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RESUMO

O Oleo de copaiba (OC) é 6leo-resina proveniente da biodiversidade brasileira com
propriedades medicinais evidenciadas cientificamente, mas pouco é estudado sobre
seus efeitos na Diabetes Melito (DM).

Objetivos: analisar o efeito de trés tipos de OC na atividade de enzimas antioxidantes
(EAS) hepéticas e no metabolismo hepatico de carboidratos em modelo experimental
de DM tipo 1 (DM1).

Metodologia: ratos Wistar machos foram pré-tratados com os OCs Officinalis,
Langsdorffii ou Ducke via gavagem por sete dias. A sequir, foi realizada a inducao de
DM1 por injecédo IV de estreptozotocina (STZ); animais controle receberam citrato de
sédio. ApGs cinco dias, os animais foram divididos em grupo bem alimentados e em
jejum para a perfuséo de figado isolado in situ. Amostra de sangue foi utilizada para a
dosagem das transaminases séricas (AST e ALT), de perfusatos para avaliacdo da
viabilidade hepética (liberacdo de glicose e depuracdo de BSP) e de figado para
atividade das EAs (catalase, glutationa peroxidase e superéxido dismutase).
Resultados: Os OCs diminuiram a glicemia nos animais normais e aumentaram nos
animais STZ. Entretanto, ndo alteraram os niveis séricos de AST e ALT e nem o0s
parametros de viabilidade hepatica, exceto Langsdorfii que aumentou a liberacao
hepatica de glicose no grupo STZ/jejum. As EAs variaram conforme o grupo
experimental e o estado metabdlico, mas interessante que a CAT diminuiu em todos
0s grupos tratados com Officinallis e no grupo STZ/jejum tratado com Langsdorfii.
Conclusdo: Os OCs estudados nao promoveram lesdo hepatocelular mas
dependendo do OC tem efeitos metabdlicos benéficos ou maléficos. Assim, é
importante identificar a espécie do OC e seus efeitos antes do uso indiscriminado.

Palavras-chave: Copaifera. Diabetes Mellitus. Estresse oxidativo. Figado.
Glicogendlise. Gliconeogénese.



ABSTRACT

Copaiba oil (OC) is an oil-resin from Brazilian biodiversity with scientifically proven
medicinal properties, but little is known about its effects on Diabetes Melito (DM).
Objectives: to analyze the effect of three types of OC on the activity of hepatic
antioxidant enzymes (AEs) and on hepatic metabolism of carbohydrates in an
experimental model of type 1 DM (DM1).

Methodology: male Wistar rats were pre-treated with OC Officinalis, Langsdorffii or
Ducke via gavage for seven days. Then, the induction of DM1 was performed by IV
injection of streptozotocin (STZ); control animals received sodium citrate. After five
days, the animals were divided into a well-fed and fasted group for the in situ isolated
liver perfusion. Blood sample was used to measure serum transaminases (AST and
ALT), perfusates to assess liver viability (glucose release and BSP clearance) and liver
for EAs activity (catalase, glutathione peroxidase and superoxide dismutase).
Results: OCs decreased blood glucose in normal animals and increased in STZ
animals. However, they did not alter the serum levels of AST and ALT or the
parameters of liver viability, except Langsdorfii, which increased the hepatic glucose
release in the STZ/fasting group. The AEs varied according to the experimental group
and the metabolic state, but interesting that the CAT decreased in all groups treated
with Officinallis and in the STZ/fasting group treated with Langsdorfii.

Conclusion: The studied OCs did not promote hepatocellular damage, but depending
on the OC, it has beneficial or harmful hepatic metabolic effects. Thus, it is important
to identify the species of the OC and its effects before indiscriminate use.

Keywords: Copaifera. Diabetes. Gluconeogenesis. Glycogenolysis. Liver. Oxidative
stress.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALT Alanina-aminotransferase

AST Aspartato-aminotransferase

BSP Bromosulfaleina

C. Copaifera

CAT Catalase

DM Diabetes Melito

DM1 Diabetes Melito tipo 1

ERO Espécie reativa de oxigénio

GPx Glutationa peroxidase

LDL Lipoproteina de baixa densidade

SOD Superoxido dismutase

STZ Estreptozotocina
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1. INTRODUCAO

As Copaibeiras, plantas pertencentes ao género Copaifera L. (Leguminosae-
caesalpinioideae), sao arvores de grande porte que atingem entre 30 a 40 metros de
altura (Brito et al., 2000; Veiga-Jr et al., 2005), e séo nativas das regides tropicais da
América Latina, onde mais de trinta espécies diferentes ja foram descritas, sendo 16
delas exclusivas do Brasil (Masson, 2011). Também esta presente no continente
africano, onde quatro espécies foram descritas e uma espécie pode ter sido
encontrada na Asia (Martins-da-Silva et al., 2008; Veiga et al., 2001). Destacam-se
nove espécies de Copaifera no Brasil e as mais abundantes séo: C. Officinalis L., C.
reticulada Ducke, C. Langsdorffii e C. multijuga Hayne (Martins-da-Silva, 2008; Pieri
et al., 2009).

Seus 0Oleos sdo amplamente comercializados e consumidos, principalmente na
regido Amazonica, onde o conhecimento popular é proveniente da valorizacdo da
cultura, histéria e tradicdo do povo (Santana et al., 2014; Teixeira et al., 2017).
Produzidos a partir do metabolismo secundario das Copaibeiras ou Copaibas, como
produto de defesa da planta contra animais, fungos e bactérias e € obtido por
exsudacao dos troncos dessas arvores (Felipe e Bicas, 2017; Galdcio et al., 2016;
Lourenco et al., 2009; Pieri et al., 2009). Apds a incisdo, extrai-se um liquido viscoso,
de sabor amargo e amadeirado que pode ser nomeado como "balsamo”, "6éleo-resina"
ou "0leo de copaiba” (Santana et al., 2014). Apresenta viscosidade variavel, coloracéo
gue transita entre amarelo palido a castanho dourado ou escuro (sendo os de cores
mais claras com maior teor de 6leos essenciais), aroma caracteristico e composicao
de &cidos terpenodides variados, em funcdo da espécie, propriedades do solo,
condicBes climéticas e periodo do ano em que foi extraido. (Galucio et al., 2016;
Lourenco et al., 2009; Pieri et al., 2009; Teixeira et al., 2017).

Normalmente, o 6leo € administrado via oral na versado in natura ou ainda
aplicado em forma de pomada. E amplamente consumido nas regides Norte,
Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil e popularmente conhecido por seus
beneficios anti-inflamatério, antisséptico, cicatrizante e antimicrobiano ja
comprovados. Atualmente, faz parte da medicina natural e é comercializado em todo
pais, sendo indicado para usos terapéuticos diversos (Cardoso et al., 2017; Lourenco
et al., 2009; Masson, 2011; Santana et al., 2014; Teixeira et al., 2017).

Somado as questBes historico-culturais, o Brasil € o maior produtor e

exportador de 6leo de copaiba, o qual representa cerca de 95% de toda a producéo
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de 6leos-resina do pais destacando-se como grande simbolo social e econdmico da
regido Norte (Cardoso et al., 2017; Masson, 2011).

