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RESUMO

Obijetivo: Estudar o efeito do 6leo de copaiba nas aminotransferases de ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo (IR) hepética, com e sem pré-condicionamento isquémico (PCI). Métodos: Foram utilizados 24
Rattus norvegicus albinus machos distribuidos em: Grupo padrdo (GP), Grupo copaiba (GC), Grupo
isquemia-reperfusdo (GIR), Grupo isquemia-reperfusao + copaiba (GIRC), Grupo pré-condicionamento
isquémico (GPCI) e Grupo pré-condicionamento isquémico + copaiba (GPCIC). Foi administrado 0,63ml/
kg/dia de copaiba, durante sete dias, por meio de gavagem nos animais do GC, GIRC e GPCIC. Aisquemia
hepética foi de 30 minutos e, nos animais submetidos ao PCI, realizou-se isquemia de 10 minutos, seguida de
reperfusao de 5 minutos e isquemia de 30 minutos com posterior reperfusdo. Os animais foram anestesiados
via inalatoria com éter etilico. O periodo de reperfuséo foi de 24 horas. No 1° DPO foi realizada coleta de
sangue venoso e dosagem das aminotransferases. Resultados: Os niveis de AST ndo se alteraram nos
animais submetidos a administragao do 6leo de copaiba. O 6leo estudado ndo alterou os valores de ALT no
GIRC quando comparado com o GIR, entretanto, houve aumento do nivel sérico dessa enzima no GPCIC
em comparac¢do com 0 GPCI. Conclusdo: O 6leo de copaiba ndo alterou os niveis de AST nos grupos
estudados. Ao se avaliar a ALT, esse 6leo ndo influenciou os valores séricos nos animais submetidos somente
a IR hepética, entretanto houve aumento dos niveis dessa enzima no GPCIC em relagéo ao seu controle. Os
valores de ALT ndo foram diferentes estatisticamente entre os grupos IRC e PCIC.

Descritores: Pré-condicionamento isquémico. Isquemia-reperfuséo. Figado. Plantas medicinais. Ratos.

ABSTRACT

Purpose: To study the copaiba oil effect in rats’ aminotrasnferases submited to hepatic ischemic and reperfusion
with and without preconditioning. Methods: 24 male and adults rats (Rattus norvegicus albinus,Wistar)
were distributed into six groups: Standard Group (SG); Copaiba Group (CG), Ischemic-reperfusion Group
(IRG), Ischemic-reperfusion + Copaiba Group (IRCG), Ischemic Preconditioning Group (IPCG) and Ischemic
Preconditioning + Copaiba Group (IPCCG). The animals of CG, IRCG and IPCCG received copaiba oil,
0,63ml/kg/day by gavage, during 7 days. It was realized total hepatic ischemic by 30 minutes and, in animals
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subbimited to ischemic preconditioning, it was realized 10 minutes of ischemia, following by 5 minutes of
reperfusion and other ischemia by 30 minutes. All animals were subbmited to 24 hours of reperfusion. To
realalize surgery procedure, animals were anesthezied through ethilic eter breathing. On first post-operating
day, blood was collected to dose aminotrasferases. Results: It was not observe alterations in AST level in
animals which received copaiba oil. There was no statistic difference between IRCG and IRG ALT levels,
however, this enzime was increased in IPCCG when compared with IPCG. Conclusion: Copaiba oil did not
change AST levels in groups studied. Analysing ALT, this oil did not change its values in animais were realized
just hepatic ischemic-reperfusion, however, it had levels increase in IPCCG when compared to IPCG. Between
IRCG and IPCCG, ALT levels were not statistical different.

Key words: Ischemic preconditioning. Ischemic-reperfusion. Liver. Medicinal plants. Rats.

