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Resumo:

O ¢dleo de copaiba € um dleo-resina extraido de plantas pertencentes ao género
Copaifera e é utilizado para tratar diversas doencas inflamatérias. A artrite
reumatoide € uma doenca inflamatéria autoimune, multissistémica que pode
afetar o figado, cérebro e tecido vascular. O objetivo deste trabalho foi
investigar os efeitos do tratamento de ratos artriticos com 6leo de copaiba
sobre a atividade respiratoria e a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) em mitocondrias isoladas do figado. A respiracao com a-cetoglutarato foi
alterada no grupo controle tratado em comparacdo ao controle. Com
malato+glutamato houve um aumento nos estados Ill e IV nos animais
artriticos em relagdo aos controles, e uma diminui¢cdo no estado IV nos animais
artriticos tratados em relacdo aos artriticos. O 6leo nao foi capaz de alterar a
respiracdo com mitocondrias rompidas. Em concluséo, os resultados mostram
gue o consumo mitocondrial de oxigénio é apenas modificado pela artrite
quando o substrato utilizado foi o malato+glutamato e que o tratamento com o
Oleo de copaiba reverteu apenas parcialmente esta alteracdo. Em adicdo, a
producdo mitocondrial de ROS ndo é afetada pela artrite induzida por
adjuvante.

Introducao

O Oleo de copaiba é um 6leo-resina extraido de plantas pertencentes ao
género Copaifera, abundantes na Amazonia brasileira. E amplamente
utiizado na medicina popular e apresenta comprovada atividade anti-
inflamatéria e antioxidante (VEIGA JUNIOR et al., 2007; LIMA SILVA et al.,
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2009). A artrite reumatoide € uma doenca autoimune caracterizada por
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inflamag&o cronica e sistémica que afeta a cartilagem articular, membrana
sinovial, ossos, figado, pulméao e tecido vascular (SANGHA, 2000). A artrite
induzida por adjuvante é uma imunopatologia experimental em ratos que
apresenta muitas semelhancas fisiopatoldégicas com a artrite reumatoide
humana (BENDELE et al., 1999). Ratos artriticos apresentam alteracdes nos
marcadores de estresse oxidativo tecidual no plasma, nos sitios de
inflamacéo, no figado e no cérebro (COMAR et al., 2013).

Considerando que o figado é afetado pela artrite reumatoide, tanto em
relagdo aos aspectos metabolicos quanto ao estresse oxidativo, este estudo
foi planejado para investigar os efeitos do tratamento de ratos artriticos
(artrite induzida por adjuvante completo de Freund) com 6leo de copaiba (C.
reticulata Ducke) sobre a atividade respiratéria e producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em mitocondrias isoladas do figado.

Materiais e métodos

Foram utilizandos ratos da linhagem Holtzman divididos em quatro grupos:
1) controles, 2) controles tratados, 3) artriticos, e 4) artriticos tratados. O 6leo
foi administrado por via oral (1,26 ml/kg) nos grupos tratados, por 23 dias (5
antes e 18 depois da inducao da artrite). A artrite foi induzida por injecéo
intradérmica, na pata posterior esquerda, de adjuvante completo de Freund.
Mitocdndrias de figado dos ratos dos quatro grupos foram isoladas por
centrifugacdo diferencial e o consumo de oxigénio determinado por
polarografia. A respiracdo em mitocondrias intactas foi avaliada na presenca
dos seguintes substratos: succinato, malato+glutamato e a-cetoglutarato (10
mmol/L). Para mitocondrias rompidas foi utilizado succinato, NADH e TMPD
(10 mmol/L). A velocidade de consumo de oxigénio foi expresso como
nmol/min/mg de proteina. O controle respiratorio (RC) e razdo ADP/O foram
calculados para mitocondrias intactas. Foi avaliada também a producéo
mitocondrial de ROS em mitocondrias intactas por espectrofluorimetria
utilizando succinato como substrato. A significancia estatistica foi analisada
por ANOVA ONE WAY e pos-teste Newman-Keuls para multiplas
comparacoes (p < 0,05).

