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RESUMO

LEMOS, M. Prospecgao toxicoldgica e farmacoldgica in vitro e in vivo de oleorresinas,
extratos das folhas e compostos isolados de Copaifera oblongifolia Mart. ex Hayne e
C. duckei Dwyer. 2016. 338 p. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sio Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Plantas medicinais sdo uma fonte rica na obtencdo de moléculas com potencial
terapéutico. No Brasil cerca de 40% da populagéo utiliza plantas medicinais como
alternativa terapéutica. Porém, grande parte das plantas nativas brasileiras n&o
apresentam estudos cientificos que comprovem a eficacia e a seguranga. Além disso,
devido a enorme biodiversidade, o niumero de espécies estudas ainda é pequeno, e
representa um vasto campo a ser explorado. Neste contexto, as oleorresinas de planta
do género Copaifera apresentam poucos estudos sob o ponto de vista quimico,
farmacoldgico e toxicoldgico. Suas partes aéreas, tais como folhas os estudos ainda
sdo escassos. Dentro deste contexto, este projeto buscou avaliar a toxicologia de
oleorresinas e extratos das folhas de C. oblongifolia Mart. ex Hayne e C. duckei Dwyer,
e compreender preliminarmente os mecanismos envolvidos nos processos de
citoprotegdo e cicatrizacdo de ulceras gastricas, bem como os processos anti-
inflamatdrios e antinociceptivos, atribuidos popularmente e previamente descritos na
literatura para a oleorresina das copaibas. Além disso, existem poucos estudos para
C. oblongifolia Mart. ex Hayne e C. duckei Dwyer. Com base nos padrdes de
fragmentagao obtidos nas analises em CG-MS e em UHPLC-(ESI)-HRMS permitiu
concluir que as oleorresinas apresentam compostos da classe de sesquiterpenos e
diterpenos, assim como descrito na literatura. Nos extratos das folhas foi possivel
observar a presencga de flavonoides e derivados galoilquinicos, ja descritos para as
folnas da espécie, e epicatequinas, descrito na familia Fabacea, mas nao isolado
ainda em espécies de Copaifera spp. Os resultados dos ensaios a atividade citotoxica
em linhagens ndo neoplasicas (CHO-k1 e L929) e neoplasicas (AGS e THP-1) por
meio do ensaio de viabilidade celular por fosfatase acida, e no ensaio de morte celular
determinada por iodeto de propidio em citometria de fluxo para as células AGS e THP-
1 demonstram que as oleorresinas, extratos e substancias isoladas de C. oblongifolia
e C. duckei apresentam atividade citotoxica preferencial em células neoplasicas,
confirmando a atividade antitumoral ja descrita na literatura. Na avaliagdo da
toxicidade aguda por dose fixa, o extrato das folhas de C. oblongifolia, C. duckei e o
acido polialtico sao seguros até a dose de 2000 mg/kg. A administragao da oleorresina
promove alteracdes hematoldgicas, bioquimicas e histologicas, principalmente ligadas
ao metabolismo hepatico, renal e pancreatico. A oleorresina de C. duckei é toxica na
dose de 2000 mg/kg, promovendo a morte dos animais apés 48 h da sua
administracdo. No experimento com doses repetidas em 90 dias ndo houve morte dos
animais tratados com 1, 10 e 100 mg/kg de oleorresina de C. duckei, porém houveram
alteragdes hematoldgicas, bioquimicas e histoldégicas, embora menos evidente, no
metabolismo hepatico, renal e pancreatico. Quanto a gastroprotecéo, as oleorresinas
e os extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei promovem efeitos citoproterores
sobre a mucosa gastrica nos modelos de EtOH/HCI e AINEs. As fracbes em
diclorometano e acetato de etila do extrato das folhas de ambas as espécies de
Copaifera spp. contém os compostos que podem ser responsaveis pela citoprotegao
gastrica. Sesquiterpenos, diterpenos, flavonoides e derivados galoilquinicos também
foram avaliados, demonstrando atividades gastroprotetoras no modelo de ulceras
induzidas por EtOH/HCI. Tanto a oleorresina quanto o extrato das folhas de C.
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oblongifolia e C. duckei apresentam atividade cicatrizante gastrica no modelo de
ulceras induzidas por acido acético, e aumentam a proliferagdo celular no ensaio de
wound scratch em L929. A oleorresina de C. oblongifolia e C. duckei ndo contribui
para o aumento do pH estomacal, mas diminuiu a quantidade de ions H* secretada.
Os extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei aumentaram significativamente
a quantidade de muco, favorecendo as defesas gastricas. A oleorresina e o extrato
das folhas de C. oblongifolia sao ativas contra a bactéria H. pylori, tanto in vitro, quanto
in vivo. Os extratos de C. oblongifolia e C. duckei possuem maior atividade
antioxidante — in vitro e in vivo — quando comparados a oleorresina. Em parte, os
metabdlitos presentes nas oleorresinas e nos extratos das folhas de C. oblongifolia e
C. duckei promovem efeitos citoprotetores e cicatrizantes, interferindo na secreg¢ao de
acido, conforme demonstrado no ensaio sobre a enzima H*, K*-ATPase, aumentando
a secregao de muco e favorecendo os mecanismos de defesa antioxidantes.
Procurando verificar se a atividade antinociceptiva estava relacionada a agdo no SNC
dos animais, avaliaram-se as oleorresinas e os extratos das folhas das espécies de
Copaifera spp. na fungéo e coordenagdo motora dos animais, através dos testes de
Open field e Rota rod. Nenhum tratamento interferiu na fungcdo e na coordenagao
motora dos animais. A oleorresina de C. duckei e sua substancia majoritaria, o acido
polialtico foram testados quanto a atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva, tanto
sob o ponto de vista agudo, quanto crénico. Foram utilizados os métodos de
contorgbes abdominais por acido acético, nocicep¢do aguda por formalina,
nocicepgao térmica por tail-flick, hiperalgesia mecanica, edema de pata e air pouch
(avaliacao do exsudato na bolsa de ar) induzida por diversos agentes, tais como
formalina, carragenina, dextrana, LPS e zymosan. Além disso, foram investigadas de
forma preliminar as atividades contra dor crénica induzida por avulsdo do plexo
braquial (APB) e hipernocicepgao induzida por CFA durante 15 dias. Em todos os
ensaios houve reducao tanto da resposta nociceptiva quanto da atividade inflamatéria,
sugerindo que ha agado antinociceptiva a nivel periférico, ou por inibicdo do sinal
nociceptivo ou pela diminuicdo de mediadores que estimulam os nociceptores, que
diminuir a migracao celular e a concentragdo de mieloperoxidase (MPO) no local da
lesdo. Em células THP-1 estimuladas por LPS, os tratamentos com as oleorresinas,
extratos e substancias maijoritarias de C. oblongifolia e C. duckei diminuiram os niveis
de citocinas pro-inflamatérias INF-y, IL-1B, IL-6 e TNF-a. Os niveis de IL-10 foram
parcialmente reduzidos com estes tratamentos. A agdo sobre citocinas pro-
inflamatdrias sugere atividade anti-inflamatéria tanto aguda quanto crénica, tendo em
vista que o experimento possui 0os tempos de 24 h e 72 h e esta diminuicdo é dose
dependente. Além disso, a oleorresina de C. duckei e o acido polialtico interferem nos
niveis de NF-kB determinados no ensaio da luciferase. Estes resultados indicam que
pode estar havendo interagcdo com os receptores TLR4 e TLR2, que interferem na via
do NF-kB e diminuem os eventos inflamatérios e apoptéticos oriundos desta via,
confirmando as atividades estudadas. As atividades antinociceptivas e anti-
inflamatdrias observadas no tratamento com a oleorresina de Copaifera spp. ou suas
substancias isoladas podem ser devido a diminuicao da liberagdo ou sintese de
mediadores relacionados a resposta inflamatéria, que resulta em diminuigdo do
estimulo nociceptivo. As atividades citotoxicas descritas indicam que existe potencial
efeito antitumoral que justifica o estudo para o desenvolvimento de substancias com
atividade antitumoral, em especial atengdo para os canceres gastricos e ligados ao
sistema imunologico, tendo em vista a seletividade citotoxica em linhagens tumorais
AGS e THP-1. Os resultados apresentados neste trabalho sao inéditos, tendo em vista
que é escasso na literatura dados sobre a C. oblongifolia, e dados sobre o uso a longo
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prazo de oleorresinas e extratos de Copaifera. Além disso, os achados fitoquimicos
sugerem que existe potencial investigagao quimica, pois muitas substancias ainda néo
foram isoladas das espécies. Ainda, estes resultados contribuem para a confirmagéao
das atividades farmacoldgicas atribuidas popularmente para as espécies de Copaifera
spp., sendo que pela primeira vez observou-se que a oleorresina é efetiva para o
tratamento de doencas inflamatoérias e dolorosas cronicas, tornado a planta alvo para
o estudo mais aprofundado dos mecanismos de agdo farmacoldgicos envolvidos,
fornecendo subsidios para estudos posteriores que poderdo servir ao
desenvolvimento de um novo fitoterapico no Brasil.

Descritores: 1.Copaifera. 2. Plantas medicinais. 3. Dor e inflamac&o. 4. Toxicologia.
5. Gastroprotecdo. 6. Cultura de células.
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ABSTRACT

LEMOS, M. Toxicological and pharmacological prospection in vitro and in vivo oil
resins, leaf extracts and isolated compounds from Copaifera oblongifolia Mart. ex
Hayne and C. duckei Dwyer. 2016. 338 p. Thesis (Doctoral). School of Pharmaceutical
Sciences of Ribeirdo Preto — University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2016.

Medicinal plants are a rich source of potentially bioactive molecules. In Brazil, about
40% of the population use medicinal plants as an alternative therapy. However, most
Brazilian native plants have no scientific studies proving their effectiveness and safety.
Additionally, due to the enormous Brazilian biodiversity, the number of studied species
is still small, and it represents a vast field to be explored. In this context, oleoresins
from plants belonging to the genus Copaifera have few studies regarding its chemical,
pharmacological and toxicological properties. For its aerial parts such as leaves, the
studies are also scarce. Within this context, this project sought to assess the toxicology
of oleoresins and leaf extracts of C. oblongifolia Mart. ex Hayne and C. duckei Dwyer,
and understand preliminarily the mechanisms involved in wound healing processes
and cytoprotection of gastric ulcers, as well as the anti-inflammatory and
antinociceptive processes, commonly assigned and previously described in the
literature for the copaiba oleoresin. Furthermore, there are few studies of C.
oblongifolia Mart. ex Hayne and C. duckei Dwyer. Based on the fragmentation patterns
obtained in the GC-MS and UHPLC-(ESI)-HRMS analyses it was concluded that
oleoresins possess compounds of the sesquiterpene and diterpene class, as described
in the literature. In leaf extracts, it was observed the presence of flavonoids and
galoilquinic acid derivatives, as previously described for the leaves of this species, and
epicatechins, described in the Fabaceae family, but not reported thus far in species of
Copaifera spp. The results of the cytotoxic tests on neoplastic (AGS and THP-1) and
non-neoplastic lines (CHO-k1 and L929) by cell viability assay for acid phosphatase,
and cell death assay determined by propidium iodide in flow cytometry for AGS and
THP-1 cells demonstrate that oleoresins, extracts and compounds isolated from C.
oblongifolia and C. duckei present preferred cytotoxic activity on neoplastic cells, thus
confirming the antitumor activity already described in literature. In the evaluation of
acute toxicity by a fixed dose, leaf extracts from C. oblongifolia, and C. duckei and
polyalthic acid are safe at doses up to 2000 mg / kg. The administration of oleoresin
promotes hematological, biochemical and histological changes, mainly linked to liver,
kidney and pancreatic metabolism. C. duckei oleoresin is toxic at a dose of 2000 mg /
kg, promoting death of animals after 48 hours of its administration. In the experiment
with repeated doses in 90 days there was no death of animals treated with 1, 10 and
100 mg / kg of C. duckei oleoresin, but there were hematological, biochemical and
histological changes, although less obvious, in hepatic, renal and pancreatic
metabolism. Regarding gastroprotection, the oleoresins and extracts from C.
oblongifolia and C. duckei leaves promote cytoprotective effects on gastric mucus in
EtOH/HCI and NSAIDs models. The dichloromethane and ethyl acetate fractions from
crude leaves extract of both species Copaifera spp. contain compounds which may be
responsible for gastric cytoprotection. Sesquiterpenes, diterpenes, flavonoids and
galoilquinic acid derivatives were also evaluated, demonstrating gastroprotective
activities in the model of ulcers induced by EtOH/HCI. Oleoresin and leaf extracts from
C. oblongifolia and C. duckei present gastric healing activity in the model of ulcers
induced by acetic acid, and increase cell proliferation in the L929 wound scratch assay.
C. oblongifolia and C. duckei oleoresin do not increase the stomach pH, but decrease



Xiv

the amount of H + ions secreted. C. oblongifolia and C. duckei leaf extracts significantly
increased the quantity of mucus, favoring gastric defense. Oleoresin and leaf extract
of C. oblongifolia are active against the bacteria H. pylori, both in vitro and in vivo. C.
oblongifolia and C. duckei leaf extracts have higher antioxidant activity - in vitro and in
vivo - compared to their oleoresins. In part, the metabolites present in oleoresins and
in leaf extracts of C. oblongifolia and C. duckei promote healing and cytoprotective
effects, interfering in the secretion of acid, as demonstrated in enzyme test against H
+, K+ -ATPase, increasing the secretion of mucus and favoring the antioxidant defense
mechanisms. In order to verify whether the antinociceptive activity was related to ab
effect in the CNS of animals, we evaluated oleoresins and leaf extracts in the function
and motor coordination of animals, through the Open field and Rota rod test. No
treatment interfered in the function and motor coordination of animals. C. duckei
oleoresin and its major substance, polyalthic acid were tested for anti-inflammatory
and antinociceptive activity, both in the acute and chronic models. Different methods
were used such as writhing by acetic acid, acute nociception formalin, thermal
nociception by tail-flick, mechanical hyperalgesy, paw edema and air pouch (exudate
assay in air pouch) induced by various agents, such as formalin, carrageenan, dextran,
zymosan and LPS. Additionally, there were preliminarily investigated activities against
chronic pain induced by brachial plexus avulsion (APB) and hyperalgesy induced by
CFA for 15 days. In all experiments there was a reduction of in nociceptive response
and inflammatory activity, suggesting that there is antinociceptive activity in the
peripheral level, by inhibition of the nociceptive signal or by a decrease of mediators
that stimulate nociceptors, which decrease cell migration and concentration of
myeloperoxidase (MPO) at the site of injury. In THP-1 cells stimulated by LPS,
treatments with oleoresins, extracts and Major compounds from C. oblongifolia and C.
duckei decreased levels of proinflammatory cytokines INF-y, IL-183, IL-6 and TNF-a.
IL-10 levels were partially reduced with these treatments. The action of
proinflammatory cytokines suggests both acute and chronic anti-inflammatory activity,
considering that the experiment has the times of 24 h and 72 h and this decrease is
dose-dependent. Furthermore, C. duckei oleoresin and polyalthic acid and interfere
with NF-kB levels determined in the luciferase assay. These results indicate that there
may be an interaction with the TLR4 and TLR2 receptors that affect the NF-kB pathway
and decrease the inflammatory and apoptotic events from this pathway, confirming the
studied activities. The antinociceptive and anti-inflammatory activity observed in the
treatment with Copaifera spp oleoresin. or its isolated substances may be due to a
decrease in the release or synthesis of mediators related to the inflammatory response,
which results in a decreased nociceptive stimulus. The described cytotoxic activities
indicate that there is potential antitumor effect that justifies the study for the
development of substances having antitumor activity, especially regarding to gastric
cancers and those related to the immune system, considering the cytotoxic selectivity
in AGS and THP-1 tumor cell lines. The results presented herein are new, considering
the scarce studies regarding C. oblongifolia, and long-term use of oleoresins and
extracts from Copaifera. Moreover, phytochemicals findings suggest that there is
potential in the chemical research, as many substances have not yet been isolated
from these species. Furthermore, these results contribute to the confirmation of the
pharmacological activities assigned commonly to the species of Copaifera spp., and
this is the first time that oleoresins are found to be effective for the treatment of chronic
inflammatory and painful disorders. Thus, this study makes the studied plants an
alternative target for further studies concerning the pharmacologic mechanisms of
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action involved, providing support for further studies that will serve for the development
of a new phytotherapy medicine in Brazil.

Key words: 1.Copaifera. 2. Medicinal plants. 3. Pain and inflammation. 4. Toxicology.
5. Gastroprotection. 6. Cell culture.
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carragenina 100 pg/kg (1 mL/10 g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em
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Figura 60. Grafico do efeito da administracdo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg,
i.p., sobre a concentragdo da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela injecéo de
carragenina 100 pg/kg (1 mL/10 g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em
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Figura 61. Grafico do efeito da administracao da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3
e 10 mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5
mg/kg, i.p., sobre o numero total de células (leucdcitos) no exudato induzido pela inje¢cao de
dextrana 100 pg/kg(1 mL/10 g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos
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Figura 63. Grafico do efeito da administragdo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg,
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Figura 64. Grafico do efeito da administracdo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg,
i.p., sobre a concentragdo da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela injecéo de
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Figura 65. Grafico do efeito da administracdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3
e 10 mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5
mg/kg, i.p., sobre o numero total de células (leucdcitos) no exudato induzido pela inje¢cao de
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zymosan 100 ug/kg (1 mL/10 g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em
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Figura 66. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3
e 10 mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5
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1 INTRODUGAO

Ao Brasil atribui-se uma das maiores biodiversidades vegetais do mundo,
sendo que a utilizagdo de plantas com fins medicinais é realizada quase sem
comprovacao cientifica de suas propriedades farmacoldgicas e toxicologicas, bem
como sem o conhecimento dos metabdlitos secundarios (MACIEL et al., 2002; VEIGA-
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). O registro de medicamentos preparados com
plantas medicinais ainda é pequeno, o que revela o pouco aproveitamento da
biodiversidade do pais e da riqueza de suas plantas com potencial farmacoldgico.
Neste sentido, muitas plantas que sao utilizadas popularmente com finalidade
terapéutica continuam sem validacédo cientifica (FENNER et al., 2006; LORENZI;
MATOS, 2008).

Atualmente, as universidades concentram a maioria dos estudos com plantas
medicinais (MONTANARI; BOLZANI, 2001) Porém, a tendéncia de mercado, diante
do desenvolvimento de fitoterapicos como o Acheflan® (Cordia verbenacea) e o
Sintocalmy® (Passiflora incarnata), € associar pesquisas e o conhecimento académico
ao investimento e empreendedorismo de industrias farmacéuticas nacionais. Esta
tendéncia agrega valores farmacolégicos na biodiversidade da flora brasileira e
certamente promovera o crescimento da industria farmacéutica nacional, permitindo
ao Brasil se destacar na producgéao de fitoterapicos a nivel mundial e, principalmente,
evoluir na quimica medicinal em busca de substancias puras isoladas a partir de
produtos naturais (CECHINEL-FILHO; CAMPOS; YUNES, 2003; MONTANARI;
BOLZANI, 2001; PINTO et al., 2002; YUNES; PEDROSA; FILHO, 2001).

O grupo de pesquisa do Laboratério de Farmacognosia vem ao longo dos anos
trabalhando com diversas plantas, tais como: Baccharis dracunculifolia, Copaifera
langsdorffii, Zanthoxylum naranijillo, Nectandra megapotamica, Pothomorphe
umbellata, Tithonia diversifolia, Solanum lycocarpum, bem como a propolis verde,
dentre outras plantas.

Dando continuidade a esses trabalhos, o projeto tematico intitulado “Validagao
quimica e farmacoldgica de extratos e principios ativos de espécies de Copaifera” tem
o proposito de aprofundar os estudos sobre os aspectos quimicos, farmacolégicos e
toxicoldgicos destas espécies, bem como avaliar as atividades anti-inflamatéria,

analgésica, imunomodulatoria, cicatrizante, antimicrobiana, antitumoral e
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antiparasitaria (BASILE et al., 1988; GOMES et al., 2010; SANTIAGO et al., 2015;
SOUZA et al., 2011a).

Como ja salientado anteriormente, embora de forma breve, além da

complexidade dos processos envolvidos nas patologias que envolvem processos
dolorosos, inflamatérios e gastricos, a terapia farmacoldgica ndo se apresenta
totalmente eficaz, com inumeros efeitos colaterais, o que dificulta a adesdo ao
tratamento. Plantas como as pertencentes ao género Copaifera, as quais séo
amplamente utilizadas pela medicina popular, continuam sem a comprovacao
cientifica de suas propriedades farmacolégicas e toxicolégicas, sem a elucidagao dos
compostos envolvidos nestas atividades, tornando-se necessarios estudos mais
aprofundados sobre a seguranca e eficacia no uso destas plantas.

Além disso, espécies de Copaifera apresentam grande potencial para o
desenvolvimento de fitoterapicos, uma vez que somente a comercializagdo da
oleorresina no ano de 2013 representou a movimentacao econdmica na ordem de R$
2,5 bilhdo/ano, ou seja, cerca de 150 toneladas/ano (IBGE, 2013). Segundo o banco
de dados SciFinder Scholar até o momento, existem 70 patentes registradas com
copaiba. Estes registros vao desde o uso terapéutico para urolitiase (BRUNHAROTO
et al., 2011; BRUNHAROTO; BASTOS; SILVA, 2005), formulagbes dentais especiais
(CUMMINS, 2009), gel oral (SIMOES, 2006), selante endoddntico (GARRIDO et al.,
2006), uso veterinario (ALBUQUERQUE, 2010; PIN, 2007), como anti-inflamatério oral
e tépico (BRUNHAROTO; BASTOS; SILVA, 2011; CARVALHO, 2010; CUMMINS,
2009; DE FREITAS et al., 2007; NYKROVA, 2000; SABATER; COURMONTAGNE,
1994), entre outras aplicagdes, tais como para a produgédo de cosméticos, incluindo a
formagao de nanoparticulas e polimeros, bebidas e sanitizantes, além de tintas para
a construcéo civil.

Até o momento nas principais bases de dados o termo “Copaifera” aparece 138
no PubMed da National Center for Biotechnology Information, 545 no Science Direct,
719 no Springer Link, 468 no Wiley Library e 161 no Scielo. A maioria dos estudos
farmacoldgicos de espécies de Copaifera utiliza apenas oleorresina bruta, sendo que
os processos cromatograficos de fracionamento sdo raramente aplicados (BASILE et
al., 1988; CARVALHO et al., 2005; GOMES et al., 2010, 2007; LIMA et al., 2003b;
PAIVA et al., 2002; SANTIAGO et al., 2015; TAPPIN et al., 2004; TRINDADE et al.,
2013; VEIGA-JUNIOR et al., 2007). Nestes estudos farmacoldgicos € praticamente

impossivel associar quais sdo os metabdlitos responsaveis pela atividade bioldgica.
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Sendo assim, estudos fitoquimicos sdo fundamentais para o desenvolvimento de

metodologias analiticas visando o controle de qualidade da matéria-prima ou de um
futuro fitoterapico (BRASIL, 2004a, 2004b, 2010; CALIXTO, 2000; PINTO et al., 2002).
Além disso, a maioria destes estudos néo apresenta a correta identificagao
botanica da espécie estudada, bem como a época e local de coleta (MACIEL et al.,
2002). Em muitos trabalhos o 6leo é adquirido comercialmente, o que pode apresentar
incertezas quanto a autenticidade e qualidade, devido a pratica de mistura de
diferentes oleorresinas e adulteragdo de material vegetal (MACIEL et al., 2002;
VASCONCELOS; GODINHO, 2002; VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
Dentro deste contexto, este trabalho busca avaliar e compreender o mecanismo
envolvido nos processos de citoprotecdo e cicatrizagdo de ulceras gastricas, os
processos anti-inflamatorios e analgésicos, atribuidos popularmente e previamente
descritos na literatura (GOMES et al., 2010, 2007; LUCCA et al., 2015; PAIVA et al.,
1998; SANTOS et al., 2008; VARGAS et al., 2015; VEIGA-JUNIOR et al., 2006;
VEIGA-JUNIOR et al., 2007) da oleorresina das copaibas, C. oblongifolia Mart. ex
Hayne e C. duckei Dwyer, as quais ndo apresentam ou possuem poucos estudos
farmacoldgicos descritos na literatura. Porém, para um maior entendimento das
propriedades quimicas e farmacolégicas dessas espécies, extratos das folhas
também serdo utilizados neste estudo, bem como o emprego de diversas técnicas de
separagao cromatografica na busca de substancias puras responsaveis por essas

atividades, buscando também avaliar seu mecanismo de agao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Propdem-se o estudo toxicoldgico e farmacoldgico — in vitro e in vivo — da
oleorresina, extrato bruto das folhas e substancias isoladas de Copaifera spp. (C.

oblongifolia Mart. ex Hayne e C. duckei Dwyer).

2.2 Objetivos especificos

. Coletar a oleorresina e as folhas de C. oblongifolia e C. duckei, obter
extrato bruto das folhas, realizar o fracionamento e obter principios ativos tanto das

folhas quanto da oleorresina;

o Obter o perfil quimico da oleorresina e dos extratos hidroalcodlico das
folhas de Copaifera spp. por CG-MS, CLAE-UV-DAD e UHPLC-(ESI)-HRMS;
° Avaliar as atividades citotoxicas in vitro através da determinacédo da

viabilidade celular indireta e da morte celular por citometria de fluxo;

° Avaliar as atividades toxicolégicas in vivo, nos ensaios de toxicidade
aguda por dose unica (14 dias) e de toxicidade subcronica em doses repetidas por 90
dias;

. Avaliar a atividade citoprotetora e cicatrizante sobre ulceras gastricas,
tanto em modelos de inducdo de ulceras agudas quanto crbnicas;

o Avaliar as atividades anti-Helicobacter pylori, in vitro e in vivo;

o Verificar se ha interferéncia funcéo e coordenagao motora dos animais,
através dos testes de Campo Aberto (Open-field) e Rota Rod,

o Investigar as atividades farmacoldgicas antinociceptivas e anti-
inflamatdrias, tanto sobre dor aguda quanto crénica, in vitro e in vivo;

o Investigar preliminarmente os possiveis mecanismos de agéo envolvidos
nas atividades citoprotetoras e cicatrizantes gastricas, anti-inflamatérias e

antinociceptivas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

1.1 O uso de plantas medicinais

O uso de plantas como recurso terapéutico € uma pratica antiga, que
acompanha a evolugdo da humanidade. Até os dias atuais, a utilizagdo de plantas
pela populagdo, em sua maioria, baseia-se no emprego empirico, sendo que as
plantas jamais foram completamente substituidas pelos farmacos sintéticos
(BRESOLIN; CECHINEL-FILHO, 2003; HEINRICH; GIBBONS, 2001; MIGNANI et al.,
2016). Neste contexto, surge a necessidade de estudar plantas empregadas
popularmente, com o propésito de captar informacdes na procura de substancias
biologicamente ativas que possam ser utilizadas na produgdo de medicamentos
(ALBUQUERQUE et al., 2007; ARAUJO et al., 2016; DI STASI et al., 2002).