Ha relatos sobre o conhecimento das propriedades medicinais de cicatrizacéo
do Oleo de copaiba pelos indigenas das tribos Tupi, Puinaves, Kaw e Makunas,
advindo da observacdo de animais que se esfregavam nos troncos das arvores
Copaiba para curar suas feridas. J& o denominavam Kupaiwa, do tupi. Posteriormente,
esta denominacéo originou o0 nome Copaiba (Maciel et al., 2002; Masson, 2011; Pieri
et al., 2009; Veiga Junior et al., 2002).

Em 1587, Gabriel Soares de Sousa, colono portugués e senhor de engenho na
Bahia, escreveu o “Tratado Descritivo do Brasil”, um dos mais importantes registros
do Brasil quinhentista no qual referia-se a Copaiba como “arvore e erva da virtude” e
mencionava o uso do 6leo pelos europeus (Azevedo, 2015; Pieri et al., 2009).

Personalidades historicas como o Padre José de Anchieta citavam o 6leo de
copaiba como potente cicatrizante, demonstrando que o conhecimento da Copaiba,
seu Oleo e propriedades medicinais ja era popular e observado (Masson, 2011; Pieri
et al., 2009).

Estudos posteriores confirmaram essas propriedades ja observadas e

pesquisas recentes demonstraram também atividade antitumoral, antimelonoma,
antiulcerogénica, antioxidante, antineoplasicas, tripanossomicidas, antibacteriana
gram negativa e antifungica do 6leo, relacionadas com sua composi¢do quimica
(Cardoso et al., 2017; Maciel et al., 2002; Santos et al., 2008).
E composto por aproximadamente 28 &cidos diterpenos diferentes diluidos em 6leos
essenciais compostos por 72 sesquiterpenos ja identificados (Rigamonte-Azevedo et
al., 2004). Veiga Junior et al. (2005) os apontam como 0s responsaveis pela atividade
biolégica do 6leo.

Essas classes de substancias estdo sempre presentes nos 6leos de copaiba,
sendo os [-cariofleno e B-bisabolol os principais sesquiterpenos presentes e
relacionados a atividade antiinflamatéria, bactericida e antitumoral (Ames-Sibin et al.,
2018; Felipe e Bicas, 2017; Veiga Junior et al., 2005).

Dentre os principais diterpenos, destacam-se 0s acidos caurendgicos, polialitico,
copalico, hardwickiico e colavenol. O &cido copalico é encontrado em todos os Gleos
de copaiba, seguido dos acidos hardwickiico e caurendico, encontrados em 42% e

30% dos o6leos, respectivamente (Veiga Junior et al., 1997; Masson, 2011).
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Apesar da composicao dos Oleos variar conforme a espécie da Copaiba, o
acido copdlico é considerado marcador do 6leo de copaiba por ser o Unico encontrado
em todos eles e por apresentar também propriedades curativas e atividade vaso
relaxante, relaxante do musculo liso, anti-inflamatéria e protetora de colite induzida
por acido acético (Cardoso et al., 2017; Maciel et al., 2002; Pieri et al., 2009). Os
diterpenos hardwickiico e o colavenol apresentam potente acao antitumoral, inibindo
0 seu crescimento (Maciel et al., 2002).

Sendo assim, o Oleo de copaiba vem sendo incorporado aos habitos
alimentares como uma tradicdo familiar, seja para prevencdo ou tratamento de
doencas (Santana et al., 2014; Yamaguchi e Garcia, 2012). O uso popular no Diabetes
Melito (DM) é conhecido, e especialmente na regido norte do pais € utilizado como
fitoterapico por individuos que ndo tém acesso a remédios, produtos farmacéuticos e
servicos de saude (Cascon e Gilbert, 2000).

A préatica do uso de plantas medicinais vem sendo incentivada por politicas
publicas da Organizacdo Mundial da Saude e, assim, faz-se necessaria uma
abordagem cientifica dos constituintes do 6leo para comprovar sua eficacia nesta
patologia, pois até 0 momento, nenhum trabalho cientifico comprovou efeito benéfico
do consumo do 6leo no DM (Horécio et al., 2017; Lourenco et al., 2009).

A prevaléncia de DM vem aumentando rapidamente em todo o mundo, e o
Brasil ocupa o quinto lugar na lista de paises com maior prevaléncia da doenca
(International Diabetes Federation, 2019). DM é caracterizada por disfuncéo enddcrina
gue altera o metabolismo de carboidratos, levando a hiperglicemia constante
acompanhada de aumento do estresse oxidativo em diversos 6rgaos, decorrente da
producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio (EROs) elou pelo
comprometimento de defesas antioxidantes (Baynes e Thorpe, 1999; Carvalho et al.,
2018; Cerutti et al., 1994; Takhtfooladi, 2016).

O estresse oxidativo desempenha papel importante no desenvolvimento das
complicacbes do DM (Giacco e Brownlee, 2010). Varios estudos tém demonstrado
gue a hiperglicemia induz estresse oxidativo por diferentes mecanismos como a
oxidacdo da glicose, glicacdo proteica nao-enzimatica, formacdo de produtos de
glicacdo avancada e a via do poliol (Atalay e Laaksonen, 2002; Maritim et al., 2003).

Os niveis aumentados de glicose induzem a producao excessiva de EROs nas
mitocOndrias, causando deple¢éo de enzimas e levando a lesao celular (Vincent et al.,

2009; Brownlee, 2005). Assim, os antioxidantes tém a capacidade de eliminar as
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EROs protegendo o tecido do estresse oxidativo (Pham-Huy et al., 2008). Portanto,
terapias antioxidantes sdo importantes para a melhora na qualidade de vida dos
individuos diabéticos.

Campos-Carraro et al. (2018) estudaram o efeito do Oleo de copaiba (sem
identificacdo da espécie) em modelo de hipertenséo arterial pulmonar induzida por
monocrotalina e observaram reducéo no estresse oxidativo, com atenuacéo da morte
celular por apoptose e preservacdo da funcdo do ventriculo direito e,
consequentemente, da funcéo cardiaca.

Levando em consideracao a utilizacdo e popularidade do consumo do 6leo de
copaiba para prevencdo e tratamento de DM, e poucas pesquisas cientificas
relacionadas, o presente estudo visa analisar os efeitos de 3 tipos diferentes de 6leo

de copaiba na DM experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar o efeito de trés diferentes tipos de 6leos de copaiba (C. Officinalis, C.
Langsdorffii e C. Ducke) no metabolismo de carboidratos e estresse oxidativo em
figados isolados e perfundidos de ratos normais e submetidos a modelo experimental
de DM1 induzida por STZ.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar, em figados de ratos normais e submetidos a modelo experimental de
DM1.:

a) a viabilidade e funcdo hepética pela liberacéo de glicose, secrecao de bile e
depuracéo de bromossulfaleina;

b) o metabolismo de glicose:

- glicogendlise pela dosagem do glicogénio e respectiva liberagédo de glicose,
no estado bem alimentado;

- gliconeogénese pela liberacéo de glicose no estado de jejum;

C) 0 estresse oxidativo pela atividade enzimatica da catalase, superéxido

dismutase e glutationa peroxidase.
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3. METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos e legais

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) sob o nimero de protocolo CEUA
5655010916 e todos os experimentos foram realizados de acordo com o “International
Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals” (CIOMS e ICLAS,
2012).

3.2 Animais e grupos experimentais

Ratos Wistar machos jovens adultos de aproximadamente 49 dias, criados e
fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais da UNIFESP,
foram utilizados na pesquisa. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada (22 = 2°C), com ciclo de claro/escuro de 12 horas e 60 a 90%
de umidade do ar e agua e racao padrao ad libitum durante todo o estudo.