Resultados e Discussao

As tabelas 1 e 2 mostram os resultados utilizando mitocondrias intactas.
Com o succinato (ndo mostrado) nao foi observado diferenca entre os grupos.
Com a-cetoglutarato (tabela 1) houve um aumento significativo no RC no grupo
controle tratado em comparacéo ao controle. Com malato+glutamato (tabela
2) houve um aumento no estado Il e IV nos animais artriticos em relacdo aos
controles, e uma diminuicdo no estado IV nos animais artriticos tratados em
relacéo aos artriticos.
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O ensaio com mitocondrias rompidas (tabela 3) ndo demonstrou diferenca
significativa entre os grupos. O 6leo nao foi capaz de alterar a geracao de
espécies reativas de oxigénio entre os grupos (tabela 4).

Tabela 1: Acdo do 6leo de copaiba sobre a respiragi o0 em mitocdndrias com o
substrato a-cetoglutarato.

Razéao Controle
Grupo Estado Il Estado Il Estado IV ADP/O Respiratorio

(nmol O, /min.mg proteina)
Controle 6,2 + 0,69 31,5+1,88 11,4 +0,70 3,0+0,22 2,8 +£0,19*

Controle 6,3+0,72  372+408  92+0,77 3,0+0,14 4.1 + 0,49
Tratado
Artritico 50+069 360+386 137+123 2.8+0.23 27+026
Artritico 81+073 3714332 118+075 29+014 3.1+0.22
Tratado

Os resultados séo a média de5-6 animais + erro padréo da média. p < 0,05.
*diferenca significativa entre os ratos nao tratados e tratados; “diferenca significativa entre controles e artriticos.

Tabela 2: Acéo do 6leo de copaiba sobre a respiracd 0 em mitocondrias intactas com
0 substrato malato+glutamato.

Razéao Controle
Grupo Estado Il Estado Il Estado IV ADP/O Respiratorio

(nmol O, /min.mg proteina)
Controle 6,1+0,53 57,5+0,80" 10,6+0,52° 3,2+0,16 55+0,24

contole  63.+084 631524  96+038 33+018  66+0,54
Tratado
Artriico 87 +0,56  74,7+360" 184+1,98™ 30015 430,38
AMMCO 941097 703:601 135:172* 33025 54%048
Tratado

Os resultados séo a média entre 5-6 animais + erro padrdo da média. p < 0,05.
*diferenca significativa entre os ratos nao tratados e tratados; “diferenca significativa entre controles e artriticos.

Tabela 3: Acdo do 6leo de copaiba sobre a respiracd 0 em mitocdndrias rompidas com
0s substratos succinato, NADH e TMPD.

Grupos
Controles Controles Artriticos Artriticos
Substratos Tratados tratados
(nmol O, /min.mg proteina)
Succinato 51,7+7,31 42,4 +1,42 52,3+£5,09 46,2 + 5,26
NADH 49,6 + 3,92 33,9+3,21 48,2 + 8,34 36,0 £1,04
TMPD 105,2+3,71 101,4+7,98 121,7+7,11 108,2 + 8,34

Os resultados séo a média entre 5-6 animais + erro padrdo da média. p < 0,05.
*diferenca significativa entre os ratos nao tratados e tratados; “diferenca significativa entre controles e artriticos.

Conclusodes

Os resultados mostram que o consumo mitocondrial de oxigénio é apenas
modificado pela artrite quando o substrato utilizado foi o malato+glutamato e
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gue o tratamento com 0 Oleo de copaiba reverteu apenas parcialmente esta
alteracdo. Em adicdo, a producdo mitocondrial de ROS néo foi afetada pela
artrite induzida por adjuvante.

Tabela 4: Acéo do 6leo de copaiba sobre a geracdo d e espécies reativas de oxigénio
com 0s substratos succinato e succinato + rotenona.

Grupos
Controles o Artriticos
Substratos Controles Tratados Artriticos tratados
(nmol / min.mg proteina)
Succinato 0,157 +£0,01 0,156 + 0,01 0,168 + 0,02 0,154 + 0,02
S;CC'”"“O - 0,255+0,02  0,332+0,02  0,264+0,02  0,318+0,03
otenona

Os resultados séo a média entre 5-6 animais + erro padréo da média. p < 0,05.
*diferenca significativa entre os ratos nao tratados e tratados; “diferenca significativa entre controles e artriticos.
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