UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA
INSTITUTO DE PESQUISAS CIENTIFICAS E TECNOLOGICAS DO ESTADO DO AMAPA
CONSERVACAO INTERNACIONAL DO BRASIL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIODIVERSIDADE TROPICAL

UNIFAP/ EMBRAPA-AP/ IEPA/ CI-BRASIL/PPGBIO

CLARISSA SILVA LIMA

APROVEITAMENTO DE RECURSOS NATURAIS: ESTUDO DA

PERFORMANCE REPRODUTIVA COM A APLICACAO DO OLEO DE COPAIBA
(Copaifera duckei Dwyer) VEICULADO EM CREME VAGINAL.

MACAPA-AP

2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



il

CLARISSA SILVA LIMA

APROVEITAMENTO DE RECURSOS NATURAIS: ESTUDO DA

PERFORMANCE REPRODUTIVA COM A APLICACAO DO OLEO DE COPAIBA
(Copaifera duckei Dwyer) VEICULADO EM CREME VAGINAL.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biodiversidade Tropical, como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo de

mestre.

Orientador: Prof. Dr. José Carlos Tavares Carvalho

MACAPA-AP

2009



Dados Internacionais de Cataloga¢cao na Publicacao (CIP)
Biblioteca Central da Universidade Federal do Amapa

Lima, Clarissa Silva

Aproveitamento de recursos naturais: estudo da performance
reprodutiva com a aplicagdo do Oleo de copaiba (Copaifera duckei
Dwyer) veiculado em creme vaginal / Clarissa Silva Lima; orientador
José Carlos Tavares Carvalho. Macapa, 2009.

65 f.

Disserta¢do (mestrado) — Fundacdo Universidade Federal do Amapa,
Programa de Pos-Graduagdo em Biodiversidade Tropical.

1. Biodiversidade tropical. 2. Oleo de Coapiba. 3. Resina de Copaiba.
4. Fitoterapia. I. Carvalho, José Carlos Tavares, orient.. II. Fundacao
Universidade Federal do Amapa. III. Titulo.

CDD. 22.ed. 574.5




il

CLARISSA SILVA LIMA

APROVEITAMENTO DE RECURSOS NATURAIS: ESTUDO DA
PERFORMANCE REPRODUTIVA COM A APLICACAO DO OLEO DE COPAIBA
(Copaifera duckei Dwyer) VEICULADO EM CREME VAGINAL.

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pods-Graduagdo em
Biodiversidade Tropical (PPGBIO) da Universidade Federal do
Amapé (UNIFAP), como parte das exigéncias para obtengdo do
grau de Mestre em Biodiversidade Tropical.

Area de Concentragio: Ecologia e Meio Ambiente

Orientador

G

Prof. WJosé Carlos Tavares Carval

Universigfade Federal do Amapa — o

-

Comissiao Examinadora

Lo gt

Universidade Federal do Athapa - UNIFAP

Ptofa. Dra. Katia Ju{%Campos

rof Dr. Peygentino José da Cunha Sousa
idgde Federal do Para - UFPA

. ﬁ g Q )
ProfabDra. Sheylla Sﬁﬁ Moreira da Silva Almeid

Universidade do Estado do Amapé - UEAP

Macapa-AP, 21 de dezembro de 2009




v

Dedico este trabalho aos meus pais, Antonio e
Cleide, que nunca mediram esforcos para me
oferecer uma boa educagdo, e que sempre me
apoiaram, dando-me for¢a e coragem nos momentos

mais dificeis.

Ao meu esposo Breno William, pela compreensdo

dos momentos ausentes em nosso lar.

A nossa filha, Luana Beatriz, que mesmo sem
entender, suportou minha auséncia. Vocé ¢ a nossa
razao de viver, tradugcdo mais simples e solida do

NnoSSO amor.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. José Carlos Tavares Carvalho, por acreditar no meu
potencial, confiando a mim a execugdo deste trabalho. Obrigada pelos ensinamentos técnicos,

pela exigéncia e pela amizade.
Ao CNPq pelo apoio financeiro ao projeto.

Ao Programa de Pos-Graduagdao em Biodiversidade Tropical, na pessoa de sua
Coordenadora, Prof. Dr* Helenilza Cunha, onde tive a oportunidade de dar um importante

rumo ao crescimento cientifico e profissional.

A toda Equipe do Laboratorio de Pesquisa em Farmacos/UNIFAP, pelo apoio na

realizagdo dos experimentos, em especial ao Benedito Junior, Aline Ferreira e Hugo Favacho.

A toda Equipe do Laboratorio de Entomologiada/UNIFAP, na pessoa do Prof. Dr.
Raimundo Nonato, por, gentilmente, permitir a utilizacdo do esteromicroscopico de seu

laboratério, instrumento essencial na ultima etapa do experimento.

A todos familiares e amigos que me incentivaram, apoiaram e, também,
entenderam minha auséncia, para execucao deste trabalho. Aqueles que me ajudaram nas

constantes idas e vindas ao Laboratorio de Pesquisa em Farmacos.

A todas as pessoas que participaram, contribuindo para realizacao deste trabalho,

direta ou indiretamente, meu agradecimento.



Vi

“Com o tempo, os conceitos mudam...

os sonhos mudam...

os planos mudam...

a vida muda...

Mas ndo se mudam principios e valores...
Mudei e continuo igual...

Assim é o ser humano: tdo coerente em suas

’

contradicgoes...’

Jacky Correia



vii

RESUMO

A Fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo notadamente
nestes ultimos anos. Dentro desta perspectiva, o Brasil, em especial a Amazonia, apresenta
um grande potencial, considerando sua biodiversidade, pois detém, aproximadamente, um
terco da flora mundial. O 6leo-resina de copaiba ¢ um importante produto natural usado na
medicina popular e varios estudos tém comprovado sua atividade anti-inflamatoria e
antimicrobiana. Com o aumento da resisténcia microbiana aos tratamentos medicamentosos
de rotina, de fato, faz-se necessario a busca de novos agentes antimicrobianos eficazes e
seguros. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do Oleo-resina de copaiba (Copaifera
duckei Dwyer), veiculado em creme vaginal, sobre a performance reprodutiva de ratas Wistar
(Rattus novergicus). Para tanto, trés grupos (n=5-6/grupo) de ratas foram tratados, 1- Creme
Vaginal do 6leo-resina de Copaiba (28,6 mg/kg), 2- Creme Vaginal Base e 3- Controle (Soro
fisiologico 0,9 %), via intravaginal, durante 30 dias antes da prenhez e apds, desde o dia Zero
até o 20° dia. No 21° dia de prenhez, procedeu-se a laparotomia e, em seguida, foram
determinadas as variaveis reprodutivas: nimero de fetos vivos e mortos, massa dos fetos e das
placentas, nimero de implantagdes e reabsor¢des, nimero de corpos luteos, perda pré e pos-
implantacdo, e analises dos fetos quanto as anomalias e/ou malformagdes externas e internas
(esquelética e visceral). Os resultados deste estudo demonstraram auséncia de toxidade
materna e embriofetotoxidade na dose administrada, correspondente a 10 vezes a dose que
sera usada em humanos. Assim, ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica,
significativa, entre os grupos tratados e controle nas varidveis analisadas. Desta forma,
conclui-se que o creme vaginal com Oleo-resina de copaiba a 2,5 % ¢ seguro, durante a

gestagdo, em ratas da linhagem Wistar.

Palavras-chave: Biodiversidade, Oleo-resina de copaiba, Copaifera duckei Dwyer,

performance reprodutiva.
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ABSTRACT

Phytotherapy is a medical therapy that has been growing remarkably in recent years. Within
this perspective, Brazil, in particular the Amazon, has great potential and its biodiversity, it
has approximately one third of the world's flora. The oil-resin of Copaiba is an important
natural product used in folk medicine and many studies have proven its anti-inflammatory
and antimicrobial activities. With the growing resistance to the medication routine treatment,
in fact, it is necessary to search for new antimicrobial agents, effective and safe. The aims of
this study was to evaluate the effects of oil-resin of Copaiba (Copaifera duckei Dwyer), aired
in vaginal cream on the reproductive performance of female rats (Rattus novergicus). In order
to do this evaluation, three groups (n = 5-6 in each group) of rats were treated, 1 - Vaginal
Cream oil-resin of Copaiba (28.6 mg / kg), 2 - Vaginal Cream Base and 3 - Control (Saline
0.9 %), intravaginally for 30 days before and after pregnancy, from day zero until day 20. At
day 21 of pregnancy, it was proceeded to laparotomy and then were measured reproductive
variables: number of live and dead fetuses, weight of fetuses and placentas, number of
implantations and resorptions, number of corpora lutea, pre-and loss post-deployment, and
analysis of fetuses as the anomalies and / or external and internal malformations (skeletal and
visceral). The results of this study showed the absence of maternal toxicity and Embryo in the
administered dosage, corresponding to 10 times the dosage that will be used in humans. Thus,
there was no significant statistical difference between the treated and control groups in the
variables analyzed. Thus, it is concluded that vaginal cream with oil-resin of Copaiba to 2.5 %

is safe during pregnancy in Wistar rats.

Keywords: Biodiversity, oil-resin of Copaiba, Copaifera duckei Dwyer, reproductive

performance.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes do trato genital baixo tém sido a causa mais freqiiente de consulta
ginecoldgica (50-70 % das queixas). Acredita-se que todas as mulheres sexualmente ativas ja
tiveram pelo menos um episoddio de vaginose bacteriana e/ou vulvovaginite. O aumento da
resisténcia das bactérias aos antibidticos convencionais tem estimulado intensos esfor¢os para
desenvolver novos agentes antimicrobianos eficazes contra essas bactérias e fungos.

Atualmente, o conhecimento tradicional, principalmente, sobre os produtos da
biodiversidade amazonica, tem se tornado um importante instrumento no desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos. Apesar da existéncia de varios cremes vaginais no mercado, o
ovulo de copaiba nunca deixou de ser utilizado pela populagao.

A acdo anti-inflamatéria e antimicrobiana do odleo de copaiba ja estdo
comprovadas, no entanto, ainda ndo estd bem estabelecida a relagdo entre a composi¢ao
quimica e suas atividades, dificultando sua validacdo como fitoterapico. Neste contexto, €
importante ressaltar que o uso dessas preparagdes nao pode ser utilizado de maneira
indiscriminada pela populagdo, pois além dos estudos que comprovam a acdo desses
medicamentos, sdo necessarios, ainda, estudos toxicolodgicos para avaliar a seguranga do
medicamento fitoterapico.

A toxicologia reprodutiva ¢ um ramo da toxicologia que procura avaliar os efeitos
toxicologicos de determinadas substancias sobre a prole. Por exemplo, buscar identificar se
um medicamento, utilizado por mulheres gestantes, podera causar danos a saude da mae ou do
feto. A Food and Drugs Administration (FDA) preconiza a realizacdo de testes de toxidade
reprodutiva para avaliar os efeitos de uma substancia quimica sobre o processo de reprodugao
dos mamiferos. Esses ensaios, geralmente, compreendem a exposi¢ao de animais sexualmente
maduros antes da concepcdo, durante o desenvolvimento pré-natal e apds o nascimento e,

continuadamente até sua maturagdo sexual, dependendo do protocolo experimental.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a performance reprodutiva, a nivel pré-clinico, de animais tratados com

creme vaginal do 6leo-resina de copaiba.

2.2. Especificos

. Comparar o ganho de peso em ratas prenhes, normais, tratadas com creme vaginal

base e tratada com creme vaginal do 6leo de copaiba;

o Comparar as taxas de prenhez a termo e de perda pré e pos-implantagdo em ratas
prenhes normais, tratadas com creme vaginal base e tratadas com creme vaginal do

0leo de copaiba;

o Comparar o peso médio dos recém-nascidos e das placentas, o indice placentario e o
percentual de recém-nascidos pequenos (PIP), adequados (AIP) e grandes (GIP)
para a idade de prenhez em ninhadas de ratas prenhes normais, tratadas com creme

vaginal base e tratadas com creme vaginal de copaiba;

. Comparar a freqiiéncia de anomalias e malformacgdes externas e internas (esqueléticas
e viscerais) em ninhadas de ratas prenhes normais, tratadas com creme vaginal base

e tratadas com creme vaginal do 6leo copaiba.



REVISAO DA LITERATURA

3.1. Biodiversidade, Uso Sustentavel e os Produtos Naturais

A biodiversidade pode ser definida por apresentar variedade e a variabilidade
existente entre organismos vivos e as complexidades ecoldgicas (SANDES; DIBLASI, 2000).
Segundo Dias (2000), a biodiversidade ¢ uma das propriedades fundamentais da natureza,
responsavel pelo equilibrio e estabilidade dos ecossistemas e fonte de imenso potencial de uso
econdmico. A participagdo desta diversidade, cada vez maior, nos produtos diretos ou
indiretos da economia mundial, tem obrigado, também, a considerar estes recursos do ponto
de vista do planejamento estratégico (RODRIGUES, 2003). Todavia, a crescente devastagao
dos ecossistemas tem levado a uma gradual e irreversivel perda de espécies, sem que haja
tempo e recursos para estudar suas potencialidades (FERREIRA, 2000).

O Brasil ¢ considerado o primeiro em megadiversidade, tanto em numero de
espécies quanto em niveis de endemismo (ALBAGLI, 2001). As plantas, por exemplo, por
estarem na base dos ecossistemas, sdo determinantes para que a maior diversidade seja
detectada nos tropicos. Nesta regido elas florescem com mais intensidade, por serem areas
quentes e umidas, como ¢ o caso da Amazonia (SANDES; DIBLASI, 2000).

No territdrio brasileiro existem, aproximadamente, 60.000 espécies de plantas, o
que corresponde a cerca de 20 % de toda a flora mundial, e ndo menos que 75 % de todas as
espécies existentes nas grandes florestas (SANT’ANA; ASSAD, 2001). Com este nimero de
espécies, nao serd dificil entender o porqué que nas florestas tropicais podem-se descobrir
novos produtos naturais biologicamente ativos.

Estima-se que 25.000 espécies de plantas sejam usadas nas preparacdes da
medicina tradicional. Entretanto, com o desconhecimento sobre a biodiversidade das florestas
tropicais, como a Amazodnia, torna-se Obvio que o uso dos produtos naturais e plantas
medicinais ainda seja fragmentdrio e escasso. A imensa flora brasileira ¢ praticamente
desconhecida em termos quimicos, pois menos de 1 % das plantas tropicais tiveram seus usos
potenciais corretamente investigados. Diante deste panorama, pode-se imaginar o valor
economico de seu estudo (GARCIA, 1995).

Do ponto de vista brasileiro, acredita-se que sua biodiversidade apresenta amplo
potencial. Ela pode vir a tornar-se uma vantagem comparativa do pais no ambito da

geopolitica global, levando-se em conta: sua ampla disponibilidade de recursos biogenéticos,



a tradicdo de sua ciéncia na area bioldgica, além do acervo de conhecimentos tradicionais
acumulados pelas populagdes locais e pertinentes para o acesso a natureza e para as
aplicagdes dessa biodiversidade (ALBAGLI, 2001).

Desta forma, podemos dizer que a Amazonia, em particular, constitui um cenario
territorial de suma importancia, no que se refere aos desafios e aos impasses hoje colocados
internacionalmente em torno da conservagdo e do uso sustentavel da biodiversidade.
Principios de conservacao e uso sustentavel dos recursos naturais ja estavam presentes nas
politicas florestais desde o século XVIII, na Europa e depois na India. Contudo, somente na
metade do século XX € que esses principios passaram a ser utilizados no ambito global. O
desmatamento descontrolado das florestas e as mudangas climaticas foram o motivo para o
ressurgimento desses conceitos (ALBAGLI, 2001).

A 1déia da conservagao stricto sensu dos recursos da biodiversidade amazonica
vem cedendo espago, gradativamente, a consciéncia da necessidade de utilizagcdo sustentavel
dos recursos bioldgicos e da partilha de seus beneficios, associadas a preservagao das espécies
e dos ecossistemas. Assim, ¢ de grande importancia a valorizagcdo da diversidade bioldgica e
da agregacao de valor econdmico aos produtos naturais provenientes dessa diversidade. O
desenvolvimento tecnoldgico recente, especialmente com relagdo as novas tecnologias, abriu
inimeras oportunidades para investimento no aproveitamento sustentavel dos recursos
genéticos e da diversidade bioldgica em areas de interesse quimico, farmacéutico, agricola e

industrial (ODALIA-RIMOLI et al., 2000).

3.2. Plantas Medicinais e os Produtos Naturais no Mercado Farmacéutico

Hé4 milhares de anos, o homem vem utilizando recursos da flora para tratar
diversas patologias (TYLER, 1996). As plantas, segundo alguns autores, possuem um sistema
imunoloégico rudimentar que proporciona o desenvolvimento de meios de defesa quimica
contra o ataque de bactérias, fungos, protozodrios, insetos ¢ outros animais (ALENCAR,
1982; CARVALHO, 2004). Essas substancias — os produtos naturais — sdo, na maioria das
vezes, os metabdlitos secundarios das plantas. Na pratica medicinal, esses produtos tornaram-
se agentes terapéuticos e/ou profilaticos uteis (CARVALHO, 1998; CARVALHO, 2004).