Os animais foram randomizados em grupos com n de 4 a 5 animais, como

indica a figura abaixo:

Figura 1. Esquema dos grupos experimentais e respectivos 6leos de copaiba.

— Milho — Milho
2 | g Officinallis — | B Officinallis
EF > |
C | H Langsdorfii A | H Langsdorfii

3.3 Modelo experimental de Diabetes Melito tipo 1

3.3.1 Inducéo do modelo experimental

Diabetes melito tipo 1 (DM1) foi induzida por injecdo IV de estreptozotocina
(STZ), diluida em citrato de sodio 0,05 M, na concentragédo de 60 mg/kg peso corporal
do animal. A confirmacéo da inducdo de DM1 foi realizada pela medida da glicemia
utilizando glicosimetro Accu-Chek performa. Como controle da inducdo de DM1,
animais receberam apenas citrato de sédio. Os valores de glicemia em jejum dos
animais STZ foram considerados a partir de 300 mg/dL, de acordo com Abuohashish

et al. (2013).
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3.3.2 Teste de tolerancia a glicose

Apos sete dias de inducéo da DM1, os animais receberam uma dose (0,6 ml/kg
peso corporal) de 6leo de milho (controle) ou de copaiba (Ducke, Officinallis ou
Langdsdorffii) por gavagem uma hora antes da realizagdo do teste. Para tanto, os
animais tiveram restricao de racéo, recebendo apenas agua ad libitum durante a noite.
A curva glicémica foi realizada com injecao intraperitoneal de glicose (2g/kg de peso).
Foi realizada a dosagem de glicose nos tempos 0 (antes da injecéao), 15, 30, 45, 60,
90 e 120 minutos ap6s a injecao utilizando o glicosimetro Accu-Chek performa. A
analise da glicemia dos animais foi obtida através da area sob a curva do gréafico da

“glicose versus o tempo de analise”.

3.4 Oleo de copaiba e administrac&o

Trés tipos de Oleo de copaiba (C. officinalis L., C. reticulata Ducke e C.
langsdorffii Desf.) foram adquiridos comercialmente (Brasnatus Produtos Naturais,
Brasil) e utilizados neste trabalho. Em alguns experimentos agua foi utilizada como

controle, sendo substituida por 6leo de milho.

3.4.1 Analise cromatografica do 6leo de copaiba

Amostras dos 3 tipos de dleo de copaiba foram analisadas por cromatografia a
gas (GC) com espectrometria de massa (GC-MS) em colaboracdo com as Profés.
Dras. Miriam Anders Apel e Amélia T. Henriques da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul para conhecimento da composicao e certificacdo dos 0Oleos.

Até o momento foi recebida somente a avaliagdo do 6leo de copaiba
Langsdorffii e Reticulata Ducke, apresentada na tabela abaixo. Compostos com

menos de 1% nao foram listados.

Tabela 1. Distribuicéo (%) dos principais componentes de C. Langsdorffii Desf. e C. Reticulata Ducke.

Composto (%) Oleo de Copaiba
Langsdorffii Reticulata Ducke

alfa-copaeno 11.50 5.78
alfa-cubebeno 1.40

alfa-humuleno 2.77 6.85
alfa-transbergamoteno 12.94 6.93
betabisaboleno 17.59 4.20
beta-cariofileno 22.45 57.28
beta-elemeno 0.86 2.68
dehidro-aromadendrene 2.12 0.83
delta-cadineno 4.74 1.65
gama-gurjuneno 4.20
germacreno B 0.15 4.78
oxido de cariofileno 1.73 2.73
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3.4.2 Administracdo do 6leo de copaiba

A dose de cada 6Oleo de copaiba administrada por gavagem foi de 0,6 ml/kg
peso corporal dos animais (Brito et al., 2000, Kobayashi et al., 2011), uma vez ao dia.

Animais controle receberam 6leo de milho, ou em alguns experimentos, agua.

Figura 2. Esquema da organizagdo do tratamento dos animais com 6leo de copaiba.
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3.5 Eutanésia e coleta de material biologico

3.5.1 Perfuséo in situ de figado

A perfusao in situ do figado isolado e exanguinado de rato realizou-se como
descrito a seguir (Borges e Kouyoumdjian, 1992).

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de uretana (1,3
g/kg), pesados e fixados na mesa cirargica. A cavidade abdominal foi aberta através
de uma incisdo na linha mediana. Retirou-se amostras de sangue pela aorta
abdominal para dosagens séricas e, em seguida, as veias porta e o ducto biliar foram
canulados. A cavidade tor4cica foi aberta e a veia cava inferior rapidamente canulada.
O fluxo biliar foi monitorado ao longo de todo experimento e expresso em uL de bile
por g de figado por minuto (uL. gt.min?).

A seguir, ligou-se a veia cava inferior entre as confluéncias das veias renal e
hepética e, assim, o figado foi isolado. A exsanguinacao foi feita com 200 mL de
solucéo Krebs-Henseilet, pH 7,4, sendo dessa forma o sangue totalmente substituido
pela solugdo, num fluxo constante de 3-4 mL/min por g de figado. Apo6s a
exsanguinacdo, fechou-se o sistema com recirculacdo de 30 mL de solucdo Krebs
contendo albumina (1 mg/mL) para estabilizacdo do 6rgdo as novas condicoes.
Transcorridos 5 minutos, o liquido foi trocado por 30 mL da mesma solucéo,
acrescidos de 3 mg de bromossulfaleina (BSP) e entédo aliquotas de perfusato foram
recolhidas nos tempos 0, 1, 3, 5 minutos para avaliacdo metabdlica analisada pela

depuracédo do BSP e a liberacao de glicose (Figura 3).
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Figura 3. Esquema da analise dos parametros metabdlicos na perfuséo de figado isolado de rato.
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Em seguida, o liquido foi novamente trocado por 30 mL de solucdo Krebs
contendo albumina, acrescidos de 3 mg de BSP. Recolheu-se aliquotas de perfusato
nos tempos 0, 1, 3 e 5 minutos apos a segunda adi¢do de BSP para avaliacao da sua
depuracédo e a liberacéo de glicose. Esta fase € nomeada de “re-estabilizacao”, pois
visa a reavaliacdo dos parametros metabdlicos.

Ao final do experimento, o figado foi retirado e pesado; fragmentos de figado
fixados em formaldeido (4%) em tampdo fosfato-salina (PBS) até o momento do
processamento histoldgico. Amostras também foram congeladas em isopentano e

mantidas a -80°C.

3.5.2 Obtencéao do soro

Para obtencdo do soro, o sangue colhido da aorta abdominal durante a
perfusado foi colocado em tubos de ensaio em banho-maria a 37°C. Apés formacéo de
coagulo, o soro foi separado por centrifugacéo a 3.000 g por 5 minutos a temperatura

ambiente e armazenado para analises bioquimicas.