Diante dos avangos tecnoldgicos da quimica e da biologia moderna, sabemos
que a atividade farmacoldgica atribuida as plantas é resultante da acéo dos seus
metabdlitos secundarios (BALUNAS; KINGHORN, 2005; GURIB-FAKIM, 2006;
HARVEY, 2008; RISHTON, 2008). Ano apds ano, as pesquisas de novos farmacos
originados de produtos naturais estdo crescendo, tendo em vista que os farmacos
disponiveis no mercado nem sempre sdo eficazes diante das necessidades
terapéuticas atuais (PARK, 2016; RASKIN et al., 2002).

1.2 Das espécies em estudo de Copaifera

O género Copaifera pertence a familia Leguminosae Juss., sub-familia
Caesalpinioideae Kunth. Apresentam-se em 72 espécies, sendo que 17 destas
espécies sdo endémicas do Brasil (LIMA-NETO; GRAMOSA; SILVEIRA, 2008;
ROMERO, 2007; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). Sao conhecidas como “copaibas,
copaibeiras, copaivas ou pau d’oleo” (Figura 1, A). Seu nome tem origem do tupi
“cupa-yba”, que significa “arvore de deposito”, e as suas propriedades medicinais do
seu 6leo eram bastante difundidas entre os indios latino-americanos (VEIGA-JUNIOR
etal., 2001; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). Distribuem-se na América Latina e Africa
Ocidental, principalmente em regibes tropicais e subtropicais. No Brasil, séo
facilmente encontradas na regiao norte e centro-oeste, porém esta distribuida em todo
o territério (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002)
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O balsamo, 6leo de copaiba ou oleorresina, sdo encontrados em canais

secretores presente em toda a planta, sendo mais saliente no tronco, de onde é
extraido (Figura 1, B) (TAPPIN et al., 2004; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). Acredita-
se que seja um produto de excregéo ou desintoxicagdo da planta, e sua fungéo é de
defesa contra animais, fungos e bactérias (ALENCAR, 1982; NOGUEIRA-NETO et al.,
2011).

Figura 1. (A) Aspecto geral de uma copaibeira (Copaifera spp.). (B) Detalhe da oleorresina e das folhas
de Copaifera spp.

Fonte: (A), a autora.

(B) http://oleo-copaiba.com/img/oleo_de_copaiba_para_cicatrizacao/oleo_de_copaiba_cicatrizacao.jpg
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Quimicamente, o oleorresina pode ser definido como uma solugédo de acidos

diterpénicos em um 6leo essencial, contendo grandes quantidades de sesquiterpenos
(CASCON; GILBERT, 2000). Até o momento ja foram isolados e caracterizados
aproximadamente 30 diferentes estruturas quimicas de diterpenos da classe dos
labdanos e clerodanos, e identificados mais de 70 hidrocarbonetos sesquiterpénicos
(LIMA-NETO; GRAMOSA,; SILVEIRA, 2008; TAPPIN et al., 2004; VEIGA-JUNIOR;
PINTO, 2002; VEIGA-JUNIOR et al., 2007).

Dos diterpenos isolados e identificados, o acido copalico € o Unico presente em
todas as amostras de oleorresina analisadas (VEIGA-JUNIOR; PATITUCCI; PINTO,
1997; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). Em outros estudos os sesquiterpenos B-
cariofileno, a-copaeno, a-humuleno, B-bisaboleno, a e -selineno e &-cadineno foram
descritos na maioria dos oleorresinas estudados (SOUSA et al., 2011; SOUZA et al.,
2011b; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002).

O oleorresina de copaiba destaca-se por sua importancia econémica e
extensivo uso popular (VEIGA-JUNIOR; PATITUCCI; PINTO, 1997; VEIGA-JUNIOR;
PINTO, 2002; VEIGA-JUNIOR et al., 2007). Dentre as indicacdes populares, seja por
via oral ou tépica, as mais relatadas sdo como anti-inflamatoério, cicatrizante e
antimicrobiano (GOMES et al., 2007; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). Também s&o
empregadas para doengas das vias urinarias, respiratérias, da pele, como cicatrizante
de Ulceras, antitumoral, anti-herpético, para coélicas menstruais, feridas uterinas e
leucorreia, além de ser usados no tratamento de leishmaniose, paralisias, dores de
cabeca e picada de cobra (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). A atividade anti-
inflamatdria é a mais pesquisada no meio cientifico (BASILE et al., 1988; CARVALHO
et al., 2005; GOMES et al., 2010; VEIGA-JUNIOR et al., 2007).

Quanto as partes aéreas das copaibas (Figura 1, B), existem poucos estudos
com relagdo a composi¢cao quimica e suas atividades farmacologicas. Em estudos
preliminares realizados no Laboratério de Farmacognosia da FCFRP-USP, observa-
se que a composicao das partes aéreas difere muito do oleorresina, sendo constituido
majoritariamente de compostos polares derivados da via do acido chiquimico,
incluindo flavonoides e derivados do acido galico (FURTADO et al., 2015; NOGUEIRA,;
FURTADO; BASTOS, 2015).
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1.3 Fisiopatologia da ulcera gastrica

A perda circunscrita de tecido da mucosa nas regides do trato digestivo que
estdo em contato com o suco gastrico secretado no estbmago é caracterizada como
Ulcera gastrica (CHANG; LEUNG, 2014; KVIETYS; YAQINUDDIN; AL KATTAN, 2014;
RIBEIRO et al., 2016). Frequentemente € uma doenga crénica, podendo persistir por
até 20 anos, apresentando episédios de cura e reincidéncia(NAIK et al., 2007; SILVA;
FILIPE; PINHO, 1990). E uma doenca cada vez mais comum na populagdo mundial
atingindo cerca de 10% da populagao dos paises industrializados (BLASER; CHYOU,;
NOMURA, 1995; GRAHAM, 2014; SVANES, 2000; THORSEN et al., 2013).

Apresenta génese multifatorial, dependente de alteragbes endogenas e de
estimulos exégenos. Dentre os fatores exdgenos, se destacam: 1) os anti-
inflamatdérios n&o esteroidais (AINEs), que inibem a produgdo de PGs, com
consequente aumento na liberagdo de acido gastrico e diminuicdo da produgao do
muco citoprotetor, acarretando surgimento de lesdes (TARNAWSKI; AHLUWALIA;
JONES, 2013; WALLACE, 2008); 2) o alcool, que promove disturbios na mucosa,
como isquemia e geragao de radicais livres, degranulacdo de mastécitos, inibicdo da
producdo de PGs e diminuigdo na produgdo do muco (HANSSON et al.,, 1996;
MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009); 3) a infecgao por Helicobacter pylori, que
ocasiona uma resposta inflamatéria persistente com liberagdo de citocinas, PGs e
leucotrienos, em resposta a infecgao (BLASER; CHYOU; NOMURA, 1995; DUNN;
COHEN; BLASER, 1997); 4) a reacao secundaria a isquemia e reperfusao, que €&
dependente da geragao de radicais de oxigénio e de resposta inflamatéria (GRACE,
1994; GRISHAM; GRANGER, 1988; MARD et al., 2015; OTAMIRI; SJODAHL, 1991).

Os fatores enddgenos compreendem doencgas associadas ou alteragdes da
mucosa provocadas por estresse que resultam na hipersecrecéo gastrica (MOJZIS;
HEGEDUSOVA; MIROSSAY, 2000; WALLACE, 2008). Neste contexto podemos
destacar a sindrome de Zollinger-Ellison, caracterizada por tumor secretor do
horménio gastrina (gastrinoma), que causa hipersecregao de acido gastrico (WILCOX;
HIRSCHOWITZ, 2009). Ja no estresse, o mecanismo sugerido € aumento da
peroxidagao lipidica das células epiteliais pelas espécies reativas de oxigénio (ROS)
(OTAMIRI; SUIODAHL, 1991)

Independente do fator indutor, a Ulcera gastrica € resultante do desequilibrio

entre a produgéo do acido gastrico e os fatores de protegao produzidos pelas células
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do trato gastrointestinal. O resultado é a necrose das células epiteliais e inflamagéao

local, com migragdo de neutrofilos em resposta ao tecido lesado. Num primeiro
momento, os neutréfilos atuam como agentes de defesa, protegendo o organismo de
possiveis infecgbes sistémicas. No entanto, as células secretam e liberam uma
variedade de agentes quimicos que contribuem para a lesdo. Citocinas pro-
inflamatdrias, como fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interleucinas (IL-1j3, IL-6)
podem ser quantificadas na circulacdo como indicadores de inflamacédo durante a
ulcera. Assim sendo, o clearance de neutréfilos do tecido gastrico é fator importante
na restauracdo tecidual (KWIECIEN et al., 2004; WALLACE; MA, 2001; WALLACE,
2008).

A primeira linha de defesa endégena é a barreira de muco e bicarbonato,
exercida pela mucosa gastrica e composta por um gel de muco, bicarbonato e
fosfolipidios surfactantes. O muco desempenha papel estrutural importante na criagéao
de uma camada que retém o bicarbonato secretado pelas células epiteliais,
proporcionando um ambiente com pH préximo a neutralidade, atuando como uma
barreira fisica contra a agdo da pepsina e acido cloridrico (ALQASOUMI et al., 2009;
LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; WALLACE, 2008; YANDRAPU; SAROSIEK,
2015).

O trato gastrointestinal tem a capacidade de produzir grandes quantidades de
ROS pelas oxidases de mucosa, como a xantina oxidase, mieloperoxidase (MPO) e
NADPH oxidase (ADZU et al., 2015; GRISHAM; GRANGER, 1988; SANTOS et al.,
2012).

Em geral, o ambiente redox (oxidagao-redugao) do interior das células impede
os danos causados pelos radicais livres. Este ambiente redox € mantido pela acéo de
enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa.
Além disto, outros fatores podem acarretar o aumento da producéo de ROS como, por
exemplo, o processo inflamatério (KEMMERLY; KAUNITZ, 2013; OZBAYER et al.,
2014; YOSHIKAWA et al.,, 1993). Alteragbes no estado redox e deplegcdo de
antioxidantes pela exposicdo a agentes oxidantes levam ao estresse oxidativo
(BAGCHI; BHAITACHARYA; STOHS, 1996; DEN HARTOG et al., 2016; KWIECIEN;
BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002).

Além da inibicdo do potencial oxidativo, as células epiteliais secretam
prostaciclina (PGl2) e, principalmente, a prostaglandina E2 (PGE-2), que s&o essenciais

na manutencgao da integridade gastrica e na protecdo contra agentes ulcerosos. As
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PGs inibem a liberagao de acido gastrico, aumentam o fluxo sanguineo da mucosa,

estimulam a producdo de muco e bicarbonato, aceleram o reparo e a cicatrizagéo
tecidual (BRZOZOWSKI, 2003; WALLACE, 2008). Estes fatores favorecem a
manutencio da integridade tecidual e a rede microcirculatédria e, consequentemente a
perfeita perfusdo sanguinea. Em conjunto, contribuem para evitar o dano das
camadas epiteliais mais profundas da mucosa (MOJZIS; HEGEDUSOVA;
MIROSSAY, 2000; WALLACE; MILLER, 2000; WALLACE, 2008).

1.4 Fisiopatologia da dor e a inflamagao

O sistema sensorial € responsavel pelo processamento dos estimulos
provenientes do meio ambiente externo e interno do organismo, possuindo o papel de
detectar e desencadear reagdes frente a estes. Dentro da evolugdo genética, as
substancias transdutoras especializaram este sistema, diferenciando o estimulo
agressivo do indécuo, facilitando a condugdo nervosa e evitando situagdes
desagradaveis, mantendo as fungdes fisioldgicas e preservando a vida (KRAYCHETE;
CALASANS; VALENTE, 2006; LEGRAIN et al., 2011; MILLER; WALLIS, 2010).

Este sistema capacita o individuo a nocicepgéao e a dor. Em termos fisiolégicos,
ha diferenca entre nocicepcdo e dor. A nocicepcao esta relacionada com
manifestagdes neurofisioldgicas, geradas por um estimulo nocivo, enquanto que a dor
envolve o estimulo potencialmente nocivo, possuindo conotagdo individual e é
representada por experiéncias subjetivas, que incluem fatores afetivos, emocionais e
sociais (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; MILLAN, 1999, 2002).

Segundo a |.A.S.P. (International Association for the Study of Pain), a dor pode
ser definida como sendo “experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada
a um dano tecidual real ou potencial”’, ou seja, uma sensag¢ao desagradavel, criada
por um estimulo nocivo ou ndo, que atinge o sistema nervoso central e periférico
(BRUEHL et al., 1999; CARR; GOUDAS, 1999; JENSEN et al.,, 2011; LOESER;
TREEDE, 2008).

Ja a inflamacao é uma resposta proveniente de um estimulo primariamente
doloroso, que envolve eventos celulares e bioquimicos de alta complexidade,
incluindo o extravasamento de fluidos, ativacédo de receptores, migragéo celular,
liberacdo de mediadores, sensibilizagao e ativagao de receptores, lise e reparo celular.

Neste caso, a transmissido dolorosa € um mecanismo dindmico e envolve diversos



54
LEMOS, M. Drvisir &b Loboratina

mediadores que interagem com as estruturas do sistema nervoso central e periférico

em toda a sua extensao, desde os nociceptores até o cortex cerebral (BLACK, 2002;
CARVALHO; LEMONICA, 1998; DENG; CHANG; LU, 2016; LEE, 2013; LILES; VAN
VOORHIS, 1995; SHEFFIELD, 1990).

A inflamagéo é uma reagéao frente a uma agresséo local, ou seja, € a maneira
como o organismo se defende de uma leséo tecidual causada por agentes fisicos,
quimicos e/ou biolégicos. Assim, a inflamacao e a dor, tem funcao de alertar e reparar
o tecido (ALESSANDRI et al., 2013; LIEW; MCINNES, 2001; LIEW, 2003; ORTEGA-
GOMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013).

O processo inflamatério se divide de acordo com o critério temporal, podendo
ser aguda ou crbnica. A inflamagdo aguda é de curta duragdo, (horas ou dias)
caracterizada por vasodilatagdo arteriolar e venular, edema e migracao de células,
podendo ativar a cascata de coagulagdo (BLACK, 2002; MEDZHITOV, 2008;
SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). A fase crénica da inflamagao é sempre
precedida da inflamagao aguda, tem duragdo mais longa (semanas, meses ou anos),
e se caracteriza por migragao leucocitaria e sinais de regeneragao e reconstrugao da
matriz conjuntiva (ALESSANDRI et al., 2013; BLACK, 2002; MEDZHITOV, 2008).

A dor inflamatéria resulta basicamente da interagcao entre o tecido danificado e
0os neurbnios sensoriais nociceptivos periféricos, através da participacdo de
mediadores inflamatoérios, como a histamina, a PGs, as interleucinas (IL), 6xido nitrico
(NO), em primeiro momento, e posteriormente com a manutengdo da resposta
inflamatéria através da liberacdo de bradicinina, leucotrienos, substincia P,
componentes do sistema complemento, entre outros (BUENO et al., 1997; GRUBB,
1998; GUIMARAES et al., 2010; GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003; HIURA;
NAKAGAWA, 2012; MILLAN, 1999; MOLLACE et al., 2005).

Uma vez que a dor e a inflamagao sédo processos bioldgicos nos quais muitos
mediadores co-participam, alguns medicamentos analgésicos também exibem
propriedade anti-inflamatdria. O tratamento da dor e da inflamagao deve seguir a sua
etiologia, pois a resposta dos farmacos difere com o tipo de mecanismo que
desencadeia o processo doloroso (MCDOUGALL, 2006; MILLAN, 1999; SMITH et al.,
1998).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do oleorresina e folhas das espécies Copaifera

A coleta das folhas e da oleorresina de Copaifera oblongifolia Mart. ex Hayne
foi realizada no més de junho de 2012, pelo Prof. Dr. Rodrigo Cassio Sola Veneziani,
na Usina Santo Angelo, situada no municipio de Pirajuba, Minas Gerais (19° 56.833'S
48° 33.504°0). O material vegetal foi extraido com o consentimento do Diretor
Agricola, Pedro de Paula Guidi, do Diretor Industrial, José Manoel Gomes e dos
responsaveis pelo Departamento de Meio Ambiente, Decrié Polastrine e Arthur Borges
Jacob (Anexo I). Um exemplar foi submetido a analise botanica pelo Prof. Milton
Groppo Junior do Herbario do Departamento de Botanica da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, sendo depositada e registrada sob o numero
SPFR 14437.

A coleta das folhas e da oleorresina de Copaifera duckei Dwyer foi realizada
pelo Prof. Dr. Herve Louis Ghislain Rogez e pelo Me. Jonas Joaquim Mangabeira da
Silva, da Universidade Federal do Para, no distrito de Mosqueiro, no municipio de
Belém, Para (19° 56.833'S 48° 33.504'0). Um exemplar do material vegetal esta
depositado e registrado sob o numero NID: 96/2012, sendo sua taxonomia validada
pela botanica Dra. Silvane Tavares Rodrigues, da Empresa Brasileira de Pesquisas
Agropecuarias, EMBRAPA, Belém, Para.

Todas as coletas foram realizadas sob a autorizagdo para bioprospeccao do
SISBIO/IBAMA n. 35143-2 (Anexo lI).

Para a coleta da oleorresina das duas espécies de Copaifera utilizou-se um
perfurador manual (trado, medindo 1,2 m de comprimento e 2 cm de didmetro). As
arvores possuem didmetro acima de 30 cm, sendo que o orificio realizado atingiu o
centro do interior do tronco, e foi realizada a uma altura de cerca de um metro acima
do solo (MEDEIROS; VIEIRA, 2008). Para facilitar as posteriores coletas foi adaptada
uma torneira ao orificio do tronco das arvores.

As folhas coletadas foram separadas dos ramos e galhos, submetidas a
secagem em estufa de ar quente e circulante a 40 °C, sendo posteriormente trituradas

em moinho de facas.
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411 Preparo dos extratos brutos das folhas

O po obtido apdés moagem das folhas de C. oblongifolia (1000 g) foi submetido
a maceragao em solucao hidroalcodlica 70%, seguida de percolagéo, por cinco vezes,
a cada 48 horas. As solugdes hidroalcodlicas foram filtradas, transferidas
progressivamente para baldes de fundo redondo e concentradas sob pressao
reduzida com auxilio de evaporador rotativo e banho de aquecimento com
temperatura de 40+5 °C (Fisatom, modelo 801; Freiburg im Breisgau, Alemanha).
Ap6s a reducao, utilizou-se liofilizador (Liotop, modelo K105, Sédo Carlos, Brasil), para
finalizagdo do extrato, que foi transferido para frasco previamente pesado para a
determinacao do seu rendimento. Para obtencao do extrato das folhas de C. duckei,
uma aliquota (300 g) do pé das folhas foi submetida ao mesmo processo descrito

acima para a C. oblongifolia.

412 Preparo das particoes a partir do extrato bruto hidroalcodlico das folhas

Parte do extrato hidroalcodlico (50 g) foi ressuspendido em 400 mL de solugao
de metanol e agua, na proporcao 9:1 e, em seguida, particionado com solventes de
polaridades crescentes: n-hexano, diclometano, acetato de etila, n-butanol, obtendo-
se as respectivas fragdes organicas e aquosa (Figura 2). Cada fragao foi concentrada
em rotaevaporador, transferida para um frasco devidamente pesado e liofilizada,
sendo posteriormente mantido em dessecador até o momento de sua utilizagdo. A
diferenga gravimétrica foi calculada para a determinacado dos rendimentos (%) das

particdes obtidas.
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v/

50 g do extrato dissolvido em 400
mL de solugdo MeOH 9:1

@ 200 mL de n-hexano (4x)

Particéo

e 200 mL diclorometano (4x)
hexanica

Particéo Partigéo
butandlica aquosa

Figura 2. Fluxograma da partigéo liquido-liquido dos extratos hidroalcodlico das folhas das espécies

de Copaifera spp.

Fonte: a autora, editado em software "ChemBioDraw® para sistema operacional Windows (64 bits)”, vers&o 12.0,
2007 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).
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4.2 Analises cromatograficas

421 Analise da composicdo das oleorresinas de C. oblongifolia e C. duckei por
CG-EM

As oleorresinas de C. oblongifolia e C. duckei foram analisadas em um
cromatégrafo de fase gasosa acoplado a um espectrémetro de massas modelo Gas
Chromatograph Mass Spectrometer - Shimadzu™ (Shimadzu Corporation, Quioto,
JPN) - QP 2010, utilizando uma coluna DB-5MS (30 m x 0,25 x 0.25 ym) da marca
Agilent® (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), empregando dois métodos (A
e B) para a analise cromatografica, diferenciando-se os métodos apenas na rampa de
aquecimento: temperatura do forno de 60°C; temperatura de inje¢cao de 250°C; modo
de injecao Split (1:90); vasao na coluna de 1,30 mL/min; gas de arraste — nitrogénio
(N2); rampa de aquecimento de 60 a 240°C (método A) (ADAMS, 2007) e 60 a 300°C
(método B); taxa de aquecimento — 3°C/min; fonte de ionizagdo — Impacto eletrénico
(El). Através do tempo de retengdo dos compostos observados nas amostras e dos
alcanos de série homologa (em A: C9 a C25 e, em B: C21 a C40), foi possivel calcular
o indice de Retencdo de van Den Dool e Kratz (1963) para cada componente das
oleorresinas, utilizado para se realizar a identificacao desses componentes através da
comparacgdo dos espectros de massas obtidos com os disponiveis nas seguintes
bibliotecas de dados espectrais de massas: Mass spectra of flavors and fragrances of
natural and synthetic compounds with retention index, Wiley FFNSC Library, John
Wiley & Sons Inc. (MONDELLO, 2015), National Institute of Standards and Technology
(NIST Webbook) (LINSTROM; MALLARD, 2014), The Pherobase: Database of
pheromones and semiochemicals (EL-SAYED, 2014).

4.2.2 Analise qualitativa (desreplicacdo) das oleorresinas, extratos e particbes das

folhas de C. oblongifolia e C. duckei

Para o desenvolvimento dos métodos analiticos, em primeiro momento foi
utilizado cromatdgrafo da marca Water® (Waters Corporation, Milford, MA, USA), com
sistema de bombas binario do modelo 1525, injetor automatico do modelo 2707,
detector de arranjo de diodos do modelo 2998 e controlador de temperatura. O sistema

€ acoplado a um computador contendo o software “Empower® para sistema
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operacional Windows (64 bits), versdo 3.0, 2010 (Waters Corporation, Milford, MA,
USA).

Em segundo momento, as amostras foram analisadas por UHPLC-(ESI)-HRMS

em um cromatografo liquido de ultra alta eficiéncia modelo Thermo® Accela (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA), com sistemas da bombas modelo Accela 1250
pump, acoplado a um detector de arranjo de diodos modelo Accela PDA detecctor e
a um espectrometro de massas modelo Thermo® Exactive Plus com analisador do tipo
Orbitrap®. O sistema é acoplado a um computador contendo o software “Thermo
Xcalibur® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versdo 2.2, 2011 (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA).

O método de ionizagao utilizado no espectrémetro de massas foi a ionizagao
por electron-spray nas seguintes condi¢des: voltagem do spray (modo positivo — 3,6
kV; modo negativo 3,2 kV); temperatura do capilar (modo positivo — 300°C; modo
negativo — 320°C). O analisador utilizado foi do tipo Orbitrap® (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA) (ZUBAREV; MAKAROQOV, 2013).

O primeiro método foi desenvolvido para a analise das oleorresinas, extratos e
fragcbes hexanica e diclorometanica dos extratos. A analise utilizou coluna analitica
Ascentis Express® C18 (Supelco, Sigma-Aldrich, Merck, Saint Louis, MO, USA) com
100 mm de altura por 4,6 mm de didmetro interno e tamanho das particulas de 2,7
pm. O sistema de solventes escolhido para compor a fase moével foi (A) acido formico-
agua 0,1:99,9 e (B) hidréxido de aménio-metanol-acetonitrila 0,1:89,9:10 no modo de
eluicdo em gradiente (Tabela 1). A vazao foi de 0,5 mL/min e a temperatura mantida
em 40°C.

Tabela 1. Gradiente de polaridade da fase movel do método analitico desenvolvido.
Proporgao de

Tempo (minutos)

solventes
Ascentis Exprezs; g:ns) (100 x 4,6 mm, A (%) B (%)
0 45 55
15 3 97
20 3 97
25 45 55
30 45 55

(A) acido férmico-agua 0,1:99,9 e (B) hidroxido de amoénio-metanol-acetonitrila 0,1:89,9:10
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Para a anadlise qualitativa do perfil dos componentes foram pesados 1 mg de

cada amostra de oleorresinas, extratos das folhas e partigdes hexanica e
diclorometénica de C. oblongifolia e C. duckel, e solubilizadas em metanol contendo
40 pg/mL de cumarina como padrao interno, em metanol.

A amostra foi filtrada em membrana com poros de 0,22 uym e analisada por
CLAE-UV-DAD, e posteriormente analisada em UHPLC-(ESI)-HRMS.

A amostra contendo somente padrao interno foi injetada 5 vezes, de forma
intercalada com as amostras, sob as mesmas condigdes, a fim de se obter os tempos
de retencdo relativos a cumarina, e assim utiliza-lo para a identificagcdo de
substancias, por comparagao dos tempos de retengao relativos e perfis de absorgao
no UV, e por massa exata, obtida pelo espectro de massa de alta resolucgao.

Um segundo método foi desenvolvido em coluna analitica Synergi Polar-RP
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) com 100 mm de altura por 3,0 mm de didmetro
interno e tamanho das particulas de 2,5 uym. O sistema de solventes escolhido para
compor a fase movel foi (A) acido formico-agua 0,1:99,9 e (B) iso-propanol-metanol-
acetonitrila 0,5:4:6 no modo de eluicdo em gradiente (Tabela 2). A vazao foi de 0,68

mL/min e a temperatura mantida em 25°C.

Tabela 2. Gradiente de polaridade da fase moével do método analitico desenvolvido.
Proporgao de

Tempo (minutos)

solventes
Coluna Synergi Polar-RP (100 x 3,0 A (%) B (%)
mm, 2,5 ym)

0 90 10
08,33 85 15
29,17 64 36
31,25 0 100
33,33 0 100
35,42 90 10
37,50 90 10

(A) acido formico-agua 0,1:99,9 e (B) iso-propanol-metanol-acetonitrila 0,5:4:6

Para a anadlise qualitativa do perfil dos componentes foram pesados 1 mg de
cada amostra de extratos das folhas e particbes acetato de etila, butandlica e aquosa
de C. oblongifolia e C. duckei, e solubilizadas em metanol contendo 40 ug/mL de acido
ferulico como padrao interno em etanol 70%. A amostra foi transferida para microtubo,

a qual foi particionada com 500 pyL de hexano (clean-up). A fase inferior/aquosa foi
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fitrada em membrana com poros de 0,22 um e analisada por CLAE-UV-DAD, e
posteriormente analisada em UHPLC-(ESI)-HRMS.

A amostra contendo somente padrao interno foi injetada 5 vezes, de forma

intercalada com as amostras, sob as mesmas condigdes, a fim de se obter os tempos
de retencao relativos ao acido ferulico, e assim utiliza-lo para a identificacdo de
substancias, por comparagao dos tempos de retengao relativos e perfis de absorgao
no UV, e por massa exata, obtida pelo espectro de massa de alta resolucgao.