O estudo das plantas medicinais iniciou-se, praticamente, no principio da
evolugcdo do homem sobre a terra. Ele passou a perceber que certas espécies de plantas eram
capazes de curar e que outras ndo serviam para o consumo alimenticio e tratamento de

enfermidades, por serem toxicas. Esse conhecimento adquirido pelo homem primitivo deu-se,



provavelmente, a partir de um processo de tentativa e erro. Pode-se dizer, portanto, que a
descoberta das propriedades farmacologicas e a identificacdo da toxidade das plantas sdo
processos que caminham juntos ao longo da histéria (BENDAZZOLI, 2000).

Com o passar do tempo, determinadas plantas tiveram suas propriedades
terapéuticas identificadas e foram propagadas de geracdo em geracdo, fazendo parte da cultura
popular. O 6leo de copaiba, por exemplo, ¢ tradicionalmente utilizado pelas comunidades da
regido amazonica como cicatrizante, antisséptico e anti-inflamatério, fazendo parte das
farmacopéias britanica e americana desde os séculos XV e XVII, respectivamente
(MAIMOM, 2000). No século XIX, muitas plantas passaram a fazer parte das farmacopéias
alopaticas e homeopaticas, momento em que de fato comecgou-se a investigar suas bases
terapéuticas (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Em 1803, ap6s o isolamento da Papaver somniferum, deu-se inicio ao processo de
extracdo de principios ativos de plantas. A partir de entdo outras substancias foram isoladas,
passando a serem utilizadas em substituicdo aos extratos vegetais, uma vez que, havia muita
dificuldade no controle quimico, fisico-quimico, farmacologico e toxicologico dos extratos
vegetais (TYLER, 1996). Essas dificuldades, aliados a auséncia de comprovacdes cientificas
sobre a sua eficacia, contribuiram para que esses medicamentos, de uso quase exclusivo até
1950, fossem gradativamente substituidos nas farmacias por medicamentos contendo as
substancias ativas extraidas ou seus derivados sintéticos (RATES, 2001).

O crescimento do poder econdmico das induastrias farmacéuticas culminou com a
producao de farmacos via sintese quimica. No entanto, mesmo com o desenvolvimento de
grandes laboratérios farmacéuticos e dos medicamentos obtidos por sintese, as plantas
medicinais permaneceram como forma alternativa em varias partes do mundo. De acordo com
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 65 a 80 % da populacio dos paises em
desenvolvimento dependem, essencialmente, das plantas como tunica forma de acesso aos
cuidados bésicos de saude (WHO, 2002). Este fato deve-se a pobreza e ao pouco acesso a
medicina moderna (CALIXTO, 2005). E nesse contexto social que as plantas medicinais e os
fitoterapicos adquirem importancia como agentes terapéuticos.

A OMS define que planta medicinal ¢ “todo e qualquer vegetal que possui, em um
ou mais Orgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semissintéticos” (WHO, 2002). A diferenga entre planta medicinal e
fitoterapico reside na elaboragdo da planta para uma formulagdo especifica, o que caracteriza
um fitoterapico. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia em Saude (ANVISA), em sua

resolugdo, RDC n°. 48 de 16 de mar¢o de 2004 (BRASIL, 2009a), fitoterapico ¢ “todo



medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se exclusivamente matérias-
primas vegetais, com finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagndstico, com
beneficio para o usuério. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos do seu
uso, assim como pela reprodutibilidade e constincia de sua qualidade”. E o produto final
acabado, embalado e rotulado. Na sua preparagdo podem ser utilizados adjuvantes
farmacéuticos permitidos na legislacdo vigente.

Nas ultimas décadas observou-se a revalorizacdo do emprego de preparagdes
fitoterapicas. Assim, alguns grupos farmacéuticos passaram a desenvolver esfor¢os voltados
para o aprimoramento de medicamentos fitoterapicos e sua producdo em escala industrial. O
novo avango desses medicamentos, longe de ser volta ao passado, caracteriza-se pela busca de
producdao em escala industrial, diferentemente das formas artesanais que caracterizavam os
estagios iniciais de sua utilizacdo (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Além disso, apesar da indistria farmacéutica empregar as mais diferentes técnicas,
tal como, a biologia molecular, quimica combinatoéria e a quimica computacional, os produtos
naturais sdo sintetizados mediante um processo de quimica combinatéria inigualdvel, a
evolugdo bioldgica e selecdo natural, que proporciona uma diversidade estrutural das
moléculas para diferentes alvos biologicos (MCCHESNEY, 2007). Das vantagens do
emprego de preparagdes fitoterdpicas, a mais importante ¢ a existéncia de uma acao
combinada de seus constituintes, reduzindo os efeitos colaterais e secundarios, uma vez que a
resposta nao ¢ devida a uma simples e forte acdo. Talvez isso explique porque na Alemanha
se prescreve 200 vezes mais o Hypericum do que o farmaco fluoxetina no tratamento de
depressoes leves (TYLER, 1997).

Outra vantagem em se investir em medicamentos fitoterapicos ¢ a diminui¢do do
tempo de pesquisa e o menor custo frente aos farmacos sintéticos. Estima-se que o
desenvolvimento de um novo medicamento fitoterapico gire em torno de 2 % a 3 % do
previsto para o desenvolvimento de um medicamento sintético (SANT’ANA, 2002). O custo
de um medicamento originado a partir de plantas medicinais gira em torno de 35 milhdes de
dolares. J4 a descoberta de um novo medicamento sintético varia de 500 a 800 milhdes de
dolares, podendo levar entre sete a vinte anos de pesquisa para chegar ao mercado
(SANT’ANA, 2002; MCCHESNEY, 2007).

Atualmente, os fitoterdpicos sdo amplamente utilizados, com crescimento em
torno de 10 % a 20 % de suas vendas em varios paises. Como exemplo, nos ultimos 10 anos
as florestas tropicais foram responsaveis por fornecer matéria prima que resultou na produgao

de 60 % das novas drogas utilizadas para o tratamento do cancer (NEWMAN; GRAG, 2007;



MCCHESNEY, 2007). Cerca de "4 do mercado brasileiro de medicamentos corresponde ao
uso de produtos de origem natural (SANT’ANA, 2002).

A produgdo de medicamentos fitoterapicos demanda valores que podem ser
facilmente enfrentado pelas empresas farmacéuticas brasileiras. Na Africa, por exemplo, 80 %
da populacdo dependem do uso destes medicamentos, os quais representam alternativa para
diminui¢do dos custos. O mercado mundial de medicamentos fitoterapicos ¢ de U$$ 43
bilhdes por ano. Se a este valor for incluida a economia informal da utilizacao popular de
plantas medicinais nos paises em desenvolvimento, este valor podera alcangar a ordem de

algumas centenas de bilhdes de dolares por ano (GARCIA, 1995).

3.3. Industria Farmacéutica e Legislacio de Medicamentos Fitoterapicos

A industria farmacéutica global representa 33 % da produg¢do de quimicos,
negociando valores da ordem de U$$ 280 bilhdes. Desse total, 65 % dos medicamentos sdo
preparados em laboratorios, sendo 25 % deles oriundos de plantas e 10 % fabricados a partir
de microorganismos (MACHADO, 2001).

Em uma revisdo realizada por Newman e Grag (2007) sobre novas drogas inseridas no
mercado, durante 25 anos, podemos observar a importancia dos produtos naturais no mercado
farmacéutico. Os dados demonstraram que 6 % dessas drogas foram originarias,
exclusivamente, de produtos naturais e 28 % foram derivadas desses produtos (semissintese).
Se juntarmos com mais 5 % de drogas obtidas a partir de sintese (com grupo farmacoforico
oriundo de um produto natural), mais 12 % de drogas que mimetizam a partir de sintese um
produto natural (incluindo grupo farmacofério obtido de um produto natural) e 12 % de
drogas sintéticas (que mimetizam produtos naturais), temos um total de 63 % versus 37 %
daqueles obtidos, somente, a partir de sintese quimica com screening farmacoldgico
randomizado.

Os dados sobre a venda de fitoterapicos sdo imprecisos. Alguns autores indicam
que o faturamento mundial dessa industria encontra-se ao redor de U$$ 21 bilhdes. No
mercado brasileiro, estima-se um consumo anual atingindo de 7 a 10 % do mercado de
medicamentos, correspondendo a valores entre U$$ 700 milhdes a U$$ 1 bilhdo (SANTOS,
2003).

No Brasil, em 2006 foi aprovada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (decreto n® 5.813) que regulamenta o uso desses na rede publica de saude

(BRASIL, 2008). Isso beneficia e incentiva os investimentos nas areas de pesquisas com



espécies vegetais. Contudo, para um medicamento fitoterapico ser langado no mercado, ha
necessidade de cumprir as varias legislacdes envolvidas, uma delas ¢ a Resolugao RE n° 90 de
16 de marco de 2004 (BRASIL, 2009b), que determina a publicagcdo da guia para a realizagdo
de estudos de toxidade pré-clinica de fitoterapicos para avaliagdo dos riscos associado ao uso
do medicamento. Para um medicamento atingir as fases de ensaios clinicos com seres
humanos (fase I, II, III e IV) deve ter sido exposto aos ensaios pré-clinicos para
determinagdes da farmacodinamica, da farmacocinética e da toxidade (LAPA et al, 2003).

Neste contexto ¢ importante ressaltar que antes da resolugdo RE n® 90 de 16 de
margo de 2004, a legislagcdo para medicamentos fitoterapicos ja vinha sofrendo modificagdes
nos ultimos anos (BRASIL, 2009b). A ANVISA elaborou normas para a regulamentagdo
destes medicamentos, desde a portaria n° 6 de 1995, que estabeleceu prazos para que as
industrias farmacéuticas apresentassem dados de seguranga e eficacia desses medicamentos,
passando pela RDC n° 17 de 2000 (BRASIL, 2009c), e a Resolugdo RDC n°® 48 de 16 de
mar¢o de 2004, atualmente em vigor, que dispde sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos (BRASIL, 2009a).

Essa normatizagdo dos medicamentos fitoterapicos propicia a avaliacdo de
aspectos importantes, como a eficicia e a seguranca para o uso destes medicamentos. Desta
forma, para comercializar um produto fitoterapico que tenha indicagdes profilaticas e/ou
terapéuticas, a ANVISA exige o cumprimento de um processo denominado teste de validacao.
Esse processo consiste da realizacdo de ensaios fisico-quimicos, microbioldgicos, analiticos,
farmacologicos e toxicologicos.

A toxidade de plantas medicinais e medicamentos fitoterdpicos ¢ um sério
problema de saude publica. Os efeitos adversos, possiveis alteracdes e toxidez, bem como a
acdo sinérgica (interagdo com outras drogas) ocorrem comumente. As pesquisas realizadas
para a avaliagdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo
incipientes, assim como o controle da comercializacdo pelos 6rgaos oficiais em feiras livres,
mercados publicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2005).

A OMS reconhece a importancia do uso tradicional, mas para a utilizagdo de uma
planta com finalidade teraputica, em nivel de saude publica, ¢ fundamental o
estabelecimento de sua seguranca, eficdcia e garantia de qualidade das preparacdes (RATES,
2001; WHO, 2002; LAPA et al., 2003). Além disso, um grupo populacional, o de gestantes,
que culturalmente recorre ao uso de plantas medicinais deve ser considerado. A utilizagao de
preparagdes fitoterapicas nesse grupo pode gerar riscos a saude, podendo ocorrer graves

conseqiiéncias, tanto para a mde como para o feto (HANCOCK et al, 2008). Nesse caso,



embora raros, os estudos toxicologicos bem controlados sdo necessarios, inclusive durante o
periodo gestacional. Devem-se utilizar os mesmos cuidados dos medicamentos alopaticos

para comprovar a sua seguranca (WU et al., 2008).

3.4. Infeccoes Ginecoldgicas na Gravidez

A vaginose bacteriana e a vulvovaginite representam distirbios ginecologicos
extremamente comuns em nosso meio, aproximadamente um ter¢o das queixas, sendo causa
freqliente de consulta médica (MURTA et al., 2000; ADAD et al., 2001; MARRAZZO,
2003). Sua sintomatologia pode ser bastante incomoda para as pacientes, pois além da queixa
de corrimento genital, referem-se, também, ao odor vaginal desagradavel, que se acentua
durante a menstruacao e depois do contato com o fluido seminal. Desta forma, compromete o
equilibrio biopsicossocial, perturbando inclusive o relacionamento sexual (MARRAZZO,
2003).

Entre os processos infecciosos vaginais mais freqiientes, destaca-se a vaginose
bacteriana, candidiase vulvovaginal e tricomoniase (SOBEL, 1990). Além do desconforto da
paciente, as vulvovaginites e vaginoses bacterianas se revestem de especial importancia,
devido as repercussdes inerentes a infec¢do, tal como, ascensdo dos agentes para o trato
genital superior, aumentando o risco de doenga inflamatéria pélvica aguda (MARRAZZO,
2003). Outra complicacdo importante esta relacionada a satde reprodutiva, ja que, durante a
gravidez, a presenca de vaginose associa-se a um risco aumentado de amniorrexe e parto
prematuro, abortamento séptico e endometrite pds-cesarea (HILLIER et al., 1995; MORAES
FILHO; GOLDENBERG, 2001; CARVALHO et al., 2001).

A vaginose bacteriana constitui infec¢do polimicrobiana, primariamente
anaerobica. Sua presenca representa alteragdo da microbiota vaginal, ocorrendo significativa
redugdo dos lactobacilos e elevagdo do pH (maior que 4,5), com crescimento exagerado de
bactérias que podem ser encontradas, em baixa concentracdo, em mulheres normais, como
Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis e espécies de Mobiluncus e Bacteroides
(MURTA et. al., 2000; ADAD et. al., 2001; MARRAZZO, 2003). O tratamento de primeira
linha da vaginose bacteriana consiste em derivados imidazolicos (DUFF, 1993; KAZY et al.,
2005a).

Entre as vulvovaginites, Candida albicans ¢é responsavel por 85 % a 90 % dos

casos de candidiase vulvovaginal, apesar da existéncia de outras espécies como C. glabrata,
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C. tropicalis e C. pseudotropicalis, que também podem determinar quadros clinicos
semelhantes, com prevaléncia nos casos cronicos, sendo comum apresentar resisténcia aos
tratamentos habituais. Para o tratamento topico da candidiase vaginal existem alguns
farmacos disponiveis no mercado, como clotrimazol, fenticonazol, isoconazol, miconazol,
nistatina, terconazol, tinidazol e tioconazol (KOROLKOVAS, 2007). O tratamento, no
primeiro trimestre de gravidez, deve levar em conta o risco-beneficio relacionado a satde
materna e organogénese fetal, apesar da baixa absorc¢ao sistémica das drogas topicas (ROSA

etal., 1987; KOROLKOVAS, 2007).

3.5. Oleo-resina de Copaiba

O o6leo de copaiba ¢ um importante produto natural utilizado na medicina
tradicional. E comumente indicado como anti-inflamatério, antisséptico e cicatrizante,
principalmente, das vias aéreas superiores e urinarias (LE COINTE, 1934; BASILE et al.,
1988; PIO-CORREA, 1998; CARVALHO; CASCON, 2003; CARVALHO et al., 2005). A
designacao correta para o 6leo da copaiba ¢ a de 6leo-resina, por ser um exudato constituido
por acidos resinosos € compostos volateis. Também ¢é chamado, de balsamo de copaiba
(BRUNETON, 1993), apesar de ndo ser um balsamo verdadeiro, por ndo conter derivados do
acido benzoico ou cindmico (PIO-CORREA, 1998).

O Oleo-resina ¢ um dos produtos naturais mais utilizados pela populacdo da
Amazonia brasileira, onde tem uma grande representacdo econdmica e social, por ser nativo e
ter varias comunidades dependentes de seu extrativismo (SANTOS et al., 2001). Sua
aplicacdo na ginecologia ndo ¢ recente, pois os 6vulos de copaiba estdo nas prateleiras de
farméacias e lojas de produtos naturais em todo o Brasil ha muitos anos. Apesar da existéncia
de varios medicamentos no mercado para o tratamento, o 6vulo de copaiba nunca deixou de
ser utilizado pela populacdo (CARVALHO; GREGORI, 2005).

Alguns autores relatam que o 6leo-resina ¢ um produto da desintoxicacdo do
organismo vegetal e funciona como defesa da planta contra animais, fungos e bactérias
(ALENCAR, 1982; MACEDO; LANGENHEIM 1989). E um liquido transparente cuja
coloragdo varia do amarelo ao marrom. Para a utiliza¢ao farmacoldgica os 6leos mais escuros
e viscosos sdo os preferidos (RODRIGUES, 1989). Segundo Lawrence (1980) as espécies
botanicas mais, freqlientemente, utilizadas na producao de dleo sdo: C. reticulata (70 %), C.

guianensis (10 %), C. multijuga (5 %) e C. officinalis (5 %).
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3.5.1. Historico da Planta “Copaiba”

A origem do nome copaiba relaciona-se ao tupi “cupa-yba”, que significa arvore
de depdsito, ou que tem jazida, em alusdo clara ao 6leo-resina que guarda em seu interior.
Popularmente conhecidas como copaibeiras ou pau d’oleo, as espécies de copaiba sdo
largamente distribuidas nas regides amazdnicas e centro-oeste do Brasil, sendo o 6leo-resina
extraido de varias espécies do género Copaifera (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002).