Introducéo

O controle do sangramento durante certos
procedimentos cirurgicos que envolvem o figado é
essencial para o sucesso do ato operatdrio, pois
dentre os determinados limites, 0s pacientes suportam
melhor a isquemia hepética do que as conseqiéncias
de grandes hemorragias com transfuséo de sangue e
derivados. -2

Entretanto, é descrito na literatura que a
reperfusdo do 6rgao gera uma série de produtos
maléficos para o organismo, os radicais livres de
oxigénio (RLO), *4>57 fato este observado por
Rhoden e col® que comprovaram experimentalmente,
uma maior producdo de RLO durante o periodo
reperfusional da sindrome de isquemia e reperfusao
hepética.

Na intencdo de proteger o figado das lesGes de
isquemia e reperfusdo, varios tipos de protecdo
hepética tém sido utilizados, como: a hipotermia?®, o
pré-condicionamento isquémico ¢ e o uso de
drogas.t>

O termo pré-condicionamento isquémico
significa a inducdo de um pequeno periodo de
isquemia seguido por pequeno periodo de reperfuséo
antes de um periodo mais longo de isquemia e 0 seu
papel no aumento da tolerancia a isquemia tem sido
descrito em varios drgdos, inclusive no
ﬁgado_z,G, 9,10,14

Lima e col®, estudando pré-condicionamento
isquémico no figado de ratos, relataram que esse
método parece atenuar as lesdes de isquemia-
reperfuséo provavelmente pelo consumo mais lento
do ATP durante a isquemia. Quirenze Jr** comprovou
em seu estudo que o pré-condicionamento isquémico
em figado de ratos diminui a lesdo causada pela
isquemia e reperfusdo hepéatica, sendo esta avaliada
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através da dosagem bioquimica das aminotransferases
e métodos histolgicos.

Diversas drogas tém sido utilizadas com o intuito
de diminuir a lesdo causada pela sindrome de isquemia
e reperfusdo. *** Entretanto, sdo poucos os relatos
cientificos sobre os efeitos de plantas medicinais na
les&o de isquemia e reperfusao.

Entre as plantas medicinais mais utilizadas pela
populagdo amazonica, tem se destacado a copaiba.
Trata-se de uma &rvore de grande porte da familia
Caesalpinacea, chegando até 30 a 40m de altura. O
0leo extraido do seu tronco € constituido,
principalmente, por &cido copaifero e cariophileno,
além de outros sesquisterpenos. > 161718 Sgo
atribuidas ao 6leo de copaiba propriedades
antiinflamatorias,™ *°antitumoral,*’ cicatrizantes, ¢
e antioxidante.*®

Basile e col*® comprovaram o efeito
antiinflamatério do 6leo de copaiba, observando
diminuig&o do edema da pata de ratos tratados com
0 6leo, assim como diminuicdo da permeabilidade
vascular. Achados semelhantes foram relatados por
Rio.t®

Tendo em vista a protecdo do pré-
condicionamento no figado submetido a isquemiae
reperfusdo e o efeito antiinflamatorio e antioxidante
do 6leo de copaiba, além da inexisténcia de relatos
cientificos que associam o pré-condicionamento
isquémico e o referido 6leo, objetivam os autores
avaliar o efeito do éleo de copaiba nas
aminotransferases de ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo hepatica, com e sem pré-condicionamento
isquémico.



Meétodos
Amostra

Foram utilizados 24 ratos da espécie Rattus
norvegicus albinus, linhagem Wistar, machos adultos,
pesando entre 250 e 3509, aparentemente sadios,
oriundos do Instituto Evandro Chagas (Belém - PA),
que passaram por um periodo de adaptagdo de 15
dias no Laboratdrio de Cirurgia Experimental da
Universidade do Estado do Para (LCE - UEPA),
acondicionados, em grupos de cinco, em gaiolas
plasticas numa sala refrigerada a 22°C, recebendo
agua e racdo ad libitum durante todo o experimento.

Para o estudo, os animais foram distribuidos nos
seguintes grupos:

Grupo Padréo - GP (n = 04): foi realizada
somente a coleta do material para analise do padréo
de normalidade da amostra.

