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RESUMO

EFEITOS DA COPAIFERA LANGSDORFFII DESF. NA ISQUEMIA-REPERFUSAO
DE RETALHOS CUTANEOS RANDOMIZADOS EM RATOS. JOAQUIM JOSE DE
LIMA SILVA. Dissertacao (Mestrado). Programa de Pds-Graduagao Stricto Sensu
em Cirurgia. Orientador: Prof. Dr. Sérgio Botelho Guimarées.

O efeito protetor do 6leo-resina de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) foi avaliado,
utilizando um modelo experimental de isquemia-reperfusdo de retalho cutaneo
randomizado no dorso de ratos. Setenta e dois ratos, Wistar, jovens, com peso
médio de 216,8g, foram distribuidos ao acaso, em quatro grupos (GCS - controle
salina, GCV - controle veiculo, GT200 — éleo-resina de copaiba a 200mg/kg, GT400
— Oleo-resina de copaiba a 400mg/kg), numericamente iguais e posteriormente
redistribuidos em trés subgrupos (T-0, T-1 e T-2), com seis animais cada. Todos os
procedimentos cirurgicos foram realizados sob os efeitos de anestesia geral,
utilizando-se de uma associagao do cloridrato de ketamina (90 mg/kg) com xilazina
(10mg/kg), administrados por via intra-peritoneal. Os animais receberam as drogas
utilizadas nesse estudo por via oral (gavagem), 24, 12 e 2 horas antes do
experimento , no tempo T-1, uma dose pds-operatdria e no tempo T-2, seis doses
pos-operatorias. Foram determinadas as concentragdes de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) e glutationa reduzida (GSH) no plasma e tecido; bem
como, mieloperoxidase (MPO) no tecido. Para determinagcdo do padrdo de
distribuicdo das amostras utilizou-se o teste de Kolmorogov-Smirnov. As
comparagoes intragrupais e intergrupais foram feitas utilizando-se os testes de
ANOVA/Tukey e Kruskal-Wallis/Dunn. Valores iguais ou menores que p<0,05 foram
considerados significantes. O 6leo-resina de copaiba nas concentragdes de 200mg e
400mg reduziram significantemente as concentracbées de TBARS nos tecidos no
tempo T24, ndo ocorrendo redugdao no plasma. Os niveis de TBARS estavam
significantemente elevados nos ratos do grupo GCS comparados aos animais do
grupo GCV no tempo de isquemia e durante a reperfusdo, demonstrando o dano
adicional decorrente do afluxo de sangue oxigenado (reperfusdo) ao tecido
isquémico. As concentracbes de GSH diminuiram nos ratos tratados com solugao
salina e aumentaram significantemente no plasma de animais tratados com Tween
80 nos tempos T24 e T48, refletindo uma possivel agcao anti-oxidante discreta dessa
droga. Houve aumento das concentragdes de GSH no plasma, quando administrado
Oleo-resina de copaiba em 200mg e 400mg, e no tecido, dleo-resina de copaiba a
400mg, evidenciando ac¢do anti-oxidante e que, no tecido o efeito é dose-
dependente. As concentragdes de MPO aumentaram no grupo GCV comparado ao
grupo GCS, sugerindo uma atividade pro-inflamatéria do Tween 80. A MPO diminuiu
quando foi utilizado o 6leo-resina de copaiba nas concentragdes de 200mg e 400mg,
comparados aos grupos GCS e GCV,evidenciando agao anti-inflamatoria da mesma.
Conclui-se que dleo-resina de copaiba exerce discreta atividade anti-lipoperoxidativa
e intensa acao antioxidante durante a isquemia e reperfusao de retalho cutaneo
randomizado em ratos.

Palavras-chave: Fabaceae-efeitos de drogas. Antioxidantes. Estresse Oxidativo.
Retalhos Cirurgicos.



ABSTRACT
EFFECT OF COPAIFERA LANGSDORFII (DESF.) IN ISCHEMIA-REPERFUSION
OF RANDOM SKIN FLAPS ON RATS. JOAQUIM JOSE DE LIMA SILVA.
Dissertation (Master’'s Degree). Post-graduation Program (Stricto Sensu) in Surgery.
Federal University of Ceara. Prof. Dr. Sérgio Botelho Guimaraes.

The protective effect of Copaifera langsdorfii (Desf.) resin-oil was evaluated on an
experimental model of random skin flap on rat's dorsum. Seventy-two young Wistar
rats, average weight 216,89, were randomized in 4 equal (n=18) groups (GCS -
Saline control, GCV — vehicle control, GT200 - Test 1 and GT400 — Test 2). Each
group was redistributed in 3 subgroups, n=6 animals). All surgical procedures were
performed under general anesthesia (ketamine 90 mg+Xylasine 10mg/kg, i.p.) Resin-
oil and control drugs (saline and Tween 80) were administered by gavage 24, 12 and
2 hours prior to the beginning of the experiment followed by daily doses for the next 7
days. Tissue and blood samples were collected at the end of the surgical procedure
(T-0) and 24 (T24)/168 (T168) hours later. Laboratory analyses included plasma and
tissue levels of tiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and reduced
glutathione (GSH) and tissue levels of myeloperoxidase (MPO). The Kolmorogov-
Smirnov test was used for verifying samples homogeneity and comparisons were
made using ANOVA/Tukey and Kruskal-Wallis/Dunn tests. P values <0.05 were
considered significant. Tissue TBARS levels were significantly increased in T24 time
point in rats treated with 200/400mg of resin-oil. Tissue TBARS levels increased and
GSH levels decreased significantly in GCS compared with GCV during both ischemia
and reperfusion. These findings suggests a possible pro-peroxidative and pro-oxidant
effect of the vehicle (Tween 80). Plasma GSH levels increased significantly in T200
and T400 resin-oil treated rats and only in T400 rats tissues. These results point to a
dose-dependent anti-oxidative effect of the resin-oil in tissues. MPO levels increased
in GCV compared with saline control. This may represent a pro-inflammatory activity
of the vehicle used for resin-oil dilution. Anti-inflammatory properties of copaiba oil
were demonstrated as MPO concentrations decreased significantly in resin-oil
treated rats compared with GCS and GCV.

It is concluded that copaiba resin-oil exerts a discrete anti-lipoperoxidative activity
and an intense anti-oxidative activity during ischemia/reperfusion of rat’s dorsum
random skin flap.

Key-words: Fabaceae. Drug Effects. Antioxidants. Oxidative stress. Surgical Flaps.
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1 INTRODUCAO

A restauracdo das perdas cuténeas, decorrentes de trauma, ressecgao
tumoral, infecgées e/ou necrose por isquemia, continua sendo um grande desafio
para a cirurgia plastica, no que diz respeito a manutengao da funcao e ao aspecto
estético. A restauracao atinge seu maior grau de dificuldade, quando a area a ser
recoberta é extensa ou se localiza em regi&o nobre, como por exemplo, a face. Para
a cobertura dessas areas cruentas, lanca-se méao dos retalhos de pele. No entanto,
a viabilidade desses retalhos é diretamente relacionada a sua vascularizacdo que,
pode ser a partir de uma artéria conhecida, sendo denominado retalho axial, ou
confeccionado ao acaso, o retalho randomizado. Estes ultimos sdo mais propensos
a necrose, devido a auséncia, algumas vezes, de fonte arterial suficientemente
capaz de nutrir todo o retalho. Existe, portanto, uma grande dificuldade, em se
determinar o tamanho do retalho de pele randomizado, no que concerne a
segurancga da sua vascularizagao e, consequentemente, a sua viabilidade. No inicio,
era mantida uma relagdo comprimento X largura, de 1:1, sendo, posteriormente,
modificada de acordo com a area operada. Todavia, sabe-se que a necrose desses
retalhos esta relacionada a fatores extrinsecos e intrinsecos, sendo o fluxo
sanguineo, o principal fator intrinseco e a causa mais frequente de perdas desses
retalhos, por constituir a fonte de sua nutricdo. Os fatores extrinsecos, por sua vez,
sdo classificados em sistémicos (hipotenséo, arteriopatias e infecgao); locais
(temperatura, compressao e tensao) e os técnicos (planejamento e execugao).
(BIONDO-SIMOES et al., 2000; CAMPOS et al., 2001; ALMEIDA et al., 2004).

Alguns estudos experimentais em ratos demonstraram que o tempo
necessario para a formacao do pediculo secundario ocorre em torno de nove dias. O
surgimento de hematoma, edema e a propria relagdo do pediculo versus a area
desse pediculo podem acarretar necrose da porcdo distal do retalho em
porcentagens que variam de 9% a 65%, de acordo com o modelo experimental
testado (ALMEIDA et al., 2004).

A necrose de um retalho de pele € uma importante complicagdo da técnica
cirurgica, de carater irreversivel resultando em perda parcial ou total do retalho.
Multiplos s&o os fatores envolvidos e as causas basicas sdo a congestao venosa e a
insuficiéncia arterial. No entanto, varios sdao os fatores que atuam durante o

processo de isquemia: algumas substancias vasoativas causam vasoespasmo;
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ocorre a producgao de radicais livres; a bomba de sodio e potassio € inativada; surge
edema das células endoteliais ocasionando trombose arterial e venosa.
(BITTENCOURT et al., 2005). A agressao isquémica ocasionada durante a elevagao
do retalho ndo é um determinante consistente capaz de conduzir a necrose do
mesmo, tendo em vista que, estudos prévios sugerem que a maioria dos tecidos
consegue sobreviver com uma média de 10% do seu aporte sanguineo. Entretanto,
algumas mudangas fisiopatologicas referentes a vasoconstricgdo podem
comprometer a viabilidade do retalho. Como exemplo, a liberacdo de tromboxano A2
pelas plaquetas e o acumulo de metabdlitos téxicos da vasoconstriccdo que podem
causar lesao tecidual induzida por radicais livres. (HART et al., 2006).

Entretanto, a necrose da parte distal dos retalhos de pele constitui um
problema ndo solucionado, ainda hoje, em cirurgia plastica reparadora e estética.
Apds a necrose do retalho, a deiscéncia da ferida cirurgica, a infeccédo, a
cicatrizacdo retardada da ferida e a formagdo de fistulas, sdo complicagdes
secundarias comuns, agravadas por defeitos estéticos e funcionais resultantes de
tentativas ndo bem sucedidas de corregao do problema. (HART et al., 2006).

A literatura pesquisada é rica em estudos experimentais em ratos, utilizando
modelos de retalhos cutaneos, sejam confeccionados no dorso ou na parte ventral
do animal. Muitos retalhos cutédneos randomizados do dorso de ratos tém como
base o trabalho de McFarlane (1965), onde era confeccionado um retalho retangular,
de base cranial, medindo 10cm de comprimento por 4cm de largura. A partir dessa
publicacdo surgiram outros trabalhos, onde sao utilizados retalhos semelhantes,
sofrendo modificagdes nas dimensdes ou na base do retalho descrito anteriormente.
Outros autores publicaram retalhos da face ventral do animal, denominados retalhos
epigastricos. Dentre as varias publicagcbes existentes, observa-se: retalho cutaneo
dorsal, de base caudal, medindo 10 X 3cm (GHAVAMI; NUTT; HARDY, 2002),
retalho cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 6 X 2cm (HUEMER et al., 2003),
retalho cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 10 X 4cm (FREIRE et al., 2003),
retalho cutaneo dorsal, de base caudal, medindo 10 X 3cm (ZHANG et al., 2003),
retalho cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 10 X 3cm (MCDONALD et al.,
2004), retalho cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 12 X 3cm (TYNER et al.,
2004), retalho cutdaneo dorsal, de base caudal, medindo 8 X 2,5 cm
(SARIFAKIOGLU et al., 2004), retalho cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 8 X
2cm (ALMEIDA et al., 2004), retalho cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 10 X
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4cm (ESTEVES-JUNIOR; FERREIRA; LIEBANO, 2004), retalho cutaneo dorsal, de
base cranial, medindo 10 X 4cm (FONSECA et al., 2004), retalho cutaneo dorsal, de
base cranial, medindo 10 X 4cm (GOMES et al.,, 2004), retalho cutaneo dorsal,
dividido em quatro retalhos, sendo dois de base cranial e dois de base caudal,
medindo cada retalho 5 X 3cm (ATABEY et al., 2004), retalho cutédneo dorsal, de
base cranial, medindo 10 X 4cm (CYMROT; PERCARIO; FERREIRA, 2004), retalho
cuténeo dorsal, de base cranial, medindo 9 X 2cm (SIMMAN; CRAFT; MCKINNEY,
2005), retalhos cutédneos dorsais, em numero de dois, de bases caudais, medindo
cada um 11 X 2cm (HOSNUTER et al., 2005), retalho cutaneo dorsal, de base
cranial, medindo 10 X 4cm (ABLA et al., 2005), retalho cutaneo dorsal, de base
cranial, medindo 10 X 4cm (CARVALHO et al., 2005), retalho cutdaneo dorsal, de
base caudal, medindo 10 X 3cm (MAUAD-JUNIOR et al., 2006), retalho cutaneo
dorsal, de base caudal, medindo 10 X 3cm (AYDOGAN et al., 2006), retalho cutédneo
dorsal, de base cranial, medindo 10 X 3cm (HART et al., 2006), retalho cutaneo, de
base cranial, medindo 10 X 4cm (LIEBANO; ABLA; FERREIRA, 2006), retalho
cuténeo dorsal, bipediculado, medindo 8 X 2cm (BEHESHTIAN et al., 2006), retalho
cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 10 X 4cm (PRADO et al., 2006), retalho
cutaneo dorsal, de base caudal, medindo 7 X 2cm (GRIBBE et al., 2007), retalhos
cutaneos epigastricos, em numero de dois,de base caudal, medindo cada um 6 X
4cm (FREITAS et al., 2002), retalho cutédneo epigastrico, de base caudal, medindo 8
X8cm (KOMOROWSKA-TIMEK et al., 2004), retalho cutdaneo ventral, de base
caudal, medindo 8 X 4cm (BITTENCOURT et al., 2005), retalho cutaneo ventral, de
base caudal, medindo 6 X 3cm (YOSHIDA; DE CAMPOS, 2005), retalho cutaneo
epigastrico, de base caudal, medindo 6 X 3cm (COSKUNFIRAT;OZKAN; DIKICI,
2006), retalho cutaneo epigastrico, de base caudal, medindo 8 X 8cm (MEIRER et
al., 2007), retalho cutédneo epigastrico, modelo de Finseth e Cutting, medindo 7 X
7cm (ERSOY et al., 2007).

A restauracdo do fluxo sanglineo, apés um periodo de isquemia, ¢é
necessaria para a recuperacdo da funcdo celular normal; por outro lado, a
reintroducao do sangue oxigenado nos tecidos isquémicos pode desencadear lesdes
teciduais ainda mais intensas do que as provocadas pela isquemia “per se”. Esse
agravamento das lesdes teciduais foi chamado de “paradoxo do oxigénio”. McCord
propds que 0 mecanismo responsavel por esse agravamento seria a geragado de

radicais livres de oxigénio consequentes a reintrodugcdo de oxigénio molecular.
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Sabe-se que radicais livres sdo gerados na isquemia e reperfusao (FRANCISCO
NETO et al., 2005).

A lesao por reperfusdo foi descrita, inicialmente, por Cerra et al. (1975). O
fendmeno “no-reflow” esta bem documentado na literatura pesquisada e consiste em
lesdo vascular progressiva durante o processo de reperfusdo, associada a uma zona
de expansao com fluxo sanguineo diminuido. May et al. (1978) descreveram esse
processo a partir de um retalho livre experimental, concluindo que o fenébmeno no-
reflow seria causado por edema celular, agregagao intravascular e vazamento de
liquido intravascular para o espago intersticial (KHALIL; AZIZ; HALL, 2006). A
Inflamagado e a regeneracao de tecidos seguindo a reperfusdo atraem células do
sistema imune, especialmente, leucdcitos polimorfonucleares, contribuindo, também,
para a producéo de espécies reativas de oxigénio. A sequéncia e a extensao desses
processos no inicio da reperfusao desempenham um papel determinante aos érgaos
e fungdes celulares (HAMAR et al., 2003).

A toleréncia dos tecidos a agressao isquémica depende do tipo de tecido e da
idade celular. Na fase inicial da isquemia, o ATP é proveniente da glicdlise.
Entretanto, com certa brevidade, as reservas de glicogénio sao depletadas, havendo
acumulo de lactato e outros produtos metabdlicos toxicos. Isso desencadeia a
ativacdo de mediadores quimicos e enzimas, as quais inclui a fosfolipase A2 e
lisozimas. A fosfolipase A2 converte os fosfolipidios da membrana celular em acido
aracdonico, um precursor dos mediadores inflamatérios, como os leucotrienos e
prostaglandinas. As lisozimas, por sua vez, sdo enzimas proteoliticas que atuam nos
agentes patogénicos e células necréticas (KHALIL; AZIZ; HALL, 2006). Os
metabdlitos do acido aracddbnico, principalmente os leucotrienos aumentam a
adesao dos leucécitos ao leito vascular, acentuando a permeabilidade vascular, uma
caracteristica da lesao por reperfusdo. As células do endotélio vascular promovem
um local de ancoragem para os leucécitos. A atuagdo dos leucdcitos no endotélio
envolve a adesédo de moléculas, tais como, P-Selectin e L-Selectin e, moléculas de
adesao intercelular. Os leucdcitos liberam lisozimas, geram espécies reativas de
oxigénio e liberam agentes quimiotaticos que recrutam mais leucdcitos. Esses
fatores sdo importantes porque animais com deplegdo de leucocitos apresentam
uma lesdo de reperfusédo diminuida (KHALIL; AZIZ; HALL, 2006).

