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RESUMO

Objetivo: verificar os efeitos do 6leo de copaiba por via intravaginal no tumor de Walker 256
inoculado na vagina e Utero de ratas. Método: o tumor de Walker 256 foi inoculado na vagina e
GUtero de 20 ratas, e estas distribuidas em dois grupos (n=10), no grupo controle (GC) os animais
foram tratados com &gua destilada intravaginal na dose de 0,3mL e o grupo copaiba (GCO),
tratados com 6leo de copaiba na dose de 0,3mL intravaginal. Analisou-se a varia¢do de peso do
animal, peso e volume tumoral, potencial de inibi¢&o (PI), além da analise histoldgica da vagina,
Gtero e reto dos animais. Resultados: a média da variagdo de peso no grupo controle foi 11,44
+8,03g e no grupo copaiba 10,88 +3,48g, ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,83). No grupo controle o peso médio do tumor foi de 2,4 £1,22 g e 0 volume de 2,52 +1,41
mL e no grupo copaiba o peso médio de 2,31 £0,88g e o volume médio de 2,36 +1.13 mL. O
potencial de inibi¢do do dleo de copaiba por via intravaginal foi de 4,74%. Nao houve diferenga
em relacdo ao estudo histolégico. Conclusdo: o 6leo de copaiba por via intravaginal ndo
apresentou efeitos sobre o tumor de Walker 256, inoculado na vagina e (tero de ratas, em
relacdo ao peso do animal, peso e volume tumoral e caracteristicas histologicas.

DESCRITORES: plantas medicinais, carcinoma 256 de Walker, copaiba, ratos.

INTRODUCAO

O céancer do colo do Utero é o
segundo tipo de cancer mais frequente entre
as mulheres no mundo, com
aproximadamente 500 mil casos novos por
ano, sendo responsavel pelo ébito de 230
mil mulheres por ano®. No Brasil este é o
terceiro cancer mais frequente nas mulheres
perdendo apenas para 0 melanoma e o
cancer de mama. Estimativas do Instituto
Nacional do Céancer apontam, para o ano de
2012, que ocorram 17.540 casos novos de
cancer do colo do Gtero, com um risco
estimado de 17 casos a cada 100 mil
mulheres.’

A realizagéo do exame
citopatolégico é a principal estratégia
adotada para o rastreamento do céncer do
colo uterino no Brasil e no mundo®*

contudo a taxa de cobertura nacional néo se
encontra ainda satisfatéria.” Devido a essa
falha na cobertura, muitos casos de cancer
de colo de datero sdo identificados
tardiamente, em fases disseminadas e/ou
metastaticas do tumor, onde a quimioterapia
¢ a principal opgdo terapéutica a ser
utilizada nesses casos.’

Essa limitacdo terapéutica,
associada a baixas taxas de cura em fases
avancadas do tumor, estimulam a realizacéo
de pesquisa que visam a utilizacdo de novas
drogas para o tratamento deste. ®°

O oleo de copaiba, planta medicinal
da regido amazonica, destaca-se atualmente
no ambito das politicas publicas da
Organizacdo Mundial de Salde de
incentivo a prética de plantas medicinais®™,
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sendo que esta apresenta,
comprovadamente, efeitos anti-inflamatorio
e cicatrizante™ *?, contudo seus efeitos anti
tumorais ainda necessitam de maiores
estudos.” 31

O uso de tumores experimentais é
uma forma de testar novas drogas, como 0
tumor de Walker 256, uma vez que é de

METODO:

Etica e animais

Todos o0s animais da presente
pesquisa foram estudados segundo as
normas da Lei federal n°® 11.794 e os
principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Este foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade do Estado do Para
(UEPA).

Nesta pesquisa utilizou-se 20 ratas
(Rattus novergicus) Wistar, com idade de
aproximadamente 120 dias e peso variando
entre 200 a 250 gramas, oriundos do
Biotério do Laboratério de Cirurgia
Experimental da UEPA. Durante todo o
experimento agua e ragao foram oferecidas
ad libitum.

