CAPIiTULO 16

OLEO-RESINA DE COPAIBA NAO ALTERA OS
NIVEIS DE AMINOTRANFERASES E ESTEATOSE
HEPATICA EM RATOS SAUDAVEIS

Data de submissédo: 16/08/2023

Gustavo Lima Guilherme
Universidade Federal de Mato Grosso,
Campus, Sinop/MT

Sinop — Mato Grosso
http://lattes.cnpq.br/5184561443685507

Beatriz Alves Arrais de Morais

Universidade Federal de Mato Grosso,
Céampus, Sinop/MT

Sinop — Mato Grosso
http://lattes.cnpq.br/7119763588874949

Fernando Assis Brecho de Freitas

Universidade Federal de Mato Grosso,
Céampus, Sinop/MT

Sinop — Mato Grosso
http://lattes.cnpq.br/4096495716124570

Isabelle Lopes Silva

Universidade Federal de Mato Grosso,
Campus, Sinop/MT

Sinop — Mato Grosso
http://lattes.cnpq.br/1968655927107534

Jéssica Cristine da Silva Garcia
Universidade Federal de Mato Grosso,
Campus, Sinop/MT

Sinop — Mato Grosso
http://lattes.cnpq.br/2839139411980781

Luciana Ortega Telles

Universidade Federal de Mato Grosso,
Campus, Sinop/MT

Data de aceite: 02/10/2023

Sinop — Mato Grosso
http://lattes.cnpq.br/7128053650009682

Marcos Correa Dias

Universidade Federal de Mato Grosso,
Campus, Sinop/MT

Sinop — Mato Grosso
http://lattes.cnpq.br/6197853669797333

Danilo Henrique Aguiar

Universidade Federal de Mato Grosso,
Campus, Sinop/MT

Sinop — Mato Grosso
http://lattes.cnpq.br/6873304665152945

André Ferreira do Nascimento

Universidade Federal de Mato Grosso,
Céampus, Sinop/MT

Sinop — Mato Grosso
http://lattes.cnpq.br/2409963584311546

Gisele Facholi Bomfim

Universidade Federal de Mato Grosso,
Campus, Sinop/MT

Sinop — Mato Grosso
http://lattes.cnpq.br/7128053650009682

Renata de Azevedo Melo Luvizotto
Universidade Federal de Mato Grosso,
Campus, Sinop/MT

Sinop — Mato Grosso
http://lattes.cnpq.br/7346456186010223

A pesquisa em salde: desafios atuais e perspectivas futuras 6

Capitulo 16

179


http://lattes.cnpq.br/7128053650009682

RESUMO: Com funcgéo vital no metabolismo, o figado é uma viscera que participa de
diferentes processos. Sabe-se que o 6leo-resina de copaiba exerce efeitos benéficos no tecido
hepatico de animais com comorbidades, entretanto ainda pouco é estudado em condicoes
normais. Assim, nosso objetivo foi valiar o efeito do 6leo-resina de copaiba sobre os niveis
de aminotransferases, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT),
e esteatose hepatica em animais saudaveis. Ratos Wistar foram casualmente divididos
para receberem dieta padréo (C, n=6) ou dieta padréo e suplementagao com o6leo-resina de
copaiba (C+0, n=6), na dose de 200mg/kg/dia, por oito semanas. Ao final do experimento
foram aferidos o peso corporal, peso das gorduras, peso do figado e coletado tecido
hepéatico e sangue para as analises histolégicas e bioquimicas, respectivamente. A andlise
estatistica foi realizada por meio dos testes t de Student ou Mann-Whitney, com nivel de
significancia de P<0,05. O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Mato Grosso (processo # 23108.100444/2021-84). Nao
houve diferenca no consumo calérico e no peso corporal final entre os grupos, entretanto
0 grupo suplementado com 6éleo-resina de copaiba apresentou menor gordura visceral e,
consequentemente, menor indice de adiposidade. Nao houve diferenga no peso do figado.
Os animais suplementados com 6leo-resina de copaiba ndo apresentaram alteragdo dos
marcadores de lesdo hepética, ALT e AST. Além disso, ndo houve alteracdo nos achados
histolégicos para esteatose e inflamagéao. Concluimos que a suplementacdao com 200 mg/kg
de peso/dia de 6leo-resina de copaiba reduz a gordura corporal e nao influencia os niveis das
aminotransferases hepaticas, AST e ALT, ou a morfologia microscopica do figado de animais
sem comorbidades, sugerindo o uso seguro de desse 6leo-resina.

PALAVRAS-CHAVE: o6leo-resina de copaiba, aminotransferases, esteatose hepatica.