A oxidacao é parte fundamental da vida aerdbica e do nosso metabolismo e,

assim, os radicais livres sao produzidos naturalmente ou por alguma disfuncao



22

biologica. Esses radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado
nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sao denominados Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) ou Espécies Reativas do Nitrogénio (ERN). No organismo,
encontram-se envolvidos na produgdo de energia, fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizagao intercelular e sintese de substancias biologicas
importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a
peroxidagao dos lipidios de membrana e agresséo as proteinas dos tecidos e das
membranas, as enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS; DAVID, 2006). O
organismo humano sofre agcdo constante de ERO e ERN geradas em processos
inflamatodrios, por alguma disfungao biolégica ou provenientes dos alimentos. As
principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HOs),
superoéxido (0O2+-), peroxila (ROO¢) e alcoxila (RO¢); e os ndo-radicalares: oxigénio,
peréxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as ERN incluem-se o 6xido
nitrico (NOe-), 6xido nitroso (N203), acido nitroso (HNO2), nitritos (NO2-), nitratos
(NO3-) e peroxinitritos (ONOO-). Enquanto alguns deles podem ser altamente
reativos no organismo atacando lipidios, proteinas e DNA, outros sdo reativos
apenas com os lipidios. Existem ainda alguns que sao pouco reativos, mas apesar
disso podem gerar espécies danosas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BARREIRO
;DAVID, 2006).

O radical HO+ é o mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-vida
muito curta dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Estes radicais frequentemente
atacam as moléculas por abstragdo de hidrogénio e por adicdo a insaturagdes
(SILVEIRA, 2004; PYTEL et al., 2005; BARREIROS; DAVID, 2006). O exemplo mais
comum do ataque de radicais hidroxila a lipidios € a acdo deste nos lipidios de
membrana. Os radicais livres centrados no oxigénio (HOe<) atacam a cadeia lipidica
em sitios susceptiveis como o grupo metilénico alilico, convertendo-o em novo
centro de radical livre. O carbono radicalar facilmente adiciona oxigénio gerando o
radical lipidio-peroxila, que pode facilmente atacar as proteinas de membrana,
produzindo danos nas células (BARREIROS; DAVID, 2006).

A forma mais deletéria do oxigénio ao organismo € o oxigénio singleto (102),
pois € a causa ou o intermediario da toxicidade fotoinduzida do O2 em organismos
vivos. O seu tempo de meia vida depende muito do meio onde se encontra. Em meio
aquoso,sua meia-vida € muito pequena, pois ele se choca com as moléculas de

H20 transferindo sua energia, desativando-se e retornando a forma de oxigénio
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tripleto. Em meio orgénico € mais comum a ocorréncia de choque com transferéncia
de energia, sem reagao quimica, seguida da dissipacao dessa energia na forma de
calor. Esse tipo de choque é denominado quenching colisional e representa a forma
como a agua desativa o 102. Porém, em meio organico, a meia-vida do oxigénio
singleto é maior e, portanto, pode causar algumas reagdes quimicas com
determinados aceptores por incorporacao do O2. O oxigénio singleto reage com
algumas classes de biomoléculas e, em geral, essas rea¢des sdo do tipo eno e
dieno (reagdes de Diels-Alder). Os compostos naturais mais reativos frente ao 102
sdo os carotendides, devido as multiplas insaturagbes conjugadas. Assim, o 102
reage mais lentamente com os acidos graxos que com o B-caroteno, e quanto maior
o numero de insaturagdes presentes nos acidos graxos, mais rapidamente eles irdo
reagir (BARREIROS; DAVID, 2006).

O peréxido de hidrogénio (H202) é pouco reativo frente as moléculas
organicas na auséncia de metais de transicdo. No entanto, exerce papel importante
no estresse oxidativo por ser capaz de transpor as membranas celulares facilmente
e gerar o radical hidroxila. Ele somente oxida proteinas que apresentem residuos de
metionina ou grupos tiol muito reativos (BARREIROS; DAVID, 2006). O H202 é
gerado in vivo pela dismutacdo do anion-radical superdxido (O2¢ —) por enzimas
oxidases ou pela B-oxidagdo de acidos graxos. As mitocOndrias sao importantes
fontes de O2+ — e, como a presenca deste anion-radical pode causar sérios danos,
elas sao ricas em SOD que o converte em H202. O perdxido de hidrogénio gerado
€ entdo parcialmente eliminado por catalases, glutationa peroxidase e peroxidases
ligadas a tioredoxina, mas como essa eliminag&do tem baixa eficiéncia, grande parte
do H202 ¢ liberado para a célula.

A atuacdo do radical anion superéxido (O2+¢ —) como oxidante direto é
irrelevante. Dentre os aminoacidos, o unico que sofre oxidagao com o radical O2¢ —
€ a cisteina. A partir dessa reacao forma-se um superdxido e o tio-radical . Além
disso, o radical anion superéxido O2¢ — presente no organismo é eliminado pela
enzima superoéxido dismutase, que catalisa a dismutacdo de duas moléculas de O2-
— em oxigénio e perdxido de hidrogénio . Este ultimo, quando nao eliminado do
organismo pelas enzimas peroxidases e catalase, pode gerar radicais hidroxila.
Apesar destes efeitos danosos, o radical O2¢ — tem importancia vital para as células
de defesa e sem ele o organismo esta desprotegido contra infecgbes causadas por

virus, bactérias e fungos.
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Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a agao das ERO, porém a
membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacao lipidica, que
acarreta alteragcbes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares.
Conseqlentemente, ha perda da seletividade na troca ibnica e liberacdo do
conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formagao de
produtos citotdxicos (como o malonaldeido), culminando com a morte celular. Assim
como na formacdo das ERO, nem sempre os processos de lipoperoxidagido sao
prejudiciais, pois seus produtos sdo importantes na reagdo em cascata a partir do
acido aracdoénico (formagdo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta
inflamatdria. Todavia, o excesso de tais produtos pode ser lesivo (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

Sabe-se que a regido distal dos retalhos cutadneos randomizados constitui um
estado de isquemia incompleta, com lesdo dos tecidos ocasionada por radicais
livres derivados do oxigénio. Um aporte sanguineo adequado é fundamental para a
sobrevida desses retalhos e fatores como, lesdo da vascularizagéo, retalhos mal-
desenhados e isquemia-reperfusado, podem levar a necrose parcial ou completa dos
mesmos. Uma infiltragcdo sobremaneira significante dos neutréfilos no musculo
esquelético e retalhos de pele ja foi demonstrada em modelos animais de
experimentagdo. Muitas tentativas foram realizadas, com o intuito de melhorar a
sobrevida dos retalhos de pele, apds lesdo por isquemia-reperfusao, utilizando para
isso, substancias que diminuem ou inibem a formagao de radicais livres ou danos
mediados por neutréfilos (HUEMER et al., 2003; HART et al., 2006).

Todavia, varios agentes farmacologicos foram investigados, no que diz
respeito a sua eficacia em prevenir ou reverter a isquemia em retalhos de pele.
Simpatoliticos, vasodilatadores, bloqueadores de canais de calcio, inibidores de
prostaglandinas, glicocorticoides, anticoagulantes e varredores de radicais livres
constam entre as drogas que apresentaram melhora na sobrevida dos retalhos
cutaneos (HUEMER et al., 2003). Essas substancias sdo o superoxido dismutase
exdgeno (SOD), catalase, alopurinol, vitaminas A,C e E, dexametazona, ciclosporina
A, metilprednisolona, azatioprina, heparina, deferoxamina, L-arginina
(KOMOROWSKA-TIMEK, 2004), anticorpo monoclonal para molécula de adesé&o
intercelular 1 (ICAM-1) e cromolin sodico (AYDOGAN et al., 2006), fator de
crescimento do endotélio vascular, lidocaina e prilocaina tépicos(EMLA), carnitina,
acido oléico toépico e oxido nitrico (HART et al., 2006), ginkgo biloba (SOUZA FILHO
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et al.,, 2002), aspirina (GHAVAMI; NUTT; HARDY, 2002), nonivamida e nicoboxil
(HUEMER et al.; 2003),lidocaina e epinefrina (ATABEY et al., 2004), propofol
(TYNER et al., 2004), sildenafil (SARIFAKIOGLU et al., 2004; HART et al., 2006),
dimetil-sulféxido  (ALMEIDA et al.; 2004), peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (ESTEVES-JUNIOR; FERREIRA; LIEBANO, 2004), terazosina e
propranolol ( FONSECA et al., 2004), minoxidil (BITTENCOURT et al., 2005), manitol
e vitamina C (YOSHIDA; DE CAMPOS, 2005), hidralazina (ESTEVES-JUNIOR et al.,
2005), acetilcisteina (ABLA et al., 2005), acido caféico (AYDOGAN et al., 2006),
clopidogrel (ERSQY et al., 2007).

A Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae) é popularmente denominada
copaiba, sendo uma arvore grande que cresce abundantemente no Amazonas,
Para e Ceara, estados do Brasil. Seu 6leo-resina (balsamo de copaiba) é obtido de
pequenos cortes da casca do caule da referida planta e utilizado de uma forma
popular, para tratamento de varias afecgdes, dentre as quais, doengas da garganta,
dos tratos urinario e pulmonar, ulceras e feridas cutaneas (PAIVA et al., 20043,
2004b).

A copaiba tem-se destacado entre as plantas medicinais mais utilizadas pela
populagdo amazbnica. Trata-se de uma arvore de grande porte da familia
Caesalpinacea, chegando até 30 a 40m de altura. O dleo extraido do seu tronco é
constituido, principalmente, por acido copaifero e cariophileno, além de outros
sesquisterpenos (ARAUJO JUNIOR et al., 2005).
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Figura 1 — Copaifera langsdorffii Desf.
Fonte: Lorenzi (2002)

O o6leo de copaiba tem assumido grande importancia dentre estas
substancias ndo s6 na Regido Amazbnica como também em outros paises para os
quais é exportado. Tem sido utilizado por alguns como antiblenorragico, anticatarral,
antiinflamatério e cicatrizante. Por via vaginal é aplicado sob a forma de évulos para
o tratamento de cervicites e leucorréia. A espécie Copaifera reticulata Ducke é a
mais importante do ponto de vista comercial, uma vez que desta é extraido 70% de
todo o 6leo comercializado no Brasil. (BRITO et al., 2000). Segundo Lawrence, as
espécies botanicas mais freqlientemente utilizadas na producdo de 6leo sao: C.
reticulata (70%), C. guianensis (10%), C. multijuga (5%) e C. officinalis (5%). (VEIGA
JUNIOR et al., 2007).
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Segundo a ultima edicdo do Index Kewensis, o género Copaifera possui 72
espécies, sendo que dezesseis destas s6 sao encontradas no Brasil. (DWYER,
1951; VEIGA JUNIOR et al., 2007). Popularmente conhecidas como copaibeiras ou
pau d’éleo, as copaibas sdo encontradas faciimente nas Regides Amazénica e
Centro-oeste do Brasil. Entre as espécies mais abundantes, destacam-se: C.
officinalis L. (norte do Amazonas, Roraima, Colombia, Venezuela e San Salvador)
(ANDRADE JUNIOR et al., 2000; PINTO et al., 2004; PAIVA et al., 2004a, 2004b), C.
guianensis Desf. (Guianas), C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne (Amazénia), C.
confertifiora Bth (Piaui), C. langsdorffii Desf. (Brasil, Argentina e Paraguay), C.
coriacea Mart. (Bahia), C. cearensis Huber ex Ducke (Ceara) (PIO CORREA, 1931;
WOOD et al., 1940; MORS; RIZNNI, 1966; SOUZA; ABREU, 1977; PERROT, 1994;
PINTO et al., 2004; VEIGA JUNIOR et al., 2007). No Brasil, a espécie C. langsdorfii
Desf. é particularmente importante por estar distribuida por todo o territério (da
Amazébnia a Santa Catarina, no nordeste e centro-oeste) e por possuir quatro
diferentes variedades: C. langsdorfii var. grandifolia, grandiflora, laxa e
glabra.(LEITE, 1993; PINTO et al., 2004 ; PAIVA et al., 2004a, 2004b; VEIGA
JUNIOR et al., 2007).

O dleo de copaiba é um liquido transparente cuja coloragao varia do amarelo
ao marrom. Para a utilizagdo farmacolégica os 6leos mais escuros e Vviscosos
(DUCKE,1939) sao os preferidos (RODRIGUES,1894; SILVA, 1911; MATTA, 1913;
SILVA, 1923; PENNA,1946; SILVA, 1951; RODRIGUES, 1989). Somente na espécie
C. langsdorfii o 6leo de copaiba apresenta-se vermelho, semelhante ao sangue de
dragdo (Croton sp.), recebendo a denominagdo popular de copaiba
vermelha.(MEDEIROS et al., 1985; MATTOS FILHO et al., 1993; PINTO et al, 2004 ;
PAIVA et al, 2004a, 2004b; VEIGA JUNIOR et al, 2007).

Estudos fitoquimicos mostraram a presenca de 6leos essenciais em torno de
08% (B-cariofileno; 6xido de cariofileno; B-elameno; alfa-cis-bergamoteno; ar-
curcumeno e alfa-trans-bergamoteno) e uma mistura de diterpenos em torno de 70%
(acidos caurendico e polialtico) (PAIVA et al., 2004a, 2004b). O Quadro 1 relaciona
0s sesquiterpenos, dipertenos e demais componentes do 6leo de copaiba (Anexo A).

Outros estudos farmacologicos demonstraram agbes anti-inflamatérias,
gastroprotetoras e cicatrizante de feridas cutaneas do o6leo-resina; assim como,
acdes antinociceptiva, antimicrobiana, citotoxico e relaxante muscular suave, efeito

do seu maior constituinte diterpeno, o acido caurendico (PAIVA et al., 2004).
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Na industria de perfumes o 6leo de copaiba € uma matéria-prima importante
por ser um excelente fixador, com notas frescas e acres que combinam muito bem
com as tradicionais notas florais (SIMONETTI,1991; PINTO et al., 2004, PAIVA et al
2004a,2004b; VEIGA JUNIOR et al., 2007).

O 6leo de copaiba é utilizado, também, nas industrias de cosméticos
(FLEURY,1997; PINTO et al., 2004 ; PAIVA et al., 2004a, 2004b; VEIGA JUNIOR et
al., 2007), por suas propriedades emolientes, como bactericida e antiinflamatério, na
manufatura de sabonetes, cremes e espumas de banho, xampus (DEL
NUNZIO,1985; PINTO et al., 2004; VEIGA JUNIOR et al., 2007), cremes
condicionadores (DEL CASTILHO,1993) lo¢cbes hidratantes e capilares, para
amaciar o cabelo. (SOUZA; ABREU,1977; VEIGA JUNIOR et al., 2007; PINTO et al.,
2004 ; VEIGA JUNIOR et al., 2007 ).

Na industria de vernizes (SIMONETTI,1991), o 6leo de copaiba € utilizado na
formulacdo como secativo (WAKAOQO,1978), substituindo o dleo de linhaga. Na pintura
com porcelana, o 6leo atua como solvente para as tintas em pdé mas como seca
rapidamente (2 a 3 dias) deve ser utilizado em conjunto com outros Oleos para que a
pintura demore mais para secar. Ja na pintura em tela, o dleo é utilizado como
“amolecedor” de vernizes de pinturas antigas, procedimento que pode gerar diluigao
também da camada de tinta, prejudicando a pintura (CESAR,1956; MASSCHELEIN-
KLEINER,1995). A utilizagdo do 6leo de copaiba na industria de fotografia, como
acelerador, também é citada na literatura. (PINTO et al., 2004; VEIGA JUNIOR et al.,
2007).

O Food and Drug Administration (FDA), 6rgdo de regulamentacao de drogas e
alimentos do governo americano, aprovou o 0leo de copaiba em 1972. (PINTO et al.,
2004; VEIGA JUNIOR et al., 2007).

Basile et al. (1988), realizaram estudo com o 6leo de copaiba comparando
seu efeito ao da fenilbutazona calcica, um antiinflamatério ndo-esteroide (AINE),
concluindo que o 6leo apresentava eficacia antiinflamatéria comparavel a este. Mais
tarde, Fernandes et al. (1992) obtiveram resultados semelhantes, observando a
atividade antiinflamatéria e analgésica do fitoterapico comparavel ao do bisabolol.
(NOGUCHI et al., 2002).

Das propriedades atribuidas, foram estudadas ac¢ao anti-inflamatéria (BASILE
et al.,1988; PAIVA et al., 2004a, 2004b), antitumoral (Sarcoma de Walker (OHSAKI
et al., 2004) e melanoma (LIMA et al., 2003), anti-ulcerogénico (PAIVA et al., 1998),
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anti-oxidante e anti-lipoperoxidativo (PAIVA et al., 2004a,2004b), cercaricida e anti-
helmintico (GILBERT et al.,, 1972), repelente para insetos (LACEY et al.,1981),
antimicrobiano (KANG et al.,, 1992). A industria cosmecéutica utiliza o 6leo de
copaiba na fabricacdo de xampus, logdes capilares e espumas para banho (DEL
NUNZIO et al., 1985; GOMES et al., 2007).

Nao obstante, o excesso de radicais livres no organismo é combatido por
antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell
“Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixa concentragao
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidagdo do mesmo”. Os antioxidantes produzidos pelo corpo
agem enzimaticamente, a exemplo da Glutationa Peroxidase (GPx), Catalase (CAT)
e Sulféxido Dismutase (SOD2) ou, ndo enzimaticamente a exemplo de Glutationa
(GSH), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina),
acido diidrolipdico e CoQH2. Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o
organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina-E), -
caroteno (pro-vitamina-A), acido ascorbico (vitamina-C), e compostos fendlicos onde
se destacam os flavondides e poliflavondides (BARREIROS, DAVID, 2006).