Em todas as 20 ratas foi realizado
ooferectomia e depois de confirmado o
anestro inoculou-se o tumor de Walker 256
na vagina e Gtero™. Entdo estes animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos de 10 animais cada:

- Grupo Controle (GC): os animais
foram tratados com agua destilada por meio
da aplicacdo direta na vagina, na dose de
0,3 mL.

- Grupo Copaiba (GCO): os
animais foram tratados com 6leo de copaiba
por meio da aplicacdo direta na vagina, na
dose de 0,3 mL.

Anestesia e técnica operatoria

Os animais foram anestesiados
utilizando cloridrato de cetamina (70
mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10
mg/Kg), por via intraperitoneal. Apds a
anestesia dos animais, realizou-se a
epilacdo da regido abdominal seguida de
antissepsia da pele com alcool iodado

facil manipulacdo e a regressdo tumoral é
pouco comum, além de existirem diversos
modelos descritos na literatura.*>%*"*8
Assim, o objetivo deste estudo é
verificar os efeitos do 6leo de copaiba por
via intravaginal, no tumor de Walker 256
inoculado na vagina e (tero de ratas.

topico. A seguir foi realizada uma
laparotomia mediana com trés cm de
extensdo para abordagem dos ovarios.

Realizou-se  uma ligadura no
pediculo do ovario, com fio de algodao 3-0,
sendo seccionado logo acima da ligadura
em relacdo ao ovéario. A laparorrafia foi
realizada em dois planos, o mausculo-
aponeurdtico foi suturado com fio de nylon
4- e a pele com nylon 5-0.*

Apbs 21 dias da ooforectomia,
colheu-se a citologia vaginal esfoliativa,
sendo o material corado pelo método de
Shorr-Harris e analisado a microscopia
Optica, com finalidade de confirmar o
anestro dos animais.”® Apds a confirmacao,
em todos os 20 animais, foi aplicado acido
acético a 10% na dose de 0,3 mL, para
maximilizar a inoculacdo todo tumor.

Um dia ap6s a aplicacdo do acido
acético, os animais foram novamente
anestesiados, e em seguida realizou-se a
escarificagdo, com uma  escovinha
endocervical, e posteriormente foi realizado
a inoculagédo de solugao de 0,3mL contendo
tumor de Walker 256, numa concentracao
de 2 x 10° células por mililitro.™®

O tratamentos dos  animais
utilizando as substancias de acordo com
cada grupo ocorreu trés dias ap6s a
inoculagdo  tumoral.  Realizou-se a
eutanasia dos animais no 12° dia apds a
inoculagdo tumoral, por meio de overdose
dos anestésicos utilizados.

O peso inicial do animal e o peso
no dia da eutandsia foi realiado para
comparacdo posterior. Ap6s a morte dos
animais realizou-se uma laparotomia para
abordagem da cavidade abdominal, em
busca de metastases macroscopicas, além
da resseccdo da vagina, Utero e reto dos
animais.



Os oOrgaos ressecados, a excegdo do
intestino, foram pesados em conjunto e
tiveram seus volumes mensurados por meio
de uma bureta milimetrada com uma
guantidade de liquido de 10 mL.

O volume da peca foi consederado
pela variacdo do seu volume final e inicial.
O peso tumoral dos animais do grupo
estudo foi comparado com o peso dos
animais controle, sendo o percentual de
inibicdo (PI) calculado com base na formula
de Tarnowisk e Stock?, onde o percentual
de inibicdo € dado pela formula: P1(%) =
100 - (Tt x 100)/Tc, onde Tt é a média dos
pesos tumoral do GCO e Tc é a média dos
pesos tumorais do GC.

Ap6s a mensuracdo do peso e
volume da vagina e do (tero, estes 6rgdo

RESULTADOS:

No inicio do experimento a média
de peso dos animais do GC foi de 224,33 g
+11,66 g, e na data da eutanasia de 212,89
+9,23 ¢, correspondendo a uma perda
média de 11,44 £8,03 (5%) g. Em relagdo
ao GCO, a média de peso inicial foi de
223,88 +9,63 ¢, e ao final 213 +9,86 g,
apresentando uma variagdo de peso de
menos 10,88 +£3,48 g (4,85%). A diferenga
descrita  ndo  apresentou  diferenca
estatisticamente significante (p=0,83).

