como dermatites, eczemas, psoriases e ferimentos; d) para tlceras e feridas do tutero e)
outras finalidades, como afrodisiaco, antitetanico, antirreumatico, anti-herpético, anticancerigeno,
antitumoral (tumores da prostata), no tratamento de leishmaniose e da leucorréia, contra paralisia,
dores de cabeca e picadas de cobra também sao relatados.

Estudos farmacologicos in vivo e in vitro vém demonstrando que os Oleos extraidos de
espécies do género Copaifera possuem atividade antiinflamatéria, cicatrizante, antitumoral,
tripanossomicida, bactericida, inseticida e repelente de insetos (SOARES et al., 2003; AZEVEDO et
al., 2004). Estudos realizados por Vasconcelos et al. (2008) e Mendonga e Onofre (2009),
demonstraram que o 6leo da copaiba apresenta uma significativa atividade antimicrobiana frente a
certos microrganismos patéogenos ao homem, tais como Streptococcus mutans, Streptococcus

sanguinis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
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Apesar de varios estudos demonstrarem a atividade farmacoldgica do 6leo de copaiba e sua
indicacdo para o tratamento de varias afec¢des, sao poucos os estudos avaliando a seguranca do seu
uso pela populacao. Estudos de Tavares et al. (2006) avaliaram a seguranca clinica do uso de uma
formulagdo fitoterapica (Saratosse®, Floramel Indéstria e Comércio Ltda. Brasil) composta da
associacdo de Mikania glomerata, Mentha piperita, Eucalyptus globulus e C. multijuga,
incorporadas a propolis e mel para tratar doengas respiratorias. Este ensaio clinico consistiu de um
estudo aberto, com 26 voluntarios adultos de ambos os sexos, que receberam quatro doses orais de
15 mL de Saratosse®, durante 28 dias ininterruptos. Alguns eventos adversos como diarréia, pirose,
nauseas, disuria, flatuléncia, mialgia, enxaqueca, dor abdominal, odontalgia, cefaléia, sonoléncia,
mal estar, gripe e faringite foram relatados, entretanto os autores ndo atribuiram estes efeitos ao
fitoterapico, ja que todos os parametros laboratoriais estiveram dentro das suas respectivas faixas de
normalidade. Os exames clinicos, eletrocardiograficos e laboratoriais ndo evidenciaram sinais de
toxicidade nos orgaos e sistemas avaliados.

Outro estudo, realizado por Lourenco et al. (2009), com outra espécie do género Copaifera,
a C. langsdorfii, foi avaliada a toxicidade materna e teratogenicidade do dleo extraido de seu
tronco. Neste estudo, os autores observaram que o 6leo de C. langsdorfii administrado por via oral -
nas doses de 0,3; 0,6 e 0,9 mL/kg - durante o periodo de organogénese da prenhez de camundongas
ndo induziu toxicidade materna, nem causou teratogenicidade na prole das fémeas tratadas,

sugerindo a seguranga do 6leo durante o periodo gestacional.

2.2.  Atividade antinociceptiva e antiinflamatoria do género Copaifera (Fabaceae).

Entre as propriedades medicinais do 6leo de copaiba, a mais estudada foi a antiinflamatoria.
Basile et al. (1988) estudaram a atividade do o6leo de copaiba comercial, utilizando diversos
modelos em ratos. Houve inibicdo de edema induzido por carragenina, redugdo da formacao de
granuloma e diminui¢do da permeabilidade vascular ocasionada pela liberacdo intradérmica de
histamina. Os resultados alcancados indicam que o 6leo realmente possui atividade antiinflamatoria,
contudo neste trabalho ndo houve a indicacao da espécie de Copaifera que proveio o 6leo.

Ja Gomes et al. (2007), relataram que o 6leo de C. multijuga e de C. reticulata Ducke
apresentou atividade antinociceptiva periférica e central, provavelmente por meio de receptores
opidides em modelos de dor estimulada por acido acético, formalina e altas temperaturas em
camundongos.

O modelo de indu¢do do edema por carragenina ¢ utilizado para avaliacdo da atividade

antiinflamatodria de novas medicacdes em respostas agudas mediadas por prostaglandinas e cininas
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(LORAM et al., 2007). Por meio deste, Viriato et al. (2009), comprovaram o efeito inibitério do
edema, quando o Oleo de copaiba foi testado em alta diluicdo. Os resultados sugerem que o
mecanismo envolvido interfere na atividade da ciclooxigenase, enzima produtora de importantes
mediadores da inflamagdo. O 6leo de copaiba em alta diluicdo também foi capaz de inibir a
formagao de tecido granulomatoso em até 18%, comparado ao grupo controle.

Os oleos das espécies de C. multijuga, C. cearenses Huber ex Ducke e C. reticulata Ducke
foram comparados quanto a atividade antiinflamatéria através da avaliagdao da reagdo sob a cavidade
pleural induzida por Zimosan. As trés espécies apresentaram diminui¢do do niimero de leucdcitos e
neutréfilos, além de inibirem a producdo de o6xido nitrico. A C. multijuga foi a mais potente,
comprovando atividade antiinflamatoria semelhante a do diclofenaco (VEIGA-JUNIOR et al.,

2007).

Martins e Silva (2010) verificaram que a aplicagdo do 6leo resina in natura de copaiba,
como cobertura primadria, conseguiu reduzir o edema local e cessou a exsudagdo purulenta resultante
de processo infeccioso de ferida cutanea em um homem. Demonstra, dessa forma, a efetividade do
6leo como antiinflamatorio e antimicrobiano, apesar do curto prazo do experimento e da pequena

amostragem.

A andlise dos cromatogramas das amostras dos Oleos-resina de C. multijuga, C. cearenses
Huber ex Ducke e C. reticulata Ducke, demonstrou variagdes entre os oleos de diferentes espécies,
distinguindo os compostos predominantes nos sesquiterpenos (VEIGA-JUNIOR et al., 2007) destes
0s principais sesquiterpenos sdo o beta-cariofileno com ac¢do antiinflamatdria, antibacteriana,
antifungica e antiedémica, e o B-bisaboleno com agdo antinociceptiva e também antiinflamatoria

(YAMAGUCHI; GARCIA, 2012).

2.3. Toxicidade em doses repetidas.

Os principais objetivos dos testes de toxicidade subcronica sao o de estabelecer os niveis nos
quais nao mais se observam efeitos toxicos, identificar e caracterizar os orgdos afetados e a
severidade apoOs exposi¢des repetidas. Examina-se também, apds o tratamento, se encontrados
efeitos toxicos, se foram conseqiiéncia do acumulo ou ndo de substdncias no organismo
(FAUSTMAN et al., 1994).

Para estes testes sdao utilizados apenas animais saudaveis, onde a via de administra¢ao

preferencial ¢ a oral e o tempo de tratamento pode ser de 21 a 60 dias. Os parametros observados
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diariamente durante o tratamento sdo modificacdes no consumo da ragdo, no peso dos animais, na
cor ¢ textura dos pélos, alteracdes respiratdrias e circulatdrias, anormalidades motoras e de

comportamento ¢ aumentos macroscopicos de massas de tecidos (BARNES; DOURSON, 1988).

Os animais sao sacrificados ao término dos testes, onde o6rgdos e sangue sdo retirados para
avaliagdes anatomo-patoldgica, bioquimica e hematoldgica. Estes parametros servem para
caracterizar a relagdo dose-resposta e também a escolha de doses nos estudos de exposicao cronica

(BARNES; DOURSON, 1988).

2.4. Reproducdo e teratogénese.

Estudos de desenvolvimento — reprodugdo e teratogénese — relacionados com o uso de
drogas até 1962 nao recebiam a devida importancia pelos farmacologistas e toxicologistas, e ndo
havia preocupacdo com os possiveis efeitos teratogénicos, mutagénicos ou carcinogénicos de drogas
usadas na fase de gestacao. Apds esta data, devido a tragédia, em decorréncia do uso da talidomida,
pesquisas tornaram-se rotina no estudo da seguranca dos medicamentos (CLARK, 1993).

O estudo dos efeitos adversos no organismo em desenvolvimento, ocorrendo a qualquer hora
durante a vida do organismo, que ¢ resultado da exposi¢do a agentes quimicos ou fisicos antes da
concepcao, durante o desenvolvimento pré-natal ou pds-natal até¢ a puberdade, ¢ denominado como
toxicologia do desenvolvimento (SCHWERTZ et al., 1991).

As drogas podem interferir em diversos processos de reprodug¢do, ndo s6 causando
malformagdes e matando o embrido, como também, bloqueando a gametogénese e evitando a
fertilizagdo. Os estudos das agdes das drogas sobre as diversas fases do processo reprodutor visam
identificar os efeitos sobre a fertilidade, o transporte e a implantagdo do ovo no utero, a
embriogénese e a organogénese, o parto, o recém-nascido, a lactacdo, o desmame e o cuidado da
mae com a prole, anormalidades pds-natais, comportamento sexual, os ciclos estral e menstrual,
ritmos de concepcao e fungdes placentarias e uterinas (SCHWERTZ et al., 1991).

O periodo teratogénico maior situa-se na embriogénese, periodo este que, em ratos, esta
compreendido do 7° ao 15° dia de gestagdo. E neste periodo que se observa diferenciagdo sexual e
organogénese. E possivel também que o desenvolvimento no periodo pds-natal possa ser alterado
em termos estruturais e metabolicos por compostos administrados no periodo pré-natal.

Malformagdes podem ser causadas pela acdo direta da droga sobre o feto, ou, secundariamente,

através da agdo sobre o organismo (MENEGOLA et al., 1998).
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O periodo pré-natal caracteriza-se por intensa histogénese e citodiferenciagdo dos 6rgaos ja
formados sendo uma fase altamente vulneravel para o desenvolvimento microestrutural do cérebro e
do sistema imunologico. Drogas administradas no periodo perinatal, no tratamento da gravidez de
risco ou de neonatos de risco podem levar a mudangas no processo de desenvolvimento e iniciar
desordens na rede neural e na comunicagdo celular. Estas alteracdes podem ndo ser evidentes no
nascimento, mas servem de base para varios defeitos funcionais de competéncia neuro-psico-
imunologica as quais se tornariam gradualmente evidentes durante o amadurecimento e na idade

adulta (BENESOVA, 1995).

2.5. Drogas na gestacao.

Na gravidez e lactagdo a seguranca quanto ao uso de drogas deve ser levada ao extremo. A
transferéncia de drogas, através da placenta e leite ¢ potencialmente deletéria para o embrido, feto
ou lactente. Certas drogas como os folatos e primaquina, podem penetrar na circulacao fetal. O
quinino em grandes doses pode provocar aborto. A pirimetamina em pequenas doses parece ser
segura na gravidez, mas em doses elevadas tem risco potencial de lesdo fetal teratogénica
(BEDRAN, 1988).

De acordo com a sensibilidade aos agentes teratogénicos e embriofetotoxicos, a gestacao
pode ser dividida em trés fases: a primeira, conhecida como pré-implantagcdo, compreende o periodo
que vai desde a fecundagdo até a implantacdo do blastocisto. Nos seres humanos, esse periodo vai
até¢ o 17° dia de gestagdo, enquanto em ratos vai até¢ o 6° dia, aproximadamente. A segunda fase, a
organogénese, na espécie humana vai do 18° ao 40° dia de gestacdo e nos ratos, do 7° ao 14° dia. A
ultima fase, conhecida como periodo fetal, vai at¢ o término da gestacdo que nos ratos dura em
média do 15° ao 21° dia (ALMEIDA et al., 2000).

No periodo de pré-implantagdo, o embrido ¢ bastante resistente a teratogénese, encontra-se
com c¢lulas totipotentes em divisdo, sem que haja acréscimo citoplasmatico (FRITZ et al., 1990;
ALMEIDA et al., 2000). Apds a implantagdo, o embrido inicia o periodo de organogénese, que ¢
caracterizado por uma intensa proliferagdo e migracao celular, remodelamento tissular e formagao
rudimentar das estruturas do corpo. E o periodo de maior susceptibilidade & a¢do de agentes
teratogénicos ¢ embriofetotdxicos, no qual o maior nimero de malformagdes pode ser induzido
(BRENT et al., 1993). O periodo fetal tem inicio com o fim da organogénese e ¢ caracterizada por
diferenciagdo e crescimento tissular, maturacdo fisioldgica dos diferentes sistemas e crescimento
ponderal do feto (FRITZ et al., 1990). A sensibilidade as malformagdes anatomicas durante essa

fase ¢ baixa, porém a exposicdo aos agentes quimicos pode produzir morte celular, inibicdo da
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diferenciagdo e¢ da divisdo celular, interferéncia na formacao dos sistemas nervoso, endocrino ¢
imunologico, promovendo desordens funcionais e de comportamento (AROUX et al., 1997).

H4 vérias plantas que tiveram sua toxicidade reprodutiva comprovada através de estudos em
roedores. Das sementes de meldozinho (Momordica charantia L. - Cucurbitaceae) foram isoladas
glicoproteinas (alfa e beta- momorcharina) com agdo abortiva em camundongos e agdo inibitoria
sobre a multiplicacdo celular no endométrio e miométrio (CHAN et al., 1985). A arruda (Ruta
graveolens L. — Rutaceae) demonstrou uma atividade antifertilidade para as suas partes aéreas
moidas e seus extratos aquosos (GANDHI et al., 1991). A administracdo de diferentes extratos de
pinhdo manso (Jatropha curcas L. — Euphorbiaceae) em ratas prenhes acarretou reabsorcao fetal
nas mesmas (GOONASEKERA et al., 1995). Com o boldo-do-chile (Peumus boldus Mol. —
Monimiaceae) agdes abortiva e teratogénica foram evidenciadas para o extrato hidroalcéolico das
suas folhas secas e também para o alcaldide boldina, considerado um dos seus principais

componentes (ALMEIDA et al., 2000).

2.6. Droga e o embrido.

A droga apds ser administrada € incorporada a circulacdo materna para s6 depois se difundir
na circulagdo do embrido. Fatores como, a natureza da substancia, a dose usada, condi¢ao de troca
entre a mae e o concepto, sdo de grande relevancia. A placenta, que se encontra entre estes dois, atua
intermediando essas trocas, ativa ou passivamente, como um 6rgao regulador. As substancias que
passam ficam armazenadas no concepto (GANAPATHY et al., 1999).

A placenta atua como uma barreira que tem tanto a capacidade de restringir como de facilitar
a passagem de drogas para a circulagao fetal. As drogas que tém a capacidade de atravessa-la tém as
caracteristicas semelhantes as que atravessam a barreira hematoencefédlica, sdo substancias
lipofilicas, ndo polares e tamanho inferior a 1000A (ADLER, 1994).

Na fase luteinica o blastocisto tem de atravessar as trompas até chegar ao utero, ambos
preenchidos por suas respectivas secre¢des. Drogas como o fenobarbital, o A’-tetrahidrocanabinol e
a fenitoina, por exemplo, tém a capacidade de alterar a composicao destas secregoes dificultando o
transcurso do blastocisto (ADLER, 1994).

Apds implantacdo do blastocisto no ttero (nidagdo) sua nutricdo passa a ser chamada de
histiotréfica, onde a participagdo da circulagdo materna ¢ modesta, mas os efeitos de drogas ja
difundidas nesta circulagdao sao mais acentuados, pois, estas atingem diretamente os tecidos ovulares
por meio de mecanismos como pinocitose, difusdo facilitada, difusdo simples, transporte ativo ou

fissuras. Substincias conhecidas, como por exemplo, isoniazida, cafeina, pentobarbital, DDT
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(dicloro-difenil-tricloroetano) e nicotina, podem ser encontradas em concentracdes duas vezes
maiores no blastocisto do que na circulacao materna (ADLER, 1994).

A barreira placentaria tem também uma fungdo metabodlica, comparada a do figado, onde
muitas drogas sdo metabolizadas ao nivel do trofoblasto. Reacdes de oxidagcdo aromadtica sdo
realizadas na placenta (ADLER, 1994).

O estudo da transferéncia placentaria de substincias estranhas tem como finalidade
caracterizar os efeitos que estas possam exercer no feto. Por exemplo, a teratogenicidade da
talidomida déa-se devido a metabdlitos de natureza polar produzidos pela sua metabolizacdo na

placenta, estes que atravessam esta barreira alcangando o feto (ADLER, 1994).

2.7. Sede - regula¢ao do manejo da agua e do sddio (Na").

Os fluidos corporais apresentam uma osmolaridade de aproximadamente 290 mosm/kg. Se a
osmolaridade subir, por exemplo, em virtude da perda de dgua, a conseqiliéncia seria o efluxo de
agua do meio intracelular, pois este se encontra em equlibrio osmotico com o meio extracelular.
Para proteger a célula de maiores oscilagdes de volume, a osmolaridade do meio extracelular deve
ser rigorosamente regulada. Os principais envolvidos nessa regulacdo sdo os osmoceptores
(especialmente no hipotdlamo), o hormonio antidiurético (HAD = vasopressina) e os rins, 0s 0rgaos
alvo desse hormoénio (SILBERNAGL; DESPOPOULOS, 2003).

Quando as perdas de 4dgua do corpo (por exemplo, pela urina) sdo compensadas
insuficientemente ou ndo sdo compensadas, o meio extracelular se torna hipertonico: a elevagao de
apenas 1% da osmolaridade (3 mosm/kg) € suficiente para secrecdo do HAD dos lobos posteriores
da hipéfise. O HAD reduz a eliminagdo de agua (figura 4). O liquor, igualmente hipertonico,
desencadeia a sede hiperosmdtica via osmoceptores centrais no hipotdlamo, a qual estimula a
reposi¢do de agua do corpo. O hipotdlamo ¢ informado sobre os deslocamentos da agua no trato
gastrintestinal por osmoceptores periféricos na regido da veia porta e por aferéncias do nervo vago

(SILBERNAGL; DESPOPOULOS, 2003).
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Figura 4: Sede - Regula¢do do manejo da dgua e do sddio (Na"). ADH — hormoénio antidiurético.
Fonte: (adaptado de SILBERNAGL; DESPOPOULOS, 2003).

2.8. Regulacao do volume de 4gua corporal.

Segundo Silbernagl e Despopoulos (2003), a ingesta de NaCl ¢ de cerca de 8 a 15 g/dia. Essa
mesma quantidade/tempo tem de ser excretada pelos rins para que o conteudo de Na* do corpo se
mantenha constante e, com isso, o conteido de Na" do meio extracelular, que é fortemente
dependente do primeiro. Estao envolvidos nessa regulagdao de volume (Figura 4):

o O sistema renina-angiotensina — sua ativagdao provoca, via angiotensina II (AT II - redugdo

da taxa de filtracdo glomerular) ¢ aldosterona, a reten¢ao de Na ;

o A atriopeptina (ANP — peptideo natriurético atrial). E excretada pelas células dos atrios
cardiacos quando o meio extracelular se expande (e a pressdo nos atrios se eleva). A atriopeptina
intensifica a excre¢do de Na' elevando a fracdo de filtracdo e inibindo a reabsor¢do de NaCl do

ducto coletor;

° Hormoénio antidiurético (HAD — ADH) — a secre¢do deste hormonio ¢ estimulada pela
elevacdo da osmolalidade; quando os sensores de estiramento do atrio quando enviam sinais de
reducdo (de mais de 10%) do meio extracelular (~ pressdo atrial) ao hipotalamo (reflexo de Gauer-

Henry);
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o A diurese pressoria que intensifica a excrecdo de Na " e agua é desencadeada pelo aumento

da pressdo arterial quando o volume do meio extracelular se eleva;

o Caréncia de sal — se em principio, o conteudo de agua do organismo ¢ normal, a diminui¢ao
da osmolalidade do sangue devido a uma hiponatremia provoca a redugdo da secre¢do do hormonio
antidiurético, de forma que a excressao de dgua aumenta. O meio extracelular e, portanto, também o
volume plasmético e a pressdo arterial reduzem. Isso ativa o sistema renina-angiotensina-
aldosterona qua desencadeia a sede hipovolémica por meio da angiotensina II e, via aldosterona,
retém o Na". Por fim, com a retengao de sal, a agua também ¢ retida (via elevagdo ddo hormonio
antidiurético); além disso, ocorre a ingestdo de dgua, de forma que o volume do meio extracelular

normaliza novamente;

o Excesso de sal — se o contetdo de agua é normal se eleva a osmolalidade do plasma (sede) e
a excre¢do do hormdnio antidiurético (retencdo de agua). Com isso, cresce o meio extracelular, e o
sistema renina-angiotensina ¢ freado. Além disso, a atriopeptina provoca o aumento de excrecdo de

NaCl e 4gua normalizando o meio extracelular.
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Figura 5: Regulacdo do volume de agua corporal. ADH — hormoénio antidiurético; ANP — atriopeptina.
Fonte: (adaptado de SILBERNAGL; DESPOPOULOS, 2003).