A glutationa reduzida (GSH) pode ser considerada um dos agentes mais
importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a
lesdo resultante da exposicdo a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico,
ozona, radiacao e luz ultravioleta. Além disto, diminui a suscetibilidade a leséo renal
decorrente da isquemia e reperfusdo; atua como transportadora e reservatério da
cisteina e participa da detoxificagdo de agentes quimicos e da eliminagdo de
produtos da lipoperoxidagdo. Ainda, € requerida para a sintese de DNA, de
proteinas e de algumas prostaglandinas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Diante do que foi abordado, a necrose dos retalhos de pele, ainda, constitui
um desafio ao cirurgido plastico, na tentativa de reparar determinadas lesdes
decorrentes da perda cutanea. Muitas pesquisas foram feitas, utilizando algumas
substancias, com o intuito de atenuar os efeitos do estresse oxidativo, decorrente do
fendbmeno de isquemia-reperfusdo. Assim, os antioxidantes podem funcionar como
um adjuvante terapéutico para os retalhos cuténeos.

Assim sendo, ndo foram encontrados na literatura pesquisada, achados
avaliando o ¢6leo-resina da copaiba na isquemia-reperfusao dos retalhos cutaneos

randomizados em dorso de ratos, conferindo ineditismo e relevancia a esse estudo.
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2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos antioxidantes da Copaifera langsdorffii Desf. sobre o
estresse oxidativo que ocorre na confec¢cao dos retalhos cutaneos randomizados,

em ratos.
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3 METODO

O projeto de pesquisa foi previamente aprovado pela Comiss&do de Etica em
Pesquisa Animal — CEPA, da Universidade Federal do Ceara, em 21 de novembro
de 2006, sob o numero 36/06. Foram obedecidas as normas estabelecidas pelo
Council for International Organization of Medical Sciences (CIOMS) e os preceitos do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA.

Foram utilizados 72 ratos jovens (idade: 6015 dias), puberes, machos (Rattus
norvegicus : var. albinus, Rodentia, Mammalia), pesando de 150 a 300g, peso médio
216,489, (Apéndice A), da linhagem WISTAR, saudaveis e bem nutridos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara, criados e
mantidos sob condi¢des ambientais e alimentares semelhantes.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, providas de tampa
com grade metalica de acido inoxidavel e forradas com maravalhas, alojadas em
dependéncias refrigeradas (24+2°C). Observou-se em alternéncia dos ciclos
claro/escuro a cada 12 horas. Agua potavel e ragdo comercial para ratos (Guabi
Nutrilabor®, Mogiana alimentos, Sdo Paulo) foram ofertadas ad libitum até 12 horas
antes do experimento. A higienizacdo das gaiolas e o exame dos animais foram
realizados diariamente pelo técnico responsavel e pelo pesquisador,
respectivamente.

Os ratos foram, previamente, aclimatados por um periodo de 7 dias antes da
realizacdo do experimento. Os procedimentos cirurgicos foram realizados em
ambiente refrigerado, no Laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de
Cirurgia da Universidade Federal do Ceara.

Os 72 ratos foram distribuidos, ao acaso, em quatro grupo (n = 18)

Grupo Controle Salina(GCS): Constituido por 18 ratos, tratados com solugao
salina e submetidos aos procedimentos cirurgicos estabelecidos para todos os
animais.

Grupo Controle Veiculo (GCV): Constituido por 18 ratos, tratados com
Tween 80 a 2% e submetidos aos procedimentos cirurgicos estabelecidos para
todos os animais.

Grupo Teste 1 (GT200): Constituido por 18 ratos, tratados com 6leo-resina
de copaiba a 200mg/kg de peso e, submetidos aos procedimentos cirurgicos

estabelecidos para todos os animais.
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Grupo Teste 2 (GT400): Constituido por 18 ratos, tratados com o6leo-resina
de copaiba a 400mg/kg de peso e, submetidos aos procedimentos cirurgicos
estabelecidos para todos os animais.

Os animais de cada grupo foram redistribuidos em trés subgrupos, com 06
ratos cada, nomeados de acordo com o tempo de coleta do material para estudo e
morte do animal.(T-0; T-1; T-2) Figura — 2

O Grupo Controle Salina (GCS) foi tratado com solucéo salina a 0,9%, na
dose de 5,0ml/kg de peso, sendo 03 doses pré-operatérias (24, 12 e 2 horas antes
da confecg&o do retalho cutaneo) e apos o ato cirurgico, uma dose para o subgrupo
T- 1 e seis doses para o T — 2, administradas diariamente, VO, por gavagem.

O Grupo Controle Veiculo (GCV) foi tratado com uma solugéo a 2% de Tween
80, na dose de 5,0ml/kg de peso, sendo trés doses pré-operatorias 24, 12 e 2 horas
antes da confeccdo do retalho cutaneo) e apds o ato cirurgico, uma dose para o
subgrupo T- 1 e seis doses para o T — 2, administradas diariamente, VO, por
gavagem.

O Grupo Teste 1 (GT200) foi tratado com uma suspensao de 6leo-resina de

copaiba, em uma concentragdo de 200mg/kg de peso, com um volume de 05ml/kg
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de peso corporal, sendo 03 doses pré-operatérias (24, 12 e 2 horas antes da
confecgao do retalho cutaneo) e apds o ato cirurgico, uma dose para o subgrupo T-
1 e seis doses para o T — 2, administradas diariamente, VO, por gavagem.

O Grupo Teste 2(GT400) foi tratado com uma suspensdo de Oleo-resina de
copaiba, em uma concentragcdo de 400mg/kg de peso, com um volume de 05ml/kg
de peso corporal, sendo 03 doses pré-operatérias (24, 12 e 2 horas antes da
confecgao do retalho cutaneo) e apos o ato cirurgico, uma dose para o subgrupo T-
1 e seis doses para o T — 2, administradas diariamente, VO, por gavagem.

Como o 6leo-resina de copaiba é insoluvel em agua, realizou-se uma diluigao
prévia em Tween 80 a 2% e,posterior suspensdo em agua destilada; fato esse que
resultou na avaliagao do Tween 80 isoladamente, com o intuito de verificar ou nao,

sua atuacdo como anti-oxidante.

3.1Desenho do Estudo (Figura 3)

Figura 3 — Desenho do estudo — Pré e pés-tratamento com solugdo salina (SS),
tween 80 a 2% e dleo-resina de copaiba a 200mg/kg e 400mg/kg, por via oral (gavagem) —
O tempo 0 corresponde a primeira cirurgia (confecgao do retalho cutadneo) -As coletas foram
realizadas por ocasido da segunda cirurgia e morte dos animais.

O estudo foi realizado no mesmo horario do dia, em cada grupo experimental,

para evitar-se a variagao circadiana das respostas.
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3.2 O Estudo

Os ratos de cada grupo foram pesados individualmente, ao inicio do
experimento, para obtencdo do calculo dos volumes das diversas substancias
administradas durante o experimento. Tendo sido realizado o calculo, obteve-se o
volume das solugbes a serem administradas, via oral, por gavagem, para cada
animal. Os animais permaneceram em jejum, com oferta de agua, a partir de 12
horas que antecederam o procedimento cirurgico.

A técnica anestésica utilizada foi a combinagao da ketamina (90mg/kg de
peso corporal), associada a xilazina (10mg/kg de peso corporal), administrados por
via intraperitoneal, mantendo um plano anestésico satisfatério a realizacdo do
procedimento cirurgico. A profundidade anestésica foi avaliada por parametros
clinicos, como as frequéncias cardiacas e respiratérias, movimentos das narinas ou
outros grupos musculares, o que evidencia superficializagdo do plano anestésico.

Atingindo o plano anestésico satisfatério, o animal era submetido a epilagéo
da regidao dorsal e colocado sobre uma prancha de madeira revestida por uma
lamina de plastico fendlico, com extensao das quatro patas e em decubito ventral.
Em seguida, era demarcado o retalho de pele, de forma retangular, medindo 8,0cm
de comprimento por 2,5cm de largura, de base caudal, tendo como parametro
anatdémico, as cristas iliacas. Esse retalho foi uma modificagao da técnica descrita
por McFarlane (1965) e utilizado por Sarifakioglu et al. (2004). A marcacédo do
retalho foi realizada com tinta permanente®. Apdés a marcacao do retalho, fez-se
antissepsia com solugdo de polivinilpirrolidona-iodo, foram colocados campos
cirargicos e em seguida, com bisturi de Iamina 15, a pele foi incisada e o retalho
cutaneo foi elevado, incluindo o paniculo carnoso, equivalente ao tecido subcutaneo
em humano, e logo em seguida, reposicionado e suturado na area receptora que
coincidiu com a area doadora do mesmo, com fio de nylon 5-0, pontos separados.
Apos o ato operatério, os animais foram recolocados nas respectivas gaiolas.

Durante o experimento, foram realizadas duas intervencbes cirdrgicas em
todos os grupos: A primeira que, consistiu na confecgdo dos retalhos cutaneos
(elevagado e reposicionamento na area receptora); a segunda que teve como
objetivo, a coleta de material para analise laboratorial, efetuada de acordo com os

tempos para coleta (T -0; T -1; T -2).
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Para a coleta de material, o animal foi anestesiado, conforme descri¢cao
acima, em seguida, colocado sobre a prancha de madeira, revestida de plastico
fendlico, em decubito ventral, onde foi retirada a parte central do retalho de pele e
congelada em nitrogénio liquido; em seguida, o animal foi colocado em decubito
dorsal, onde foi submetido a uma laparotomia, com identificacdo da artéria aorta, em
sua bifurcagcdo nas artérias iliacas e colhido sangue para analise laboratorial, ao
nivel dessa bifurcacdo; sendo que, no retalho cutaneo, foram dosadas as
concentragbes de TBARS, Glutationa e Mieloperoxidase e, no sangue, TBARS e
Glutationa. Essa coleta foi realizada com 24 horas, apds a confecgao dos retalhos
de pele, para os subgrupos T — 0; com 48 horas para os subgrupos T — 1; e com 168
horas para os subgrupos T — 2. Apds a coleta do sangue, os animais foram mortos
por hipovolemia.

As figuras 4,5,6,7,8 e 9 mostram o desenho do retalho, apés a sutura do
mesmo e no 7°. dia de pds-operatorio, onde foi identificada necrose da parte distal

do mesmo.

Figura 5 — Retalho cutaneo suturado,no dorso do rato 02 do GCS.
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GCS -168 h

Figura 6 — Retalho cutdneo no dorso do rato, no 7°. dia de pds-operatério,

evidenciando necrose distal, do grupo controle salina (solug&o salina).

GCV -168 h

Figura 7 - Retalho cutdneo no dorso do rato, no 7°. dia de pds-operatério,

evidenciando necrose distal, do grupo controle veiculo (Tween 80 a 2%).

lt'-:._ - “"&_x 2
GT 200 -168 h

Figura 8 - Retalho cutdneo no dorso do rato, no 7° dia de pds-operatério,

evidenciando necrose distal, do grupo teste 1 (6leo-resina de copaiba a 200mg/kg de peso).
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i‘.k“# 5 ;-

GT 400 - 168 h

Figura 9 - Retalho cutidneo no dorso do rato, no 7° dia de pds-operatério,
evidenciando necrose distal, do grupo teste 2 (6leo-resina de copaiba a 400mg/kg de peso).

O fluxograma apresentado, abaixo, mostra as etapas cirurgicas do

experimento. (Figura 10)

DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

Anestesia L -
(Ketamina + Epilagao do Marcagao do
xilazina) Dorso Ratalho Cutaneo
Coleta 168 horas Antissepsia
_'g&g; (lodopovidona)
Colata_481;1oras Confecgdo e Elevagao
Toc-los do Retalho Cutaneo
Coleta 24 horas Reposicao do Retalho
(T-0) Retorno a galola Cutaneo na area
Todos receptora (Sintese)

Fig. 10 Fluxograma do experimento

3.2.1 Preparacgao das substancias utilizadas

A solugdo salina (0,9%) utilizada no estudo foi produzida pela Quimica
Farmacéutica Gaspar Viana (Fortaleza-Ce). O Tween 80 utilizado foi produzido por
Riedel-de Haen (Alemanha). A quantidade de 1l correspondia a 1,08Kg. Para
utilizagao nos animais, do grupo controle veiculo (GCV), preparou-se uma solugao
de Tween 80 a 2%, em agua destilada. A solug&o resultante permitiu padronizar as

dosagens empregadas, utilizando como parametro, 05ml/kg de peso do rato. Cada



38

rato recebeu a dose calculada de acordo com seu peso, 24h, 12h e 2h antes do ato
cirurgico e de acordo com o subgrupo, variando de uma a seis doses no poés-
operatdrio.

A Copaifera langsdorffii Desf. e seu 6leo-resina foram oriundos do Crato-Ce,
identificados pela equipe do Professor Afranio G. Fernandes, do Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Ceara. O ¢leo-resina de copaiba foi analisado
no Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do
Ceara, pela equipe do Professor Edilberto Rocha Silveira. O éleo-resina de copaiba
foi preparado da seguinte maneira, para ser administrado aos animais: Cada grupo
de animal foi inicialmente pesado. De posse do peso total do grupo, foi preparada
solugdo suficiente para a administragdo de 24 e 12 horas antes do experimento (as
doses de 2 horas antes do experimento, assim como as posteriores a cirurgia foram
preparadas como doses unicas). O parametro utilizado foi de 0,5ml/100g de peso do
animal. No grupo GT400mg/Kg, para a obtencdo dessa propor¢dao em 0,5ml/100g
de peso do animal, foi pesado em balanga analitica de precisdo 80mg de ORC para
cada mL de solu¢do em um gral. Verificado o peso total dos animais e a quantidade
de volume a ser preparada, foi entdo pesada quantidade de 6leo-resina de copaiba
(ORC) suficiente para a administracéo de 24 e 12h. A essa solucéo foi acrescentada
Tween 80 a 2% para auxiliar na solubilizagdo do 6leo (Ex. 35ml de solugéo, 0,7ml de
Tween 80+ 34,3ml de solugéo). O procedimento se deu da seguinte forma: ORC foi
pesado e solubilizado com Tween 80 e, em seguida, a agua (em volume ja
determinado) foi acrescentada. No grupo GT200mg/Kg, foram obedecidos os
mesmos critérios citados acima, entretanto a quantidade pesada foi de 40mg de
ORC para cada ml de solugdo. A administragdo aos animais foi semelhante ao grupo

veiculo de suspenséo.

3.2.2 Técnica Laboratorial

3.2.2.1 Preparacgao dos espécimes (sangue e retalho cutaneo)

Os tubos de ensaio, contendo sangue arterial heparinizado (4,0ml), foram
colocados em centrifuga refrigerada Jouan modelo MR23i (Francga) e, centrifugados

a 4.000 r.p.m. durante 10 minutos, mantendo-se a temperatura interna em 10°C. O
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plasma, assim, obtido foi dividido em aliquotas e imediatamente armazenado a -70
°C.

O ter¢co médio do retalho de pele foi removido e imediatamente mergulhado
em nitrogénio liquido, a cerca de cento e noventa graus centigrados negativos. Apos
o congelamento, procedeu-se a fragmentagdo do material, utilizando-se grau e
pistilo de porcelana. Os fragmentos, em numero variavel, foram colocados em tubos

de ensaio e armazenados a 70 graus centigrados negativos, até sua utilizagao.

3.2.2.2 Avaliagao da peroxidacgao lipidica

A técnica teve por objetivo quantificar o dialdeido malénico (MDA), formado
na peroxidagao lipidica. Procedeu-se, a seguir, a extragdo desse composto, usando
um solvente organico (n-butanol), determinando-se a concentracédo de MDA que, foi
expressa como substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

Utilizou-se no presente estudo, para a quantificacédo do teor de TBARS no
tecido (retalho de pele) o teste de Uchiyama e Mihara (1978), semelhante ao acima

descrito, onde a concentragao de TBARS foi expressa em umol MDA/g de tecido.

Determinacgédo das substancias reativas ao &cido tiobarbiturico no retalho de pele.

O MDA é capaz de reagir, sob aquecimento em meio acido, com o acido
tiobarbiturico, originando um composto de cor rosa.
Reagentes

Cloreto de potassio: 1,15%

Acido tiobarbitarico: 0,6%

Acido fosforico: 1%

N-butanol

Procedimento

O teor de TBARS (umol/g de tecido) foi quantificado pelo método de
Uchiyama e Mihara (1978), frequentemente utilizado para estimar a peroxidagao
lipidica. A amostra do tecido (retalho de pele), a ser analisado, foi congelada em
nitrogénio liquido e estocada a -70°C, imediatamente apds a coleta. Apos pesagem,
a amostra de tecido foi homogeneizada em KCI gelado, 1,15%, resultando em uma

solugao acida com concentracao a 10%. Retirou-se uma aliquota de 0,5ml de cada
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amostra e acrescentou-se 1,0ml de solugdo aquosa de TBA 0,6% e 3,0ml da
solugao de acido fosforico (H3PO4, 1%). A mistura foi colocada em banho fervente
por 45 minutos, resfriada em banho de gelo, seguido de adicdo de 4,0ml de N-
butanol. Apos 2,0 minutos de agitagcédo, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a
3.000 r.p.m. A absorbancia da camada organica sobrenadante (fase butandlica) foi
medida em espectrofotdometro Beckman DU-640 (Fullerton — Califérnia) a 520nm e
535nm.

A diferengca entre os valores obtidos nas duas leituras foi utilizada para
calcular a concentragao de TBARS, usando a regresséo linear a partir de uma curva
padrao, adrede preparada. Os resultados foram expressos em pmolMDA/g tecido

fresco.

3.2.2.3 Determinagao de grupos sulfidrilicos nao protéicos (Glutationa-GSH)

A determinagao dos grupos SH foi realizada pelo método de Sedlak e Lindsay
(1968), baseado na reagao do 5,5 -ditiobis (2-acido nitrozenzoico) (DTNB — reagente
de Ellman) com o tiol livre, originando um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-
tiobenzdico. A medida do produto de reacdo formado foi feita por leitura da
absorbancia a 412nm em espectrofotbmetro (Beckman DU-640, Fullerton,
Califérnia).

Drogas e reagentes

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)

Acido tricloroacético (ATC 50%)

Tampéao TRIS 0,4M ph 8,9

5,5 -ditiobis (2-acido nitrobenzdico (DTNB) 0,5M)
Metanol

Glutationa (GSH, 1mg/ml).