A utilizagdo do Oleo-resina como agente anti-inflamatorio e cicatrizante ¢
reportada desde o século XVI, quando os primeiros colonizadores das Américas relataram que
as indias aplicavam este 6leo no umbigo dos recém-nascidos e os guerreiros, apds as batalhas,
em seus ferimentos (SALVADOR, 1975). Na Europa, foi introduzido como droga contra a
blenorragia no século XVII, tendo sido listado na London Pharmacopéia de 1677 e em todas
as edigdes da USP de 1820 a 1840, quando foi admitido no National Formulary. Ao longo
dos anos, passou a ser um dos produtos mais utilizados, principalmente, pela populagao da
Amazonia brasileira, que em sua grande maioria nao tem acesso a produtos farmacéuticos e a

servicos de saude.

O dleo de copaiba ja ocupou o segundo lugar nas exportacdes brasileiras de
drogas medicinais no século passado (ARRUDA, 1980; TAPPIN et al., 2004). Hoje, ndo ha
informacdes suficientes disponiveis sobre a exportacdo desse Oleo. Entretanto, sabe-se que,
apos a coleta, o 6leo ¢ levado até as grandes cidades da Regido Amazonica, de onde ¢
exportado diretamente, sendo eventualmente comercializado por laboratérios farmacéuticos
brasileiros, especialmente da regido Sudeste (VEIGA-JUNIOR, 1997). Cerca de 20 toneladas
de 6leo sao exportadas para os Estados Unidos e Europa (FERREIRA et al., 1993)

3.5.2. Aspectos Botanicos e Distribuicdo do Género Copaifera

As copaibeiras pertencem ao género Copaifera L, familia Fabaceae, subfamilia
Caesalpiniodea. Elas sdo arvores de crescimento lento, medem de 25 a 40 metros de altura,
podendo viver até 400 anos. O tronco € aspero, de coloragdo escura, medindo de 0,4 a 4

metros de didmetro (SILVA et al., 2008).

As folhas sao alternadas, pecioladas e penuladas. Os frutos contém uma semente
ovoide envolvida por um arilo abundante e colorido. As flores sdo pequenas, apétalas,

hermafroditas e arranjadas em paniculos axilares. A floragdo e frutificacdo das copaibas
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ocorrem a partir dos 5 anos de idade, em plantios (SILVA et al., 2008). A identificacao
botanica utilizando as caracteristicas das flores da copaiba ¢ dificil, dado o curto periodo em

que ocorrem ¢ a elevada altura das arvores (TAPPIN et al., 2004).

As arvores de copaiba sdo nativas da regido tropical da América Latina e também
da Africa Ocidental. Na América Latina sdo encontradas espécies na regido que se estende do
México ao norte da Argentina (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). O género Copaifera possui
72 espécies, sendo que 16 destas s6 sdo encontradas no Brasil (DWYER, 1951). Entre as
espécies mais abundantes, destacam-se: C. officinalis L. (norte do Amazonas, Roraima,
Colombia, Venezuela e San Salvador) (ANDRADE- JUNIOR et al., 2000), C. guianensis
Desf. (Guianas), C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne (Amazodnia), C. confertiflora Bth
(Piaui), C. langsdorffii Desf. (Brasil, Argentina e Paraguay), C. coriacea Mart. (Bahia), C.
cearensis Huber ex Ducke (Ceard) (PIO-CORREA, 1931; MORS; RIZZINIL, 1966; PERROT,
1994).

No territorio brasileiro ocorrem mais de vinte espécies do género Copaifera,
podendo predominar uma espécie em determinada regido, no entanto, comumente, coexistem

varias (CASCON; GILBERT, 2000; LEITE et al., 2001; VEIGA- JUNIOR; PINTO, 2002).

3.5.3. Producio, Obtencio e Variacoes Sazonais do Oleo-resina

Devido a grande quantidade de aplicagdes, muitos estudos silviculturais de
regeneragdo natural das arvores, germinag¢do e producdo foram realizados para avaliar o
potencial de produ¢do do 6leo-resina (ALENCAR 1982; 1988). A presenca de substancias
quimicas em uma determinada espécie pode estar atrelada a sua sazonalidade, variando
conforme o ambiente, principalmente, aqueles ligados a fatores climaticos (OLIVEIRA et al.,
2006). Nas espécies de Copaifera essa relagdo existe, pois a concentracdo das substancias
variam em fun¢do da temperatura, radiacdo solar, precipitagdo pluviométrica, quantidade de
nitrogénio no solo e outros. Contudo, a composi¢ao quimica parece ser mais sensivel a fatores
bioticos externos, tal como: a injuria provocada por insetos ou fungos do que a propria
luminosidade (LANGENHEIM, 1994). Algumas arvores praticamente ndo exudam 6leo ou o
fazem em quantidades muito pequenas para coleta (0 que os mateiros chamam de “arvores
macho”).

Alencar (1982) conduziu um estudo realizado com C. multijuga, com retiradas
periodicas de dleo de copaiba, no qual se observou a obtengao de maiores quantidades de 6leo

na estacao chuvosa em arvores localizadas em terreno argiloso. Todavia, Oliveira et al. (2006)
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relatam que as maiores produgdes de oleo de C. reticulata e C. duckei coincidem com o
periodo de menor precipitagdo pluviométrica e a menor producdo ocorre, principalmente, no
periodo mais chuvoso.

Também sdo notaveis variagdes quali e quantitativas de uma unica espécie
produtora. Estas variacdes sazonais e a variabilidade quimica inter e intra espécies apontam
para a necessidade de se estabelecer padrdes de controle deste 6leo-resina (VEIGA- JUNIOR,
1997, CASCON; GILBERT, 2000). Como produto florestal primario, a exploracao do 6leo-
resina de copaiba apresenta algumas caracteristicas originarias de seu manejo que vao definir,
em ultima instancia, as possibilidades de suas aplicagdes industriais e, portanto, estabelecer o
seu padrdo de qualidade para o mercado (LEITE et al., 2001).

A existéncia de mais de 20 espécies de Copaifera no Brasil faz com que seu dleo-
resina, comercializado nos mercados regionais, sejam provenientes de misturas de algumas
espécies ocorrentes na area de coleta. Veiga Junior. et al. (1997) desenvolveram métodos
analiticos, baseados no uso das técnicas de Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo (CGAR)
e Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdao acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM),
para controle da autenticidade do d6leo-resina de copaiba.

Vasconcelos e Godinho (2002) desenvolveram alguns parametros analiticos
simples, como a determinacdo da acidez e do teor de ésteres, tornando-se uma alternativa para
laboratorios pequenos. Esses parametros podem favorecer o controle de qualidade, contudo,
evitam apenas aquelas adulteracdes grosseiras. Em geral, alguns laboratorios de
medicamentos fitoterapicos no Brasil ndo utilizam nenhuma dessas metodologias analiticas,

comprometendo a qualidade desse produto.

3.5.4. Métodos de Coleta do Oleo-resina

Tradicionalmente, coexistem varios métodos para a retirada do oOleo-resina de
copaiba, tais como: cortes a machado no tronco, a incisao em V (semelhantemente a extragao
de borracha) e o método do arrocho. Este ultimo consiste em selar o tronco, abaixo das
incisdes, com embiras e cipds e coletar o 6leo da arvore até o seu esgotamento. Esses métodos
foram abandonados, pois inutilizavam a arvore. Existe ainda outro método, pouco difundido,
que consiste na retirada do 6leo por meio de bomba de sucgdo (VEIGA- JUNIOR; PINTO,
2002).

A tnica pratica de coleta ndo agressiva ¢ aquela realizada através de uma incisao

com trado a cerca de 1 metro de altura do tronco (ALENCAR, 1982). Terminada a coleta, o
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orificio ¢ vedado com argila para impedir a infestacdo da arvore por fungos ou cupins. A
argila pode ser facilmente retirada, permitindo que se facam outras coletas no mesmo tronco,
obtendo-se quantidade de oleo igual ou mesmo superior ao da primeira retirada (VEIGA-
JUNIOR; PINTO, 2002).

O método utilizado pelos indigenas ainda ¢ observado no interior do Brasil.
Muitos procedimentos sdo considerados misticos, contudo, ainda hoje eles sdo seguidos por
alguns silvicolas, pois na retirada do 6leo ndo ¢ permitido olhar diretamente para a arvore
(para a copa), sob pena de a arvore secar e o 6leo voltar para a terra (SALVADOR, 1975). A
ascendéncia do oleo da terra ¢ comumente relatada por mateiros no norte do pais (VEIGA-
JUNIOR; PINTO, 2002).

Um estudo realizado por Medeiros e Vieira (2002) demonstrou que € possivel
extrair o oleo-resina de copaiba de maneira ecologicamente sustentavel. Durante a coleta, ¢
necessario que a incisdo nas arvores tenha um didmetro entre 30 e 41 cm, que pode levar a
uma recuperacdo maxima de 100 % do 6leo-resina em apenas um ano, contudo, rvores com
diametros maiores irdo requerer periodos maiores para recuperar o 6leo-resina.

Apesar da existéncia de métodos de coleta de forma sustentavel, atualmente, essas
arvores acabam sendo derrubadas, obtendo-se uma extragdo nao racional. Isso ocorre devido
aos desmatamentos crescentes na Regido Amazonica com interesse na madeira,
transformando o dleo-resina de copaiba em subproduto da industria madeireira (VEIGA-

JUNIOR; PINTO, 2002; PINTO; MADURO, 2003).

3.5.5. Acdes Farmacologicas do Oleo-resina de Copaiba

Apesar do 6leo-resina de Copaifera spp. ser muito utilizada como medicamento
popular, os trabalhos de confirmacdo das suas atividades bioldgicas sdo ainda incompletos.
Muitas substancias sao identificadas, mas ainda nao estd bem estabelecida a relagdao entre
atividade e estrutura dos componentes das diversas espécies de Copaifera. Ha casos em que
os experimentos sdo realizados com Oleo-resinas em estado bruto e de espécies
indeterminadas, muitas vezes sem andlise quimica das mesmas. Em geral, existem poucos
trabalhos que fazem essa relacdo entre propriedades farmacoldgicas e substancias quimicas

isoladas de 6leos de Copaifera spp.

Na literatura ja foram descritas varias aplicagdes farmacologicas, tais como,
antimicrobiana e antibacteriana (OPDYKE, 1976; MIRANDA et al., 2000; TINCUSI et al.,
2002; SANTOS et al., 2008), anti-helmintico (PELLEGRINO, 1967; GILBERT et al., 1972),
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analgésico (FERNANDES et al., 1992; CARVALHO et al., 2005), anti-inflamatorio
(BASILE et al., 1988; FERNANDES et al., 1992; VEIGA- JUNIOR et al., 2001;
CARVALHO et al., 2005), cicatrizante (BRITO et al, 1999), gastroprotetora (PAIVA et al.,
1998), antitumoral (OHSAKI et al., 1994; LIMA et al., 2003) e tripanomicida (CASCON et
al., 1998).

A atividade anti-inflamatdria e antimicrobiana sdo as mais investigadas. Estudos
em ratos utilizando modelos de processo inflamatorio, como edema induzido por carragenina,
indugdo de tecido granulomatoso e bradicinina indicaram que o O6leo-resina de copaiba
apresenta atividade anti-inflamatdria e baixa toxidez (DLsy 3,79 mL/kg) (BASILE et al.,
1988). Lima et al. (2003), demonstraram que o 6leo de C. multijuga apresenta atividade
tumoricida em células de melanoma, tanto in vivo quanto in vitro. A atividade analgésica e
anti-inflamatdria de C. duckei demonstrou resultados significativos, sendo utilizada a via
topica de administragdo, nos testes de edema de pata induzido por carragenina, teste do
granuloma e dermatite induzida pelo 6leo de croton (CARVALHO et al., 2005). Em outro
modelo experimental, inducao de colite por acido acético em ratos, observou-se que o acido
caurenoico, aplicado junto com o acido acético, diminuiu o infiltrado de células inflamatorias
e edema da mucosa intestinal sugerindo seu efeito anti-inflamatério (PAIVA et al., 2003).

Santos et al. (2008) testaram a atividade antimicrobiana de oito espécies do
género Copaifera. As espécies C. martii, C. officinalis e C. reticulata apresentaram boa
atividade antibacteriana contra gram-positivos, incluindo cepas MRSA (Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus). Em contraste, todos os 0leos testados foram inativos contra bactérias
gram-negativas. A atividade antifingica nas espécies C. paupera, C. lucens, C. cearensis, C.
langsdorffi e C. multijuga demonstrou ser moderada.

A acdo antimicrobiana pode estar associada, principalmente, aos componentes
volateis presentes no 6leo-resina, uma vez que a atividade antimicrobiana desses compostos ja
esta descrita na literatura (MUROI; KUBO, 1993; COWAN, 1999; SHAFIN et al., 2002). O
real mecanismo de a¢do antimicrobiano envolvendo terpenos ainda ndo estd bem elucidado,
mas acredita-se que estes compostos sejam capazes de destruir a membrana lipofilica da
bactéria (COWAN, 1999). Os dados de um estudo realizado no Brasil, utilizando microscopia
eletronica, corroboram com esta hipdtese, pois a membrana do S. aureus sofreu varias
alteracdes, apds o tratamento com o 6leo-resina de C. martii, como perda da parede celular,
resultando na liberacdo dos compostos citoplasmaticos, observados através da diminui¢ao do

volume celular (SANTOS et al., 2008 ).
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3.5.6. Composicao Quimica de Copaifera spp

Oleo-resinas sdo solugdes naturais de resinas dissolvidas em o6leos essenciais,
acumuladas em um tipo de aparelho secretor constituido por bolsas e/ou canais secretores
esquizogenos (MACEDO; LANGENHEIM 1989). A fracdo de o6leo essencial ¢ composta
basicamente de sesquiterpenos, predominante na maioria deles, e a fragdo resina de acidos
diterpénicos (VEIGA-JUNIOR. et al., 1995). Nos Oleos-resina de copaiba estudados, os
sesquiterpenos predominantes sdo a-copaeno, [3-cariofileno, B-bisaboleno, a e -selineno, a-
humuleno e d e y-cadineno (Figura 1) (WENNINGER, ef al., 1967; FERRARI, et al., 1971;
CRAVEIRO, et al., 1981; VEIGA-JUNIOR, 1997; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002;
CARVALHO et al., 2005).
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Figura 1. Estrutura dos principais sesquiterpenos presentes no 6leo-resina de Copaifera spp.

Fonte: Adaptado de Carvalho et al (2005)

Tém-se conhecimento da presenca de 28 diterpenos nos dleo-resinas de copaiba,
divididas de acordo com o seu esqueleto: caurano, labdano e clerodano. Os clerodanos
biciclicos (4cidos hardwickiico, chrolequinico, kolavénico e outros) e cauranos tetraciclicos
(acidos kauran-19-6ico e 16-kauren-19-6ico) sdo encontrados em algumas espécies. Os
labdanos biciclicos (acidos epertuico, cativico, copalico, eperu-8(20)-15,18-didico, ent-
agatico, polialtico e outros) sdo encontradas em todas as espécies (Figura 2) (CRAVEIRO et
al, 1981; FERNANDES et al., 1992; VEIGA-JUNIOR et al., 1995; PINTO et al, 2000;
CASCON; GILBERT, 2000; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002; CARVALHO; CASCON,
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2003; MAISTRO et al., 2005).

A relagdo entre a composi¢do quimica e a atividade biologica de amostras
autentica do 6leo-resina de Copaifera ¢ essencial para permitir uma validac¢ao segura e eficaz

de um fitoterapico com adequado controle de qualidade (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002)
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Figura 2. Estrutura dos principais acidos diterpénicos presentes no 6leo-resina de Copaifera

Spp.

Fonte: Adaptado de Carvalho et al. (2005) e Maistro et al. (2005)

3.5.6.1. A Espécie Copaifera duckei Dwyer e seus Principais Compostos

Ocorre apenas no Brasil, no nordeste da Amazodnia brasileira. Esta espécie ¢
encontrada principalmente nas matas de terra firme, nas regides que vao do nordeste do estado

do Paré até o noroeste do Maranhao (SILVA et al., 2008).

A propor¢do de distribuicao de terpenos da espécie C. duckei, de ocorréncia
comum na Amazonia brasileira, foi estudada por Cascon e Gilbert (2000) com trés amostras,
sendo uma do estado do Amapa (AP) e duas do estado do Pard (PA e CJ). As concentragdes
de sequiterpenos das amostras coletadas no Para foram maiores que as do Amapa, com
valores correspondentes, respectivamente, a 42 %, 32 % e 4 %, para CJ, PA ¢ AP. A

substancia mais significante foi o 4acido polidltico (furano labdano), sendo B-selineno o
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sesquiterpeno predominante, com presenca caracteristica de a-selineno e [(-bisaboleno e
auséncia de a-copaeno e -cadineno.

Carvalho et al. (2005) realizaram andlise cromatografica do 6leo-resina de C.
duckei, sendo 63.6 % composta por sesquiterpenos (2,2 % B-elemeno, 5,0 % B-cariofileno,
14,7 % a-bergamoteno e 27,4 % B-bisaboleno) e 36,4 % por acidos diterpénicos (13,5 % kaur-
16-en-19-6ico, 8,3 % kauran-19-6ico, 4,1 % copalico, 6,9 % poliéltico e 2,6 % acido eperu-
8(17)-en-15,18-didico). Considerando a estrutura dos acidos diterpénicos, 22,8 % foram
acidos tetraciclicos da série dos cauranos e 13,6 % da série dos labdanos biciclicos (6,9 %
furano labdano).