Os dados obtidos pelo UHPLC-(ESI)-HRMS foram convertidos em software
MSConvert do pacote “ProteoWizard® para sistema operacional Windows (64 bits)”,
versao 3.0.6002, 2015, (ProteoWizard, Nashville, TN, USA) (CHAMBERS et al., 2012;
KESSNER et al., 2008) para o formato mzXML, e separados de acordo com o modo
de ionizagao, uma vez que o espectrdbmetro de massas utilizado realiza a aquisicéo
simultanea de dados nos modos positivo e negativo.

Apds esta etapa, os dados foram processados no software “MZmine® para
sistema operacional Windows (64 bits)’,versdao 2.10, 2015 (Boston, MA, USA)
(PLUSKAL et al., 2010), (um modo de ionizacao de cada vez) a fim de se realizar as
seguintes etapas: 1) deteccdo dos picos, 2) filtro de picos, 3) construcdo dos
cromatogramas, 4) deconvolugao dos cromatogramas, 5) agrupamento de picos
isotopicos, 6) alinhamento dos cromatogramas, 7) preenchimento de falhas nos
cromatogramas e 8) busca por adutos. Dentre os parémetros utilizados para o
tratamento de dados no software MZmine, destacam-se: nivel de ruido — 10°; fungéo
para o formato do pico — Lorentziana extendida; altura minima do pico — 5x10%; e
tolerancia de m/z — 0,002 m/z ou 5,0 ppm.

Os dados tratados no software mzMine foram exportados na forma de tabelas
contendo as areas dos picos, tempo de retencdo e massa exata para cada extrato
analisado, sendo uma tabela para os dados obtidos no modo de aquisi¢cao positivo e
outra para os dados do modo negativo. A desreplicacao foi realizada com base nas
formulas moleculares calculadas através da massa exata e do padrao de
fragmentagao obtidos para os componentes detectados nas oleorresinas e extratos
das folhas de Copaifera spp.

Para a identificacdo das substancias foram utilizados os bancos de dados,
Dictionary  of Natural Products, disponivel no enderegco eletrbnico:

http://dnp.chemnetbase.com e KNApSAcK Family Databases, disponivel no enderego
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eletrbnico: http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/top.html, além de informagdes

disponiveis em trabalhos na literatura.

4.3 Ensaios toxicolégicos e farmacologicos

4.3.1 Delineamento experimental

Este estudo avaliou dos efeitos toxicolégicos da oleorresina, do extrato das
folnas ou de compostos isolados de C. oblongifolia ou C. duckei in vitro, sendo
investigadas atividades citotoxicas em células nédo-tumorais (CHO-k1 e L929), bem
como em células tumorais (AGS e THP-1), visando complementar os resultados
obtidos na investigagao da atividade gastroprotetora e anti-inflamatoéria. Experimentos
in vivo foram conduzidos para a observagao dos efeitos agudos e crénicos.

Os experimentos de cultura celular e microbiolégica foram realizados, em parte,
no Laboratério de Fotoquimioprotecao da Profa. Dra. Maria José Vieira Fonseca, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, no Laboratério de
Farmacologia do Prof. Dr. Thiago Mattar Cunha, da Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto, e no exterior sob supervisdo da Profa. Dra. Helen Sheridan, na School
of Pharmacy & Pharmaceutical Sciences, Faculty of Health Sciences, Trinity College
Dublin, Dublin, Ireland, com bolsa do Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior,
da Coordenacgéo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (PDSE-CAPES
Processo n. BEX 7277/14-8).

Para avaliacdo do efeito da oleorresina e do extrato hidroalcodlico das folhas
de Copaifera spp. sobre a citoprotecdo e cicatrizagdo gastrica, nocicepgao e
inflamacado — aguda e crénica, foram sendo empregados diferentes protocolos de
inducdo da lesdo, com base nos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
génese e fisiopatologia de cada disturbio. As doses empregadas no screening sao de
30, 100 e 300 mg/kg da oleorresina e do extrato hidroalcodlico das folhas.

Visando otimizar o trabalho e diminuir o uso de animais, como observado
preliminarmente, a oleorresina e o extrato das folhas de C. oblongifolia e o extrato das
folnas de C. duckei nao apresentaram resultados satisfatérios nos modelos de
nocicepgao e inflamacédo. Sendo assim, como a oleorresina de C. duckei e seu
composto majoritario, o acido polialtico apresentaram resultados preliminares mais

promissores quanto aos estudos farmacolégicos do ponto de vista antinociceptivo e
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anti-inflamatorio, sendo que estes experimentos foram conduzidos somente com estas

amostras, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg.

4.3.2 Manutencdo das linhagens celulares

As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de camara de
fluxo laminar vertical (Maxisafe 2020, Camara de Seguranga Biolégica Classe I,
Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) e mantidas em incubadora de CO2 a
37°C com atmosfera de 5% de CO; (Form® 310 series, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA).

As linhagens de células CHO-k1 (CHO-K1 ATCC® CCL-61® Cricetulus griseus,
epitélio ovariano) e L929 (ATCC® CCL-1®, Mus musculus, tecido conjuntivo
subcutaneo; areolar e adiposo - fibroblasto, NCTC clone 929 [L cell, L-929, derivative
of Strain L]) em meio DMEM (Sigma-Aldrich, Merck, Saint Louis, MO, USA).

A linhagem de células AGS (ATCC® CRL-1739® Homo sapiens,
adenocarcinoma gastrico) foram cultivadas em DMEM (Sigma-Aldrich, Merck, Saint
Louis, MO, USA) suplementado com HAM-F12, a linhagem de células THP-1 (ATCC®
TIB-202® Homo sapiens, mondcitos de sangue periférico de leucemia monocitica
aguda) foram cultivadas em RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Merck, Saint Louis, MO, USA)
e a linhagem de células RAW 264.7-Luc (ATCC® TIB-71®, Mus musculus, macréfago
proveniente de tumor de Abelson induzido por virus, geneticamente modificado
chamada de RAW-Luc, que expressa o gene repoérter luciferase em resposta a
expressado de NF-kB (pNF-kB-Luc) (WANG et al., 2014) foram cultivadas em RPMI-
1640 (Sigma-Aldrich, Merck, Saint Louis, MO, USA). Todas as linhagens foram
cultivadas em frascos de cultura de células de 25 cm? com volume de 50 mL ou de 75
cm? com volume de 250 mL, e os meios foram suplementados com 10% de SFB, 1%
de antibidtico (penicilina/estreptomicina/anfotericina B — PSA), e 1% de L-glutamina,
sendo a manutencéo foi realizada antes que as células atingissem a confluéncia. O
crescimento das linhagens foi acompanhado diariamente por microscépio de inversao
(Leica DM IL Inverted Microscope, Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, USA).
Para a manutencao das células aderidas, o meio foi retirado e o frasco lavado 2x com
salina estéril, em seguida, adicionou-se tripsina-EDTA 0,5% (Sigma-Aldrich, Merck,
Saint Louis, MO, USA). Posteriormente, o meio de cultura suplementado com SFB foi

adicionado as células em suspenséao para inibicao da tripsina. Parte das células foi



65
LEMOS, M. otoriais e Motoddss

removida da garrafa e o volume preenchido com meio suplementado (passagem).

Para manutencdao de células fez-se apenas a substituicio do meio de cultura,
adicionando-se cerca de 200 pL da suspensao celular. O restante desta suspenséao

foi utilizada nos experimentos descritos a seguir.

4.3.3 Animais

Para realizagao dos experimentos toxicologicos in vivo foram utilizados animais
Hamster chinés (Mesocricetus auratus) machos e fémeas, (95+5g), camundongos
Balb/C e C57BL06 (Mus musculus) machos (20+5g) provenientes do Biotério Central
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — FCFRP-USPP. Os
experimentos de Open field e Rota-rod foram realizados no Laboratério de
Farmacologia do Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade do Vale do Itajai, sob supervisao da professora Dra. Marcia Maria de
Souza. Foram utilizados animais Swiss (Mus musculus) machos (251£5g) provenientes
do Biotério Central da Universidade do Vale do Itajai - UNIVALI.

O experimento de atividade in vitro sobre a bomba de bomba H+, K+-ATPase
foi realizado no Laboratério de Farmacologia do Programa de Pd6s-Graduagdao em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade do Vale do Itajai, sob supervisdo do
professor Dr. Sérgio Faloni de Andrade. Foram utilizados os estdbmagos isolados de
coelhos albino da Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus) machos (2,5+0,3kg)
provenientes do Biotério Central da Universidade do Vale do Itajai - UNIVALI.

Os Hamster e camundongos foram mantidos em caixas de polipropileno, com
dimensodes de 49Cx34Lx16Acm, e os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais,
com dimensdes de 80Cx50Lx35Acm, em salas com controle de temperatura (20-24
°C), umidade natural (40-60%) e ciclos controlados (claro/escuro 12 horas cada),
tendo ragdo e agua ad libitum. Todos os experimentos foram realizados de acordo
com os Principios Eticos de Experimentagdo Animal recomendados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentag¢do Animal, bem como de acordo com a legislagéo brasileira
vigente de 2012 a 2016 (BRASIL, 2008, 2014; CONCEA, 2015; SBCAL/COBEA,
2010). Os protocolos foram aprovados pelo Conselho de Etica e Pesquisa no Uso de
Animais da Universidade de S&o Paulo, do Campus de Ribeirdo Preto (Protocolo
n.12.1.1018.53.5; Anexo lll). Nos experimentos de indug&o de ulcera, os animais

foram mantidos em jejum de no maximo 18 horas, e uma grade foi adicionada para
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inibir a coprofagia tendo livre acesso a agua. Para os demais experimentos houve um

jejum maximo de oito horas.

4.4 Avaliagao da atividade toxicolégica

441 Citotoxidade em linhagem celular imortalizada CHO-k1 e L929

Aliquotas de 200 uL/pogo da suspenséo celular contendo 5 x 10* células/mL
foram acondicionadas em placas de 96 pocos. Apds vinte e quatro horas, as células
foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei
nas concentragdes de 3, 10, 30, 100 e 300 ug/pogo, e os controles positivos com as
substancias paclitaxel e camptotecina, nas concentracbes de 1, 5, 10, 50 e 100
nM/poco, celecoxib e indometacina, nas concentracdes de 1, 5, 10, 50 e 100 uM/poco,
além do controle do solvente (DMSO 2%) e o controle negativo (meio). Apds os
tratamentos, as placas foram incubadas a 37 °C, 5% de CO2 durante 24 h, 72h e 120h.
Apos os tempos de incubacéo, as placas foram avaliadas quanto a viabilidade celular
através do teste por fosfatase acida (MARTIN; CLYNES, 1991, 1993). As placas foram
lavadas com 100 pL de PBS, sendo posteriormente incubadas por 1 h a 37 °C, 5% de
CO2 com uma solucdo de 4-nitrofenil dissddico hexa-hidrato de fosfato, na
concentracao de 0,0027 g/mL em 0,1 M de acetato de sddio, 0,1% de Triton X-1 00,
pH 5,5. Apds a etapa de incubagédo adicionou-se 50 yL de NaOH a 1 M para
interromper a reacao. A absorvancia foi determinada em leitor de microplacas a 405
nm EZ Read 2000 Microplate Reader (Biochrom, Cambourne, CBE, UK).

A viabilidade celular foi determinada de acordo com a Equacgao 1:

WyVC = (fAtratado - JzABSbranco

XAcontrole negativo

Equacéo 1. Férmula para calculo da porcentagem da viabilidade celular. Legenda: XABS;,4tqq,= Média
da absorvancia do grupo tratado; XABSp.anco: Meédia da absorvancia do branco;
XABS ontrote negativo-Média da absorvéancia do controle negativo.

Apos o calculo da viabilidade celular, as concentracdes citotéxicas (CC) de
20%, 50% e 80% foram determinadas através de regresséo sigmoidal usando dados

da média de trés pocos para cada replicata, sendo o ensaio realizado em trés
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replicatas em dias e idades celulares (passagens) diferentes, através do software

“OriginPro® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versdo 9.1, 2013
(OriginLab, Northampton, MA, USA).

4472 Avaliacdo da toxicidade aguda dose unica in vivo — 14 dias e avaliacido

da toxicidade sub-crbénica doses repetidas in vivo — 90 dias

A avaliacao da toxicidade aguda e subcrénica foi realizada conforme descrito
no Guideline for testing of chemicals. Acute Oral Toxicity — Fixed Dose Procedure
(OECD, 2001), e Guideline for testing of chemicals. Repeated Dose 90-day Oral
Toxicity Study in Rodents (OECD, 1998) e desenvolvido seguindo normas de cuidados
com animais de laboratério, bem estar e biosseguranga na experimentagao animal
descritas na Lei Arouca, Lei n. 11.794, de 8 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008), e
segundo as diretrizes pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratoério
(SBCAL/COBEA, 2010).

Os animais machos e fémeas (n=5) foram mantidos em jejum de oito horas.
Apobs esse periodo administraram-se as doses de 2000 mg/kg da oleorresina, dos
extratos e acido polialtico das C. oblongifolia e C. duckei para o teste agudo. Apos
esta etapa de screening, o teste foi repetido com a dose de 1000 mg/kg de oleorresina
de C. oblongifolia e C. duckei. Para o experimento de toxicidade subcrénica foram
administradas doses diarias de 1, 10 e 100 mg/kg da oleorresina de C. duckei. Nos
grupos controle negativo foram administrados o veiculo (cremofor 5%, 0,1 mg/kg).
Apos a administragao, observaram-se os animais individualmente, nos periodos de 10
min, 30 min, 1 h,2h,4 h,6 h, 12 h e 24 h, e, a partir de entio, periodicamente ao dia,
até o 14° dia, para o teste agudo e até o 90° dia, para o estudo subcrénico. A cada
dia, os animais foram monitorados quanto ao peso e consumo de ragao e agua.

As observagdes das alteragdes comportamentais sistematicas foram realizadas
de acordo com o “screening” hipocratico: atividade geral, frémito vocal, irritabilidade,
resposta ao toque, resposta aperto cauda, contor¢cdo, posi¢cdo do trem posterior,
reflexo, tdnus do corpo, forga para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal,
tremores, convulsbes, straub, hipnose, anestesia, lacrimacdo, ptose, miccéo,
defecacéo, piloerecgao, hipotermia, respiragao, cianose, hiperemia e morte (MALONE;
ROBICHAUD, 1962; MALONE, 1977).
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No dia final dos experimentos, os animais foram anestesiados com xilazina e

cetamina (solugao na dose de 10 e 100 mL/kg, de cada anestésico respectivamente)
para a coleta do sangue através de pungao cardiaca e posterior analise hematologica
e bioquimica. Em seguida, foi realizada a autépsia para analise macroscopica dos
orgaos, sendo observados o tamanho, posigéo, forma, e cor dos 6rgaos internos em
busca de alteragdes em sua integridade. As analises hematologicas e bioquimicas
foram feitas no laboratorio de Servigo de Analises Clinicas (SAC) da FCFRP-USPP.
Para as andlises hematolégicas utilizou-se analisador de multi-parametros
hematolégico automatizado Cell Dyn 3700SL (Abbott, Chicago, IL, EUA), operado pela
farmacéutica Dra. Claudia Helena Perone e pela biomédica Dra. Ana Paula Zueli
Bariao, obtendo-se os seguintes parametros: numero total de hemacias (RBC)
hematécrito (HCT), hemoglobina (HGB), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), Red cell distribution
(RDW), numero total de leucécitos (WBC), neutrdfilos (NEU), linfécitos (LIN),
mondcitos (MONO), eosindfilos (EOS), basdéfilos (BASO), numero total de plaquetas
(PLT) e volume plaquetario médio (VPM).

Para as analises bioquimicas utilizou-se auto-analisador bioquimico de acesso
randémico CT 600i (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA), operado pela
farmacéutica Dra. Luisa Helena Dias Costa e pela biomédica Dra. Luciana Prado
Turim do Nascimento. Foram analisados os seguintes parametros bioquimicos:
glicose, colesterol total, triglicerideos, creatinina, uréia, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), gamma-glutamiltransferase (gamma-GT).

Os 6rgaos foram pesados e os que apresentaram alteragdes quanto a forma,
coloracao e peso foram preservados em formalina tamponada para a preparagao de
cortes histolégicos. As amostras foram submetidas a técnica histolégica classica,
sendo os blocos cortados em 4 um de espessura em micrétomo de maneira semi-
seriada, onde foi coletado todo o corte multiplo de 10. As laminas cortadas foram
submetidas a coloragado de hematoxilina e eosina (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Todos os procedimentos histolégicos foram
terceirizados e realizados no Laboratério Histocell (Sdo Paulo — SP), sob

responsabilidade técnica do bidlogo Leandro Pereira Braga.
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4.5 Avaliacao da atividade gastroprotetora

4.5.1 Avaliacdo da atividade gastroprotetora in vitro

a) Citotoxidade em linhagem celular imortalizada AGS

Aliquotas de 200 uL/pogo da suspenséo celular contendo 5 x 10* células/mL
foram acondicionadas em placas de 96 pocos. Apds vinte e quatro horas, as células
foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei
nas concentragdes de 3, 10, 300, 100 e 300 ug/pogo, acido galico, acido quinico e 16
acidos galoilquinicos nas concentragdes de 0,3, 1, 3, 10 e 30 ug/pogo e os controles
positivos com as substancias paclitaxel e camptotecina, nas concentragées de 1, 5,
10, 50 e 100 nM/poco, celecoxib e indometacina, nas concentracdes de 1, 5, 10, 50 e
100 pM/poco, além do controle do solvente (DMSO 2%) e o controle negativo (meio).
Apos os tratamentos, as placas foram incubadas a 37 °C, 5% de CO- durante 24 h,
72h e 120h. Apds os tempos de incubagao, as placas foram avaliadas quanto a
viabilidade celular através do teste por fosfatase acida (MARTIN; CLYNES, 1991,
1993). As placas foram lavadas com 100 yL de PBS, sendo posteriormente incubadas
por 1 h a 37 °C, 5% de CO2 com uma solugao de 4-nitrofenil dissédico hexa-hidrato
de fosfato, na concentracédo de 0,0027 g/mL em 0,1 M de acetato de sédio, 0,1% de
Triton X-1 00, pH 5,5. Apds a etapa de incubagao adicionou-se 50 yL de NaOHa 1 M
para interromper a reagao. A absorvancia foi determinada em leitor de microplacas a
405 nm EZ Read 2000 Microplate Reader (Biochrom, Cambourne, CBE, UK).

A viabilidade celular foi determinada de acordo com a Equagao 2.

Apods o calculo da viabilidade celular, as concentragdes citotéxicas (CC) de
20%, 50% e 80% foram determinadas através de regresséo sigmoidal usando dados
da média de trés pocos para cada replicata, sendo o ensaio realizado em trés
replicatas em dias e idades celulares (passagens) diferentes, através do software
“OriginPro® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versdo 9.1, 2013
(OriginLab, Northampton, MA, USA).

b) Determinagdo de morte celular por iodeto de propidio em linhagem celular
imortalizada AGS

Aliquotas de 600 pL/pogo da suspensao celular contendo 50 x 104 células/mL

foram acondicionadas em placas de 24 pocos. Apds vinte e quatro horas, as células
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foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. oblongifolia ou C. duckei

nas concentragcoes de 30 e 100 pg/pogo, os controles positivos com as substancias
paclitaxel e camptotecina, nas concentragcbes de 10 e 50 nM/pogo. Apds os
tratamentos, as placas foram incubadas a 37 °C, 5% de CO2 durante 24 h, 72h e 120h.

A morte celular foi determinada por iodeto de propidio em citometria de fluxo
(BD Accuri C6 BD Biosciences, East Rutherford, NJ, EUA) (PICK et al., 2004),
utilizando-se os soffware “BD Accuri™ C6 Software para sistema operacional
Windows (64 bits)”, versdo 1.0.264.21, 2011 (Franklin Lakes, NJ, EUA), e o software
“FlowJo® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versdo X10.0.7r2, 2013 (San

Carlos, CA, EUA), sendo expressa por percentual de células vivas e mortas.

c) Scratch wound em linhagem celular imortalizada L929

Aliquotas de 600 uL/pogo da suspensao celular contendo 50 x 10* células/mL
foram acondicionadas em placas de 24 pocos. Apds vinte e quatro horas, com o auxilio
de uma ponteira 0-200 yL foi realizado o scratch na placa, ou seja, foram feitos
‘rasgos” na monocamada de células de acordo a Figura 3 (VEDULA et al., 2013;
YARROW et al., 2004):

> —do— )

Figura 3. Representagdo esquematica do experimento de Scratch wound para o estudo do
comportamento da migragao celular.
Fonte: adaptado de VEDULA et al. (2013)

Apos este procedimento, os pogcos foram lavados com tampao fosfato-salino
(phosphate buffered saline - PBS) para remocao das células deslocadas. O meio foi
substituido e as células foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C.
oblongifolia ou C. duckei nas concentragdes de 30 e 100 pg/pogo. Em microscopio de
inversao (Leica DM IL Inverted Microscope, Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove,
IL, USA), acoplado a camera foram obtidas imagens nos tempos 0, 3, 6, 12, 24 e 48h

apos o scratch. Com o uso do cc onde foram medidas as distancias (um). Os
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resultados foram analisados pelo software “GraphPad Prism® para sistema
operacional Windows (64 bits), versédo 5.0, 2007 (GraphPad Software, San Diego, CA,

USA), e expressos em porcentagem de migragao.

E importante ressaltar que antes do plaqueamento das células, foi realizada
uma marcacgao central no fundo da placa utilizando um marcador permanente com o
objetivo de padronizar o local do scratch e o local da obtengcdo das imagens, com

finalidade de diminuir o erro.

4.5.2 Avaliacao da atividade gastroproterora sob ulceras agudas

a) Modelos de ulceras agudas induzidas por etanol/HCI

Este modelo é um dos mais utilizados no screening para investigacdo da
atividade gastroprotetora (MIZUI; DOTEUCHI, 1983). Os animais (n=6) foram pré-
tratados por v.o. com omeprazol 30 mg/kg (controle positivo), veiculo (controle
negativo, solugdo de Cremofor 10%), oleorresina e extrato das folhas de C.
oblongifolia (30, 100 e 300 mg/kg), oleorresina e extrato das folhas de C. duckei (30,
100 e 300 mg/kg. Uma hora apés os tratamentos, os animais receberam uma solug¢ao
contento EtOH/HCI 0,03 M (0,1 mL/10 g de peso do animal, v.0.) e, uma hora apés a
administragdo do agente lesivo, os mesmos foram sacrificados por deslocamento
cervical. Para a analise estatistica, os estbmagos foram retirados e abertos ao longo
da curvatura maior, sendo histologicamente preparados entre placas de vidro para a
obtencdo das imagens digitalizadas. As imagens obtidas foram analisadas pelo
software “ImageJ® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versdo 1.50i (2016)
(U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) (ABRAMOFF; MAGALHAES;
RAM, 2004; RASBAND, 2016; SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012), a fim de
determinar a area total de lesdo em mm? e porcentagem de area lesada. O indice de

cura foi calculado em relagao a area de lesao através da Equagao 2:

%ALtratado X 100)
JzO/OALcontrole

IC=100—<

Equagao 2. Férmula para determinagéo do indice de cura. Legenda: %AL;4:q40: POrcentagem de area
lesada do grupo tratado; X%ALone01.: Média da porcentagem de area lesada do grupo controle
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Também foram testadas no modelo de ulceras por EtOH/HCI as fragbes do

extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na dose 100 mg/kg, e os compostos
isolados acido ent-agatico, acido caurenoico, acido polialtico, afzelina, a-humuleno, 8-
cariofileno, canferol, 6xido de cariofileno, quercetina, quercitrina, acido 5’-O-metil-3-
O-galoilquinico, acido 3,4-di-O-galoilquinico, acido 3,5-di-O-galoilquinico, acido 4,5-
di-O-galoilquinico, acido 5”-O-metil-3,4-di-O-galoilquinico, acido 5’-O-metil-3,4-di-O-
galoilquinico, acido 5”-O-metil-3,5-di-O-galoilquinico, &cido 5-O-metil-3,5-di-O-
galoilquinico, acido 5’-O-metil-4,5-di-O-galoilquinico, acido 5”-O-metil-4,5-di-O-
galoilquinico, acido 5,5”-di-O-metil-3,4-di-O-galoilquinico, acido 3,4,5-tri-O-
galoilquinico, acido 5’,5”-di-O-metil-3,5-di-O-galoilquinico, acido 5”’-O-metil-3,4,5-tri-
O-galoilquinico, acido 5’,5”-di-O-metil-4,5-di-O-galoilquinico, e acido 5’,5”,5"-tri-O-
metil-3,4,5-tri-O-galoilquinico, na dose de 30 mg/kg.

b) Modelos de ulceras agudas induzidas por AINEs (indometacina)

O método utilizado foi primeiramente descrito por Rainsford e Whitehouse
(1980), com algumas modificagdes. Os animais (n=6) foram pré-tratados por v.0. com
ranitidina 100 mg/kg (controle positivo), veiculo (controle negativo, solugdo de
Cremofor 10%), oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia (30, 100 e 300
mg/kg), oleorresina e extrato das folhas de C. duckei (30, 100 e 300 mg/kg. Uma hora
apos os tratamentos, os animais receberam uma solugédo de indometacina 100mg/kg
de peso do animal por v.o., preparada em solucao carbonato de sédio a 5%, em pH
7,4, e 12 horas apos a administragdo do agente lesivo, os mesmos foram mortos por
deslocamento cervical. Os estdbmagos foram processados para a obtengao daimagem

e as analises foram realizadas conforme descrito no item anterior, 4.5.2, subitem a.

453 Avaliacdo da atividade gastroproterora sob ulceras crénicas

a) Modelos de ulceras crbnicas induzidas por acido acético

Antes da indugdo da ulcera, os camundongos passaram por um periodo de
adaptagao contra o estresse causado pela sua manipulagcdo e administracido dos
tratamentos. Submeteu-se os animais a restricao alimentar por 1 hora diaria (16:00 as
17:00), sendo a agua mantida ad libitum. Apos esse periodo, foi administrado aos

animais 0,1 mL/10 g (peso de animal) de agua destilada durante trés dias. Apos a
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adaptacao, os animais foram submetidos a um jejum prévio de 12 h, para posterior

procedimento cirurgico. Estes, foram anestesiados com uma mistura anestésica de
xilazina e cetamina (10 mg e 100 mg/kg de peso animal) e submetidos a uma inciséo
longitudinal abaixo ao processo apofise xiféide. Apds a exposicao do estdbmago, foi
injetado na camada subserosa da parede externa do estdmago 20 uL de solugéo de
acido acético 20%. Um grupo normal foi injetado 20 pL de salina (naive). O local foi
pressionado por 30 segundos para evitar o extravasamento do liquido injetado e
lavado delicadamente com salina, para evitar aderéncia aos demais érgaos, sendo a
parede abdominal posteriormente suturada (TAKAGI; OKABE; SAZIKI, 1969). O
antiséptico iodopovidina foi aplicado no local da sutura para melhorar o processo de
cicatrizacdo. Dois dias apos de recuperagado dos animais, iniciou-se o tratamento, no
qual os animais operados com a administragdo do acido acético e foram divididos em
diferentes grupos (n=6), classificados de acordo com o seu tratamento ranitidina 100
mg/kg (controle positivo), veiculo (controle negativo, solugdo de Cremofor 10%),
oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia; oleorresina e extrato das folhas de
C. duckei (300 mg/kg).