3.5.3 Preparo do homogenato de figado

Fragmentos de figado foram triturados com auxilio do pistilo e gral na presenca
de nitrogénio liquido e homogeneizados em banho de gelo com tampéao Tris-HCI 50
mM pH 7,4, contendo CaClz2 10 mM, ZnClz 1 pM, Triton X-100 0,1% (v/v) e Sacarose
0,25 M (1 mL por 100 mg de tecido). As amostras foram agitadas em banho de gelo
por 15 minutos, e depois centrifugadas a 10.000 g 4°C por 15 minutos. O sobrenadante

foi separado e armazenado a -80 °C para dosagens posteriores.
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3.5.3.a Dosagem de proteinas totais do homogenato

A concentracdo de proteinas nas amostras foi obtida com o kit Pierce BCA
Protein Assay (Termo Fisher Scientific). As amostras de homogenato foram diluidas
20 vezes e a curva padréo realizada com BSA (5 pg a 25 pg). Na microplaca foram
adicionados 25 uL da amostra em triplicata, seguido de 200 pL da solugao de trabalho
devidamente diluida conforme indicac&o do kit. Ap6s 30 minutos de incubacédo a 37°C
foi feita a leitura da absorbancia a 562 nm no espectrofotometro Synergy HT (Biotek).
Através dos valores obtidos na curva padrdo, a quantidade de proteina em cada
homogenato foi determinada em mg/mL e o valor corrigido levando em consideracéo

a diluicao utilizada.

3.6 Viabilidade e funcéo hepéatica

A viabilidade dos figados perfundidos foi avaliada pela depuragdo de
bromossulfaleina (BSP), secrecéo de bile e liberacédo de glicose.

Para avaliagdo da funcao exocrina do figado, a secrecdo de bile foi monitorada
por coleta em tubos eppendorfs e pesada. Os resultados foram expressos em
uL/min/g figado.

Para dosagem de bromossulfaleina, em aliquotas (0,1 ml) de perfusato foram
adicionados 0,7 ml de tampao fosfato de sddio dibasico (Na2HPO4) 0,09M pH 10,6 e
a absorbancia lida em 580 nm. ApGs adicdo de tampéo fosfato de sédio monobasico
(NaH2P0Oa4) 2M para converter o BSP em sua forma sem cor, efetuou-se novamente a
leitura da absorbancia. A diferenca das absorbéncias representa a absorbancia do
BSP. A partir da curva de decaimento do BSP (%) em fun¢éo do tempo de perfusao,
foi calculada a meia-vida de eliminacdo (min) e os resultados expressos em relagcéo
ao peso do figado (min/g figado).

A determinacgéo da glicose nos perfusatos foi realizada por método enzimatico
utilizando-se o kit (Glicose PAP) da Labtest Diagndstica (Brasil). Os resultados foram
expressos em mg glicose liberada por g de figado.

A dosagem das atividades da aspartato-aminotransferase (AST) e alanina-
aminotransferase (ALT) foram feitas segundo especificacdes do kit utilizado (Labtest
Diagndstica, Brasil). A cinética enzimatica foi medida por 3 minutos em 340 nm no
espectrofotbmetro Hitachi U2000 e os resultados da determinagdo enzimatica

expressos em U/I.
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3.7 Metabolismo de carboidratos: glicogendlise e gliconeogénese

3.7.1 Dosagem de glicogénio hepatico (Carrol et al, 1956)

Para avaliacdo do efeito do 6leo de copaiba na glicogendlise, a perfusdo de
figado foi realizada no estado bem alimentado, isto €, os animais receberam agua e
racao ad libitum.

A determinacdo dos estoques de glicogénio realizou-se apds a extracdo em
meio alcalino,seguida da reacdo colorimétrica utilizando a mistura antrona-acido
sulfarico como reagente cromogénico. O principio da reacao baseia-se na rea¢do dos
residuos de glicose com a antrona. A quantificacéo foi realizada a partir de uma curva

padrao de glicose.

3.7.2 Gliconeogénese

Para avaliacdo do efeito do 6leo de copaiba na gliconeogénese, os animais
foram submetidos a jejum com acesso livre a dgua e privacado de racdo na noite
anterior a realizagdo da perfuséo de figado.

Avaliou-se a gliconeogénese a partir da liberacdo de glicose pelo figado

perfundido na presenca de lactato 2 mM associada a presenca de piruvato 0,2 mM.

3.8 Estresse oxidativo
O estresse oxidativo foi avaliado pela atividade das enzimas superéxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) utilizando os kits da

Cayman.

3.8.1 Atividade da superéxido dismutase (SOD)
O kit utiliza o sal de tetrazélio para deteccdo dos radicais superdxido gerados

pela xantina oxidase e hipoxantina oxidase, conforme esquema abaixo:

Figura 4. Geracao de radicais superéxido pela xantina oxidase e hipoxantina oxidase.
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Para tanto foram incubados 10 puL de homogenato (aproximadamente X
proteina) a 200 puL do reagente “radical detector, contendo o sal de tetrazodlio

(concentracdo néo informada). A seguir foi adicionado 20 uL de xantina oxidase
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(concentracdo néo informada) e incubado por 30 min a temperatura ambiente e a
absorbancia lida a 440-460 nm. Curva padréo com a SOD (U/ml) foi realizada. A partir
dos dados da curva padréo foram calculadas as atividades das amostras e expressa
como U/mL, sendo 1 U definida como a quantidade de enzima necessaria para exibir

50% da dismutacao do radical superéxido.

3.8.2 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)
O kit mede a atividade GPx indiretamente pela reacdo acoplada com glutationa
redutase (GR). Glutationa oxidada (GSSG), produzida sob reducédo do hidroperoxido

pela GPx, é reciclada ao seu estado reduzido pela GR e NADPH:

Figura 5. Atividade da GPx e oxidagdo de NADPH.
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A oxidacdo de NADPH a NADP+ é acompanhada pela diminuicdo na
absorbancia em 340 nm. Sob condicbes em que a atividade GPx é velocidade
limitante, a velocidade da diminuicdo em A340 é diretamente proporcional a atividade
GPx na amostra.

Para o ensaio, a 100 uL de tampéao de ensaio (Tris-HCI 50 mM, pH 7,6,
contendo EDTA 5 mM) foram incubados 50 uL de co-substrato contendo NADPH,
glutationa e glutationa redutase (cujas concentracdes nao foram informadas pelo kit)
e 20 uL de homogenato (aproximadamente 30 ug de proteina), devidamente diluido
em Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, contendo EDTA 5 mM e BSA 1 mg/ml. Ao final foram
adicionados 20 uL de hidroper6xido de cumene e a absorbancia lida em 340 nm por
5 min, realizando uma leitura a cada minuto. Como controle positivo foi utilizada
amostra de glutationa peroxidase fornecida no Kkit.

A velocidade da reacdo (AA340/min) foi calculada e a atividade da GPx foi
calculada considerando o coeficiente de extincdo do NADPH de 0,00373 uM*
(ajustado para o caminho 6tico da solu¢édo no poco de 0,6 cm). Os resultados foram

expressos como nmol/min/ml.
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3.8.3 Atividade da catalase (CAT)
O kit utiliza a funcdo peroxidase da CAT para determinacdo da atividade

enzimatica.

Figura 6. Atividade da catalase.
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Este método é baseado na reacdo da enzima com metanol na presenca de uma
concentracdo 6tima de H202. O formaldeido produzido é medido colorimetricamente
com 4-amino-3-hidrazina-5-mercapto-1,2,4-triazol (Purpald) como cromégeno.
Purpald forma especificamente um heterociclo biciclico com aldeidos, o qual sob
oxidacdo muda de sem cor para cor roxa.