Maistro et al. (2005) também analisaram a proporc¢ao de distribuicdo dos terpenos
no Oleo-resina desta espécie. Foi detectada a presenca de 7,2 % de hidrocarbonetos
sequiterpenos, 1,8 % de diterpernos neutros ndo identificados e 92,2 % de 4cidos diterpénicos.
Entre os componentes sesquiterpenicos destacou-se o trans-p-cariofileno (4.5%), trans-o-
bergamotene (1,0 %), a-humuleno (0,7 %), e B-bisabolene (1,0 %) e entre os diterpenos os

acidos copalico (3,7 %), polialtico (27,1 %) e hardwickiic (59,3 %).

3.6. Toxicologia Reprodutiva

Durante algum tempo, acreditou-se que o utero era intransponivel a agentes
externos € que a placenta constituia-se em uma verdadeira barreira entre os organismos
materno e fetal. O conceito de “barreira placentaria” foi abalado no inicio dos anos 60, pela
“Tragédia da Talidomida”, um medicamento comercializado como sedativo moderado, usado
para diminuir nauseas em mulheres gravidas. Defeitos significativos nos fetos foram causados

com a ingestdo de uma unica dose durante a gestagdo (SMITHELLS; NEWMAN, 1992).

Os fetos expostos a talidomida apresentaram intestinos malformados, defeitos na
audicdo, auséncia de orelhas, anomalias renais e oculares. Todavia, o fenétipo que mais
chamou a atencdo foi a focomelia, uma sindrome caracterizada pela aproximagdo ou
encurtamentos dos membros ao tronco do feto (SMITHELLS; NEWMAN, 1992). A ciéncia
que trata do estudo das malformagdes congénitas ¢ a teratologia. Wilson (1977) definiu a
teratologia como “a ciéncia interessada em determinar as causas, mecanismos € as
manifestagdes dos erros no desenvolvimento, sejam eles estruturais ou funcionais, que podem

ser iniciados em qualquer periodo entre a fertilizacao e a maturagao pds-natal”.
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As anomalias congénitas podem ser resultantes de fatores genéticos ou
ambientais, podendo ser também, pela combinacdo destes dois fatores, apresentando uma
etiologia multifatorial. Podem existir dois fatores genéticos: o génico, envolvendo a heranca
dos genes que causam a anomalia € o cromossdmico, abordando as aberragdes cromossdmicas
representadas pelo numero anormal de cromossomos. Entre os fatores ambientais existem os
agentes infecciosos, como por exemplo, o virus da rubéola, citomegalovirus e o parasita
Toxoplasma gondii; os agentes quimicos, envolvendo farmacos, por exemplo, talidomida,
acido retindico, alcool e acido valproico; e os agentes fisicos, como raios-X e radiagdo
atomica (FAVERO, 20006).

O termo toxicologia reprodutiva ¢ recente, refere-se a uma area do conhecimento
relativamente nova, que tem suas raizes fortemente relacionadas a teratologia. Estudos
envolvendo toxicologia reprodutiva incluem malformagdes estruturais, retardo no
crescimento, dano no desenvolvimento e a morte do organismo (ROGERS; KAVLOCK,
2001). Esta area da toxicologia também se preocupa com o estudo da cinética, mecanismo de
acdo toxica, patogénese e as conseqliéncias da exposi¢do aos agentes toxicos ou condi¢des
que levem ao desenvolvimento anormal do animal (ROGERS; KAVLOCK, 2001).

Os ensaios pré-clinicos de toxicologia reprodutiva estdo sob a portaria niimero
116/96 da Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude (SVS/MS), e envolvem
varios testes, tais como toxidade de longo prazo (carcinogenicidade), efeitos na reproducao e
prole em duas geragdes sucessivas (teratogénese, neurotoxidade tardia, entre outros). Essa
portaria estipula que os testes de toxidade para avaliacdo de risco de um novo medicamento
sejam realizados em trés espécies mamiferos, sendo uma delas ndo-roedora (BRASIL,
2009d). Os estudos em reproducdo sdo considerados de longo prazo e em geral, a positividade
de um destes testes, em qualquer espécie, exclui a utilizacdo do produto na espécie humana,
durante a gravidez (LAPA et al., 2003).

A avaliagdo da performance reprodutiva, consiste na administragdo da substancia
a ser avaliada, em fémeas gestantes, desde a implantacdo até o final da gestacdo, que
corresponde a um dia antes do parto. Diante disso, torna-se fundamental o conhecimento das
etapas do desenvolvimento embrionario, pois alguns estagios do desenvolvimento sdo mais

vulneraveis que outros (ROGERS; KALVLOCK, 2001).

A gestagdo em mamiferos pode ser dividida em trés periodos: pré-implantagao,
organogénese e fetal (FRITZ; GIESE, 1990). A fase de pré-implantacio compreende o

periodo que vai desde a fecundagdo até a implantagdo do blastocisto no utero, na espécie
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humana, esse periodo vai at¢ o 17° dia pods-fecundagdo, enquanto que em ratos e
camundongos, até o 6° dia (FRITZ; GIESE, 1990). Esta fase ¢ caracterizada pela presenga de
células totipotentes em divisdo e a exposicao a um agente toéxico pode impedir a implantagdo
do blastocisto, levando a um aborto espontaneo (ROGERS; KALVLOCK, 2001). Apds a
implantacao, inicia-se a fase de organogénese, que na espécie humana vai do 18° ao 57° dia de
gestagdo, e no rato, do 7° ao 14°. Esse periodo ¢ caracterizado por uma intensa proliferacao e
migragdo celular, remodelamento tissular e formagdo rudimentar das estruturas do corpo. E o
periodo de maior susceptibilidade, a acdo de agentes teratogénicos e embriofetotdoxicos, no
qual o maior nimero de malformagdes pode ser induzido, sendo considerado o periodo

teratogénico classico (BRENT, 1993).

Ap6s fase de organogénese, da-se inicio a terceira fase, conhecida como fase fetal,
caracterizada por diferenciacdo e crescimento tissular, maturacio fisioldgica dos diferentes
sistemas e crescimento ponderal do feto. Compreende o periodo que vai do 57° dia pos-
fertilizagdo até o término em humanos, e do 16° ao 21° em ratos (FRITZ; GIESE, 1990;
ROGERS; KALVLOCK, 2001). Nesse periodo, a sensibilidade frente a malformagdes
anatomicas ¢ extremamente baixa, porém a exposicao a agentes quimicos pode produzir morte
celular e inibicdo da divisdo celular. Essas alteracdes podem interferir com a formagdo dos
sistemas nervoso, endocrino e imunoldgico, promovendo desordens funcionais e de

comportamento (FRITZ; GIESE, 1990; ROGERS; KALVLOCK, 2001).

3.6. 1. Toxicologia Reprodutiva de Produtos Naturais

O uso popular e mesmo o tradicional, ndo sdo suficientes para validar, eticamente,
os produtos naturais como eficazes e seguros. Nesse sentido, eles ndo se diferenciam de
qualquer outro xenobiotico sintético. Sua preconizacdo ou autorizacao oficial do seu uso
medicamentoso deve ser fundamentada em evidéncias experimentais comprobatdrias e a
seguranca do seu uso deve ser comprovada, inclusive, durante o periodo gestacional
(SIMOES et al., 2000). Os estudos de toxicologia reprodutiva de produtos naturais ainda sio
incipientes no Brasil, contudo, sdo necessarios, para que a classe médica possa prescrever o
uso desses produtos naturais (CALIXTO, 2005).

Segundo Dantas (2004), algumas espécies de plantas sdo reconhecidas pela sua
elevada toxidade e, consequentemente, um potencial abortivo, como a espirradeira (Nerium

oleander L.) e a comigo-ninguém-pode (Dieffenbachiapicta picta L. Shott). Outras espécies
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sdo usadas pela populagdo sem, na maioria das vezes, ter o conhecimento de que podem levar
ao aborto ou a anomalias congénitas, se forem consumidas durante a gravidez, tal como,
artemisia (Artemisia vulgaris L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), erva moura (Salanum
americanum Mill.), meldo de sdo caetano (Momordica charantia L.), quebra pedra
(Phyllanthus sp.), arruda (Ruta groveolens L.) ¢ boldo (Peumus boldus Mol.) (LEMONICA et
al., 1996; MENGUE et al. 2001).

A utilizacao de qualquer medicamento, mesmo os produtos naturais, durante a
gestacdo, deve sempre ser considerada a relagdo risco-beneficio. Lyra et al. (2005) avaliaram
o efeito toxico, do 6leo de sementes de neem (Azadiracha indica A. Juss), utilizado na
medicina popular como repelente, em ratas prenhas. Esse estudo ndo demonstrou toxidade
materna e efeito anti-implantag¢do; contudo, houve a reducdo de massa corporal fetal, que
pode indicar possivel embriofetotoxidade.

Aragdo (2009) avaliou a toxidade reprodutiva, em ratas Wistar prenhes, tratadas
por via oral, nas doses de 250 mg/kg e 500 mg/kg, com extrato seco de Cassia occidentalis L.,
nao sendo observado diferencas estatisticas significativas, contudo, foi observado a presenca
de natimortos nas duas doses utilizadas, indicando que sua utilizagdo nao deve ser
recomendada durante o periodo gestacional.

Borges et al. (2005) avaliaram a toxidade do Hypericum perforatum (erva de Sao
Jodo), administrado em ratas, no periodo de organogénese, ndo sendo apresentadas
manifestagdes toxicas para ratas prenhas, nesse periodo. Uma preparagdo fitoterapica, Kava
Kava® (Piper methysticum Forst) também foi avaliada quanto a sua toxidade sistémica e
reprodutiva, ndo sendo observado, hepatotoxidade, toxidade sistémica, reprodutiva nem o
aparecimento de teratogenicidade na dose de 35 mg/kg (PINTO, 2004).

Os efeitos do 6leo extraido das sementes da Carapa guianensis (Andiroba) foram
investigados sobre variaveis reprodutivas e, ainda, sobre o desenvolvimento da prole de ratas
Wistar. Esse estudo conduzido por Costa-Silva et al. (2006) demonstrou que ndo houve
interferéncia na fertilidade de ratas Wistar no desenvolvimento da prole, entretanto, o
aumento da atividade motora dos recém-nascidos indica uma possivel acdo sobre o

desenvolvimento do sistema nervoso central.
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MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencio do Oleo-resina

O oleo-resina de copaiba para o desenvolvimento farmacéutico foi obtido da
empresa Beraca, situada em Ananindeua, no estado do Pard, que tem como foco o uso dos
produtos da biodiversidade Amazodnica. A pesquisa e o desenvolvimento de seus produtos sdo
realizados em parceria com universidades localizadas na regido. Segundo o laudo da empresa,

o0 0leo-resina obtido foi da espécie C. duckei Dwyer.

4.2. Anilise do Oleo-resina de Copaiba por Cromatografia Gasosa

A analise do 6leo-resina foi realizada em Sdo Paulo, no Laboratorio Farmacéutico
Almeida Prado Ltda, situado na cidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil. Para a determinacao
dos componentes do 6leo-resina de C. duckei, utilizou-se cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS), segundo o método descrito por Adams (1995).

Para fins de controle de qualidade foi necessario definir um marcador para ser
monitorado e poder garantir a qualidade do produto em questdo. O marcador utilizado no
monitoramento da qualidade do produto foi a substincia, que segundo dados da literatura, ¢ a
substancia responsavel pela agcdo farmacologica preconizada e ainda, que tem disponibilidade
de padrdes comerciais, pois trata-se do desenvolvimento de metodologias de andlises que

servirao para controle de qualidade na rotina da industria de medicamentos.

A substancia considerada marcadora do o6leo-resina ¢ o sesquiterpeno frans-

cariofileno (CisHa4; PM 204).

4.2.1. Parametros do Equipamento CG-MS

Dados do equipamento: Cromatografo Gasoso 6850 Agilent® acoplado a
Espectrometro de Massa 5973 (CG-EM).

As condi¢des da andlise: Gas carreador Hélio, fluxo de 1,5 mL/min., temperatura

do injetor 270° C, forno 120° C, detector 300° C. Coluna capilar DB -1,25 m x 0,32 mm, 0,25

um. Volume de injecdo de 1,0 pL, modo split 20:1. Rampa de aquecimento: 120° C por 2
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min., aquecimento de 3° C por min até 160° C, e 8° C/min até 290° C mantendo-se por 5 min.

A amostra foi lida em modo Scan, com 40 - 600 AMU.

Para se chegar a estes valores, foram testados empiricamente varios valores de
rampa de aquecimento e volume de injecdo, divisdo de amostra, até se obter um
cromatograma com os picos bem resolvidos e com reprodutibilidade de abundéncia entre as

injegoes.

4.2.2. Identificacdo dos Compostos

ApoOs a injecao da amostra foi gerado um cromatograma que relaciona tempo e
abundancia do sinal obtido, ou seja, do pico cromatografico. O tempo em que cada pico foi
gerado ¢ referido como tempo de retencdo (TR) e ¢é caracteristico para cada composto em
condi¢des constantes de andlise. Utilizando o detector espectrometro de massas, obteve-se o

perfil de fragmentagdo dos compostos.

As figuras 3 e 4 representam o cromatograma do padrao de trans-cariofileno e seu

respectivo espectro de fragmentagao.
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Figura 3. Cromatograma do padrao trans-cariofileno obtido em Cromatdgrafo Gasoso 6850

(Agilent®) acoplado a Espectrometro de Massa 5973 (CG-EM).
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Figura 4. Perfil de fragmentagdo do padrdo frans-cariofileno, obtido em Cromatdgrafo

Gasoso 6850 (Agilent®) acoplado a Espectrometro de Massa 5973 (CG-EM).

4.2.3. Preparo da Amostra

Os produtos naturais necessitam de um preparo prévio antes de ser injetado no
CG-EM, pois € necessario que a substancia seja volatil e apolar para que seja arrastada pela
fase movel, caso contrario, ficara retida na coluna do equipamento. No caso do 6leo-resina de
copaiba, os sesquiterpenos ja possuem volatilidade e caracteristica apolar adequada a analise,
porém os acidos diterpénicos, que representam a fracdo resinosa do 6leo, necessitam ser
esterificados para se tornarem mais volateis e apolares. Geralmente as técnicas de preparo de
amostra visam uma pré-purificacdo que direciona a analise ao composto alvo, concentrando-o
ou eliminando interferentes ou produtos que possam causar danos ao equipamento. Ao mesmo
tempo, ¢ necessario que o preparo da amostra ndo interfira no composto alvo, ou seja, que

preserve o marcador trans-cariofileno.

No presente estudo foram avaliados dois métodos de esterificagao, um descrito
por Hartman e Lago (2003) (H&L) e outro pela IUPAC, n. 2.301 (1987), com algumas
adaptacdes descritas no Método 2 do Manual de Métodos Analiticos do Instituto Adolfo Lutz
(2005).

Para quantificar o Oleo-resina de copaiba, foi adotada a técnica de ‘“padrdo
externo”, utilizando como marcador o padrdo de trams-cariofileno, grau analitico (analise

quantitativa) obtido da empresa Sigma Aldrich. A quantificacdo foi realizada pelo método de
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padronizagdo externa, que consiste na constru¢do de uma curva de calibragdo com um padrao
de um composto presente na amostra, ¢ assim determinar a concentragdo do determinado

composto na amostra através de calculos matematicos.

Quantidade de partida: 100 mg de 6leo de copaiba (0,100 g), submetida a

esterificacdo pelo método IUPAC. O volume final obtido foi de 25 mL, que corresponde
teoricamente a uma concentracao de 4 mg/mL do dleo-resina. Essa andlise foi realizada em

triplicata, e o resultado final foi expresso pela média das leituras obtidas.

4.2.4 Construcao da Curva de Calibracao

Para constru¢do da curva de calibragdo, foram realizadas seis dilui¢des com o

padrao trans-cariofileno, como se segue:

Foram preparadas quatro “solucdes estoques” com o padrao de trans-cariofileno
(Quadro 1). A partir destas solugdes foram preparadas outras diluicdes denominadas
“solugdes de trabalho” (Quadro 2). Tanto as “solucdes estoque” quanto as “solugdes de

trabalho” foram utilizadas na construgdo da curva de calibragao (Quadro 3).

As concentragdes propostas para construcao da curva de calibragdo apresentaram
linearidade adequada (Figura 5). Estas concentracdes também estdo dentro do limite de

quantificacao do método, que foi de 2,5 ng/mL.
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Figura 5. Curva de calibracio do padrao trams-cariofileno, coeficiente de correlagao

0,997975237; inclinagao da reta 3,58189E-05.
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Quadro 1. Correspondéncia entre volume de trans-cariofileno e hexano

Padrao de trans- -
S;)::,::f_(; ::itzt(“}ll:; (()le cariofileno puro @ Hex.afm Lz]ur?:ﬁlllelrlnf :Z;T;o
(a ser adicionado) ser adicionado) por mL de hexano

A 1 uL 1,000 uL I mL 1,00 pL/mL

B 1 uL 10,000 uL. | 10 mL 0,10 pL/mL

C 1 ul 5,000 nL SmL 0,20 pL/mL

D 1 uL 2,000 L 2mL 0,50 uL/mL

Quadro 2. Correspondéncia entre volume de trans-cariofileno e hexano

Solugdes de Tipo e quantidade de Hexano [] em pL de tran~s-
trabalho Solucio estoque a ser . cariofileno padrao
adicionada (a ser adicionado) por mL de hexano

1 A 10 uL 1 mL 0,01 uL/mL

2 B I mL 1 mL 0,05 pL /mL

3 B B B 0,10 pL/mL

Quadro 3. Pontos da curva de calibragdo e suas correspondentes concentracoes

[ ] de trans- [ 1 nL de trans-
Pontos da ~ . . ~
curva Solucoes cariofileno em cariofileno padrao
nL/mL por mL de hexano
1 1 10,0 0,010 pL/mL
2 2 50,0 0,050 uL /mL
3 3ouB 100,0 0,10 pL/mL
4 C 200,0 0,2 uL/mL
5 D 500,0 0,5 pL/mL
6 A 1000,0 1,0 uL/mL




27

Estas solugdes foram armazenadas em refrigerador (4° C) até o momento da
andlise. As dilui¢des do padrao foram preparadas em triplicata e injetadas. Com os valores das
médias de cada ponto, construiu-se a curva utilizando o software chemstation, que integra os
picos cromatograficos (correlacionando a area obtida com a concentracao correspondente do
padrdo) e a partir dai, calculou-se a concentracdo do marcador na amostra. Os dados da
relacdo area/concentragdo ficam a disposi¢do para serem utilizados em outras bases de dados

para calculos mais especificos, como analise estatistica.