Grupo Copaiba - GC (n =04): foi administrado
6leo de copaiba diariamente para os animais, na dose
de 0,63ml/kg, por meio de gavagem, durante 7 dias.
No 8°dia de experimento, foi realizada simulagéo do
procedimento cirdrgico.

Grupo Isquemia-reperfusdo - GIR (n = 04):
foi realizada isquemia hepatica total por 30 minutos
com posterior reperfuséo por 24 horas.

Grupo Isquemia-reperfusdo + Copaiba -
GIRC (n = 04): foi administrado 6leo de copaiba
diariamente para os animais, na dose de 0,63ml/kg,
por meio de gavagem, durante 7 dias. No 8° dia de
experimento, foi realizada isquemia hepética total por
30 minutos com posterior reperfuséo por 24 horas.

Grupo pré-condicionamento isquémico -
GPCI (n=04): foi realizada isquemia hepética total
prévia de 10 minutos seguida de reperfusdo por 5
minutos, com posterior isquemia hepatica de 30
minutos seguida de reperfuséo por 24 horas.

Grupo pré-condicionamento isquémico +
Copaiba - GPCIC (n =04): foi administrado 6leo
de copaiba diariamente para 0s animais, na dose de
0,63ml/kg, por meio de gavagem, durante 7 dias. No
8° dia de experimento foi realizada isquemia hepética
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total prévia de 10 minutos seguida de reperfusao por
5 minutos, com posterior isquemia hepatica de 30
minutos seguida de reperfuséo por 24 horas.

Espécie vegetal estudada

O 6bleo de copaiba a ser utilizado sera extraido
de arvores da espécie Copaifera oficinalis,
proveniente da regido TransamazoOnica, entre as
cidades de Santarém e ltaituba (Belém - PA),
analisada pela empresa Brasmazon.

Procedimentos

Os animais foram inicialmente anestesiados via
inalatoria através de vaporizador artesanal,'®
utilizando-se éter etilico.

Estando em plano anestésico, foi realizada
tricotomia da parede abdominal interessada com
posterior laparotomia mediana superior de
aproximadamente 4 cm de extensao, interessando
pele e tecido celular subcutaneo. Deu-se inicio, entdo,
aabertura da cavidade abdominal por planos. Depois
de exposta a cavidade, as algas intestinais foram
afastadas e mantidas em gaze embebiba em soro
fisioldgico 0,9%, possibilitando a adequada
visibilizagao do pediculo hepético, que foi dissecado
com o auxilio de pingas microcirdrgicas,
individualizando sua porcdo vascular (Figura 1),
compreendendo a artéria hepatica prépria e veia
porta.

FIGURA 1 - Pediculo hepético dissecado. Seta: porgédo
vascular do pediculo individualizada.
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Posteriormente, foi realizada a isquemia hepética
total através da colocacdo de um clamp vascular na
porcdo vascular do pediculo hepético (Figura 2). A
reperfuséo foi restabelecida pela liberacéo do clamp.

Foi realizada a sintese da parede abdominal por
planos (musculo-aponeuraético e pele), utilizando fio
algoddo 4-0. No pdés-operatorio os animais
continuaram recebendo &gua e racdo ad libitum.

Resultados

TABELA1 - Niveis séricos de AST, em U/L, dos animais da

FIGURA 2 - Clamp vascular englobando os vasos
sanguineos do pediculo hepatico.

amostra.
GP GIR* GPCI* GC  GIRC* GPCIC*
R1 22 55 55 37 64 64
R2 20 32 32 30 32 37
R3 17 84 61 32 70 42
R4 15 46 51 32 42 67
MD 18,5 54,3 498 32,8 52,0 52,5
DP 31 22,0 125 30 18,0 15,2

Fonte: Protocolo do trabalho
*p < 0,05 comparado com 0 GP— ANOVA (um critério)

TABELA 2 - Niveis séricos de ALT, em U/L, dos animais da
amostra.