Preparacao dos reagentes:

Acido tricloroacético 50% - diluido em agua destilada
EDTA Naz20,2M PM 372,2(%, 211g + H20 gsp 70,0ml)
EDTA Na20,02M (30ml de EDTA Na20,2M + H20 gsp 300ml
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Reacao

2 GSH + H202 = GSSG + 2 H20.
2 GSH + Ac. Graxo-OOH = GSSG + Ac. Graxo-OH + H20.

Procedimento:

A amostra de retalho de pele foi pesada e homogeneizada em 5ml de EDTA
0,02M gelado, com bastao de vidro e filtrado em 1a de vidro. Foram retirados 4,0m|
do homogenato e misturou-se com 3,2ml de agua destilada e 0,8ml de acido
tricloroacético a 50%. O tubo foi agitado e centrifugado a 3000g por 15 minutos.
Foram retirados 2,0ml do sobrenadante e acrescentou-se 4,0ml de TRIS 0,4M (pH
8,9) e 1,0ml de DTNB 0,01M; agitou-se a mistura para homogeneizagdo. Em
seguida foram lidas as absorbancias no espectrofotdmetro a 412nm, 5 minutos apds
a adicao do DTNB. A concentracao final de GSH foi obtida comparando-se o valor

da absorbancia com uma tabela padrédo de GSH, previamente preparada.

Determinacéo da mieloperoxidase no retalho de pele:

Pesou-se 0,5mg do HTAB/100ml de tampéao fosfato 50mM (pH 6,0). Em
seguida,foi pesado 50mg de retalho de pele, macerou-se esse tecido com nitrogénio
liquido e, colocou-se no tampao com HTAB (pH 6,0). Apds esse procedimento,
obteve-se o0 homogenato que passou por trés ciclos de congelamento e
descongelamento a -70°C, durante 5 minutos cada um. Em seguida, colocou-se no
freezer -70°C e, apds 5 minutos, retirou-se a amostra e levou-se ao sonicador até
descongelar, em 3 ciclos. Depois desse procedimento, centrifugou-se a amostra a
3000 r.p.m., durante 15 minutos. Acrescentou-se O-dionisidine ao tampao fosfato e
por ultimo o peréxido de hidrogénio. Finalmente, fez-se a leitura no tempo zero e

com cinco minutos.
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3.3 Anédlise estatistica

Para todas as variaveis, realizou-se uma analise descritiva dos dados
(Apéndice C) onde foram determinadas as curvas de normalidade aplicando-se o
teste de Kolmorogov-Smirnov e calculados a média amostral e o desvio padrao.

Comparagdes transversais foram realizadas entre os diversos subgrupos

(T-0, T-1 e T-2) com os respectivos controles (diferentes animais, nos mesmos
momentos), utilizando-se testes paramétricos, apds comprovagao da normalidade
da distribuicdo das variaveis (teste t de Student).

ANOVA com comparacdes post hoc (teste de Tukey-Kramer) foi utilizada para
comparagdes multiplas entre os subgrupos (diferentes animais em momentos
diferentes).

O teste de Kruskall-Wallis / Dunn foi utilizado para comparagdes entre os
grupos Controle e os grupos teste e comparagdes intergrupais, quando se
verificaram dados n&o parameétricos.

O Teste de Kolmorogov-Smirnov também foi utilizado para determinacéo da
normalidade ponderal dos animais utilizados no experimento.

Os caélculos estatisticos foram realizados utilizando-se os programas de
analise estatistica GraphPad InStat® versédo 3.00 e GraphPad Prism® verséo 4.00
para Windows, GraphPad Software, San Diego, Califérnia, U.S.A.

Os resultados foram apresentados sob forma de tabelas e gréaficos. A
significancia estatistica foi fixada em 0,05% (p<0,05), assinalando-se com o simbolo
[ ] os valores significantes nas comparagdes inter-grupais e com os simbolos [ +, T,

# ] nas comparagdes das variagbes temporais entre os diversos subgrupos (T24,

T48 e T168) do mesmo grupo.
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4 RESULTADOS

4.1 No Plasma

4.1.1 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico e isquémico sobre as concentragdes
plasmaticas de TBARS em ratos pré-tratados com solucdo salina ou Tween 80

(veiculo)

Ndo foram encontradas diferengcas significantes nas concentragdes
plasmaticas de TBARS comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Controle
Veiculo (GCV) (Tabela 1, Figura 11).

Tabela 1 — Concentragcdes de TBARS (umol MDA/mI) no plasma, comparando-se os
grupos Controle Salino (GCS) e Controle Veiculo (GCV), pré-tratados com solugao
salina ou Tween 80 (veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e
isquémico

Horas decorridas apds a preparacao do retalho

TRATAMENTO ~ GRUPO ;
cutaneo
T24 T48 T168
Solugao salina +
eauomRonerfusso  GCS 0110 & 006 0054 * 002 0048 * 002
Tween 80 + GCV 0041 % 000 0060 % 000 0047 % 0,02

Isquemia/Reperfusao

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P)

TBARS

- 020
E 0,15
5
= 0,10
5 Sl
a3

0,00

T24 T48 T168

Horas decorridas apés a preparagao do retalho cutaneo

m GCS OoGCVv

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
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Figura 11 - Concentragdes de TBARS (umol MDA/ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Controle Veiculo (GCV), pré-tratados com solugéo salina ou Tween
80 (veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico

4.1.2 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentracdes plasmaticas de TBARS em ratos pré-tratados com solugao salina ou

200mg de 6leo-resina de copaiba

Nao foram encontradas diferengas significantes nas concentracdes
plasmaticas de TBARS comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Teste1
(GT200) (Tabela 2, Figura 12).

Tabela 2 — Concentracdes de TBARS (umol MDA/mI) no plasma, comparando-se os
grupos Controle Salino (GCS) e Teste1 (GT200), pré-tratados com solugéo salina ou
200 mg de oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e
isquémico

Horas decorridas ap6s a preparacédo do retalho

TRATAMENTO ~ GRUPO  HO:
cutaneo
124 T48 T168
polugao salina + GCS 0110 + 006 0054 * 002 0048 # 0,02

Isquemia/Reperfuséao
Tween 80 + Oleo-

Resina 200 mg + GT200 0,075 + 0,03 0,058 * 0,02 0,055 = 0,01
Isquemia/Reperfusao
Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
TBARS
0,15
=
< 0,10
o
=
5 0,05
2
0,00
T24 T48 T168

Horas decorridas apos a preparagéao do retalho cutaneo

B GCS m GT200

Testes: Kruskall Wallis / Dunn, em 6 e 18 ratos (Média £ D.P.)
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Figura 12 - Concentragdes de TBARS (umol MDA/ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste1 (GT200), pré-tratados com solugao salina ou 200 mg de
Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico

4.1.3 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragdes plasmaticas de TBARS em ratos pré-tratados com solugéo salina ou

400mg de 6leo-resina de copaiba

Houve aumento significante nas concentracdes plasmaticas de TBARS no
GT400 no tempo T168, comparado ao respectivo controle (GCS) (Tabela 3, Figura
13).

Tabela 3 — Concentragdes de TBARS (umol MDA/mI) no plasma, comparando-se os
grupos Controle Salino (GCS) e Teste2 (GT400), pré-tratados com solugao salina ou
400 mg de déleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e
isquémico

Horas decorridas ap6s a preparacédo do retalho
cutaneo

T24 T48 T168

TRATAMENTO GRUPO

Solugéo salina +
Isquemia/Reperfusao
Tween 80 + Oleo-
Resina 400 mg + GT400 0,082 + 0,03 0,074
Isquemia/Reperfusao

4+
+
+

GCS 0,110 + 0,06 0,054 0,02 0,048 0,02

+
-+
+

0,03 0,100 =+ 0,01*

Testes: Kruskall Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P.)
*p<0,05 comparado ao respectivo controle no grupo GCS

TBARS
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

pMol MDA/ ml

T24 T48 T168

Horas decorridas apos a preparagéao do retalho cutaneo

m GCS m GT400

Testes: Kruskall Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P.)
*p<0,05 comparado ao respectivo controle no grupo GCS
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Figura 13 - Concentragdes de TBARS (umol MDA/ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste2 (GT400), pré-tratados com solugao salina ou 400 mg de
Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico

4.1.4 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragbes plasmaticas de TBARS em ratos pré-tratados com Tween 80

(veiculo) ou 200mg de dleo-resina de copaiba

Ndo foram encontradas diferengcas significantes nas concentragdes
plasmaticas de TBARS comparando-se os grupos Controle Veiculo (GCV) e Teste1
(GT200) (Tabela 4, Figura 14).

Tabela 4 — Concentragdes de TBARS (umol MDA/mI) no plasma, comparando-se os
grupos Controle Veiculo (GCV) e Teste1 (GT200), pré-tratados com Tween 80 ou 200
mg de Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e
isquémico

Horas decorridas ap6s a preparacédo do retalho

TRATAMENTO GRUPO ~
cutaneo
T24 T48 T168
Tween 80 +
Isquemia/Reperfus&o GCV 0,041 + 0,00 0,060 * 0,00 0,047 %= 0,02
Tween 80 + Oleo-
Resina 200 mg + GT200 0,075 + 0,03 0,058 + 0,02 0,05 + 0,01

Isquemia/Reperfusao

Testes: ANOVA /Tukey em 6 e 18 ratos (Média + D.P)

TBARS
0,12 -

0,09 -
0,06 -
0,03 A

Mol MDA / m

0,00 -

T24 T48 T168

Horas decorridas apds a preparagao do retalho cutaneo

B GCV m GT200

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
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Figura 14 - Concentragdes de TBARS (umol MDA/mI) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste1 (GT200), pré-tratados com Tween 80 ou 200 mg de 6leo-
resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico

4.1.5 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as

concentracdes plasmaticas de TBARS em ratos pré-tratados com Tween 80

(veiculo) ou 400mg de 6leo-resina de copaiba

Houve aumento significante nas concentragbes plasmaticas de TBARS no
GT400 nos tempos T24 e T168, comparados aos respectivos controles (GCV)
(Tabela 5, Figura 15).

Tabela 5 — Concentragdes de TBARS (umol MDA/mI) no plasma, comparando-se os
grupos Controle Veiculo (GCV) e Teste2 (GT400), pré-tratados com Tween 80 ou 400
mg de bleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO  Horas decorridas ap6s a preparacédo do retalho cutaneo
T24 T48 T168

Tween 80 +
Isquemia/Reperfusao
Tween 80 + Oleo-
Resina 200 mg + GT400 0,082 + 0,03* 0,074 + 0,03 0,00 + 0,01*
Isquemia/Reperfusao

GCV 0,041 + 0,00 0,060 + 0,00 0,047 + 0,02

4+
|+

+
4+
+

Testes: ANOVA /Tukey em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
** p<0,01 comparado ao respectivo controle no  *** p<0,001 comparado ao respectivo controle

grupo GCV no grupo GCV
TBARS

0,15 +
E **k*x
:( 0,10 - *%
[a)
=
5 0,05
=
3

0,00 -

T24 T48 T168

Horas decorridas apos a preparagéao do retalho cutaneo

mGCV m GT400

Testes: ANOVA /Tukey em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
** p<0,01 comparado ao respectivo controle *** p<0,001 comparado ao respectivo controle
no grupo GCV no grupo GCV
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Figura 15 - Concentragcbes de TBARS (umol MDA/mI) no plasma, comparando-se o0s
grupos Controle Veiculo (GCV) e Teste2 (GT400), pré-tratados com Tween 80 ou 400 mg
de dleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico

4.1.6 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico e isquémico sobre as concentragdes
plasmaticas de GSH em ratos pré-tratados com solugdo salina ou Tween 80

(veiculo)

Houve aumento significante das concentragées de GSH no GCV, comparado
ao GCS, nos tempos T24 e T48 (Tabela 6, Figura 16).

Tabela 6 — Concentragdes de GSH (umol /g tec. fresco) no plasma, comparando-se os
grupos Controle Salino (GCS) e Controle Veiculo (GCV), pré-tratados com solugéo
salina ou Tween 80 (veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirirgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO Horas decorridas apés a preparacéo do retalho cutaneo
T24 T48 T168

Solugao salina +
Isquemia/Reperfusao

Tween 80 + * ok
Isquemia/Reperfusao GCV 9,840 + 1,36 12,600 + 3,01 6,590 + 048

GCS 3,780 + 0,89 3,120 £ 0,49 6.050 * 1,19

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)

* p<0,05 comparado ao GCS *** p<0,001 comparado ao GCS
GSH
18,0 - *kk
15,0 |
€ 12,01 *
5 90
2 60-
3,0 -
0,0
24 h 48 h 168 h

Horas decorridas apos a preparagao do retalho cutéaneo
B GCS oGCcv

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
* p<0,05 comparado ao GCS *** p<0,001 comparado ao GCS

Figura 16 - Concentragcoes de GSH (umol /ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Controle Veiculo (GCV), pré-tratados com solugéo salina ou Tween
80 (veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.1.7 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragcdes plasmaticas de GSH em ratos pré-tratados com solugédo salina ou

200mg de oleo-resina de copaiba

Houve aumento significante das concentragbes de GSH no GT200,

comparado ao GCS, no tempo T48 (Tabela 7, Figura 17).

Tabela 7 — Concentragdes de GSH (umol /ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste1 (GT200), pré-tratados com solugao salina ou 200 mg
de dleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO Horfls decorridas ap0s a preparacéo do retalho
cutaneo
T24 T48 T168

Solugao salina +
Isquemia/Reperfusao
Tween 80 + Oleo-
Resina 200 mg + GT200 22,60 + 2,14 25,60
Isquemia/Reperfusao

GCS 3,780 = 0,89 3,120

I+

049 6.050 = 1,19

+

1,02 26,60 + 5,09

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)

*** p<0,001 comparado ao respectivo controle no grupo GCS

36,0 -
30,0 +
24,0 4
18,0
12,0 4

6,0

0,0 -

*k*k

pMol / ml

24 h 48 h 168 h
Horas decorridas ap6s a preparagéao do retalho cutéaneo

m GCS m GT200

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
*** p<0,001 comparado ao respectivo controle no grupo GCS

Figura 17 - Concentragbes de GSH (umol/ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste1 (GT200), pré-tratados com solug¢ao salina ou 200 mg de
Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico
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4.1.8 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragcdes plasmaticas de GSH em ratos pré-tratados com solugéo salina ou
400mg de Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e

isquémico

Houve aumento significante das concentragbes de GSH no GT400,
comparado ao GCS, nos tempos T24 e T48 (Tabela 8, Figura 18).

Tabela 8 — Concentragdes de GSH (umol /ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste2 (GT400), pré-tratados com solugao salina ou 400 mg
de dleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO Hor:as decorridas ap0s a preparacéo do retalho
cuténeo
124 T48 T168

Solucgéo salina +
Isquemia/Reperfusao
Tween 80 + Oleo-
Resina 200 mg + GT400 1960 + 0,69* 23,30 + 8,38*** 13,90
Isquemia/Reperfusao

GCS 3,780 + 0,89 3,120

+

0,49 6.050

+
—
.._\
©

4+
4+

+
N
(0]
&

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
** p<0,001 comparado ao respectivo controle no grupo GCS
p<0,0001 comparado ao respectivo controle no grupo GCS

*kk

GSH

36,0
30,0 o *Kk*k
24,0 -
18,0
12,0

6,0 -

0,0 A

pMol / ml

24 h 48 h 168 h

Horas decorridas apos a preparagao do retalho cutéaneo

m GCS m GT400

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
** p<0,001 comparado ao respectivo controle no grupo GCS
*** p<0,0001 comparado ao respectivo controle no grupo GCS

Figura 18 - Concentra¢cdes de GSH (pmol /ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste2 (GT400), pré-tratados com solugado salina ou 400 mg de
Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico
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4.1.9 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragcdes plasmaticas de GSH em ratos pré-tratados com Tween 80 (veiculo)
ou 200mg de dleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e

isquémico

Houve aumento significante das concentragbes de GSH no GT200,

comparado ao GCV, em todos os tempos estudados (Tabela 9, Figura 19).

Tabela 9 — Concentragdes de GSH (umol /ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste1 (GT200), pré-tratados com Tween 80 ou 200 mg de
Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO  Horas decorridas ap6s a preparacédo do retalho cutaneo
T24 T48 T168

Solugao salina +
Isquemia/Reperfuséo
Tween 80 + Oleo-

Resina 200 mg + GT200 22,60 + 2,14** 2560 + 1,02*** 26,60 =+ 5,09***
Isquemia/Reperfusao

GCV 9,840

+

1,36 12,600 + 3,01 6.590 = 1,17

+
+
+

Testes: ANOVA / Tukey em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
*** p<0,001 comparado ao respectivo controle no grupo GCV

36,0
30,0 A *kk
24,0 -
18,0
12,0

6,0 -

0,0 A

***k

*k*k

pMol / ml

24 h 48 h 168 h
Horas decorridas apés a preparagao do retalho cutaneo

m GCV m GT200

Testes: ANOVA / Tukey em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
*** p<0,001 comparado ao respectivo controle no grupo GCV

Figura 19 - Concentragcdes de GSH (pmol /ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste1 (GT200), pré-tratados com Tween 80 ou 200 mg de 6leo-
resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.1.10 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragcdes plasmaticas de GSH em ratos pré-tratados com Tween 80 (veiculo)
ou 400mg de 6leo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e

isquémico

Houve aumento significante das concentragcbes de GSH no GT400,
comparado ao GCV, em todos os tempos estudados (Tabela 10, Figura 20).