2.9. Regulagdo da concentragdo extracelular do potassio (K™).

Por dia, sdo absorvidos cerca de 100 mmol de K* (quantidade minima necessaria: 25
mmol/dia), dos quais sdo 90% s3o excretados com a urina e 10% com as fezes. A concentraciao
plasmatica de K™ ¢ de 3,5 a 4,8 mmol/L, enquanto nas células (mediante a atividade da ATPase de
Na'-K") a concentragao de K* ¢ superior a 30 vezes; assim, 98% dos cerca de 3.000 mmol de ions
do corpo encontram-se nas células. Embora perfaca apenas 2% do total, o K* extracelular exerce um
papel relevante, pois: a) nele se baseia a regulacdo do no K™ organismo; b) alteragdes relativamente
pequenas do K" celular (influxo e efluxo) podem causar oscilagdes extremas da concentragdo
plasmatica (risco de arritmias cardiacas, por exemplo). Assim, devem fazer parte da regulagdao da
homeostase do K* tanto a distribui¢ao entre os meios intracelular e extracelular quanto o equilibrio

entre a absor¢do e a excre¢do do K" (SILBERNAGL; DESPOPOULOS, 2003).
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A regulagdo aguda da concentragdo extracelular de K ocorre com o movimento do K*
dentro do organismo entre o meio extracelular e o intracelular (Figura 6). Esse processo
relativamente rapido impede ou suaviza, por exemplo, a elevagdo critica do K™ no meio extracelular
quando maiores quantidades de K' entram no organismo (alimentagdo) ou sdo liberadas
intensamente (em razdo de hemolise stbita, por exemplo). Esse movimento do K* tem regulagio
hormonal. Assim, a insulina secretada apds a alimentag¢ao de alimentos estimula a Na'-K" ATPase e
distribui, com isso, o K" ingerido (das células animais e vegetais dos alimentos) entre as células do
organismo. A adrenalina eleva a captagdo celular de K™ de maneira semelhante, o que tem especial
importancia durante o trabalho muscular ou o trauma, quando hd uma descarga elevada de K" no
plasma. Em ambos os casos, o nivel de adrenalina leva a captacdo do K" nessas e em outras células.
A regulagdo cronica do balango do K™ com o meio externo ¢ executada principalmente pelos rins

(SILBERNAGL; DESPOPOULOS, 2003).
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Figura 6: Regulagio da concentragio extracelular do potéassio (K*).
Fonte: (adaptado de SILBERNAGL; DESPOPOULOS, 2003).
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As altera¢des de pH influenciam a distribuicdo do K™ entre o plasma e as células, pois o
antiporte ubiquo de Na'/K" ocorre mais rapidamente ¢ mais lentamente na alcalose. Por isso, na
acidose, reduz-se o influxo de Na', a ATPase de Na'-K* é mais lenta e a concentragdo extracelular
de K" eleva-se (de modo intenso nas acidoses metabolicas, especificamente 0,6 mmol/L para cada
alteracdo do pH em 0,1 unidade) (Figura 7). Nas alcaloses ocorre diminui¢do do K" extracelular

(SILBERNAGL; DESPOPOULOS, 2003).
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Figura 7: Acidose e a regulagdo da concentragdo extracelular do potéassio (K*).
Fonte: (adaptado de SILBERNAGL; DESPOPOULOS, 2003).
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3 OBJETIVOS.

3.1. Geral.

Avaliar a seguranga de uso por via oral do 6leo de C. multijuga Hayne em doses repetidas

durante oito semanas.

3.2. Especificos.

X8 Caracterizar os principais componentes do 6leo-resina de copaiba;

X8 Confirmar o efeito antinociceptivo e antiinflamatorio do 6leo-resina de copaiba nos modelos

de contor¢des abdominais por acido acético e pleurisia induzida por carragenina;

X Estimar o valor da toxicidade aguda (DLso) do dleo-resina de copaiba por via oral em ratos;

X8 Investigar o efeito da administragao oral de doses repetidas (30 dias) do Oleo-resina de

copaiba sob os pardmetros bioquimicos ¢ hematologicos de ratos Wistar e coelho Nova Zelandia;

X Estudar o efeito do tratamento sub-cronico (30 dias) por via oral do 6leo-resina de copaiba

sobre a morfologia macro e microscépica dos tecidos.

X8 Compreender o efeito da administracdo por via oral do oleo-resina de copaiba durante o

periodo de gestagdo em ratas Wistar e o desenvolvimento da prole.

X Identificar o efeito da administragdo sub-cronica por via oral do 6leo-resina de copaiba sobre

a performance reprodutiva de ratos Wistar e desenvolvimento da prole.

X8 Explorar o efeito da administragdo oral de doses repetidas (30 dias) do Oleo-resina de

copaiba sobre a fun¢do renal em ratos.
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4 MATERIAL E METODO.

4.1. Material vegetal.

A espécie de planta foi coletada em seu habitat natural, na regido amazonica (Nhamunda —
AM), Brasil (S 02°11°09” W 56°42°46”), em abril de 2009. O espécime comprovante da planta
(Copaifera multijuga Hayne - Fabaceae) foi identificada pelo botanico Ramos, J.F. e depositado no
herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia INPA, sob o numero 233154/2009
(ANEXOS). O ¢leo de C. multijuga foi cedido pela empresa Pronatus, Manaus (AM), Brasil. A
densidade deste oleo (0,9445 g/mL) foi determinada segundo métodos gerais da Farmacopéia

Brasileira V, vol.1, p.86, 2010, a fim de calcular os volumes a serem administrados aos animais.

4.2. Analise quimica do oleo de C. multijuga por cromatografia gasosa acoplada a espectro de

massa (CG/EM).

A andlise do o6leo de copaiba foi realizada pelo Laboratorio de Ecologia Quimica do
Departamento de Quimica Fundamental (UFPE) em um cromatégrafo gasoso Agilent 7890A
acoplado a um espectrometro de massa Agilent MSD 5975C equipado com coluna Agilent HP-
SMS 5% Phenyl Methyl! Siloxane (30 m x 250 pm x 0,25 pm). O gas de arraste utilizado foi hélio a
um fluxo constante de 1 mL por minuto. A temperatura inicial do forno foi de 40°C (mantida por 1
minuto), aumentada até 105°C a uma taxa de 50°C/min, em seguida elevada a 150°C a uma taxa de
1,5°C/min e por fim aumentada até 280°C a uma taxa de 30°C/min. A coluna foi mantida na
temperatura final por 10 minutos para garantir a elui¢do de todos os componentes. O injetor foi
mantido a 270°C e usado no modo Split 1:50. A fonte de ionizag¢do foi mantida a 230°C e o potencial
de ionizacao foi de 70eV. Os indices de retenc¢do (IR) foram determinados para os componentes do
6leo pela co-injegdo da amostra com uma série homologa de hidrocarbonetos lineares (C8 a C30) e
subsequente aplicacdo da equacdo de Van Den Dool e Kratz (1963). Os constituintes foram
inicialmente identificados pela comparacao dos valores de IR calculados com aqueles publicados na
literatura (ADAMS, 2007). As identidades foram confirmadas pela comparacdo dos espectros de
massa obtidos com aqueles encontrados nas bibliotecas NIST, Adams e MassFinder4 do GCMS e

outros dados publicados na literatura.
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4.3. Animais.

Foram utilizados ratos, fémeas e machos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar pesando 200-
240g, e 310-340g, respectivamente; camundongos machos (Mus musculus) pesando 25-35g que
foram fornecidos pelo Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPE, e coelhos
albinos de ambos os sexos (Oryctolagus cuniculus), linhagem Nova Zelandia, pesando 600-1100 g,
oriundos de fonte comercial. Os animais foram acondicionados em gaiolas apropriadas (cinco por
gaiola) e mantidos sob condi¢des controladas de iluminagdo (ciclo claro-escuro 12h) e temperatura
(22 + 2°C), recebendo 4gua e dieta (Presence® para ratos e camundongos e ragdo Purina natural®
para coelho) ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacao Animal (CEEA) da Universidade Federal Pernambuco sob os processos, n® 027253
e 051674 (ANEXOS).

4.4. Avaliagdo da atividade antinociceptiva do 6leo de C. multijuga (Cm 50, 100 e 200 mg/kg) por

contor¢des abdominais em camundongos.

Cinco grupos de animais (n = 6/grupo) foram colocados para ambientagdo em camara
adequada por cinco minutos, depois de decorrido este tempo os animais do grupo controle negativo
(agua - 10 mL/kg), do grupo controle positivo (indometacina 10 mg/kg) e os grupos (Cm 50, 100 e
200 mg/kg) foram tratados (via oral) e apds 60 minutos receberam acido acético 1,6% em solucdo
de NaCl 0,9% 1 mL/kg por via intraperitoneal. As contor¢des abdominais (contragcdes da parede
abdominal seguida de tor¢des do tronco e extensdo dos membros posteriores) foram registradas
durante 30 minutos (KOSTER, 1959) (Figura 8). Os resultados foram expressos como média do
percentual de contor¢des (nimero de contor¢des do animal x 100/média do numero de contor¢des
do grupo controle negativo) e média do percentual de inibi¢ao (100 — percentual de contorgdes do

animal) (ANJOS et al., 2008).
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Figura 8. Modelo da metodologia de contor¢des abdominais.

4.5. Avalia¢dao do efeito antiinflamatorio agudo — peritonite - do d6leo de C. multijuga (Cm 200

mg/kg) em camundongos.

Trés grupos de animais (n = 6/grupo) foram tratados com agua (10 mL/kg) como controle
negativo, dexametasona 1 mg/kg, controle positivo e Cm 200 mg/kg por via oral. Decorridos 60
minutos, estes animais receberam uma inje¢do intraperitoneal de 0,25 mL de carragenina 1%.
Depois de tratados os animais foram devolvidos as gaiolas e deixados com livre acesso a rag¢do e a
agua durante cinco horas. Apos este tempo, estes animais foram inicialmente anestesiados e em
seguida eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico com pentobarbital (0,140 g/kg, i.p.).
Para facilitar a coleta, todos os animais receberam inje¢do de 2 mL de tampao fosfato salino (PBS)
heparinizado (5 UI/mL) pH 7,2 massageando-se o abdomen para soltar as células nele aderidas. O
exsudato peritoneal foi coletado com pipeta Pasteur plastica através de laparoscopia abdominal.
Uma amostra do lavado peritoneal foi diluida em liquido de Tiirk e as células contadas em camara

de Neubauer (FERRANDIZ; ALCATAZ, 1991) (Figura 9).
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Figura 9. Modelo da metodologia de inducdo de inflamagao aguda (peritonite).

4.6. Toxicidade Aguda.

Dois grupos de ratos de ambos os sexos (n=3/grupo) foram privados de ra¢do por 12 h e em
seguida receberam o O6leo-resina de copaiba (4g/kg) ou agua (controle) por via oral. Apds a
administracdo, os animais foram observados individualmente durante os primeiros 30 minutos € a
cada hora durante as primeiras 6 h e diariamente por um periodo de até 14 dias. Os animais foram
observados diariamente quanto ao consumo de racdo e adgua, alteracdes gerais de comportamento e
sinais clinicos de toxicidade (MALONE, 1977). O experimento foi repetido utilizando uma dose

menor até que ndo se registrasse morte.
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4.7. Toxicidade de dose repetida.

4.7.1. Avaliagdes dos efeitos da administracio oral do 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 e 2500

mg/kg) em ratos de ambos os sexos.

Quarenta ratas e quarenta ratos foram divididos em quatro grupos cada (n=10/grupo). O grupo
controle recebeu agua e os grupos tratados receberam respectivamente oleo de C. multijuga (Cm)
nas doses de 200, 500 e 2500 mg/kg por um periodo de oito semanas. Os animais foram observados
diariamente quanto aos sinais toxicidade (piloerecdo, diarréia e alteracdo de comportamento e da
atividade locomotora) e tiveram o ganho de massa corporal registrado semanalmente, bem como o

consumo de racao e agua diariamente (SILVA et al., 2007).

4.7.2. Analise dos parametros bioquimicos e hematolégicos.

Ao final da quarta e oitava semana de tratamento, os ratos foram submetidos a um jejum de 12h
com livre acesso a dgua e, em seguida, sob anestesia por pentobarbital (0,035 g/kg, i.p.), procedeu-
se a coleta de sangue, por rompimento do plexo retro-orbital com auxilio de um capilar
(WAYNFORTH, 1980). O sangue coletado dos animais foi acondicionado em tubo de coleta com o
anticoagulante acido etileno diaminotetraacético (EDTA), para as analises hematologicas, e tubo
com gel separador para a obtengdo de soro para as determinacdes bioquimicas.

O hemograma completo (numero de eritrocitos, leucdcitos, plaquetas, hemoglobina,
hematocrito e os indices hematimétricos - volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)) foi
realizado imediatamente apds a coleta através do analisador automatico de células hematologicas
Coulter STKS. A contagem diferencial de leucocitos foi realizada em extensdes coradas com May-
Griinwald-Giemsa. Em cada ensaio, 100 células foram analisadas e contadas. J& para a andlise
bioquimica, o sangue foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos e em seguida determinados
os parametros glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(AST), amilase, fosfatase alcalina, colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina (ALP),
bilirrubinas total, direta e indireta, proteinas totais, albumina, amilase e desidrogenase lactica. Os
ensaios foram realizados em aparelho automatico Architect (Abbott™) com sistemas comerciais da

Boehringer Inglheim®.
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4.7.3. Estudo morfolégico.

Ao final da oitava semana de tratamento, os ratos inicialmente foram anestesiados e em seguida
eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico com pentobarbital (0,140 g/kg, i.p.). Foi feita
necropsia para avaliagdo externa de coracdo, figado, rins, pulmdes, bago, estomago, intestino
delgado, glandula adrenal, cérebro, ovario, ttero, testiculo, epididimo, canal deferente e vesicula
seminal estes orgdos foram removidos e pesados individualmente. O ducto deferente e a vesicula
seminal foram pesados sem fluido. O peso dos 6rgdos foi expresso em termos de peso absoluto (g) e
peso relativo (g/100 g de peso corporal). Para analise microscopica, os 6rgaos foram fixados "in
totum" em 10% de formalina tamponada durante 48 horas a temperatura ambiente, apds a fixacao
de cada amostra foi lavada com 4gua e imersa em alcool etilico a 70% durante 3 a 4 dias, e depois
foram impregnadas e incluidas em parafina, de onde foram obtidos cortes com espessura de 5 um,
os quais foram corados pela hematoxilina/eosina (H.E) (LISON, 1960) e posteriormente analisadas

por meio de um sistema para capturar imagens MicroDIP/Kacil®

4.8. Avaliagdo das variaveis reprodutivas, obtidas apds o tratamento de ratas durante a prenhez (1°

ao 20° dia).

Ratos machos adultos nao tratados foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n =
5/grupo) e foram transferidos para gaiolas individuais onde foram acasalados com fémeas nao
tratadas e férteis (n = 10/grupo) durante o estro natural (sexualmente receptiva) durante 5 dias
(macho : fémea na razdo, 1:2). A presenga de tampao vaginal e espermatozodides no esfregago
vaginal na manha seguinte, foram definidos com o primeiro dia de prenhez, onde a partir deste dia
estes grupos foram tratados por via oral com dgua (controle) e dleo de C. multijuga 200, 500 e 2500
mg/kg at¢ o 20° dia de prenhez (ALMEIDA, 2000). Durante a prenhez, as ratas foram
cuidadosamente observadas duas vezes ao dia para a existéncia de mudangas na aparéncia,
comportamento, piloerec¢do, perda de pélos, diarreia, modificagdes na atividade locomotora, sinais
de sangramento vaginal e a mortalidade ao longo do periodo experimental. Foi medido o consumo
de ragdo, dgua e o peso dos animais no inicio e ao final da prenhez e nos 7°, 14° e 20° dia. No 20°
dia as ratas foram anestesiadas e em seguida eutanasiadas por aprofundamento do plano anestésico
com pentobarbital (0,140 g/kg, i.p.). e apoés laparotomia foi observado a presenca ou ndo de
malformacdo fetal, nimero de fetos vivos, nimero de fetos mortos, relagdo feto/mae, massa
absoluta dos fetos (g), massa relativa dos fetos (g/100g), comprimento dos fetos (cm), massa

absoluta das placentas (g), massa relativa das placentas (g/100g), massa absoluta dos ovarios (mg),
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massa relativa dos ovarios (mg/100g), nimero de implantagdes, numero de implantagdes vidveis,
numero de reabsor¢do, nimero de corpos lateos, indice de reabsorcao (numero de reabsorcdes x
100/niimero de implantes), indice de implantagdo (numero total de sitios de implantagcdes/niimero
total de corpos lateos x 100), perda pré-implantacdo (nimero de corpos luteos — numero de
implanta¢des/nimero de corpos luteos x 100) e perda pés-implantagdo (nimero de implantagdes —

numero de fetos vivos/numero de implantagdes x 100) (COSTA-SILVA et al., 2006).

4.9. Avaliagdo das variaveis de reproducdo obtidas através do acasalamento entre ratos do grupo
tratado por oito semanas consecutivas (macho tratado x fémea nao tratada) e grupo controle (macho

e fémea nao tratados).

Ratos machos adultos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n = 5/grupo) e, em
seguida, tratadas por via oral com C. multijuga (nas doses de 200, 500 ou 2500 mg/kg) ou agua
(controle), durante oito semanas consecutivas. Durante o tratamento, o peso corporal foi registrado
semanalmente, ¢ o consumo de ragdo e agua a cada dois dias. Os animais foram observados duas
vezes ao dia quanto a sinais de toxicidade, tais como a piloerecc¢do, a perda de pélos, diarreia e
modificagdes na atividade locomotora e a mortalidade ao longo do periodo experimental. Em
seguida, eles foram transferidos para gaiolas individuais e foram acasalados com fémeas nao
tratadas e férteis (n = 10/grupo) durante o estro natural (sexualmente receptiva) durante 5 dias
(macho : fémea na razdo, 1:2). A presenca de tampdo vaginal e espermatozdides no esfregacgo
vaginal na manha seguinte, foram definidos o primeiro dia de gestacdo. Ratas prenhes chegaram ao
parto a termo. Durante a prenhez, as ratas foram cuidadosamente observadas duas vezes ao dia para
a existéncia de mudangas na aparéncia, comportamento e sinais de sangramento vaginal. O dia do
parto foi designado como dia 1 de vida poés-natal. No dia 4 de vida pds-natal, ninhadas foram
abatidos a sete recém-nascidos. Nos casos em que nasceram menos de sete filhotes neonatos
adicionais foram promovidos de outras ninhadas. Apds o nascimento foram analisados os seguintes
parametros reprodutivos: duracao da gestacdo (dia), numero de fetos vivos € mortos, a relagao de
prole/mae, o indice de fertilidade (nimero de ratas prenhes/numero de fémeas acasaladas x 100), o
indice de viabilidade (ntimero de filhotes vivos no dia 4 de vida pos-natal/nimero de filhos
nascidos vivos x 100), o indice de lactacdo (ntimero de filhotes vivos no dia 21 de vida pds-
natal/niimero de filhotes vivos no dia 4 de vida pds-natal x 100). Peso corporal (g) e comprimento
(cm) dos ratos recém-nascidos foi determinado nos dias 1, 4 , 7, 14 e 21 de vida pos-natal. Os

filhotes foram cuidadosamente observados para qualquer malformacao externa (SILVA et al., 2009).
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4.9.1 Avaliacdo dos parimetros comportamentais da prole do acasalamento entre ratos do
grupo tratado por oito semanas consecutivas (macho tratado x fémea nao tratada) e grupo

controle (macho e fémea nao tratados).

Apds o nascimento, um ter¢o da prole de cada grupo foi analisado para os seguintes pardmetros
comportamentais: reflexo postural, dia da abertura dos olhos, dia de andar adulto e deambulagdo
espontanea. Reflexos posturais dos filhotes foram avaliados nos 1° ¢ 7° dia de vida. Os filhotes
foram colocados em uma superficie plana, em dectbito dorsal, e o reflexo de endireitamento foi
medido em segundos. O dia da abertura do olho foi determinada pela observagdo da deslocacao
parcial da fenda palpebral em pelo menos um olho. Foi considerado dia do andar adulto quando
filhotes deambularam sem arrastar patas traseiras e sem tocar sua barriga no chao. A deambulagao
espontanea foi determinada em 20 dias de vida pds-natal através de um quadrado de 30 x 30 cm e
dividido em nove espacos iguais. O filhote foi colocado na parte central e durante dois minutos foi
contado o numero de quadrados invadidos (quando o filhote colocava pelo menos trés patas no

quadrado) (COSTA-SILVA et al., 2006).

4.10. Avaliagdo da fung¢ao renal.

4.10.1. Analise dos parametros bioquimicos em coelhos Nova Zelandia adultos de ambos os

sexos tratados via oral por quatro semanas com o 6leo de C. multijuga (Cm 2500 mg/kg).

Dez coelhas e dez coelhos foram divididos em dois grupos cada (n=5/grupo). O grupo controle
recebeu agua e o grupo tratado 6leo de C. multijuga (Cm) por via oral na dose de 2500 mg/kg por
quatro semanas. Ao final do tratamento os animais foram submetidos a jejum de 12h com livre
acesso a agua, e depois de decorrido este tempo foram imobilizados em caixa de contensdo especial
e procedeu-se a coleta de sangue por venopunsdo nas veias marginal e/ou central do pavilhao

auricular, segundo Taborda et al. (2004).

4.10.2. Avaliacdo da funcio renal em ratos tratados por via oral com o dleo de C. multijuga

(Cm 2500 mg/kg) durante quatro semanas.