COPAIBA OLEORESIN DOES NOT ALTER AMINOTRANSFERASES LEVELS
AND HEPATIC STEATOSIS IN HEALTHY RATS

ABSTRACT: With a vital role in metabolism, the liver is an organ that participates in various
processes. It is known that copaiba oleoresin has beneficial effects on the liver tissue of
animals with comorbidities; however, it is still understudied on normal rats. We aimed to
evaluate copaiba oleoresin effects on aminotransferases levels, aspartate aminotransferase
(AST), and alanine aminotransferase (ALT), as well as hepatic steatosis in healthy animals.
Wistar rats were randomly divided to receive a standard diet (C, n=6) or a standard diet
with copaiba oleoresin supplementation (C+O, n=6) at a dose of 200mg/kg/day for eight
weeks. At the end of the experiment, body weight, fat weight, liver weight, hepatic tissue,
and blood were collected for histological and biochemical analyses, respectively. Statistical
analysis was performed using Student’s t-tests or Mann-Whitney tests, with a significance
level set at P<0.05. The study protocol was approved by the Ethics Committee for Animal
Use at the Federal University of Mato Grosso (process # 23108.100444/2021-84). There was
no difference in caloric intake and final body weight between the groups; however, the group
supplemented with copaiba oil-resin showed lower visceral fat and consequently, a lower
adiposity index. There was no difference in liver weight. Animals supplemented with copaiba
oleoresin did not exhibit changes in liver injury markers, ALT and AST. Furthermore, there
were no alterations in histological findings related to steatosis and inflammation. We conclude
that copaiba oleoresin supplementation, 200 mg/kg/day, reduces body fat and does not affect
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hepatic aminotransferases levels or the microscopic liver morphology of animals without
comorbidities, suggesting the safe use of this oleoresin.

KEYWORDS: copaiba oleoresin, aminotransferases, hepatic steatosis.Parte superior do
formulario

11 INTRODUGAO

O Brasil se sobressai por abrigar cerca de um terco da flora global, abrangendo
a regido amazobnica, onde encontra-se a maior reserva de substancias naturais com
propriedades fitoterapicas (SANTOS et al., 2011). Essa riqueza botanica impulsiona
pesquisas voltadas para o avango de remédios fitoterapicos no dmbito da comunidade
cientifica internacional (FRANCA et al., 2008).

A Copaiffera ssp., da familia Fabaceae, é uma arvore tropical frequentemente
encontrada no Brasil, especialmente na area central e oeste da regido amazdnica. O 6leo-
resina extraido do tronco da Copaiffera ssp. € composto por uma porgdo de resina nao
volatil diluida em 6leo essencial (VEIGA JR et al., 2007). O 6leo essencial € composto
por sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos sesquiterpénicos, enquanto a parte ndo
volatil da resina é constituida por acidos diterpénicos (CARVALHO; MILKE, 2014).

O oleo-resina de copaiba tem sido extensivamente empregado como uma forma de
medicina tradicional nas regides neotropicais ao longo de milénios e continua sendo uma
abordagem popular para diversas doencas devido as suas diversas atividades biolégicas
(TRINDADE et al., 2018). Dentre sua propriedades, destacam-se ac¢des antimicrobianas,
germicidas, analgésicas e antineoplasicas (BANDEIRA et al., 1999; VASCONCELOS et
al., 2008; VEIGA JR et al., 2007; GARCIA; YAMAGUCHI, 2012; DE BARI et al., 2016;
BANDEIRA et al., 2016). Um dos efeitos mais explorados é o potencial anti-inflamatorio
resultante da sinergia entre os componentes do 6leo-resina (IZUMI et al., 2012).

O figado, o maior 6rgéo interno do corpo, desempenha multiplas fun¢des essenciais.
Cerca de 80% da massa hepatica é constituida pelo parénquima hepatico, composto
por duas populagbes de células epiteliais: hepatocitos e colangiécitos. Os hepatécitos
realizam o processamento e absorcdo de nutrientes, a producdo de proteinas séricas,
fatores de coagulagédo sanguinea e o metabolismo de substancias farmacéuticas e toxinas,
desempenhando um papel central no metabolismo (GADD et al., 2020).