Para o ensaio foram incubados 100 uL de tampé&o fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,0, 30 uL de Metanol, 20 uL de homogenato (aproximadamente 150 ng), 20 uL
de peroéxido de hidrogénio a temperatura ambiente (25°C) por 20 minutos. Apoés este
periodo, 30 uL de hidréxido de potassio 10 M e 30 uL do reagente Purpald foram
adicionados e mantidos a 10 minutos. Ao final 10 uL de periodato de potassio 35 mM
foram adicionados e apds 5 minutos a absorbancia lida em 540 nm. A curva padréo
foi realizada com catalase formaldeido nas concentracdes de 0 a 75 uM e controle
positivo foi utilizada a catalase hepatica bovina fornecida pelo kit.

As concentragdes de formaldeido das amostras foram calculadas a partir da
curva padrao e utilizadas no calculo da atividade da CAT. Os resultados foram

expressos em nmol/min/mL.

3.9 Avaliacao dos resultados

Os resultados foram expressos por média £+ EPM e analisados pelo programa
GraphPad Prism (version 6.0). A analise de variancia (ANOVA), seguida de teste de
Tukey quando necessario, foi utilizado. O nivel de significancia para rejeicdo da

hipdtese nula considerado foi inferior ou igual a 0,05.
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4. RESULTADOS

Serdo apresentados os resultados do efeito de diferentes tipos de 6leo de
copaiba no metabolismo da glicose e no estresse oxidativo em figados de ratos
normais e submetidos ao modelo experimental de diabetes tipo I.

Inicialmente, o controle era realizado com agua e foi gradualmente mudado
para 6leo de milho. Em funcdo da necessidade de isolamento social devido a
pandemia da COVID-19, infelizmente n&o foi possivel completar os

grupos/experimentos e algumas comparac¢des ainda serdo com a &gua como controle.

4.1 Analise descritiva

A Tabela 2 apresenta os dados descritivos dos grupos experimentais
estudados neste trabalho. Pode-se observar que nédo houve diferenca significativa no
peso dos animais ou do figado de todos os grupos experimentais utilizados. A relagcéo

corpo/figado se manteve dentro da normalidade (4-5%).

4.2 Efeito do 6leo de copaiba na glicemia

Para analisar o efeito do 6leo de copaiba na glicemia, realizamos curva
glicémica com os 3 tipos de 6leo de copaiba em animais controle e diabéticos.
Verificou-se que nos animais normais (Figura 7A), todos os Oleos de copaiba
estudados sdo capazes de impedir o aumento de glicemia como o observado no
animal pré-tratado com 6leo de milho (controle). Interessante, os 6leos de copaiba
Officinalis e Langsdorffii parecem ser mais eficientes neste efeito hipoglicémico
guando analisada a glicemia ao longo do tempo.

Ja nos animais diabéticos (STZ) (Figura 7B), verifica-se que 0s animais que
receberam o pré-tratamento com o 6leo de copaiba apresentaram glicemia inicial
(tempo 0) maior que a dos animais controle (milho). Além disso, nos animais tratados
com 6leo de copaiba observa-se que o pico de glicemia é mais precoce (30 minutos)
gue o controle (60 minutos) com consequente decaimento da glicemia atingindo
valores préximos do controle apés 2h, principalmente os 6leos de copaiba Officinallis
e Langsdorffii.

Quando calculada a area sob a curva (Figura 7C), verificou-se que nos animais
normais, todos os Oleos de copaiba apresentaram diferenca estatisticamente
significativa na glicemia quando comparado ao controle (milho). J& nos animais

diabéticos STZ, este efeito ndo foi observado.
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Tabela 2. Dados descritivos dos animais utilizados nos grupos experimentais estudados.

H.0O Milho Officinallis Langsdorffii Ducke
CTR STZ CTR CTR STZ CTR STZ CTR
N 4 4 6 12 8 14 8 7
Animais (g) 276 +14 | 235+10 | 247 +15 2509 280+19 | 262+10 | 253+10 | 246+ 15
Figado (g) 12,0+0,7|103+08|119+04| 11004 |115+0,7|11,0+£05|11,0+0,6 |11,3+0,8
Relacao corpo/figado | 4,3+0,1 | 44+0,3 | 46+0,2 | 4401 41+01 | 43+0,1 [ 43+£02| 46+0,2

Os animais foram pesados ao longo do tratamento e o figado foi pesado ao final da perfuséo de figado para avaliagdo da raz&o figado/corpo dos animais.
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Figura 7: Curva glicémica em ratos submetidos a modelo experimental de diabetes
tipo 1 (STZ) e pré-tratados com os diferentes tipos de 6leo de copaiba (média + EPM).
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Legenda: Apods inducao da DM1, os animais receberam uma dose (0,6 ml/kg peso corporal) de 6leo de
milho (controle) ou de copaiba (Ducke, Officinallis ou Langdsdorffii) por gavagem 1h antes da realizacéo
do teste. A curva glicémica foi realizada em animais em jejum com injecédo ip de glicose (2g/kg de peso)
e a dosagem de glicose medida nos tempos 0 (antes da injecéo), 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos apds
a injecao utilizando o glicosimetro Accu-Chek performa. (N=4 animais por grupo).
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4.3 Marcadores de funcéo hepéatica
4.3.1 Aminotransferases séricas

A Figura 8 apresenta a atividade sérica das enzimas ALT e AST apds o
tratamento dos animais com os diferentes tipos de 6leo de copaiba e apés inducéo do
modelo experimental de Diabetes (STZ). Nao houve diferenca significativa entre os
grupos estudados independente da enzima, do 6leo utilizado e modelo experimental.
O numero de experimentos precisa ser completado, mas aparentemente os diferentes
tipos de 6leo de copaiba utilizados na dosagem selecionada ndo promove inflamacgéao
sistémica.
4.3.2 Depuracéo de bromossulfaleina (BSP)

Para avaliar o transito intracelular, isto €, a capacidade do figado de captar algo
(no caso BSP) do meio extracelular e secretar na via biliar, adicionou-se BSP ao
liquido de perfuséo e a sua depuracao foi avaliada. Como observa-se na Figura 9, ndo
houve diferenca significativa (ANOVA, p=0,1012) entre os grupos estudados, embora
houve aumento na meia vida de eliminagcdo do BSP no grupo STZ pré-tratado com
Langsdorffii.
4.3.3 Secrecéao de bile

Como observa-se na Figura 10, o pré-tratamento com os diferentes tipos de
6leo de copaiba ndo alterou a secrecdo de bile pelo figado de ratos normais e os

diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ).
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Figura 8: Atividade (U/L) da enzima sérica alanina-aminotransferase (ALT) e aspartato-
aminotransferase (AST) de ratos submetidos a modelo experimental de diabetes tipo 1
(STZ) e pré-tratados com os diferentes tipos de 6leo de copaiba por 7 dias (média + EPM).
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Legenda: A dosagem da atividade da alanino-aminotransferase (ALT) e aspartato-aminotransferase
(AST) no soro dos ratos foi feita incubando-se 0,05 mL do soro com 0,25 mL da solu¢éo de reacéo a
37°C por 30 min. Apés adicdo do reagente de cor (2,4-dinitrofenilhidrazina 1 mM), a reacdo foi
interrompida com a adicdo de NaOH 0,4 M e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV-mini 1240
(Shimadzu). Os resultados foram expressos em U/L, baseado nas respectivas curvas padréo.
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Figura 9. Depuracéo da bromosulfaleina (BSP) pelo figado de ratos submetidos a modelo
experimental de diabetes tipo 1 (STZ) e pré-tratados com os diferentes tipos de dleo de
copaiba por 7 dias (média + EPM).
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Legenda: Aliquotas do perfusato foram incubadas com tampéo fosfato de sédio dibasico (Na2HPOs)
pH 10,6 e a absorbancia foi lida em 580 nm. A seguir foi adicionado tampédo fosfato de sdédio
monobésico (NaH2POs) 2M e efetuada novamente a leitura da absorbéncia. A diferenca das
absorbéancias representa a absorbéncia do BSP. A depuracdo de BSP foi expressa em meia-vida de
eliminacdo (min) e relativo ao peso do figado (min/g figado).
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Figura 10. Secrecéo de bile pelo figado de ratos submetidos a modelo experimental de
diabetes tipo 1 (STZ) e pré-tratados com os diferentes tipos de 6leo de copaiba por 7 dias
(média + EPM).
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Legenda: A bile foi continuadamente coletada em tubos eppendorfs e pesada. Os resultados foram
expressos em uL/min/g figado.
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4.4 Parametros relacionados ao metabolismo de carboidratos
4.4.1alLiberacdo de glicose no estado bem alimentado (glicogendlise) e no jejum
(gliconeogénese)