Dez ratas e dez ratos foram pesados e divididos em dois grupos cada (n=5/grupo). O grupo
controle recebeu agua e o grupo tratado 6leo de C. multijuga Hayne (Cm) por via oral na dose de

2500 mg/kg por quatro semanas. Ao final deste periodo os animais foram acondicionados
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isoladamente em gaiolas metabdlicas (figura 10), gaiola individual que permite mensuragcdo de
variaveis biologicas (DEZOTI et al., 2009), e passaram por um tempo de trés dias de adaptagao ao
local com o tratamento em continuacao. Durante 24 horas decorrentes do tempo zero os animais
tiveram acesso livre a 4gua e a urina foi coletada, sendo os animais pesados novamente. Foi
calculado por grupo a média do volume de urina em 24 horas, a média do consumo de dgua em 24
horas, a média da massa corporal dos grupos em 30 dias (g), média da massa corporal (A final -
inicial, g) (DEZOTI et al., 2005), area de superficie corporal 30 dias (11 x massa corporal®®!, cm?)
e area de superficie corporal (A final - inicial, cm?) (BARBOSA et al., 2003).

Os animais foram submetidos a jejum de 12h até o tempo 24 horas onde se aferiu a
quantidade de agua ingerida por animal, em seguida, sob anestesia por pentobarbital intraperitoneal
(0,035 g/kg, i.p.), procedeu-se a coleta de sangue, por rompimento do plexo retro-orbital com
auxilio de um tubo capilar (WAYNFORTH, 1980). O sangue foi coletado em tubos com gel
separador para andlise bioquimica dos seguintes parametros: aldosterona, proteinas totais,
albumina, globulinas, relacdo albumina/globulina, vasopressina, amilase, cloro, potassio, magnésio,
sodio, lactato desidrogenase (LDH), creatinina, ureia, cistatina C, creatina quinase-MB (massa)
(CKMB) e a estimativa de filtragdo glomerular (eRFG) e em tubos contendo anticoagulante acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para a andlise da osmolaridade e do peptideo natriurético
(BNP). Todos os tubos foram centrifugados a 3500 rotagdes por minuto por 10 minutos para a
separacao do soro.

A urina foi acondicionada em coletor de urina ndo estéril e posteriormente o seu volume foi
medido em proveta apropriada e calculado o fluxo urinario em 24h - 1440 minutos - (volume de
urina mL/1440 minutos) (DEZOTI et al., 2005), em seguida, fez-se a analise bioquimica dos
seguintes parametros: proteinas totais, albumina, creatinina, relacdo albumina/creatinina, creatinina
24 horas, sodio, potéssio e cloreto.

A estimativa do ritmo de filtracdo glomerular (¢eRFG) foi calculada pelo aparelho Centauro
XP-7 - Siemens® pela equac¢do de Cockcroft-Gault (1976), recomendado pela National Kidney
Education Program (NKDEP) e pela Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN).

As amostras de urina e sangue foram utilizadas para a mensuracdo do clearance de creatinina pelo
método Jaffé - volume de urina mL x CU/CP x tempo (minutos) - (TESHIMA et al., 2012), pela
corre¢do do clearance pela massa corporal (clearance x massa corporal, g) e pela area de superficie
corporal (clearance x area de superficie corporal, cm?) (FERREIRA, 2006). Outros parimetros
utlizados foram a fracdo de excrecao de sodio (FeNa = CU/CP x NaP/NaU x100) e potassio (FeK =
CU/CP x KP/KU x100), sendo: CU = creatinina urinaria, em mg/dL; CP = creatinina plasmatica,
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em mg/dL; NaP = sodio plasmatico, em mEq/L; NaU = sédio urindrio, em mEq/L; KP = potéssio

plaméatico, em mEq/mL e KU = potéssio urinario (DEZOTI et al., 2005).

Figura 10. Gaiola metabdlica modelo 3701M081 Tecniplast®.
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Analise estatistica.



50

5 ANALISE ESTATISTICA.

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. As variacdes nos dados
(massa corporal, massa absoluta e relativa dos o6rgdos, consumo de 4gua e ragdo, pardmetros
bioquimicos e hematologicos, parametros reprodutivos, performace reprodutiva € comportamento
da prole) foram verificados para homogeneidade pelo método de Bartlett. Se as varidncias foram
homogéneas, os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA), seguido, se necessario,
pelo teste de Newman-Keuls. Quando os dados ndo assumiram uma distribui¢do normal foi
utilizado o teste de Kruskall-Wallis seguido do teste de Dunn (indices de reabsorc¢ao, implantagdo,
pré implantacdo e pos implantagdo). Os indices de prenhez, de viabilidade e de lactacdo foram
comparadas pelo teste exato de Fisher. Nos coelhos a diferenca dos parametros bioquimicos entre
os grupos tratados em relagdo ao controle foi analisada pelo teste t ndo pareado, também utilizado
para a avaliacdo dos parametros de avaliagdo renal nos ratos. Um nivel de probabilidade inferior a
5% (p <0,05) foi considerado significativo. Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo

GraphPad Prism 5.0.
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Resultados.
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6 RESULTADOS.

6.1. Percentual dos componentes do 6leo de C. multijuga.

A caracterizagdo quimica do oleo de C. multijuga identificou vinte e dois componentes
representando 99,11% (Tabela 1) - cromatograma em ANEXOS. Os principais compostos
identificados foram os sesquiterpenos cariofileno (51,64%), copaeno (8,04%), trans-a-bergamoteno

(7,57%) e germacreno D (6,22%)).

Tabela 1. Percentual dos componentes do oleo de C. multijuga.

Peak Compound RI* RI;*® Area (%)
1 o-Elemene 1338 1344 0,29
2 a-Cubebene 1350 1345 0,48
3 Copaene 1377 1374 8,04
4 B-Elemene 1394 1389 1,00
5 Cyperene 1403 1398 0,26
6 Caryophyllene 1421 1417 51,64
7 v-Elemene 1433 1434 0,29
8 a-trans-Bergamotene 1435 1432 7,57
9 o-Humulene 1453 1452 5,93
10 Allo-aromadendrene 1460 1458 0,26
11 v-Muurolene 1476 1478 1,94
12 Germacrene D 1480 1484 6,22
13 B-Selinene 1486 1489 0,85
14 o-Muurolene 1500 1500 0,53
15 B-Bisabolene 1508 1505 3,56
16 y-Cadinene 1513 1513 0,61
17 0-Cadinene 1522 1522 4,09
18 Germacrene B 1553 1559 1,32
19 Methylpalmitate 1929 1921 0,4
20 Methyllinoleate 2098 2095 1,44
21 (x)- Octadecenoicacid, methylester 2104 - 2,29
22 Methylstearate 2129 2124 0,1
Unidentified 0,89

Aindice de retengdo linear na coluna capilar BP5; BAdams, 2007.
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6.2. Efeito do 6leo de C. multijuga (Cm 50, 100 e 200 mg/kg) nas contor¢des abdominais em

camundongos.

A tabela 2 mostra que houve reducdo significativa do nimero de contor¢des abdominais nos

animais tratados com as trés doses utilizadas em rela¢ao ao grupo controle.

Tabela 2. Efeito do o6leo de C. multijuga (Cm 50, 100 e 200 mg/kg) e da indometacina sobre as

contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético.

Grupos Dose (mg/kg) N° de contorg¢oes % inibicao
Controle (agua) - 64,3+ 8,0 -

Cm 50 49,0 + 3,2%* 23,8
Cm 100 52,2 +£3,0* 18,9
Cm 200 26,2 +1,4* 59,3
Indometacina 10 0,3+0,3* 99,5

Valores expressos como média do percentual de contor¢des (numero de contor¢des do animal x 100/média do
nimero de contor¢des do grupo controle negativo) e média do percentual de inibi¢do (100 — percentual de
contor¢des do animal), n=6 animais/grupo. * diferenca significativa em relagcdo ao controle (ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls, p < 0,05).

6.3. Efeito do o6leo de C. multijuga (Cm 200 mg/kg) na peritonite em camundongos.

No grafico 1 mostra que ocorreu diminui¢ao significativa de 28,0% na contagem do numero
de leucdcitos/mm?® nos animais que foram tratados com Cm 200 mg/kg e de 38,2% nos tratados com

dexametasona 1 mg/kg em relacdo ao grupo controle.

10000 - ,
= —r— ] Agua 10 mL/kg
£ 7500- * BN Cm 200 mg/kg
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= |
=
2 25004
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Grifico 1: Efeito do 6leo de C. multijuga (Cm) na peritonite induzida por carragenina (1%) em camundongos
Swiss (n=6/grupo). * Indica diferenca significativa em relacdo ao controle (ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls, p < 0,05).
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6.4. Toxicidade aguda.

Os resultados mostram que o 6leo de copaiba até 4g/kg ndo produziu morte ou modificacdo
do padrao comportamental dos animais, assim como, ndo houve alteracdo do consumo de agua e

racdo durante o periodo de 14 dias de observacao.

6.5.  Efeito da administracdo em doses repetidas por via oral do 6leo de C. multijuga (Cm) sobre

0s ratos.

O oleo de C. multijuga administrado diariamente nos ratos durante oito semanas por via oral
nas doses de 200, 500 e 2500 mg/kg, ndo resultou em mortes entre os animais. Durante todo
periodo de tratamento ndo foram observados sinais externos de toxicidade, como piloerecao,

alteragdo de comportamento, atividade locomotora e morte durante o experimento.

6.6. Efeito da administragdo oral do 6leo de C. multijuga (Cm) sobre o ganho de massa e

consumo de agua e racdo em ratos.

No gréafico 2 mostra que ocorreu aumento estatistico do ganho de massa, em relagao ao
grupo controle, nas ratas tratadas (Cm 200 mg/kg) na sétima semana (47,8%) bem como
diminui¢do na oitava semana (37,4%) para o grupo Cm 2500 mg/kg. Ja para o consumo de agua,
grafico 3, houve aumento estatistico na oitava semana (56,8%) no grupo Cm 2500 mg/kg. Para o
consumo de ra¢do houve diminuicdo (18,1%) na segunda semana para o grupo Cm 2500 mg/kg

(Gréfico 3).
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Grafico 2: Ganho de massa corporal de ratas tratadas por oito semanas com 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 e 2500
mg/kg, v.0.). * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p < 0.05).
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Grafico 3: Consumo de agua de ratas tratadas por oito semanas com 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 ¢ 2500 mg/kg,
v.0.). * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p < 0.05).
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Grafico 4: Consumo de ragdo de ratas tratadas por oito semanas com 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg,
v.0.). * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p < 0.05).

Nos ratos houve diminui¢do estatistica do ganho de massa na quinta (47,6%) e sexta
(36,3%) semana (grafico 5). O consumo de agua mostrou-se aumentado em relagdo ao controle na
terceira (29,4%), quarta (59,3%), quinta (27,3%), sexta (46,2%), sétima (50,6%) e oitava (44,3%)
semana de tratamento com o grupo Cm 2500 mg/kg (grafico 6), contudo nao ocorreu diferenca

estatistica no consumo de ragdo entre os grupos tratados e grupo controle (Grafico 7).
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Grafico 5: Ganho de massa corporal de ratos tratados por oito semanas com 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 ¢ 2500
mg/kg, v.0.). * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p < 0.05).
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Grifico 6: Consumo de agua de ratos tratados por oito semanas com 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg,
v.0.). * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p < 0.05).
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Grafico 7: Consumo de ragdo de ratos tratados por oito semanas com 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg,
v.0.).

6.7. Efeito da administracio oral do o6leo de C. multijuga (Cm) sobre os parametros

hematoldgicos em ratos de ambos os sexos.

Nao houve diferenca estatistica nos parametros analisados do hemograma completo entre os

animais tratados (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg, v.0.) € o grupo controle (dgua, v.0.) como mostrado

nas tabelas 3,4, 5 ¢ 6.
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Tabela 3. Efeito do 6leo de C. multijuga (Cm 200; 500; e 2500 mg/kg) administrado por via oral

sobre os parametros hematoldgicos em ratas Wistar adultas tratadas por quatro semanas consecutivas.

Parametros Controle Cm Cm Cm
200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Eritrocitos (10%/uL) 7,7+0,1 7,9+0,1 7,7+0,1 7,9+0,1
Hemoglobina (g/dL) 15,1+0,3 152+0,2 149+0,2 15,1+£0,2
Hematocrito (%) 42,604 423+0,5 41,3+0,5 429+0,5
VCM (fL) 553+1,1 53,7+0,5 53,8 +0,9 54,1 +0,4
HCM (pg) 19,6 £0,5 19,3+0,1 19,4 +£0,2 19,1 +£0,3
CHCM (g/dL) 35,5+0,5 36,0£0,2 358+0,3 352+0,4
RDW (%) 13,2+ 0,6 11,5+ 0,4 12,8 £0,5 13,4+0,5
Plaquetas (10°/uL) 784,7+29,3 879,7 + 48,2 814,3 + 46,9 853,3 +£33,5
VPM (fL) 7,0+0,2 6,7+0,2 6,8+0,2 7,1+£04
Leucécitos (10°/uL) 8,0+0,6 8,0+0,5 9,7+0,5 9,6 +0,8
Neutrofilos (%) 14,1+ 1,6 13,0£1,5 151+1,5 13,9+2,1
Eosinéfilos (%) 0,7+0,2 1,0+0,3 1,8+04 1,2+0,4
Baséfilos (%) 0,3+0,1 0,5+0,2 0,4+0,1 0,3+0,0
Linfécitos (%) 82,6 £1,8 82,6 1,9 79,7+ 1,8 81,5+2,7
Monocitos (%) 2,3+0,3 2,7+0,2 3,104 29+0,5

Valores representam a média = erro padrdo da média (n = 10/grupo); VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM:
Hemoglobina Corpuscular Médio, CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Médio, RDW: Amplitude da
Distribui¢ao das Hemacias, VPM: Volume Plaquetario Médio.
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Tabela 4. Efeito do 6leo de C. multijuga (Cm 200; 500; e 2500 mg/kg) administrado por via oral sobre

os parametros hematologicos em ratas Wistar adultas tratadas por oito semanas consecutivas.

Parametros Controle Cm Cm Cm
200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Eritrocitos (10%/uL) 7,5+0,3 7,6 £0,1 7,8+0,1 7,8+0,2
Hemoglobina (g/dL) 15,5+0,1 15,4 +0,2 15,1 £0,2 15,8 +£0,4
Hematocrito (%) 412+ 1,5 46,2 +2,2 423+0,4 43,7+£1,2
VCM (fL) 55,0+£0,3 55,6 £0,6 54,6 +£ 0,4 56,1 +£0,5
HCM (pg) 22,6 +1,7 20,3+0,2 19,6 £ 0,3 22.8+2,4
CHCM (g/dL) 38,6 £2,1 36,4+£0,2 358+0,5 36,2+0,3
RDW (%) 13,1+0,4 14,3+ 0,4 13,8+ 0,4 13,4+0,5
Plaquetas (10°/uL) 808,2 + 57,8 905,9 +£43,5 870,4 + 30,3 882,5+ 39,5
VPM (fL) 6,8+0,1 7,0+04 6,6 +0,1 6,6 0,2
Leucdcitos (10°/uL) 7,0+ 0,4 8,3+0,6 7,6+ 0,6 6,3+0,3
Neutrofilos (%) 157+1,3 13,6 £1,1 12,8+ 1,6 158+ 1,8
Eosinéfilos (%) 1,0+ 0,4 0,7+0,2 1,2+0,4 1,3+0,5
Basofilos (%) 0,5+0,1 0,7+0,2 0,6 £0,1 0,6 0,1
Linfécitos (%) 80,3+1,3 83,3+1,0 83,5+ 1,7 78,6 = 1,8
Mondcitos (%) 2,5+0,6 1,9+04 1,9+0,3 3,7+ 1,0

Valores representam a média + erro padrdo da média (n = 10/grupo); VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM:
Hemoglobina Corpuscular Médio, CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Médio, RDW: Amplitude da
Distribuicdo das Hemacias, VPM: Volume Plaquetario Médio.
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Tabela 5. Efeito do 6leo de C. multijuga (Cm 200; 500; e 2500 mg/kg) administrado por via oral sobre

os parametros hematologicos em ratos Wistar adultos tratados por quatro semanas consecutivas.

Parametros Controle Cm Cm Cm
200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Eritrocitos (10%/uL) 7,6 0,1 7,4+0,1 7,3+0,3 7,3+0,1
Hemoglobina (g/dL) 15,2+0,2 14,9 £ 0,2 14,6 £ 0,3 14,3 £0,2
Hematocrito (%) 443+ 1,3 42,7+0,7 42,8+ 0,6 41,2+0,5
VCM (fL) 53,8+£3,2 57,8 +0,9 59,9+27 56,6 +1,1
HCM (pg) 213+1,3 20,1 £0,3 20,3+ 0,6 19,7+ 0,4
CHCM (g/dL) 352+0,2 34,8 £0,2 34,1+£0,7 34,7+0,2
RDW (%) 15,7+0,7 155+0,4 16,3+0,7 17,4+ 1,0
Plaquetas (10°/uL) 806,9+ 35,2 855,3+55,3 840,1 £ 28,2 816,0 + 20,9
VPM (fL) 6,5+0,1 6,5+0,1 6,3+0,1 6,5+0,1
Leucocitos (10°/uL) 10,7+ 0,7 9,8+0,8 12,0+0,9 11,6 £0.4
Neutrofilos (%) 37,7+32 31,8+2,3 30,7+2,7 32,5+3,5
Eosinéfilos (%) 1,6 £0,3 1,8+0,3 1,4+£0,2 1,7+£0,2
Basofilos (%) 0,0 0,0 0,0 0,0
Linfécitos (%) 51,4+3,1 57,0£2,6 59,1 +2.8 56,7+ 3,8
Mondcitos (%) 9,104 9,1+£0,5 82+04 8,8+ 0,6

Valores representados pela media + erro padrio da média (n = 10/grupo); VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM:
Hemoglobina Corpuscular Médio, CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Médio, RDW: Amplitude da
Distribuicao das Hemacias, VPM: Volume Plaquetario Médio.
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Tabela 6. Efeito do 6leo de C. multijuga (Cm 200; 500; e 2500 mg/kg) administrado por via oral sobre os

parametros hematoldgicos em ratos Wistar adultos tratados por oito semanas consecutivas.

Parametros Controle Cm Cm Cm

200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Eritrocitos (10%/uL) 8,7+0,1 8,7+0,1 8,6+0,1 82+0,1
Hemoglobina (g/dL) 16,3 +£0,2 16,3+0,2 16,1 £0,2 15,3 +0,6
Hematocrito (%) 454+0,5 44,7+ 0,6 45,0+ 1,0 43,8 £0,6
VCM (fL) 52,4+0,5 51,6 +£0,5 51,5+0,7 54,9+0,8
HCM (pg) 18,8+0,2 189+0,2 18,8+0,2 19,2+0,7
CHCM (g/dL) 359+0,1 36,4 +0,1 36,5+0,2 348+1,1
RDW (%) 154+0,2 149+0,2 150+0,3 16,3+0,7
Plaquetas (10°/uL) 804,7 + 17,5 838,3 + 22,7 878,4+16,9 883,3+22,0
VPM (fL) 6,3+0,1 6,2+0,1 6,1 £0,1 6,1 +£0,1
Leucocitos (10°/uL) 13,1+£1,0 12,4+0,7 142+0,9 10,9+0,1
Neutrofilos (%) 18,0+0,8 14,0+ 0,4 152+1,3 146+1,2
Eosinéfilos (%) 2,9+0,2 3,0+0,3 2,8+0,2 2,2+0,3
Basofilos (%) 0,15+0,02 0,24 +£0,03 0,19 +£0,02 0,29 + 0,09
Linfécitos (%) 72,1+ 1,1 83,4+1,0 77,7+ 1,9 81,9+1,6
Monocitos (%) 41+04 3,5+0,5 3,8+0,3 33+0,3

Valores representam a média + erro padrdo da média (n = 10/grupo); VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina
Corpuscular Médio, CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Médio, RDW: Amplitude da Distribui¢do das
Hemacias, VPM: Volume Plaquetario Médio.
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6.8. Efeito da administragdo oral do 6leo de C. multijuga (Cm) sobre os parametros bioquimicos

em ratos e coelhos de ambos 0s sexos.

Na tabela 7 mostra que para o grupo Cm 2500 mg/kg houve aumento da creatinina
(200,0%), VLDL (60,4%), triglicerideos (60,8%), fosfatase alcalina (97,5%), bilirrubina total
(111,1%) e direta (160,0%), albumina (6,4%) e amilase (56,7%), bem como aumento de 38,0%
também para amilase no grupo Cm 500 mg.kg nas ratas tratadas durante quatro semanas em relagao
ao grupo controle.

A tabela 8 mostra que ocorreu aumento significativo creatinina (157,0%), VLDL (52,3%)
grupo Cm 500 mg/kg, (58,1%) grupo Cm 2500 mg/kg; triglicerideos (52,3%) para o grupo Cm 500
mg/kg e 58,1% para o grupo Cm 2500 mg/kg e (100,0%) na bilirrubina direta nas ratas tratadas
durante oito semanas em relagdo ao grupo controle.

A tabela 9 mostra aumento de 205,3% na creatinina; 36,3% para a fosfatase alcalina; 400%
para a bilirrubina total; 100% para a bilirrubina direta e 4,4% para as proteinas totais no grupo Cm
2500 mg/kg dos ratos tratados durante quatro semanas em relagdo ao grupo controle.