4.3. Preparacao do Creme Vaginal de Copaiba

O creme vaginal de copaiba ¢ o creme base foram obtidos no Laboratdrio
Farmacéutico Almeida Prado Ltda, situado na cidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil, na

concentrac¢ao de 2,5% e disponibilizado em frascos de polietileno.

Para determinacdo do provavel Equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL) do 6leo-resina
de copaiba, foi utilizada a concentracdo de 2,5 % do O6leo-resina e dois grupos de
emulsificantes, lipofilico e hidrofilico, de acordo com a escala de Griffen, combinados entre
si. As emulsdes foram preparadas, variando-se a proporc¢ao entre os emulsificantes em tubos
de ensaio. O dleo, os emulsificantes e a agua deionizada (q.s.p.) foram aquecidos (70-75° C),
agitados em vortex, durante 15 minutos, até completar a emulsificagdo. Decorridas 24 horas,
testes preliminares de estabilidade, temperatura e centrifugacdo foram realizados para sele¢ao
da emulsdo mais estdvel, admitindo-se que o valor de EHL da emulsio mais estavel

corresponda ao do 6leo-resina em ensaio (PRISTA, 1995).

Para a preparagdo das bases utilizou-se técnica usual de preparacao de emulsdes,
dividindo-se os constituintes de acordo com hidro ou lipossolubilidade e aquecendo-se
independentemente as duas fases, a cerca de 70° C. Em um bécker, a parte, foi misturado o
6leo-resina de copaiba, o emulsificante e antioxidante que foram previamente misturados sem
aquecimento. Apdés a fusdo dos componentes oleosos, a dissolugdo dos componentes
hidroéfilos, procedeu-se a adicao lenta da fase aquosa a fase oleosa e em seguida a mistura dos
6leos, agitando-se manualmente (por = 20 min.) para a emulsdo com monoestearato de

glicerila.

Para a emulsdo hidrofilica a agitacdo foi realizada em moinho coloidal com

diferentes tempos de agitagdo (10, 20, 30, 40 e 50 min.). As bases foram acondicionadas em
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frascos de polietileno com tampa rosqueéavel, previamente sanitizadas com solugdo de alcool

70 %.

4.4. Ensaio Biologico

Antes do inicio das atividades no Laboratorio de Pesquisa em Farmacos, este
projeto foi submetido a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

do Amapd, recebendo o registro 003A/2007.

4.4.1. Animais

Foram utilizados ratas e ratos albinos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar,
pesando em torno de 250 g, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacao
Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratorio (CEMIB), da Universidade de

Campinas/Unicamp, Sao Paulo.

4.4.2. Grupos Experimentais
As fémeas foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos experimentais:

. Grupo Controle ou Nao-Tratado (NT): Ratas prenhes ndo tratadas, que receberam por
via intravaginal, 0,5 mL de soro fisiologico, por 30 dias e durante toda a prenhez

(n=15);

. Grupo Tratado com Creme Vaginal Base (TCVB): Ratas prenhes, que receberam por
via intravaginal somente o creme vaginal base, baseado na mesma quantidade
usada no grupo tratado com creme vaginal de copaiba, por 30 dias e durante toda

a prenhez (n = 5);

. Grupo Tratado com Creme Vaginal de Copaiba (TCVC): Ratas prenhes, que
receberam por via intravaginal, a dose de 28,6 mg/kg de creme vaginal de
copaiba, correspondente a 10 vezes a dose que serd utilizada em humanos, por 30

dias e durante toda a prenhez (n = 06).
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4.4.3. Seqiiéncia Experimental
4.4.3. 1. Periodo de Adaptacio

As ratas foram adaptadas no Laboratéorio de Pesquisa em Farmacos, da
Universidade Federal do Amap4, durante sete dias. Permaneceram em caixas de polietileno
com capacidade méaxima de cinco animais, sob temperatura mantida em 23° C £ 2° C e
fotoperiodo de 12 horas. Apds o periodo de adaptacdo, as ratas foram sorteadas para

comporem os trés grupos: NT, TCVB e TCVC.

4.4.3. 2. Periodo de Acasalamento

Apo0s o periodo de adaptacdo e ao atingirem a maturidade sexual, as ratas foram
tratadas por 30 dias de acordo com seu grupo experimental. Apds este periodo, iniciou-se a
fase de acasalamento com duracdo de aproximadamente 20 dias. Para o acasalamento,
observou-se, primeiramente, qual era a fase do ciclo estral de cada rata pela manha, por meio

de um esfregaco vaginal (Quadro 4).

Quadro 4. As quatro fases do ciclo estral, mediante exame de citologia vaginal

Fase Caracterizacio do esfregaco

Proestro (12 h) | Grande numero de células epiteliais nucleadas, algumas células

epiteliais queratinizadas (sem nucleo) e auséncia total de leucocitos.

Estro (14 h) Presenca de células queratinizadas e auséncia total de leucdcitos. A
ovulagdo ocorre espontaneamente na metade do ciclo escuro durante

esta fase.

Metaestro (21 h) | Inimeros leucocitos, filamentos de muco e residuos de células epiteliais

queratinizadas.

Diestro (57 h) Periodo de repouso em que a mucosa vaginal apresenta-se delgada, com

leucécitos e algumas células nucleadas.
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Ap0s detectar a fase proestro, as ratas foram distribuidas duas a duas em gaiolas
de polietileno, com cama de maravalha, na presenga de um rato macho ao final da tarde. Na
manha subseqiiente, os machos foram retirados e os esfregacos vaginais foram coletados
introduzindo e aspirando com uma pipeta 10uL de soro fisioldgico 0,9%. (MARCONDES et
al., 2002). Foi considerado indicativo de prenhez a presenca de espermatozdides, associado ao
diagnostico da fase estro do ciclo estral. Esta fase ¢ caracterizada como a fase estrogénica
maxima, na qual sdo encontradas apenas células queratinizadas. Confirmada a prenhez, esse

dia foi considerado como o dia zero (CALDERON, 1988).

4.4.3. 3. Periodo de Prenhez

Os trés diferentes grupos, grupos Controle, TCVC e TCVB, de ratas prenhes
receberam por via intravaginal, solugdo fisiologica 0,5 mL, 28,6 mg/kg de creme vaginal
copaiba e creme vaginal base, respectivamente, até¢ o 20° dia. O tratamento foi realizado
sempre pelo periodo da manha, sendo ajustadas as doses a cada cinco dias, de acordo com o

peso das ratas.

Durante a prenhez, as fémeas foram mantidas em gaiolas individuais por 21 dias,
pesadas nos dias 0, 5°, 14° e 21° e observadas quanto ao comportamento e a ingestao hidrica e

alimentar.

4.4.3. 4. Cesarea

No 21° dia, as ratas foram anestesiadas com 50 mg/kg de tiopental sédico
(THIOPENTAX"™) para realizar a laparotomia, com exposicdo dos cornos uterinos para
observagao dos nddulos de reabsor¢ao e retirada dos ovarios para contagem de corpos luteos
(Figura 6). Fetos e placentas foram imediatamente retirados (Figura 7). As maes, apds esse
procedimento, foram submetidas a eutandsia por esgotamento da volemia. Os recém-nascidos
(RNs) foram imediatamente analisados e, posteriormente, pesados ¢ medidos (CALDERON,

1988).
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Figura 6. Ovario direito (A) e esquerdo (B) de ratas retirados para a contagem de corpos

luteos (observar a ponta da seta).

Figura 7. Fetos de ratas e suas respectivas placentas apos a laparotomia.

4.4.3. 5. Métodos de Avaliacao
4.4.3. 5.1. Peso Materno

Para a avaliacdo diaria do peso, foi utilizada balanca Gehaka BG4000, com
capacidade de 4200 g e precisdao de 0,1 g. O ganho de peso foi calculado pela diferenca entre

0s pesos corporeos observados nos dias 0, 5°, 14° e 21° da prenhez.
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4.4.3. 5.2. Performance Reprodutiva Materna

Foram observados e contados pontos de implantagdo, nddulos de reabsor¢do,
numeros de fetos vivos e mortos. Os ovarios também foram observados para fazer a contagem

de corpos luteos, com auxilio de uma lupa NIKOW®, modelo SMZ 645 (C-W 10x A/22).

A taxa de perda de embrides no periodo que antecede a implantagdo foi

denominada de porcentagem de perda pré-implantagdo e foi calculada pela seguinte férmula:

n‘deimplantag¢oes — n°defetosvivos

- = x 100
n‘deimplantacoes

A morte dos embrides apds seu processo de implantacdo (porcentagem de perda

pos-implantagdo) foi calculada pela seguinte formula:

n’ decorposlu teos —n° deimplanta ¢oes

- x100
n? decorposlu teos

4.4.3. 5.3. Teste para Confirmaciao dos Sitios de Implantacées e de Reabsor¢oes

No caso de auséncia de desenvolvimento fetal ou de pontos de implantagdes
visiveis, o utero foi colocado em solu¢ao de NaOH 0,2 %, para revelar se houve ou ndo algum
ponto de implantagdo naquele utero. Se a solucdo de NaOH 0,2 % revelar a presenga de

algum sitio de implantacdo invisivel, serd entdo considerado NaOH positivo (+).

4.4.3. 5.4. Peso e Classificacao dos Recém-nascidos

Apos a laparotomia, os RNs foram pesados utilizando-se balanca Marte com
capacidade de 500 g e precisdo de 0,001 g. Os recém nascidos foram classificados em AIP
(Adequado para Idade de Prenhez), PIP (Pequeno para Idade de Prenhez) e GIP (Grande para
Idade de Prenhez), de acordo com os pesos corpdreos, segundo os parametros estabelecidos

por Calderon (1988):

e AIP: Peso corporeo compreendido entre a média de peso do grupo controle mais ou

menos o desvio-padrao;
e PIP: Peso corporeo inferior a média de peso do grupo controle menos o desvio-padrio;

e GIP: Peso corpéreo superior a média do peso do grupo controle mais o desvio-padrao.
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4.4.3. 5.5. Peso das Placentas e Indice Placentario

As placentas, livres de membrana e corddo umbilical, foram pesadas em balanga
Marte com capacidade de 500 g e precisdao de 0,001 g. O indice placentario (IP) foi
determinado pela relacdo entre o peso placentario (PP) e o peso fetal (PF) (CALDERON,

1994).
PP
P= —
PF

4.4.3. 5.6. Analise das Malformacoes Externas

ApoOs a pesagem, os recém-nascidos foram examinados externamente, com analise
minuciosa dos olhos, boca, implantagdo das orelhas, conformacdo craniana, membros

anteriores e posteriores, perfuracao anal e cauda (WILSON, 1965).

4.4.3. 5.7. Analise das Anomalias e Malformacdes Viscerais

Imediatamente ap6s o exame externo, metade dos RNs de cada ninhada foi
colocada em solugdo de Bouin por 4 dias para fixacdo das estruturas viscerais e
descalcificagdo dos ossos; apos, foi colocado em alcool 80 % por dois dias, depois trocou-se
por alcool 90 % até o dia da andlise. O método de seccdo seriada de Wilson (1965) foi
utilizado para observar anomalias e/ou malformagdes viscerais (Figura 8), de acordo com o
quadro 5. As analises foram realizadas com o auxilio de uma lupa NIKOW®, modelo SMZ

645 (C-W 10 x A/22).

Figura 8. Seccdes seriadas de um feto, de rata, processado para andlise das visceras,

conforme Wilson (1965).
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Quadro 5. Anomalias e malformacgdes investigadas no exame de viscera (WILSON, 1965)

Estruturas Malformacoes Anomalias
Boca Palatosquese, Lingua bifida
Nariz Alteragdes do septo nasal

Retinocele, Microftalmia
mono ou bilateral,
Olho Macroftalmia mono ou
bilateral, Anoftalmia, Catarata
e Degeneracgdo do cristalino

Hemorragia cerebral,
Cérebro Hidrocefalia, Anencefalia Dilatacao do ventriculo
cerebral

Arco adrtico duplo ou voltado
para o lado direito,
Cardiomegalia, Comunicacao
intra-atrial, Comunicagao
Coracgao intra-ventricular, Destrocardia
Sinistrocardia, Auséncia de
septos, Presenca de 4 vasos ou
a sub-clavia girando em torno
do esb6fago
Agenesia renal, Ectopia renal,

Hibronefrose, Fusao renal, Implantagdo da pelve renal
Rins Fusao suprarenal mono ou bilateral Hemorragia
Hiper ou hipoplasia renal renal

. . Ureter sinuoso mono ou
Agenesia de ureter, Fusdo do

Ureteres N bilateral
ureter, Duplicacdo do ureter . ~ .
Dilatagao mono ou bilateral
Bexiga Hiper ou hipoplasia vesical

4.4.3. 5.8. Analise das Anomalias e/ou Malformacdoes Esqueléticas e Contagem dos

Pontos de Ossificacao

Para analise das anomalias e/ou malformacdes esqueléticas foi utilizado o método
de Staples e Schnell (1964). A metade restante dos RNs de cada ninhada foi colocada em
alcool 70 % por 12 horas; apds, os RNs foram colocados em acetona P.A por 24 horas,
eviscerados, diafanizados e corados com vermelho de alizarina (Figura 9). As analises foram
realizadas de acordo com o quadro 6. Os pontos de ossificacdo foram observados e contados
na ninhada processada para a andlise das malformagdes esqueléticas, segundo método

proposto por Aliverti et al. (1979). Foram avaliados os pontos de ossificacdo nos seguintes
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locais: esterno, falanges anteriores e posteriores, metacarpos, metatarsos e vértebras cervicais

e caudais.

Quadro 6. Anomalias e malformacdes investigadas no exame esquelético

Estruturas Malformacoes Anomalias
Cranio Fusao frontal Ossificacao reduzida
Esternébrio atrofiado, bipartido,
Esterno Estemo bifido sup ranpm’ergno,“rudlmel}’t are
assimétrico (“shaped”,
“borboleta”)
. ~ Corpo vertebral sem ossificagao
. Agenesia vertebral, Fusao Tpo ver Hhicagao,
Vértebras . Anomalias semelhantes as dos
de vértebras s
esternébrios
Agepe51fl de costelas, Costela ondulada, Costela extra
Duplicacao de costelas, 3 : a
Costelas . ) uni ou bilateral ¢ 13* costela
Hipoplasia de costelas e reduzida
Fusao de vértebras
) . . . ificaca ida (ilio, isqui
Bacia Hipoplasia de bacia Ossificagao red1’121'da (ilio, isquio
e pubis)
Clavicula Agenesia de clavicula
Agenesia de falanges,
Falanges Fusao de falanges,
Hiperfalangia
Metacarpo Fusao do metacarpo

Metatarso

Fusdo do metatarso
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Figura 9. Feto de uma rata processado para andlise esquelética, conforme o método de

Staples e Schell (1964).

4.5. Analise Estatistica

Para comparagdo dos valores de peso corpéreo, foi empregada a andlise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (BERQUO et al, 1981). Para comparagio dos
valores médios dos parametros de performance reprodutiva, pesos fetal e placentério e indice
placentario dos grupos experimentais, foi empregado o teste estatistico ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis (SIEGEL, 1970). Para a comparagao das porcentagens de PIP, AIP e GIP foi
usado o teste do Qui-quadrado (BERQUO ef al, 1981). Para avaliar a incidéncia de
malformagdes ou de anomalias fetais, dentro dos grupos nao tratados e tratados, foi utilizado
o teste de Goodman (GOODMAN, 1964). Foi considerado, como nivel de significancia
estatistica, o limite de 5 % (p < 0,05). Os graficos foram construidos no software SigmaPlot

10.0™ (2006).
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5.  RESULTADOS

5.1. Analise do Oleo-resina de Copaiba por Cromatografia Gasosa

As amostras esterificadas foram comparadas com uma amostra ndo esterificada,
diluida apenas em hexano, para avaliar se ocorrem perdas ou degradacdes das substincias
pelo método empregado. Na Figura 10, esta representado o cromatograma obtido pelo método
H&L. O marcador cariofileno estd evidenciado em um pico de baixa resolu¢do e pouca

abundancia em relag@o aos outros componentes da amostra.

Abundance

TIC: COPAIBA 10MI - TML.D\ data.ms

1400000
1300000
1200000
1100000
1000000
900000
800000
700000
600000

5000001 cARIOFILENO
400000

300000

200000

100000

T T
4.00 6.00 8.00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.0030.00

Time—
Figura 10. Cromatograma do oleo-resina de copaiba (FR 3340) esterificada pelo método

H&L, obtido em Cromatografo Gasoso 6850 (Agilent®) acoplado a Espectrometro de Massa
5973 (CG-EM).