A Figura 11 apresenta os resultados da liberacdo de glicose pelo figado
perfundido de ratos normais e diabéticos (STZ) no estado bem alimentado, a fim de
avaliar a glicogendlise, e no estado de jejum para avaliacdo da gliconeogénese.

Observa-se, no estado bem alimentado, que ha maior liberacdo de glicose no
grupo citrato tratado com agua em relacdo aos grupos tratados com 6leo, mas nao
apresentam diferenca estatisticamente significante. No grupo STZ, a liberacdo de
glicose pelo figado de animais tratados com 4gua € menor quando comparada ao
respectivo grupo citrato, porém nao ha diferenca entre os grupos STZ tratados com
O0leo de copaiba. Desta forma, os resultados sugerem que o0s Oleos de copaiba
utilizados nédo interferem na glicogendlise tanto em animais controle (citrato) quanto
diabéticos (STZ2).

Ja no jejum, observamos no pré-tratamento com agua menor liberacdo de
glicose nos animais STZ que nos animais citrato. Este mesmo perfil se observa no
pré-tratamento com Officinallis. Entretanto, no pré-tratamento com Langsdorffii ndo ha
diferenca na liberacdo de glicose entre os animais citrato ou STZ. Interessante, 0s
animais STZ pré-tratados com Langsdorffii apresentaram maior (ANOVA p = 0,0094)
liberac&o de glicose que os animais STZ tratados com agua ou Officinallis.
4.4.1b Conteludo de glicogénio hepéatico

O conteudo de glicogénio hepatico foi maior nos animais no estado bem
alimentado que nos animais em jejum (Figura 12). Nos animais no estado bem
alimentado observamos menor contetdo de glicogénio nos animais STZ pré-tratados
com Oleo de copaiba Officinallis ou Langsdorffii. Ja nos animais em jejum, apesar de
niveis baixos, verificou-se niveis mais altos de glicogénio nos animais pré-tratados

com Officinallis.
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Figura 11. Liberacao de glicose pelo figado perfundido de ratos submetidos & modelo
experimental de diabetes tipo 1 (STZ) e pré-tratados com os diferentes tipos de dleo de
copaiba por 7 dias (média + EPM).

Glicose
(mg/g figado)

] B
1 1 1 1 I L ] Il I
citrato STZ citrato STZ citrato STZ citrato STZ citrato STZ
l 1 L 1 L 10 11 ]
Controle Controle Officinallis Langsdorfii Dunke
H20 Milho

=2 bem alimentado (glicogendlise)
— Jejum (gliconeogénese)

Legenda: A determinagéo da glicose nos perfusatos foi realizada por método enzimatico utilizando-se

o kit (Glicose PAP) da Labtest Diagnostica (Brasil). Os resultados foram expressos em mg glicose
liberada por g de figado. n = 3-6 animais
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Figura 12. Conteudo de glicogénio em figado de ratos submetidos ao modelo experimental
de diabetes tipo 1 (STZ) e pré-tratados com os diferentes tipos de 6leo de copaiba por 7 dias

(média £ EPM).
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Legenda: Fragmento de figado foi separado no inicio e armazenado em KOH 30%. A extracdo foi

realizada pelo método descrito por SEIFTER et al., 1950, utilizando antrona e acido sulfarico.
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4.5 Estresse oxidativo

A avaliacdo do efeito do pré-tratamento com os diferentes tipos de 6leo de
copaiba no estresse oxidativo hepatico foi realizada pela medida da atividade das
enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase.

Para tanto foram realizados ensaios prévios para padronizacdo das

guantidades ideias de proteina do homogenato de figado a serem utilizadas.

4.5.1 Superdéxido dismutase (SOD)

A Figura 13 apresenta os resultados da atividade de SOD citoplasmatica no
figado dos grupos estudados.

O pré-tratamento com agua ou com Langsdorffii ndo altera a atividade
enzimatica da SOD em todos os grupos estudados, i.e, citrato e STZ e independente
do estado metabdlico (bem alimentado ou jejum). Interessante notar que o pré
tratamento com Officinallis altera significativamente (ANOVA p=0,0122) a atividade da
SOD nos grupos estudados: a atividade da SOD no grupo citrato-jejum (p=0,0296) é
menor que no grupo STZ-jejum e relativamente menor (p=0,0662) que no grupo

citrato-bem alimentado.

4.5.2 Catalase (CAT)

Como apresentado na Figura 14, os resultados da atividade da catalase se
diferenciaram de acordo com o estado metabdlico (Bem alimentado ou jejum) e o tipo
de 6leo utilizado. Nos animais pré-tratados com agua verificou-se maior atividade da
CAT nos animais bem alimentados que em jejum. No grupo Officinallis ndo houve
diferenca entre grupos independente do modelo experimental ou estado metabdlico.
J& nos animais tratados com Langsdorffii, hA menor atividade da CAT nos animais

STZ e neste grupo o jejum diminui a atividade da CAT.

4.5.3 Glutationa peroxidase (GPx)
A atividade da GPx foi avaliada apenas nos animais bem alimentados e nao

verificou-se nenhuma diferenca significativa entre os grupos avaliados (Figura 15).
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Figura 13. Atividade enziméatica (U/mL) da superéxido dismutase (SOD) em figado de ratos
submetidos ao modelo experimental de diabetes tipo 1 (STZ) e pré-tratados com os
diferentes tipos de 4leo de copaiba por 7 dias (média £ EPM).
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Legenda: O ensaio foi realizado conforme instru¢gdes do kit da Cayman.

Figura 14. Atividade enzimatica (umol/min/ml) da catalase (CAT) em figado de ratos
submetidos ao modelo experimental de diabetes tipo 1 (STZ) e pré-tratados com os
diferentes tipos de dleo de copaiba por 7 dias (média + EPM).
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Legenda: O ensaio foi realizado conforme instrugdes do kit da Cayman.
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Figura 15. Atividade enzimatica (nmol/min/ml) da g em figado de glutationa peroxidase em
figado de ratos submetidos ao modelo experimental de diabetes tipo 1 (STZ) e pré-tratados
com os diferentes tipos de 6leo de copaiba por 7 dias (média £ EPM).
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DISCUSSAO

Este trabalho avaliou o efeito do 6leo de copaiba no metabolismo hepético de
animais submetidos a modelo experimental de diabetes tipo | (DM1) e animais controle
(citrato). E um trabalho em andamento e alguns experimentos ainda precisam ser
completados para melhor avaliacao.