A tabela 10 mostra aumento significativo de 46,5% na uréia; 175,7% na creatinina; 27,0% para o
HDL; 57,5% para a fosfatase alcalina; 185,7% para a bilirrubina total; 800% para a bilirrubina
direta; 14,5% para a albumina; 51,3% para amilase e 129,4% para a lactato desidrogenase no grupo
Cm 2500 mg/kg, bem como aumento de 120,4% no grupo Cm 500 mg/kg também para a lactato

desidrogenase nos ratos tratados durante oito semanas em rela¢do ao grupo controle.
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Tabela 7. Efeito do 6leo de C. multijuga (Cm 200; 500; e 2500 mg/kg) administrado por via oral sobre

os parametros bioquimicos em ratas Wistar adultas tratadas por quatro semanas consecutivas.

Parametros Controle Cm Cm Cm

200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Glicose (mg/dL) 91,3+4,2 91,0+4,0 83,1 +3,5 85,4+3,6
Uréia (mg/dL) 40,3+ 1,9 36,8 £2,5 34,1+ 1,1 39,0+2,5
Creatinina (mg/dL) 0,41 +0,02 0,50 +£0,03 0,58 + 0,02 1,23 +0,13*
AST (U/L) 109,2+3,4 102,4 +3,0 98,0 4,1 93,1 £5,6
ALT (U/L) 383+1,3 344+2,1 369+1,5 433+2,6
Colesterol total (mg/dL) 119,6 + 4,4 127,5+ 74 123,6 £4,7 132,8 £9,0
Colesterol HDL (mg/dL) 81,124 82,1 +3,1 83,8 +2,8 88,3+4,0
Colesterol LDL (mg/dL) 33,7+2,8 37,834 254+1,3 29,7+2,4
Colesterol VLDL (mg/dL) 11,1 +0,7 9,8+ 0,6 13,1+0,9 17,8+ 1,1%*
Triglicerideos (mg/dL) 55,3+3,6 524 +2,8 67,0+£6,3 88,9 +£5,5%
Fosfatase alcalina (U/L) 71,3+6,3 71,6 5,8 69,8 +4,5 140,8 + 14,8*
Bilirubina total (mg/dL) 0,09 + 0,01 0,10+ 0,02 0,13 £0,01 0,19 +0,03*
Bilirubina direta (mg/dL) 0,05+ 0,02 0,04 + 0,02 0,09 +0,01 0,13 £0,02*
Bilirubina indireta (mg/dL) 0,05+ 0,02 0,06 = 0,02 0,03 £0,01 0,10+ 0,05
Proteina total (g/dL) 6,7+ 0,1 6,7+0,2 6,9+ 0,1 7,0+0,1
Albumina (g/dL) 4,72 + 0,06 4,63 + 0,06 4,68 + 0,09 5,03 +£0,05%*
Amilase (U/L) 1010,0+ 26,6 1167,0£57,5 1394,0+72,5% 1583,0+71,2*
Lactato desidrogenase (U/L) 312,5+65,9 234,4+66,3 304,0 £ 51,5 410,5+117,8

Valores representam a média + erro padrdo da média (n = 10/grupo); AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina
aminotransferase. * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <0.05).
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Tabela 8. Efeito do 6leo de C. multijuga (Cm 200; 500; e 2500 mg/kg) administrado por via oral sobre

os parametros bioquimicos em ratas Wistar adultas tratadas por oito semanas consecutivas.

Parametros Controle Cm Cm Cm

200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Glicose (mg/dL) 91,0+ 1,4 85,7+4,1 81,8+3,9 80,2 +3,7
Uréia (mg/dL) 37,6 £2.9 36,1 £1,0 359+ 1,4 347+ 1,4
Creatinina (mg/dL) 0,47 +£0,01 0,54 + 0,02 0,57+ 0,03 1,18+0,11*
AST (U/L) 114,1 £ 6,5 113,1+2,7 112,1 £ 6,3 1152+5,4
ALT (U/L) 37,5+2,0 40,0 +2,5 358+1,2 442 +32
Colesterol total (mg/dL) 1124+52 118,7+5,7 108.,8 £ 4,7 109,3 £5,8
Colesterol HDL (mg/dL) 60,1 +£3,8 64,4 +5,3 59,6 +4,2 73,2+2,7
Colesterol LDL (mg/dL) 27,0+ 4,4 31,0+ 1,1 23,8+4,1 149+33
Colesterol VLDL (mg/dL) 8,6 +0,7 9,4+1,0 13,1 +0,8* 13,6 = 1,0*
Triglicerideos (mg/dL) 43,0+ 3,6 47,2+49 65,5 £3,9* 67,8 £5,0%
Fosfatase alcalina (U/L) 54,447 71,2 4,7 53,7+33 63,7+5,9
Bilirubina total (mg/dL) 0,09 +£0,01 0,09+ 0,01 0,09 +£0,01 0,18 +£0,02*
Bilirubina direta (mg/dL) 0,08 0,01 0,09 +0,01 0,09 +0,01 0,15+0,02%*
Bilirubina indireta (mg/dL) 0,02+ 0,01 0,0 0,0 0,05+ 0,02
Proteina total (g/dL) 7,1 +0,1 7,1+0,1 6,7+0,2 6,9+0,1
Albumina (g/dL) 5,1+£0,1 5,1+0,1 52+0,2 52+0,1
Amilase (U/L) 1142,0£37,5 1089,0 63,4 1092,0+ 63,9 1234,0+73,7
Lactato desidrogenase (U/L) 616,3 = 74,0 384,9 + 64,1 596,4+83,2 735,04+ 142,1

Valores representam a média + erro padrdo da média (n = 10/grupo); AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine
aminotransferase. * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <0.05).
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Tabela 9. Efeito do dleo de C. multijuga (Cm 200; 500; e 2500 mg/kg) administrado por via oral

sobre os parametros bioquimicos em ratos Wistar adultos tratados por quatro semanas consecutivas.

Parametros Controle Cm Cm Cm

200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Glicose (mg/dL) 91,7+2,5 80,1 +£2,5 81,0+3,3 80,3 +3,8
Uréia (mg/dL) 345+1,2 31,5+2,5 399+1,0 38,1 +3,1
Creatinina (mg/dL) 0,38 0,01 0,45 +0,02* 0,55+0,02* 1,16+0,07*
AST (U/L) 117,7+4,0 1129+ 5,4 106,1 £5,1 99,5+3,4
ALT (U/L) 48,7+ 1,9 40,4 +2,1 41,7+ 1,7 434 +3,5
Colesterol total (mg/dL) 87,0+2,9 97,7+2,9 94,7+ 4,0 93,9+3.,8
Colesterol HDL (mg/dL) 54,9+2,1 59,3 +2,8 56,3 +3,3 57,7+2,1
Colesterol LDL (mg/dL) 253+ 1,7 27,5+ 1,9 333+£24 26,3 +2,0
Colesterol VLDL (mg/dL) 10,4 +£0,5 13,0+1,3 12,5+0,8 13,2+1,3
Triglicerideos (mg/dL) 51,8 +2,7 56,3+3,1 62,7+3.9 66,0 + 6,4
Fosfatase alcalina (U/L) 104,6 + 4,4 107,3 £ 8,1 111,8«7,5 142,6 £12,8*
Bilirubina total (mg/dL) 0,09 +0,01 0,14 +£0,04 0,17+ 0,04 0,45+0,01*
Bilirubina direta (mg/dL) 0,09+ 0,01 0,09 +0,01 0,11 +0,01 0,18 +£0,02*
Bilirubina indireta (mg/dL) 0,0 0,05+ 0,04 0,07 = 0,03 0,10+ 0,03
Proteina total (g/dL) 6,66 + 0,04 6,62 +0,08 6,72 + 0,08 6,95+ 0,12*
Albumina (g/dL) 3,9+0,2 3,8+0,2 3,8+0,2 4,3+0,1
Amilase (U/L) 1465,0 £ 57,1 1295,0 + 68,9 1366,0 + 52,1 1632,0 + 63,8
Lactato desidrogenase (U/L) 556,0 + 44,8 760,0 = 70,1 628,5+ 62,8 674,0 £ 66,8

Valores representam a média + erro padrdo da média (n = 10/group). AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina
aminotransferase. * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, respectivamente,
p <0.05).
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Tabela 10. Efeito da administracdo do 6leo de C. multijuga (Cm 200; 500; e 2500 mg/kg) por via oral

nos parametros bioquimicos em ratos Wistar machos tratados por oito semanas consecutivas.

Parametros Controle Cm Cm Cm

200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Glicose (mg/dL) 953+1,7 105,0 £ 6,0 102,4 +£3,2 101,1 £4,8
Uréia (mg/dL) 354+1,4 42,8+2,0 45,1+ 0,7 51,8 £4,5*
Creatinina (mg/dL) 0,38 0,01 0,48 +£0,02 0,49 £ 0,02 1,04 +£0,07*
AST (U/L) 107,1 £2,2 114,7 £ 6,6 109,2 £5,2 92,6 +2,9
ALT (U/L) 456 +1,3 51,2+3,6 474+2.4 48,6 +2,9
Colesterol total (mg/dL) 86,8 £4,0 95,4+2,8 99,5+3,5 94,8 + 4,8
Colesterol HDL (mg/dL) 57,8 +3,5 65,9 +2,1 67,9 +2,8 73,4 +£2,6*
Colesterol LDL (mg/dL) 20,0+ 1,6 14,4 +£42 153+23 129+2,9
Colesterol VLDL (mg/dL) 11,5+0,8 12,2 +1,1 12,7+ 1,1 11,13+ 0,9
Triglicerideos (mg/dL) 55,9+3,9 60,8 + 5,6 632+5,4 55,5+4.2
Fosfatase alcalina (U/L) 106,0 + 8,2 102,5+4,8 97,6 6,1 167,0 £13,9*
Bilirubina total (mg/dL) 0,07 £0,01 0,09+ 0,01 0,09 +£0,01 0,20+ 0,03*
Bilirubina direta (mg/dL) 0,02 +0,01 0,08 £0,01* 0,08 +£0,01* 0,18 £0,02*
Bilirubina indireta (mg/dL) 0,05 +£0,02 0,02 £0,01 0,01 £0,02 0,02 +0,01
Proteina total (g/dL) 6,7+ 0,1 7,0+ 0,1 6,6 £0,3 7,1 +0,1
Albumina (g/dL) 4,14 + 0,06 4,33 £ 0,08 4,27+0,03 4,74 £ 0,05*
Amilase (U/L) 1386,0+ 61,7 1625,0+110,2 1561,0+62,10 2097,0 + 83,8*
Lactato desidrogenase (U/L)  402,9 + 54,0 569,1 £42,9 888,0+31,4* 9243 +82,7*

Valores apresentados como media + erro padrdo da média (n = 10/grupo). AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina
aminotransferase. * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <0.05).



67

6.9. Efeito da administragdo oral do dleo de C. multijuga (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg) sobre os

aspectos macroscopicos e o peso dos principais 6rgaos em ratos de ambos os sexos.

A tabela 11 mostra que houve aumento significativo na massa absoluta do figado (40,1%)
no grupo Cm 2500 mg/kg e na massa relativa de 16,7%, 14,8% e 45,1%, nas trés doses,
respectivamente, bem como aumento massa absoluta (34,8%) e massa relativa (37,1%) do
estdbmago das ratas. Ja nos ratos, tabela 12, mostra que no grupo Cm 2500 mg/kg houve aumento
significativo de 13,0% da massa relativa do figado e aumento da massa absoluta (50,0%) e relativa

(82,0%) da adrenal em comparagdo ao controle.
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Tabela 11. Efeito do 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg) administrado por via oral sobre

a massa dos 6rgaos de ratas tratadas por oito semanas.

Orgios Controle Cm Cm Cm

200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Coracao (g) 0,92 +0,03 0,87 £0,02 0,93 £0,02 0,96 = 0,06
(g/100g) 0,385+ 0,011 0,384 = 0,004 0,420 = 0,009 0,415+0,015
Rins (g) 0,87 £0,02 0,90 £ 0,02 0,87 £ 0,02 0,92 £0,03
(g/100g) 0,364 £ 0,006 0,395+0,012 0,387 £ 0,008 0,398 £ 0,012
Cérebro (g) 1,88 =0,03 1,93 £0,02 1,92 = 0,03 1,87 £0,06
(g/100g) 0,79 £ 0,02 0,86 = 0,02 0,86 £ 0,02 0,82 £0,04
Pulmées (g) 1,69 £ 0,07 1,75 0,10 1,64 £ 0,05 1,62 £0,07
(g/100g) 0,72 £ 0,04 0,78 £ 0,05 0,74 £ 0,03 0,78 £ 0,06
Figado (g) 7,71 £0,26 8,58 £ 0,30 8,34 + 0,39 10,80 £ 0,34*
(g/100g) 324+0,11 3,78+ 0,11* 3,72 +£0,14* 4,70 £ 0,19*
Adrenal (g) 0,038 £ 0,002 0,033 £ 0,003 0,045 £ 0,004 0,038 £ 0,003
(g/100g) 0,028 £ 0,012 0,013 £0,001 0,015 £0,001 0,016 £ 0,001
Baco (g) 0,59 £ 0,038 0,52 +0,03 0,52 £ 0,04 0,48 £ 0,04
(g/100g) 0,25+0,01 0,23 +0,01 0,23 +0,02 0,20 £ 0,01
Estomago (g) 1,64 £0,12 1,74 £ 0,04 1,86 = 0,06 2,21 +0,11%*
(g/100g) 0704004 0,77 +0,02 0.83 40,03 0,96 + 0,06*
Intestino delgado (g) 6,23 £0,40 7,21 £0,62 6,33 £0,36 7,39 £0,47
(g/100g) 2,64 10,12 3,01 £0,23 2,84 +0,11 3,06 £0,21
Ovarios (g) 0,072 £ 0,004 0,064 = 0,003 0,065 £ 0,003 0,073 £ 0,006
(g/100g) 0,030 £ 0,001 0,028 £ 0,001 0,029 = 0,002 0,026 = 0,004
Utero (g) 0,53 £ 0,04 0,48 £ 0,04 0,49 £ 0,04 0,48 £ 0,08
(g/100g) 0,23 £0,02 0,21 £0,02 0,22 £ 0,02 0,18 £0,02

Valores apresentados como media + erro padrio da média (n = 10/grupo). Nao foi observada nenhuma alteragdo
macroscopica dos orgaos. * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p < 0.05).
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Tabela 12. Efeito do 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg) administrado por via oral sobre a

massa dos 0rgdos de ratos tratados por oito semanas.

Orgios Controle Cm Cm Cm

200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Coracgio (g) 1,34 £ 0,05 1,36 £ 0,05 1,42 £0,05 1,31 £0,08
(g/100g) 0,36 £ 0,01 0,36 £0,01 0,37 £0,02 0,35 £0,01
Rins (g) 1,47 £ 0,05 1,39+ 0,03 1,49+ 0,03 1,44 £ 0,02
(g/100g) 0,390 = 0,006 0,358 £ 0,009 0,387 = 0,006 0,390 £ 0,015
Cérebro (g) 2,06 £ 0,10 1,96 + 0,05 2,16 £ 0,09 1,77+ 0,14
(g/100g) 0,55 £0,03 0,52 £0,01 0,57+ 0,03 0,48 £ 0,04
Pulmées (g) 2,41+0,16 2,22+£0,12 2,68 £0,21 2,40+0,13
(g/100g) 0,65 £0,05 0,59 £0,03 0,70 £ 0,06 0,35 10,01
Figado (g) 12,16 £ 0,58 13,23 £0,32 13,64 £0,51 13,54 £0,53
(g/100g) 3,23+0,11 3,53 £0,08 3,53 0,06 3,65£0,12*
Adrenal (g) 0,034 £ 0,003 0,043 = 0,004 0,041 £ 0,002 0,051 = 0,004*
(g/100g) 0,0089 £0,0008 0,0118 £0,0009 0,0107 £0,0008 0,0162 + 0,0024*
Baco (g) 0,79 £ 0,02 0,77 £ 0,04 0,79 £0,03 0,89 £0,05
(g/100g) 0,216 = 0,007 0,205 £ 0,009 0,204 £ 0,007 0,240 £ 0,015
Estomago (10g) 2,27 £0,09 2,09+ 0,06 2,14£0,13 2,39+0,13
(g/100g) 0,61 0,03 0,56 £ 0,02 0,56 £ 0,04 0,65+ 0,05
Intestino delgado (g) 8,34 £0,41 6,82 0,47 7,21 £0,45 8,00+ 0,39
(g/100g) 2,23+0,11 1,85+0,10 1,87 +0,11 2,17+0,15
Testiculos (g) 1,69 + 0,05 1,60 = 0,06 1,61 0,04 1,67 0,06
(g/100g) 0,45%0,01 0,43 £ 0,02 0,38 £ 0,04 0,45 % 0,01
Epididimo (g) 0,72 £ 0,04 0,68 £ 0,02 0,69 £ 0,02 0,63 0,03
(g/100g) 0,19+ 0,01 0,18 £0,01 0,18 £0,01 0,17 £0,01
Canal deferente (g) 0,244 £0,011 0,232 £0,014 0,249 £ 0,028 0,193 £ 0,005
(g/100g) 0,066 = 0,004 0,062 = 0,004 0,066 = 0,007 0,052 £ 0,003
Vesicula seminal (g) 1,35+ 0,06 1,64 £0,15 1,39 £ 0,07 1,32 +0,14
(g/100g) 0,36 £ 0,02 0,46 £ 0,05 0,37 £0,02 0,37 £0,04

Valores apresentados como media + erro padrdo da média (n = 10/grupo). Néo foi observada nenhuma alteracdo
macroscopica dos orgdos. * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p < 0.05)
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6.10. Efeito da administragao oral do 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg) sobre a

morfologia dos 6rgdos de ratos de ambos os sexos.

A andlise microscopica ndo revelou quaisquer anormalidades nos tecidos apds tratamento
com C. multijuga em doses de 200, 500 e 2500 mg/kg. Os tecidos apresentaram estruturas normais,
com as células bem preservadas e bem delineadas nos grupos controle ¢ tratados. O intersticio
também apresentou-se intacto, sem infiltrados de células inflamatérias ndo sendo encontradas

alteragdes significativas nos principais 6rgdos analisados (figado, rins, pulmdo, coragdo, bago,

cérebro, ovario, utero e testiculos), evidenciando assim estruturas tissulares preservadas (Figuras 11

a 19).

Figura 11: Fotomicrografia do figado de rato tratado durante oito semanas, coloracdo hematoxilina eosina. A) Grupo
controle agua, B) Cm 2500 mg/kg. Nucleos de Hepatocitos (H), células de Kuppfer (K), vasos capilares (v) e a veia
centro lobular (V).

Figura 12: Fotomicrografia do rim de rato tratado durante oito semanas, coloragdo hematoxilina eosina. A) Grupo
controle agua, B) Cm 2500 mg/kg. Glomérulo de malpighi (G), tubos contorcidos proximais (TP) e espago glomerular
(EG).



Figura 13: Fotomicrografia do corac@o de rato tratado durante oito semanas, coloragdo hematoxilina eosina. A) Grupo
controle 4gua, B) Cm 2500 mg/kg. Nucleos de células musculares cardiacas (N) e fibroblastos (F).

Figura 14: Fotomicrografia do pulméo de rato tratado durante oito semanas, coloragdo hematoxilina eosina. A) Grupo
controle agua, B) Cm 200 mg/kg, C) Cm 500 mg/kg e D) Cm 2500 mg/kg. Bronquiolos (X); Saculo alveolar (SA).

Figura 15: Fotomicrografia do baco de rato tratado durante oito semanas, coloracdo hematoxilina eosina. A) Grupo
controle agua, B) Cm 2500 mg/kg. Capsula (C), trabéculas (T), polpa vermelha (V).
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Figural6: Fotomicrografia do ovario de rata tratada durante ofto semanas, coloracdo hematoxilina eosina. A) Grupo
controle agua, B) Cm 2500 mg/kg. Foliculos ovarianos em variof estagios de desenvolvimento (F) e corpo lateo (CL).

Figura 17: Fotomicrografia do utero de rata tratada durante ojto semanas, coloracdo hematoxilina eosina. A) Grupo
controle dgua, B) Cm 2500 mg/kg (aumento de 100x). Epitflio endometrial (E), tecido conjuntivo frouxo (TC),
glandulas endometriais (GE).




Figura 18: Fotomicrografia tubulo seminifero em corte transversal do testiculo de rato tratado durante oito semanas,
coloragdo hematoxilina eosina coloracdo hematoxilina eosina. A) Grupo controle agua, B) Cm 2500 mg/kg. Tecido
germinativo (TG) e espermatozodides (SP).

Figura 19: Fotomicrografia do cérebro de rato tratado durante ¢ito semanas, coloragdo hematoxilina eosina (aumento
de 200x). A) Grupo controle dgua, B) Cm 2500 mg/kg. Neurdniop piramidais (P) e células gliais (g).
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6.11. Efeito da administracdo oral do oleo de C. multijuga (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg) sobre

ratas prenhes.