Aos animais falso-operados (controle normal, n=6) foi administrado salina.
Diariamente, os animais foram pesados para a determinacéo da dose administrada
por via oral. Ao final do periodo de tratamento (7 dias), os animais foram mortos, e os
estdbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura e esticados. As imagens
foram digitalizadas e analisadas por software ImageJ®, para sistema operacional
Windows (64 bits)”, versdo 1.50i (2016) (U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA) (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM, 2004; RASBAND, 2016; SCHNEIDER;
RASBAND:; ELICEIRI, 2012), a fim de determinar-se se houve regressao da lesao nos
tratamentos quando comparados com o controle, sendo realizada a determinacéo da
quantidade total de area lesada (mm?), quantidade relativa de area lesada (%), e

indice de cura (IC %), calculado de acordo com a Equacgao 4:

IC = 100 — <%A_€)”“md° . 100)
X /OALcontrole

Equagao 3. Férmula para determinagéao do indice de cura. Legenda: %AL;4:q040: POrcentagem de area
lesada do grupo tratado; X%ALoner01.: Média da porcentagem de area lesada do grupo controle
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Além de analisar as ulceras cronicas de forma macroscopica foram analisados

os aspectos histolégicos envolvidos. As amostras foram submetidas a técnica
histolégica classica, onde os blocos foram cortados em 4 ym de espessura em
micrétomo de maneira semi-seriada, onde foi coletado todo o corte multiplo de 10. As
laminas cortadas foram submetidas a coloragdo de hematoxilina e eosina
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A andlise
morfométrica foi determinada através do método descrito por Ishihara e Ito (2002) com
algumas modifica¢des. A média em 10 campos diferentes da distancia entre a camada
submuscular da mucosa até o lumen do estémago foi determinada em microscépico
optico e em software ImageJ®, para sistema operacional Windows (64 bits)”, versdo
1.50i (2016) (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) (ABRAMOFF;
MAGALHAES; RAM, 2004; RASBAND, 2016; SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI,
2012), para a analise das imagens. Durante a determinagao da distancia, cada corte
recebeu uma classificagao, baseada nos critérios de analise histoldgica, realizada de

acordo com o método descrito por Dokmeci et al. (2005) onde:

0: mucosa normal;

1: dano em célula epitelial;

2: rompimento glandular, vasoconstrigdo ou edema em mucosa superior;
3: rompimento de mucosa, vasoconstricio ou edema em mucosa mediana;

4: dano na mucosa extenso, vasoconstricdo ou edema em toda a mucosa.

A moda (o valor de maior repeticdo) para cada grupo foi considerada como o
indice de ulcera histolégico. Todos os procedimentos histolégicos foram terceirizados
e realizados no Laboratério Histocell (Sado Paulo — SP), sob responsabilidade técnica

do bidlogo Leandro Pereira Braga.

454 Avaliacdo da atividade sobre a secrecio gastrica

a) Modelo de avaliagédo da secregdo gastrica e doseamento de muco gastrico

(ligadura de piloro)

Os animais foram submetidos a um jejum prévio de 12 h, e apds esse periodo,

foram anestesiados com uma mistura anestésica de xilazina e cetamina (10 mg e 100
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mg/kg de peso animal) e submetidos a uma incisdo longitudinal abaixo ao processo
apofise xifoide (SHAY et al., 1945; SUN; MATSUMOTO; YAMADA, 1991). Apos a

exposicao do estbmago, a valvula pilérica foi amarrada, e por via intraduodenal foram

administrados os seguintes tratamentos ranitidina 100 mg/kg (controle positivo),
carbenoxolona 200 mg/kg (controle negativo), indometacina 100 mg/kg (controle
negativo), veiculo (controle negativo, solugdo de Cremofor 10%), oleorresina de C.
oblongifolia e extrato das folhas de C. oblongifolia (30, 100 e 300 mg/kg), e oleorresina
de e extrato das folhas de C. duckei (30, 100 e 300 mg/kg).

Depois dos tratamentos, as incisbes foram suturadas, e quatro horas apds a
cirurgia, os animais foram mortos por deslocamento cervical. As incisbes foram
reabertas e apds o pingamento da valvula cardia (para evitar a perda do conteudo
gastrico), o estdbmago foi retirado para determinagédo do conteudo estomacal, pH,
concentragao de ions hidrogénio e quantidade de muco aderido a mucosa.

Apods a determinagéo do volume, foram adicionados 5 mL de agua destilada a
amostra, sendo posteriormente centrifugada por 10 min a 3000 rpm. No sobrenadante,
foi determinado o pH através de pHmetro (Mettler Toledo, Columbus, OH, USA) e
titulado com solugdo de hidroxido de sodio a 0,01 N, para a determinacdo da acidez
titulavel, utilizando-se fenolftaleina como indicador. Os resultados foram expressos
em mL (volume), pH e mEqg/L/4h (concentragdo de ions hidrogénio).

Ao tecido estomacal foram adicionados 7 mL de solugao de Alcian Blue (Alcian
Blue 0,02%, sacarose 0,16 M, acetato de sédio 0,05 M; pH 5,8 a 20 °C) por 24 horas.
ApoOs este periodo, o tecido estomacal foi retirado, e o sobrenadante centrifugado a
3000 rpm por 10 minutos. A leitura do sobrenadante foi realizada através de
espectofotometria em 630 nm, em triplicata. As leituras foram interpoladas em
equacao da curva padrao de solucado de Alcian Blue (6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200
pMg/mL), sendo os resultados calculados sobre a média das leituras. Os resultados

foram expressos em quantidade de corante aderido ao muco (mg) por grama de tecido

(9)-
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455 Atividade anti-Helicobacter pylori

a) Preparo do inéculo

A suspenséo bacteriana de Helicobacter pylori (ATCC® 43504) foi doada pela
Fundagdo Oswaldo Cruz, Fiocruz/RJ, através do Prof. Dr. Domingos Tabajara da
Universidade Federal do Mato Grosso. A cultura bacteriana foi padronizada a partir de
uma cultura de 72h/10% CO2 em TSA suplementado com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado. A suspensao bacteriana foi feita utilizando-se salina (NaCl 0,9%) até
obtencdo de turvagdo equivalente a escala 0,5 de McFarland (contendo
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL). Verificou-se em leitura espectrofotométrica (625
nm) para confirmagao da concentragao de micro-organismos (ABS = 0,100 a 0,110).
Em 9 mL de salina foi adicionado 1 mL da solugao anterior (1,5 x 107 UFC/mL). Apds
agitagao, retirou-se 2 mL e misturar com 10 mL de TSB suplementado com 10% de
SFB, obtendo-se uma suspenséo de 2,5 x 106 UFC/mL, a qual foi utilizada nos

ensaios.

b) Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragéo
Bactericida Minima (CBM)

A CIM foi determinada pela técnica de diluigdo em microplacas (96 pogos) de
acordo com a metodologia descrita segundo a norma M7-A7 do Methods for dilution
antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically (CLSI, 2006a) para
as bactérias aerdbicas e o seu suplemento M100-S16 (CLSI, 2006b), para as
bactérias fastidiosas, com modificagdes.

Os pogos das microplacas foram preenchidos com 100 uL de TSB
suplementado a 10% de soro fetal bovino (SFB). Em seguida, foram acrescentados
100 uL das solugbes das oleorresinas, dos extratos e fracbes das Copaifera spp. e
realizada a diluigéo seriada de 400 a 0,195 pg/mL. A cada pogo adicionaram-se 80 L
de TSB suplementado a 10% de SFB para ajustar o volume. Adicionaram-se 20 pL da
suspensdo da bactéria na concentragdo de 2,5 x 10° UFC/mL, obtendo-se uma
concentragao final de 2,5 x 10° UFC/mL (2,5 x 10° UFC por pogo). O antibiotico padrao
utilizado foi a claritromicina na concentracao inicial de 5 pyg/mL até 0,0195 pg/mL.

Como controles realizados foram o controle de esterilidade dos extratos vegetais, o
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controle do meio de cultura (CC), o controle de crescimento bacteriano (CB), e o

controle do solvente (DMSO).

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C em por 72 horas sob
condicao de microaerofilia. Apds o periodo de incubagao foram retiradas aliquotas de
2 pyL de cada poco e semeadas em placas de cultura contendo meio TSA
suplementado com 5% de sangue de carneiro para determinagdo da concentragao
bactericida minima (CBM).

Para avaliar a atividade anti-H. pylori foram considerados como CIM a menor
concentragao da oleorresina, dos extratos e fragdes capazes de inibir visualmente o
crescimento bacteriano, sendo de alta atividade as CIMs menores que 64 ug, com
moderada atividade as CIMs com faixa de 65 a 500 ug, com pouca atividade as CIMs
de 500 a 1000 ug e sem atividade os extratos com CIMs maiores que 1000 ug
(HACHEM et al., 1996). Foram consideradas como CBM as menores concentragbes
capazes de inibir definitivamente o crescimento bacteriano apds incubacao nas placas

de cultura contendo meio TSA suplementado com 5% de sangue de carneiro.

c) Revelagéo do CIM com resazurina

Apos 72 horas de incubacdo as placas foram retiradas da estufa, e
adicionaram-se 20 yL da solugédo de resazurina na concentragao de 0,02%. Foram
considerados positivos 0os pocos que apresentaram mudancga de coloracdo de azul
para rosa, indicando assim a presenca de crescimento bacteriano. A menor
concentracdo onde nao se observou a mudanca de coloracao foi considerada como a

concentragao para CIM.

d) Modelos de ulceras crénicas induzidas por acido acético com co-infec¢do por

Helicobacter pylori

Os animais foram submetidos a indugao de ulceras cronicas por acido acético
conforme descrito no item 4.5.3, subitem a. Apds dois dias de recuperacdo dos
animais, a infecgcdo dos animais administrando-se a bactéria Helicobacter pylori
(ATCC® 43504) (KONTUREK et al., 1999; SOUZA et al., 2009). A H. pylori (1 mL na
concentragdo de 9x10% UFC/mL, em caldo TSB suplementado com 10% de SFB) foi
administrada pela manha e os tratamentos no final da tarde, a saber: claritromicina

(25mg/kg) + amoxicilina (50 mg/kg) + omeprazol (20 mg/kg) (controle positivo), veiculo
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(controle negativo, solugao de Cremofor 10%), oleorresina de C. oblongifolia (300

mg/kg) e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia (300 mg/kg). Para a
confirmagéo da infecgdo bacteriana no animal foi utilizado o teste de urease, Uretest®
(RenyLab®, Barbacena, MG, BRA) (MAZZOLENI et al., 2011), no qual, em presenca
da bactéria, o reagente de coloragdo amarela torna-se rosa. Além disso, os estbmagos
foram digitalizados para a analise macroscopica da lesdo, conforme descrito no item
4.5.3, subitem a.

456 Mecanismos de acdo gastroprotetora antioxidante in vitro

A atividade antioxidante sera avaliada por diferentes métodos que simulam a
formagdo de ROS. A atividade antioxidante sera expressa pela porcentagem de
inibicdo versus a concentragcdo da amostra no meio reacional, sendo a porcentagem

de inibicdo determinada pela Equagao 4:

Aamostra X 100

%I =100 —

Acontrole positivo

Equagao 4. Férmula para determinagdo da porcentagem de inibicdo da atividade antioxidante.
Legenda: A mostra: Absorvancia da amostra, nos métodos espectrofotométricos, ou a area sob a curva
(ASC) da amostra nos métodos quimioluminescentes; A ontrole positivo: ADSOrvancia do controle positivo

nos métodos espectrofotométricos, ou a area sob a curva (ASC) do controle positivo nos métodos
quimioluminescentes

Desta forma foi possivel obter uma curva dose-resposta, assim como estimar a
concentracao efetiva inibe o processo oxidativo em 50% (ECso) utilizando uma curva
hiperbdlica. A determinagédo do CEsp € um parametro muito utilizado para medir a
atividade antioxidante (PAREJO et al., 2000) sendo que quanto menor o CEso maior

€ a atividade antioxidante.

a) Determinagéo da atividade doadora de H* ao radical DPPH'

A atividade antioxidante foi avaliada pela diminuigdo da absorvancia da solugao
metandlica do radical DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). O método do DPPH" &
baseado na reducdo do radical DPPH* a DPPH-H que leva a alteracio colorimétrica
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Moléculas doadoras de ions

hidrogénio (H’), como por exemplo, os polifendis sdo capazes de diminuir a
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absorvancia das amostras (BLOIS, 1958). Preparou-se uma solu¢gao de DPPH' na

concentracao de 0,06 mM. A curva de DPPH" (60 uM) foi realizada nas concentragdes
de 10 a 50 uM, em espectrofotdmetro a 515 nm. O metanol foi utilizado como branco.
As leituras foram realizadas em triplicata e os dados plotados em DPPH" (uM) x ABS,
com equacao da curva para calculo da CEso.

Dissolveram-se as amostras na concentragdo de 1 a 2 mg/mL para a realizagao
da curva para as amostras (5 pontos, ajustadas de acordo com cada amostra). Em
tubos de ensaio, adicionaram-se 50 uL da amostra e 500 uL de solugao metandlica
de DPPH" (60 pM). Aguardaram-se 30 min para a reagao. As leituras foram realizadas
em espectrofotbmetro a 515 nm, em triplicata. A variagdo da absorvancia,
proporcionada pelas amostras, foi comparada a absorvancia do controle positivo

(apenas DPPH*), que corresponde a absorvancia maxima (100%).

b) Determinacdo da atividade antioxidante sobre a enzima xantina oxidase

(XOD) por quimioluminescéncia com oxidagdo do luminol

Este ensaio baseia-se na medi¢cado da quimioluminescéncia gerada no sistema
xantina/xantina oxidase (XOD)/luminol. Nesse sistema, a enzima xantina oxidase
(XOD), na presenca de oxigénio, reage com seu substrato xantina, produzindo acido
urico e o radical superoxido, que oxida o luminol, que se rearranja passando para seu
estado de excitagdo (SANTOS; SANTOS, 1993). A luz emitida pelo luminol, ao voltar
para seu estado basal, é detectada pelo lumindmetro, e a quantidade de luz emitida
pelo luminol é proporcional a quantidade de anions superoéxido produzida pela enzima
xantina oxidase. Substancias que possuem a capacidade de sequestrar os radicais
superoéxidos formados provocam a diminuicao da luminescéncia, tornando possivel a
quantificagcao de tais substancias antioxidantes por esse sistema.

As amostras foram preparadas na concentragdo de 1 a 2 mg/mL (5 pontos,
ajustadas de acordo com cada amostra). Em tubos de ensaio, pipetaram-se 400 pL
de tampao glicina, 150 uL de xantina, 10 yL da amostra, 10 pL de luminol e 100 uL de
xatina oxidase. Agitou-se rapidamente e realizou-se a leitura no luminédmetro
AutoLumat® LB 953 Multi-Tube Luminometer (Berthold Technologies Measurement
Systems, Oak Ridge, TN, USA). O tampao glicina foi utilizado como branco e as

leituras foram realizadas em triplicata.
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c) Determinacédo da atividade inibidora da peroxidacéo lipidica em gema de ovo

O ensaio para a avaliacao da atividade inibidora da peroxidacgao lipidica in vitro
foi realizado através da determinagdo do conteudo de substancias reativas com o
acido tiobarbiturico (TBARS), utilizando a gema de ovo como substrato lipidico
(COSTA et al., 2012; GUIMARAES et al., 2010; HAZZIT et al., 2009; SILVA et al.,
2007).

A medida da inibicdo da peroxidacao lipidica foi determinada pela diminuigao
da formacgéao de malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacéo lipidica. O MDA é
um aldeido que reage com duas moléculas do acido tiobarbiturico (TBA), gerando um
cromoforo rosa que é detectado espectrofotometricamente. Esta reagao ocorre em pH
acido e em temperaturas entre 90 e 100°C (OHKAWA,; OHISHI; YAGI, 1979).

As amostras foram dissolvidas em solugao de Pluronic 2% na concentragao de
1,0 mg/mL, sendo que a partir destas solugdes foram preparadas cinco diluigdes para
cada amostra avaliada. O substrato homogenato de gema de ovo (10% p/v) foi
preparado em solugcdo de tampéao fosfato 20 mM (pH 7,4). Para a indugdo da
peroxidacgao lipidica, adicionou 1,0 mL do homogenato de gema de ovo, 100 pL das
amostras nas diferentes concentragées e 100 pL de solugédo de sulfato de ferro (I1)
0,07 M em microtubos, os quais foram mantidos em estufa a 37°C por 30 minutos. Um
controle branco foi preparado da mesma forma, apenas adicionando-se o solvente no
lugar da amostra. Todas as amostras foram preparadas em triplicata.

Apos o periodo de 30 minutos, os microtubos foram resfriados até temperatura
ambiente e uma aliquota de 500 pyL de cada amostra foi transferida para microtubos
contendo 1,0 mL de uma solucéo de acido tricloroacético 15% em HCI 0,25 M. As
amostras foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos. Apds a centrifugagcdo uma
aliquota de 500 L do sobrenadante de cada microtubo foi transferida para tubos de
ensaio contendo 500 pL de uma solugéo de acido tiobarbiturico 0,67% em HCI 0,1 M.
Os tubos de ensaio foram entédo levados para aquecimento em banho-maria a 95°C
por 30 minutos. Ao final dos 30 minutos os tubos foram retirados para resfriarem até
atingirem temperatura ambiente e a absorvancia de cada tubo foi determinada através
de espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de 532 nm.

A porcentagem de inibicdo da peroxidagcédo lipidica foi determinada

comparando-se as absorvancias das amostras com o controle através da Equagao 5:
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1— 4
I= [( ) x100]—100
Ay

Equagao 5. Férmula para calculo da porcentagem da inibigdo da peroxidagao lipidica. Legenda: A,=
absorvancia do branco (controle); 4;: absorvancia da amostra.

Os valores de CEsp (concentragao efetiva da amostra necessaria para reduzir
em 50% a peroxidagéo lipidica) para cada amostra foram determinados pela equacgao
da reta obtida através da regresséo linear entre os valores das concentragdes finais
de cada amostra testada (nas diferentes diluigdes) e as porcentagens de inibicao de
peroxidagao lipidica para cada uma dessas concentragdes, através do software
“OriginPro® para sistema operacional Windows (64 bits)”, 2013, versao 9.1 (OriginLab,
Northampton, MA, USA).

457 Inibicdo da 6xido nitrico sintase (INOS) e alquilacdo de grupamentos

sulfidrilas (SH) in vivo

Os animais foram divididos em trés grandes grupos (n=18), sendo que 6
animais de cada grupo foram pré-tratados, via i.p. com salina (0,1 mL/kg), L-NAME
(70 mg/kg) (ARRIETA et al., 2003) e NEM (10 mg/kg) (MATSUDA,; LI; YOSHIKAWA,
1999). Apds 30 min, os grupos foram divididos (n=6) novamente em pré-tratados por
v.0. com carbenoxolona 200 mg/kg (controle positivo), veiculo (controle negativo,
solugdo de Cremofor 10%), oleorresina de C. oblongifolia (300 mg/kg), extrato
hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia (300 mg/kg), oleorresina de C. duckei (300
mg/kg) e extrato hidroalcodlico das folhas de C. duckei (300 mg/kg). Apds 60 min dos
tratamentos, prosseguiu-se com o experimento de ulceras agudas induzidas por

EtOH/HCI, conforme descrito no item 4.5.2, subitem a.

458 Determinacao da atividade da glutationa S-Transferase (GST), catalase

(CAT), superoxido dismutase (SOD) e 6xido nitrico (NO) na regido glandular gastrica

Os animais foram divididos (n=6) e pré-tratados por v.0. com N-acetilcisteina
750 mg/kg (controle positivo); carbenoxolona 200 mg/kg (controle positivo), veiculo
(controle negativo, solugdo de Cremofor 10%), naive (salina) oleorresina e extrato

hidroalcoodlico das folhas de C. oblongifolia (300 mg/kg), oleorresina e extrato
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hidroalcodlico das folhas de C. duckei (300 mg/kg). Apdés 60 min dos tratamentos,

prosseguiu-se com o experimento de Ulceras agudas induzidas por EtOH/HCI,
conforme descrito no item 4.5.2, subitem a. A regido glandular gastrica foi seccionada
e separada em dois pedacos, pesados e preparados os homogenatos em EDTA (0,02
M) gelado e tampéao PBS (NaCl 1,37 M, KCI 27 mM, NazHPO4 81 mM e KH2PO4 15
mM) gelado em Turrax TE-120 a 21500 rpm por 2 minutos e centrifugados a 10000
rom/ 4 °C por 10 min. A principio, foram dosadas as proteinas totais nas amostras

para calculo com as demais dosagens (LOWRY et al., 1951).

a) Determinagéo da atividade de superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi determinada pelo
meétodo espectrofotométrico de redugdo do citocromo C. Foram utilizados os
homogenatos em tampao PBS previamente diluidos 1:20. Em uma cubeta de quartzo,
adicionou-se 1,45 mL do reagente de trabalho, composto de tampao fosfato-EDTA (50
mM-0,1 mM, pH 7,8) em solugdo de NaOH (1 mM), xantina (5 pmol/mL) e citocromo
C (2 ymol/mL). A essa solugao foram adicionados 25 uL do homogenato e 2 uL de
xantina oxidase (50 mg ptn/mL), que iniciou a reacdo. Em seguida, a reagao foi
monitorada a cada 60 segundos em espectrofotdbmetro a 550 nm, durante 10 minutos.
Uma unidade da enzima é definida como a quantidade de SOD suficiente para inibir a
taxa de redugéo do citocromo C em 50%, e a atividade da enzima foi expressa em
unidades/min/mg de proteina. O branco foi preparado com PBS e o padrdo SOD
(MCCORD; FRIDOVICH, 1969).

b) Determinagéo de grupamentos sulfidrilicos ndo-proteicos (GSH)

Foram utilizados os homogenatos preparados com EDTA 0,02 M gelado.
Realizou-se a leitura do branco da amostra, fazendo-se a leitura da absorvancia de
100 pL da amostra, acrescidos de 100 uL de solugao de Tris (1,0 mM) e EDTA (0,02
mM), a 412 nm (A1). Apés esta leitura, adicionaram-se 20 pL de acido 5,5 ditiobis (2-
nitrobenzdico) diluido em metanol (DTNB — 0,01mM) e realizou-se uma nova leitura
(A2), a412 nm, em 15 minutos de reacao, para determinacao de grupamentos sulfidrila
nao protéico (GSH). A concentragdo de grupamento sulfidrila (tiol) € dada por (A1 —
A2) x 1,57, em curva padrao de glutationa. A concentracao de GSH foi calculada como
nmol GSH/g de tecido (FAURE; LAFOND, 1995).
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c) Determinagéo da atividade de catalase (CAT)

Foram utilizados os homogenatos em tampao PBS previamente diluidos 1:20.
Pipetaram-se 2 mL de solugcdo de peréxido de hidrogénio 10 mM em cubeta de
quartzo. Adicionaram-se 20 uL da amostra. Em espectrofotdmetro foi realizada a
leitura do decaimento a cada 60 segundos durante 10 min. A atividade da catalase foi
calculada como pmol H2O2 consumido/min/mg de proteina. Os resultados foram
expressos em U/min/mg de proteina. Cada U de catalase corresponde a atividade da
enzima que realiza a hidrolise de 1 pmol de H202 por min a 25 °C em pH 8 (AEBI,
1984).

d) Determinagao de 6xido nitrico (NO)

A concentragdo de oOxido nitrico nos homogenatos em tamp&o PBS foi
analisada quanto a producgao de nitrito pela reagdo de Griess (GREEN et al., 1982;
GRIESS, 1879), uma medida indireta da produgcao de 6xido nitrico (GREEN et al.,
1982). Em placa de 96 pocgos pipetaram-se 50 uL das amostras. Adicionou-se igual
volume do reagente de Griess, composto de sulfanilamida 1% em acido fosférico
(H3PO4) 5% e diidrocloreto de naftilenodiamina 0,1%. Incubou-se de 10 a 15 min em
temperatura ambiente. A absorvancia do croméforo formado durante a diazotagao do
nitrito com a sulfanilamida e subsequente complexagao com o naftiletiienodiamino foi
medido por espectrofotometria a 546 nm. Os dados foram expressos em curva-padrao
com diferentes concentragdes de nitrito de sddio. A concentragcao de NO foi calculada

como PM de nitrito/g de tecido.

459 Mecanismos de acdo gastroprotetora anti-inflamatéria
a) Determinagéo da atividade da Mieloperoxidase (MPQO) na Regido Glandular
Gastrica

A atividade enzimatica da MPO foi determinada seguindo a cinética da reagao
da enzima com agua oxigenada do tampao de reagdo. Sendo que 1 U de
mieloperoxidase determinada é capaz de degradar 1 mmol/min de agua oxigenada a
25 °C. Foram utilizados os homogenatos em tampao PBS previamente diluidos 1:20.
Em microplaca de 96 pocos foram aliquotados 60 uL das amostras, adicionando-se
200 pL de tampao fosfato contendo 0,167 mg/mL de O-dianisidina e 0,015% de
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peréxido de hidrogénio. As cinéticas de mudangas na absorvancia a 450 nm foram

medidas no tempo 0 e 5 min. A atividade da enzima nas amostras foi determinada
através de uma curva padrao de mieloperoxidase. Os resultados foram expressos em
unidade de mieloperoxidase por miligrama de tecido (KRAWISZ; SHARON;
STENSON, 1984).

4510 Mecanismos de acdo gastroprotetora anti-secretoéria

a) Determinacgéo da atividade sobre a enzima H*, K*-ATPase

Para o isolamento e verificagdo da atividade da foi utilizado o estbmago de
coelho (Oryctolagus cuniculus) albino. O animal foi sacrificado através de concussao
cerebral. O estdbmago foi removido, colocado imediatamente em banho de gelo, aberto
pela curvatura maior, lavado, sendo que as regibes do antro e do fundo foram
descartadas. Realizou-se a separagdo da mucosa da regido glandular e procedeu-se
o isolamento dos microssomos gastricos através da homogeneizagéo do tecido da
mucosa em tampéao de homogeneizacgéao: Tris.HCI 50 mM (pH 7,4) contendo sacarose
250 mM, MgCl2 10 mM, KCI 5 mM, EDTA 1 mM e coquetel de inibidores de protease
0,01%, utilizando-se 5 volumes de tampéo/g de tecido. O homogenato foi centrifugado
a 5000 rpm durante 20 minutos, o precipitado descartado e o sobrenadante
novamente centrifugado a 30.000 rpm durante 1 hora. Todos os procedimentos foram
realizados a temperatura de 4 °C. A purificacdo da H*, K*-ATPase foi realizada por
centrifugacdo em gradiente descontinuo de sacarose. O precipitado obtido da
centrifugacao de 30000 rpm contendo as vesiculas com H*, K*-ATPase foi
ressuspendido em 3 mL de sacarose 250 mM, cuidadosamente transferido para um
tubo com sacarose 30% e centrifugado novamente a 30000 rpm por 1 hora. Duas
bandas pequenas e um precipitado foram obtidos. As membranas sedimentadas na
superficie da solugéo de sacarose 30% foram coletadas obtendo-se os microssomos
purificados contendo a enzima H*, K*-ATPase gastrica (KUBO et al., 1995).