A Figura 11 representa o cromatograma da amostra esterificada pelo método
IUPAC e a Figura 12 a amostra do 6leo-resina sem esterificar. E possivel observar que as
aparéncias destes dois cromatogramas sao muito semelhantes e ambos apresentam como pico

mais abundante e bem resolvido, o cariofileno.
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Abundance

TIC. CEM2 SP50-1.D\data.ns
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Figura 11. Cromatograma do oleo-resina de copaiba (FR 3340) esterificado pelo método
IUPAC, obtido em Cromatografo Gasoso 6850 (Agilent®) acoplado a Espectrometro de
Massa 5973 (CG-EM).

Abundance
TIC: COP N E SP 50-1.D\ data.rns
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4.00 6.00 8.00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.0030.0032.00

Figura 12. Cromatograma do 6leo-resina de copaiba (RF 3340) ndo esterificado, obtido em

Cromatografo Gasoso 6850 (Agilent®) acoplado a Espectrometro de Massa 5973 (CG-EM).
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O método de esterificagdo descrito por H&L apresentou baixa resolugdo para o
trans-cariofileno e de acordo com os dados da espectroteca Wiley, a amostra esterificada pelo
método H&L difere quanto a composi¢cdo das amostras nao esterificadas e das esterificadas
pelo método TUPAC, as quais possuem composi¢ao muito semelhantes (Quadro 7). Portanto,
o Método H&L foi descartado para o preparo de amostra do 6leo-resina de copaiba, pois se
mostrou insatisfatorio quanto ao isolamento do marcador e existem indicios que tal método
cause degradacao dos componentes. Ja o método IUPAC, apesar de aparentemente nao causar
alteragdes nos componentes da amostra e apresentar Otima resolu¢do do marcador, foi

necessario avaliar sua interferéncia no marcador frans-cariofileno.

Para isto foi submetido 1 pL do padrdo de trans-cariofileno a esterificagao por tal
método, sendo comparado o cromatograma obtido com o cromatograma do padrao diluido
apenas em hexano. Este ensaio revelou que o padrdo de frans-cariofileno ndo sofreu alteragao

significativa quando submetido a esterificacdo pelo método IUPAC (Figuras 13 e 14).

Abundance
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1500000 A{:ﬁjjjjj
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500000 5.870
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4.00 6.00 8.00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.0030.0032.00
Time—

Figura 13. Cromatograma do padrdo tranms-cariofileno, esterificado pelo método IUPAC,

obtido em Cromatdgrafo Gasoso 6850 (Agilent®) acoplado a Espectrometro de Massa 5973
(CG-EM).
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TIC: PC1ULSML.D\ data.ms

/ CARIOFILENO
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ﬂ 9.385
‘5.‘00‘ ‘ 10‘.00 15‘.00 20‘.0(‘) ‘ ‘ ‘25‘.0(‘) ‘ ‘ ‘30‘.0(3" ‘ ‘ ‘35‘.0(3"

Figura 14. Cromatograma do padrao trans-cariofileno, ndo esterificado, obtido em

Cromatografo Gasoso 6850 (Agilent®) acoplado a Espectrometro de Massa 5973 (CG-EM).

Analisou-se possiveis interferéncias do método de esterificagdo IUPAC, pela

leitura de uma amostra branco do mesmo, ou seja, procedendo a metodologia de esterificacao

sem adicionar nenhum componente e realizando a leitura da fracao hexanica no cromatografo.

Este ensaio demonstrou que ndo existem substancias do método que interferem na andlise

cromatografica (Figura 15).
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Figura 15. Cromatograma do Branco utilizado no método de esterificacdo IUPAC, obtido em

Cromatografo Gasoso 6850 (Agilent®) acoplado a Espectrometro de Massa 5973 (CG-EM).
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Quadro 7. Composi¢ao do 6leo-resina de C. duckei e os respectivos tempo de retencao (TR)

conforme o tratamento da amostra: esterificado (H&L), esterificado (IUPAC) e nao

esterificado.
Oleo-resina - H&L Oleo-resina — [UPAC Oleo-resina - Nio esterificado
RT COMPOSTO RT COMPOSTO RT COMPOSTO
5,027 Benzene 4,544 Cyclohexene 4,556 Cyclohexene
5,422 p - emetneno 4,754 a -Cubebene 4,766 a.-Cubebene
/ciclohexano
1R,3Z.,9S-
2,6,10,10-
6,179 | Tetramethylbicyclo 5,218 a-Copaene 5,231 a.-Copaene
[7.2.0]undeca-2,6-
diene
6,402 Caryophyllene 5,422 Cyclohexane 5,434 Cyclohexane/ 3-elemene
6,624 v-1-cadinene 5,651 3H-3a,7-Methanoazulene, | 5,670 a-Gurjunene
7,076 Naphthalene 5,842 Trans-Caryophyllene 5,861 Trans-Caryophyllene
o.-Muurolene;
7,140 Naphthalene 5,988 Caryophyllene 6,007 Caryophyllene
1-ethenyl-1-methyl-2-
o.-Muurolene; (1-methylethenyl)-4-(1-
7,591 Naphthalene 6,185 methylethylidene)- 6,204 v-Elemene
bicyclogermacrene
7,833 B-Bisabolenc; 6,293 trans-a-Bergamotene 6,312 trans-.a.-Bergamotene
Cyclohexene
1H-
7,967 Benzocycloheptene 6,624 o -Caryophyllene 6,643 a.-Humulene
6-Cadinene;
8,107 Naphthalene 6,777 1H-Cycloprop[e]azulene 6,789 1H-Cycloprop[e]azulene
8,418 6-Selinene 7,076 Naphthalene 7,095 Naphthalene
8,622 cis-a-bisabolene 7,171 Germacrene D 7,197 Germacrene-D
1H-Cycloprop[e]azulene,
. decahydro-
9,156 - 7,286 o-Selinene 7,311 1.1, 7-trimethyl-4-
methylene
4,5-dimethyl-11-
9,875 - 7,521 4,7-Methanoazulene 7,540 | methylenetricyclo[7.2.1.0(
4.9)]dodecane
1,251 - 7,846 B-Bisabolene 7,629 o-Muurolene
10,524 - 8,126 6 -Cadinene 7,871 4 -Bisabolene
10,759 - 8,035 cis-o-bisabolene 8,151 v-Cadinene
11,179 v -Cadinene 8,921 Germacrene B 8,666 cis-a-bisabolene
11,873 Patchoulene /o- 9,366 Caryophyllene oxide 8,953 Germacrene B
Copaene
12,025 - 10,384 - 9,398 Caryophyllene oxide
12,738 - 21,225 | Palmitic acid-methyl Ester | 10,422 Fonenol
14,519 28,687 | Linoleic acid, methyl Ester
Palmitic acid-
21,002 methyl Ester
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As amostras do 6leo-resina de copaiba apresentaram teor de cariofileno em torno
de 500 ng/mL (0,5 %), o que representa uma faixa adequada para quantificacdo pelo método
proposto. Na Figura 16 pode ser observado o cromatograma e a analise quantitativa de uma

das amostras.

Abundance
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Figura 16. Cromatograma e analise quantitativa do 6leo-resina de C. duckei Dwyer, obtido
em Cromatografo Gasoso 6850 (Agilent®) acoplado a Espectrometro de Massa 5973 (CG-
EM).

5.2. Peso Materno

Durante o periodo de tratamento (30 dias) e no periodo de gestagao (do zero ao
21° dia) ndo foram registrados mortes e sinais clinicos visiveis de toxidade materna, tais

como: perda de peso e reducdo do consumo de racao.

O peso médio das ratas do grupo Controle, TCVB e TCVC apresentaram valores
muito proximos, ndo sendo observada diferenga estatistica significativa entre esses grupos,
desde o dia Zero até¢ o 21° dia de prenhez. O tratamento com o creme vaginal do 6leo-resina

de copaiba ndo interferiu no peso materno em qualquer periodo da prenhez (Tabela 1).
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Tabela 1. Pesos (g) das ratas, dos grupos Controle, Creme Vaginal Base e Creme Vaginal de

Copaiba, expresso em média + desvio padrao, de acordo com o dia de prenhez.

CONTROLE TCVB TCVC
Dia Zero 251,4+£233 252,8 £15,6 252,1£19,8
Dia 5 266,6 £20,6 270,6 £17,3 267,8 £ 16,1
Dia 14 293,2 £20,2 296,8 £ 17,2 2945+ 19,4
Dia 21 344,4 £22,0 363,4+ 18,3 346,0 £37,2

n=5-6/grupo. Os valores ndo diferem entre si ao nivel de 5 %. ANOVA, seguido do teste de Tukey.

A evolu¢do do ganho de peso materno foi progressiva durante o periodo de
prenhez, em todos os grupos estudados. Algumas ratas do grupo TCVB e TCVC atingiram
ganho de peso superior a 80 g no final da prenhez. No grupo Controle esse aumento foi
menor, com valores menores que 75 g (Figura 17). Nao foi observada diferenca significante

entre os trés grupos.

100 ~
I Controle
T 774 TCVB
80 - TCVC
o
2 60 -
)
o
()
°
2
< 40 A
®©
(O]
20 -+
0

59 149

Dias da Prenhez
Figura 17. Evolucdo do ganho de pesos das ratas, expresso em gramas (g), dos grupos

Controle, TCVB e TCVC, de acordo com o dia de prenhez. As colunas representam as médias

e o desvio padrao da variavel peso de n = 5-6/grupo.
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5.3. Performance Reprodutiva Materna

Das cinco e seis ratas acasaladas, do grupo Controle e TCVC, respectivamente,
todas levaram a prenhez a termo (100 %). Entretanto, das seis ratas acasaladas do grupo
TCVB, somente cinco levaram a prenhez a termo (83,33 %). Essa diferenca ndo foi

significativa ao comparar com os grupos Controle e TCVC (Tabela 2).

Tabela 2. Nuimero de ratas acasaladas, prenhez a termo e taxas de perda (%) pré e pos-

implantacao do blastocisto nas ratas prenhes dos grupos Controle, TCVB e TCVC.

CONTROLE TCVB TCVC
Ratas acasaladas 5 6 6
Prenhez a termo 5 5 6
Taxa de Prenhez a termo (%) 100,00 83,33 100,00
Perda pré (%) 30,76 6,66 45,53
Perda po6s (%) 22,22 0,00 3,33

n=5-6/grupo. Os valores ndo diferem entre si ao nivel de 5%. Teste de Kruskal-Wallis.

5.4. Peso dos Fetos, das Placentas e Indice Placentario

ApoOs a laparotomia ndo se constatou, entre os trés grupos, a presenca de
natimortos. No grupo tratado com creme vaginal do 6leo-resina de copaiba (TCVC) o peso
médio fetal foi 4,82 g e o placentario ficou em torno de 0,5 g, determinando indice placentario
médio de 0,08 g. Nao se observou diferenca significativa desses pardmetros em relacdo ao
tratamento com o creme vaginal base (TCVB), que contém apenas os componentes da
formulagdo, e ao grupo controle (NT), que recebeu somente solucdo fisiologica 0,9%. Esses

parametros de avaliagdo podem ser observados nas Tabelas 3,4 e 5.
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Tabela 3. Peso dos filhotes (Peso Fetal), expresso em média e desvio padrdo, das ratas dos

grupos Controle, TCVB e TCVC.

Controle TCVB TCVC
Minimo 2.93 3.85 3.98
Maximo 6.24 5.42 7.25
Mediana 4.77 4.85 4.78
p25 4.63 4.60 4.54
p75 5.00 5.03 4.97
Média Aritmética 4.82 4.81 4.82
Desvio Padrao 0.52 0.35 0.56

n/grupos: Controle (n = 34); TCVB (n=51) e TCVC (n = 43). Os valores ndo diferem entre si ao nivel de 5 %.
Teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 4. Peso das Placentas (Peso Placentério), expresso em média e desvio padrdo, das

ratas dos grupos Controle, TCVB e TCVC.

Controle TCVB TCVC
Minimo 0.31 0.28 0.28
Maximo 0.61 0.6 0.94
Mediana 0.40 0.38 0.38
p25 0.36 0.35 0.35
p75 0.43 0.42 0.43
Média Aritmética 0.40 0.39 0.41
Desvio Padrao 0.07 0.06 0.12

n/grupos: Controle (n = 34); TCVB (n = 51) e TCVC (n = 43). Os valores ndo diferem entre si ao nivel de 5 %.
Teste de Kruskal-Wallis.
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Tabela 5. indice Placentério (IP), obtido pela razdo entre cada Peso Placentario e respectivo

Peso Fetal das ratas dos grupos Controle, TCVB e TCVC.

Controle TCVB TCVC
Minimo 0,06 0,00 0,05
Maximo 0,13 0,11 0,16
Mediana 0,08 0,08 0,08
p25 0,07 0,07 0,07
p75 0,09 0,08 0,08
Média Aritmética 0,08 0,07 0,08
Desvio Padrao 0,01 0,01 0,02

n/grupos: Controle (n = 34); TCVB (n = 51) e TCVC (n = 43). Os valores ndo diferem entre si ao nivel de 5 %.
Teste de Kruskal-Wallis.

5.5. Teste para Confirmacao dos Sitios de Implantacdes e de Reabsorcoes

Ao colocar o utero na solu¢ao contendo hidroxido de sodio 0,2 %, os nodulos de
reabsor¢do invisiveis foram revelados e apds a observacdo, foram identificados como
positivos, NaOH (+) (Figura 18). Essa revelacdo ocorreu no utero de trés ratas (3/6) tratadas
com o creme vaginal do 6leo-resina de copaiba (TCVC) e no utero de todas as ratas (5/5) do
grupo controle. Apesar das reabsorc¢des terem sido elevadas no grupo controle (Figura 19),

nao houve diferenga significativa entre os trés grupos.

Figura 18. Utero de uma rata do grupo TCVC. Apés duas horas em solugdo NaOH 0,2 %,

um ponto de implantacao invisivel foi revelado, NaOH (+) (observar a ponta da seta).
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Figura 19. As colunas representam as médias + erro padrdo da média da variavel reabsor¢ao
das ratas do grupo Controle, TCVB e TCVC de n = 5-6/grupo. Nao foi significativo para p <
0,05.

5.6. Peso e Classificacao dos Recém-nascidos

A maioria dos RNs de ratas dos grupos TCVC e TCVB apresentou peso
Adequado para a Idade de Prenhez (AIP) com 72,1 % e 72,5 %, respectivamente. A
porcentagem de RNs Pequenos para Idade de Prenhez (PIP) foi maior no grupo TCVC,
todavia, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa, ao nivel de 5 %, quando

comparado com os outros grupos, Controle e TCVB (Tabela 6).
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Tabela 6. Porcentagem (%) de recém-nascidos Pequenos (PIP), Adequados (AIP) e Grandes
(GIP) para Idade de Prenhez, de ratas Tratadas com Creme Vaginal de Copaiba (TCVC),

Creme Base (TCVB) e Controle.

Controle TCVB TCVC
PIP 2,9 % 9,8 % 14,0 %
AIP 82,4 % 72,5 % 72,1 %
GIP 14,7 % 17,6 % 14,0 %

Os valores ndo diferem entre si ao nivel de 5%. Teste do Qui-Quadrado.

O predominio de recém-nascidos AIP (Figura 20), com igual propor¢ao de GIP e
PIP, ndo esteve relacionado com a utilizacdo do creme vaginal do 6leo-resina de copaiba,
embora tenha sido observado que a porcentagem de filhotes pequenos (PIP) tenha sido menor

no grupo controle, ndo foi observada diferenca estatistica significante (Figura 21).

L
Figura 20. Recém-nascido Adequado para a Idade de Prenhez - AIP (A) e Pequeno para

Idade de Prenhez - PIP (B).
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Figura 21. Porcentagem (%) de recém-nascidos pequenos (PIP), adequados (AIP) e grandes

(GIP) para idade de prenhez em ratas tratadas com creme vaginal de copaiba (TCVC), creme
base (TCVB) e controle.

5.7. Contagem dos Pontos de Ossificacao

A contagem total dos pontos de ossificacdo foi, em média, 42,3, 39,6 ¢ 39,9,
respectivamente, nos grupos Controle, TCVB, TCVC. O tratamento com creme vaginal do
Oleo-resina de copaiba nao evidenciou diferenga significativa na contagem total ou diferencial

desses pontos de ossificacao, quando comparado com os grupos TCVB e Controle (Tabela 7).
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Tabela 7. Média e desvio-padrao dos pontos de ossificagdo de recém-nascidos de ratas do

grupo Controle, TCVB e TCVC.

Controle TCVB TCVC
Falanges anteriores 6,0+24 49+272 3,0£1,7
Metacarpos 7,8+0,4 8,0£0,0 7,8+£0,5
Falanges posteriores 6,623 53+3,2 57+2,9
Metatarsos 9,7+0,6 10,0+ 0,0 10,0+ 0,0
Vértebras caudais 39+1,0 3,8+1,1 3.8+1,4
Esternébrios 39+1,0 3,8+1,1 3.8+1,4
Ossificacao Total 423 +9,8 39,6 +7,7 39,9+5,5

n/grupo: Controle (n = 18), TCVB (n =26) e TCVC (n = 23). Os valores ndo diferem entre si ao nivel de 5 %. —
Teste de Kruskal-Wallis.