Poucos estudos cientificos relatam o efeito do 6leo de copaiba no figado,
apesar de ser o principal 6rgdo no metabolismo de farmacos ou substancias
xenobiodticas, e 0 6leo de copaiba ser amplamente utilizado pela populacdo, em
especial no centro-oeste do Brasil, para varios fins inclusive no Diabetes. Na literatura
sdo demonstradas atividades anti-inflamatoria, imunomoduladora, cicatrizante e
outras propriedades medicinais dos diferentes tipos de 6leo de copaiba.

Desta forma, o presente estudo analisou o0 metabolismo da glicose e o estresse
oxidativo em animais com DM1 induzida por STZ, droga citotdxica para células beta-
pancredticas que leva o animal a desenvolver condigBes fisiopatoldgicas que
fornecem parametros bioquimicos e clinicos semelhantes a sindrome diabética
(Radenkovi et al., 2015). Este € um modelo experimental classico utilizado para
simular a doencga in vivo (Lenzen, 2007) e foi escolhido uma vez que estudos tém
observado efeitos antioxidantes e alto potencial antidiabético exercido pelos
componentes do 6leo de copaiba (Ames-Siblin et al, 2018; Bresciani et al., 2004;
Carvalho et al., 2018).

A dose de 6leo de copaiba e de milho foi escolhida com base no trabalho de
Brito et al. (2000) em que foi padronizada a dose 0,63 ml/kg de peso de ratos Wistar
de 120 a 150 dias de idade pesando 313 a 399 g. Neste estudo foi também utilizada
a dose com o dobro do volume (1,26ml/kg), porém acarretou a morte de 90% dos
animais. Assim, o volume de 0,63 ml/kg foi determinado pela auséncia de mortalidade
dos ratos pelo periodo de até 14 dias, o qual foi utilizado pelos autores para realizacéo
dos experimentos com 6leo de copaiba. Desta forma, o presente trabalho considerou
esta dosagem como referéncia.

A escolha da utilizag@o do 6leo de milho no pré-tratamento do grupo Controle
foi feita baseada em estudos prévios (Brito, N. M. B. et al., 2000, 2001; Brito, M. V. H.
et al., 2014).

De acordo com os resultados da analise cromatografica dos trés diferentes
Oleos de copaiba estudados, os constituintes se assemelham aos perfis previamente

identificados na literatura (Sousa et al., 2011; Veiga Junior et al., 2007), sendo o maior
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constituinte encontrado nas amostras adquiridas para os experimentos o beta-
cariofileno. Este composto esta associado a melhora do estado glicémico ao impedir
os danos inflamatoérios e de estresse oxidativo avaliados em ratos diabéticos induzidos
por STZ (Basha e Sankaranarayanan, 2016).

O 6leo de milho foi adquirido comercialmente e € composto por acidos graxos
poliinsaturados, monoinsaturados e saturados, além de possuir viscosidade e
densidade similar ao 6leo de copaiba. Trabalhos recentes envolvendo o 6leo de
copaiba tem considerado o 6éleo de milho como controle para verificar se as
modificacdes encontradas nos estudos seriam em decorréncia dos principios ativos
do 6leo de copaiba ou pela caracteristica oleosa da substancia. Com isso, justifica-se
a mudanca dos experimentos iniciais feitos com agua para 6leo de milho. Brito et al.
(2014) analisaram o efeito do 6leo de copaiba Officinallis na lesdo hepatica induzida
por acetaminofeno em ratos Wistar utilizando 6leo de milho como controle. Foi
observada a atenuacao da lesédo hepética com o uso do 6leo de copaiba, mas néo foi
observado nenhum efeito do 6leo de milho, confirmando que esta substancia padréo
pode ser utilizada como controle para experimentos com 6leo de copaiba.

Inicialmente avaliou-se o efeito dos diferentes 6leos de copaiba na glicemia dos
animais normais e diabéticos. Em todos os 6leos de copaiba testados, verificou-se
efeito hipoglicemiante nos animais normais. Por outro lado, em animais diabéticos, os
diferentes 6leos de copaiba foram capazes de aumentar a hiperglicemia basal, apesar
de ndo alterar a cinética de decaimento da curva glicémica em comparacdo com 0s
tratados com 6leo de milho. Estes resultados sdo bastante importantes visto que o
Oleo de copaiba é usado popularmente como possivel tratamento do Diabetes. De
fato, independente do 6leo de copaiba, os resultados sugerem cuidado em individuos
normais e em jejum pois podem agravar a hipoglicemia, porém no estado bem
alimentado poderia ajudar no controle da glicemia. Entretanto, em individuos
diabéticos, seu uso pode agravar a hiperglicemia ao invés de auxiliar no seu controle.

O comportamento hipoglicemiante parece estar relacionado aos
sesquiterpenos presentes na composi¢ao dos 6éleos de copaiba, como verificado por
Carvalho et al. (2018) com ratos diabéticos induzidos por STZ tratados com o 06leo de
copaiba Ducke. Foi observada acdo antidiabética com diminuicdo dos niveis
sanguineos de glicose, colesteroal, triacilglicerol, creatinina, e ureia, além do aumento
do numero e do didmetro das ilhotas de Langerhans, com consequente melhora nas

complicacbes de DM.
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Considerando o figado como principal 6érgdo atuante na manutencdo da
glicemia, sua funcao foi avaliada pela depuracdo de BSP e secrecao de bile durante
a perfusédo. Os resultados desses dois indicadores demonstram que os 6leos, na
dosagem escolhida, ndo causaram alteracdo importante nestas funcées, exceto o 6leo
de copaiba Langsdorffii que diminuiu a depuracdo do BSP. Esta alteracéo sugere que
a metabolizacdo de compostos deste 6leo possa ocorrer pela via biliar, a qual o BSP
também é.

A lesdo hepatocelular e a preservagdo dos hepatécitos foram avaliados pelo
nivel das aminotransferases séricas (alanina- e a aspartato-aminotransferase), pois a
ALT é encontrada principalmente no citoplasma dos hepatocitos e AST, na
mitocondria (Telli et al. 2016). Quando estéo fora da faixa de normalidade, indicam a
presenca de lesdes hepaticas. Os niveis de ALT e AST séricos dos grupos
experimentais estudados foram abaixo de 150 U/L e sem diferencas entre os grupos,
sugerindo que nem o modelo experimental de DM1 e nem os 6leos de copaibas
utilizados no estudo foram capazes de provocar lesdo hepatica. O mesmo foi
observado por Araujo-Jr et al. (2005), ao estudarem o efeito do 6leo de copaiba em
figados de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo e nao verificaram efeito
hepatotoxico do éleo neste modelo avaliando apenas os niveis de ALT e AST. Brito et
al. (2014) demonstraram efeito benéfico do 6leo de copaiba em modelo experimental
de hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno, avaliado pelo nivel de
transaminases séricas. Entretanto, os possiveis efeitos citotoxicos do 6leo de copaiba
precisam ser mais estudados para melhor seguranca de seu uso (Montes et al., 2009).