Quanto ao peso do tumor, no GC
este foi de 2,4 1,22 g e 0 GCO de 2,31
+0,88g. Em relacdo ao volume, no GC a
média dos volumes foi de 2,52 +1,41 mL e

juntamente com o reto, foram conservados
em formol tamponado a 10% e preparados
em rotina de processamento histologicos,
corado com Hematoxilina e Eosina. As
pecas foram analisadas em relacdo as
camadas que o tumor infiltrava em: O-
ausente, 1-mucosa, 2- submucosa, 3-
muscular e 4-adventicia.
Anédlise estatistica

O teste ANOVA foi utilizado para
comparar 0 peso e volume dos Orgaos
analisados. Adotou-se p<0,05 para rejeitar a
hipGtese de nulidade. O teste de Exato de
Fischer foi usado para comparar a analise
estatistica dos grupos e presenca de
necrose.

no GCO de 2,36 £1.13 mL. A descri¢do do
peso e volume tumoral de cada animal esta
descrito na tabela 1.

Baseado na formula de Tarnowisk e
Stock?, o potencial de inibi¢do do 6leo de
copaiba por via intravaginal foi de 4,74%.

Em relacdo a andlise histologica
ndo houve diferenca estatistica entre o0s
grupos, apresentando disseminacdo tumoral
em todas as camadas do colo uterino (figura
1), vagina (figura 2) e reto (figura 3).
Sendo que no GCO houve 8 animais com
areas de necrose no reto e no GC houve 6
animais, mas sem diferenca estatistica.

Tabela 1 — Descricdo do peso e volume tumoral de cada animal de acordo com o grupo.

Animal Grupo Controle Grupo Copaiba
Peso tumoral Volume tumoral Peso tumoral Volume tumoral
)] (mL) )] (mL)
R1 1,30 1,20 1,68 1,80
R2 1,57 1,50 1,74 2,00
R3 1,88 2,00 1,97 2,00
R4 1,89 2,00 1,98 2,00
R5 2,22 2,00 2,30 2,50
R6 2,32 3,00 2,43 2,50
R7 2,35 2,50 2,52 2,80
R8 2,40 2,60 2,61 3,00
R9 2,61 2,50 2,65 2,80
R10 5,47 6,00 2,99 3,20
Média 2,40 2,53 2,28 2,46

FONTE: Protocolo de pesquisa

p = 0,7695 (peso tumoral) e p = 0,8721 (volume tumoral) (ANOVA)



Grupo Copaiba Grupo Controle

Figura 1 - Microscopia de corte histoldgico do colo de Utero de ratas com tumor de Walker
do Grupo Copaiba e Grupo Controle. Ambos com infiltracdo tumoral de padréo difuso
atingindo todas as camadas, neoformacao vascular e no centro o canal endocervical

(HE —40x)

Grupo Copaiba Grupo Controle

Figura 2 — Microscopia de corte histologico de vagina de ratas com tumor de Walker do
Grupo Copaiba e Grupo Controle. Ambos com infiltragdo tumoral de padrdo difuso
atingindo todas as camadas (H.E.- 40x)

Grupo Copaiba Grupo Controle

Figura 3 — Microscopia de corte histoldgico do reto de ratas com tumor de Walker Grupo
Copaiba e Grupo Controle. Ambos com invasao tumoral de todas as camadas e nas Bordas
observa-se o epitélio glandular do reto (H.E.- 40x)



DISCUSSAO:

Varios efeitos sdo atribuidos ao
6leo de copaiba pela populacéo, sendo que
alguns  desses  foram  comprovados
cientificamente, a exemplo de seu efeito
antiinflamatorio e cicatrizante' ', contudo
seu efeito anti tumoral ainda n&o foi
completamente esclarecido® ** **. Alguns
estudos demonstraram que a acdo do Oleo
de copaiba estdo diretamente ligados a dose
empregada, sendo que certos autores
consideram este oOleo com efeitos
semelhantes ao dos glicocorticdides™.