O material enzimatico foi, entdo, congelado e guardado a -70 °C até ser
utilizado. O conteudo de proteina presente na amostra foi determinado em placa de
96 pogos com o reagente de Bradford, utilizando uma curva padrao de albumina
(0,0625-1 mg/ml). Na fase de caracterizacéo da H*, K*-ATPase, realizou-se o bloqueio

especifico da bomba de proétons pelo inibidor omeprazol (345 ug/mL), e a fim de
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descartar a presenca de Na*, K*-ATPase utilizou-se a ouabaina (728 ug/mL) (inibidor

especifico de Na*, K*-ATPase).

A atividade ATPasica foi determinada mediante quantificagdo do fésforo
inorganico (Pi) liberado da hidrélise de ATP exdgeno pela enzima na presencga de K*.
A reacao foi iniciada pela adigdo de 37,5 ug de proteina enzimatica a 500 pL de
tampao Tris/HCI (pH 7,4) contendo cloreto de magnésio 2,5 mM, cloreto de potassio
20 mM e ATP 1 mM, na auséncia e na presenca das drogas a serem testadas. A
reacao foi encerrada apds 20 minutos de incubacao a 37 °C pela adicdo de 50 uL de
ATC 50% e esfriamento rapido em banho de gelo (MURAKAMI et al., 1992). O fosfato
inorganico produzido foi determinado através da adicdo as amostras de 1,5 mL da
solugao reagente contendo de agua (4,7 mL), acido sulfurico 10 N (0,7 mL), molibdato
de amdnio 2,4% (0,6 mL) e acido ascorbico 10% (3 ml). As amostras foram incubadas
por 20 minutos em banho-maria a 37 °C e a leitura da placa realizada em
espectrofotdbmetro a 820 nm. O reagente foi preparado no momento do uso (FISKE;
SUBBAROW, 1925; NADER; TERSARIOL; DIETRICH, 1989).

A atividade enzimatica foi calculada usando o coeficiente de extingao do Pi (e
= 11000/M/cm), e expressos em uM Pi/mg de proteina/min. Para se verificar a acéao
das oleorresinas e extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei sobre o
funcionamento da enzima foram utilizadas as concentragdes de 10, 100 e 1000 ug/mL,

sendo que todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.6 Avaliagao da atividade antinociceptiva

4.6.1 Avaliacdo da atividade sob o sistema nervoso central

a) Atividade locomotora (Campo aberto — Open field)

Para verificacdo dos efeitos da oleorresina e extrato bruto das folhas das
espécies de Copaifera spp. sobre a atividade motora dos animais, sera utilizado o
modelo de Open Field, de acordo com o modelo de Hall e Ballachey (1932), com
algumas modifica¢des. Este teste verifica se as amostras interferem na funcao motora
dos animais, ou seja, se ha efeitos sobre o sistema nervoso do animal, causando a
auséncia de resposta aos estimulos e resultando em um falso-positivo para a atividade

antinociceptivas . Os animais (n=5) foram pré-tratados por i.p. com diazepam 1 mg/kg
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(controle positivo), v.o., veiculo (controle negativo, solugdo de Cremofor 10%),

oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia (300 mg/kg), oleorresina e extrato
das folhas de C. duckei (300 mg/kg), e acido polialtico (10 mg/kg). Uma hora apés os
tratamentos (com excegao do diazepam, administrada 30 min antes ao experimento),
os animais foram submetidos ao teste do campo aberto. O campo aberto consiste em
uma caixa, com 60 cm de didmetro e borda de 50 cm de altura, com a parte inferior
dividida em nove quadrantes de area igual. O numero de cruzamentos realizados com
as quatro patas entre as divisbes (crossings) e da atividade exploratéria vertical

(rearings) foi quantificado durante uma sessao de 5 min.

b) Coordenagdo motora (Rota-Rod)

Para verificacdo dos efeitos da oleorresina e extrato bruto das folhas das
espécies de Copaifera spp. sobre a coordenacdo motora dos animais, sera utilizado o
modelo de Rota Rod de acordo com Jones e Roberts (1968), com algumas
modificacdes. Este teste verifica, de maneira complementar ao campo aberto, se as
amostras interferem na fungdo motora dos animais, ou seja, se ha efeitos sobre o
sistema nervoso do animal, causando a auséncia de resposta aos estimulos, podendo
resultar em um falso-positivo para a atividade antinociceptiva. Vinte e quatro horas
anteriores ao experimento, os animais foram treinados e somente os que ficavam
sobre a barra giratéria por um periodo superior a 1 min durante dois periodos
consecutivos foram selecionados para o experimento. No dia do experimento, os
animais (n=5) foram pré-tratados por i.p. com diazepam 1 mg/kg (controle positivo),
v.0., veiculo (controle negativo, solugao de Cremofor 10%), oleorresina e extrato das
folhas de C. oblongifolia (300 mg/kg), oleorresina e extrato das folhas de C. duckei
(300 mg/kg), e acido polialtico (10 mg/kg). Uma hora apds os tratamentos (com
excegao do diazepam, administrada 30 min antes ao experimento), os animais foram
submetidos ao teste do Rota Rod. O aparelho de Rota Rod é constituido de uma barra
de 2,5 cm de didametro subdividida em seis compartimentos, colocada a 25 cm de
altura e girando a 12 rpm. Os animais foram colocados na barra por 1 minuto, sendo

registrado o tempo de permanéncia (em segundos).
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46.2 Avaliacdo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria

a) Teste de contorgdes abdominais induzidas por acido acético

O método de contor¢gdes abdominais induzido por acido acético foi utilizado
para screening da atividade analgésica (COLLIER et al., 1968; KOSTER;
ANDERSON; DEBEER, 1959). Os animais foram divididos em grupos (n=6) e pré-
tratados com dexametasona 0,5 mg/kg (s.c.; controle positivo); indometacina 10 mg/kg
(v.0.; controle positivo); cremofor 10 % (v.o.; controle negativo); oleorresina de C.
duckei (v.0.; 1, 3 e 10 mg/kg); e acido poliatico (v.o.; 1, 3 € 10 mg/kg). Apds 30 minutos,
0s animais receberam a injeg¢ao intra-plantar (i.pl.) de acido acéticoa 0,1 N (0,1 mL/10
g do animal). As respostas contorsivas (contor¢ées no abdédmen e extensao das patas
traseiras) foram quantificadas durante 20 min. e consideradas como indice de

nocicepcao.

46.3 Modelos de nocicepcdo aguda

a) Modelo de nocicepgdo espontanea produzida por formalina

O método de nocicepgao espontanea induzida por formalina € amplamente
utilizado para screening da atividade analgésica e anti-inflamatéria (DUBUISSON;
DENNIS, 1977). Os animais foram divididos em diferentes grupos (n=6), e pré-tratados
com morfina 5 mg/kg (s.c.; controle positivo); indometacina 10 mg/kg (v.o.; controle
positivo); cremofor 10 % (v.0.; controle negativo); oleorresina de C. duckei (v.o.; 1, 3
e 10 mg/kg); e acido poliatico (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg). Apés 30 minutos, os animais
receberam uma injecao i.pl. de formalina 2,5% (20 pL/pata). Imediatamente apds a
administracao da formalina, o tempo em que o animal lambe a pata injetada foi
cronometrado em duas fases (0-5"; 12 fase; dor neurogénica); (15-30"; 22 fase; dor
inflamatdria), sendo considerado tempo zero o momento imediatamente apods a

administragao da formalina.

b) Modelo de nocicepgéo térmica através do teste de retirada da cauda (Tail-Flick)

Para avaliar o tempo de reagéo ao calor, foi utilizada uma fonte radiante de
calor que emite somente em um ponto a 55 °C (DAMOUR; SMITH, 1941).

Primeiramente, os animais foram avaliados para determinar o limiar térmico basal (B)
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e o tempo de laténcia a reagdo do calor. Estes dados serviram de parametro de

tempo(s) que cada animal levou para retirar a cauda (tempo de laténcia) sendo este
cronometrado. Os animais foram selecionados 24h antes do experimento e os que
possuiam resposta curta e rapida ao estimulo doloroso foram selecionados para o
teste (acima de 1°30” min e menor que 5 min). Os animais foram divididos em
diferentes grupos (n=6), e pré-tratados com morfina 5 mg/kg (s.c.; controle positivo);
indometacina 10 mg/kg (v.o.; controle positivo); cremofor 10 % (v.o0.; controle
negativo); oleorresina de C. duckei (v.0.; 1, 3 e 10 mg/kg); e acido poliatico (v.o.; 1, 3
e 10 mg/kg).

A fim de investigar os possiveis efeitos antagonistas presentes na oleorresina,
foram realizados estudos com a presenga do antagonista de receptores opioides
(naloxona). Os animais foram divididos em diferentes grupos (n=6), e pré-tratados com
morfina 5 mg/kg (s.c.; controle positivo) + naloxona 1 mg/kg (i.p.); oleorresina de C.
duckei (v.0.; 10 mg/kg) + naloxona 1 mg/kg (i.p.); e acido poliatico (v.o.; 10 mg/kg) +
naloxona 1 mg/kg (i.p.).

Os animais foram avaliados nos tempos de 1, 2 e 3 h apds o tratamento. Vinte
segundos foram adotados como tempo maximo de reacao para evitar possiveis danos
teciduais aos animais. As respostas foram quantificadas em tempo de laténcia (s) a

resposta ao estimulo de calor.

46.4 Modelos de hiperalgesia

a) Procedimento para avaliagdo da hiperalgesia mecénica através do

monofilamento de Von Frey

A avaliagdo da hiperalgesia foi realizada para a determinacéo do limiar de
tolerancia para estimulos mecénicos pelo teste da presséo da pata e teste de von Frey
(von FREY, 1894a, 1894b, 1895, 1896) nos animais submetidos a injeg&o intraplantar
de formalina ou carragenina. Estes animais foram colocados individualmente em
compartimentos de acrilico transparente (9x7x11 cm), localizados em uma plataforma
de arame elevada para permitir o0 acesso a superficie ventral das patas traseiras. Os
animais foram aclimatizados por pelo menos 30 min antes dos testes
comportamentais. A frequéncia de resposta de retirada foi obtida através de 10

aplicagdes (duragdo de 1 segundo cada) do filamento de Von Frey 0,6 g (VFH,



89
LEMOS, M. rtoriais e Motoddss

Stoelting, Chicago, USA) (Figura 4). Os estimulos foram realizados na superficie

plantar da pata traseira direita e também traseira esquerda do animal, quando
necessario objetivando determinar o limiar mecanico basal (B). Todos os grupos de
animais foram submetidos a avaliagdo prévia e novamente reavaliados em diferentes

tempos apos a injegcao de formalina ou carragenina.
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Figura 4. llustragao da utilizagao de monofilamentos de von Frey no teste de estimulagdo mecéanica na
pata de camundongos.
Fonte: adaptado de Mulder e Prichett (2004)

b) Modelos de hiperalgesia mecénica

Os animais foram divididos em sete diferentes grupos (n=6) e pré-tratados com
dexametasona 0,5 mg/kg (s.c.; controle positivo); indometacina 10 mg/kg (v.o.;
controle positivo); salina (v.o.; controle naive); cremofor 10 % (v.o.; controle negativo);
oleorresina de C. duckei (v.0.; 1, 3 e 10 mg/kg); e acido poliatico (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg).

Apds 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam uma injegéo i.pl. de
diferentes agentes flogisticos:

1. formalina 2,5% (20 pL/pata) (JENSEN et al., 1986; VIVANCOS et al., 2004);
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2. carragenina 15 mg/mL (20 pL/300 ug/pata) (JENSEN et al., 1986;
VIVANCOS et al., 2004; WINTER; RISLEY; NUSS, 1962);

3. dextrana 5 mg/mL (20 pL/100 ug/pata) (JORI; BENTIVOGLIO; GARATFINI,
1961; LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982; SHINICHI; KYOICHI; SETSUO, 1978, 1979);

4. lipopolissacarideo (LPS ) 5 pug/mL (20 yL/100 ng/pata) (CUNHA et al., 2008;
SAFIEH-GARABEDIAN et al., 2000; VAJJA et al., 2004) €;

5. zymosan 5 mg/mL (20 yL/100 ug/pata) (AOYAMA et al., 1984a; TARAYRE
et al., 1989).

Os animais foram acondicionados em plataforma de Von Frey e avaliados

quanto a hipernocicepgao com monofilamento de Von Frey nos tempos 1, 2, 4, 6, 12,
24 e 48 h apos a injecao de formalina (JENSEN et al., 1986; VIVANCOS et al., 2004).

c) Modelo de hiperalgesia mecénica associada a avulsdo de plexo braquial
(APB)

Para a realizacédo da ABP foi utilizado o método descrito por Rodrigues-Filho et
al., (2003) e adaptado para camundongos por Quintédo et al., (2006). Os animais foram
anestesiados com hidrato de cloral (400 mg/kg, i.p.) € em seguida, o plexo braquial
direito foi abordado através de uma incisdo longitudinal paralela a clavicula,
transcorrendo do esterno a regido axilar (1 cm aproximadamente). Os vasos
subclavios foram localizados e o tronco inferior foi dissecado. Um grupo de animais
teve o tronco inferior pincado e avulsionado por tracdo utilizando duas pincas
cirargicas. No grupo falso-operado, o plexo braquial foi exposto e dissecado sem
sofrer qualquer lesdo. Por fim a pele do animal foi suturada utilizando fio de sutura de
seda 4,0 (Figura 5) (Ethicon®, Edinburgh, Scotland, UK).
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Figura 5. Etapas dos procedimentos cirurgicos realizados na APB. (A) Regido da incisédo, (B e C)
anatomia do plexo braquial, (D) separagdo de nervos e vasos, (E) preens&o do tronco inferior, (F)
avulsdo do tronco inferior. Tronco inferior do plexo braquial (setas pretas); vasos subclavios (setas
brancas).

Fonte: Adaptado de Quintao et al., 2006.

Apods trinta dias do procedimento cirurgico, os animais operados e falsos
operados foram tratados com foram divididos em sete diferentes grupos (n=6) e
tratados com gabapentina (v.o.; 400 ymol/kg); dexametasona 0,5 mg/kg (s.c.; controle
positivo); indometacina 10 mg/kg (v.o.; controle positivo); salina (v.o.; controle naive,
falso-operado); cremofor 10 % (v.o.; controle negativo); oleorresina de C. duckei (v.0.;
1, 3 e 10 mg/kg); e acido poliatico (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg), sendo posteriormente
avaliados quanto a sensibilizagdo mecénica utilizando o monofilamento de von Frey
eletrénico. O tratamento foi realizado sempre pela manha por cinco dias consecutivos
e apos 6 horas do tratamento, os animais foram avaliados durante 15 dias.

A fim de investigar a extensao do efeito anti-hiperalgésico da oleorresina de C.
duckei e do acido polialtico, o tratamento foi interrompido cinco dias apds a primeira
administracédo e entédo reiniciada apds trés dias com o intuito de investigar o

desenvolvimento de tolerancia.
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465 Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria

a) Modelo de edema de pata

O modelo de edema de pata induzido pela carragenina € um dos primeiros
ensaios realizados para o screening de atividades anti-inflamatérias (WINTER;
RISLEY; NUSS, 1962). Os animais foram divididos em diferentes grupos (n=6) e pré-
tratados com dexametasona 5 mg/kg (s.c.; controle positivo); indometacina 10 mg/kg
(v.0.; controle positivo); cremofor 10 % (v.o.; controle negativo); oleorresina de C.
duckei (v.0.; 1, 3 e 10 mg/kg); e acido poliatico (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg).

Uma hora apés os tratamentos, o edema foi induzido pela inje¢cao dos agentes
flogisticos:

1. carragenina 15 mg/mL (20 pL/300 ug/pata) (JENSEN et al., 1986;
VIVANCOS et al., 2004; WINTER; RISLEY; NUSS, 1962);

2. dextrana 5 mg/mL (20 yL/100 pg/pata) (JORI; BENTIVOGLIO; GARATFINI,
1961; LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982; SHINICHI; KYOICHI; SETSUO, 1978, 1979);

3. lipopolissacarideo (LPS ) 5 pyg/mL (20 uL/100 ng/pata) (CUNHA et al., 2008;
VAJJA et al., 2004) e;

4. zymosan 5 mg/mL (20 uL/100 pg/pata) (AOYAMA et al., 1984; TARAYRE et
al., 1989).

Na pata contralateral foram administrados 20 pyL de salina para controle. A
medida do edema foi mensurada pela diferenga entre os volumes deslocados da pata
direita e os da pata esquerda em plL/pata, utilizando-se um pletismémetro (EFF 304 —
Insight, Ribeirao Preto, Brasil), nos tempos 1, 2, 4, 6, 12, 24 e 48 h apds a injegéo de

carragenina.

b) Modelo do exsudato da bolsa de ar (Air pouch)

Este modelo permite a observagdo da migragdo celular em resposta a um
estimulo inflamatério (EDWARDS; SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1981; SELYE, 1953),
simulando uma cavidade sinovial (ROMANO et al., 1997). Os camundongos machos
foram anestesiados com xilazina e cetamina, e seus dorsos foram tricotomizados e
desinfetados com alcool iodado. Um volume de 4 mL de ar estéril (obtido com filtro
0,22 ym, em fluxo laminar) foi injetado via subcutdnea no dorso, formando uma

cavidade (bolha). Trés dias apés, mais 3 mL de ar estéril foram reinjetados. No sexto
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dia, os animais foram divididos em diferentes sete grupos (n=6) que serao pré-tratados

com dexametasona 0,5 mg/kg (s.c.; controle positivo); indometacina 10 mg/kg (v.o.;
controle positivo); cremofor 10 % (v.o.; controle negativo); oleorresina de C. duckei
(v.0.; 1, 3 e 10 mg/kg); e acido poliatico (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg).

Uma hora ap6s os tratamentos, foram administrados 1 mL de solugao contendo
os agentes flogisticos:

1. carragenina 15 mg/mL (1 mL/100 pg/) (EDWARDS; SEDGWICK;
WILLOUGHBY, 1981; SELYE, 1953);

2. dextrana 5 mg/mL (1 mL/100 ug/) (EDWARDS; SEDGWICK; WILLOUGHBY,
1981; SELYE, 1953; SHINICHI; KYOICHI; SETSUO, 1978, 1979);

3. zymosan 5 mg/mL (1 mL/100 pg/) (AOYAMA et al., 1984; EDWARDS;
SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1981; PAYA et al., 1996; SELYE, 1953)

Cada agente foi solubilizado em salina estéril, e injetado dentro da bolha, sendo
que no grupo naive foi injetado 1 mL de salina. Ap6s quatro horas da injegdo de
carragenina, os animais foram anestesiados e as cavidades foram cuidadosamente
lavadas com 1 mL de salina com EDTA 2 mM, e mantidos em banho de gelo para a
contagem de leucdcitos totais em camara de Neubauer. Apds a contagem, as
amostras foram centrifugadas, sendo o sobrenadante mantido a -20 °C para
determinacao da enzima mieloperoxidade.

A atividade enzimatica da MPO foi determinada seguindo a cinética da reagéao
da enzima com agua oxigenada do tampdo de reagdo. Sendo que 1 U de
mieloperoxidase determinada é capaz de degradar 1 mmol/min de agua oxigenada a
25 °C. 60 yL dos sobrenadantes foram aliquotados em microplaca de 96 pocgos,
adicionando-se 200 uL de tampéo fosfato contendo 0,167 mg/mL de O-dianisidina e
0,015% de peroxido de hidrogénio. As cinéticas de mudangas na absorvancia a 450
nm foram medidas no tempo 0 e 5 min. A atividade da enzima nas amostras foi
determinada através de uma curva padrao de mieloperoxidase. Os resultados foram
expressos em unidade de mieloperoxidase por mililitro (KRAWISZ; SHARON;
STENSON, 1984).

c) Modelos de hiperalgesia inflamatéria induzida adjuvante completo de Freund
(CFA)

Para induzir a resposta inflamatoéria persistente nos camundongos, estes

receberam injegéo i.pl. de 20 uL de adjuvante completo de Freund (CFA; 1 mg/mL de
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bacilo de Mycobacterium tuberculosis inativado por calor; cada mililitro (mL) de veiculo

contém 0,85 mL de dleo de parafina + 0,15 mL de monooleato de manida) na
superficie plantar da pata direita traseira (QUINTAO et al., 2005), sendo que a
hiperalgesia mecanica foi avaliada através do monofilamento de von Frey.

Apbs 24 horas, os animais foram divididos em sete diferentes grupos (n=6) e
tratados com gabapentina (v.o.; 400 umol/kg); dexametasona 0,5 mg/kg (s.c.; controle
positivo); indometacina 10 mg/kg (v.o.; controle positivo); salina (v.o.; controle naive);
cremofor 10 % (v.o.; controle negativo); oleorresina de C. duckei (v.0.; 1, 3 e 10
mg/kg); e acido poliatico (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg).

Os animais foram acondicionados em plataforma de Von Frey e avaliados
quanto a hipernocicepgao com monofilamento de Von Frey nos tempos 1,2,4,6 e 12,
sendo posteriormente avaliados 1 vez ao dia, 6 horas apds o tratamento diario,
durante 15 dias.

A fim de investigar a extens&o do efeito curativo antinociceptivo da oleorresina
de C. duckei e do acido polialtico, o tratamento foi interrompido cinco dias apés a
primeira administragdo e entao reiniciada apés trés dias com o intuito de investigar o
desenvolvimento de tolerancia (CAO et al., 1998; JENSEN et al., 1986; QUINTAO et
al., 2005).

d) Citotoxidade em linhagem celular imortalizada THP-1

Aliquotas de 200 uL/pogo da suspensao celular contendo 15 x 10* células/mL
foram acondicionadas em placas de 96 pocos. As células foram diferenciadas
adicionando-se uma solugédo de PMA (forbol-12-miristato-13-acetato, 2000 ng/mL) na
concentragcao de 10 pL/mL de meio (2 pL/pogo). Apds quarenta e oito horas, as
células foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. oblongifolia e C.
duckei nas concentragdes de 3, 10, 30, 100 e 300 ug/pogo, seus compostos
majoritarios (B-cariofileno, acido polialtico, acido 3,4,5-tri-O-galoil quinico [14] e acido
3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quinico [12]) nas concentragdes de 0,3, 1,0, 3,0, 10,0, e
30,0 uM/poco e os controles positivos com as substancias paclitaxel e camptotecina,
nas concentragdes de 1, 5, 10, 50 e 100 nM/pogo, celecoxib e indometacina, nas
concentragoes de 1, 5, 10, 50 e 100 uM/pogo, além do controle do solvente (DMSO
2%) e o controle negativo (meio). Apds os tratamentos, as placas foram incubadas a
37 °C, 5% de CO2 durante 24 h, 72h e 120h. Apés os tempos de incubacao, as placas

foram avaliadas quanto a viabilidade celular através do teste por fosfatase acida
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(MARTIN; CLYNES, 1991, 1993). As placas foram lavadas com 100 uL de PBS, sendo

posteriormente incubadas por 1 h a 37 °C, 5% de CO2 com uma solugao de 4-nitrofenil

dissodico hexa-hidrato de fosfato, na concentragdo de 0,0027 g/mL em 0,1 M de
acetato de saddio, 0,1% de Triton X-1 00, pH 5,5. Apds a etapa de incubacgao adicionou-
se 50 uL de NaOH a 1 M para interromper a reagao. A absorvancia foi determinada
em leitor de microplacas a 405 nm EZ Read 2000 Microplate Reader (Biochrom,
Cambourne, CBE, UK).

A viabilidade celular foi determinada de acordo com a equacido 2. Apds o
calculo da viabilidade celular, as concentragdes citotoxicas (CC) de 20%, 50% e 80%
foram determinadas através de regressao sigmoidal usando dados da média de trés
pocos para cada replicata, sendo o ensaio realizado em trés replicatas em dias e
idades celulares (passagens) diferentes, através do software “OriginPro® para sistema
operacional Windows (64 bits)”, versdo 9.1, 2013 (OriginLab, Northampton, MA,
USA).

e) Determinagdo de morte celular por iodeto de propidio em linhagem celular
imortalizada THP-1

Aliquotas de 600 uL/pogo da suspenséo celular contendo 285 x 10* células/mL
foram acondicionadas em placas de 24 pocos. As células foram diferenciadas
adicionando-se uma solugédo de PMA (forbol-12-miristato-13-acetato, 2000 ng/mL) na
concentragao de 10 uL/mL de meio (6 pL/pogo). Apds quarenta e oito horas, as células
foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. oblongifolia ou C. duckei
nas concentracoes de 30 e 100 ug/pogo, seus compostos majoritarios B-cariofileno,
acido polialtico, acido 3,4,5-tri-O-galoil quinico [14] e acido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil)
quinico [12]) nas concentragdes de 3,0 e 10,0 yuM/pocgo, os controles positivos com as
substancias paclitaxel e camptotecina, nas concentragées de 10 e 50 nM/poco. Apds
os tratamentos, as placas foram incubadas a 37 °C, 5% de CO2 durante 24 h, 72h e
120h.