5. 8. Analise das Anomalias e Malformacdes Externas e Internas (esqueléticas e
viscerais)

No grupo Controle ndo foram diagnosticados malformagdes ou anomalias
externas. Apesar da ocorréncia de anomalias e/ou malformagdes detectadas nos grupos TCVB
e TCVC, a diferenca ndo foi considerada significativa. Com relagdo as malformacdes e/ou
anomalias esqueléticas e viscerais, todos os grupos foram afetados, sem diferenga estatistica
significante, ao nivel de 5 %. O nimero de ninhadas afetadas também ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos. Desta forma, o tratamento topico com 6leo-resina de
copaiba ndo aumentou a freqiiéncia das malformacdes e anomalias esqueléticas e viscerais

(Tabela 8).
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Tabela 8. Freqliéncias de anomalias e malformacdes externas, esqueléticas e viscerais

conforme em ninhadas e recém-nascidos de ratas dos grupos Controle, TCVB e TCVC.

Controle TCVB TCVC
Malformacgoes externas
Recém-nascidos afetados 0/36 1/51 2/43
Ninhadas afetadas 0/5 1/5 2/6
Anomalias externas
Recém nascidos afetados 0/36 0/51 1/43
Ninhadas afetadas 0/5 0/5 1/6
Malformacgdes esqueléticas
Recém-nascidos afetados 2/18 4/26 7/23
Ninhadas afetadas 1/5 3/5 3/6
Anomalias esqueléticas
Recém-nascidos afetados 8/18 15/26 12/23
Ninhadas afetadas 3/5 5/5 3/6
Malformacoes viscerais
Recém-nascidos afetados 8/18 5/25 7/21
Ninhadas afetadas 4/4 3/5 5/5
Anomalias viscerais
Recém-nascidos afetados 1/18 4/25 4/21
Ninhadas afetadas 1/4 3/5 3/5

Os valores nao diferem entre si ao nivel de 5 %. - Teste de Goodman.

A analise diferencial das malformac¢des e anomalias ndo comprovou diferenca
significativa do efeito do tratamento com 6leo-resina de copaiba, veiculado em creme vaginal.
Entre as malformacdes esqueléticas detectadas, a mais visivel, nos trés grupos, foi agenesia de
falanges (Figura 22) e entre as anomalias foi encontrado com maior freqiiéncia o esternébrio
“em borboleta” (Figura 23). Nao obstante, as diferencas encontradas ndo foram significativas

entre os trés grupos (Tabela 9).
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Figura 22. Recém-nascido do grupo TCVB com falanges normais (A) e com agenesia de

falanges (B) (observar a ponta da seta).

Figura 23. Recém-nascido do grupo Controle com esternébrios normais (A) e com o 5°

esternébrio em borboleta (B) (observar a ponta da seta).
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Tabela 9. Percentual (%) de malformagdes e anomalias externas e esqueléticas de recém-

nascidos das ratas do grupo Controle, TCVB e TCVC.

CONTROLE TCVB TCVC
Malformacgoes e/ou Anomalias
Externas (%)
Olhos mal posicionados 0,0 2,0 0,0
Calda malformada 0,0 0,0 2,3
Malformacgoes esqueléticas (%)
Metacarpo 5,6 0,0 8,7
Metatarso 11,1 0,0 0,0
Agenesia de falanges 27,8 30,8 30,4
Agenesia de costela 0,0 3.8 0,0
Hipoplasia de Costela 0,0 3.8 0,0
Anomalias esqueléticas (%)
Esternébrio atrofiado 5,6 0,0 43
Esternébrio rudimentar 5,6 3.8 17,4
Esternébrio em shaped 0,0 0,0 43
Esternébrio em borboleta 22,2 11,5 8,7
Cranio - Ossificacao reduzida 0,0 3.8 4.3

Os valores nao diferem entre si ao nivel de 5 %. - Teste de Goodman.

Ao observar os detalhes das anomalias e malformacgdes viscerais, nota-se que o
percentual de criptorquidismo, no grupo controle foi maior (22,2 %) que no grupo TCVC
(14,3 %), contudo, essa diferenca ndo foi significativa entre os trés grupos analisados. O
grupo TCVB apresentou maior percentual de anomalia visceral, localizada no ventriculo

lateral (Figura 24), porém essa diferenca ndo foi significativa (Tabela 10).



Figura 24. Seccdo da cabeca, evidenciando os dois ventriculos laterais normais, de um
recém-nascido do grupo Controle (A), ¢ de um do grupo TCVB, com ventriculo lateral

fechado (B) (observar a ponta da seta).

Tabela 10. Percentual de malformag¢des e anomalias viscerais de recém-nascidos de ratas do

grupo Controle, Creme Vaginal Base (TCVC) e Creme Vaginal de Copaiba (TCVC).

CONTROLE TCVB TCVC

Malformacoes Viscerais (%)

Criptorquidismo 22,2 4,0 14,3
Rim Hipoplastico 5,6 0,0 0,0
Rim supranumerario 5,6 0,0 0,0
Microftalmia 5,6 4,0 0,0
Analftalmia 0,0 0,0 4.8
Alteragao no septo nasal 5,6 0,0 9,5
Inversao de pulmdes 0,0 8,0 0,0
Defeito na Aorta 0,0 4,0 0,0
Destrocardia 0,0 4,0 0,0
Alteracdo no septo interventricular 0,0 0,0 4.8
Anomalias Viscerais (%)

Ventriculo lateral 5,6 12,0 4.8
Alteragao na retina 0,0 4,0 4.8
Olhos mal posicionados 0,0 4,0 9,5
Hemorragia cerebral 5,6 0,0 0,0
Hérnia do Diafragma 5,6 0,0 0,0

Os valores nio diferem entre si ao nivel de 5%. - Teste de Goodman.
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6. DISCUSSAO

A etnobotanica e etnofarmacologia sdo importantes no processo de
desenvolvimento de novos fitomedicamentos (ALVES, 2005). A cadeia produtiva desses
tipos de medicamentos tem, normalmente, como ponto de partida o conhecimento popular e a
obtencao da matéria-prima (PETROVICK et al., 1997). Desta forma, o emprego farmacéutico
dessa matéria-prima dependera, inicialmente, da determinagdo de métodos analiticos para
avaliar sua composi¢do quimica.

Apds a eleicdo dos métodos analiticos, o préximo passo relaciona-se com a
validacdo das técnicas qualitativas e quantitativas apropriadas aos marcadores escolhidos. Os
protocolos de validagao consideram aspectos de reprodutibilidade, robustez, precisdo e limites
de deteccao, além de avaliarem a presenca e a causa de erros (BASSANI et al., 2005). Nesse
sentido, na literatura, j& foi relatado o desenvolvimento de varios protocolos de validagdo
metodoldgica para a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Souza et al. (2002) validaram
o protocolo de identificacdo e quantificacdo dos flavonoides presentes em Achyrocline
satureioides € Phyllanthus niruri. Os protocolos para Passiflora edulis (PETRY et al., 1998) e
Baccharis trimera (PALAZZO DE MELO; PETROVICK, 2000) também ja foram validados.

A Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) ¢ uma das
técnicas mais importantes que se dispde para analise de misturas complexas volateis e de
baixo peso molecular. Varios trabalhos cientificos relatam a utiliza¢ao da técnica de CG-EM
para analise qualitativa e quantitativa do 6leo-resina de copaiba (VEIGA-JUNIOR, 1997;
RIGAMONTE-AZEVEDO, 2004; TAPPIN, 2004; BIVALTI, 2006). Devido a sua rapidez e
reprodutibilidade, a CG-EM estd cada vez mais presente nas analises de rotina dos
laboratorios de quimica de produtos naturais e no setor de controle de qualidade dos
laboratorios farmacéuticos (SIQUEIRA, 2003).

Neste estudo essa técnica cromatografica foi eficaz, pois possibilitou a separagao
dos componentes da amostra, ¢ o espectrometro de massas forneceu o perfil de fragmentagao,
sendo possivel identificar os constituintes presentes no 6leo-resina C. Duckei Dwyer, utilizado
na producdo do creme vaginal do 6leo de copaiba. O marcador pesquisado, o B-cariofileno,
além de estar disponivel comercialmente, ¢ utilizado como padrdo em diversos trabalhos de
quantificagdo do 6leo-resina de copaiba. Ele ¢ apontado como responsavel por varias agdes
farmacoldgicas descritas ao Oleo-resina de copaiba (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002;
TAPPIN 2004).
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Segundo a pesquisa realizada por Rigamonte-Azevedo (2004), o cariofileno ¢ o
terpendide encontrado com maior freqiiéncia (100 %) nos oleos de copaiba estudados. Por
1sso, o teor de cariofileno nos o6leos de copaiba deve ser monitorado, para certificar a
qualidade desse produto. Contudo, ainda nao ha estudos envolvendo a padronizagdo desse
teor no Oleo-resina utilizado como matéria-prima, sendo este, um estudo pioneiro.

O teor encontrado foi de 0,5 % (500 ng/mL), que corresponde a um teor
adequado, tanto para ser utilizada como marcador do fitomedicamento como para ser
detectado pelo método proposto, o de esterificagdo da IUPAC. A analise do 6leo-resina em
CG-EM, portanto, certifica a qualidade desse produto (CASCON; GILBERT, 2000).

Estudo realizado por Lameira et al. (2009), com C. duckei Dwyer, detectou o [3-
cariofileno, variando de 13,0-15,5%, 25,1-50,2% e 50,1-61,8%, nas amostras de 6leos-resina
de trés arvores. Apesar desse estudo ter demonstrado uma variagdo sazonal, na composi¢ao
quimica da fracdo volatil dessa espécie, este composto estd presente em todas as espécies de
Copaifera, sendo assim, foi escolhido como marcador de qualidade do produto aqui estudado.

O B-cariofileno ¢ um sesquiterpeno biciclico natural que estd presente, como
maior constituinte, em alguns 6leos essenciais, utilizados na medicina popular, especialmente,
6leo de cravo (GOIRIS et al., 2002; GRAMOSA; SILVEIRA, 2005). Esses 0leos essenciais
inibem o crescimento de algumas bactérias, leveduras e fungos (ALMA et al., 2003; HONG
et al., 2004; LOURENS ef al., 2004; SABULAL et al., 2006; SAROGLOU et al., 2007) e,
portanto, t€ém sido usados em uma variedade de produtos alimentares (GOIRIS ez al., 2002).

Shafin et al. (2002) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
Aristolochia indica, que demonstrou moderada atividade contra seis organismos testados.
Segundo o autor, esta atividade pode ser atribuida a presenca do B-cariofileno, a-humuleno,
oxido de cariofileno e linalol. Alguns constituintes presentes no o6leo essencial de Abies
balsamea L. foram isolados e testados quanto ao seu potencial antimicrobiano, revelando MIC
(Concentragdo Inibitéria Minima) de 13,6 pg/mL, 5,1 pg/mL e 2,6 pg/mL, respectivamente,
ao o-pineno (14,6 %), B-cariofileno (0,4 %) e o-humuleno (0,2 %) frente a S. aureus
(PICHETTE et al., 2006). Sabulal et al. (2006), em estudo levado a efeito, demonstraram a
atividade antimicrobiana de Zingiber nimmonii, um rizoma rico em cariofileno.

Na literatura, varios estudos com 6leos essenciais tém apresentado boa atividade
antibacteriana, que sdo atribuidas aos compostos volateis presentes, incluindo o B-cariofileno
(SABULAL et al., 2006; DELAMARE et al., 2007). Por outro lado, Muroi e Kubo (1993)
indicaram que o P-cariofileno tem fraca & moderada atividade antibacteriana. Todavia, ¢

importante lembrar que a acdo farmacoldgica de um produto natural, comumente, depende da
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acdo conjunta dos seus constituintes (CARVALHO, 2004). Desta forma, a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais, que contém o B-cariofileno, pode ser dada a uma sinergia
entre este e os demais constituintes presentes naqueles oleos, resultando em diferentes graus
de atividade antimicrobiana (TYLER, 1997; CARVALHO, 2004).

Um exemplo importante de sinergismo ¢ o efeito analgésico da Croton urucurana,
planta popularmente utilizada no tratamento da dor e inflamagdo. Alguns compostos isolados
do extrato de acetato de etila desta planta, catequina e a galocatequina, também foram
testados quanto ao seu efeito analgésico em camundongos, demonstrando serem menos
potentes do que a propria fragdo. O mesmo ocorreu com o glicosideo do B-sitosterol, presente
na fracdo metanodlica daquela planta, que possui uma baixa atividade analgésica e
isoladamente ndo justificaria o potente efeito analgésico observado para esta fracdo. Desta
forma, o efeito analgésico de C. wrucurana se deve a uma associagdo de varios
fitoconstituintes, incluindo campesterol, stigmasterol, B-sitosterol, acido acetil-aleuritolico,
catequina, galocatequina e glicosideo do PB-sitosterol. E importante ressaltar que nestes
exemplos, os compostos isolados, apesar de se encontrarem em concentragdes baixas, atuam
sinergicamente, provavelmente através do mesmo mecanismo de agdo ou por mecanismos
diferentes (PERES et al., 2008).

Os sesquiterpenos compreendem cerca de 80 % dos o6leos de copaiba estudados, e
0s mais comuns sdo a-copaeno, B-cariofileno, B-bisaboleno, a e B-selineno, a-humuleno e 6 e
y-cadideno (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). Devido ao crescente aumento da resisténcia
microbiana aos tratamentos medicamentosos de rotina; de fato, se faz necessario a busca de
novos agentes antimicrobianos, que sejam efetivos e com um grau de toxidade baixo ou
inexistente (ORLANDO, 2005).

Avaliagdes iniciais dos testes de sensibilidade (screenings) possibilitam a
descoberta da efetividade das agdes de fitoterdpicos, frente aos diversos micro-organismos,
independente da técnica de extracdo utilizada. Os métodos de teste para diversos micro-
organismos sdo similares, sendo mais utilizados os testes de microdilui¢do em meio liquido e
os testes de difusdo em meio solido, com discos ou pogos (COWAN, 1999), o que em fung¢ado
da potencialidade do extrato, o mesmo pode apresentar resultados tanto positivos como
negativos (GONCALVES et al., 2005). Santos et al. (2008) estudaram a atividade
antimicrobiana de 6leos de Copaifera sp., sendo relatada boa atividade contra bactérias gram-
positivas. Frente aos resultados obtidos, o autor sugere os 6leos de copaiba como potencial

novo agente terapéutico, seletivo, para tratar importantes doengas infecciosas.
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Os medicamentos topicos sdo produtos usados externamente, visando sua agdo
local na pele e mucosas. Embora a pele possa funcionar como depdsito de substancias ativas,
acredita-se que o desenvolvimento de toxidade seja minimo na administragdo topica, pois
raramente o farmaco ¢ absorvido de forma sistémica, em quantidade significativa, se a pele
estiver integra (GOODMAN et al., 1990; ROBERT; SCIALLI, 1994). No entanto, existem
fatores que tornam variavel a transposicdo da barreira cutanea, tal como, dermatopatias,
trauma fisico, umidade, temperatura e extensdo da area de aplicagdo do farmaco (LEITE et
al., 1997). Segundo Robert e Scialli (1994) as mudancas fisiologicas da gravidez, como
aumento do volume extracelular, circulagdo e hidratagdo cutanea, resultam em maior absor¢ao
e modificagdo da distribui¢do de agentes aplicados topicamente.

A exposicao materna a agentes quimicos, durante o periodo de gestagdao, pode
resultar em alteragdes no desenvolvimento do concepto. Essas alteragdes dependem de fatores
inerentes ao organismo materno, a funcionalidade placentaria ou a uma agdo direta no proprio
organismo embriofetal, que por vez, pode ocasionar a morte do concepto, malformacdes e/ou
anomalias, ou ainda, prejuizo no desenvolvimento fisico e/ou comportamental do recém-
nascido (CALLIARI-MARTIN et al., 2001).

O uso de plantas medicinais na gestacdo, mesmo de uso tdpico, pode resultar em
diferentes alteracdes no desenvolvimento embriofetal, devido a interferéncia na implantagao
embriondria, com efeito abortivo (embrioletalidade) ou embriofetoxidade (ALMEIDA;
LEMONICA, 2000; LYRA et al., 2005). Neste estudo, avaliou-se a performance reprodutiva
materna, através da observacao de alguns parametros, tal como, peso materno, nimero de
fetos vivos e porcentagem de perda pré e pos-implantagao.

Poucos estudos experimentais tém sido realizados para testar os efeitos
teratogénicos de plantas medicinais, embora a extrapolacdo desses dados tenha fundamental
importancia para a prevencao de riscos toxicos, tanto para a gestante como para o concepto.
Um exemplo de efeito toxico ao concepto, foi descrito no estudo com extrato aquoso de boldo
(Coleus barbatus) administrado em ratas prenhes, nas doses de 440 e 880 mg/kg/dia, durante
o periodo organogénico, que resultou em alteragdes vertebrais e diminuigdo do ntimero de
centros de ossificacio (ALMEIDA; LEMONICA, 2000).