Tabela 10 — Concentragdes de GSH (umol /ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste2 (GT400), pré-tratados com Tween 80 ou 400 mg de
Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO Horas decorridas ap6s a preparacao do retalho cutaneo
T24 T48 T168

Solugéo salina +
Isquemia/Reperfusao
Tween 80 + Oleo-
Resina 200 mg + GT400 19,60 + 0,69* 23,30
Isquemia/Reperfusao

GCV 9,840

+

1,36 12,600

+

3,01 6.590 + 1,17

4+

+
I+

8,38"* 13,90 * 2,84*

4+

Testes: ANOVA / Tukey em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
*** p<0,001 comparado ao respectivo controle no grupo GCV
* p<0,05 comparado ao respectivo controle no grupo GCV

GSH

36,0
30.0 | *hk
’ *%

24,0 -

18,0 -

12,0 -
6,0 -
0,0

pMol / ml

24 h 48 h 168 h
Horas decorridas apés a preparagao do retalho cutaneo

m GCV m GT400

Testes: ANOVA / Tukey em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
*** p<0,001 comparado ao respectivo controle no grupo GCV
p<0,05 comparado ao respectivo controle no grupo GCV

*

Figura 20 - Concentragcdes de GSH (pmol /ml) no plasma, comparando-se 0s grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste2 (GT400), pré-tratados com solugéo salina ou 400 mg de
Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico



53

4.2. No Tecido

4.2.1 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico e isquémico sobre as concentragdes

teciduais de TBARS em ratos pré-tratados com solugéo salina ou Tween 80 (veiculo)

Nao foram encontradas diferengas significantes nas concentragdes teciduais
de TBARS comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Controle Veiculo
(GCV) (Tabela 11, Figura 21).

Tabela 11 — Concentragdes de TBARS (umol MDA/mg de tecido fresco) no retalho
cutaneo, comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Controle Veiculo (GCV),
pré-tratados com solugéo salina ou Tween 80 (veiculo) submetidos ao trauma
anestésico, cirurgico e isquémico

Horas decorridas ap6s a preparacao do retalho

TRATAMENTO GRUPO A
cutaneo
T24 T48 T168
Solugao salina +
lsquemia/Reperfusao GCS 0,042 + 0,027 0,028 + 0,035 0,026 + 0,015
Tween 80 +

Isquemia/Reperfusao GCV 0,043 + 0,061 0,023 =+ 0,021 0,014 £ 0,017

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn, em 6 e 18 ratos (Média + D.P.)

TBARS
012
2 0,09
<
S 006
3
S 0,03 I
0,00
24 h 48 h 168 h

Horas decorridas apos a preparagao do retalho cutaneo

B GCS O GCv

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn, em 6 e 18 ratos (Média + D.P.)

Figura 21 - Concentragées de TBARS (umol MDA/mg) no tecido, comparando-se 0os grupos
Controle Salino (GCS) e Controle Veiculo (GCV), pré-tratados com solugéo salina ou Tween
80 e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.2.2 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragdes teciduais de TBARS em ratos pré-tratados com solugao salina ou

200mg de o6leo-resina de copaiba

Houve diminuicdo significante nas concentragbes teciduais de TBARS , no
T24 comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Teste1 (GT200) (Tabela 12,
Figura 22).

Tabela 12 — Concentragdes de TBARS (umol MDA/mg de tecido fresco) no retalho
cutaneo, comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Teste1 (GT200), pré-
tratados com solugéo salina ou 200 mg de dleo-resina de copaiba e submetidos ao
trauma anestésico, cirlrgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO  Horas decorridas ap6s a preparacdo do retalho cutaneo
T24 T48 T168
Soluggo salina + GCS 0042 + 0027 0028 + 0035 0026 + 0,015

Isquemia/Reperfuséo
Tween 80 + Oleo-
Resina 200 mg + GT200 0,006 + 0,027* 0,035 + 0,00 0,026 + 0,014

Isquemia/Reperfusao

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn, em 6 e 18 ratos (Média £ D.P.)
** p<0,01 comparado ao grupo GCV

TBARS
0,09
g
S 006 -
o
=
2 003
=<
0,00
24 h 48 h 168 h

Horas decorridas apos a preparagéao do retalho cutéaneo

B GCS m GT200

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn, em 6 e 18 ratos (Média £ D.P.)
** p<0,01 comparado ao grupo GCV

Figura 22 - Concentragdes de TBARS (umol MDA/mg) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste1 (GT200), pré-tratados com solugdo salina ou 200 mg de
oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico
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4.2.3 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragdes teciduais de TBARS em ratos pré-tratados com solugao salina ou

400mg de oleo-resina de copaiba

Houve diminuicdo significante nas concentragbes teciduais de TBARS , no
T24 comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Teste2 (GT400) (Tabela 13,
Figura 23).

Tabela 13 — Concentragdes de TBARS (umol MDA/mg de tecido fresco) no retalho
cutaneo, comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Teste2 (GT400), pré-
tratados com solugao salina ou 400 mg de dleo-resina de copaiba e submetidos ao
trauma anestésico, cirurgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO ?Strgr?e((j)ecorrldas ap6s a preparacdao do retalho

T24 T48 T168

Solugao salina +
Isquemia/Reperfus&o GCS 0,042 + 0,027 0,028 + 0,035 0,026 + 0,015

Tween 80 + Oleo-
Resina 400 mg + GT400 0,012 + 0,001* 0,010 + 0,003 0,063 =+ 0,014

Isquemia/Reperfusao

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn, em 6 e 18 ratos (Média £ D.P.)

TBARS
0,12 -
2 009
Pe
S 006
o
2 0031
0,00 1
24 h 48 h 168 h

Horas decorridas apés a preparagao do retalho cutaneo

m GCS m GT400

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn, em 6 e 18 ratos (Média + D.P.)

Figura 23 - Concentragées de TBARS (umol MDA/mg) no tecido, comparando-se os grupos
Controle Salino (GCS) e Teste2 (GT400), pré-tratados com solugdo salina ou 400 mg de
Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.2.4 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentracgdes teciduais de TBARS em ratos pré-tratados com Tween 80 (veiculo)

ou 200mg de 6leo-resina de copaiba

Houve diminuicdo significante nas concentragdes teciduais de TBARS , no
T24 comparando-se os grupos Controle Veiculo (GCV) e Teste1 (GT200) (Tabela
14, Figura 24).

Tabela 14 — Concentragdes de TBARS (umol MDA/g de tecido fresco) no retalho
cutaneo, comparando-se os grupos Controle Veiculo (GCV) e Teste1 (GT200), pré-
tratados com Tween 80 ou 200 mg de dleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma
anestésico, cirurgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO

Horas decorridas ap6s a preparacéo do retalho

cutaneo
T24 T48 T168
Tween 80 +
Isquemia/Reperfuséo GCV 0,043 + 0,061 0,023 + 0,021 0,014 =+ 0,017
Tween 80 + Oleo- 0.027
Resina 200 mg + GT200 0,006 + . 0,035 + 0,00 0,026 + 0,014

Isquemia/Reperfusao
Testes: Kruskal-Wallis / Dunn, em 6 e 18 ratos (Média £ D.P.)

TBARS
0,12 -
g 0,09
<
S 006
5
2 0,03
0,00
24 h 48 h 168 h

Horas decorridas apos a preparagao do retalho cutaneo

m GCV m GT200

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn, em 6 e 18 ratos (Média + D.P.)

Figura 24 - Concentragdes de TBARS (umol MDA/mg) no tecido, comparando-se os grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste1 (GT200), pré-tratados com Tween 80 ou 200 mg de 6leo-
resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.2.5 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentracgdes teciduais de TBARS em ratos pré-tratados com Tween 80 (veiculo)

ou 400mg de 6leo-resina de copaiba

Houve aumento significante nas concentragdes teciduais de TBARS no
GT400 no tempo T168 comparado ao respectivo controle (GCV) (Tabela 15, Figura
25).

Tabela 15 — Concentragdes de TBARS (umol MDA/g de tecido fresco) no retalho
cutaneo, comparando-se os grupos Controle Veiculo (GCV) e Teste2 (GT400), pré-
tratados com Tween 80 ou 400 mg de dleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma
anestésico, cirurgico e isquémico

Horas decorridas apés a preparacédo do retalho
cutaneo

T24 T48 T168

TRATAMENTO GRUPO

|+

Tween 80 +
Isquemia/Reperfusdo GCV 0,043

Tween 80 + Oleo- .
Resina 200 mg + GT400 0,012 + 0,010 0,010 £+ 0,021 0,063 + 0,028

Isquemia/Reperfusao

+

0,061 0,023 =+ 0,021 0,014 % 0,017

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn, em 6 e 18 ratos (Média + D.P.)
p<0,05 comparado ao GCV

TBARS
0,12
D
E 009
g
S 006
5
= 003
0,00 -
24 h 48 h 168 h

Horas decorridas apds a preparagao do retalho cutaneo

mGCV m GT400

Figura 25 - Concentragées de TBARS (umol MDA/mg) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste2 (GT400), pré-tratados com Tween 80 ou 400 mg de 6leo-
resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.2.6 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico e isquémico sobre as concentragdes

teciduais de GSH em ratos pré-tratados com solucao salina ou Tween 80 (veiculo)

Nao foram encontradas diferencas significantes nas concentragdes teciduais
de GSH comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Controle Veiculo (GCV)
(Tabela 16, Figura 26).

Tabela 16 — Concentragdes de GSH (umol/ml) no tecido, comparando-se os grupos
Controle Salino (GCS) e Controle Veiculo (GCV), pré-tratados com solugao salina ou
Tween 80 (veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico

Horas decorridas apds a preparacao do retalho

TRATAMENTO GRUPO A
cutaneo
T24 T48 T168
Solugao salina +
Isquemia/Reperfusao GCS 627 + 105 480 + 142 6,34 + 142
Tween 80 + GCV 505 + 057 699 + 219 855 + 7,22

Isquemia/Reperfusao

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P)

GSH

18,0

15,0 4
3 12,0 4
S 9,0 A
i B

0,0 , ,
24 h 48 h 168 h

Horas decorridas apds a preparagao do retalho cutaneo

B GCS OoGCVv

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P)

Figura 26 - Concentracbes de GSH (umol/mg) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Controle Veiculo (GCV), pré-tratados com solugéo salina ou Tween
80 (veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.2.7 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragdes teciduais de GSH em ratos pré-tratados com solugao salina ou

200mg de o6leo-resina de copaiba

Nao foram encontradas diferengas significantes nas concentragdes teciduais
de GSH comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Teste1 (GT200) (Tabela
17, Figura 27).

Tabela 17 — Concentragdes de GSH (umol/mg) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste1 (GT200), pré-tratados com solugao salina ou 200 mg
de 6leo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO Horas decorridas ap6s a preparacédo do retalho

cuténeo
T24 T48 T168
Solugéo salina + GCS 627 + 105 480 + 142 634 + 142

Isquemia/Reperfusao

Tween 80 + Oleo-

Resina 200 mg + GT200 893 + 5,00 11,90
Isquemia/Reperfusao

I+
+

531 28,80 + 19,00

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P)

GSH

50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

puMol / mg

24 h 48 h 168 h
Horas decorridas apds a preparagao do retalho cutaneo

B GCS m GT200

Testes: Kruskall Wallis / Dunn, em 6 e 18 ratos (Média £ D.P.)

Figura 27 - Concentracbes de GSH (umol/mg) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste1 (GT200), pré-tratados com solugdo salina ou 200 mg de
Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.2.8 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragdes teciduais de GSH em ratos pré-tratados com solugao salina ou

400mg de oleo-resina de copaiba

Houve aumento significante nas concentragdes teciduais de GSH no GT400
em todos os tempos, comparados ao respectivo controle (GCS) (Tabela 18, Figura
28).

Tabela 18 — Concentragdes de GSH (umol /mg) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste2 (GT400), pré-tratados com solugao salina ou 400 mg
de éleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico

Horas decorridas apds a preparacao do retalho

TRATAMENTO GRUPO A
cutaneo
T24 T48 T168
izllljegr?l(i);;lg;)ae:fuséo GCS 627 + 105 480 + 142 634 =+ 142
Tween 80 + Oleo-
Resina 400 mg + GT400 2540 + 1920 2470 + 390 250 & 148
Isquemia/Reperfusao
Testes: ANOVA /Tukey em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
*** p<0,001 comparado ao respectivo controle no grupo GCS
GSH
*k*k
36,0 - i
30,0 - *kx
2 24,0 |
5 18,0 -
2 1201
6,0 -
0,0 +
24 h 48h 168 h

Horas decorridas apos a preparagao do retalho cutaneo

m GCS m GT400

Testes: ANOVA /Tukey em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
*** p<0,001 comparado ao respectivo controle no grupo GCS

Figura 28 - Concentracbes de GSH (umol/mg) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste2 (GT400), pré-tratados com solugdo salina ou 400 mg de
oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico
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4.2.9 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragdes teciduais de GSH em ratos pré-tratados com Tween 80 (veiculo) ou

200mg de o6leo-resina de copaiba

Nao foram encontradas diferengas significantes nas concentragdes teciduais
de GSH comparando-se os grupos Controle Veiculo (GCV) e Teste1 (GT200)
(Tabela 19, Figura 29).

Tabela 19 — Concentragdes de GSH (umol/mg) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste1 (GT200), pré-tratados com Tween 80 ou 200 mg de
Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO ?St?r?e%ecomdas apo6s a preparacéo do retalho

124 T48 T168

Tween 80 +
Isquemia/Reperfusdo GCV 5,05

Tween 80 + Oleo-
Resina 200 mg + GT200 8,93 + 5,00 11,90 += 5,31 28,80 + 19,00

Isquemia/Reperfusao

+

057 699 =+ 219 855 =+ 7,22

Testes: ANOVA /Tukey em 6 e 18 ratos (Média + D.P)

50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

uMol / mg

24 h 48 h 168 h
Horas decorridas apés a preparagdo do retalho cutaneo

mGCV m GT200

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)

Figura 29 - Concentracbes de GSH (umol/mg) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste1 (GT200), pré-tratados com Tween 80 ou 200 mg de 6leo-
resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.2.10 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentracgdes teciduais de GSH em ratos pré-tratados com Tween 80 (veiculo) ou

400mg de oleo-resina de copaiba

Houve aumento significante nas concentragdes teciduais de GSH no GT400

no tempo T24 comparado ao respectivo controle (GCV) (Tabela 20, Figura 30).

Tabela 20 — Concentragdes de GSH (umol/mg) no tecido, comparando-se os grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste2 (GT400), pré-tratados com Tween 80 ou 400 mg de
Oleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO  Horas decorridas apés a preparacéo do retalho cutaneo
T24 T48 T168
Tween 80 + GCV 505 + 057 699 + 219 855 + 7,22

Isquemia/Reperfuséo
Tween 80 + Oleo-
Resina 200 mg + GT400 2450 + 10,20* 24,70 + 390 2250 + 1,48

Isquemia/Reperfusao

4+

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
* p<0,05 comparado ao respectivo controle no grupo GCV

36,0
27,0
18,0
9,0
0,0

pMol / mg

24 h 48 h 168 h
Horas decorridas apos a preparagéao do retalho cutéaneo

m GCV m GT400

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
* p<0,05 comparado ao respectivo controle no grupo GCV

Figura 30 - Concentragbes de GSH (umol/mg) no tecido, comparando-se os grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste2 (GT400), pré-tratados com Tween 80 ou 400 mg de 6leo-
resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.2.11 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico e isquémico sobre as concentragdes
teciduais de mieloperoxidase (MPO) em ratos pré-tratados com solugdo salina ou

Tween 80 (veiculo)

Houve aumento significante das concentracbées de MPO nos tempos T24 e
T48 no GCV, comparado ao GCS. Houve aumento significante das concentragdes
de MPO no T168 comparado ao T24 e ao T48 no GCS. (Tabela 21, Figura 31).

Tabela 21 — Concentragdes de MPO (mg%) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Controle Veiculo (GCV), pré-tratados com solugao salina ou
Tween 80 (veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO cHStZ?e((j)ecomdas apés a preparacéo do retalho

T24 T48 T168

Solugao salina + 1,06
Isquemia/Reperfusao GCS 070 =+ 0,23 0,71 0,10 4,17 =+ 7

+

Tween 80 + 0,66*

*kk 0164***
Isquemia/Reperfusdo GCV 380 £ 025 1,92 Tt 1,72

T

+
+

Testes: ANOVA / Tukey em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
*** p<0,001 comparado ao grupo GCS * p<0,05 comparado ao grupo GCS
***p<0,001 comparado ao T24 e T48 no GCS ' p<0,001 comparado ao T24 no GCV

MPO

450 - o T

*
3,60 -
' Tt

£ 2,70 4
(@]
£ 1,80

0,90 -

0,00 - : :

24 h 48 h 168 h
Horas decorridas apés a preparagao do retalho cutaneo
m GCS o GCV

Testes: ANOVA / Tukey em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
*** p<0,001 comparado ao grupo GCS * p<0,05 comparado ao grupo GCS
***p<0,001 comparado ao T24 e T48 no GCS ' p<0,001 comparado ao T24 no GCV

Figura 31 - Concentragbes de MPO (mg%) no tecido, comparando-se os grupos Controle
Salino (GCS) e Controle Veiculo (GCV), pré-tratados com solugcdo salina ou Tween 80
(veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.2.12 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragcbes teciduais de mieloperoxidase (MPO) em ratos pré-tratados com

solugdo salina ou 200mg de oleo-resina de copaiba

Houve diminuigao significante da MPO no GT200 no T168 comparado ao
respectivo controle (GCS). Ndo foram observadas diferengas intragrupais (Tabela
22, Figura 32).