A morte celular foi determinada por iodeto de propidio em citometria de fluxo
(BD Accuri C6 BD Biosciences, East Rutherford, NJ, EUA) (PICK et al., 2004),
utilizando-se os software “BD Accuri™ C6 Software para sistema operacional
Windows (64 bits)”, versao 1.0.264.21, 2011 (Franklin Lakes, NJ, EUA), e o software
“FlowJo® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versdo X10.0.7r2, 2013 (San

Carlos, CA, EUA), sendo expressa por percentual de células vivas e mortas.
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f) Determinacéo de interferon gamma (INF-y), interleucina 1-beta (IL-10),

interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-

a), e em sistema multi-spot em linhagem celular imortalizada THP-1

Aliquotas de 600 pL/pogo da suspenséo celular contendo 285 x 10 células/mL
foram acondicionadas em placas de 24 pocgos. As células foram diferenciadas
adicionando-se uma solugdo de PMA (forbol-12-miristato-13-acetato, 2000 ng/mL) na
concentracao de 10 uL/mL de meio (6 pL/pogo). Apds quarenta e oito horas, as células
foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. oblongifolia ou C. duckei
nas concentragdes de 30 e 100 pg/pogo, seus compostos majoritarios B-cariofileno,
acido polialtico, acido 3,4,5-tri-O-galoil quinico [14] e acido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil)
quinico [12]) nas concentragdes de 3,0 e 10,0 yuM/pogo, os controles positivos com as
substancias paclitaxel e camptotecina, nas concentragbes de 10 e 50 nM/po¢o. Uma
hora apds os tratamentos, as placas foram tratadas com lipopolissacarideo (LPS) na
concentracao de 10 yg/mL (SCHILDBERGER et al., 2013; SONG; PHELPS, 2000).
As placas foram incubadas a 37 °C, 5% de CO: durante 24 h e 72h. O sobrenadante
(aliquotas de 60 pL) foi coletado para dosagem de interferon gamma (INF-y),
interleucina 1-beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e analisado em sistema MSD® Multi-spot Assay System
(Meso Scale Discovery, Rockville, USA), processados de acordo com as instrugdes

do fabricante, e interpolados pela quantidade de proteinas totais em cada amostra.

g) Atividade especifica sobre NF-kB em macrofagos RAW-264.7-Luc (Ensaio da

luciferase)

Visando investigar o possivel efeito da oleorresina de C. duckei e do acido
polidltico sobre a atividade especifica do NF-kB, foram utilizados macrofagos RAW
264.7-Luc (ATCC® TIB-71®), chamada comumente de RAW-Luc, que expressa o gene
reporter luciferase em resposta a expressao de NF-kB (pNF-kB-Luc) (WANG et al.,
2014). Em primeiro momento, foi determinada a citotoxicidade em linhagem celular
imortalizada RAW-264.7-Luc. Aliquotas de 200 pL/pogo da suspensao celular
contendo 1 x 10° células/mL foram acondicionadas em placas de 96 pogos. Apds
vinte e quatro horas, as células foram tratadas com oleorresina de C. duckei nas
concentragdes de 3, 10, 30, 100 e 300 pg/pogo, acido polialtico nas concentragdes de
0,3, 1,0, 3,0, 10,0, e 30,0 uM/pogo, além do controle do solvente (DMSO 2%) e o
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controle negativo (meio). Apds os tratamentos, as placas foram incubadas a 37 °C,

5% de CO> durante 24 h e 72h. Apds os tempos de incubagao, as placas foram
avaliadas quanto a viabilidade celular através do teste por fosfatase acida (MARTIN;
CLYNES, 1991, 1993). As placas foram lavadas com 100 pL de PBS, sendo
posteriormente incubadas por 1 h a 37 °C, 5% de CO2 com uma solugao de 4-nitrofenil
dissddico hexa-hidrato de fosfato, na concentragdo de 0,0027 g/mL em 0,1 M de
acetato de sédio, 0,1% de Triton X-1 00, pH 5,5. Apds a etapa de incubacao adicionou-
se 50 pL de NaOH a 1 M para interromper a reacao. A absorvancia foi determinada
em leitor de microplacas a 405 nm EZ Read 2000 Microplate Reader (Biochrom,
Cambourne, CBE, UK).

A viabilidade celular foi determinada de acordo com a equagao 2. Apds o
calculo da viabilidade celular, as concentragdes citotéxicas (CC) de 20%, 50% e 80%
foram determinadas através de regressao sigmoidal usando dados da média de trés
pocos para cada replicata, sendo o ensaio realizado em trés replicatas em dias e
idades celulares (passagens) diferentes, através do software “OriginPro® para sistema
operacional Windows (64 bits)”, versao 9.1, 2013 (OriginLab, Northampton, MA,
USA).

Em outra etapa, aliquotas de 500 pL/pogo da suspensao celular contendo 4 x
10° células/mL (2 x 10° células/pogo) foram acondicionadas em placas de 24 pogos.
Apos vinte e quatro horas, as células foram tratadas com oleorresina de C. duckei nas
concentracdes de 30 e 100 ug/poco e acido polialtico nas concentragbes de 10,0, e
30,0 uM/pogo, além do controle do solvente (DMSO 2%) e o controle negativo (meio).
Apds 30 min as células foram incubadas com lipopolissacarideo (LPS) na
concentracao de 1 upg/mL (500 ng/poco) (RUIZ-MIYAZAWA et al.,, 2015) ou
peptideoglicano (PGN) na concentragao de 1 pg/mL (500 ng/pogo) (FRANCHIN et al.,
2016) durante 6 horas, a 37 °C, 5% de CO2. Ap6s este periodo, o meio foi removido,
lavadas com PBS gelado e as células lisadas com auxilio de émbolo de seringa de
insulina, sendo que 50 uL de tampé&o de lise celular, TNT contendo deTris-HCI 10 mM
apH 8,5 EDTA 5 mM, NaCl 200 mM, e Triton a 1%, durante 5 min a 4°C. 10 uL desta
solucao foi aliquotada em placa de 96 pocos e adicionados de 25 uL de tampéo
contendo a solugdo de substrato para luciferase (kit de sistema de ensaio de
luciferase, Dual Luciferase Reporter assay system, Promega, Fitchburg, WI, USA), e
em seguida levado ao luminométro para o registro da intensidade luminosa (Victor X5,

PerkinElmer, Waltham, MA, USA). A atividade da luciferase foi expressa através do
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aumento do fold de luciferase comparado com o controle, correspondente a ativagao
do NF-kB (PINHO-RIBEIRO et al., 2016).

4.7 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos em média + erro
padrao da média (E.P.M.), e analisados estatisticamente pela analise de variancia
com comparagdes multiplas (ANOVA) e, sendo utilizado como pés-teste o0 método de
Tukey, Dunnet, Newman-Keuls ou Bonferroni. As doses inibitérias 50% (Dlso) foram
estimadas a partir de experimentos individuais, utilizando o método de regresséao
linear (ZAR, 2010), utilizando-se o software “GraphPad Prism® para sistema
operacional Windows (64 bits)”, 2007, versao 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA) ou “OriginPro® para sistema operacional Windows (64 bits)”, vers&o 9.1,
2013 (OriginLab, Northampton, MA, USA). As concentrag¢des citotéxicas (CC) de
20%, 50% e 80% foram determinadas através de regressao sigmoidal usando dados
da média de trés pocos para cada replicata, sendo o ensaio realizado em trés
replicatas em dias e idades celulares (passagens) diferentes, através do software
“OriginPro® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versdo 9.1, 2013
(OriginLab, Northampton, MA, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento das coletas da oleorresina das espécies de Copaifera spp.

A coleta da oleorresina de C. oblongifolia ocorreu em intervalos de
aproximadamente 30 dias a partir de 04/06/2012 até 04/12/2012. Ao final deste
periodo, foram obtidos 15,36 g de um liquido transparente, viscoso e de coloragéo
marrom avermelhada. A coleta da oleorresina de C. duckei ocorreu no dia 03/10/2012,
onde foram obtidos aproximadamente dois litros de um liquido transparente, viscoso

e de coloragdo amarela (Figura 6).
(A)P (B!
\
|

Figura 6. Aspecto fisico das oleorresinas de Copaifera. Em A, oleorresina de C. oblongifolia e em B,
oleorresina de C. duckei.

Fonte: a autora

5.2 Rendimento dos extratos hidroalcodlicos e particoes das espécies de

Copaifera spp.

O extrato hidroalcodlico do pé fino das folhas de C. oblongifolia (1000 g)
apresentou rendimento de 30,12 % (301,28 g) de extrato bruto, ap6s liofilizagdo. Uma
aliquota (50 g) deste extrato foi submetida ao processo de particdo liquido-liquido

obtendo-se as seguintes fragdes de acordo com a Tabela 3:
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Tabela 3. Rendimentos das fracdes do extrato hidroalcodlico das folhas de C.
oblongifolia.

Fracao Massa (g) Rendimento (%)
hexanica 4,2697 8,53
diclorometanica 2,4932 4,98
acetato de etila 5,4668 10,93
butandlica 45590 9,12
aquosa 23,2172 46,23

Ja o extrato hidroalcodlico do p6 fino das folhas de C. duckei (300g) apresentou
um rendimento de 34,83 % (104,49 g). Para a obtencdo das particdes do extrato
hidroalcodlico bruto de C. duckei, 50 g do extrato foram submetidos ao mesmo
processo descrito acima. As massas e rendimentos das particdbes podem ser

observados na Tabela 4.

Tabela 4. Rendimentos das fragées do extrato hidroalcodlico das folhas de C. duckei

Fragcao Massa (g) Rendimento (%)
hexanica 2,6913 5,38
diclorometanica 4,5695 9,19
acetato de etila 10,8147 21,62
butandlica 10,5547 21,10
aquosa 10,1549 20,30

5.2.1 Analise da composicdo das oleorresinas de C. oblongifolia e C. duckei por
CG-EM

As andlises da composigdo quimica das oleorresinas de C. oblongifolia e C.
duckei revelaram até o presente momento um predominio de componentes quimicos
da classe dos sesquiterpenos. Segundo a literatura, a oleorresina das espécies de
Copaifera é composta quase que na sua totalidade de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (90%) e diterpenos (BIAVATTI et al.,, 2006; LIMA-NETO;
GRAMOSA,; SILVEIRA, 2008; TAPPIN et al., 2004; VEIGA-JUNIOR et al., 2007).

De acordo com a analise dos componentes volateis presentes na oleorresina
de C. oblongifolia observa-se a presenga de 19 substancias (Tabela 5), das quais sete
foram identificadas comparando-se com a literatura, com o calculo de van Den Dool e

Kratz (1963), e com os bancos de dados espectrais.
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Tabela 5. Composi¢cao quimica da oleorresina de C. oblongifolia no método A
Tempo de

F&c; Substancia @ retencio RI®) Conc?;)t)ragao
' (min) 0
1 B-elemeno 23,241 1386,01 14,71
2 a-bergamoteno <trans> 25,066 1429,73 11,00
3 B-fameseno <trans> 27,132 1479,88 0,75
4 B-selineno 27,286 1483,62 7,91
5 B-bisaboleno 28,148 1504,74 37,69
6 a-bergamotol <trans> 28,809 1521,49 1,06
7 6xido de cariofileno < 30,941 1575.52 6.35
trans>
9 derivado do cariofileno 32,060 1604,07 288

nao identificado

10  derivado do cariofileno 32,254 1609,23 0.65
néo identificado

derivado do cariofileno
11 -~ e 32,381 1612,61 1,01
néo identificado
a As substancias listadas estdo em ordem de eluicdo na coluna DB-5MS. P RI: indice de retencéo relativa (série
de n-alcanos C9 a C25).

O componente volatil mais abundante é o B-bisaboleno (37,69%), seguido do
B-elemeno (14,71%) e do B-bergamoteno (11,00%). Ainda, baseando-se no padréao
de fragmentagéo encontrado, sugere-se que trés substancias, ainda néo identificadas,
sejam isbmeros do sesquiterpeno biciclico p-cariofileno, pois apresentam o perfil de
fragmentagdo compativel com a presenga do anel ciclobutano. Na analise pelo
método modificado, foi possivel constatar apenas as 19 substancias ja apresentadas
na analise anterior, pelo método de Adams (2007) classico.

A olerresina de C. duckei apresentou um perfil fitoquimico mais complexo, no
qual observou-se a presenga de 33 componentes volateis, dos quais 20 substancias
foram identificadas (Tabela 6). O componente volatil mais abundante de acordo com
esta andlise é o B-cariofileno (14,51%), seguido do B-bisaboleno (14,06%) e do -
selineno (5,90%).
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Tabela 6. Composi¢cao quimica da oleorresina de C. duckei no método A

Pico A s Tempo~de Concentragao
) Substancia @ retencio RI®) (%)
) (min)
1 a-ylangeno 22,366 1365,62 0,13
2 B-elemeno 23,244 1386,08 2,67
3 a-gurjuneno 23,749 1397,86 0,74
4 B-cariofileno 24,493 1415,83 14,51
5 a-bergamoteno <trans> 25,101 1430,58 5,56
6 a-guaieno 25,158 1431,97 5,12
7 guaia-6,9-diene 25,387 1437,52 1,04
8 a-humuleno 25,936 1450,85 3,10
9 4,11-selinadieno 26,696 1469,30 0,91
10 y-muuroleno 26,760 1470,85 0,55
12 B-bergamoteno <trans> 27,150 1480,32 0,38
13 B-selineno 27,319 1484,42 5,90
14 a-selineno 27,604 1491,33 3,76
16 a-sisaboleno <cis> 27,858 1497,50 2,22
17 B-sisaboleno 28,196 1505,96 14,06
18 y-cadineno 28,302 1508,64 0,70
19 0-cadineno 28,530 1514,42 0,92
21 B-sesqui-felandreno 28,768 1520,45 0,69
25 1-nafetalenol 35,329 1691,01 0,15
31 (-)-metil polialtato 55,999 2339,88 0,94

a As substancias listadas estdo em ordem de eluigdo na coluna DB-5MS. b RI: indice de retenco relativa (série
de n-alcanos C9 a C25)

Na andlise pelo método modificado, além das substancias descritas
anteriormente, foi possivel observar a presenca do acido polialtico (Tabela 7), um
diterpeno acido que esta presente na concentragédo de 21,72%, sendo este o

componente majoritario da oleorresina de C. duckei.

Tabela 7. Composi¢ao quimica da oleorresina de C. duckei no método B

Pico A UELRD ELE Concentragao
(n) Substancia @ retencio RI®) (%)
) (min)
37 acido ent-polialtico 45,703 2457,76 21,72

2 As substancias listadas estéo em ordem de eluigao na coluna DB-5MS
b RI: Indice de retengéo relativa (série de n-alcanos C21 a C40)

Em trabalhos anteriores, o sesquiterpeno mais encontrado nas oleorresinas de
Copaifera spp. € o B-cariofileno, que é composto responsavel pelo odor lenhoso
(SKOLD et al.,, 2006; VEIGA-JUNIOR et al., 2007). Além disso, outros dois
sesquiterpenos destacam-se como majoritarios: o a-copaeno e o a-humuleno, que

podem ser caracterizados como marcadores quimicos (PINTO et al., 2000; SOUSA et
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al., 2011). O diterpeno do tipo de labdano, acido copalico, também é considerado

como um dos marcadores quimicos, sendo comumente encontrado nas oleorresinas
das copaibas (SOUSA et al., 2011; TAPPIN et al., 2004; VEIGA-JUNIOR; PINTO,
2002; VEIGA-JUNIOR et al., 2007). De acordo com os dados apresentados, ainda nao
foi possivel identificar o B-cariofileno na amostra de C. oblongifolia, embora sejam
encontradas trés substancias que sejam seus isémeros. Ainda, ndo se pode
generalizar que o B-cariofileno seja o composto majoritario de todas as oleorresinas
de Copaifera spp., pois, como pode-se observar na oleorresina de C. duckei, o acido

polialtico € o componente majoritario.

5.2.2 Analise qualitativa (desreplicacdo) das oleorresinas, extratos e particoes das

folhas de C. oblongifolia e C. duckei

Apéds a analise das oleorresinas e extratos das folhas de C. oblongifolia e C.
duckei por UHPLC-(ESI)-HRMS foi possivel realizar a desreplicagdo de algumas
substancias, baseada no espectro de massa de alta resolugdo (massa exata e
espectro de fragmentagao), sendo que pela analise realizada na coluna Ascentis
Express® C18 (Supelco, Sigma-Aldrich, Merck, Saint Louis, MO, USA) foram
identificados 27 componentes dos extratos e oleorresinas, e pela analise realizada na
coluna Synergi® Polar-RP (Phenomenex, Torrance, CA, USA) (apenas os extratos)
foram identificados 26 componentes. Para algumas substancias foi possivel propor a
identificagdo exata (nome da substancia), baseando-se em paradmetros como a massa
exata, o padrao de fragmentagédo (modo positivo e/ou negativo) e, principalmente, na
relacdo destes parametros com substancias ja descritas para as espécies, género
e/ou familia Fabaceae. Os resultados da etapa de desreplicagao sdo apresentados
nas Tabelas 8 e 9.

Das substancias identificadas para as oleorresinas de C. duckei e C.
oblongifolia, algumas ja sao descritas para oleorresinas destas espécies e/ou outras
do género Copaifera, como por exemplo, o acido ent-agatico, acido di-hidroagatico,
acido copaiferdlico, acido caurenoico, acido (58, 7a, 8a, 9B, 10a, 13a, 14R)-7,14-
dihidroxi-15-oxokaur-16-en-19-6ico, acido 7a-hidroxi-hardwickiico, acido ent-polialtico
e acido hardwickiico, o que indica a grande similaridade qualitativa na composigao
quimica das oleorresinas de Copaifera spp (BONAN et al., 2015; CARVALHO et al.,
2005; CASCON; GILBERT, 2000; CAVALCANTI et al., 2006; 1IZUMI et al., 2012; LIMA
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et al., 2003b; ROMERO, 2007; SANTIAGO et al., 2015; TRINDADE et al., 2013;
VEIGA-JUNIOR et al., 2001; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002; VEIGA-JUNIOR et al.,

2007).Das substancias identificadas para as oleorresinas de C. duckei e C.

oblongifolia, algumas ja sdo descritas para oleorresinas destas espécies e/ou outras
do género Copaifera, como por exemplo, o acido ent-agatico, acido di-hidroagatico,
acido copaiferdlico, acido caurenoico, acido (58, 7a, 8a, 9B, 10a, 13a, 14R)-7,14-
dihidréxi-15-oxokaur-16-en-19-éico, acido 7a-hidroxi-hardwickiico, acido ent-polialtico
e acido hardwickiico, o que indica a grande similaridade qualitativa na composigao
quimica das oleorresinas de Copaifera spp (BONAN et al., 2015; CARVALHO et al.,
2005; CASCON; GILBERT, 2000; CAVALCANTI et al., 2006; 1ZUMI et al., 2012; LIMA
etal., 2003; ROMERO, 2007; SANTIAGO et al., 2015; TRINDADE et al., 2013; VEIGA-
JUNIOR et al., 2001; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002; VEIGA-JUNIOR et al., 2007).



106

LEMOS, M. DBoitbods o Dsonssio

Tabela 8. Composicdo quimica das oleorresinas e extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na coluna Ascentis Express®
C18 (100 x 4,6 mm, 2,7 ym). Fase movel: (A) acido formico-agua 0,1:99,9 e (B) hidréxido de aménio-metanol-acetonitrila 0,1:89,9:10,
com eluicdo em modo gradiente de acordo com a Tabela 1. Vazao: 0,5 mL/min.

N° FM Massa monoisotépica Substancia sugerida TR (min) Observagao Amostra
1 C7H1206 192,0634 Acido quinico 1,90 Substancia descrita em ECO: ECD
espécies de Copaifera spp.
_ Substancia descrita em .
2 C21H20011 448,1006 Quercitrina 2,61 . . ECO; ECD
espécies de Copaifera spp.
. Substancia descrita em .
3 C21H20010 432,1056 Afzelina 3,09 L, . ECO; ECD
espécies de Copaifera spp.
Substancia descrita em
. , D Distemonanthus
4 C1sH1607 344,0896 Quercetina 3,4',7-trimetil éter 6,40 benthamianus (subfamilia ECD
Caesalpinioideae)
Acido (58, 7a, 8a, 98, 10a, 13a, 14R)-7,14- Substancia descrita para
5 CaoH260s 348,1937 dihidroxi-15-oxokaur-16-en-19-6ico 7,76 6leorresina de Copaifera spp. 0co
6 C20H250s 349,1937 Neocaesalpin H ou Giberilina A53 7,85 Substancias descritas em ECD
espécies da familia Fabaceae
7 C20H250s 349,1937 Neocaesalpin H ou Giberilina A53 8,03 Substancias descritas em ECD
espécies da familia Fabaceae
8 C17H1406 314,0790 Flavonoide 8,50 - ECD
9 | CaoHzsOs 332,1988 Acido 7a-hidroxi-hardwickiico 8,70 Substancia isolada de oCD
oleorresina de Copaifera spp.
10 | CisHsoNOs 317,2930 Substéncia nitrogenada 8,91 ; OCE‘C%CO;
Substancia descrita em
. espécies do género
11 C24H300s6 414,2042 Caesaldekarin E 9,25 Caesalpinia (subfamilia OCD
Caesalpinioideae)
12 C15H2803 256,2042 Sesquiterpeno oxigenado 9,48 - OoCD
13 C2sH37NO4 451,2723 Substancia nitrogenada 9,88 - ECD
(+)-(3R,8S,9R, 10S)-3-Hydroxylabda-5, 13- Substancias descritas em
14 Ca0H200s 318,2195 dien-15,16-olide ou (-)- 10,72 espécies de Copaifera spp. ECO
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(3S,4R,5S,8R,9S, 10R)-3,4-Epoxyclerodane-
13-en-15,16-olide
(+)-(3R,8S,9R, 10S)-3-Hydroxylabda-5, 13-
dien-15,16-olide ou (-)- Substancias descritas em .
151 CaoHaOs 318,2195 (35,4R,5S,8R, 9S, 10R)-3,4-Epoxyclerodane- | 1089 | espécies de Copaiferaspp. | €O ECO
13-en-15,16-olide
16 C20H3003 318,2195 Diterpeno acido 11,46 - OCO
17 | CaoHs00s 334,2144 Acido ent-agatico 11,58 Substancia descrita em OCD, ECD
espécies de Copaifera spp.
18 C20H43NO3 345,3243 Substancia nitrogenada 11,85 - OCD; ECD
19 C20H43NO3 345,3243 Substancia nitrogenada 11,85 - ECO
20| CaoHa0s 336,2301 Acido di-hidroagatico 12,10 Substancia descrita em oCD
espécies de Copaifera spp.
21| CaoHs20s 320,2351 Acido copaiferélico 13,36 Substancia descrita de 0co
Copaifera multijuga
Substancia isolade de
22 | CotHaOu 348,2301 Acido 15-metil-ester-kovalico 14,31 Gossweilerodendron ocD
balsamiferum (subfamilia
Caesalpinioideae)
23| CaoH2eOs 316,2038 Acido polialtico ou hardwickiico 14,72 Substancias descritasem | yoh. pop
espécies de Copaifera spp.
) Substancia descrita de Prioria
24 C20H3402 306,2559 Acido cativico 16,63 copaifera (subfamilia OCD
Caesalpinioideae)
) Substancia descrita em
25 C20H3002 302,2246 Acido caurenoico 17,22 Copaifera duckei e outras OCO; OCD
espécies de Copaifera spp.
26 C22H54N60s 530,4003 Substancia nitrogenada 18,69 - OoCD
27 C28H4202 410,3185 B-tocotrienol ou y-tocotrienol 20,12 - OCO
Substancia descrita em
28 C36H4409 620,2985 Dichrostachine F 21,34 Dichrostachys cinérea (familia ECD
Fabaceae)

Legenda: OCO: oleorresina de C. oblongifolia; OCD: oleorresina de C. duckei; ECO: extrato de C. oblongifolia; ECD: extrato de C. duckei.
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Tabela 9. Composigdo quimica dos extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na coluna Synergi® Polar-RP (100 x 3,0 mm,
2,5 uym). Fase movel: (A) acido formico-agua 0,1:99,9 e (B) iso-propanol-metanol-acetonitrila 0,5:4:6, com eluicdo em modo gradiente
de acordo com a Tabela 2. Vazao: 0,68 mL/min.

N° FM Massa monoisotépica Substancia sugerida TR (min) Observagao Amostra
P . Substancia descrita em
1 C7H1206 192,0634 Acido quinico 0,86 espécies de Copaifera spp. ECO: ECD
2 C14H16010 344.0743 Derivado galoilquinico 0,98 } ECO; ECD
3 C14H16010 344.0743 Derivado galoilquinico 1,60 } ECO; ECD
4 C15H18010 358.0900 Derivado galoilquinico (monometilado) 1,62 ) ECO
S C15H18010 358.0900 Derivado galoilquinico (monometilado) 1,76 - ECO; ECD
6 Ci1sH18010 358.0900 Derivado galoilquinico (monometilado) 2,67 - ECO
7 C15H18010 358.0900 Derivado galoilquinico (monometilado) 2,94 - ECO; ECD
8 o . ) ) Substancia descrita em
C21H20014 496.0853 Acido 3,4-di-O-galoilquinico 2,99 Copaifera langsdorffii ECO; ECD
, Substancia descrita em
10 | CigHas010 402.1526 Benzil heterosideo 4,91 - ECO
1 CisH26010 402.1526 Benzil heterosideo 4,96 - ECO
12 , Substancia descrita em
C21H20014 496.0853 Acido 4,5-di-O-galoilquinico 5,36 Copaifera langsdorffii ECO; ECD
13 C22H22014 510.1010 Derivado di-O-galoilquinco (monometilado) 6,15 - ECO; ECD
14 o i . i . Substéncia descrita em
] Substancia descrita em
15 C22H22014 510.1010 Acido 5"-O-metil-3,5-di-O-galoilquinico 8,86 ECO; ECD

Copaifera langsdorfii
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Substancia descrita em

16 C28H24018 648.0963 Acido 3,4,5-tri-O-galoilquinico 10,58 Copaifera langsdorffii ECO; ECD
17 L e . ) o Substéncia descrita em
18 N ) , o Substancia descrita em

C29H26018 662.1119 Acido 5"-O-metil-3,4,5-tri-O-galoilquinico 13,89 Copaifera langsdorffii ECO; ECD
19 C , ) L Substancia descrita em

C23H24014 524.1166 Acido 5',5"-di-O-metil-4,5-di-O-galoilquinico 14,26 Copaifera langsdorffii ECO; ECD

20 C29H26018 662.1119 Derivado tri-O-galoilquinco (monometilado) | 14,91 - ECO; ECD

Epicatequina 3-O-galato ou epicatequina 5- Substancias descritas para

21 | CaoHig010 442.0900 picateq g—galato picateq 16,85 | espécies da familia Fabaceae | ECO; ECD

22 CsoH2s801s 676.1276 Derivado tri-O-galoilquinco (dimetilado) 17,80 } ECO; ECD
23 o Substancia descrita em
Acido 5',5",5""-tri-O-metil-3,4,5-tri-O- Substéncia descrita em

24 C31H30018 690.1432 galoilquinico 21,17 Copaifera langsdorffii ECO; ECD
o5 i Substéncia descrita em

C21 H20010 4321056 Afzellna 23,03 eSpéCieS de Copaifera Spp ECO, ECD

26 | C1sH39NOs 317.2930 Substancia nitrogenada 32,22 - ECO; ECD

Legenda: ECO: extrato de C. oblongifolia; ECD: extrato de C. duckei.
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Um fato relevante na desreplicagdo da oleorresina de C. duckei e que merece

ser mencionado € presencga de 3 componentes nao identificados quanto a substancia
exata, mas que se apresentam em uma proporgao consideravel nesta oleorresina e
cujas formulas moleculares, baseadas na massa exata obtida pelos ions quase
moleculares em ambos modos de ionizagao ([M+H]* e [M-H]), em especial no modo
positivo, indicam a presenca de nitrogénio nas moléculas dessas substancias. A busca
nos bancos de dados utilizados para a realizacdo da desreplicagao utilizando as
formulas moleculares calculadas para essas substancias obteve como resultados
alguns hits, contudo, nenhum destes foi descrito para o género Copaifera, o que torna
esse achado relevante como justificativa para um estudo fitoquimico mais
aprofundado da oleorresina de C. duckei.

Dentre as substincias propostas para os componentes dos extratos
hidroalcdolicos apds a analise destes em ambas as colunas, por diferentes gradientes
de eluigdo, destacam-se os flavonoides, especialmente quercitrina e afzelina, e
derivados galoilquinicos como os constituintes majoritarios dos extratos. Tanto os
flavonoides quanto os derivados galoilquinicos ja sdo bem descritos na literatura como
presentes nas folhas de espécies do género Copaifera, especialmente Copaifera
langsdorffii, sendo que principalmente para os derivados galoilquinicos, muitas dessas
substancias foram isoladas pela primeira vez dos extratos das folhas desta espécie
do género Copaifera (FURTADO et al.,, 2015; LEMOS et al., 2015; NOGUEIRA,;
FURTADO; BASTOS, 2015; TRINDADE et al., 2013). Considerando a proximidade
filogenética de C. duckei e C. obloginfolia com C. langsdorffi, a presenga de tais
substancias nos extratos analisados era esperada e condiz com a quimiossistematica
do género.