O ¢6leo de C. multijuga administrado por via

oral nas doses de 200, 500 e 2500 mg/kg,

durante o periodo da prenhez (1° ao 20° dia) ndo respltou em mortes entre as ratas. Durante todo

periodo de tratamento, também nao foram obsery

piloerecdo, diarréia e alteracdo da atividade locomotorp.

ados sinais externos de toxicidade, como

6.11.1. Efeito da administracio oral do 6leo de C. rIultijuga (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg) sobre
¢

o ganho de massa corporal, consumo de agua e ra

o das ratas durante a prenhez.

No 20° dia de gestacdo ocorreu diminui¢do d¢ ganho de massa de 18,5%; 20,9% e 29,0%

respectivamente para os grupos Cm 200, 500 e 2500

consumo de agua do grupo Cm 2500 mg/kg foi estatig

mg/kg em relagdo ao controle (grafico 8). O

ticamente maior tanto no 14° (18,2%) quanto

no 20° (32,3%) dia de prenhez em relagdo ao grupo gontrole (grafico 9). Nao houve diferenca no

consumo de ragao entre os grupos tratado e o controle ao longo do periodo de prenhez (grafico 10).
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Grafico 8. Efeito da administragdo oral do 6leo de C. multijuga [Cm 200, 500 ¢ 2500 mg/kg) sobre o ganho de
massa corporal materna durante a prenhez em relagdo ao grupo fontrole. * Estatisticamente diferente do grupo
controle (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p < 0.05).
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Grafico 9. Efeito da administra¢do oral do 6leo de C. multijuga [Cm 200, 500 e 2500 mg/kg) sobre o consumo
de agua durante a prenhez em relacdo ao grupo controle. * [Estatisticamente diferente do grupo controle
(ANOVA seguido por Newman-Keuls, p < 0.05).
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Grafico 10. Efeito da administragdo oral do 6leo de C. multijuga
de ragdo durante a prenhez em relagdo ao grupo controle.

(Cm 200, 500 e 2500 mg/kg) sobre o consumo

6.11.2. Efeito da administracio oral do déleo de C.

Ap0s laparotomia (20° dia) realizada antes dg

grupos tratados e o controle a presenga de natimortos,

nenhuma malformagdo foi detectada bem como o fratamento com o6leo nao alterou de forma

significativa as varidveis reprodutivas analisadas em

massa das maes (A final-inicial, g) que ocorreu diminuicao de 19,7%; 20,9 % e 30,1% para os
respectivos grupos (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg), a massa absoluta dos fetos apresentou-se menor
8,7%; 9,8% e 8,1% também para as trés doses e o comprimento dos fetos que foi menor 2,2% no

3).

grupo Cm 2500 mg/kg em relagdo ao controle (tabela 1

ultijuga (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg) sobre

nj
variaveis reprodutivas, apés o tratamento durante

prenhez (1° ao 20° dia).

AsSim como, a0 exame macroscopico externo

relagdo ao grupo controle, com excecdo da

parto a termo, ndo se visualizou entre os



Tabela 13. Efeito da administragdo oral do 6leo de C. multijuga (Cm 200

tratamento durante a prenhez (1° ao 20° dia).
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L 500 e 2500 mg/kg) sobre variaveis reprodutivas, obtidas apds o

Variaveis reprodutivas Controle Cm Cm Cm

200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Ratas prenhes 12 10 10 10
Massa das maes (A final — inicial, g) 88,8 2,8 7113 +3,7* 70,2 £ 4,8% 62,1 £2,4*
Nuamero de fetos vivos 136 94 96 104
Numero de fetos mortos 0 0 0 0
Relacio feto/mae 11,3+0,9 9|4 +0,8 9,6 £0,9 10,4 £ 0,7
Massa absoluta dos fetos (g) 3,56+ 0,03 3,2p £ 0,05* 3,21 £0,05* 3,27 £0,06*
Massa relativa dos fetos (g/100g) 1,01 £0,01 1,00 £ 0,02 1,05+ 0,02 1,09 £ 0,03
Comprimento dos fetos (cm) 2,78 £ 0,01 2,15 10,02 2,73+ 0,01 2,72 £0,05*
Massa absoluta das placentas (g) 0,48 £ 0,01 0,31 £ 0,01 0,49+ 0,01 0,52+ 0,01
Massa relativa das placentas (g/100g) 0,140 £ 0,002 0,143 £ 0,004 0,154 £ 0,003 0,171 £ 0,004
Massa absoluta dos ovarios (mg) 75,1 3,7 74,7+ 1,0 75,5+ 1,0 75,2+0,7
Massa relativa dos ovarios (mg/100g) 21,7+0.,8 22,8+ 0.8 24,0+ 0,4 233104
Numero de implantacgio 147 106 107 113
Numero de implantacdes viaveis 136 94 96 104
Numero de reabsorcao 11 12 11 9
Numero de corpos ltiteos 14,0+ 1,2 12,8 £ 0,8 13,8+ 1,2 14,0+ 0,3
indice de reabsorcio (%) 7,5 11,3 10,3 8,0
Indice de implantacio (%) 88,1 83,3 76,5 83,3
Perda pré-implantacao (%) 11,9 16,7 23,6 16,7
Perda pos-implantagio (%) 7,7 0,0 8,7 12,5

Os valores s@o apresentados como média =+ erro padrio da média (massa das mées, massa absoluta e rdlativa e comprimento dos fetos, massa absoluta e relativa de placentas e ovarios e nimero de
corpos lateos). O grupo controle recebeu agua. Indice de reabsorgdo (niimero de reabsor¢des x 100/ ntnjero de implantes), indice de implantagdo (namero total de sitios de implantagdes/niimero total
de corpos luteos x 100), perda pré-implanta¢do (nimero de corpos luteos — niimero de implanta¢des/niimero de corpos liteos x 100) e perda pds-implantagdo (niimero de implantagdes — numero de
fetos vivos/niimero de implantagdes x 100). * Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA) seguido pelo teste de multipla comparagdo de Newman-Keuls p < 0.05).




6.12. Efeito da administragdo oral do 6leo de C. mul1
variaveis de reproducdo obtidas através do acasalani

tratado x fémea ndo tratada) e grupo controle (macho e

Os parametros reprodutivos durante as oito sem
500 ou 2500 mg / kg ) por via oral , ndo houve mortq
ganho de massa corporal, perturbacdes do comportar
Tabela 15 mostra os pardmetros obtidos a partir da 1
tratadas e machos tratados com C. multijuga. Nao houy
e tempo de prenhez indicadores dos grupos tratados em|
o nascimento da prole, ndo encontramos a presenca de
através de exame macroscopico externo dos filhoted
indicando que ndo ha efeitos teratogénicos visiveis eX
diferenga significativa na relagdo prole/mae e na po
prenhez, viabilidade e lactacdo dos ratos tratados co
obtidos no grupo de controle. Além disso , a exposi¢aq

copaiba nao afeta o desenvolvimento pds-natal de sua d|
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ijuga (Cm 200, 500 e 2500 mg/kg) sobre as
ento entre ratos do grupo tratado (macho

fémea nao tratados).

lanas de tratamento com C. multijuga (200 ,
ks e o tratamento ndo produziu alteragdo no
nento ou sinais de toxicidade nos ratos. A
eproducdo de acasalamento de fémeas nao
re diferenca significativa no ganho de massa
comparagdo com o grupo de controle. Apos
natimortos, ou qualquer malformacao fetal,

dos grupos tratados e o grupo controle,
ternamente. Além disso, ndo foi observada
rcentagem de fetos mortos. Os indices de
m C. multijuga foram os mesmos que 0s
de ratos do sexo masculino para o 6leo de

escendéncia (Tabela 14) .




Tabela 14: Efeito do tratamento por via oral com 6leo de C. multijuga (Cm 2

variaveis de reproducdo obtidas através do acasalamento entre ratos do grupo

(macho e fémea nao tratados).
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00, 500 e 2500mg/kg) por oito semanas consecutivas sobre as

tratado (macho tratado x fémea ndo tratada) e grupo controle

Parametros Controle Cm Cm Cm
200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Ratas prenhes 10 10 10 10
Ganho de massa no periodo de prenhez (g) 54,1 +5,9 53,6 £7,7 532+5,6 59.8+7,3
Dias de prenhez (dias) 21,1+£0,2 21,2+0,2 21,0+0,2 21,0+0,2
Numero de fetos vivos 94 98 91 93
Numero de fetos mortos 0 0 0 0
Relac¢ido prole/mae 9,4+ 0,6 9,8+ 0,6 9,1+0,9 9,3+0.,8
indice de prenhez (%) 100 100 100 100
Indice de viabilidade (%) 100 100 100 100
indice de lactacio (%) 100 100 100 100
Massa corporal da prole 1° dia (g) 6,3+0,1 59+0,1 6,3+0,1 6,5+0,1
Massa corporal da prole 4° dia (g) 7,98 £ 0,04 8,11 +0,03 8,11 £0,04 8,17 £0,05
Massa corporal da prole 7° dia (g) 12,6 £ 0,4 13,0+£0,5 12,6 £0,3 14,1 £0,5
Massa corporal da prole 14° dia (g) 254+0,6 23,9+1,0 25,0+2,5 27,3+0,9
Massa corporal da prole 21° dia (g) 390+ 1,1 389+1,0 37,0+ 0,8 40,8 + 1,4
Comprimento da prole 1° dia (cm) 4,8+0,1 4,7+0,1 4.8+0,1 49+0,1
Comprimento da prole 4° dia (cm) 5,66 + 0,03 5,76 £ 0,02 5,71 £ 0,02 5,53 +0,02
Comprimento da prole 7° dia (cm) 6,56 + 0,04 6,59 £ 0,04 6,47 +£ 0,04 6,65 + 0,05
Comprimento da prole 14° dia (cm) 8,7+0,1 8,9+0,1 8,7+0,1 8,9+0,1
Comprimento da prole 21° dia (cm) 9.9=+0,1 9,8+0,1 99+0,1 10,0+ 0,2

Os valores sdo apresentados como média + erro padrio da média (n=10/grupo). O grupo contro
acasaladas x 100. Indice de viabilidade = ntimero de filhotes vivos apds nascimento/niimero de fe

no 21° dia apds nascimento/nimero de filhotes vivos no 4° dia apds nascimento x 100.

e recebeu agua. Indice de fertilidade = niimero de ratas prenhes/niimero de
0s vivos no nascimento x 100. Indice de lactagdo = nimero de filhotes vivos



6.12.1. Efeito da administracao oral do éleo de C. multijuga (Cm 200, 500 e ]

do acasalamento entre ratos do grupo tratado por oito semanas consecuti

(macho e fémea nao tratados).

Nao houve diferenca significativa no nimero médio de filhotes vivos ao
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2500 mg/kg) sobre os parametros comportamentais da prole

yas (macho tratado x fémea nao tratada) e grupo controle

nascer entre o grupo controle e C. multijuga 200, 500 e 2500

mg/kg. Além disso, ndo foi observada diferenca significativa nos parametros comportamentais (reflexo postural, dia da abertura dos olhos, dia do

andar adulto e ambulagdo espontanea) entre os grupos (Tabela 15).

Tabela 15: Pardmetros comportamentais da prole do acasalamento entre ratos

2500mg/kg) por 8 semanas consecutivas (macho tratado x fémea ndo tratada) e g

upo controle (macho e fémea nao tratados).

do grupo tratado com 6leo de C. multijuga (Cm 200, 500 e

Parametros Controle Cm Cm Cm

200 mg/kg 500 mg/kg 2500 mg/kg
Nuimero da prole 24 25 23 22
Reflexo postural 1° dia (s) 16,45 + 1,6[l 12,42 + 1,59 12,20 + 1,43 16,21 + 1,85
Reflexo postural 7° dia (s) 2,03 +£0,97% 1,65 £ 0,34 1,45+0,29 1,30 £ 0,21
Dia de abertura de olhos 14,19 £ 0,04 14,11+ 0,04 14,39 £ 0,08 14,10 £ 0,04
Dia do andar adulto 14,40 = 0,05 14,26 + 0,06 14,30 = 0,08 14,24 + 0,07
Ambulacio espontinea (nimero de quadros invadidos) 14,81 £ 0,1 14,67 £ 0,11 14,56 £ 0,12 14,37 + 0,09

Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo da média (n=22-25/grupo).
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6.13. Efeito da administragdo oral do 6leo de C. multijuga (Cm 2500 mg/kg) sobre os pardmetros

de avaliagao renal.

6.13.1. Efeito da administracdo oral do dleo de ( multijuga (Cm 2500 mg/kg) sobre os

parametros bioquimicos em coelhos.

A tabela 16 mostra aumento significativo da credtinina (40,0%), do colesterol total (115,0%)
e do LDL (462,2%) e da bilirrubina total (400,0%) nas ¢oelhas tratadas com a dose 2500 mg/kg do
6leo de copaiba durante quatro semanas. Houve também aumento significativo da creatinina
(42,3%), colesterol total (102,2%), LDL (417,9%), biljrrubina total (833,3%) e bilirrubina direta
(333,3%) nos coelhos tratados com a dose 2500 mg/kg durante quatro semanas em relagdo ao grupo

controle.
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Tabela 16. Efeito da administracdo do oleo de C. nuultijuga (Cm 2500 mg/kg) por via oral nos

parametros bioquimicos em coelhas e coelhos Nova

Zelandia adultos tratados por quatro semanas

consecutivas.
Parametros Controle Cm Controle Cm
2500 mg/kg 2500 mg/kg
? ? 3 3
Glicose (mg/dL) 106,2+ 1,6 108,2 + 8,9 105,8 £ 1,7 114,6 £3,6
Uréia (mg/dL) 29,9+0,8 390+1,7 299+1,5 352+1,9
Creatinina (mg/dL) 1,02 +£ 0,02 1,54 £0,14* 1,04 +£ 0,05 1,48 +£0,02%*
AST (U/L) 50,039 56,7+4,9 39,2+£1,6 53,6 +£6,3
ALT (U/L) 107,1 £4,6 11R,5+7,9 102,6 £ 10,6 93,8 +£6,0
Colesterol total (mg/dL) 63,7+ 2,1 137,0 £3,7* 55874 112,8 £9,0*
Colesterol HDL (mg/dL) 420+1,8 50,3+42 34,8+ 5,0 42,8 +3,4
Colesterol LDL (mg/dL) 11,9 £0,7 669 + 7,3* 11,2+3,0 58,0 +7,5%
Colesterol VLDL (mg/dL) 129+ 1,9 16,2+2,2 9,9+0,6 12,3+2,8
Triglicerideos (mg/dL) 71,0£9,5 81,0+ 11,0 49,8+ 3,3 60,8 + 14,3
Fosfatase alcalina (U/L) 175,8 £ 13,9 13,3+ 17,2 170,8 £ 2,7 177,0 £ 16,6
Bilirubina total (mg/dL) 0,04 = 0,02 0,1p £+ 0,09* 0,06 = 0,02 0,45+ 0,24*
Bilirubina direta (mg/dL) 0,04 + 0,02 0,1p £+ 0,09* 0,06 = 0,02 0,23 £0,13*
Bilirubina indireta (mg/dL) 0,0 0,0 0,02 + 0,02 0,04 £ 0,02
Proteina total (g/dL) 6,4+0,1 614 +0,2 6,3+0,1 6,4+0,2
Albumina (g/dL) 55+0,1 56 £ 0,2 5,40+ 0,03 552+0,11
Amilase (U/L) 2448 +2,2 24(77,0 £ 4,7 2548+ 11,8  263,4+129
Lactato desidrogenase (U/L) 1614+ 6,4 156,7 £ 45,2 303,4+ 48,4 292,0+ 17,0

Valores apresentados como media + erro padrdo da média (n =

aminotransferase. * Estatisticamente diferente do grupo controle (te

4

/grupo). AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina
te t ndo pareado, p < 0.05).



6.13.2. Efeito da administracio oral do dleo de C.

parametros de avaliacdo renal em ratos.

Os parametros, peptideo natriurético (BNP) e a ci

foram  detectados nos  respectivos  métodos
eletroquimioluminesgéncia, pois se apresentaram abai
leitura do aparelho Centauro XP — 7 Siemens®, que é de
CKMB.

A figura 20 mostra a diferenca da tonalidade de
oral com agua (controle) e o 6leo de C. multijuga (Cm
tonalidade do grupo tratado € mais escura em relagao ao

A tabela 17 mostra diminuigdo estatistica de 95

2500 mg/kg) em relagdo ao controle.
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multijuga (Cm 2500 mg/kg) sobre os

eatina quinase — MB (massa) (CKMB) nao

utilizados, = quimioluminescéncia e
ko do limite inferior de sensibilidade de

2,0 pg/mL para o BNP, e, 0,3 ng/mL para a

cor do plasma entre os grupos tratados via
2500 mg/kg) por quatro semanas, onde a
controle.

,2% da creatinina urinaria nos ratos (Cm

Na tabela 18 a aldosterona teve aumento estatistico de 119,0%, relagao A/G de 11,17% nos

ratos e de creatinina de 207,0% e 277,2% respectivamg
2500 mg/kg em relagdo ao grupo controle.
Na avaliacao global da fun¢do renal (Tabela 19) g
massa corporal no 30° dia das ratas e diminui¢do de 98,9
inicial, g) para os ratos. A area de superficie corporal din
area de superficie corporal (A final - inicial, cm?) 99,3%
de 50,0% e 109,1% no volume de urina coletado em 24
bem como do consumo de agua em 24 horas de 30,8
estimativa do ritmo de filtragdo glomerular (eRFG) foi 1
ratos; o fluxo urinario em 24 horas foi maior em 50,5
clearance de creatinina corrigido apresentou aumento
(mL/cm*/min) para os machos; a fragdo de excregdo de

ratas e 78,3% nos ratos e também a fracdo de excrecag

tnte para as ratas € os ratos do grupo Cm

bserva-se diminuigao de 8,5% da média da
o da diferenca da massa corporal (A final -
inuiu 5,4% para as fémeas e a diferenca da
para os machos; houve aumento estatistico
horas respectivamente pelas ratas e ratos,
o para as ratas e 31,3% para os ratos; a
nenor 67,8% para as ratas e 69,5% para os
% para as ratas € 92,1% para os ratos; o
pstatistico de 46,8% (mL/g/min) e 45,5%
Odio apresenta-se diminuida em 60,6% nas

de potassio 62,3% nas ratas e 82,2% em

ratos do grupo Cm 2500 mg/kg em relagdo ao grupo controle.
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Tabela 17. Efeito da administragdo do o6leo de C. mujzijuga (Cm 2500 mg/kg) por via oral nos

parametros bioquimicos da urina em ratos tratados por quatro semanas consecutivas.

Parametros Controle Cm Controle Cm
2500 mg/kg 2500 mg/kg
? ? 3 3
Proteinas totais (mg/dL) 103+1,1 9,6 £0,]7 21,8+1,9 28,6 5,0
Albumina (mg/dL) 0,71 £ 0,26 0,25+ 0,]17 1,0£0,2 1,6 +0,5
Creatinina (mg/dL) 46,0 £8,5 38,2 £ 3|2 130,9 + 8,6 63,6 +5,6*
Relacio A/C (107) 2,0+0,8 0,5+0,p 0,8 +0,1 2,5+0,8
Creatinina 24 h (mg/24h) 5,2+£0,6 6,4+ 1,8 14,0+ 1,0 13,1 +2,0
Sodio (mmol/24h) 1,2+0,1 1,3+0,B 1,8+ 04 1,2+0,1
Potassio (mmol/24h) 2,2+0,2 22+04 2,9+0,5 1,7+0,3
Cloreto (mmol/24h) 2,5+0,2 1,6 £0,4 3,4+0,7 1,8+0,3

Valores apresentados como media + erro padrio da média (n = 5/grupp).* Estatisticamente diferente do grupo controle (teste
t ndo pareado, p < 0.05).




Tabela 18. Efeito da administracdo do 6leo de C. multijy
bioquimicos séricos de avaliagdo renal em ratos tratados {
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ga (Cm 2500 mg/kg) por via oral nos parametros
DOT quatro semanas consecutivas.