Levando em consideragcdo a maior possibilidade de absor¢ao do medicamento no
periodo gestacional, durante a realizagdo dos ensaios toxicologicos, deve-se ficar atento aos
sinais clinicos, evidentes, de toxidade materna, resultante da morte ou redugdo no ganho de

peso corporal (CALLIARI-MARTIN, 1998).
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E importante ressaltar que a avaliagdo ponderal da gestante é um dos parimetros
mais relevante, isso porque, avalia de modo indireto o grau de comprometimento materno e
fetal. Desta forma, podemos dizer que, a perda de massa corporal ¢ um dos principais
indicadores de toxidade materna (LYRA et al., 2005), pois o ganho de peso insuficiente pode
acarretar a restrigdo de crescimento intra-uterino (SCHWAREZ et al., 1996). Neste estudo,
ndo houve diferenca significativa de peso entre as ratas dos grupos controle, tratadas com
creme vaginal base e de copaiba, tanto no periodo de pré-implantagdo como na gestacgao total,
o que sugere auséncia de toxidade materna.

No periodo pré-implantacdo, o embrido se encontra com células indiferenciadas
em divisao mitotica. A reducdo do nimero de células no embrido, durante essa fase, pode
induzir retardo na formacdo do blastocisto (KOLA; FOLB, 1986) e, conseqiientemente,
aumento nas perdas pré e pos-implantagio (LEMONICA et al., 1996). Segundo Almeida e
Lemonica (2000), a taxa de perda pré-implantagdo ¢ a correlagdo entre o niimero de ovos
liberados e aqueles que, depois de fecundados, conseguiram ser implantados no ttero. J& a
perda pos-implantagao refere-se a relagdo entre o numero de blastocistos implantados e
aqueles que nao conseguiram se desenvolver. Ao blastocisto implantado, que nao conseguiu
se desenvolver, da-se o nome de “reabsor¢ao” e isso indica falha no desenvolvimento do
embrido.

Os resultados desse trabalho indicam que o 6leo-resina de copaiba, veiculado em
creme vaginal a 2,5 %, ndo interfere nas fases pré e pds-implantagdo, na dose testada que a
correspondeu 10 vezes a dose proposta para ser utilizada em humanos. Segundo Calliari-
Martin (1998), a escolha de uma dose adequada da substancia teste ¢ fundamental, pois a
administracdo de doses elevadas pode levar a intoxicagdo materna, alterando os padrdes de
homeostase materna, necessarios para o bom desenvolvimento embriofetal.

A redugdo significativa da massa dos fetos nos grupos tratados pode apontar um
possivel efeito fetotoxico (LYRA et al., 2005). No presente estudo ndo foi observado, em
relacdo a massa dos filhotes, diferenca estatistica significativa entre os trés grupos. Portanto, o
Oleo-resina de copaiba, veiculado em creme vaginal, na concentracdo empregada, nao
determinou o aparecimento de fetotoxidade, apesar do numero de filhotes pequenos para
idade gestacional (PIP) ser maior nesse grupo.

No periodo de organogénese, hd uma intensa proliferacdo e migracdo de células,
remodelamento dos tecidos e formagao dos o6rgaos rudimentares (BRENT et al., 1993). Este
periodo ¢ caracterizado como mais susceptivel a agentes teratogénicos, havendo uma maior

probabilidade de ocorréncia de malformagdes fetais. O tipo de malformacao ird depender do
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estagio embrionario e da afinidade do agente por algum tecido embriondrio (CHANG et al.,
2002). O presente estudo ndo evidenciou relacdo entre a freqiiéncia das anomalias e
malformagdes externas e internas (analises esqueléticas e viscerais) com a utilizacao do creme
vaginal do o6leo-resina de copaiba. Portanto, o uso do o6leo-resina de C. Duckei Dwyer
veiculado em creme vaginal a 2,5 %, administrado em ratas prenhes, linhagem Wistar,
durante o periodo pré-implantagdo e organogénese, demonstrou ser seguro nesta espécie.

Nao obstante, esses resultados sobre os efeitos toxicos do oleo-resina de copaiba,
corroboram com o estudo de Lourenco ef al. (2008a), apesar das diferencas, em relacao a
espécie animal (camundongo, Swiss) e a via de administracdo (gavagem). Esse estudo
conduzido por Lourenco et al. (2008a) consistiu na avaliagdo dos efeitos do dleo de copaiba,
em relagdo as alteracdes morfofisioldgicas causadas pela ciclofosfamida (malformacgdes
externas, viscerais e esqueléticas) nos fetos. O resultado do estudo demonstrou que os
camundongos do grupo controle negativo (triglicerol de cadeia média, solvente do 6leo de
copaiba) e grupos tratados com trés doses de oleo de copaiba (0,3 mL/kg, 0,6 mL/kg e 0,9
mL/kg) ndo produziram nenhuma malformagao, j4 os grupos associados (6leo de copaiba +
ciclofosfamida) e controle positivo (ciclofosfamida 30 mg/kg) apresentaram alteragdes nos
fetos, como: olhos abertos, exoftalmia, oligodactilia, polidactilia, fenda palatina, hidrocefalia
e malformacdes esqueléticas, associadas a cabega, vértebras, costelas, esterno, cinturas
escapular e pélvica. Segundo os resultados de Lourenco et al. (2008a), o 6leo de copaiba nao
apresentou potencial toxico e, além disso, observou-se um efeito protetor contra hidrocefalia e
malformacgao de vértebras.

Na mesma linha, Lourenco et al. (2008b) avaliaram os efeitos do 6leo de copaiba
em relacdo as alteracdes morfofisioldgicas causadas pela ciclofosfamida, nos fetos de
camundongos, durante o desenvolvimento intra-uterino, e se o 6leo de copaiba causava algum
tipo de toxidade nesse periodo. Lourengo et al. (2008b) observaram que 6leo de copaiba nao
apresentou fetotoxidade nas doses administradas. Contudo, em relagdo ao efeito protetor do
6leo de copaiba, ndo foi observado protecdo na diminuicdo do peso fetal, causada pela
ciclofosfamida, nas doses administradas.

A ciclofosfamida, utilizado como controle positivo nos estudos de Lourenco et al.
(2008a; 2008b) ¢ um medicamento citotéxico, potencialmente, mutagénico, carcinogénico e
teratogé€nico, por isso seu uso ¢ contraindicado durante o periodo gestacional (KIRSHON et
al., 1988). Por outro lado, um constituinte presente nos oleos-resinas de copaiba, o acido
caurenoico, em estudo conduzido por Costa-Lotufo ef al. (2006) revelou ser, potencialmente,

citotoxico. Os efeitos atribuidos ao acido caurendico foram: parada do desenvolvimento
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embrionario de ouri¢os do mar, inibigdo do crescimento de células tumorais, bem como a
hemolise de eritrécitos de ratos e humanos. Esses achados refletem na citotoxidade desse
constituinte, de natureza nao-especifica.

Legault et al. (2003) descreveram a atividade antitumoral do 6leo essencial de
abeto balsamico (A4bies balsamea) contra as linhagens de células de tumor sélido. A
citotoxidade, depois de testar os compostos puros do 6leo, foi associada ao a-humuleno e y-
cariofileno. Gomes et al. (2008) estudaram o efeito antineopldsico do oleo de C. multijuga
sobre o tumor ascitico e solido de Ehrlich. A atividade antineoplasica foi atribuida aos
sesquiterpenos  P-cariofileno, bisaboleno, e fy-cariofileno, corroborando outros estudos
(OHSAKI et al., 1994; LIMA et al., 2003). Contudo, Maistro et al. (2005) realizaram teste in
vivo para avaliar o potencial mutagénico do Oleo-resina de C. duckei Dwyer, ndo sendo
detectados efeitos mutagénicos em células da medula 6ssea ou nos reticuldcitos periféricos,
avaliados por aberracdes cromossomicas e teste do microntcleo, respectivamente, mas
mostrou atividade citotoxica em doses elevadas. Desta forma, fazem-se necessarios mais
estudos em relagdo ao potencial citotoxico e avaliar se existem efeitos mutagénicos,
carcinogéncios e teratogénicos, associados aos 6leos de copaiba.

A definicdo de efeito teratogé€nico proposta pela OMS engloba “qualquer defeito
morfolégico (estrutural), bioquimico (funcional) ou de conduta, produzido em qualquer etapa
da gestacdo e descoberto ao nascer ou logo depois”. Alteracdes morfoldgicas sdo aquelas que,
ao nascimento, interferem na viabilidade ou no bem-estar fisico do recém-nascido. Acredita-
se que 3 % dos neonatos possuam defeitos teratogénicos, constituindo o aspecto mais
destacado na pesquisa de farmacos utilizados durante o periodo gestacional (GOODMAN et
al., 1990; ROBERT; SCIALLI, 1994).

Apesar do uso clinico de muitos medicamentos, ainda ndo ha informacdes
suficientemente confidveis a respeito do potencial teratogénico de muitos deles, sendo até
mesmo controversos. Rosa (1996) analisou 70 mulheres gravidas, expostas a uma dose Unica
de itraconazol, durante o primeiro trimestre, € ndo encontrou nenhuma evidéncia de efeitos
teratogénicos. Outro estudo, coorte retrospectivo, com mulheres gravidas expostas ao
itraconazol, durante o primeiro trimestre de gravidez, a prevaléncia foi 13 % (14 de 108)
(BAR-OZ et al., 1999).

Os efeitos adversos potenciais do itraconazol sobre o embrido/feto foram
investigados pelo laboratorio fabricante, utilizando o teste padrao para avaliar os parametros
reprodutivos. Ratas gravidas receberam itraconazol, via oral (gavagem), nas doses de 10

mg/kg, 40 mg/kg ou 160 mg/kg, do 6° ao 16° dia de prenhez (VAN-CAUTEREN et al.,
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1987). Considerando os efeitos das doses, 10 mg/kg, ndo foi embriotdxico; porém, nas doses
de 40 mg/kg e 160 mg/kg, apresentaram-se embriotoxicos. As malformacdes mais comuns
observadas estiveram relacionadas aos ossos (VAN-CAUTEREN et al., 1987). No mesmo
estudo, coelhas prenhas, também, receberam itraconazol, via oral, por gavagem, nas doses de
5 mg/kg, 20 mg/kg e 80 mg/kg uma vez por dia, a partir do 6° até 18° dia de gravidez, ndo
sendo observados efeitos embriotoxicos ou teratogénicos (VAN-CAUTEREN et al., 1987).
Em camundongos, a exposic¢ao ao itraconazol, na dose de 80 mg/kg, durante a organogénese
(dias 8-14 de prenhez), induziu o aparecimento de malformagdes (encefalocele e/ou
macroglossia) (TIBONI et al., 2006).

A diferenca genética, entre as espécies, faz com que se torne necessario a
utilizacdio de mais de uma espécie nos ensaios de toxicologia reprodutiva (SCHULER-
FACCINI et al., 2001; BRASIL, 2009d). O estudo realizado por VAN-CAUTEREN et al.
(1987) ¢ levado a efeito, pois a utilizacdo de trés diferentes espécies de animais (ratos, coelhos
e camundongos) nos ensaios, possibilitou observar as diferentes respostas toxicologicas a
cada espécie. Outro fator importante ¢ o periodo gestacional exposto a esse agente, pois, a
susceptibilidade de cada 6rgdo a uma determinada anomalia ou malformagdo dependera da
etapa em que se encontra o desenvolvimento, de forma que o concepto seja sensivel a
diferentes periodos (CALLIARI-MARTIN, 1998; ROGERS; KAVLOCK, 2001).

No contexto dos medicamentos antimicrobianos topicos, ¢ necessario considerar o
potencial risco e o beneficio, tanto para mae como para o concepto, se a infecgdao for ou nao
tratada. Neste caso, ¢ importante considerar o tratamento dessas infec¢des no trato genital,
durante a gestacdo. Assim, vale ressaltar alguns estudos, epidemiologicos e de toxicologia
reprodutiva, acerca dos cremes vaginais disponiveis no mercado farmacéutico.

A utilizagao do clotrimazol durante o segundo e terceiro trimestres da gravidez ¢
seguro (KING et al, 1998). Czeizel et al. (1999) estudaram a possibilidade de
teratogenicidade na terapia tdpica vaginal com clotrimazol, usando um estudo caso-controle
de fiscalizagdo com 18,515 gravidas expostas, durante trés intervalos de tempo especifico; nos
primeiro, segundo e terceiro meses, ¢ do quarto até o nono més. Usando 32,804 controles, eles
determinaram que o uso do clotrimazol ndo foi associado com um aumento de anomalias
congénitas.

O Miconazol ¢ um dos medicamentos mais usados para tratar infec¢des fingicas.
O uso vaginal proporciona absor¢do sistémica minima (1,4 %) (KING ef al., 1998). A

vigilancia Médica de Michigan relatou em 2.236 gravidas expostas e 144 com defeitos de
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nascimento. Contudo, o nimero de malformagdes fetais ndo foram significativas na populagao
estudada (ROSA et al., 1987).

A nistatina, apos aplicagdo topica na mucosa, ndao ¢, sistemicamente, bem
absorvida. Os estudos em animais ndo mostram um aumento de malformagdes congénitas
(ROSA et al., 1987). O Tioconazol também apresenta absorc¢ao sist€émica minima (5 %-16 %).
Os ensaios clinicos sugerem relativa seguranga de uso, durante o segundo e terceiro trimestre
da gravidez (KING et al., 1998).

A utilizagcdo da clindamicina, durante a gestagdo, tem demonstrado ser segura
(KURKINEN-RIITY et al., 2000). Contudo, o uso do metronidazol na gravidez, ainda ¢ algo
controverso, pois varios estudos de revisdo e meta-andlise tém relatado o potencial
teratogénico do metronidazol em humanos (BURTIN et al., 1995; CARO-PATON et al.,
1997; CZEIZEL; ROCKENBAUER, 1998), em qualquer via de administra¢ao. O uso vaginal
do metronidazol, durante os segundo e terceiro meses de gestagdo, foi prevalente em maes de
criangas afetadas com hidrocefalia congénita (KAZY et al., 2005a).

Kazy et al. (2005b) recentemente observaram elevado risco teratogénico no
tratamento vaginal, associagdo entre miconazol e metronidazol, durante os segundo e terceiro
meses de gravidez. Os efeitos teratogénicos foram seis vezes maiores, polidactilia e
sindactilia. Dos 61 casos identificados, no estudo, de anomalias nos digitos, 31 casos foram
polidactilia, 20 foram sindactilia e 10 apresentaram ambas as anomalias na mesma crianga.

Contudo, os estudos envolvendo animais apoiam o conceito de que a uma unica
exposicao ao miconazol ou metronidazol seja livre de potencial teratogénico. Em ratos,
nenhum efeito teratogénico resultou do tratamento com doses diarias de metronidazol até 200
mg/kg, administradas por gavagem ou administradas na dieta com 0,13 % (ROE, 1983). Em
consonancia, ndo foram encontrados efeitos teratogénicos em coelhos tratados com
metronidazol (200 mg/kg/dia) do 3° ao 13° dia de gestagdo (ROE, 1983), e em ratos,
administrados por gavagem, do 6° ao 15° de prenhez (20 mg/kg/dia) (CELLA et al., 1969). O
miconazol também ndo induziu efeitos teratogénicos em animais experimentais nas doses
orais de 80 mg/kg (ITO et al., 1976a; 1976b), contudo, foi embriotdoxico (TIBONI et al.,
2008). Nao ha indicacdo de embriotoxidade ou teratogenicidade, resultante de estudos de
reproducdo em ratos e coelhos, que receberam doses intravenosas de miconazol de 40 e 20

mg/kg, respectivamente (TIBONI et al., 2008).

Embora os dados demonstrados no estudo de Kazy et al. (2005b) ndo sejam

equivalentes, varias questoes devem ser consideradas. Como ponto principal, a divergéncia
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sobre as manifestagdes teratogé€nicas em humanos (com anormalidades nos membros) e em
camundongos (defeitos nas extremidades do esqueleto) (TIBONI ef al., 2008). Essas
diferencas fenotipicas podem refletir, como primeira hipdtese, uma diferenca de sensibilidade

entre espécies ao teratdgeno. Este ¢ um fendmeno bem conhecido em teratologia.

Por isso, o fato de o creme vaginal do 6leo-resina de copaiba nao interferir na
performance reprodutiva e ndo causar efeitos teratogénicos em ratas Wistar, ndo se descarta a
necessidade de maiores estudos, utilizando outras doses e outras espécies de animais, para

aumentar a seguranga desse produto em relagdo a embriotoxidade e teratogénese.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

O tratamento com o creme vaginal do dleo-resina de copaiba nado interferiu no peso
materno em qualquer periodo da prenhez. Por conseguinte, a dose utilizada, nao foi

capaz de causar toxidade materna;

O oleo-resina de copaiba, veiculado em creme vaginal, nao influenciou na perda do
blastocisto antes ou ap6s a implantagdo. Portanto, o creme vaginal, na dose usada, ndo

foi embriofetotdxico;

O uso do creme vaginal do Oleo-resina de copaiba, durante a prenhez, nao

impossibilitou que as mesmas fossem levadas a termo;

O creme vaginal do 6leo-resina de copaiba ndo interferiu no peso médio dos RNs, das

placentas e do indice placentario. Logo, ndo interferiu na performance reprodutiva;

A utilizacdo do creme vaginal do 6leo-resina de copaiba durante a prenhez, na dose

testada, nao influenciou no aparecimento de anomalias e/ou malformagdes externas;

O aparecimento de anomalias e/ou malformagdes internas (esquelética e visceral) ndo
esteve relacionado ao uso do creme vaginal do 6leo-resina de copaiba, durante o periodo

de prenhez.

O uso do creme vaginal, com 6leo de copaiba a 2,5 %, demonstrou ser seguro, durante a

gestagdo de ratas (Rattus novergicus), linhagem Wistar.
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