As demais substancias descritas para os extratos e oleorresinas, detectou-se a
presenca de diterpenos diferentes daqueles descritos anteriormente, como os acidos
15-metil-ester-kolavico e cativico (oleorresina de C. oblongifolia), um flavonoide
identificado como quercetina 3,4',7-trimetil éter e outro nao identificado (extrato de C.
duckei), além de uma substancia cuja massa exta e o padrdao de fragmentagao
sugerem que seja a epicatequina 3-O-galato ou epicatequina 5-O-galato. Outras
substancias também foram detectadas e suas férmulas moleculares calculadas a
partir de suas massas exatas, contudo nao foi possivel uma identificacao inequivoca

das mesmas, de forma que estas sao citadas nas Tabelas 8 e 9, mas a proposta de
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identificagao € um pouco especulativa, baseando-se em substancias ja descritas para

outras espécies da familia Fabaceae.

5.3 Avaliagao da atividade toxicolégica

5.3.1 Efeitos citotdxicos sobre as linhagens celulares CHO-k1 e L929

O Brasil € um pais continental que possui a maior diversidade genética vegetal
do planeta. De acordo com dados da literatura atual, devido a essa grandeza de
biodiversidade, grande parte ainda permanece n&do estudada dos pontos de vista
botanico, quimico, farmacoldgico ou toxicolégico (ALMEIDA, 2011). Este fato € de
extrema preocupacdo, pois casos de intoxicacdo por plantas representam um
problema de saude publica. No ano de 2003, segundo dados do Sistema Nacional de
Informagdes Toxico Farmacolégicas (SINITOX), foram registrados 99016 casos de
intoxicagoes, sendo que destes, 1185 foram causadas pelo uso indevido de plantas
(SINITOX, 2003). O saber popular, muitas vezes nao representa riscos para a saude,
reforcando ainda mais a necessidade de estudos toxicolégicos, garantindo a
seguranga no uso de produtos de origem vegetal.

Visando a implantacdo de estudos toxicolégicos, existe atualmente a
necessidade da implementagdo de métodos eficazes que possam substituir o uso de
animais. Esta discussao sobre o uso de métodos alternativos ja data de 57 anos atras,
a partir da publicagao do livro Principles of Human Experimental Technique, de W.M.S.
Russell e R.L. Burch em 1959, onde se estabelece o principio dos 3R’s: Refinament
(Refinamento), Reduction  (Redugdo) e Replacement  (Substituicao).
Respectivamente, estas trés acdes estabelecem o alivio ou minimizacdo da dor e
estresse em animais, redugdo do numero de animais utilizados no experimento,
obtendo-se a mesma qualidade de informacgéo e a substituicdo de ensaios em animais
através de métodos alternativos (BRASIL, 2014; CONCEA, 2015; FLECKNELL, 2002;
RUSSELL; BURCH, 1959; SAUDE, 2009).

Diversas instituicbes internacionais renomadas, tais como a Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD), descrevem protocolos com
métodos alternativos ja validados para uso in vitro de células eucariontes, tais como

exemplo ensaio de micronucleo e de citotoxicidade (BRASIL, 2014).
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Os ensaios in vitro apresentam maior vantagem quando comparados aos

ensaios in vivo, permitindo maior reprodutibilidade dos resultados, simplicidade e
rapidez, diminuigdo dos custos e diminui¢ao do uso de animais. Além disso, os bancos
de células dispdem de uma grande variedade de linhagens, possibilitando a avaliagéo
em diferentes tipos celulares, podendo assim substituir testes de toxicidade aguda in
vitro, reduzindo o numero de amostras a serem testadas em animais (BERNAUER et
al., 2005). Sendo assim, buscando implementar tais métodos de investigagao in vitro
de atividades toxicologicas de plantas medicinais, foram utilizadas a linhagem CHO-
k1 e a linhagem L929 para ensaios preliminares de atividade citotéxica.

Na literatura cientifica, testes de atividade citotoxica geralmente sao realizados
através de ensaios colorimétricos, utilizando-se leitores de microplaca. Existem varios
métodos para essa avaliacdo em cultura de células, tais como os ensaios utilizando-
se os corantes resazurina ou vermelho neutro. Porém, a maioria dos testes
tradicionais possuem algumas limitagdes, tais como a necessidade de alta densidade
celular, o que ndo permite a observagao citotoxica por longos periodos, além de
trabalhosos por necessitarem de diversas etapas, resultando em atraso na obtengéo
dos resultados, limitando, de alguma forma, o numero de substancias e parametros
que poderiam ser analisados e testados (MARTIN; CLYNES, 1991, 1993).

Diante destes fatores, neste trabalho foram selecionados o teste de
citotoxicidade por fosfatase acida, por ser considerado um teste simples, que envolve
poucas etapas e reagentes na sua execugdo e por apresentar grande
reprodutibilidade e exatidao (MARTIN; CLYNES, 1991, 1993).

O principio do método se baseia no fato de que o reagente 4-nitrofenil dissédico
hexa-hidrato de fosfato (pNPP) é amplamente utilizado como substrato para
determinar a atividade catalitica de varias fosfatases. O grupo fosfato de pNPP é
clivado pela enzima para produzir p-nitrofenol, o que também é incolor uma vez que o
maximo comprimento de onda de excitagdo para a eletrbnica de p-nitrofenol meio
aquoso € 318 nm. No entanto, em condigdes alcalinas, o p-nitrofenol é convertido para
0 anion de p-nitrofenolato, resultando em um desvio batocromico (a alteragédo na
absorvancia de um composto a um comprimento de onda maior com base em
condicdes de solugao) para cerca de 400 nm. Este é na extremidade azul do espectro
eletromagnético, mas uma vez que vé a cor da luz refletida (em oposi¢cao a luz

absorvida), a solugdo em amarelo (Figura 7).
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Figura 7. Representagdo esquematica da reacgédo catalisada por fosfatase para formacao do p-
nitrofenolato

Fonte: a autora, editado em software "ChemBioDraw® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versdo 12.0,
2007 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).

A linhagem celular CHO-k1 é originada a partir de uma linhagem CHO parental
a através da biopsia do ovario do hamster Chinés adulto, e sdo frequentemente
utilizadas na investigagéo biolégica e médica, sendo comercialmente empregadas na
producao de proteinas terapéuticas, estudos genéticos, toxicoldgicos, nutricionais e
na expressao de proteinas recombinantes (JAYAPAL et al., 2007). As culturas obtidas
a partir deste material biolégico oferecem um padrao de crescimento excelente e pode
crescer de forma continua durante mais de 10 meses (PUCK; CIECIURA; ROBINSON,
1958).

A linhagem celular L929 foi uma das primeiras linhagens celulares
estabelecidas em cultura imortalizada. E derivada do clone da geracéo 95 de tecido
subcuténeo areolar e adiposo de um camundongo macho com 100 dias de idade e
pode ser utilizada para reportar ensaios de citotoxicidade (SANFORD; EARLE;
LIKEKY, 1948).

Além disso, as duas linhagens celulares acima destacadas sdo linhagens
celulares imortalizadas nédo neoplasicas, ou seja, apresentam metabolismo mais
proximo ao metabolismo normal, quando comparadas com células imortalizadas
neoplasicas. Atualmente é importante se estabelecer a atividade citotoxica em ambas
as linhagens, direcionando ou ndo o estudo mais aprofundado de atividades
quimioterapicas, bem como verificando se ha maior seletividade para células que
possuem metabolismo tumoral.

Sendo assim, com base na selegdo de métodos que permitem a investigagao
citotéxica por um periodo maior in vitro, foram realizadas em trés replicatas distintas,
com células com passagens diferentes. Cada teste foi realizado em triplicata
utilizando-se como método para revelacdo o ensaio por fosfatase acida. Os dados

foram coletados em trés diferentes tempos: 24 72 e 120 h. Também, buscando-se
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investigar a poténcia toxicolégica das oleorresinas, extratos e substancias isoladas

foram determinadas a concentragao citotéxica 20% (CCzo), 50% (CCso) € 80% (CCso).

A partir destes experimentos é possivel observar uma diminuigdo do CCpzg, CCsp
e CCsgo no decorrer do tempo apresentando valores mais baixos no periodo de 120
horas. Estes dados permitem afirmar que a citotoxicidade em células CHO-k1 (Tabela
10) e em células L929 (Tabela 11) é dose-tempo-dependente.

A partir dos resultados obtidos, € possivel observar que para ambas as
linhagens testadas os valores de CC2o, CCso € CCgo demonstraram valores reduzidos
nos tempos de 24 e 72 horas, porém com decaimento significativo em 120 horas. Isso
demonstra a importancia da investigacao de atividades citotoxicas por tempos maiores
de exposicdo, uma vez que mecanismos apoptéticos e necréticos podem ser
expressos em periodos maiores de 24 horas, dependendo do tipo de célula e do
metabolismo celular (MAJNO; JORIS, 1995).

Neste sentido, as linhagens CHO-k1 e L929, apesar de linhagens de origem
tecidual diferente, apresentaram o mesmo perfil de resultados, no mesmo periodo
avaliado, sugerindo que os efeitos citotoxicos sejam mais especificos em células nao
neoplasicas (ver resultados adiante em células neoplasicas, Tabela 23 e 25 em
células AGS, Tabela 43 em células THP-1, e Tabela 45 em células RAW264.7-Luc).
Também, vale ressaltar os efeitos dos controles positivos. Foram utilizados neste
estudo o paclitaxel e a camptotecina, substancias com conhecida atividade citotoxica
e utilizadas na clinica como antineoplasicos, além da investigagcdo dos efeitos
citotoxicos dos anti-inflamatorios ndo esteroidais, celecoxib e indometacina, utitlizados
para a investigacao da atividade anti-inflamatéria atraves do sistema multi-spot (ver
resultados adiante, Figuras 72,73, 74, 75 e 76).
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Tabela 10. Valores de concentragao citototdéxica 20% (CC20), 50% (CC50) e 80%
(CC80) para a oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C.
duckei, do acido polialtico e os controles citotdxicos paclitaxel, camptotecina,
celecoxib e indometacina no teste de viabilidade celular em linhagem celular CHO-k1
por fosfatase acida (os resultados sdo expressos em médiazEPM; n=3, por replicata,

com 3 replicatas).

Tempo 24h 72h 120h
Substancia R2 R2 R2
CCx | 36,1445 41 31,93+9,01 13,15+ 1,57
Oleorresina de C. [0 [ 6509141901 | 0,943 | 162,24+13 85 0,976 | 138,82+5,11 0,992
oblongifolia (ug/mL)
CCso | 2000,75+37,47 793,54+35,70 603,47+6,70
CCa | 46,60£12,21 45,64+12,22 42,22+8,28
Extrato das folhas de
C. oblongifolia | CCso | 1255,81+29,66 | 0,961 | 913,34+21,78 0,918 | 444,96+10,79 | 0,913
/mL
(Wg/mL) CCso | 3838,62+44,02 1273,84+34,62 846,72+23,03
CCx | 68,28+3,59 42,68+5,05 11,78+0,89
Oleorresina de  C. | oo [ 6795141964 | 0,946 | 550,46+15,19 | 0,984 | 188,634,12 | 0,832
duckei (ug/mL)
CCso | 5779,55+18,09 10817,54+40,98 666,49+14,01
CCx | 64,96+25,95 41,85+3,64 29,06+9,89
Extrato das folhas de | oo 1 909 0243381 | 0,935 | 138,00¢13,75 | 0,938 | 109,75+13,91 | 0,997
C. duckei (ug/mL)
CCso | 1940,59+35,73 695,02+32,00 293,18+23,68
CCx | 8,19+1,61 2,53+1,07 2,35+0,44
af,\'/‘f)" polialtico CCso | 315,83+7,69 | 0,817 | 43,00414,03 0,936 | 36,876,223 0,972
CCso | 1271,43+16,57 576,74+2,57 416,24+7,15
(Pal\;')“axe' CCx | 10,14+2,23 3,93+1,28 0,30+0,47
n
CCso | 135,219,092 | 0,952 | 24,24+4,68 0,961 | 22,62+3,52 0,965
CCs0 | 180,41+23,95 167,74+11,20 149,30+15,42
(C;&"w";ptote‘?i"a CCx | 17,15¢3,17 14,8043,18 11,79+5,08
CCso | 174,86+14,82 | 0,897 | 157,92+19,71 0,953 | 147,08+19,09 | 0,966
CCso | 260,94+35,21 206,66+19,36 156,40+29,43
(C?\'Ae)COXib CCx | 72,25+12,14 26,06+6,35 22,812,93
J
CCso | 710,35£14,56 | 0,975 | 549,27+57,81 0,885 | 212,52422,90 | 0,909
CCso | 1935,73+23,42 1322,49+191,08 1232,49+41,08
'(”Cli/%meta‘?i”a CCxo | 18,248,08 11,29+3,55 2,30+1,59
v
CCso | 422,82425,35 | 0,905 | 354,93+18,65 0,976 | 32,00+12,34 0,982

CCso

1152,15+36,23

980,38+87,33

444,37+39,12
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Tabela 11. Valores de concentragdo citototoxica 20% (CCzo), 50% (CCso) € 80%
(CCsgo) para a oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C.
duckei, acido polialtico e os controles citotéxicos paclitaxel e camptotecina, no teste
de viabilidade celular em linhagem celular L929 por fosfatase acida (os resultados séo
expressos em médiatEPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas).

Tempo 24h 72h 120h
Substancia R2 R2 R2
CCa | 54,41%13,55 33,0845,50 11,25+3,51
Oleorresina de C. | o0 [ g5 06421,93 0,874 | 280,28+14,76 0,915 | 126,87+6,29 | 0,977
oblongifolia (ug/mL)
CCso | 8623,83+39,25 2374,31+24,24 1430,19+19,89
Extrato das folhas | CC20 | 41,75+14,93 27,66+2,23 21,49+4,06
?fg/rfl'_) oblongifolia | oo | 503,70+19,49 0,980 | 226,77+16,90 0,995 | 167,40+9,40 | 0,892
CCso | 9226,45+37,65 1231,52+37,65 1012,88+12,27
CCa | 187,45%5,46 19,49+3,09 5,02+2,09
Oleorresina de C. | oo [ 4216041498 | 0,981 | 374,96+6,93 0,827 | 170,42¢7,76 | 0,935
duckei (ug/mL)
CCso | 9579,38+16,67 2213,10+16,13 1784,81+12,57
Extrato das folhas CC20 21,7218,52 19,96i5,26 17,9116,57
de  C.duckel | oo | 32316£14,40 | 0,956 | 224494831 0,910 | 157,30£13,02 | 0,918
(ug/mL) 50 ,16+14, ,95 ,4918, i 57,3013, i
CCso | 5830,10+18,34 2524,53+12,96 1139,19+16,38
CCa | 5,23+1,32 3,00+0,60 1,16+0,42
ﬁfl\'/ld)" polialtico CCso | 61,79+26,75 0,924 | 54,58+14,04 0,965 | 35,228,097 0,936
CCso | 3274,79+37,82 990,41+16,63 236,99+13,61
CCa0 | 4,27+2,62 2,58+1,56 1,82+0,49
Paclitaxel
M) CCso | 82,90+29,96 0,835 | 23,50+3,37 0,972 | 18,90+7,29 0,839
CCso | 331,66+35,32 302,86+36,50 183,57+15,53
CCa | 13,03+2,95 12,864,071 6,31+2,75
(Cn?w”;pmtec'”a CCso | 179,28+26,51 0,887 | 156,13+39,08 0,931 | 69,77+14,34 | 0,955
CCso | 5091,35+44,96 1870,81+65,28 378,50+42,45
CCa | 37,50+3,33 12,79+2,26 11,09+4,37
Celecoxib cc
(M) so | 329,44+28,38 0,973 | 124,72+21,19 0,984 | 112,48+12,08 | 0,964
CCso | 2894,01+63,045 1216,00+75,11 1142,09+37,12
CCa | 25514517 21,29+0,39 11,41+0,41
Indometacina CCso | 91,94+15,08 0,970 | 53,74+9,47 0,928 | 43,93+2,11 0,971

(UM)

CCso

331,61+£36,18

222,60+18,30

136,80+40,50
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Na literatura podemos encontrar dados da atividade citotoxica em diferentes

linhagens celulares utilizando-se outras espécies de Copaifera. A oleorresina de C.
langsdorffii, por exemplo ndo apresenta citotoxicidade frente a fibroblastos 3T3 de
camundongos (MASSON-MEYERS et al., 2013a). Leandro e colaboradores (2012)
em recente revisdo publicada, descrevem as varias atividades farmacologicas
atribuidas a oleorresina de Copaifera. Dentre elas podemos descrever a impotancias
de atividades citotdéxicas frente a outros organismos, tais como atividade anti-
leshimaniscida (SANTOS et al., 2008) e também atividade genotodxica in vitro e in vivo
(CAVALCANTI et al., 2006). Essas atividades e as atividades citotdxicas descritas séo
atribuidas a presenca de terpenos, tais como sesquiterpenos, e principalmente
diterpenos acidos, por exemplo, o acido caurenoico e o acido polialtico. Neste estudo,
também podemos notar que o acido polialtico, composto majoritario da oleorresina de
C. duckei também foi submetido aos ensaios em células CHO-k1 e L929, possuindo
atividade citotéxica mais pronunciada nos tempos de 72 e 120 horas, e resultando em
CCso relativamente altas, quando comparados a outras substincias com potente
atividade citotoxica — tais como o paclitaxel e a camptotecina, indicando que esta
substancia, em particular, apresenta certa tolerancia toxica.

Outro fato impotante apresentado neste estudo, atividade citotoxica de extratos
das folhas de diferentes espécies de Copaifera atualmente ndo é amplamente
discutido na literatura, onde foram encontrados uma caréncia de dados cientificos.
Sendo assim, podemos observar que as substincias presentes nos extratos das
folnas ndo apresentam efeitos citotoxicos pronunciados frente as linhagens nao
neoplasicas CHO-k1 e L929. Parte da auséncia destes efeitos se deve ao fato de que
estes extratos sdo compostos majoritariamente de substancias fendlicas tais como
flavonoides e derivados galoilquinicos (NOGUEIRA; FURTADO; BASTOS, 2015), que
podem estar favorecendo mecanismos antioxidantes e citoprotetores (REMILA et al.,
2015).

Apesar de nao ser possivel estabelecer uma relagao direta entre os resultados
descritos na literatura com os resultados obtidos neste trabalho, uma vez que os testes
séo realizados em diferentes condigbes e em diferentes linhagens celulares, com
oleorresinas e folhas coletadas em diferentes regioes e sujeitas a efeitos sazonais, &
importante que tais estudos sejam citados, para que de forma ampla, porém nao
conclusiva, se possa ter uma nog¢ao preliminar do potencial téxico das oleorresinas e

extratos de Copaifera spp.. E também importante destacar que o estudo realizado
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neste trabalho é inédito, colaborando desta forma para a ampliagéo da biblioteca de

informacgdes a respeito das plantas do género Copaifera, uma vez que nao existem
estudos de citotoxicidade descritos na literatura avaliando a oleoresina e extratos de

C. oblongifolia e C. duckei.

53.2 Efeitos toxicos observados no teste de toxicologia aguda dose Unica in

vivo — 14 dias e no teste de toxicidade sub-cronica doses repetidas in vivo — 90 dias

Como principal sinal clinico, os animais tratados com as doses de 1000 e 2000
mg/kg de oleorresina de C. oblongifolia, ou C. duckei apresentaram redugao da
atividade geral dos animais. Quatro horas apds a administragéo da oleorresina de C.
oblongifolia, houve melhora da letargia dos animais. A oleorresina de C. duckei
apresentou toxicidade, pois 100% dos animais tratados morreram apés 48 h na
administragao de 2000 mg/kg. Alteragdes na atividade geral e consciéncia dos animais
podem ser indicativos de atividade no sistema nervoso central ou autbnomo dos
animais, indicando uma possivel atividade sedativa, depressora ou miorrelaxante
(KANJANAPOTHI et al., 2004).

No screening hipocratico os animais tratados com oleorresina de C. duckei
apresentaram diminuigdo da resposta ao toque, do ténus corporal, da forga de agarrar
(astenia e ataxia). Acima de 12 h os animais apresentaram anorexia, hipnose,
piloerecao e cianose. Estes efeitos apresentados podem estar associados a presencga
de diterpenos acidos, tais como o acido polialtico, uma vez que o0 mesmo apresenta
atividades citotéxicas e hemoliticas, levando a morte de hemacias in vitro apds 3 h de
exposigao (IZUMI et al., 2012). Outro exemplo é o acido hardwickiico, presente em
algumas oleorresinas de Copaifera spp. apresenta atividade sobre receptores
dopaminérgicos e noradrenérgicos in vitro, e atuando também como agonistas em
receptores opioides Kk e ©, podendo justificar, em parte, os seus efeitos das
oleorresinas sobre o sistema nervoso central (PITTALUGA et al., 2013). De acordo
com a literatura, os diterpenos acidos encontrados nas oleorresinas de Copaifera spp.
tornam-se importantes moléculas na investigagéo de atividades farmacoldgicas para
o tratamento de desordens do sistema nervoso central, tais como disturbios de humor,

drogas abuso, ansiedade, hipdxia e dor.
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Porém, os efeitos téxicos nao foram observados na administragao de acido

polidltico isolado a partir de C. duckei, 0 que sugere que tais efeitos podem estar
associados a outras substancias, tais como os sesquiterpenos.

Como a oleorresina de C. duckei apresentou efeitos indicativos de toxicidade
no teste agudo, esta foi testada a nivel subcrénico, nas doses repetidas de 1, 10 e 100
mg/kg durante 90 dias. A oleorresina de C. oblongifolia nao promoveu a morte dos
animais no ensaio agudo, por este motivo, ndo foi testada a nivel subcrénico. Durante
a administracdo das diferentes doses de oleorresina de C. duckei, nado foram
observadas alteragbes no comportamento dos animais. Os animais tratados com
extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei também n&o apresentaram
comportamento indicativo de toxicidade. Todos os animais tratados foram mortos por
aprofundamento da anestesia, sendo posteriormente submetidos a coleta de sangue
por pungao cardiaca e as necropsia para coleta dos 6rgaos e analise histopatoldgica.
Em todos os grupos de animais tratados ndo houve diferengas estatisticas em ganho
de peso ou consumo de agua e ragdo quando comparados ao grupo controle.

Alteracdes no peso dos animais sao um parametro importante para a avaliagao
da toxicidade de um extrato ou substancia (JAHN; GUNZEL, 1997).

Animais tratados com as maiores doses de oleorresina apresentaram um maior
consumo de agua quando comparados com 0s demais grupos € um menor consumo
de ragéo (Tabela 12 e 13).
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Tabela 12. Efeitos da administragcédo oral da oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, do acido
poliatico (1000 e 2000 mg/kg) sobre o peso corporal, consumo de agua e ragdo dos animais durante o teste de toxicidade aguda

Média de peso corporal

Variagao de peso acumulado

Média de consumo de agua

Média de consumo de ragao

Tratamento Do/ske (9) (%) (mL/dia) (g/dia)
V-O. (mglkg) Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Controle - 126.42+1.77 116.88+1.75 3.83+£0.39 3.73+0.57 23.81+£3.97 28.57+1.97 19.52+2.35 20.29+0.89
Oleorresina de 1000 122.17+7.58 111.96+1.87 2.49+0.44 2.43+0.47 23.57+1.04 16.06+0.40 16.33+0.38 23.10+0.70
C. oblongifolia 2000 124.67+1.77 118.63+2.11 2.34+0.40 2.60+0.51 27.43+0.76 28.10+£1.44 16.49+0.90 16.29+0.97
Extrato das
folhas de C. 2000 109.63+2.46 107.83+1.32 3.27+0.30 3.18+0.54 25.71£1.12 24.76+1.04 17.35+1.01 16.85+0.87
oblongifolia
Oleorresina de 1000 106.21+£1.45 112.46£1.35 2.05+£0.36 1.904£0.38 20.57+2.62 19.33+2.61 11.35+1.35 11.12+1.37
C. duckei 2000 - - - - - - - -
Extrato das
folhas de C. 2000 112.75+£1.98 109.29+1.87 3.63+£0.28 3.49+0.49 24.05+£0.85 23.57+1.37 17.40+£0.88 16.18+0.75
duckei
Acido poliltico 1000 116.17£1.60 115.88+2.11 2.98+0.57 2.90+0.84 25.71+£3.84 24.05+3.84 18.67+0.78 23.00£3.00
2000 115.58+1.54 111.33+£2.15 2.97+0.29 2.84+0.39 25.48+3.19 23.33+£3.17 18.33+£0.76 22.14+1.62

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo

teste de Tukey para comparacodes.

Tabela 13. Efeitos da administragao oral da oleorresina de C. duckei (1, 10 e 100 mg/kg) sobre o peso corporal, consumo de agua
€ racdo dos animais durante o teste de toxicidade subcrbnica

Tratamento

Dose

Média de peso corporal

Variagao de peso acumulado

Média de consumo de agua

Média de consumo de ragao

(9) (%) (mL/dia) (g/dia)
V-O- (mglkg) Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Controle - 126,42+1,77 116,88+1,75 0,55+0,34 0,73+0,29 30,95+4,33 57,38+7,98 19,76+3,09 25,14+6,52
Oleorresina de 1 148,35+1,73 162,52+1,84 0,81+0,47 0,94+1,32 46,67+9,56 56,43+10,55 22,57+3,56 24,38+3,86
C. duckei 10 139,87+0,89 154,23+2,89 0,45+0,33 0,97+0,33 32,62+4,22 30,71+2,30 15,76+1,42 19,81+2,70
’ 100 134,99+0,87 134,79+1,46 0,42+0,25 0,78+0,35 25,48+4,07 21,43+3,51 12,24+1,03 19,52+2,10

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo

teste de Tukey para comparacgoes.



121

LEMOS, M. DBosillodss e Do

Do mesmo modo, ndo houve diferencgas significativas no hemograma e no perfil

bioquimico dos animais tratados com o extrato das folhas de C. oblongifolia e C.
duckei, confirmando assim, a seguranca na administracdo destes extratos. O
tratamento com a oleorresina parece nao influenciar no niumero total de hemacias,
porém pode-se observar um aumento da hemoglobina, do hematécrito, do volume
corpuscular médio, da hemoglobina corpuscular média e da concentragdo de
hemoglobina corpuscular média, tanto no ensaio agudo quanto no subcrénico (Tabela
14 e 15).