Foi demonstrado que o 6leo-resina de copaiba exerce efeitos benéficos no tecido
hepatico de animais com comorbidades (TELLES et al., 2020), entretanto ainda pouco
€ estudado seu efeito em condi¢bes normais. Assim, € importante avaliar os efeitos do
oleo-resina de copaiba sobre o figado de animais saudaveis, para verificar e corroborar a
seguranca do seu uso. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do 6leo-
resina de copaiba sobre os niveis de aminotransferases, aspartato aminotransferase (AST)
e alanina aminotransferase (ALT), e esteatose hepatica em animais saudaveis.
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21 METODOLOGIA

2.1 Delineamento experimental

Ratos Wistar machos, pesando aproximadamente 320 g, oriundos do Biotério
Central da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT) foram divididos casualmente
para receberem dieta padrao (C, n=6) ou dieta padrdo e suplementagdo com Oleo-resina
de copaiba (C+0, n=6), na dose de 200mg/kg/dia via gavagem, por oito semanas. Animais
designados para o grupo nao tratado (grupo C) foram submetidos a gavagem com uma
substancia inerte (veiculo) em um volume equivalente ao oferecido ao grupo tratado
com o suplemento. Os animais foram mantidos em caixas coletivas, em ambiente com
temperatura (24+2°C) e umidade controladas (55+5%) e ciclo claro-escuro (12-12hs). Ao
final do experimento foram eutanasiados por decapitagdo ap6s anestesia com tiopental
(50mg/kg) e posteriormente, aferidos peso das gorduras, peso do figado e coletado
tecido hepéatico e sangue para as analises histolégicas e bioquimicas, respectivamente. O
protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Mato Grosso (processo # 23108.100444/2021-84), e seguiu as recomendacgdes
de Principios Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentagédo
Animal (COBEA), Lei 11.794/2008.

2.2 Avaliacao de parametros morfologicos e nutricionais

O peso corporal foi verificado semanalmente e o consumo de ra¢ao e 4gua mensurado
trés vezes/semana, para avaliagcdo da ingestao alimentar e calérica. Apds o sacrificio foram
dissecados o figado e os depdsitos de gordura epididimal, mesentérico e retroperitoneal
dos animais. A soma dos depésitos € considerada a gordura visceral. A gordura visceral
normalizada pelo peso corporal [(epididimal + retroperitonial + mesentérico) / peso corporal
x 100] foi considerada o indice de adiposidade (NASCIMENTO et al., 2011).

2.3 Avaliacao bioquimica sérica

Kits enzimatico-colorimétricos comerciais foram usados para dosar os niveis de
aspartato aminotransferase (AST) (Bioclin, Cat# k048, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil)
e alanina aminotransferase (ALT) (Bioclin, Cat# k049, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil)

2.4 Avaliacao histologica

Amostras de figado embutidas em resina foram cortadas em se¢bes com espessura
de 3 micrébmetros e coradas com hematoxilina e eosina (HE) para analise histolégica. As
secbes de figado foram avaliadas quanto aos escores de inflamagéo hepatica e esteatose,
sendo classificadas em uma escala de 0 a 3 (SOUZA et al., 2021).
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2.5 Analise estatistica

Os dados estdo apresentados em média + desvio padrao ou mediana (amplitude
total). A comparacéo entre os grupos foi realizada por meio dos testes t de Student ou
Mann-Whitney, com nivel de significancia de P<0,05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas medicinais tém sido empregadas para uma variedade de condicoes e
séo consideradas fontes significativas na busca por principios ativos que desempenham
um papel crucial no tratamento de diversas doencas. Devido a sua eficacia, os compostos
naturais sdo reconhecidos como uma alternativa viavel aos medicamentos convencionais
(ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA et al.,, 2019). No entanto, a utilizacdo desses compostos
precisa ser avaliada inclusive em circunstancias normais, especialmente considerando a
facilidade de acesso a eles.

Foi encontrado, nesse estudo, que os animais suplementados com 6leo-resina de
copaiba nao apresentaram alteragéo no peso do figado, no consumo calérico ou no peso
dos animais, contudo apresenatram diminui¢cdo da gordura visceral, e, consequentemente,
indice de adiposidade reduzido (Tabela 1). Nesse sentido e corroborando nossos dados,
estudo in vitro mostrou um efeito antiobesogénico do B-cariofileno, composto ativo do 6leo-
resina de copaiba, o qual reduziu o acimulo intracelular de triglicerideos sem interferir no
namero de adipocitos em cultural celular 3T3-L1 (GEDDO et al., 2019).

Variaveis Grupos
C oC

Peso corporal inicial (g) 325 +16,6 324 + 33,6
Peso corporal final (g) 455 +£17,2 427 + 37,3
Ingestao calorica (kcal) 101 +1,89 101 = 5,01
Gordura visceral (g) 30,1 £3,19 24,6 +5,12*
indice de adiposidade (%) 6,8 + 0,59 59 +0,77*
Peso do figado (g) 119+14 122+1,5

C: controle; OC: éleo-resina de copaiba. Dados expressos em média + desvio-padrao (n=6). Para
comparagao entre grupos foi utilizado teste fde Student.

Tabela 1. Pardmetros nutricionais e morfoldgicos

A suplementac@o com 6leo-resina de copaiba ndo modulou os niveis de ALT e AST
(Tabela 2). Nossos dados estéao de acordo com estudo conduzido por Gongalves, 2014, que
mostrou que a dose de 200 mg/kg/dia, por 8 semanas consecutivas, ndo altera os niveis
dessas enzimas.