Parametros Controle Cm Controle Cm
2500 mg/kg 2500 mg/kg
? & 3 3
Aldosterona (ng/dL) 32,5+6,9 372+7,3 70,5+ 10,6 154,4 £ 20,4%*
Proteinas totais (g/dL) 8,0=£0,2 8,9404 7,8+0,2 8,1+£04
Albumina (g/dL) 43+0,2 4,6 40,2 4,1+0,1 4,5+0,2
Globulinas (g/dL) 3,7+ 0,1 44403 3,8+0,1 3,6 +0,3
Relacio A/G 1,18 £ 0,07 1,07 40,03 1,11 £0,03 1,24 +0,04*
Vasopressina (pg/mL) 45+0,3 2,840,9 45+0,3 44+0,1
Osmolaridade (mOsm/kg) 375,7+£21,7 270,5 + 85,7 284,0 £21,9 262,8 £24,8
Amilase total (U/L) 1385,0+180,0 1497,0+337,9 1996,0 £323,5 1689,0+ 193,5
Cloro (mEq/L) 107,8 + 1,7 111,8 3.9 118,8+ 3,5 1152 +7,1
Potassio (mEq/L) 53+0,2 6,1 40,3 6,1 +£0,6 6,2+0,8
Magnésio (mg/dL) 3,0+0,2 3,340,3 2,8+0,1 3,4+0,5
Sédio (mEq/L) 143,8 £0,8 146,0 = 1,7 147,0+ 1,1 146,3 £ 0,7
LDH (U/L) 1291,0 £163,7 1412,0+ 168,1  824,8 +134,4 867,7+121,3
Creatinina (mg/dL) 0,57+ 0,02 1,75 £10,36* 0,57 +£0,03 2,15 +0,48%*
Uréia (mg/dL) 388+ 1,3 51,8+ 7,7 49,0 £ 6,0 51,8 £8.2
Cistatina C (mg/L) 0,22 + 0,02 0,19 40,01 0,27 £ 0,10 0,28 0,07

Valores apresentados como media + erro padrdo da média (n = 5/g
diferente do grupo controle (teste t ndo pareado, p < 0.05).

fupo). LDH — lactato desidrogenase. * Estatisticamente
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Figura 20. Soro dos ratos tratados por quatro semanas com C. multijuga (2500
relacdo ao grupo controle.

mg/kg) por via oral observando tonalidade mais escura em



Tabela 19. Efeito da administracdo do o6leo de C.
tratados por quatro semanas consecutivas.

multijuga (Cm 2500 mg/kg) po
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r via oral nos parametros globais de avaliagdo renal em ratos

Parametros Controle Cm Controle Cm
2500 mg/kg 2500 mg/kg

? ? 3 3
Massa corporal 30 dias (g) 2144+59 1962 + 4,7* 3524+ 74 326,6 £13,0
Massa corporal (A final - inicial, g) 272 +4.8 212 £3,2 35,6 £4,5 0,4+13,2*
Area de superficie corporal 30 dias (cm?) 325,3+£5,6 307,6 + 4,6* 4451 £6,0 424.0 + 10,8
Area de superficie corporal (A final - inicial, cm?) 26,6 +4.5 214+ 3,2 29,1 +4,0 0,2+11,0*
Volume de urina em 24 h (mL) 14,0+ 1,9 210+ 1,0* 11,0£1,0 23,0+ 1,2%*
Consumo de agua em 24 h (mL) 26,024 340 +2,4% 32,0+2,0 42,0 +3,7*
¢eRFG (mL/min/1,73 m?) 263,7+9,7 84,8 £ 14,9* 356,6 + 19,0 108,6 + 18,6*
Fluxo urinario em 24 h (mL/min) 0,0097 +0,0013 0,0146 + 0,0007* 0,0076 = 0,0007 0,0146 +£0,0013*
Clcreatinina (mL/min) 0,08 + 0,01 0,06 = 0,01 0,19+ 0,03 0,11 £0,03
Clcreatinina corrigido (mL/g /min) 17,99 + 2,66 10,93 £2,16 66,61 +9,31 35,44 £9,02%*
Clcreatinina corrigido (mL/cm?/min) 27,17+ 3,85 17,14 £ 3,32 84,19 £ 11,79 45,87 £ 11,60%*
Fracao de excre¢ao de sédio (%) 7,41 £ 0,84 292+031* 30,60 + 7,26 6,63 £2,08*
Fracao de excrecao de potassio (%) 362,0 £45,2 136,4 + 38.4* 1169,0 £ 185,3 208,4 + 82,7*

Valores apresentados como media + erro padrdo da média (n = 5/grupo). eRFG — estimativa do ritm

Estatisticamente diferente do grupo controle (teste t nao pareado, p < 0.05).

de filtragdo glomerular; Clcreatinina — clearance de creatinina. *
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Discussao.



7 DISCUSSAO.

A grande complexidade de insumos de origem nat

Saude (OMS) a considerar e aceitar técnicas cromatogri

89

ural conduziu a Organizagdo Mundial de

ificas fingerprint - “impressdo digital” -

como uma maneira mais robusta de analisar a qualiddde de produtos naturais, focalizando a

comparacao qualitativa e sistematica dos picos obtidos 1]
amostra, com seus principais constituintes quimicos
“substancia ativa”, facilitando a repetibilidade e a credibi
farmacologicas e toxicoldgicas de insumos naturais (W
quimica do 6leo de C. multijuga, Craveiro et al. (1978),
palmitico e linoléico, entre outros, e, Veiga-Junior et al.
como substancias essenciais na composi¢do do o6leo, send
misturas de sesquiterpenos (cariofileno, -bisaboleno e d
semelhantes encontrados por Dias et al. (2012), e que, t
pela cromatografia gasosa acoplada a espectro de massa ((

Nos ultimos anos, estudos farmacologicos
antiinflamatdria do 6leo-resina em varias espécies de C
popular (GOMES et al., 2007). Varios modelos in vivo
com atividade antinociceptiva/antiinflamatéria. Segundo
normalmente avaliados estdo a nocicep¢do (contor¢d
(peritonite).

O modelo de contor¢oes abdominais, induzidas
periférica, que consiste de estimulos de alta intensidade
(BRAGGIO et al., 2002). A diminui¢do do numero de d
copaiba interfere com a resposta inflamatéria aguda d
inibindo e/ou modulando a producdo e a migracao de m|
indometacina, utilizada neste modelo como controle posif
inibidor especifico das enzimas ciclooxigenases, in
prostaglandinas, destas, a prostaglandina E2 tem um imp
seus niveis aumentam consideravelmente durante a ativag
indutor, promovendo inflamag¢do e dor (DANNHARD

mecanismos para a sua atividade antinociceptiva pode ser|

de copaiba. Porém, este modelo ¢ insuficiente para a deter

as diferentes amostras. Desta maneira a
definidos, ¢ assim considerada como
idade de pesquisas pré-clinicas, clinicas,
(HO, 1991). Em relacdo a constitui¢cdo
detectou a presenca dos acidos graxos,
1997), identificou compostos terpénicos
0 que estes compostos encontram-se em
opaeno), por exemplo, sendo resultados
ambém foram identificados neste estudo
G/EM).

sobre a atividade antinociceptiva e
bpaifera justificam sua ampla utilizacao
sd0 utilizados na pesquisa de compostos
[ apa et al. (2003), dentre os pardmetros

s abdominais) e a migracdo celular

pelo acido acético, avalia a nocicepgao
e resposta nociceptiva de curta duracao
ontorgdes ¢ sugestiva de que o dleo de
esencadeada por este agente flogistico,
ediadores quimicos ao local da lesdo. A
ivo, ¢ um antiinflamatério ndo esteroide
ibindo desta forma a produgdo de
brtante papel no processo inflamatorio e
0 enzimatica das ciclooxigenases, efeito
[; KIEFER, 2001). Um dos possiveis

a inibi¢do das ciclooxigenases pelo 6leo

mina¢do do mecanismo responsavel pela




antinocicepcao devido a sua inespecificidade, pois € sensiy
(KOSTER et al., 1959; HENDERSHOT; FORSAITH, 195

Ja o modelo de inflamagdo, induzido por car
exsudacao de plasma e produg¢do de mediadores, tais ¢
interleucina (IL)-1pB, IL-6 e fator de necrose tumoral (TN
recrutar leucocitos, tais como neutrofilos, em varios mode
A administracdo oral do 6leo de C. multijuga diminuiu o 1
a capacidade de bloquear a sintese e/ou a¢do de mediadd
diversos farmacos antiinflamatérios diminuem a nj
antiinflamatorio esteroide dexametasona, e, alguns an
indometacina (SCHIMMER; PARKER, 2001), contudo
estabelecer o (s) mecanismo (s) envolvido (s).

Entretanto, tanto a atividade antinociceptiva d
abdominais e a reducdo da migracdo leucocitaria, el
(MORROW; ROBERTS II, 2001), e referéncias atribuen
inibicdo enzimdtica das cicloxigenases (COX-1 e COJ
GOMES et al., 2007), acdo esta relacionada aos comj
(ROCHA et al., 2011), e principalmente o B-cariofileno (}

presente em alta concentracdo neste 6leo (>50%). Em
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el a farmacos de agdo central e periférica
D).

ragenina, envolve a migracdo celular,
romo Oxido nitrico, prostaglandina E2,
NF)-a. Estes mediadores sdo capazes de
os experimentais (LORAM et al., 2007).
umero de neutréfilos, permitindo sugerir
res responsaveis pela quimiotaxia, pois,
igracdo leucocitaria, dentre eles, o
finflamatorios nao esteroides como a

¢ limitante por meio desse resultado

emonstrada nos testes de contor¢des
1wolvem mecanismos antiinflamatorios
n atividade antiinflamatéria do 6leo por
K-2) (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002;
ponentes sesquiterpénicos, P-bisaboleno
DIAS et al., 2012; SOUSA et al., 2012),

adicao, Gomes et al. (2010), observou

atividade antinociceptiva central e periférica das fragdes em hexano, cloroféormio e metanol do 6leo

de C. multijuga mediada por receptores opiodides, o que {
o0leo em doengas que envolvem os sintomas como do
(CARVALHO et al., 2005; VEIGA-JUNIOR et al., 2
antiinflamatoria e antinociceptiva do 6leo de C. multijuga.

Os resultados de toxicidade aguda mostraram que ¢
morte ou alteragdo do comportamento dos ratos. Tambén

ragdo no periodo analisado. Esses resultados mostram qug

ode ratificar o amplo uso popular deste
- (GOMES et al., 2007) e inflamacao

07). Portanto confirma-se a atividade

6leo de copaiba até 4g/kg nao produziu
nao modificou os consumos de agua e

a DLso do 6leo de copaiba por via oral

em ratos Wistar estd acima de 4g/kg, o que indica baixa toxicidade do 6leo.

Plantas do género Copaifera apresentam muitas semelhangas em suas composi¢des quimicas bem

como nas suas indicagdes farmacologicas, o que pgrmite comparagdes entre as mesmas

(LOURENCO et al., 2009), por exemplo, nos estudos de

de Copaifera em ratos por Sachetti et al. (2009), do 6le

toxicidade do 6leo nas doses de 300 a 2000 mg/kg. Result
(1992), e Gomes et al. (2007), relataram baixa toxicidad

toxicidade aguda realizados em espécies
o-resina de C. reticulata, nao verificou
ndos semelhantes aos de Fernandes et al.

e aguda por via oral, também para esta




espécie. Fernandes et al. (1992), avaliou também o efd
cearenses em camundongos expostos a doses de 1250 a J
mg/kg. Gomes et al. (2007), estimou a DLso em camundon|
como também de C. multijuga em 3900 mg/kg e 4300 1
baixa toxicidade aguda destas espécies segundo a escala

Dessa forma os nossos resultados sao similares aos obtidos
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ito da exposicdo do Oleo-resina de C.
000 mg/kg, e, estimou a DLsy em 3090
gos tanto do Oleo-resina de C. reticulata
ng/kg, respectivamente, mostrando uma
de Hodge e Sterner (1949) (ANEXOS).

na literatura.

A administragdo em doses repetidas do oleo de C. multijuga, ndo se observou morte entre os

animais, nem sinais visiveis de toxicidade como piloereg
comportamental, durante as oito semanas em que se seg
toxicidade deste 0leo nas doses utilizadas.

Nos estudos de toxicidade o acompanhamento da m

do animal ¢ um importante indicador da avaliagcdo do ¢

Ao, alteracdo da atividade locomotora e

ruiu, sugerindo inicialmente uma baixa

assa corporal e consumo de agua e ragao

feito de uma substancia no organismo

(JAHN; GUNZEL, 1997). O consumo de ragdo ndo teve alteragdo significativamente importante ao

longo das oito semanas de tratamento. Dados semelhantes
o consumo de ra¢do em ratos tratados por via oral com o §
por 31 dias, ndo se alterou. Outro estudo de toxicidade real
2000 mg/kg) por, Sachetti et al. (2009), ndo observou dife
tratados por via oral. Podendo sugerir assim, que, a admit
em ratos também nao interferiu de modo importante neste f

O aumento do consumo de dgua observado nesse e
compensatorio, tendo em vista que os animais tiveram maig
do fluxo urinério, o que se relaciona inicialmente a agao di
(VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002; TAVARES et al., 2006
sensacdo de sede, e o centro de controle da sede, local
aumento da pressdo osmdtica plasmadtica, e, quando hé u
esta sensagdo ocorre quando o organismo necessita
(CARVALHO; ZANARDO, 2010).

Seguindo a resolugdo - RE n° 90, de 16 de m4g

foram encontrados por Rio (2001), onde
leo de C. reticulata (2,47 a 4,84 mL/kg)
izado com o oleo da C. reticulata, (300 a
renca no consumo de ra¢ao dos animais
nistracdo do 6leo-resina de C. multijuga
arametro.

studo pode estar relacionado a um efeito
r volume de urina eliminada bem como,
urética atribuida ao 6leo de C. multijuga
. A ingestao de agua ¢ controlada pela
izado no hipotalamo, ¢ ativado com o
ma diminuicao do volume extracelular,

aumentar o volume fluido corporal

irco de 2004 da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA) - um parametro a ser avaliado em estudos de toxicidade de doses

repetidas € o hemograma completo. Este parametro avalia
elementos celulares do sangue, sendo indispensavel no diag
cronicas em geral (FAILACE et al., 2009). Como ndo for
entre os grupos tratados em relacdo ao grupo controle, s

repetidas do oleo de C. multijuga ndo interfere com os para

quantitativamente e qualitativamente os
bnostico e controle evolutivo de doengas
am encontradas diferengas significativas
igere-se que a administragdo em doses

metros hematologicos.




Outro conceito também estabelecido pela mesma
toxicologicos pré-clinicos, € o perfil bioquimico sérico
celular bem como a fun¢do organica, ainda que nao sej3
ambiente intracelular, podem-se esperar diferentes padrdes
resultado de lesdo celular ou disfuncgdo orgénica. Esses pad
constituintes celulares para o soro, quanto a regulagdo alte
dos varios componentes séricos (LIMA et al., 2006).

Quanto ao perfil lipidico sanguineo as alteragdes dd
colesterol VLDL, nas ratas, bem como o colesterol total ¢

associados preliminarmente a presenca do acido palmitico
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resolugdo, para a avaliacdo de estudos
dos animais. Este avalia a integridade
. uma medida direta da integridade do
de alteragdes no perfil bioquimico como
roes refletem tanto o extravasamento de

rada da absorcao, produgdo ou excrecao

s niveis de triglicerideos e da fracdo do
t a fragdo LDL, nos coelhos podem ser

(acido graxo saturado) componente do

oleo de C. multijuga, uma vez que o acido palmitico altera as concentragdes de lipoproteinas,

principalmente elevando as concentragdes da lipoproteil

(LIMA et al., 2000). Ja o fator mais relevante para o aumen

de consumo em excesso de acidos graxos saturados (PINH

administra¢ao de doses repetidas do 6leo de copaiba elevoy
que, houve aumento da sintese de triglicerideos, sendo q
reflete um incremento nas lipoproteinas de muito baixa den
responsaveis pelo transporte destes triglicerideos para oS

2003).

na de baixa densidade-LDL colesterol
to dos niveis séricos de triglicerideos € o
[AO et al., 2010), tendo em vista que a
o aporte destes componentes, sugere-se
ue, a elevacdo sérica destes compostos
sidade (VLDL-colesterol), estas que sao
tecidos periféricos (SCHIAVO et al.,

Na avaliagcdo da funcdo hepatobiliar dados como missa do 6rgdo e atividade enzimatica de

enzimas hepaticas sdo dados elucidativos importantes, poig quando o figado ¢ agredido um reflexo

clinico ¢ o aumento de volume, por formagdo de edema (hepatomegalia), contudo, o melhor

indicador do processo inicial de lesdao do figado sdo os resuy|

[tados encontrados nas chamadas provas

bioquimicas de avaliacdo do 6rgdo. Os testes bioquimicos séricos mais sensiveis € os de maior

representatividade que avaliam o nivel de agressdo ao fi

enzimas produzidas em parte pelo figado ou por outros 6r

gado sdo o de determinagdo sérica de

b30s como a aspartato aminotransferase

(AST), a alanino aminotransferase (ALT), bem como tambg¢m os niveis séricos da fosfatase alcalina

e bilirrubina total (JUNIOR et al., 2005).

Os valores das aminotransferases ndo se encontrara

m elevados, mas os valores da fosfatase

alcalina e bilirrubina total estavam significativamente maiqres, no grupo Cm 2500 mg/kg de todos

os ratos. Onde resultados semelhantes foram obtidos por Botelho et al. (2010) estudando o 6leo de

C. officinalis em houve aumento significativo dos niveis sé

ter alteracdo dos niveis de AST e ALT, o que segundo

ricos da fosfatase alcalina sem, portanto,

os autores sugere um possivel efeito

colestatico sobre as vias biliares. Noguchi et al. (2002), encontrou resultados também semelhantes




em ratos tratados com o 6leo de C. reticulata, durante cind
niveis de AST nem de ALT, mas, por outro lado, elevoy

sugerindo quadro de obstrucdo biliar (colestase). O
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o dias, em que ndo houve alteragdo dos

1 0os niveis séricos de bilirrubina total

s niveis séricos ndo alterados das

aminotransferases, bem como, as estruturas tissulares hepdftica preservadas, sugerem assim, que, o

tratamento com o 6leo de C. multijuga possivelmente nao
aumento associado dos niveis séricos, tanto da fosfatase alc
ser sugestivos de efeito colestatico deste 6leo que deve
posteriori.

Para a avaliagdo de dano celular de musculo esqug

utilizado ¢ a dosagem sérica da lactato desidrogenase

interferiu na fungdo hepéatica. Porém o
alina, quanto da bilirrubina total, podem

ser investigado em maiores detalhes a

I¢tico e miocardio um dado importante

(LDH), pois esta enzima encontra-se

ricamente concentrada no musculo esquelético e no miocdrdio, bem como também no figado. Os

niveis de LDH teciduais sdo, aproximadamente, 500 vezes
lesdes nestes tecidos (MOTTA, 2003). Os niveis desta d
semelhante foi obtido por Mirghazanfari et al. (2012), 1
"Khosharizeh" (0,5 a 5 mg/kg) nome popular de Echinop

maiores do que as obtidas no soro em
nzima encontraram-se elevados. Dado
10 tratamento via oral com extrato de

hora platyloba DC - Apiaceae, espécie

que apresenta sesquiterpenos como um dos seus constituintes quimicos mais importantes. Neste

estudo foi observado aumento da LDH, podendo indicar
dano na musculatura esquelética em ratas, contudo ndo
sugerissem alteragdes cardiacas, nem musculares. Outro
tratados por trés dias utilizando extrato diclorometano
sesquiterpenos da semente de erva de ferro (Galeopsis
observado elevagdo do LDH, nem alteragdo histologica dd
assim, que este extrato pode nao ser responsavel por quadrg
maneira semelhante na avaliacdo histolégica do mid
histopatologicas, o que se pode sugerir que o 6leo da C. mu
miotdxico em ratos.

Em estudos de toxicidade reprodutiva em camundon|

oleo da C. langsdorffii Desfon (0,3 — 0,9 mL/kg) via oral d

uma possivel miopatia e um potencial
houve alteragdes histopatologicas que
estudo de toxicidade oral em ratos,
6,4 g/kg), da fracdo lipidica rica em
ladanum L. — Laminaceae) nao foi
tecido muscular cardiaco, concluindo,
miotoxico (URIARTE et al., 2009). De
cardio nao se encontrou alteracoes

/tijuga possivelmente ndo induziu efeito

0os, Lourengo et al. (2009), utilizando o

urante 5 dias, observou que o ganho de

massa materno nao sofreu alteragdo causada pelo tratanjento por via oral durante a prenhez,

portanto, nao apresentou toxicidade para as fémeas tra
significativa da massa corporal e comprimento dos fetos.
desfecho da prenhez em ratas ap6s administragdo do 6leo
oral, durante 20 dias, que, as ratas ndo levaram a prenhez

houve interferéncia no processo de decidualizagao e implan

tadas, porém, foi relatada diminuic¢ao
Ja Botelho et al. (2010), visualisou no
de C. officinalis (0,63 mL/kg) por via
A termo, atribuindo a este resultado que

tacdo, impedindo a evolucao da prenhez




das ratas. A esta interferéncia foi atribuido que, por ser o 6ld
tendo acdo similar aquela apresentada pelos antiinflamat
enzimatica das cicloxigenases 1 ¢ 2 (VEIGA-JUNIOR;

enzimas estas envolvidas no processo de ovulagdo e
HORLOCKER, 2002). Resultados diferentes foram relata
atribuiu toxicidade materna pela diminuicdo do consumo
durante o 6° ao 19° dia da gestagdo, em ratas tratadas con
1250 mg/kg) por via oral, como, também visualizou disc}

fetos, sem, contudo, relacionar este dado, com efeito, embr

observadas mdas formagdes, concluio que o oleo de (.

teratogénico.

Preconiza-se que substincias quimicas que passam
uterinos e penetram no embrido no periodo de pré-implantd
ou, a sobrevivéncia sem danos, pois, nesta situagdo, as célul
células danificadas, resultando em desenvolvimento embri
entanto, teratdgenos que passam a barreira placentaria poder
causar desvios de desenvolvimento, como malformagao co
funcional e comportamental. Sesquiterpenos presentes
atravessam a membrana placentéria, e j& foram identificad
balsamos (Dittrichia graveolens - Asteraceae) (LANZETTA
de C. multijuga, nas doses e periodo estudado, apresento

letalidade nem teratogenicidade na prole das ratas tratada
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o de copaiba comumente descrito como
orios nao esteroides de inibir a agado
PINTO, 2002; GOMES et al., 2007),
implantacdo (REESE et al., 2001;
los por Sachetti et al. (2011), onde se
de ra¢do e ganho de massa corporal,
1 0 o0leo de C. reticulata Ducke (500 —
reta diminuicdo da massa absoluta dos
otdxico, tendo em vista que, nao foram

reiculara Ducke ndo possui efeito

da circulacdo materna para os fluidos
¢do podem causar a morte do embrido,
as tronco tem a capacidade de substituir
onario normal (CARLSON, 1996). No
m ndo ser letais ao embrido, mas podem
hgénita, retardo do crescimento, déficit
na composicdo do odleo de copaiba
ps em plantas toxicas como a erva dos
A et al., 1991). A administracao do 6leo
1 toxicidade materna, mas ndo causou

5, nem interferiu nas demais variaveis

reprodutivas, sugerindo ser seguro o seu consumo durante o periodo de gestacdo em ratas.