GP GIR*** GPCI GC GIRC* GPCIC***

R1L 4 97 60 38 145 120
R2 10 145 31 24 135 145
R3 8 145 41 4 135 97

R4 13 87 45 2 75 103
MD 88 1185 443 313 1225 1163
DP 3,8 309 120 96 32,0 21,5

Coleta do material e eutanasia

No 1° dia pés-operatorio (1° DPO), os animais
foram novamente anestesiados e submetidos a
laparotomia mediana para se coletar sangue
puncionando a veia cava inferior, porcéo infra-
hepética, com agulha 30x8. O sangue coletado foi
colocado em um vacutainer SST |1, e enviado para o
Laboratério de Bioquimica da Universidade do
Estado do Pard, onde foi realizada a dosagem
bioguimica das aminotransferases (AST e ALT).

Ap0s a obtencdo do material para analise, 0s
animais foram submetidos a eutanasia com dose
inalatoria letal de éter etilico.

Analise estatistica

Os dados foram anotados no protocolo do
trabalho e submetidos a analise estatistica, com o
auxilio do software GraphPad Prism 2.0, aplicando-
se o teste ANOVA (um critério) com 4 =0,05. Nas
tabelas encontram-se os resultados de cada animal,
assim como a média (MD) e o desvio padrdo (DP)
de cada grupo.
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Fonte: Protocolo do trabalho
*p < 0,05 comparado com 0 GP— ANOVA (um critério)
** p< 0,05 comparado com 0 GPCIl — ANOVA (um critério)

Discussdo

Periodos de isquemia induzidos por exclusao
vascular do figado por clampagem da triade portal
ou total do figado com clampagem concomitante da
veia cava supra-hepatica sdo muitas vezes necessarios
durante diversos procedimentos como traumas
hepéticos, ressec¢es e transplantes. No entanto
sabe-se que a isquemia e principalmente a reperfuséo,
a0 mesmo tempo que evita ou minimiza sangramentos
durante a cirurgia, induz a diferentes intensidades de
sofrimento hepatocelular.?

Varios estudos experimentais tém sido realizados
com o intuito de atestar a eficacia de procedimentos
como o pré-condicionamento isquémico e o uso de
drogas antioxidantes no sentido de prevenir ou atenuar
as lesdes decorrentes da isquemia e reperfusao.

O pré-condicionamento isquémico tem por
fundamento aumentar a tolerancia de um 6rgéo a
isquemia por meio de periodos de isquemia prévia e
reperfusdo. Em estudo realizado por Sebe e col,’ foi



constatado que a partir de 20 minutos de isquemia
hepatica total, j& se observava valores alterados de
aminotransferases, e que essa alteracao se tornava
maior quando se prolongava o tempo de isquemia
para 30 minutos. Desta forma, optou-se nesse
trabalho por se realizar 30 minutos de isquemia. Além
disso, esse periodo de isquemia ndo € suficiente para
causar o 6bito do animal.?

Na literatura, existem inimeros trabalhos que
sugerem diferentes periodos de pré-condicionamento.
Neste estudo, optou-se pelo modelo utilizado em
estudo de Barbosa e col,'* que consiste huma
isquemia prévia de 10 minutos seguida de reperfuso
de cinco minutos, sendo em seguida realizada a
isquemia de 30 minutos e reperfuséo durante 24 horas.