Tabela 22 — Concentragdes de MPO (mg%) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e Teste1 (GT200), pré-tratados com solugao salina ou 200 mg
de dleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico

Horas decorridas apés a preparacédo do retalho

TRATAMENTO GRUPO A
cutaneo
T24 T48 T168
Solugéo salina + 1,067
Isquemia/Reperfusao GCS 070 + 023 0,71 + 010 417
Tween 80 + Oleo-
Resina 200 mg + GT200 013 + 005 034 <+ 034 115 = 0,03*
Isquemia/Reperfusao
Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
** n<0,01 comparado ao grupo GCS " p<0,001 comparado ao T24 e T48 no GCS
MPO
6,03

o 4,02

L

(e2]

E 2,01

0,00
24 h 48 h 168 h
Horas decorridas apés a preparagdo do retalho cutaneo
m GCS m GT200

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
** p<0,01 comparado ao grupo GCS " p<0,001 comparado ao T24 e T48 no GCS

Figura 32 - Concentragdes de MPO (mg%) no tecido, comparando-se os grupos Controle
Salino (GCS) e GrupoTeste1 (GT200), pré-tratados com solugao salina ou Tween 80
(veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.2.13 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragcbes teciduais de mieloperoxidase (MPO) em ratos pré-tratados com

solugdo salina ou 400mg de oleo-resina de copaiba

Houve diminuigdo significante da MPO no GT400 no T168 comparado ao
respectivo controle (GCS). Nao foram observadas diferengas intragrupais (Tabela
23, Figura 33).

Tabela 23 — Concentragbes de MPO (mg%) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Salino (GCS) e e Teste2 (GT400), pré-tratados com solugao salina ou 400
mg de 6leo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e
isquémico

TRATAMENTO GRUPO Horas decorridas apés a preparacao do retalho

cutaneo
T24 T48 T168
Solugao salina + .
Isquemia/Reperfusdo GCS 070 + 023 071 + 010 417 = 1,06
Tween 80 + Oleo-
Resina 400 mg + GT400 0,15 + 003 1034 + 0,16 020 + 0,20
Isquemia/Reperfusao
Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
** p<0,01 comparado ao grupo GCS " p<0,001 comparado ao T24 e T48 no GCS
MPO
6,00 +++
5,00
o 400
S 3,00
€ 200
1,00 *x
0,00 [ . -
24h 48h 168 h
Horas decorridas apds a preparagéo do retalho cuténeo
m GCS m GT400
Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
** p<0,01 comparado ao grupo GCS " p<0,001 comparado ao T24 e T48 no GCS

Figura 33 - Concentragdes de MPO (mg%) no tecido, comparando-se os grupos Controle
Salino (GCS) e GrupoTeste2 (GT400), pré-tratados com solugdo salina ou Tween 80
(veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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4.2.14 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragcdes plasmaticas de mieloperoxidase (MPO) em ratos pré-tratados com

Tween 80 (veiculo) ou 200mg de 6leo-resina de copaiba

Houve diminuicdo significante da MPO no GT200 no T24 comparado ao
respectivo controle (GCV). Houve diminui¢cdo significante da MPO no T48 (1,92 +
0,27) comparado ao T24 (3,80 + 0,10) e no T168 (1,72 + 0,26) comparado ao T24
(3,80 £ 0,10), no GCV (Tabela 24, Figura 34).

Tabela 24 — Concentragdes de MPO (mg%) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Veiculo (GCV) e Teste1 (GT200), pré-tratados com soluc¢do salina ou 200 mg
de éleo-resina de copaiba e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico

TRATAMENTO GRUPO Horas decorridas ap0s a preparacgdo do retalho cutaneo
T24 T48 T168
Solugao salina + . it
Isquemia/Reperfus&o GCV 3,80 + 0,25 1,92 + 0,66 1,72 + 0,64
Tween 80 + Oleo-
Resina 200 mg + GT200 0,13 + 0,05 0,34 + 0,34 1,15 + 0,03
Isquemia/Reperfusao
Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média = D.P)
*** n<0,001 comparado ao grupo GCV " p<0,001 comparado ao T24 no GCV
MPO
4,50 -
3,60 -
< 270 | +++ +++
g2
€ 1,80
0,90 - kK
0,00 A
24h 48h 168 h

Horas decorridas apos a preparagao do retalho cuténeo

m GCV m GT200

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
*** n<0,001 comparado ao grupo GCV " p<0,001 comparado ao T24 no GCV

Figura 34 - Concentragdes de MPO (mg%) no tecido, comparando-se os grupos Controle
Veiculo (GCV) e GrupoTeste1 (GT200), pré-tratados com solugdo salina ou Tween 80
(veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirdrgico e isquémico
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4.2.15 Efeitos do trauma anestésico, cirurgico, isquémico e da reperfusdo sobre as
concentragcbes teciduais de mieloperoxidase (MPO) em ratos pré-tratados com

Tween 80 (veiculo) ou 400mg de 6leo-resina de copaiba

Houve diminuicdo significante da MPO no GT400 no T24 comparado ao
respectivo controle (GCV). Houve diminui¢cdo significante da MPO no T48 (1,92
0,27) comparado ao T24 (3,80 + 0,10) e no T168 (1,72 + 0,26) comparado ao T24
(3,80 £ 0,10), no GCV (Tabela 25, Figura 35).

Tabela 25 — Concentragdes de MPO (mg%) no tecido, comparando-se 0s grupos
Controle Veiculo (GCV) e GrupoTeste2 (GT400), pré-tratados com solug¢ao salina ou
400 mg de 6leo-resina de copaiba

TRATAMENTO GRUPO I;L(j)tr;nse(éecorrldas apo6s a preparacao do retalho

T24 T48 T168

Solugéo salina +
Isquemia/Reperfusao
Tween 80 + Oleo-
Resina 400 mg + GT400 0,15 + 0,03 016 + 0,13 020 + 0,20
Isquemia/Reperfusao

GCV 38 + 025 192 + %86 470 . 084

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média + D.P)
** p<0,01 comparado ao grupo GCV " p<0,001 comparado ao T24 no GCV

MPO

4,50 -
3,60 -
2,70

mg%

1,80 -

0,90 -
*k

0,00 -
24 h 48 h 168 h
Horas decorridas apos a preparagao do retalho cutaneo

mGCV m GT400

Testes: Kruskal-Wallis / Dunn em 6 e 18 ratos (Média £ D.P)
** n<0,01 comparado ao grupo GCV " p<0,001 comparado ao T24 no GCV

Figura 35 - Concentragdes de MPO (mg%) no tecido, comparando-se os grupos Controle
Veiculo (GCV) e GrupoTeste2 (GT400), pré-tratados com solugdo salina ou Tween 80
(veiculo) e submetidos ao trauma anestésico, cirurgico e isquémico
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5 DISCUSSAO

O rato foi o animal de experimentacdo escolhido para esse estudo. E um
mamifero de baixo custo, apresenta elevada resisténcia a infeccdo e ao trauma
cirargico (FESTING,1979) e, ja foi utilizado por grande numero de pesquisadores, no
estudo dos efeitos da isquemia-reperfusdo em retalhos cutdneos randomizados do
dorso (Quadro 2, Anexo B). Optou-se por utilizar animais em um intervalo de peso
entre 150g e 300g, cuja normalidade da distribuigdo desse peso no experimento foi
comprovada pelo teste de Kolmorogov-Smirnov (Apéndice B).

A técnica anestésica utilizada consistiu na associagdo do cloridrato de
ketamina (90mg/kg de peso corporal) com xilazina (10mg/kg de peso corporal),
administrados por via intraperitoneal, técnica utilizada por alguns autores
(GHAVAMI; NUTT; HARDY, 2002; SARIFAKIOGLU et al.; 2004; AYDOGAN et al.,
2006; MEIRER et al., 2007). O cloridrato de ketamina (ketalar) cuja dose varia entre
15 a 100mg/kg, dependendo da via de administrgdo e da associagdo deste com
outros anestésicos, produz um tipo de anestesia dissociativa entre o cortex e o
talamo. Causa analgesia, sem perda total dos reflexos protetores.(SCHANAIDER,;
SILVA, 2004). A xilazina (Rompum) é utilizada na dose de 3 a 10mg. A combinagao
ketamina e xilazina por via intramuscular ou intraperitoneal, mantém o animal em
plano anestésico de 40 a 60 minutos, com possibilidade de refor¢co da dose, caso se
prolongue o tempo cirurgico.(SCHANAIDER; SILVA, 2004).

Nesse estudo foi utilizado, como modelo experimental, o retalho cutaneo
randomizado do dorso do rato, medindo 8cm de comprimento por 2,5cm de largura,
com base distal. Encontram-se, na literatura cientifica, retalhos de dorso e da face
ventral de ratos, com dimensdes variadas. O modelo utilizado nesse experimento foi
baseado no retalho idealizado por McFarlane (1965), onde consistia em retalho
retangular de dorso de rato, medindo 10cm por 4cm, com base cranial e modificado
por Sarifakioglu et al. (2004), medindo 8cm de comprimento por 2,5cm de largura, de
base caudal. Na regido distal dos retalhos cutdneos randomizados, o fluxo
sanguineo diminui inicialmente, para aumentar significantemente apds as 24 horas
gue se seguem a sua elevacdo. Essa regiao (distal) constitui um estado de isquemia
incompleta, com lesdo tecidual (AYDOGAN et al., 2006). No rato, a camada
muscular ou panniculus carnosus € aderida a cutis e frouxamente a fascia profunda,

enquanto que, no ser humano, a gordura superficial ou panniculus adiposus € mais
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firmemente aderida a fascia profunda. Quanto a irrigacao cutadnea, essas camadas
sdo comparaveis, pela grande quantidade de vasos presentes (FREIRE et al., 2003;
CYMROT; PERCARIO; FERREIRA, 2004). Entretanto, a elevagao do retalho de pele
ocasiona um estado hiperadrenérgico, inicialmente; apés a secgdo dos nervos
simpaticos, por acumulo de noradrenalina. A vasoconstriccdo resultante induz a
oclusao capilar temporaria, porém, completa. Essas condigbes sdo compativeis, com
a ja bem descrita, sindrome de isquemia e reperfusdo, onde sdo gerados radicais
livies (CYMROT; PERCARIO; FERREIRA, 2004). No entanto, ao longo de um
retalho isquémico existe uma area em que a sobrevida cutanea é esperada (porgao
proximal), pois, o0 aporte de oxigénio é adequado ao metabolismo celular. Em outra
(porcédo distal), a necrose é mais provavel, pela incapacidade de manutengao
metabdlica necessaria. Entre essas duas, ha uma area denominada de “zona de
transicdo”, submetida a um periodo de isquemia, seguida por gradual reperfuséao,
onde uma adequada manipulagao farmacolégica tentaria diminuir a possibilidade de
necrose (CYMROT; PERCARIO; FERREIRA, 2004). Nesse estudo, essa zona de
transicdo no retalho cutédneo do animal, foi a area utilizada para coleta e dosagem
laboratorial do TBARS, glutationa e mieloperoxidase.

Todavia, a partir do terceiro dia de pds-operatorio sdo identificados sinais de
neovascularizagao no retalho cutédneo, desde o leito receptor e da area cutanea
vizinha, onde o pediculo secundario estara completo em torno de nove dias
(ALMEIDA et al., 2004). Nesse estudo, o periodo de observacgéao final dos retalhos
cutaneos randomizados foi estabelecido no 7°. dia de pds-operatério, tendo em vista
que, nessa data, ja esta bem definida a eventual area de necrose, além do processo
de angiogénese e formacdo de neovascularizagcdo, a partir do leito receptor e da
area perimetral ja estarem instaladas (ALMEIDA et al., 2004). O acompanhamento
diario dos animais nao evidenciou qualquer comprometimento da ferida operatoria.

Paiva et al. (1998) utilizaram o Oleo-resina de Copaifera langsdorffii, em
doses de 100, 200 e 400mg/kg de peso corporal, em ratos, comparando com a
cimetidina, em lesdes gastricas ocasionadas por etanol, indometacina e estresse. O
Oleo-resina de copaiba foi utilizado sob forma de suspensao aquosa, tendo como
veiculo de suspensdo o Tween 80, a 2%, em agua destilada. Essas doses foram
baseadas em um estudo experimental preliminar, sendo administradas por via oral
ou intraduodenal, em um volume de 10ml/kg, onde o grupo controle recebeu o

mesmo volume de Tween 80. Nesse estudo foi observada uma redugao da area
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lesada (em mm?) com o uso do dleo-resina de copaiba, em relagdo a cimetidina,
para os casos induzidos por etananol, como seguem: (copaiba 100 — 6,49 % 0,95;
copaiba 200 — 4,78 + 1,51; copaiba 400 — 0,57 + 0,37; cimetidina 100 — 12,12 %
4,55). Para os casos induzidos por indometacina (copaiba 100 — 19,67 = 1,65;
copaiba 200 — 10,50 * 2,77; copaiba 400 — 5,00 £ 0,77; cimetidina 100 — 23,83 %
1,56/scores da ulcera); Para os casos de ulcera por estresse (copaiba 100 — 20,00 +
3,78; copaiba 200 — 6,00 £ 1,22; copaiba 400 — 3,40 + 2,23; cimetidina 100 — 2,80 +
2,13/ scores da ulcera). Assim, os autores concluiram que o Oleo-resina de
Copaifera langsdorffii € um agente gastroprotetor efetivo.

O fracasso na perfusdao microvascular seguindo o processo de isquemia-
reperfusdo parece estar associado a infiltracdo de células inflamatdrias, exacerbado
pela interagdo dos leucdcitos com as células do endotélio e, liberagdo de
mediadores inflamatorios. Os neutrofilos ativados, aderidos ao endotélio
microvascular, podem secretar a enzima mieloperoxidase e favorecer a formacéao de
espécies reativas de oxigénio, com subsequente lesdo tecidual. Uma vez que, o
radical do oxigénio iniciou a peroxidacdo lipidica e a lesdo protéica, isso pode
explicar a fungéo celular prejudicada; bem como, a necrose associada a reperfusao.
Foi demonstrado que, durante a reperfusdo, o oxigénio molecular reage com a
xantina oxidase e hipoxantina, produzindo radicais livres de oxigénio (PAIVA et al.,
2004).

Paiva et al. (2004) utilizaram o O6leo-resina de Copaifera langsdorffii, em
concentragbes de 200 e 400mg/kg de peso corporal, tendo como veiculo de
suspensao o Tween 80, a 2%, em agua destilada, em ratos WISTAR, machos,
pesando entre 180 a 200g, administrados por via oral (15 e 2 horas antes) e via retal
(2 horas antes), em colite induzida por acido acético, em um volume de 01ml.
Observaram os seguintes resultados por score da lesdo: grupo controle (8,67 *
0,33), via retal( copaiba 200 — 3,60 + 0,24; copaiba 400 — 2,50 + 0,57), via
oral(copaiba 200 - 5,80 + 0,49; copaiba 400 — 5,40 £ 0,24). Observaram, ainda que,
nessas concentragbes, o Oleo-resina de copaiba reduzia os niveis de
mieloperoxidase e malonaldeido nos tecidos da colite induzida por acido acético.
Tendo em vista que, a mieloperoxidase , uma enzima heme,abundante e liberada de
granulos oriundos da ativagédo de neutrofilos pelo estimulo inflamatério que, catalisa
a formagcdo de um numero de espécies reativas, € um marcador bioquimico da

infiltracdo dos neutroéfilos nos tecidos lesados. A redugao da atividade dessa enzima
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pode ser interpretada como uma manifestacdo de acdo anti-inflamatéria, de um
composto administrado. Entretanto, sendo o malonaldeido um indicador da
peroxidagao lipidica, os autores acima concluiram que, nessas concentragdes, 0
oleo-resina de Copaifera langsdorffii apresenta agdes anti-inflamatoria, anti-oxidante
e anti-lipoperoxidativa em seu experimento.

O Oleo-resina de copaiba, em relativas altas doses, > 1,6g/kg de peso
corporal, pode causar diarréia. Porém, em administracdo, por via oral, em ratos,
acima de 5g/kg de peso corporal, ndo ocasionou a morte dos mesmos (PAIVA et al.,
2004a, 2004b). Assim, a opgao da utilizacdo dessas concentragdes do 6leo-resina
da Copaifera langsdorffi nesse experimento, € baseada nesses trabalhos de Paiva
et al. (2004a, 2004b).

Resumindo, o delineamento experimental levou em consideracdo os
seguintes fatores:

O retalho cutaneo randomizado do dorso de rato foi baseado na publicagao
de McFarlane (1965) e modificado por Sarifakioglu et al. (2004), sendo um retalho
retangular, de base caudal e medindo 8 X 2,5cm.

O tempo compreendendo a isquemia e reperfusdo, assim como, o periodo de
estabilizacdo da necrose foi de 7 dias pds-operatério, baseado no trabalho de
Sarifakioglu et al. (2004).

A utilizacdo do Tween 80 como diluente do dleo-resina da copaiba, assim
como, as doses desse diluente, bem como, as doses da copaiba utilizadas nesse
experimento foram baseados nos trabalhos de Paiva et al. (1998, 2004a, 2004b).

Para validar o modelo de isquemia-reperfusdo no presente estudo, foi
realizada uma anadlise estatistica, comparando-se o grupo controle salina com os
demais grupos e dosados as concentracbes de malonaldeido, glutationa e
mieloperoxidase nos tecidos e malonaldeido e glutationa no sangue.

Para afastar a possibilidade de que o diluente empregado nesse estudo
pudesse interferir no que diz respeito a potencializar o efeito do dleo-resina da
copaiba, o mesmo foi utilizado em um grupo individualizado (GCV).