Entretanto estudos em maiores detalhes serdo necessarios.
Nos experimentos de desempenho reprodutivo de 1
dos parametros entre os grupos controle e tratado inclusive 1
a capacidade do macho de fecundar a fémea (GUPTA et
interferiu na maturacao e na viabilidade do espermatozdide.
Atualmente ha necessidade de estudos longitudi

reprodutiva, abrangendo ndo s6 alteracdes estruturais, mas 1

atos nao houve diferenca significativa
10 indice de prenhez. Esse indice reflete

al., 2001), mostrando que o 6leo nao

hais no que se refere a toxicologia

ambém modifica¢des funcionais, como

o desenvolvimento de caracteristicas fisicas desde os primeiros dias de vida e até estudos de

comportamento animal (HOLLENBACH et al., 2010).

Segundo Peters e Guerra (1995), um desenvolvimento pods-natal normal ¢ geralmente

observado quando o percentual de sobrevivéncia dos r¢cém-nascidos e seu crescimento sao
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semelhantes aos obtidos nos animais controle. Os pardmefros comportamentais analisados foram

utilizados para verificar possiveis agoes deletérias do 6leq
comportamental e neurologico da prole (CARLINI et al.,

sugestivos de que a administracio do oleo de copaiba 1

de copaiba sobre o desenvolvimento
1988). Os resultados encontrados sao

os machos durante oito semanas ndo

interferiu com o processo de desenvolvimento da prole geradla por estes animais.

O efeito toxico de derivados de plantas ¢ avaliado 4

vitais e ndo vitais dos animais, como, por exemplo, os 6rgap

masculino, a perda de peso das gonadas, epididimo e glaj
também na diminuicdo da produ¢do de espermatozoides, sa
caracterizacdo de agentes toxicos, que provavelmente ca
tratados (REBOREDO et al., 2007), o que nao foi detectad
multijuga em relagdo ao grupo controle.

O processo espermatogénico pode ser reduzido por
células tronco, degeneracdo e fagocitose das células
espermatogénese e descamacao das células germinativas, que podem ocorrer isoladamente ou em
associacdo no parénquima testicular por privacdo horm
quimicas (MOURA et al., 2006). Mas com relagao a analisg
manutengdo das caracteristicas morfologicas gerais dos
controle, mostrando que o padrdo de organizagdo do e
alteracdes evidentes, em qualquer comparacgdo. As evidénciaj
contraceptivos por via oral do 6leo de C. multijuga, |
encontrados, que o 6leo de copaiba ndo interfere no desempg

A agdo diurética do 6leo de C. multijuga pode e
terpénicos tendo em vista que estes compostos sdo encontrg
semelhancas em suas composi¢des dos seus metabolit
apresentar efeitos semelhantes no organismo o que permite
como: salsa parrilha (Smilax spp - Smilacaceae), erv
Caryophylaceae), vidoeiro de prata (Beluta pendula Roth
arvense L. — Equisetaceae), induzem o efeito diurético por
al., 2004), bem como o 6leo do zimbro (Juniperus commun
doengas do aparelho geniturindrio, mas por ter certa nefro
irritante sobre o epitélio renal, deixou de ser utilizada, e a al
- mesma familia da Copaifera - inibe fortemente a enzima|

intervém na metabolizacdo dos esteroides (5B-redutase

partir de alteracdes do peso de orgaos
s reprodutores. No sistema reprodutor
ndulas sexuais acessorias, que inferem
0 considerados critérios padrdes para a
usam efeitos adversos nos individuos

nos grupos tratados com o 6leo de C.

interrup¢ao do padrdo de divisdes das

do tecido germinativo, retardo na

bnal ou efeito toxico de substincias
histologica dos testiculos, verificou-se
brupos tratados em relacdo ao grupo
pitélio seminifero se apresentou sem
s apontam para uma auséncia de efeitos
podendo-se sugerir, frente aos dados
nho sexual dos machos.

tar relacionada aos seus constituintes
dos em outras plantas e por possuirem
s secundarios possivelmente podem
comparagdes entre as mesmas. Plantas
h de pedra (Herniara glabra L. —
— Betulaceae) e cavalinha (Equisetum
irritacdo do epitélio renal (SIMOES et
s L. - Cupressaceae) que foi usado em
toxicidade, que se manifesta por agao
cacuz (Glycyrrhiza glabra — Fabaceae)

11B-hidroxi-esterol-desidrogenase que

)

a 3p-hidroxi-esterol-desidrogenase).

-




Assim, ao nivel renal ha aumento do teor de coi

mineralocorticoides com o que se da a reabsorcao do sodio,
da aldosterona, desoxicorticosterona e glicocorticdides

compostos (CUNHA, 2005).

A irritagdo do epitélio renal é sugestiva de uma lesag
ou vascular, onde todo o néfron pode sofrer lesdo irreversivd
porgdes que o constituem (FREITAS, 2010). Estes néfrons §

na maioria dos casos a causa pode ndo ser determinadd

alteracdes em outros departamentos do organismo, como no

base e hidroeletrolitico, (GRAUER et al., 2009). Este dist(

concentracdes de produtos residuais nitrogenados na

bioquimicamente como elevagdo nas concentragdes séricas

2004). A maioria da creatina produzida pelo organismo ¢ f]

tornando-se assim um indicador bioquimico da funcao renal

dos grupos (Cm 2500 mg/kg) - ratos e coelhos - apresentar

estatisticamente maiores, €, nos ratos, concentragoes urina

somado aos valores menores do clearance de creatinina co

estimativa do ritmo de filtragdo glomerular (¢eRFG), signific3
controle, sdo indicativos de que a taxa de filtragao glomerulg

¢ uma das mais importantes ferramentas na analise da fungaq

namero de néfrons funcionais (SODRE et al., 2007). Nos

estatisticas quanto a massa absoluta e relativa dos rins ber
tem-se de se considerar que o comprometimento renal ¢ aval

do grau de insuficiéncia renal (ANEXOS), segundo Madaz

como estagio zero, a TFG ¢ > 90 mL/min e ndo se visua

avangado, como o estagio 1, onde a TFG ¢ semelhante ao ¢
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tisol com ativacdo dos receptores
para além da reducdo na metabolizacao

com subsequente acumulagdo destes

inicial glomerular, tubular, intersticial
| devido a ligacdo intrincada das varias
ao substituidos por tecido fibroso, que
. Esta lesdo tende a acarretar varias
sistema endocrino, no equilibrio acido
rbio consiste no aumento anormal das
b proteicos no sangue, detectados
de creatinina e ureia (BARBER et al.,
iltrada pelos rins e excretada por eles,
BRITO et al., 2005). Todos os animais
am concentracdes séricas de creatinina
ias significativamente menores, o que
rrigido (mL/g/min e mL/cm?*/min), € a
tivo para os ratos, em relacdao ao grupo
r (TFG) foi comprometida, pois a TFG
renal, sendo também um indicador do
ratos, mesmo nao havendo diferengas
nh como alteracdes a nivel histoldgico,
iado também conforme o estadiamento
rzollo et al. (2007), no estagio inicial,

liza lesdo renal, mas em estidgio mais

stagio zero, se constata lesdo mesmo a

funcdo renal estando normal, pois, como medida fisiologida, ela ja provou ser o mais sensivel e

especifico marcador de mudancas nesta fun¢do, sendo largamente aceita como a melhor medida da

funcao renal global (SPANAUS et al., 2011).

Recentemente considera-se que niveis s€ricos de cist:

TFG que a creatinina, fato esse que vem sendo confirmado {

itina C seriam indicadores melhores da

por uma série de estudos (MARTINEZ

et al., 2003; FILLER et al., 2005). Por outro lado, alguns poucos estudos ndo evidenciaram

diferenga significante entre as determinagdes sanguineas de ¢istatina C e de creatinina para esse fim

(WILLEMS et al., 2003; DANIEL et al.,, 2004). Existeth evidéncias de que a cistatina C ¢




produzida de modo constante por todos os tecidos corporais
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Sua produ¢do parece ndo variar entre

populagdes e pelo tempo. Sua medida direta em ratos sygere que ¢ livremente filtrada pelos

glomérulos sendo quase completamente reabsorvida e metah
et al., 2002). A cistatina C, portanto, ¢ um marcador endogg
mais sensivel do que a creatinina (MARTINS et al., 2003)
comega a ser usada na pratica clinica em todo o mundo,
esclarecidas suas limitagdes ou as situagdes em que esta de
vista que as concentragdes séricas deste pardmetro ndo ap

ratos tratados em relagdo ao grupo controle, e enquanto algu

olizada nos tubulos proximais (OKAY
rno de fungao renal considerado muito
A determinagao sérica da cistatina C
mas ainda ndo foram completamente
fato indicada sua aplicagdo. Tendo em
resentaram diferencas estatisticas dos

hs aspectos relativos as suas limitagdes

nao estiverem bem estabelecidos, ¢ importante ndo desprezar a dosagem sérica de creatinina, cujas

limitagdes sdo bem conhecidas € podem, a0 menos em pai

2011).

te, ser contornadas (GABRIEL et al.,

Em nosso trabalho, o efeito diurético do 6leo foi majs visivel em ratos. Essa diurese induz

também perda importante de sodio (hiponatremia) o que,
desidratacao e a hipovolemia (VIEIRA-NETO et al., 2003

corporal e consequentemente na area de superficie corpo

entre outras consequéncias, induz a
), bem como, pode refletir na massa

ral, pois estas alteracdes refletem na

diminuigdo de agua total do organismo (EVORA et al., 199“)) efeitos estes constatados pela menor

massa corporal (A final - inicial, g) e area de superficie corporal (A final - inicial, cm?) do grupo Cm

2500 mg/kg em relagao ao grupo controle.

Um dos parametros para avaliar a regulagdo de dist
determinagdo dos niveis séricos de albumina, que ¢ respd
oncotica (NAOUM, 2009), bem como os niveis de protein
avaliacao de equilibrio &cido-base e desidratacao que leva a
tal forma, possivelmente houve desencadeamento dos med
agua, de s6dio ou de ambos, tendo em vista de que
osmolaridade e nas concentracdes séricas das proteinas totaig
cloro e magnésio nem nas concentragdes urinarias de so(
tratados (Cm 2500 mg/kg) em relagdo aos grupos contj
glandulas adrenais, cérebro e até o cora¢do sdo mobilizadd
como a renina, a angiotensina Il e a aldosterona, que atuaj
antidiurético (vasopressina) (Figura 5), que em conjunto tral
de sodio e 4gua no organismo (CHRISTANTE et al., 2011),

¢ relativa maior das adrenais, e maior concentracdo de al

ribuicdo de dgua no organismo ¢ pela
nsavel por cerca de 80% da pressao
1s totais, um parametro utilizado para
hiperproteinemia (MOTTA, 2003). De
anismos compensatorios da perda de
ndo houve diferengas estatisticas na
5, albumina, globulina, sddio, potéssio,
lio, potassio e cloro entre os grupos
fole. Nessas ocasides adversas, rins,
s para a producdo de hormonios tais
n em cascata, bem como o hormonio
palham a fim de evitar maiores perdas
b que se evidencia pela massa absoluta

dosterona sérica nos ratos (Cm 2500




mg/kg) o que sugere sinal de aumento de atividade deste or|
em casos de hiperaldosteronismo (MCKENZIE et al., 2007).

Outros dados que corroboram esta acao sdo os da
potassio (K") dos grupos Cm 2500 mg/kg que se apresen
relagdo ao grupo controle, significando maior reten¢ao séricaj
acao da aldosterona visa aumento da reabsorcao de sodio (V]
Ja a fracdo de excrecao de potassio diminuida pode estar rel
(polidipsia) e a excregdo elevada de urina (politria) consequ
renal de ions bicarbonato (HCO5') e excrecdo de hidrogénig
acidose por reten¢do de H" provocando a saida de K™ do mei
sua concentragdo sérica (SIMOES e SILVA et al., 2007).

A quantidade de HCOjs™ filtrada por dia ¢ quarenta Y
Portanto, para que o equilibrio acido-base seja mantido, o H
secretados no lumen do tubulo contorcido proximal renal 1

filtrado, produzindo CO, e H>0, o que ¢ acelerado pela enzij
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pdo, visto que, ¢ comum a hiperplasia

fragdo de excre¢ao de sodio (Na') e
aram significativamente menores em
destes eletrdlitos tendo em vista que a
FRLANDER; CUNNINGHAN, 2009).
acionada ao consumo elevado de agua
entes de defeito na reabsor¢ao tubular

ionico (H"), que podem levar a uma

intra para o extracelular, aumentando

yezes maior que a contida no sangue.
CO;™ deve ser reabsorvido. Os ions H"
reagem com cerca de 90% do HCOjy

ma anidrase carboOnica [V ancorada na

membrana. O CO; difunde-se facilmente para dentro da célula. No meio intracelular, Formam-se

novamente H" e HCOs, esta reagdo acelerada pela anidrase g
sao secretados novamente, enquanto o HCOj;™ deixa a célu

carreador eletrogénico (hNBC

eletrogénico). Figura 21 (SILBERNAGL; DESPOPOULOS,

cotransportador hum

arbonica II citoplasmatica. Os ions H"
la pelo lado basolateral mediante um

ano de Na'-bicarbonato (carreador

P003).
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HCO,
Filtrado: 100% b

Ramp proximal final: 10% o
Urina: <1%

Figura 21: Reabsor¢do de HCO5. CA = anidrase carbonica; hNBC = c-transportador humano de Na' - bicarbonato
(carreador eletrogénico).
Fonte: (adaptado de SILBERNAGL; DESPOPOULOQOS, 2003).

Lumen

Quando a velocidade do fluxo urinério se eleva dirhinui a reabsor¢do tubular do HCO5
levando a excesso de ions H" adicionado ao plasma (Figura 22), sendo a maior parte tamponada no
compartimento intracelular, e, para que esses ions entrem parp o lado intracelular, eles sdao trocados
por ions Na’, através do trocador Na'-H", o que diminui 4 concentragdo de Na' intracelular, e,
consequentemente, sua disponibilidade para ser trocado pelo|K" através da bomba Na'-K" ATPase.
Dessa maneira, menor quantidade de K' entra nas cdlulas e consequentemente aumenta

extracelularmente, como visto na figura 7 (VIEIRA-NETO; MOY SES-NETO, 2003).
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Polidipsia

| ACIDOSE

Fluxo Poliaria
urinario

Figura 22: Fluxo urinario, polilria, polidipsia, reabsor¢do de HCOs e facidose. CA = anidrase carbonica; hNBC =
cotransportador humano de Na' - bicarbonato (carreador eletrogénico).
Fonte: (adaptado de SILBERNAGL; DESPOPOULOS, 2003).
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Conclusao.



8 CONCLUSAO.

Os resultados obtidos sugerem que o 6leo-resina de Co
via oral, contudo foi observada, no sistema renal, possivel tox
em maiores detalhes.

O oleo-resina de Copaifera multijuga possui em sua c
semelhantes aos encontrados na literatura;

Como esperado, o 6leo-resina de Copaifera multijuga ¢
antiinflamatoria em camundongos Swiss;

O ¢leo-resina de Copaifera multijuga mostrou baixisst
ratos;

O ¢leo-resina de Copaifera multijuga administrado pof
Wistar e coelhos Nova Zelandia produziu apenas alteracQ
hematolédgicos e bioquimicos;

O oleo-resina de Copaifera multijuga administrado por
geral ndo interferiu na morfologia macro e microscopica dos tg

No periodo da gestagdo, o 6leo-resina de Copaifera
ganho de massa materno durante a prenhez em ratas, dad
investigacoes;

No estudo de performance reprodutiva, o 6leo-resina d
a capacidade reprodutiva dos machos e nem interferiu com o d

A administragdo repetida do 6leo-resina de Copaifera n
nefrotoxicidade, indicada pelo aumento de creatinina sér

investigado.
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paifera multijuga Hayne € seguro por

icidade que necessita ser investigada

mposicao compostos fixos e volateis

presentou atividade antinociceptiva e

ma toxicidade aguda por via oral em

via oral em doses repetidas em ratos

es pontuais em alguns indicadores

via oral em doses repetidas de forma
cidos;
multijuga produziu redugdo sobre o

s estes que necessitam de maiores

e Copaifera multijuga nao modificou
esenvolvimento da prole;
nultijuga em ratos e coelhos produziu

jca, Cujo mecanismo necessita ser
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ANEXOS




INPA HERBARIO INPA

s N bt Manaus-Amazonas-Brasil

PUTLIIAS [ A48 20N,

LEGUMINOSAE-CAES INPA;
Copaifera multijuga Hayne

Det.: Ramos, J.F. - Jun 2009
Nome vulgar: copaiba
Brasil, Amazonas, Nhamunda

233154

Latossolo amarelo de floresta de terra firme sobre relevip

ondulado.

Arvore de No. 657 da ha 1, com 180cm de CAP, 10m d
altura do fuste € 21 m de altura total. Dosséis continuos

c
€m

muitos casos abertos deixando algumas clareiras, onde ¢ sub-

bosque € denso devido a uma maior intensidade nos
processos sucessionais. Botdes florais brancos esverdea

Coélho, L.S. 329 23
& Revilla, J.; Oliveira, J.G. de; Lima, J.

Hos.
04/2009

BRAHMS
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PRESIDENCIA DA REPUBLICA
MINISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA - MCT

INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA

HERBARIO INPA

Avenida André Aratjo. 2936 - Caixa Postal: 4 78 - 69083-000 - ManausAmazonas Brasil

Fone: (092) 3643-3331: 3643-3125 E.mail: On'@ NPa.gov.

Manaus, 25 de marco de 2010.

DECLARAGAO DE INCORPORAGAO DE
MATERIAL BOTANICO NO HERBARIO INPA

Declaramos para os devidos fins que recebemos amostras boténicas
férteis coletadas por Luiz de Souza Coélho dentro do Projeto“ Finep n°
0109026400 — Desenvolvimento de dleo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne)

em capsula mole”, que foram registradas e incorporadas ao acervo do Herbario

INPA, nimero 233.154, conforme registro anexo.

Atenciosamente, %
C‘//7/,:c7/7cz sy

Riat. 0558041

=g "
Ministério da
g ciéncia e Tecnologia
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Figura. Cromatograma do 6leo de Copaifera multijuga Hayne obtlda por cromatografia
gasosa acoplada a um espectrometro de massa.
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Bioldgicas

1\N

Recife, 30 de setembro de 2011.

Oficio n° 406/11

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Almir CGoncalves Wanderley

Departamento de Fisiclogia e Farmacologia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.027253/2011-1 1

Os membros da Comiss3o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, ”Desenvo!vimento, validagdo de metodologia anaiitica, avaliacao da
atividade anti-inflamatéria e seguranca de uso do dleo de Copaifera mulitijuga Hayne
(Fabaceae) - copaiba”. y

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagao experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagio Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sao adotadas como critérios de
avaliagcao e julgamento pela CEUA-UFPE, )

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questido do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem
realizados.
mmm
JFarmacologia - UFPE; Animais: Ratos Wistar albinos eI

Camundongos Swiss albinos; Sexo: Machos e Fémeas; |dade: ﬁ/i u
(camundongos 3 meses e ratos 2 a 3 meses; Peso: ratos entre ! L

Atenciosamente,
N

200-230 gramas e camundongos entre 30-40 gramas: Nl’;mero' f iow&.Man’a T:a saJansem
de animais previsto no protocolo: 296 animais. | Presidente 0 CEEA
Previsto no protocolo: 296 animais. e

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver

BT g
S Py YR



Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Bioldgicas .

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n

50670-420 / Recife - PE - Brasil

fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

fax: (55 81) 2126 8350
www.ccbh.ufpe.br

Recife, 08 de margo de 2012

Oficio 410/12

Comisséo de Etica em Expenmentagao Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Almir Gongalves Wanderley

Departamento de Fisiologia e Farmacologia - UFPE

Processo n° 23076.051674/2011-55 '
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Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de-

Ciéncias Biolbgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram
seu projeto de pesduisg intitulado: “Desenvolvimento, validagdo de metodologia
analitica, avaliagdo da atividade anti-inflamatoria e éeguranga de uso do6leo de
Copaifera multijuga Hayne (Fabaceae) - copaiba.?;

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagé&o experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimenta«;éb Animal e bom as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o
adotadas como critérios de avaliacao e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, espemalmente a Lei
9. 605 — art. 32 e Decreto 3.179- art 17, de 21/09/1999 que trata da questio do uso de

animais para fins cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel - aos protocolos
experimentais realizados. -

> _ : Atenciosamente

Nova Zelandia brancos (Oryctolagus cuniculus); Sexo: Vi

: : Prof na
Observagao: Animais: Coelhos, Lin_hagem: coelhos . d,dg;, (

Machos e Fémeas; Idade: 2 a 3 meses; Peso: 600 —
1100g; N°® de Animais previsto no projeto: 20 animais.