Brito et al (2010) com
metodologia semelhante, demonstrou que o
6leo de copaiba por via oral, na dose de
4,8mL/Kg, estimulou o0 crescimento
tumoral em cerca de 70%, estes autores
acreditaram que o Oleo apresentou nessa
dose, efeito imunossupressor. Assim, esse
estudo tentou verificar se utilizando o 6leo
de forma externa este poderia apresentar
efeitos sobre o tumor sem produzir uma
imunossupressao, sendo a forma
intravaginal uma préatica realizada pela
populagéo.

A analise do peso do animal e peso
e volume tumoral é uma avaliagdo direta do
estado clinico do animal®®. Nesse estudo o
6leo de copaiba ndo apresentou efeitos
nesses parametros, mostrando que o 6leo de
copaiba pela via utilizada ndo influenciou o
crescimento do tumor de Walker. Este fato
pode ser confirmado pelo poder de inibigdo
do 6leo que foi de 4,74% nédo sendo essa
uma diferenca estatisticamente significante.

Comprova-se ainda a baixa eficacia
do tratamento com 6&leo de copaiba
intravaginal a auséncia de diferenca

estatistica entre os grupos em relagdo ao
estudo histoldgico, onde todos os animais
apresentaram infiltragdo total do tumor na
vagina, Utero e reto.

O Oleo de copaiba por apresentar
efeito dose-dependente em relacdo a sua
propriedade antiinflamatéria e
imunossupressora deve ser utilizado em
relativas baixas doses para nédo falsear seus
efeitos antineoplasicos. Estudo de Lima et
al,?® utilizando 6leo de copaiba na dose de
29/Kg, encontrou uma redugédo de 58% no
crescimento de melanoma em
camundongos.

Este estudo mostra que a dose
empregada ndo deve ser muito baixa para
apresentar os melhores resultados do o6leo,
assim a quantidade empregada nesse
estudo, devido a via empregada, ndo deve
ter alcancado a dose ideal para inibir o
desenvolvimento do tumor.

Novos estudos devem ser realizados
buscando verificar se empregando uma
dose maior ou por um periodo maior o 6leo
de copaiba apresentara efeitos no tumor.

Além disso, devem-se realizar
estudos que identifiguem os principios
ativos do 6leo que apresentem os efeitos
antineoplésicos e imunossupressores para
conhecer a acao destes isolados.

CONCLUSAO:

O Oleo de copaiba por via
intravaginal ndo apresentou efeitos sobre o
tumor de Walker 256 inoculado no utero e
colo de ratas, em relacdo ao peso do animal,
peso e volume tumoral e caracteristicas
histolégicas.

SUMMARY

THE EFFECT OF COPAIBA OIL INTRAVAGINAL ON WALKER 256 CARCINOMA
INOCULATED INTO THE VAGINA AND UTERUS OF FEMALE RATS

Nara Macedo Botelho; Renan Kleber Costa Teixeira; Vitor Nagai Yamaki e Edvaldo Lima Silveira

Objective: Evaluate the effects of copaiba oil intravaginally on the Walker 256 tumor
inoculated into the vagina and uterus of rats. Methods: Was inoculated Walker 256 tumor in the
vagina and uterus of 20 rats, they were divided into two groups (n = 10) in control group



animals were treated intravaginally with distilled water at a dose of 0.3 ml and the group
copaiba, the animals was treated with copaiba oil at a dose of 0.3 ml intravaginally. Was
analyzed the variation of body weight, and tumor’s volume and weight and potential for
inhibition of the oil. Results: The mean weight change in the control group was 11.44 £ 8.03 g
and group copaiba 10.88 + 3.48 g, there was no statistical difference (p = 0.83). In the control
group the mean tumor weight was 2.4 + 1.22g and the volume of 2.52 + 1.41 mL in group
copaiba the average weight was 2.31 + 0.88g and the mean volume was 2.36 £ 1.13 mL. The
potential inhibition of copaiba oil intravaginally was 4.74%. Conclusion: The copaiba oil
intravaginally had no effect on the Walker 256 tumor inoculated into the vagina and uterus of
rats, relative to the weight of the animal and the tumor volume and weight, and histologycal
caracteristy.

Key-words: Medical plants, Walker 256 carcinoma, copaiba, rats
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