Uma das técnicas mais utilizadas para se avaliar a oxidagao de lipides é o
teste do malondialdeido (MDA). O MDA é um dialdeido formado como um produto
secundario durante a oxidagédo de acidos graxos poliinsaturados por cisdo beta dos
AGPI peroxidados, principalmente o acido araquiddnico. E volatil, possui baixo peso

molecular (C3H402, P.M. = 72,07), tem uma cadeia curta 1,3-dicarbonil e € um
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acido moderadamente fraco (pKa = 4,46). Em condi¢cbes apropriadas de incubacéao
(meio acido e aquecimento), reage eficientemente com uma variedade de agentes
nucleofilicos para produzir cromégenos com alta absortividade molar no espectro
visivel. O teste padrdo, introduzido por Kohn e Liversedge, em 1944, é bastante
popular porque é simples e rapido, porém inespecifico. Consiste na medida de um
cromoégeno réseo formado pela reagdo do MDA com duas moléculas de acido
tiobarbiturico, em meio acido e alta temperatura. Essa reacdo, chamada de “teste
das substancias reativas com acido tiobarbituarico (TBARS)”, representa multiplos
métodos que utilizam o TBA, formando o complexo MDA:TBA (1:2),
C11H8N4S204.H20 (P.M.=342,35), que tem absorcdo maxima em 532 nm e
apresenta fluorescéncia (lexc = 515 nm e lem = 553 nm). A avaliagdo do MDA pelo
teste com TBA nao é especifica, pois muitas outras substancias que ocorrem em
materiais biolégicos também reagem com o TBA (LIMA; ABDALLA, 2001).

Nesse estudo ndao foram encontradas diferengas significantes nas
concentragbes plasmaticas de TBARS comparando-se os grupos Controle Salino
(GCS) e Controle Veiculo (GCV) (Tabela 1, Figura 11), sugerindo que o Tween 80
nao apresenta acao protetora no que diz respeito a peroxidacéao lipidica. Quando se
comparam os grupos tratados com solugdo salina e 200mg de Oleo-resina de
copaiba, também, ndo se observam diferengas significantes no plasma. Isso sugere
que, nessa concentragdo, a copaiba ndo manifestou efeito protetor quanto a
lipoperoxidagao (Tabela 2, Figura 12). No entanto, houve aumento significante nas
concentragdes plasmaticas de TBARS no GT400 no tempo T168, comparado ao
respectivo controle (GCS) (Tabela 3, Figura 13). Isso faz sugerir uma possivel agao
pré-oxidante da copaiba, quando se aumenta a concentragdo e em um tempo
posterior.

Todavia, ndo foram encontradas diferengas significantes nas concentragdes
plasmaticas de TBARS comparando-se os grupos Controle Veiculo (GCV) e Teste1
(GT200) (Tabela 4, Figura 14). Essa comparagao contribui com a observagao que,
nessa concentracdo, o dleo-resina de copaiba nao atuou como anti-lipoperoxidativo.
Por outro lado, ao se comparar o grupo controle veiculo com o grupo teste 400,
observa-se aumento significante nas concentragbes plasmaticas de TBARS no
GT400 nos tempos T24 e T168, corroborando com a idéia que, aumentando a
concentracdo do Oleo-resina de copaiba, o mesmo funciona como proé-oxidante,

aumentando a peroxidacao lipidica (Tabela 5, Figura 15).
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No entanto, ndao foram encontradas diferencas significantes nas
concentragbes teciduais de TBARS comparando-se os grupos Controle Salino
(GCS) e Controle Veiculo (GCV) (Tabela 11, Figura 21), fato semelhante ocorrido no
plasma, corroborando com a idéia de que o Tween 80 ndo age como anti-
lipoperoxidativo e conseqlientemente, ndo comprometendo a avaliacdo do O6leo-
resina de copaiba, nesse estudo. Porém, houve diminuicdo significante nas
concentragbes teciduais de TBARS, no T24 comparando-se os grupos Controle
Salino (GCS) e Teste1 (GT200) (Tabela 12, Figura 22), evidenciando que, no tecido,
o 6leo-resina de copaiba agiu como anti-oxidante, diminuindo a peroxidagao lipidica,
em fase inicial do experimento, o que nao ocorreu no plasma. De forma semelhante,
Houve diminuicdo significante nas concentragdes teciduais de TBARS , no T24
comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Teste2 (GT400) (Tabela 13,
Figura 23). Observa-se, portanto que, aumentado a dose, o 6leo-resina de copaiba
manteve a agao anti-oxidante no tecido, na fase inicial do experimento.

Ainda assim, ao se comparar o Tween 80 com o Oleo-resina de copaiba na
concentragdo de 200mg, houve diminui¢do significante nas concentragdes teciduais
de TBARS, no T24 (Tabela 14, Figura 24), fato semelhante quando comparado a
solugcdo salina, reforcando a idéia de que no tecido, a copaiba age de forma
protetora diante da peroxidagao lipidica, exibindo agao anti-oxidante. Porém, quando
se compara o grupo controle veiculo com o 6leo-resina de copaiba em concentragéo
de 400mg, observa-se aumento do TBARS no tecido, no T168 (Tabela 15, Figura
25). Isso faz crer que, o efeito anti-oxidante da copaiba, no tecido, ndo se mantém
nas 168 horas, sendo semelhante ao encontrado no plasma.

Aydogan et al. (2006) avaliaram os efeitos do acido caféico em retalhos
cutédneos de rato, medindo 10 X 3cm, de base caudal, onde os 18 ratos foram
distribuidos em trés grupos: o grupo controle, o grupo etanol (solvente para o acido
caféico) e o grupo com acido caféico (cape). Os autores encontraram os seguintes
resultados: MDA (nmol/g tissue) (Controle: 70.91+0.88 — Etanol:72.41+1.24 —
CAPE:56.07+1.24), evidenciando, assim, um efeito anti-oxidante do acido caféico.

Abla et al. (2005) utilizaram 28 ratos machos adultos Wistar-EPM distribuidos,
ao acaso, em dois grupos de 14 animais, utilizando retalho cutaneo, medindo 10 X
4cm. Os ratos do grupo controle (CG) receberam agua destilada e os animais do
grupo Acetilcisteina (NACG) receberam NAC (300 mg/kg) por infusdo oral, 15

minutos antes da elevacdo do retalho. No sétimo dia de pds-operatério, a
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porcentagem de necrose distal foi determinada e amostras de pele colhidas para
permitir a determinagao dos niveis de MDA. Os autores encontraram os seguintes
resultados: concentragcbes de MDA (nglml) da area de pele normal do retalho
cutaneo de rato no 7°. dia de pds-operatorio:Grupo Controle (Média:2038 ; Grupo
com Acetilcisteina: 935) e concentragdes de MDA (ngiml) da area de transigédo entre
pele normal e area de necrose do retalho cutdneo de rato no 7°. dia de pos-
operatorio:Grupo Controle (Média:1235 ; Grupo com Acetilcisteina: 2346. Os
autores justificam que, altos niveis de malonaldeido ndo necessariamente levam a
morte celular, porém, sdo provenientes de restos ilesos de tidis protéicos. Esses
resultados mantém certa relagdo com o presente estudo, tendo em vista que, houve
aumento do MDA na area de transicao entre a pele normal e a area de necrose,
correspondendo a area utilizada para analise laboratorial do estudo em questéo.

De Freitas et al. (2002) utilizaram 8 ratos Wistar, com peso entre 300 - 400g,
sendo confeccionados 2 retalhos epigastricos por animal (controle e experimento),
um deles submetido a 16h de isquemia (RI) seguida de 45 min de reperfusdo (RR) e
o outro controle (RC). Foram colhidas 3 biopsias de pele dos retalhos (RC, RI, RR) e
encaminhadas para dosagem de MDA e XO. As medianas das concentragdes
tissulares de malonildialdeido- MDA em retalhos cutaneos controles (RC),
isquémicos (RI) e reperfundidos (RR) de 8 ratos estudados foram conforme
resultados a seguir: retalho controle =34,50 (16.0 — 73,0); retalho isquémico -
54,35 (21,8 — 90,0); retalho reperfundido= 84,25 (47,8 — 115,0). A analise bioquimica
mostrou aumento significante dos niveis teciduais de MDA apds a reperfusdao em
relacdo aos retalhos controles. Os autores concluiram que: o aumento de MDA,
apos a reperfusdo nos retalhos reperfundidos, sugere que a lipoperoxidagdo de
membranas foi mais intensa ao final deste periodo e houve tendéncia ao aumento
da lipoperoxidagdo apds a isquemia e que os retalhos epigastricos de ratos
submetidos a 16h de isquemia e 45min de reperfusdo apresentam elevacdo dos
niveis teciduais de MDA caracterizando a lipoperoxidacido da membrana celular.

A glutationa, um tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existe no
organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou
indiretamente em muitos processos biolégicos importantes, incluindo a sintese de
proteinas, metabolismo e protecéo celular. A resisténcia de muitas células contra o
estresse oxidativo esta associada com elevados niveis intracelulares de glutationa

em sua forma reduzida. O estresse oxidativo pode causar mudangas no estado
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redox da glutationa aumentando a liberagcdo de glutationa oxidada (dissulfeto) no
organismo. Assim, alguns estudos tém direcionado o interesse no monitoramento de
glutationa em amostras biolégicas com o propdsito de se estudar a patologia de
algumas doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Atualmente existem diferentes
métodos analiticos utilizados na determinacdo de glutationa procurando
correlacionar os niveis desse importante tripeptideo e enzimas que fazem parte
deste ciclo metabdlico com o sistema antioxidante. Na avaliagdo do estresse
oxidativo pode-se estudar as variacbes das concentragdes das principais enzimas e
substratos do ciclo catalitico da glutationa, porém esta ndo € uma tarefa simples,
devido ao fato de haver muitas interagbes quimicas entre estas espécies. Um dos
papéis do ciclo redox da glutationa e enzimas que compde seu metabolismo € o de
manter os niveis de hidroperoxidos lipidicos a niveis controlados, para evitar danos
celulares provenientes do ataque desses radicais (ROVER JUNIOR et al., 2001).

A glutationa reduzida € o tiol de baixo peso molecular mais abundante
presente, em virtualmente, todos os sistemas celulares dos mamiferos. A
versatilidade de suas propriedades quimicas faz com que ela sirva como um redutor
eficiente, através da interacdo com numerosos componentes oxidantes como *O2- ,
H202 e *OH. (ANDRADE JUNIOR et al., 2005). O nucleo do residuo cistenilglicina
da glutationa esta envolvido na sua fungdo como antioxidante, mais especificamente
como um redutor intracelular, sendo capaz, por exemplo, de reagir com um elétron
nao pareado de um radical livre, formando um radical GS-:, que produz, por
dimerizagdo, o GSSG (glutationa oxidada). O GSSG é, entdo, reduzido pela
glutationa redutase, regenerando o GSH, num processo a custa de NADPH. A
glutationa redutase, que regenera o GSH tem o NADPH como substrato. O figado
sintetiza o GSH, mas o GSH ingerido pode ser absorvido intacto, no intestino
delgado, sendo transportado, aumentando o GSH plasmatico. O processo pelo qual
a glutationa detoxifica hidroperoxidos é o seguinte:

2 GSH + ROOH:- — GSSG + ROH + H20

Entre as fungcbes do GSH, na protecédo contra a peroxidacéao lipidica, podem
ocorrer trés reagdes. Primeiro, o GSH é usado como substrato pela glutationa
peroxidase, na eliminagao de peroxidos. Segundo, o GSH reduz a forma oxidada da
vitamina C, que assim pode atuar, mantendo a vitamina E na sua forma reduzida e

funcional. Finalmente, o GSH pode, através da glutationa-S-transferase, detoxificar
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aldeidos reativos (como o malondialdeido) que sao gerados durante a peroxidagao
lipidica. (JORDAO JUNIOR et al., 1998).

No presente estudo houve aumento significante das concentragdes
plasmaticas de GSH no GCV, comparado ao GCS, nos tempos T24 e T48 (Tabela 6,
Figura 16). Esse fato pode refletir uma possivel agcado discreta do Tween 80 como
anti-oxidante, durante a isquemia e reperfusdao dos retalhos cutaneos do
experimento, sem prejudicar o estudo. Entretanto, quando o dleo-resina de copaiba,
na concentragdo de 200mg, é comparado ao controle salino, observa-se aumento
significante da glutationa plasmatica no tempo T48, efeito que ndo se mantém no
T168 (Tabela 7, Figura 17). Ainda assim, quando o Oleo-resina de copaiba, na
concentragdo de 400mg, é comparado ao controle salino, observa-se aumento
significante da glutationa plasmatica nos tempos T24 e T48 (Tabela 8, Figura 18),
evidenciando efeito anti-oxidante da substéncia estudada.

No entanto, quando o 6leo-resina de copaiba, na concentragdo de 200mg, é
comparado ao controle veiculo, ha um aumento significante da concentragdo de
GSH no plasma, em todos os tempos estudados (Tabela 9, Figura 19), onde o
grande aumento pode ser devido a associagao dos efeitos anti-oxidantes da copaiba
com os do Tween 80. Ainda assim, quando o Oleo-resina de copaiba, na
concentragdo de 400mg, € comparado ao controle veiculo, ha um aumento
significante da concentracdo de GSH no plasma, em todos os tempos estudados
(Tabela 10, Figura 20), evidenciando, também, nessa concentracdo, a atividade anti-
oxidante da copaiba.

Todavia, ndo foram encontradas diferengas significantes nas concentragdes
teciduais de GSH comparando-se os grupos Controle Salino (GCS) e Controle
Veiculo (GCV) (Tabela 16, Figura 26). Nesse caso, ndo se observa nos tecidos
atividade anti-oxidante do Tween 80, como demonstrada no plasma. No entanto,
quando comparado o oleo-resina de copaiba, na concentragdo de 200mg, com o
controle salino, ndo se observa aumento significativo nas concentragbes de
glutationa nos tecidos, efeito inverso ao encontrado no plasma, ndo demonstrando
aqui atividade anti-oxidante (Tabela 17, Figura 27). Porém, quando comparado o
oleo-resina de copaiba, na concentragdo de 400mg, com o controle salino, observa-
se aumento significativo das concentragdes de glutationa nos tecidos, em todos os
tempos estudados, fazendo crer que, no tecido, a atividade anti-oxidante esta

relacionada com a dose administrada (Tabela 18, Figura 28).
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Nao obstante, quando comparado o dleo-resina de copaiba, na concentracéo
de 200mg, com o controle veiculo, ndo foi observado aumento significante das
concentragbes teciduais de glutationa (Tabela 19, Figura 29). Porém, quando
comparado o 6leo-resina de copaiba, na concentracdo de 400mg, com o controle
veiculo, houve aumento significante nas concentragdes teciduais de GSH no tempo
T24, corroborando com a idéia de que no tecido, a atividade anti-oxidante da
copaiba esté relacionada com a dose administrada (Tabela 20, Figura 30).

Aydogan et al. (2006) avaliaram os efeitos do acido caféico em retalhos
cutédneos de rato, medindo 10 X 3cm, de base caudal, onde os 18 ratos foram
distribuidos em trés grupos: o grupo controle, o grupo etanol (solvente para o acido
caféico) e o grupo com acido caféico (cape). Os autores encontraram os seguintes
resultados para a glutationa nos tecidos: GSH(nmol/g tissue) Controle: 1.691£0.18 —
Etanol:1.49+0.14 — CAPE:5.24+0.22). Observa-se que esses resultados mantém
uma relacdo com o presente estudo, no que diz respeito ao aumento dos niveis
teciduais de GSH.

A mieloperoxidase é uma enzima hematica, especifica dos granulos
azurdfilos. E a Unica da sua espécie que tem duas atividades, sendo a de
peroxidase e outra de clorinagdo. Durante a reacdo com o H202, a mieloperoxidase
férrica é oxidada ao composto |, caracterizado por um estado radicalar. Quando a
mesma atua como uma peroxidase, o composto | é reduzido de volta a forma de
mieloperoxidase férrica, através de duas oxidacbes monoeletrénicas, com a doagao
de um elétron, para a formacao de um estado intermediario ndo radicalar da enzima
(composto Il). Os doadores de elétrons, geralmente, a tirosina, ascorbato, urato,
etc..., sdo oxidados em radicais intermediarios, os quais podem-se difundir e gerar
novas especies ativas. O nitrito esta envolvido no ciclo de peroxidagdo da atividade
da mieloperoxidase, com a liberagdo de espécies reativas de nitrogénio, podendo
lesar as proteinas e constituintes celulares. Por outro lado, além da atividade de
peroxidagao, a unica caracteristica da mieloperoxidase consiste em sua capacidade
em oxidar ions, principalmente anions cloridricos. O ion cloridrico € transformado,
passo-a-passo, através de oxidacdes dieletrbnicas em um oxidante potente, o acido
hipocloroso (CIOH), o qual tem um importante papel como antimicrobiano e, participa
de ambas as reagdes de oxidacao e clorinagdo. Devido a sua importante atividade

enzimatica, a mieloperoxidase é mais e mais considerada como um marcador da
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ativacdo e degranulacdo dos neutréfilos de um grande numero de afecgdes. Em
inflamacado aguda e crbnica, quando os neutréfilos sdao estimulados por varios
mediadores ou durante a fagocitose, eles produzem espécies reativas de oxigénio e
liberam a mieloperoxidase, exercendo uma atividade oxidante em células e tecidos
vizinhos (THIERRY et al., 2007).

Entretanto, nesse estudo, houve aumento significante das concentracdes
teciduais de MPO nos tempos T24 e T48 no GCV, comparado ao GCS (Tabela 21,
Figura 31), sugerindo uma atividade pro-inflamatéria do Tween 80 nesse
experimento. Quanto ao grupo controle salina, a atividade inflamatéria aumenta no
tempo T168, com maior elevagdo da concentracao de mieloperoxidase (Tabela 21,
Figura 31).

Quando se compara o 6leo-resina de copaiba, em concentragbes de 200mg,
com o grupo controle salina, observa-se uma diminuigcdo significante das
concentragcbes de mieloperoxidase nos tecidos, no tempo T168, evidenciando
atividade anti-inflamatodria do oleo-resina de copaiba (Tabela 22, Figura 32).

.Resultado semelhante é observado, quando se compara o dOleo-resina de
copaiba em concentragdo de 400mg, com o grupo controle salina; onde a diminuigéo
significante das concentrag¢des teciduais de mieloperoxidase acontece, também, no
tempo T168, evidenciando agdo anti-inflamatéria tardia, ndo dependendo das doses
que foram empregadas nesse experimento (Tabela 23, Figura 33).