T



Tabela: Classificacdo Quanto ao Grau de Toxicidade.

Categoria de Toxicidade

DLs, — Rato (via QOral)

Extremamente toxico < Img/kg
Altamente toxico 1-50 mg/kig
Moderadamente toxico 50-500 mg/kg
Ligeiramente toxico 0,5-5 g/kg
Praticamente nao toxico 5-15 g/kg
Relativamente atdxico > 15 g/k

Fonte: HODGE, H.C., STERNER, J.H. Tabulation of foxicity classes.
American Industrial Hygiene Association Journal 10: $3-98, 1949.

Estadiamento e classificagao da doenca renal cronica

Estagio | Filtracdo Glomerular| Grau de Insuficiéncia Renal
(ml/min)
0 =090 Grupos de Risco para DRC
Auséncia de Lesédo Renal
1 = 90 Lesdo Renal com
Funcéo Renal Normal
2 60 — 89 IF. Leve ou Funciona
3 30-59 IR Moderada ou Laboratorial
4 15-29 IR Severa ou Clinica
5 15 IR Terminal ou Dialitica

IR = insuficiéncia renal; DRC=doenca renal cronica.

Fonte: JUNIOR, J. E. R. Jornal Brasileiro de Nefrologia Volume XXVI - n°

3 - Supl. 1 - Agosto de 2004.
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on reproductive performance of male Wistar rats.
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Abstract: Copaiba oil, extracted from Copaifera multijuga Hayne,
for medicinal purposes, especially in inflammatory processes. Hoy
about its effect on reproductive performance when it is used in rq
present study evaluated the effects of the oral administration of Co
200, 500 or 2500 mg/kg) or water (control) for eight weeks in male
were mated to untreated female and some parameters, such as fertil
relative mass of accessory sexual organs and their histology and dev
were evaluated. Chemical analysis revealed the presence of 22 co
99.11% of the Copaiba oil. The major compounds identified w
reproductive toxicology results indicate that there was no differer
when compared to the control group in any of the parameters,
treatment with the oil of C. multijuga for eight weeks does
performance of male Wistar rats.

Keywords: Copaifera multijuga oil, reproductive performance.

Introduction
Copaifera multijuga Hayne (Fabaceae) is one of the most

Brazil (Veiga-Jinior & Pinto, 2002). The oleoresin extracted from i

can be found in almost all fairs, herbal and natural products pop

(Maciel et al., 2002).

Phytochemical studies showed that C. multijuga oil presents
linoleic acids) and also mixtures of sesquiterpenes (Craveiro et al.,
caryophyllene have been shown to be the main component, and it is

for the authenticity of this plant (Soares et al., 2003).
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Fabaceae, is widely used
wever, there is no report
peated doses orally. The
paiba oil (at the doses of
Vistar rats. Treated males
ty rates, the absolute and
clopment of the offspring
mponents accounting for
ere sesquisterpenes. The
ce in the treated groups
suggesting that the oral

not affect reproductive

used medicinal plant in
ts trunk, the Copaiba oil,

ular markets nationwide

fatty acids (palmitic and
1978). The sesquiterpene

the most used biomarker




The popular use of Copaiba oil as an anti-inflammatory and
since the sixteenth century and occurs in all regions of Brazil. TH
administered orally or by topical application (Maciel et al., 2
Copaiba oil has been shown to present anti-inflammatory (Carvalh
Junior et al., 2007), antitumor (Lima et al., 2003), antimicrobial (Ting
et al., 2008) and antinociceptive activities (Gomes et al., 2007).

However, the use of medicinal plants and their components 1
(Reboredo et al., 2007), thus characterizing a serious problem of pub
effects, as well as the possible synergistic action with other dry
Toxicological tests assess the effects of the treatment in many org
1998), as well as the influence of the treatment on reproductid
parameters are used to characterize the dose-response relationship an
doses to be used in studies of chronic exposure to certain substan|
1998).

The male reproductive system is very sensitive to the action @
exposure to certain agents can cause changes in these organs that
competence of the individual (Reboredo et al., 2007). The action of 4
with sexual maturation, the production and transport of gametes, the
sexual behavior and/or fertility (Kimmel et al., 1995).

Considering the popular use, the great market for the sale of
of information about its reproductive toxicity, this study aims to ey
treatment with C. multijuga oil on male reproductive system o

treatment for eight weeks, as well as on the postnatal development th

Materials and methods
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Plant material

The plant species (Copaifera multijuga, Hayne), Fabaceae )
habitat nature, in the Amazon region (Nhamundé - AM), Brazil (S 02
April 2009. The voucher specimen of the plant was identified by |
deposited at the Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INH
number 233154/2009. The C. multijuga Hayne oil was provided by
Brazil. The density of this oil (0.9945 g/ml) was determined to cal

administered to the animals.

Animals

Adult male and female Wistar rats (Rattus norvegicus), weigh
240 g, respectively, were obtained from the Department of Physid
from Federal University of Pernambuco, Pernambuco, Brazil. Anim
controlled temperature (22 + 2 °C) under a 12 h light—dark cycle. Col
and water were available ad libitum. All the experimental protocol
approved by the Animal Experimentation Ethics Committee of th
Pernambuco, under license 027253 in accordance with the National ]

for the Care and Use of Laboratory Animals.

Chemical analysis of the Copaifera multijuga — fingerprint

The analysis of C. multijuga was performed on a gas chroma
coupled to a mass spectrometer (Agilent 5975C MSD) equipped w
Siloxane column (30 m x 250 pum x 0.25 um, Agilent HP - SMS). '
helium at a constant flow of 1 ml per minute. The initial temperatur

(maintained for 1 minute ) and it was increased to 105 °C at a |
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e of the oven was 40 °C

rate of 50 °C/min, then




increased to 150 °C at a rate of 1.5 °C/min and finally raised to 280 °
The column was maintained at the final temperature for 10 minutes td
components. The injector was maintained at 270 °C and used in the ]
source was preserved at 230 °C and the ionization potential was 70 4
(RI) were determined for the components of the oil by co-injectig
homologous series of linear hydrocarbons (C8 to C30) and subsequer
Dool and Kratz equation (1963). The constituents were initially ider
calculated RI to those published in the literature (Adams, 2007
confirmed by comparing the mass spectra obtained with those found

and the MassFinder4 GCMS and other literature data.

Chronic treatment and reproductive performance

Adult naive male rats were randomly divided into four group
treated by oral route with C. multijuga (at the doses of 200, 500 o
(control) for eight consecutive weeks. During treatment, the bod
weekly, and food consumption and water intake of the animals were 1
Animals were observed twice daily for signs of toxicity, such as
diarrhea and changes in locomotor activity, and mortality throughout
Then, they were transferred to individual cages and were mated w|

females (n = 10/group) in natural estrus (sexually receptive) for 5 dd
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C at a rate of 30 °C/min.
ensure the elution of all
:50 Split. The ionization
V. The retention indices
n of the sample with a
1t application of Van den
itified by comparing the
. Their identities were

in NIST library, Adams

5 (n = 5/group) and then
r 2500 mg/kg) or water
y-weight was recorded
ecorded every two days.
piloerection, hair loss,
the experimental period.
ith untreated and fertile

ys (male: female ration,

1:2). The presence of vaginal plug and sperm in the vaginal smear i[ﬁl the next morning were

defined the first gestation day. Pregnant rats were allowed to comyj
term. During the pregnancy, rats were closely observed twice a day
appearance, behavior, and signs of vaginal bleeding. The day of party

day 1 of postnatal life. On the day 4 of postnatal life, litters were cull

plete their pregnancy to
for survival, changes in
rition was designated as

ed to seven neonates. In




the cases where fewer than seven pups were delivered, additional neot
other litters. After birth the following reproductive parameters wer
pregnancy (day), number of live and dead fetuses, the offspring/d
(number of pregnant rats/number of mated females x 100), viability
pups on day 4 of postnatal life/number of live offspring born x 100),
of live pups on day 21 of postnatal life/number of live pups on day 4

Body weight (g) and length (cm) of the newborn rats was determineq
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nates were fostered from
e analyzed: duration of
am ratio, fertility index
y index (number of live
lactation index (number
of postnatal life x 100).

| on days 1, 4, 7 and 21

of postnatal life. The offspring were closely observed for any externall malformation (Silva et

al., 2009).

Behavioral parameters of offspring

After birth, one third of the offspring from each group was an
behavioral parameters: postural reflex, day of eye opening, day
spontaneous ambulation. The pups’ postural reflexes were evaluated
life. The pups were put on a plane surface, in supine position, and
measured in seconds. The day of eye opening was determined by the

displacement of the palpebral fissure in at least one eye. It was d

hlyzed for the following
of adult walking and
on Ist and 7th days of
the righting reflex was
bservation of the partial

onsidered day of adult

walking when pups ambulated without dragging hind feet and without touching its belly on

the floor. The spontaneous ambulation was determined on 20th da

square measuring 30 x 30 cm and divided in nine equal spaces. The py

y postnatal life using a

Ip was put on the central

part and during two minutes it was recorded the number of invaded squares (when the pup put

at least three feet on the square) (Costa-Silva et al., 2006).

Morphological study




After successful mating, the rats were weighed and euthan
thiopental (0.140 g/kg, i.p). Necropsy was made for external mag
testicles, epididymis, vas deferens and seminal vesicles. These org
weighed individually. Seminal vesicles and the vas deferens were wet
organ weight was expressed in terms of absolute (g) and relative W
weight). For microscopic analysis, these organs were fixed "in td
formalin for 48h at room temperature, after fixing each sample was
immersed in 70% ethyl alcohol for 3 to 4 days, then were embedd
sections of 5 pum were obtained and stained with hematoxylin/eos

subsequently analyzed by a system to capture images MicroDIP/Kacil

Statistical analysis

Results were expressed as mean value + standard er
Variances in data for body and relative organ weights and rep|
were checked for homogeneity by Bartletts method. If
homogeneous, the data were assessed by variance analysis
necessary, by Newman-Keuls test. When the data could not bg
normal distribution, nonparametric Kruskall-Wallis test followed
performed. The fertility, viability and lactation indexes were G

exact test. A probability level of less than 5% (p < 0.05) was d

All statistical analyses were performed by GraphPad Prism 5.0.

Results

Chemical analysis of the C. multijuga — fingerprint
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The chemical characterization of C. multijuga oil identified f{
accounting for 99.11% (Table 1). The major compounds identified Y
caryophyllene (51.64%), copaene (8.04%), a-trans-bergamotene (7.5

(6.22%). The Figure 1 represents the chromatographic profile of the oi

Reproductive parameters
During the eight weeks of treatment with C. multijuga (200,
oral route, there were no deaths and the treatment did not produce ch
behavioral abnormalities or signs of toxicity in the male rats.
Table 2 shows the reproductive parameters obtained from tl
females and males treated with C. multijuga. There was no significant
and time of pregnancy indicators of the treated groups compared to the
After the birth of offspring, we found not the presence of
malformation, through macroscopic examination outside of the pups o
the control group, indicating no effects teratogenic visible externally. N
difference was observed in the offspring/dam relationship and in {
fetuses.
Fertility, Viability and Lactation index of the rats treated with
same as those obtained in the control group. In addition, the exposure

oil did not affect the offspring postnatal development (Table 2).

Behavioral parameters of offspring
There was no significant difference in average number of pup

the control group and C. multijuga 200, 500 and 2500 mg/kg. Furtl
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difference was observed in the behavioral parameters (postural reflex, ¢

of adult walking and ambulation) among the groups (Table 3).

Morphological study

The treatment with C. multijuga did not change absolute and r¢

epididymis, seminal vesicle and vas deferens (Table 4).

Microscopic analysis revealed no abnormalities in testis af

multijuga at doses 500 and 2500 mg/kg. The tissue presented normal
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lay of eye opening, day

lative weights of testis,

ter treatment with C.

spermatogenesis, well-

preserved sertoli cells and well-delineated peritubular cells in both conftrol and treated groups.

The interstitium were also intact, without inflammatory cell infiltrates

Discussion
In this study, we have assessed the effects of the oral treatmer
on reproductive parameters in male and female Wistar rats.

Regarding the chemical constitution of the C. multijuga Hay

(1978) have detect the presence of fatty acids, palmitic and linolei¢

Veiga-Junior et al. (1997) have identified terpene compounds, and

mixtures of sesquiterpenes (caryophyllene and B-bisabolene). Similar

Dias et al. (2012). In our study, we have also found similar components.

The great complexity of inputs of natural origin led the World
consider and accept chromatographic fingerprint as a more robust way
of natural products, focusing on the qualitative and systematic compari
in different samples. It facilitates the repeatability and credibility o

toxicological properties of natural products (WHO, 1991).

data not shown).

it with C. multijuga oil

me oil, Craveiro et al.
acids, among others.
these compounds are

results were found by

Health Organization to
r to analyze the quality
son of individual peaks

f pharmacological and




Treatment of males before mating and conception may result i
death and non-specific anomalies in offspring, as well as in reduced 1|
litter size and delayed postnatal development. The characteristics
development capability and maturity are expressions of the fertilizing
successful conception and subsequent intrauterine development. The rg
of plant derived compounds may be also evaluated by changes in we
organs. The weight loss of the gonads, epididymis or sexual accessor]
the production of sperm and it is considered a standard criterion for
toxic agents (Reboredo et al., 2007). The spermatogenesis can be redu
of standard divisions of stem cells, degeneration and phagocytosis of g
delayed spermatogenesis and sloughing of germ cells, which mj3
combination in the testicular parenchyma by hormonal deprivation or|
(Moura et al., 2006). Moreover, the pregnancy index reflects the ability
the female (Gupta et al., 2001). In our study, there was no difference
among the groups. Moreover, the histological analysis of the testis revg
organization of the seminiferous epithelium presented no obvious chan

morphology was maintained normal in the treated groups.
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toxic effect chemicals
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in all these parameters
aled that the pattern of

pes and that the overall

The perinatal and postnatal development potential depends on the individual and their

ability to meet varied environmental conditions (Hollenbach et al., 201
longitudinal studies concerning the reproductive toxicology, covering
also functional changes, such as the development of physical charag
days of life and even animal behavior studies (Hollenbach et al., 2010),
Guerra (1995), a normal postnatal development is generally observed
survival newborns and their growth are similar to those obtained in ¢

study, these parameters were not altered by the treatment with C. mult

0). There is a need for
not only structural, but
teristics from the first
According to Peters &
when the percentage of
ontrol animals. In our

juga. Additionally, the
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behavioral parameters were used to assess possible deleterious actiops of C. multijuga on

neurological and behavioral development of the offspring. The results

are suggestive that the

administration of C. multijuga in males for eight weeks did not alter the development of the

offspring generated by these animals.
Taken together, these results shows that the oral treatment wif

eight weeks at the doses of 200, 500 or 2500 mg/ml induces no tox

h C. multijuga oil for

ic effects in the male

reproductive system, in the animals’ fertility nor in this offspring development, suggesting no

toxic effects in reproductive performance of the animals.
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Table 1. Components of Copaifera multijuga oil.

Peak Compound RI* RI;® Area (%)
1 a-Elemene 1338 1344 0.29
2 a-Cubebene 1350 1345 0.48
3 Copaene 1377 1374 8.04
4 B-Elemene 1394 1389 1.00
5 Cyperene 1403 1398 0.26
6 Caryophyllene 1421 1417 51.64
7 v-Elemene 1433 1434 0.29
8 a-trans-Bergamotene 1435 1432 7.57
9 a-Humulene 1453 1452 5.93
10 Allo-aromadendrene 1460 1458 0.26
11 y-Muurolene 1476 1478 1.94
12 Germacrene D 1480 1484 6.22
13 B-Selinene 1486 1489 0.85
14 a-Muurolene 1500 1500 0.53
15 -Bisabolene 1508 1505 3.56
16 y-Cadinene 1513 1513 0.61
17 0-Cadinene 1522 1522 4.09
18 Germacrene B 1553 1559 1.32
19 Methylpalmitate 1929 1921 0.4
20 Methyllinoleate 2098 2095 1.44
21 (x)- Octadecenoicacid, 2104 - 2.29
methylester
22 Methylstearate 2129 2124 0.1
Unidentified 0.89

ALinear retention index on BP5; BAdams, 2007.
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Table 2: Reproductive parameters of untreated females rats and its offspring obtained after t

Copaifera multijuga oil (Cm 200, 500 or 2500 mg/kg) for eight consecutive weeks.

138

he mating with male Wistar rats treated with

Parameters Control Cm 200 mg/kg Cm 500 mg/kg Cm 2500 mg/kg
Pregnant rats 10 10 10 10
Mass gain during pregnancy (g) 54.1+59 53.6+7.7 53.2+5.6 59.8+7.3
Time of pregnancy (day) 21.1+0.2 21.2+0.2 21.0+0.2 21.0+0.2
Number of live fetuses 94 98 91 93
Number of dead fetuses 0 0 0 0
Offspring/dam ratio 94+0.6 9.8+0.6 9.1+09 9.3+£0.8
Fertility index (%) 100 100 100 100
Viability index (%) 100 100 100 100
Lactation index (%) 100 100 100 100
Body mass of the offspring 1st day (g) 6.3+0.1 59+0.1 6.3+0.1 6.5+0.1
Body mass of offspring 4th days (g) 7.98 +0.04 8.11+0.03 8.11+0.04 8.17 +0.05
Body mass of offspring 7th day (g) 126+0.4 13.0£0.5 12.6+0.3 14.1+0.5
Body mass of offspring 14th day (g) 254+0.6 23.9+1.0 25.0+2.5 27.3+£0.9
Body mass of offspring 21th day (g) 39.0+ 1.1 389+ 1.0 37.0+0.8 408+ 1.4
Length of offspring 1st day (cm) 4.8+0.1 47+0.1 48+0.1 49+0.1
Length of offspring 4th day (cm) 5.66 +0.03 5.76 £0.02 5.71 £0.02 5.53£0.02
Length of offspring 7th day (cm) 6.56 £ 0.04 6.59 +0.04 6.47 +0.04 6.65+0.05
Length of offspring 14th day (cm) 8.7+0.1 8.9+0.1 8.7+0.1 89+0.1
Length of offspring 21th day (cm) 9.9+0.1 9.8+0.1 9.9+0.1 10.0+0.2

The values are expressed as mean = S.E.M. (n=10/group). The control group received water. Ferti

ity index = number of pregnant rats/number of

mated females x 100. Viability index = number of live pups on day 4 of postnatal life/number of live offspring born x 100. Lactation index =

number of live pups on day 21 of postnatal life/number of live pups on day 4 of postnatal life x 10

D.
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Table 3: Behavioral parameters of the offspring of untreated females rats obtailﬁxed after the mating with male

Wistar rats treated with Copaifera multijuga oil (Cm 200, 500 or 2500 mg/kg) for eight consecutive weeks.

Parameters Control Cm 200 mg/kg  Cm 500 mg/kg Cm 2500 mg/kg
Number of offspring 24 25 23 22
Postural reflex 1st day (s) 16.45+1.61 12.42 +1.59 1220+ 1.43 16.21 +1.85
Postural reflex 7th day (s) 2.03 £0.97 1.65+0.34 1.45+0.29 1.30 +0.21
Day opening eyes 14.19 + 0.04 14.11 £0.04 14.39 + 0.08 14.10+£0.04
Day of adult walking 14.40 £ 0.05 14.26 £ 0.06 14.30 + 0.08 14.24 £0.07
Spontaneous ambulation' 14.81+0.11 14.67 +0.11 14.56 = 0.]12 14.37 + 0.09

The values are expressed as mean + S.E.M. (n=22-25/group). 'Number of frames injvaded.

Table 4. Effect of the oral treatment with Copaifera multijuga oil (Cm 200, P00 or 2500 mg/kg) for eight

consecutive weeks on the mass (absolute and relative) of accessory genital organs from male Wistar rats.

Organs Control Cm 200 mg/kg Cm 500 mg/kg Cm 2500 mg/kg
Testicles (g) 1.69 £ 0.05 1.60 £ 0.06 1.61 £04 1.67 £0.06
(g/100g) 0.45%0.01 0.43+£0.02 0.38 £ 0,04 0.45%0.01
Epididymis (g) 0.72£0.04 0.68 £ 0.02 0.69 £ 0,02 0.63+0.03
(g/100g) 0.19£0.01 0.18 £ 0.01 0.18+0.01 0.17£0.01
Vas deferens (g) 0.244 £ 0.011 0.232+£0.014 0.249 £ 0.028 0.193 £0.005
(g/100g) 0.066 = 0.004 0.062 + 0.004 0.066 = 0.007 0.052 £ 0.003
Seminal vesicle (g) 1.35£0.06 1.64+0.15 1.39+£0.07 1.32£0.14
(g/100g) 0.36 £0.02 0.46 £ 0.05 0.37£0.02 0.37£0.04

The values are expressed as mean = S.E.M. (n=5/group). The control group receive

d water.
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Figure 1. Chromatographic profile of Copaifera multijuga oil obtained by gas chromatograph

coupled to a mass spectrometer.
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