As aminotransferases (ALT e AST) catalisam a transferéncia reversivel de uma amina
de um aminoacido para um cetoacido (LEHNINGER, 2000). ALT € uma enzima encontrada
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principalmente nos hepat6citos (concentragdes mais baixas nos tecidos cardiaco, renal e
muscular) e, portanto, é especifica para a leséo hepatocelular. Os niveis de ALT geralmente
flutuam ao longo do dia. AALT contribui para a sintese de glutamato e piruvato no hepataécito,
desempenhando um papel crucial na producéo de energia. Os valores normais de ALT para
homens estdo na faixa de 29-33 UI/L, enquanto para mulheres estdo entre 19-25 UI/L.
Similarmente a ALT, a AST é uma enzima presente no figado, porém também €& encontrada
em niveis mais significativos em outros locais, como o musculo esquelético, o musculo
cardiaco, o tecido renal e o cérebro. Ao avaliar niveis de AST que estejam fora da faixa
normal, & importante considerar a presenga desta enzima em multiplos tecidos (KALAS et
al., 2021).

) Grupos
Variaveis
C oC
AST (mg/dL) 271 +57 302 + 91
ALT (mg/dL) 83,5 +26,5 85,8 + 16,6

C: controle; OC: 6leo-resina de copaiba; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase. Dados expressos em média + desvio-padréo (n=6). Para comparagéo entre grupos
foi utilizado teste t de Student.

Tabela 2. Avaliagéo das aminotransferases séricas

Estudos que avaliam o acumulo de gordura no figado e a inflamacao hepatica
séo cruciais para obter informacbes detalhadas sobre o estado do figado, identificando
alteracbes patdlogicas que podem estar relacionadas a diversas condicdes médicas.

A esteatose hepatica, também conhecida como doenga hepatica gordurosa, resulta
da acumulagéo excessiva (mais de 5% do peso do figado) de lipidios, principalmente
triglicerideos, em hepatocitos, manifestando-se em formas microvesiculares ou
macrovesiculares. Os principais fatores de risco para essa condi¢do incluem disturbios
metabdlicos como obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e hiperlipidemia, assim como outras
comorbidades que causam lesdes nos hepatécitos, como hepatite C, uso de medicamentos
e consumo de alcool (SILVA et al., 2020).

Da mesma forma que a esteatose, a avaliacdo histolégica também engloba a analise
da inflamagéo hepatica, que € a resposta do sistema imunologico a lesdes e estresses
no figado. Mediadores pro-inflamatérios, como citocinas, podem impactar diretamente os
hepatocitos, intensificando os processos lipogénicos. Além disso, esses mediadores tém
influéncia tanto nos hepatécitos quanto nas células de Kupffer (macréfagos hepaticos),
acelerando a progressao da inflamacao no figado (CAl et al., 2018).
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Figura 1. A) Imagem representativa do figado e secao histologica, corada com Hematoxilina/Eosina,
de animais controle (C); B) Imagem representativa do figado e se¢éo histolégica, corada com
Hematoxilina/Eosina, de animais que receberam 6leo-resina de copaiba (OC); C) Avaliagéo histolégica
— distribuico de score de esteatose hepatica; D) Avaliagéo histoldgica — distribuicdo de score de
inflamacé&o hepatica. Para comparagéao entre grupos foi utilizado o teste Mann-Whitney.

Nesse estudo, os dados histolégicos ndo mostraram alterag@o significativa para
esteatose [C= 1 (1) e C+0= 1 (2); P>0,05] e inflamagéo [C= 0 (1) e C+O= 0 (1); P>0,05]
(Figura 1), mostrando auséncia de efeitos indesejaveis. Contudo, estudo realizado por
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Castro Ghizoni et al. (2017) mostrou que animais controle tratados com 1.15 g-kg' do
Oleo-resina de copaiba apresentaram alteragdes histolégicas, como dilatacdo sinusoidal,
distorcdo da arquitetura normal dos hepatocitos, perda de organizagcdo em corddes e
maior presenca de células de Kupffer. Vale ressaltar que a dose (1.15 g-kg™) foi maior do
a utilizada nesse estudo, demosntrando que doses elevadas podem estar associadas a
efeitos hepaticos adversos.

41 CONCLUSAO

A suplementacdo com Oleo-resina de copaiba n&do altera os niveis das
aminotransferases hepaticas, AST e ALT, ou a morfologia microscopica, ndo apresentando
efeitos indesejaveis sobre figado de animais saudaveis, demonstrando, assim, seguranca

Nno seu uso.
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