O uso de substancias antioxidantes como a
superoxido-desmutase, alopurinol e vitamina E se
constitui também em um outro foco de pesquisas no
campo experimental. Entretanto, s&o escassos 0s
relatos a respeito do uso de plantas medicinais com
este fim, o que motivou os autores a fazer uso do
6leo de copaiba, em razdo do mesmo ja ser
largamente utilizado de forma empirica pela populagéo
amazoénica como antiinflamatdrio e cicatrizante. 1
Além disso, ja é encontrado relatos cientificos
mostrando que o 6leo de copaiba possui alguma agao
antioxidante.®

A dosagem sérica das aminotransferases é um
parametro utilizado com o proposito de se avaliar a
lesdo hepética. Durante a reperfusdo hepética, a
disfuncéo da membrana celular hepatocitaria permite
a saida destas enzimas, do citosol para 0 meio
extracelular. Dentre as aminotransferases, a ALT
representa a fracdo que melhor se correlaciona com
acom a lesdo de hepat6citos, por ser de ocorréncia
mitocondrial hepatocelular.* %

Partindo para a analise dos resultados
encontrados nesse estudo, em relacdo aos valores
de AST, ndo foi observada nenhuma alteracéo
estatisticamente significante em relacdo aos grupos
com e sem copaiba submetidos ao procedimento
cirargico, provavelmente em fun¢do da mesma ndo
ser especifica para processos necroticos do
figado. 4%

De acordo com nossos resultados, a leséo de
isquemia-reperfusao foi suficiente para elevar a ALT
e AST, podendo-se concluir que houve leséo
hepatocitaria. Além disso, o papel protetor do preé-
condicionamento isquémico foi evidenciado pela

Efeito do 6leo de copaiba

diminuic&o consideravel daALT nos animais do GPCI
quando comparado com o GIR, 0 que nem sempre é
verificado, uma vez que hé estudos relatando
inalteragdo dos niveis sericos das aminotransferases
nos grupos com e sem pré-condicionamento
isquémico.t°

Comparando o GC com o GP, observou-se que
0 6leo de copaiba ndo alterou significativamente 0s
valores das aminotransferases, sugerindo que a forma
de utilizacdo do fitoterapico deste estudo ndo
provocou danos relevantes aos hepatdcitos. Estes
dados mostram-se contraditorios aos resultados do
trabalho de Noguchi e col, realizado em nosso
laboratério, no qual a copaiba causou diminuigdo
dos valores dessas enzimas. Este achado deve-se,
provavelmente, as diferencas metodoldgicas no
tempo de administragdo e, principalmente, pela
espécie vegetal estudada (Copaifera reticulata).

Discretos aumentos da ALT foram observados
em GC e GIRC, em relagdo aos respectivos grupos
controle. Essa alteracéo nos leva a sugerir a existéncia
de algum fator hepatotoxico na espécie estudada.

No que diz respeito a comparagdo dos grupos
IRC e PCIC, pode-se inferir pelos dados obtidos
que a copaiba de certa forma inibiu o efeito protetor
do pré-condicionamento isquémico, uma vez que 0s
valores de ALT nestes dois grupos ndo se mostraram
discrepantes, o que normalmente ocorre nos grupos
sem a copaiba.

Apesar da existéncia de relatos que comprovam
o efeito antioxidante do dleo de copaiba, constatou-
se neste estudo que, ao adicionar 0 mesmao ao grupo
pré-condicionamento isquémico, foi observado
aumento significativo da ALT em comparagdo com o
GPClI, denotando piora da lesdo hepatica, atraves
de mecanismos ainda néo elucidados.

Com o intuito de esclarecer os mecanismos
fisiopatologicos do 6leo de copaiba nos hepatdcitos
submetidos a lesdo de isquemia-reperfusédo, é
sugerido uma continuidade das pesquisas neste
campo, aplicando-se outras metodologias de analise
das lesdes, como por exemplo avaliagdo da funcéo
mitocondrial e estresse oxidativo.

Concluséo
O 6leo de copaiba ndo alterou os niveis de AST
nos grupos estudados. Ao se avaliar aALT, esse 6leo

ndo influenciou os valores séricos nos animais
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submetidos somente & isquemia e reperfusao hepética,
entretanto houve aumento dos niveis dessa enzima
no GPCIC em relacdo ao seu controle. Quanto a
comparagao dos grupos IRC e PCIC, os valores de
ALT nao foram diferentes estatisticamente.
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