Todavia, quando se compara o 6leo-resina de copaiba em concentracdo de
200mg, com o grupo controle veiculo, observa-se uma diminui¢cao significante das
concentracdes teciduais de mieloperoxidase no tempo T24, evidenciando uma agao
anti-inflamatéria na fase inicial (Tabela 24, Figura 34). Entretanto, houve diminuigéo
significante da MPO no T48 (1,92 £ 0,27) comparado ao T24 (3,80 £ 0,10) e no T168
(1,72 £ 0,26) comparado ao T24 (3,80 £+ 0,10), no GCV (Tabela 24, Figura 34),
sugerindo que o processo inflamatorio pode ocorrer ao longo do tempo do estudo.

Nao obstante, quando se compara o dleo-resina de copaiba em concentracio
de 400mg, com o grupo controle veiculo, observa-se uma diminuigdo significante
das concentragdes teciduais de mieloperoxidase no tempo T24 (Tabela 25, Figura
35), evidenciando-se agao anti-inflamatoria na fase inicial do experimento, nao
dependendo das doses empregadas nesse estudo. Ainda assim, Houve diminuigéo
significante da MPO no T48 (1,92 £ 0,27) comparado ao T24 (3,80 £ 0,10) e no T168
(1,72 £ 0,26) comparado ao T24 (3,80 £+ 0,10), no GCV (Tabela 25, Figura 35),



79

também, sugerindo atividade inflamatéria durante o longo do tempo empregado no
estudo. Nesse caso, € observado que o efeito anti-inflamatoério do éleo-resina de
copaiba se mantém, quando se aumenta a dose do mesmo.

Paiva et al. (2004b) utilizaram o Oleo-resina de Copaifera langsdorffii, em
concentragbes de 200 e 400mg/kg de peso corporal, tendo como veiculo de
suspensao o Tween 80, a 2%, em agua destilada, em ratos WISTAR, machos,
pesando entre 180 a 240g, administrados por via oral (24,12 e 2 horas antes), em
isquemia-reperfusdo intestinal, onde foram dosados,dentre outros, a
mieloperoxidase e malonaldeido, tendo sido obtidos os seguintes resultados nos
tecidos: para mieloperoxidase (grupo sham - 0,068 + 0,012; grupo veiculo — 0,297 +
0,029; copaiba 200 - 0,256 % 0,026; copaiba 400 — 0,221 + 0,017); para o
malonaldeido (grupo sham - 0,082 + 0,010; grupo veiculo — 0,212 £ 0,089; copaiba
200 - 0,260 £ 0,006; copaiba 400 — 0,050 + 0,009). Foi, entado, concluido que o dleo-
resina de copaiba reduziu a mieloperoxidase, evidenciando ag¢ao anti-inflamataria, ja
mostrada no experimento com a colite induzida por acido acético e, reduziu,
também, os niveis de malonaldeido, exibindo acdo anti-lipoperoxidativa; bem como,
aumentou os niveis de glutationa nos tecidos, mostrando agao anti-oxidante. Assim,
o trabalho de Paiva et al. (2004b) mantém uma relagao de resultados semelhantes
com o presente estudo, embora os modelos experimentais sejam diferentes.

Finalmente, pode ser afirmado que, a lesdo causada pela isquemia-
reperfusdo € complexa, havendo necessidade da utilizacdo de substancias capazes
de aumentar a resisténcia dos tecidos a esse fendbmeno, diminuindo a producao e
neutralizando a acg&o dos radicais livres. As substancias utilizadas no presente
experimento necessitam de estudos adicionais, com o intuito de definir sua aplicagao
em seres humanos e, com isso, diminuir a necrose dos retalhos cutaneos, efeito

sobremaneira almejado pela cirurgia plastica.
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6 CONCLUSAO

O Odleo-resina de copaiba apresenta discreta acédo anti-lipoperoxidativa,
porém, intensa acao anti-oxidante e atividade anti-inflamatdria, durante a isquemia e

reperfusdo de retalho cutdneo randomizado.
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APENDICE A — Peso dos animais

Grupo Controle Salina (GGS)

T24 T48 T168
184 240 245
200 265 210
185 300 230
230 265 295
220 275 275
215 240 265

Grupo Controle Veiculo (GGV)

T24 T48 T168
180 210 218
180 185 225
206 220 208
175 220 210
240 200 235
220 216 225

Grupo Teste 200 (GT200)

T24 T48 T168
210 235 210
210 210 210
215 235 220
235 220 215
215 230 215
210 225 225

Grupo Teste 400 (GT400)

T24 T48 T168
212 196 208
190 218 190
221 159 205
190 191 205
197 185 176

181 202 204




APENDICE B - Dados brutos (1)

TECIDO: TBARS

Grupo Controle 1: Grupo GCS

PLASMA: TBARS

Grupo Controle 1: Grupo GCS

GCS_T24 GCS T48 GCS_T168
0,0212 0,0145 0,0096
0,0324 0,0308 0,0369
0,0585 0,0963 0,0140
0,0443 0,0031 0,0235
0,0092 0,0192 0,0464
0,0849 0,0019 0,0260

TECIDO: TBARS

GCV_T24 GCV_T48 GCV_T168
0,119 0,062 0,038
0,011 0,064 0,039
0,100 0,072 0,070
0,102 0,073 0,071
0,176 0,026 0,035
0,179 0,027 0,036

Grupo Controle 2: Grupo GCV

PLASMA: TBARS

Grupo Controle 2: Grupo GCV

GCV T24 GCV T48 GCV T168
0,0282 0,0072 0,0053
0,0051 0,006 0,0066
0,0309 0,0484 0,0495
0,1667 0,051 0,0041
0,0153 0,0128 0,0114
0,0126 0,011 0,0113

GT200 T24 GT200 T48 GT200 T168

TECIDO: TBARS

0,043
0,044
0,044
0,045
0,036
0,037

0,061
0,062
0,060
0,061
0,058
0,059

0,036
0,037
0,041
0,077
0,075
0,014

Grupo Teste 1 GT200mg

PLASMA: TBARS

GT200 T24 GT200 T48 GT200 T168

Grupo Teste 1 GT200mg

0,0046
0,0070
0,0046
0,0043
0,0080
0,0078

0,0111
0,0110
0,0083
0,0081
0,0134
0,0130

0,0085
0,0082
0,0045
0,0043
0,0380
0,0390

GT400 T24 GT400 T48 GT400 T168

TECIDO: TBARS

0,0147
0,0963
0,0982

0,085
0,0862
0,0718

0,0711
0,0793
0,0803
0,0426

0,044
0,0282

0,0289
0,0676
0,0685
0,0555
0,0566
0,0546

Grupo Teste 2 GT400mg

PLASMA: TBARS

GT400 T24 GT400 T48 GT400 T168

Grupo Teste 2 GT400mg

0,0109
0,0145
0,0120
0,0121
0,0120
0,0124

0,0134
0,0132
0,0076
0,0083
0,0112
0,0066

0,0323
0,0328
0,1010
0,1010
0,0270
0,0217

GT400 T24 GT400 T48 GT400 T168

0,0540
0,1066
0,1079
0,0883
0,0876
0,0494

0,0507
0,0555
0,0562
0,0804
0,0814
0,1224

0,1237
0,0906
0,0903
0,1033
0,1047
0,0925




DADOS BRUTOS (2)

PLASMA: GSH
Grupo Controle 1: Grupo GCS
GCV 724 GCV 748 GCV T168
3,253 3,013 6,747
2,817 3,190 7,037
2,867 3,043 5,147
4,547 2,770 6,713
4,773 2,673 4,050
4,400 4,047 6,613
PLASMA: GSH

Grupo Controle 2: Grupo GCV

GT200 T24 GT200 T48 GT200 T168

TECIDO: GSH
Grupo Controle 1: Grupo GCS
GCS T24 GCS _T48 GCS _T168
4,613 3,660 6,730
6,323 5,307 4177
6,373 4,433 5,743
6,537 7,020 7,667
7,520 3,577 7,390
7,457 4,547 6,123
TECIDO: GSH
Grupo Controle 2: Grupo GCV
GCV_T24 GCV_T48 GCV_T168
5,437 4,823 5,290
5,470 5,517 5,323
4,303 7,033 5,463
4,563 7,070 5,193
5,470 10,493 21,463
5,453 10,560 23,147
TECIDO: GSH

Grupo Teste 1 GT200mg

10,833 13,847 6,907
11,503 12,180 7,083
8,550 15,218 6,003
8,847 11,963 4,513
8,467 15,213 7,750
10,817 7,180 7,297
PLASMA: GSH

GT200 T24 GT200 T48 GT200 T168

Grupo Teste 1 GT200mg

GT400 T24 GT400 T48 GT400 T168

6,943 11,700 8,313
7,827 10,413 9,330
6,017 16,600 47,577
6,083 16,733 45,263
17,770 3,823 33,280
6,943 14,617 33,767
TECIDO: GSH

Grupo Teste 2 GT400mg

24,777 25,200 34,380

25,590 24,263 30,567

20,660 25,393 24,127

22,583 25,497 27,107

20,870 27,333 21,030

21,013 26,040 22,630
PLASMA: GSH

GT400 T24 GT400 T48 GT400 T168

Grupo Teste 2 GT400mg

29,643
10,063
32,570
32,713
17,750
19,413

28,270
19,803
27,283
26,833
21,090
21,403

23,680
24,167
20,833
22,613
21,180
21,467

GT400 T24 GT400 T48 GT400 T168

20,143
20,547
19,637
19,723
18,687
18,990

20,530
20,643
34,523
32,957
15,583
15,713

11,320
11,690
11,513
16,117
14,743
18,083




DADOS BRUTOS (3)

TECIDO: MPO

Grupo Controle 1: Grupo GCS

GCS T24 GCS T48 GCS_T168

0,502 0,850 3,482

0,371 0,752 5,511

0,626 0,690 2,825

0,928 0,764 3,529

0,824 0,595 4,486

0,9281 0,6028 5,1755
TECIDO: MPO

Grupo Controle 2: Grupo GCV

GCV T24 GCV _T48 GCV _T168

3,347 2,445 2,114

3,863 2,541 2,338

3,662 2,517 2,424

3,938 1,658 1,283

3,986 1,062 1,194

4,0044 1,3084 0,9798
TECIDO: MPO

Grupo Teste 1 GT200mg

GT200_T24 GT200_T48 GT200_T168

0,042 0,805 0,136
0,183 0,108 0,134
0,153 0,078 0,127
0,154 0,043 0,129
0,135 0,241 0,190
0,1197 0,7332 0,1867
TECIDO: MPO

Grupo Teste 2 GT400mg

GT400_T24 GT400_T48 GT400_T168

0,1356 0,2380 0,0902
0,1336 0,0398 0,0943
0,1268 0,0438 0,0889
0,1292 0,0469 0,0658
0,1897 0,3104 0,0762

0,1867 0,2636 0,7888
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ANEXO A — Componentes do 6leo de copaiba

No. Sesquiterpeno

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24
S25
S26
S27
S28
S29
S30
S31
S32
S33
S34
S35
S36
S37
S38
S39
S40
S50
S51
S52
S563

Alo-Aromadendreno
Ar-Curcumeno
a-Bergamoteno
B-Bergamoteno
Biciclogermacreno
B-Bisaboleno
B-Bisabolol
a-Bourbouneno
Cadaleno
Cadineno
a-Cadineno
0-Cadineno
y-Cadineno
a-Cadinol
Calameneno
Calareno
Cariofileno
B-Cariofileno
a-Cariofilenol
Cedrol
a-Cedreno
Cipereno
Copaeno
a-Copaeno,
B-Copaeno
Cubebeno
a-Cubebeno
B-Cubebeno
1,5-Dimetil-8-isopropilciclodeca-1,4-dien-8-ol
a-Elemeno
B-Elemeno
0-Elemeno
y-Elemeno
B-Farneseno
trans-B-Farneseno
Fonenol
Germacreno B
Germacreno D
a-Guaieno
B-Guaieno
y-Guaieno
Guaiol
a-Gurjuneno
Himacheleno
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S54
S55
S56
S&57
S58
S59
S60
S61
S62
S63
S64
S65
S66
S67
S68
S69
S70
S71
S72

Humuleno
a-Humuleno
B-Humuleno
y-Humuleno

Ledol

Longicicleno
Longifoleno
Longipineno
a-Multijugenol
t-Muurolol
a-Muuroleno
y-Muuroleno

Oxido de cariofileno
a-Selineno
B-Selineno
B-Sesquifelandreno
Veridiflorol
B-Vetiveneno
a-Ylangene

Tabela. Diterpenos encontrados nos 6leos de copaiba (VEIGA-JUNIOR;
PINTO,2002)

No. Constituintes Referéncias

Cauranos

D1 Acido ent-16-B-caurano-19-éico

D2 Acido ent-caura-16-eno-19-6ico

Clerodanos

D3 Acido 3,13-clerodadieno-15,16-olideo-18-dico (Acido patagdnico)

D4 Acido 3-clerodeno-15,18-didico

D5 Acido 13-clerodeno-15,16-olideo-18-6ico

D6 Acido clerodano-15,18-didico

D7 Acido ent-15,16-ep6xi-13(16),14-clerodadieno-18-6ico (Acido
clorechinico)

D8 Acido ent-15,16-ep6xi-3,13(16),14-clerodatrieno-18-6ico (Acido
hardwickiico)

D9 Acido 15,16-ep6xi-7B-acetdxi-3,13(16),14-clerodatrieno-18-6ico 185a,
1902  (Acido 7-acetdxi-hardwickiico; 7a-acetoxibacchotriconeatina D)

D10  Acido 3,13-clerodadieno-15-6ico (Acido colavénico)

D11 3,13-clerodadieno-15-ol (Colavenol)

D12  Acido ent-15,16-epdxi-7B-hidroxi-3,13(16),14-clerodatrieno-18-6ico
(Acido 7-hidréxi-hardwickiico )

D13 ent-(19a)-3,13-clerodadieno-15-ol (cis-colavenol)

D14 ent-neo-4(18), 13-clerodadien-15-ol

Labdanos
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D15
D16
D17
D18
D19
D20

D21
D22
D23
D24

100

Acido 18-hidréxi-8(17), 13-labdadieno-15-6ico (Acido copaiferdlico)
Acido 8(17), 13E-labdadieno-15-6ico (Acido copaiférico)

Acido (13S)-7-labdeno-15-6ico (Acido cativico)
3B-hidroxi-15,16-dinorlabda-8(17)-eno-13-ona

8(17), 13-labdadieno-15-ol

Acido ent-11-hidréxi-labda-8(17), 13-dieno-15-6ico (Acido 11-hidroxi-
copalico) 66d ,

Acido ent-3-hidréxi-labda-8(17),13-dieno-15-6ico

Acido ent-8(17),13-labdadieno-15,19-didico (Acido ent-agatico)
Acido ent-8(17)-labdeno-15-6ico (Acido epertico)

Acido ent-8(17)-labdeno-15,18-didico (Acido eperu-8 (20)-15, 18-didico) D25

Acido ent-15,16-ep6xi-8(17), 13(16),14-labdatrieno-18-dico (Acido

polialtico)

D26 Acido ent-8(17)-13E-labdadieno-15-6ico (Acido copalico)
D27 Acido ent-11-acetoxi-8(17)-13E-labdadieno-15-6ico (Acido 11-acetodxi-

copalico)

Quadro 1 — Sesquiterpenos, dipertenos e demais componentes ja detectados em
Oleos de copaiba (VEIGA-JUNIOR; PINTO,2002)



ANEXO B — Estudos experimentais

101

Autor(es)

Drogas Estudadas

Schanaider et al. , 1999 Manitol
Biondo-Simoes et al., 2000 Buflomedil
Acevedo-Bogado et al.,2002 Hialuronidase
Souza Filho et al., 2002 Ginkgo Biloba
Ghavami,A.;Nutt,M.P.; Aspirina
Hardy, S. P.; 2002

Huemer et al., 2002 Oxido Nitrico

Mc Donald et al., 2004

Zhang et al., 2003
Lineaweaver et al., 2004
Meirer et al., 2007

Fator de Crescimento do Endotélio Vascular

Komorowska-Timek et al., 2004 L-Arginina

Atabey et al., 2004 Lidocaina + Epinefrina
Tyner et al., 2004 Propofol

Sarifakioglu et al., 2004 Sildenafil

Hart et al., 2006

De Almeida et al., 2004

Dimetil-Sulféxido

Esteves Junior;Ferreira;
Liebano, 2004

Peptideo Relacionado ao Gene da
Calcitonina

Fonseca et al., 2004

Terazosina e propranolol

Abla et al., 2005

Acetilcisteina

Bittencourt et al., 2005

Minoxidil

Yoshida; de Campos, 2005

Manitol e Vitamina C

Esteves Junior et al., 2005

Cloridrato de Hidralazina

Aydogan et al., 2006

Acido Caféico

Mauad Junior et al., 2006

Buflomedil e Pentoxifilina

Ersoy et al., 2007

Clopidogrel

QUADRO 2 - Drogas utilizadas na prevencgao das lesdes oxidativas em retalhos de

pele randomizados em ratos.



ANEXO C — Parecer de aprovacao do comité de ética em pesquisa

Universidade Federal do Ceara
Comissio de Efica em Pesquisa Animal - CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366-8331 Fax (85) 3366-8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em
experimentacio n° 36/06, sobre o projeto intitulado: “EFEITOS DA
COPAIFERA LANGSDORFFU DESF. NA ISQUEMIA-REPERFUSAO DE
RETALHOS CUTANEQOS RANDOMIZADOS EM RATOS” esta de acordo com
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela
Comissédo de Etica em Pesquisa Animal CEPA em reuniao realizada

em 21 de novembro de 2006.

Fortaleza, 30 de novembro 2006

o
Profa. Dra‘ eatm/ Aok de Anarade-Gunha

Coordenadora da Cofhissdo de Ftica em Pesquisa Animal - CEPA
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