Quando analisado o efeito do 6leo de copaiba no metabolismo de glicose
(glicogenodlise ou gliconeogénese), diferencas entre os 6leos estudados foram
verificadas (Quadro 1). No estado bem alimentado, analisou-se a liberacdo de glicose
decorrente da quebra do glicogénio, e no estado de jejum, decorrente da
gliconeogénese induzida pela adicado de lactato e piruvato ao liquido de perfusdo de
figado. Verificou-se que os animais do grupo controle (citrato) tratados com agua
tiveram maior liberacédo de glicose pelo figado perfundido no estado bem alimentado
gue no jejum. Nos animais diabéticos (STZ) houve menor liberacdo de glicose tanto
no estado bem alimentado quanto no jejum em relagdo aos respectivos controles.

O pré-tratamento com 0Oleo de milho que sera usado como melhor controle dos
experimentos ndo teve todos 0s grupos experimentais realizados em funcdo da

pandemia, assim como o pré-tratamento com o Oleo de copaiba Ducke. Entretanto,
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Quadro 1. Efeito dos diferentes 6leos de copaiba no metabolismo de glicose em figado de ratos
normais e submetidos a modelos experimental de DM1.

Modelo Estado metabélico Liberacéo de glicose
experimental H,O | Milho | Officinallis | Langsdorfii | Ducke
Bem alimentado +++ ++ ++ ++ ++
Normal .
Jejum ++ nd ++ ++ nd
DM1 Bem alimentado ++ nd ++ o nd
Jejum + nd + ++ nd

Legenda: nd: ndo determinado.

Quadro 2. Efeito dos diferentes 6leos de copaiba no contetdo de glicogénio hepético de ratos
normais e submetidos a modelos experimental de DML1.

Modelo Estado metabélico Conteudo de glicogénio hepatico
experimental H20 | Milho | Officinallis | Langsdorfii | Ducke
N | Bem alimentado nd +++ +++ +++ +++
orma Jejum + nd ++ + nd
Bem alimentado nd nd + ++ nd
DM1 .
Jejum + nd ++ ++ nd

Legenda: nd: ndo determinado.
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verificou-se que nos animais normais (citrato) e no estado bem alimentado todos o0s
Oleos utilizados (milho e de copaiba) apresentaram niveis altos de liberacdo de
glicose, mas ligeiramente mais baixos que aqueles com pré-tratamento com agua.
Nos animais STZ e bem alimentados pré-tratados com 6leo de copaiba Officinallis ou
Langsdorfii, ndo se verificou diferenca com aqueles tratados com agua. Assim, estes
resultados sugerem que o 6leo de copaiba néo interfere na glicogendlise hepatica.

No estado de jejum, verificou-se que o pré-tratamento com o 6leo de copaiba

Officinallis ou Langsdorfii nos animais normais nao interfere na liberacdo de glicose.
Entretanto, nos animais STZ e em jejum ha menor liberacdo de glicose nos pre-
tratados tanto com agua como com 6leo de copaiba Officinallis. Por outro lado, pré-
tratamento com Oleo de copaiba Langsdorfii promoveu aumento da liberacdo de
glicose comparavel ao respectivo grupo STZ-bem alimentado pré-tratado com
Langsdorffi ou agua. Estes resultados sugerem que o 6leo de copaiba Langsdorfii
ativa a gliconeogénese hepatica, sendo um efeito maléfico em se tratando de
individuos diabéticos que teriam como consequéncia maior contribuicdo para o
aumento da glicemia.
Quando fomos analisar os conteudos de glicogénio para comprovar o estado
metabdlico e avaliar o possivel efeito dos 6leos neste parametro (Quadro 2), pudemos
verificar que no estado bem alimentado os animais Controle continham maior
conteudo de glicogénio independente do pré-tratamento quando comparados com 0s
animais STZ. Entretanto, nos animais STZ pré-tratados com Oleo de copaiba
Officinallis ou Langsdorffii houve menor contetudo de glicogénio hepético, porém com
diferencas entre os tipos. Interessante que a liberacdo de glicose pelo figado
perfundido foi semelhante nestes dois 6leos, enquanto o contetdo de glicogénio no
grupo Officinallis foi menor.

No estado de jejum, o tratamento com agua néo alterou o baixo nivel de
glicogénio nos animais normais ou STZ, sendo o mesmo observado nos animais
controles tratados com Langsdorffii. Entretanto, o tratamento com Langsdorffii dos
animais STZ e com Officinallis, tanto no controle quanto no STZ, levaram a contetdo
de glicogénio maiores que o respectivo controle (dgua), embora ainda considerados
baixos e de acordo com o estado metabalico.

Considerando todos os dados em conjunto, sugere-se que tanto o Oleo de
copaiba Officinallis quanto o Langsdorffii alteram o metabolismo de glicose. Estes

efeitos precisam ainda ser melhor caracterizados.
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Em relacdo ao possivel efeito destes 6leos no estresse oxidativo, verifica-se
que nos animais pré-tratados com Officinallis houve menor atividade da SOD no grupo
controle em jejum e menor atividade da CAT em todos 0S grupos experimentais
estudados. No jejum, houve menor atividade da CAT também nos animais pré-
tratados com agua. Assim, estes resultados preliminares indicam que o pré-tratamento
com 6leo de copaiba Officinallis diminui a capacidade antioxidante e com isso pode
induzir alteracdes importantes no tecido hepatico tanto em animais normais quanto
diabéticos. J& o pré-tratamento com o 6leo de copaiba Langsdorffii, apesar de também
diminuir a atividade da CAT nos animais STZ, levou ao aumento da CAT nos animais
normais em jejum. Glutationa peroxidase néo teve diferenca entre 0s grupos
estudados.

Assim, o efeito dos diferentes tipos de 6leo de copaiba no estresse oxidativo
precisa ser melhor avaliado, mas os resultados preliminares ndo indicam correlacao
entre as alteragOes nas atividades das enzimas antioxidantes estudadas pelos 6leos
de copaiba utilizados e alteracdes no metabolismo hepatico de glicose e nem na
geracao de lesédo hepatocelular (avaliada pelos niveis séricos de AST e ALT).

Em resumo, embora preliminares, os resultados sugerem atencdo no uso
indiscriminado do 6leo de copaiba tanto em individuos normais quanto diabéticos,
além da importancia de saber o tipo de 6leo a ser utilizado. Assim, a comprovacao
cientifica dos efeitos do Oleo de copaiba e a identificacdo de diferencas de efeitos
entre as diferentes espécies é de suma importancia para proteger os usuarios de

possiveis efeitos deletérios ao organismo.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que nos modelos experimentais utilizados, 0s
Oleos de copaiba estudados:

- ndo promoveram lesdao hepatocelular, jA que ndo causaram alteracdo dos
niveis séricos de AST e ALT;

- tiveram efeito hipoglicemiante em animais normais e hiperglicemiante em
animais diabéticos;

- alteram o metabolismo de glicose, seja a glicogendlise ou a gliconeogénese
mas depende do tipo de Oleo de copaiba. O 6leo de copaiba Langsdorffii promoveu
maior liberacéo de glicose nos animais diabéticos e em jejum; tanto o 6leo de copaiba
Officinallis quanto o Langsdorffii alteram o perfil de glicogénio hepatico.

- alteram a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT dependendo do

modelo experimental (controle ou STZ) ou do estado metabdlico.

CONCLUSAO GERAL FINAL:
Diferentes tipos de 6leo de copaiba podem ter diferentes efeitos metabdlicos que
podem ser benéficos ou maléficos, sendo, portanto, importante identificar a espécie

do Gleo de copaiba e ter conhecimento de seus efeitos antes do uso indiscriminado.
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