Nos animais tratados com as oleorresinas de Copaifera foram observadas
plaguetopenia (trombocitopenia). As plaquetas sao essenciais para a formagao do
tampao hemostatico em resposta ao dano vascular. A trombocitopenia pode estar
associada ao decréscimo na producdo ou ao aumento da destruicdo, comum na
quimioterapia intensa. A exposi¢cdo a agentes toxicos pode resultar em aumento da
destruicdo de plaguetas mediadas por diversos mecanismos, interferindo em toda a
cascata de coagulagao (KLAASSEN, 2013).
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Tabela 14. Efeitos da administracédo oral da oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, do acido
poliatico (1000 e 2000 mg/kg) sobre o hemograma (série vermelha) dos animais durante o teste de toxicidade aguda

Tratamento Dose Séri
érie vermelha
V.0. (mg/kg)
Machos RBC HGB HCT VCM HCM CHCM RDW PLT VPM
(M/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (%) (K/uL) (fL)
Controle - 7.75+0.05 14.37+0.03 76.30+0.89 98.37+0.90 18.53+0.09 18.87+0.20 17.17+0.15 356.90+5.60 | 176.79+0.03
Oleorresina 1000 8.04+0.67 17.13+2.87 72.18+4.67 78.68+£10.99 18.98+2.12 24.30+4.29 15.87+3.51 | 478.33+16.17 7.07+4.08
de C , 2000 8.09+0.75 17.13+2.87 72.18+4.67 85.35+8.86 18.98+2.12 24.30+4.29 19.20+3.00 515.33+9.53 7.2014.16
oblongifolia
Extrato das
folhas de C. 2000 7.81+£0.09 15.35+0.14 70.20£0.46 89.90+0.40 19.70+0.06 21.90£0.06 18.45+0.78 617.00+5.20 5.92+0.20
oblongifolia
Oleorresina 1000 7.76+0.05 13.45+0.14 44.60+0.06 57.50+0.29 17.35+0.09 30.20+0.23 13.30£0.12 | 536.00+13.18 8.15+0.03
de C. duckei 2000 - - - - - - - - -
Extrato das
folhas de C. 2000 7.63+£0.34 15.354+0.26 55.25+4.88 65.20+4.73 17.904£0.46 26.05+£2.17 16.25£1.13 | 567.17+£18.65 7.42+0.56
duckei
Acido 1000 7.67+0.16 15.83+0.35 76.83+1.31 100.27+0.91 20.67+0.13 20.63£0.12 17.13£0.38 | 528.33+19.72 6.30£0.20
polialtico 2000 7.69+0.03 14.17+0.13 76.13+0.66 98.97+1.02 18.43+0.18 18.63+0.13 17.93+0.52 | 627.00+25.11 5.77+0.16
Tratamento Dose Séri
érie vermelha
V.0. (mg/kg)
Fémeas RBC HGB HCT VCM HCM CHCM RDW PLT VPM
(M/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (%) (K/uL) (fL)
Controle - 6.90+£0.24 14.00+0.32 63.00£1.75 91.30£0.70 20.3040.25 22.2040.21 17.07+0.22 | 760.33+12.36 5.27+0.16
Oleorresina 1000 7.74+0.18 15.87+0.47 71.10+2.60 83.10+£5.13 20.37+1.08 22.72+1.29 16.404£2.62 | 455.33£15.32 | 32.9046.32
de C , 2000 7.77+0.19 15.53+0.29 71.10£2.14 84.43+6.92 20.03£0.20 21.72+0.17 17.404£0.92 | 478.67+17.54 7.17+0.64
oblongifolia
Extrato das
folhas de C. 2000 7.67+0.16 15.074£0.32 69.23+£1.07 90.27+0.55 19.704£0.06 21.804£0.12 17.60£1.15 | 659.00+42.32 6.061£0.24
oblongifolia
Oleorresina 1000 7.82+0.08 13.52+0.16 44.52+0.10 57.00+£0.58 17.40+0.10 30.10£0.25 13.40+0.15 | 522.68+13.90 8.14+0.03
de C. duckei 2000 - - - - - - - - -
Extrato das
folhas de C. 2000 7.95+0.18 14.204£0.85 54.60+9.60 68.57+11.57 17.904£0.85 27.00+2.80 15.03£1.59 | 571.50+£18.24 7.06+0.60
duckei
Acido 1000 7.66+0.16 15.704£0.41 76.65+1.43 99.90+0.08 20.50+0.08 20.50+0.16 17.20+0.08 463.50+7.76 6.00£0.16
polialtico 2000 7.12+0.22 13.63+0.42 72.63+1.58 93.63+9.38 46.53+17.23 18.77+0.26 17.90+0.57 | 576.67+13.92 5.38+0.15

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Tukey para comparagoes.
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Tabela 15. Efeitos da administracédo oral da oleorresina de C. duckei (1, 10 e 100 mg/kg) sobre o hemograma (série vermelha) dos
animais durante o teste de toxicidade subcrbnica

LEMOS, M.

Tratamento Dose ..
Série vermelha
Vv.0. (mg/kg)
Machos RBC HGB HCT VCM HCM CHCM RDW PLT VPM
(M/pL) (g/dL) (%) (fL) (P9) (g/dL) (%) (K/pL) (fL)
Controle - 7,17+0,24 17,15%£1,78 35,77+£7.33 59,47+0,72 30,97+6,46 51,30+9,62 18,77+0,12 | 477,67+50,54 6,70+0,15
Oleorresina 1 7,70+£0,36 15,81+0,99 36,8046,71 77,33£19,33 27,57+7,52 47,60£13,00 17,53+0,79 | 406,67+43,76 5,60+0,50
de C. duckei 10 7,33+0,06 15,10+0,26 43,23+0,28 58,97+0,41 20,63+0,33 35,00+0,40 19,37+0,71 | 403,67+52,72 4,35+0,25
100 8,08+0,45 16,27+1,01 30,1345,68 95,87+19,14 33,63+6,87 58,47+12,05 16,93+0,37 | 435,67+28,48 6,21+0,50
Tratamento Dose Série vermelha
V.0. (mg/kg)
Fémeas RBC HGB HCT VCM HCM CHCM RDW PLT VPM
(M/uL) (g/dL) (%) (fL) (p9) (g/dL) (%) (K/uL) (fL)
Controle - 7,41+0,18 15,3040,35 76,67+1,70 103,33+0,33 20,60+0,06 19,97+0,09 18,73+0,52 | 578,67+84,33 5,99+0,48
Oleorresina 1 7,22+0,08 15,07+0,27 75,57+1,38 104,67+0,67 20,87+0,17 19,97+0,03 20,37+1,32 | 645,00+83,56 5,62+0,18
de C. duckei 10 6,63+0,05 13,90+0,26 60,004£9,92 105,67+0,67 21,03£0,32 19,90+0,40 17,40+0,71 736,67+60,63 4,81+0,17
100 6,76+0,18 13,20+0,35 68,40+1,13 101,20£1,33 19,53+0,15 19,30+0,36 17,67+0,82 | 751,00+81,64 5,29+0,54

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo

teste de Tukey para comparacodes.
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O aumento de todos os parametros hematoldgicos tais como hemacias e

hemoglobina, pode ser caracterizado como policitemia. Neste quadro, o sangue torna-
se mais viscoso, dificultando o transporte de oxigénio, reduzindo ao valor de 60% ou
menos na corrente sanguinea. Podem ser causados por desidratacdo ou contragao
esplénica apds estresse ou dor, resultando em injegdo temporaria de grande massa
de eritrocitos na corrente sanguinea (JAIN, 1993).

O tratamento com a oleorresina e extrato de C. oblongifolia promove uma
diminuicdo do numero total de leucécitos, com aumento evidente de mondcitos
(Tabela 16 e 17). Quadros de leucopenia podem estar relacionados ao aumento do
cortisol em situagdes de estresse fisioldgico, podendo ser causado por uma liberagao
de catecolaminas (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). A monocitose transitéria pode
ser observada também em quadros inflamatérios agudos (JAIN, 1993).

Ja o tratamento com oleorresina C. duckei promoveu aumento total de
leucécitos com o tratamento de 1000 mg/kg. Apds 24 h do tratamento com a
oleorresina de C. duckei na dose de 2000 mg/kg houve grande aumento no numero
total de leucdcitos, com grande neutrofilia, diminuigdo de linfécitos, mondcitos e
eosindfilos. O tratamento com o extrato das folhas de C. duckei manteve os valores
de leucograma em niveis normais (Tabela 16 e 17).

Em condigdes fisioldgicas, a atuagdo da adrenalina causando condigbes de
estresse, medo, excitacdo ou exercicio intenso podem aumentar o nivel de leucécitos.
Traumas, infeccdes bacterianas, corticoesteroides, doencga inflamatéria e intoxicacdes
sdo as condigbes patolégicas onde ha aumento de leucdcitos, principalmente os

neutréfilos, geralmente acompanhado de desvio a esquerda (JAIN, 1993).
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Tabela 16. Efeitos da administracédo oral da oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, do acido
poliatico (1000 e 2000 mg/kg) sobre o hemograma (série branca) dos animais durante o teste de toxicidade aguda

LEMOS, M.

Tratsn;ento Dose (mg/kg) Série Branca
Vachos WBC NEU LIN MONO EOS BASO
(K/uL) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle : 5.00+1.19 28 37%4.23 62.303.87 4.18£2.10 7.830.96 0.35£0.18
Oleorresina de C. 7000 5.79+1.01 51.63£8.38 48.23+10.24 13.54+0.51 3.492053 2.770.76
oblongifolia 2000 462127 4522+12.85 38.60£16.62 10.29+3.76 3.6841.07 2.88+1.16
Extrato das folhas 2000 3.2040.09 35.1540.43 48.50+4.97 8.89+2.66 4.36+1.03 3.1240.85
de C. oblongifolia
Oleorresina de C. 1000 8.33£0.73 57.00£6.33 30.54%3.96 3.7820.59 3.55:1.80 2.93%0.08
duckei 2000 : . : : ; :
Exggt‘é.djjgﬁé?as 2000 6.31£0.05 56.50+1.96 29.80£0.12 6.39£0.46 3.84+0.16 4.93+0.34
Acido oolilicn 1000 4.260.50 26.37+3.55 52.5742.26 12.53£0.98 4481063 4.09£1.60
P 2000 4.13:0.45 37433 51 49.37%0.98 6.642.51 5.25%1.04 1.08+1.15
Trat‘e:no'lento Dose (mg/kg) Série Branca
Fomons WBC NEU LIN MONO EOS BASO
(K/uL) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle : 7.30+1.96 52.8318.43 39.1717.50 4.05+1.30 2.57t1.25 1.3810.24
Oleorresina de C. 1000 507+1.16 44.30+7.28 51574679 13.54%0.51 4.490.73 3.44%0.78
oblongifolia 2000 4.92¢114 4530£12.78 38.23%16.28 10.20%3.85 3.491.09 2.77¢1.25
Extrato das folhas 2000 3.53+0.35 35.87+0.84 47.63+5.04 7.97+2.82 6.18+2.09 2.35¢1.15
de C. oblongifolia
Oleorresina de C. 7000 7752043 57.70%6.29 29.55+3.84 3.79£0.59 3.08:1.73 2.9120.08
duckei 2000 - - - - - -
Extrato das folhas 2000 6.67+0.99 52.47+4.49 31.13+1.34 8.01+1.21 5.73+2.32 2.68+1.52
de C. duckei
Acido boliAltics 7000 4.0410.23 26551274 53.9516.82 417£3.09 7.28+1.62 3.02£2.92
P 2000 3.45:1.17 30.37%5.57 53.50£8.69 567+3.70 3.3720.02 1.93%1.00

Os dados representam a médiazE.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo

teste de Tukey para comparagoes.
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Tabela 17. Efeitos da administracdo oral da oleorresina de C. duckei (1, 10 e 100 mg/kg) sobre o hemograma (série branca) dos
animais durante o teste de toxicidade subcrbnica

Trat‘a:r:ento Dose (mg/kg) Série Branca
Machos wBC NEU LIN MONO EOS BASO
(KfuL) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle - 5,51+0,76 29,53+6,00 63,97+6,97 5,96+2,14 0,22+0,07 0,3040,07
Oleorresina de C. 1 2,93+0,20 20,57+5,27 64,40+2,35 9,06+3,39 0,23+0,04 8,77+0,76
duckei 10 5,5240,29 33,03+1,59 57,67+6,28 2,79+2,49 0,0740,05 0,12+0,05
100 6,26+0,24 38,10+3,25 58,67+1,20 2,96+2,07 0,16+0,08 0,16+0,08
Trat\a:r:ento Dose (mg/kg) Série Branca
Fémeas wBC NEU LIN MONO EOS BASO
(K/uL) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle - 5,58+0,25 40,13+2,60 50,17+2,49 4,83+1.02 3,90+2,58 0,14+0,00
Oleorresina de C 1 4,50+0,81 37,10+1,93 46,17+1,18 10,15+1,70 4,04+1,21 2,52+0,93
duckei ’ 10 5,60+1,68 39,07+5,26 48,7746,19 5,73+1,70 3,58+0,87 2,83+1,99
100 6,43+0,72 32,20+5,51 53,40+8,64 7,43+2,40 3,06+0,56 3,93+1.19

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Tukey para comparacodes.
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A oleorresina das espécies de Copaifera spp. apresentam compostos que

promovem agdes citotdxicas in vitro e in vivo (ABRAO et al., 2015; LIMA et al., 2003b;
MAISTRO et al., 2005; SACHETTI et al., 2009, 2011; VARGAS et al., 2015). Estes
efeitos citotdoxicos podem ser observados in vivo, como resultado do estresse
fisiolégico nos animais, contribuindo para a progresséo do quadro toxicolégico.

As alteragdes nos parametros bioquimicos observados foram o aumento dos
niveis de glicose, colesterol, triglicerideos, ureia, AST e ALT com a administracéo da
oleorresina de C. oblongifolia e C. duckei. A dose de 2000 mg/kg de oleorresina de C.
duckei diminuiu os niveis de glicose, colesterol, triglicerideos, ureia, creatinina, AST e
ALT e y-GT (Tabela 18 e 19). As anormalidades detectadas nas atividades séricas
das enzimas hepaticas e marcadores renais sdo consideradas indicadores sensiveis
de perturbacdes hepaticas, pancreaticas e renais. Elevacdes nas atividades séricas
enzimaticas podem dever-se a alteracdes reversiveis ou irreversiveis na
permeabilidade celular, inducdo de enzimas microssomais ou lesdes estruturais

associadas a necrose, colestase ou isquemia hepatocelular.
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Tabela 18. Efeitos da administracédo oral da oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, do acido

LEMOS, M.

poliatico (1000 e 2000 mg/kg) sobre os parametros bioquimicos dos animais durante o teste de toxicidade aguda

Tratamento Dose Para . P
arametros bioquimicos
V.0. (mg/kg)
Machos Glicose Colesterol Triglicerideos Ureia Creatinina AST (TGO) ALT (TGP) GamaGT
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L)
Controle - 124.00+8.72 58.67+1.33 81.3345.81 52.00+2.31 0.27+0.07 61.33+10.97 64.67+5.70 12.0042.31
Oleorresina 1000 282.33+13.67 118.00+11.02 118.3316.49 55.33+1.76 0.31+0.05 60.67+2.67 61.33+11.57 14.00+1.15
de C ; 2000 264.00+£12.17 111.33213.38 | 139.00+16.26 58.00+1.15 0.33+0.07 67.00+4.73 87.33+25.44 12.334£3.18
oblongifolia
Extrato das
folhas de C. 2000 182.00+6.93 77.00£1.73 96.00+10.39 55.00+0.58 0.20+0.00 55.0045.20 81.00+10.97 17.00+0.58
oblongifolia
Oleorresina 1000 250.00+2.31 99.00+4.04 129.00+16.74 57.00+2.89 0.20+0.00 63.00+6.35 91.00+6.35 9.00+0.58
de C. duckei 2000 - - - - - - - -
Extrato das
folhas de C. 2000 169.00+4.04 59.00+9.81 109.00+24.83 45.00+7.51 0.30+0.06 51.00+12.12 53.00+7.51 13.00+0.58
duckei
Acido 1000 222.67+15.44* 74.00+5.03 96.67+11.57 54.67+3.71 0.20+0.00 39.3345.33 54.67+7.06 10.67+1.33
polialtico 2000 262.67+16.75* | 148.67+17.14* | 216.00+14.85* 78.67+8.19 0.27+0.07 145.33+4.06* 119.0049.16* 12.00+1.15
Tratamento Dose Para . o
arametros bioquimicos
V.0. (mg/kg)
Fémeas Glicose Colesterol Triglicerideos Ureia Creatinina AST (TGO) ALT (TGP) GamaGT
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L)
Controle - 130.00+12.49 62.00+9.02 40.67+4.67 42.33+0.33 0.20+0.00 50.0048.33 68.67+2.91 13.33+0.67
Oleorresina 1000 268.67+15.10 118.00+17.93 | 127.00+10.54 54.67+5.46 0.33+0.07 64.33+5.49 86.00+24.58 11.674+2.96
de C . 2000 282.00+10.58 108.00+15.53 120.67+3.71 54.67+4.37 0.33+0.07 66.67+4.67 84.67+15.50 11.33+2.91
oblongifolia
Extrato das
folhas de C. 2000 133.33+13.28 81.33+4.67 114.67+9.40 60.67+5.70 0.27+0.07 55.33+5.21 81.33+10.97 17.33+0.67
oblongifolia
Oleorresina 1000 244.00+6.43 82.67+16.83 123.67+17.57 58.00+3.06 0.20+0.00 64.6716.57 93.0046.66 9.00+0.58
de C. duckei 2000 - - - - - - - -
Extrato das
folhas de C. 2000 168.67+4.06 100.00+9.28 125.33+13.72 48.00+8.08 0.33+0.07 56.67+13.38 50.00+8.08 12.67+0.67
duckei
Acido 1000 190.67+13.13 69.33+8.74 110.00+9.08 56.67+7.69 0.12+0.01 35.33+1.33 58.00+3.06 11.33+1.33
polialtico 2000 235.00+9.85* 266.67+7.88* | 380.67+13.97* 72.33+7.54 0.27+0.07 145.00+5.69* | 126.33+14.40* 16.00+2.00

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo

teste de Tukey para comparagdes com o grupo controle.
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Tabela 19. Efeitos da administragcao oral da oleorresina de C. duckei (1, 10 e 100 mg/kg) sobre os parametros bioquimicos dos

LEMOS, M.

animais durante o teste de toxicidade subcrbnica

Trat:rgento Dose (mg/kg) Parametros bioquimicos
Machos Glicose Colesterol Triglicerideos Ureia Creatinina AST (TGO) ALT (TGP) GamaGT
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L)
Controle - 168,00+10,26 78,67+5,93 85,33+13,38 64,67+2,67 0,27+0,07 84,67+13,48 69,33+2,91 8,00+1,15
Oleorresina de 1 140,67+47,11 76,0014,00 89,33+21,67 43,33+6,96 0,20+0,00 64,00+21,20 48,00+5,77 5,3340,67
C. duckei 10 158,0049,45 61,33+3,53 44,67+8,74 47,33+2,40 0,20+0,00 85,00+7,00 80,00+14,00 6,00+1,15
' 100 136,00+19,29 69,33+6,36 44,67+5,46 48,00+0,00 0,47+0,07 102,00+8,00* 52,00+1,15 6,67+0,67
Trat\a:rgento Dose (mg/kg) Parametros bioquimicos
Fémeas Glicose Colesterol Triglicerideos Ureia Creatinina AST (TGO) ALT (TGP) GamaGT
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L)
Controle - 199,33+17,02 80,00+9,87 116,00+20,00 62,67+3,71 0,27+0,07 195,00+15,00 62,00+6,43 8,00+1,15
Oleorresina de 1 175,33+13,97 73,33+3,53 133,33+4,06 56,67+6,77 0,27+0,07 85,00+33,00 68,00+7,02 9,3340,67
C. duckei 10 197,00+33,00 68,00+10,00 114,00+46,00 73,00+7,00 0,40+0,00 73,00+11,00 71,00+5,00 10,00+2,00
) 100 157,33+16,34 64,00+9,17 59,00+1,00 61,33+2,40 0,20+0,00 141,33+7,69* 61,33+3,33 8,67+0,67

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Tukey para comparacodes.
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A reducgédo ou aumento do peso dos érgéos internos € um indice simples e

sensivel indicativo de toxicidade apds exposicdo, e muitas vezes, sado efeitos
associados ao tratamento (SELLERS et al., 2007; TEO et al., 2002).

Neste trabalho, o tratamento as oleorresinas e extratos de Copaifera spp. nao
induziram mudangas significativas no peso relativo dos érgdos dos hamsters de
ambos os sexos, com excessao dos rins, figado e pancreas.

O aspecto visual do figado é compativel com a presenca de esteatose. No
pancreas as nao foram evidenciadas lesdes levam a pancreatite, porém observa-se o
aumento do peso do 6rgao, sugerindo edema e possivel lesdo microscépica. Nos rins,
a nefrotoxicidade € acompanhada pelo aumento dos niveis de creatinina e glicose, os
quais foram observados nos exames bioquimicos. Diversos processos toxicoldgicos
envolvendo o figado, o pancreas e os rins podem causar elevagdes proporcionalmente
distintas nas enzimas e marcadores, devido a variacdo na distribuigdo de cada um no
organismo (SHIRWAIKAR; KHAN; MALINI, 2003). Entretanto, o aumento destes
parametros bioquimicos aponta para uma possivel sobrecarga hepatica, pancreatica
e renal, as quais devem ser investigadas mais detalhadamente através da observagéao
de laminas histoldgicas (Tabela 20 e 21).

Com relagao a analise histolégica dos 6rgaos alterados, em geral, as estruturas
funcionais apresentam aspecto normal, porém com intenso infiltrado inflamatério, com
presengca de células polimorfonucleares (Tabela 22). Essas alteragdes sé&o
apresentadas tanto em animais submetidos ao teste de toxicidade aguda com uma
unica dose, quanto aos animais submetidos ao teste de toxicidade subcrénica com
doses repetidas em 90 dias, e nas duas doses testadas, sugerindo que sao alteragdes
que nao dependem da e dose-tempo. As alteragdes histolégicas no figado podem
sustentar as alteragdes bioquimicas observadas para AST e ALT em animais que
receberam a oleorresina.

A metabolizacdo de terpenos pode resultar em substancias potencialmente
nocivas, tais como compostos oxigenados (SCHMIDT; BELOV; GOEN, 2013) para o
funcionamento mitocondrial, estimulando reagbes imunolégicas especificas
(PADUCH et al., 2007). O dano hepatico pode ser resultado do metabolismo de fase
1, com a participagédo enzimatica do CYPa4s0, € 0 metabolismo de conjugacgéao (fase 2)
(ARIYOSHI et al., 1975; AUSTIN et al., 1988; VIGUSHIN et al., 1998). Além disso, o

aumento da atividade da CYPaso pode resultar em espécies reativas de oxigénio, que
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danificam os mecanismos de respiragao mitocondrial e a produg¢ao de ATP, inibindo a
B-oxidagao e resultando em esteatose (ARIYOSHI et al., 1975; AUSTIN et al., 1988).

A esteatose foi observada nos animais tratados com oleorresina de C. duckei,

sugerindo que as alteragdes histolégicas com presenca de células inflamatdrias,
principalmente no parénquima hepatico, sugerem danos hepaticos rimarios, isto €&,
predispde a formagao de necrose ou apoptose mediada por respostas imunolégicas
especificas, com possivel participagao de linfocitos T citotdxicos, embora estas células
nao estejam presentes nos cortes histolégicos (WU et al., 2012; YEH; BRUNT, 2007).

O aumento do peso do figado pode ser decorrente ao aumento do volume
celular, associada a formagdo de microvacudlos ou espacgos citoplasmaticos em
resposta a agdo dos produtos do metabolismo dos terpenos, resultando em acumulo
de soédio e do teor de agua (KOSIF et al., 2010).

Vale ressaltar que a dose toxica letal € acima de 1000 mg/kg em dose unica, e
o perfil toxico foi observado em animais repetidamente tratados com 100mg/kg. Tais
resultados téxicos encontrados ndo podem ser relevantes para os seres humanos,
considerando-se apenas as doses utilizadas em animais, uma vez que a superficie
corporal de um humano representa aproximadamente 100 vezes maior que a
superficie corporal de um hamster (KLAASSEN, 2013). Na pratica, a exposi¢cao
humana a produtos, cosméticos ou fitoterapicos, contendo a oleorresina de Copaifera

spp. nao seria o suficiente para produzir lesdo hepatica, renal ou pancreatica.
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Tabela 20. Efeitos da administracédo oral da oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, do acido

poliatico (1000 e 2000 mg/kg

sobre a proporg¢do dos 6rgados dos animais durante o teste de toxicidade aguda

Tratamento Dose Proporcao do peso dos 6rgaos em relagcdao ao peso corporal
v.o. (mglkg) porgéo do p g 60 a0 peso corp
Machos Coragao Pulmoes Rins Figado Adrenal | Estomago | Pancreas Bexiga Intestinos | Testiculos
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle ; 0.28:0.15 | 0.65+0.02 | 0.86+0.06 | 3.19+0.06 | 0.08%0.02 | 2.57+0.23 | 0.13:+0.03 | 0.230.06 | 9.25:0.29 | 0.43:0.18
Oleorresina de C. 1000 0.26+0.03 | 0.58+0.03 | 0.76+0.02 | 4.02+0.17 | 0.04+0.00 | 0.77+0.00 | 0.29+0.00 | 0.13+0.01 | 9.64+0.63 | 0.21%0.02
oblongifolia 2000 0.28+0.01 | 0.64+0.09 | 0.73+0.04 | 4.38+0.45 | 0.04+0.00 | 0.74+0.01 | 0.29+0.02 | 0.14+0.01 | 10.73+0.08 | 0.23+0.00
EXtrg‘t%g;i;?}gﬁ: de 2000 0.44+0.04 | 0.78+0.03 | 1.05+0.24 | 3.86£0.50 | 0.08+0.00 | 0.86+0.00 | 0.24+0.00 | 0.16£0.00 | 12.09+0.06 | 0.17+0.00
Oleorresina de C. 1000 0.43+0.03 | 0.48+0.05 | 1.25+0.30 | 6.19+0.34 | 0.08+0.00 | 1.46+0.10 | 0.410.05* | 0.24+0.00 | 11.35+0.46 | 0.24+0.01
duckei 2000 - - - - - - - - ; -
EXtrat‘édstflf;?aS de | 2000 | 0.45:0.05 | 0.7620.03 | 0.95:0.19 | 3.76£0.49 | 0.07:0.00 | 1.12:0.16 | 0.21:0.03 | 0.25:0.00 | 11.76%0.06 | 0.15£0.01
Acido bofidlfico 1000 0.40+0.03 | 0.66+0.01 | 1.02+0.03 | 3.67+0.18 | 0.05+0.01 | 1.150.29 | 0.13x0.00 | 0.16+0.01 | 10.31+1.04 | 0.40%0.13
P 2000 0.33+0.14 | 0.83+0.11 | 1.14+0.09* | 5.72+1.02* | 0.06+0.00 | 1.43+0.33 | 0.24+0.01* | 0.84+0.65 | 13.90+0.47 | 0.26+0.01
LT i Proporgao do peso dos érgaos em relagao ao peso corporal
V.0. (mg/kg)
Fémeas Coragao Pulmoes Rins Figado Adrenal | Estomago | Pancreas Bexiga Intestinos Ovarios
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle ; 0.33:t0.01 | 0.59+0.06 | 0.82+0.05 | 3.32+0.30 | 0.040.01 | 0.72+#0.02 | 0.19:0.03 | 0.13x0.01 | 7.42+0.05 | 0.07%0.00
Oleorresina de C. 1000 0.3620.01 | 0.61+0.05 | 0.78+0.03 | 3.21#0.11 | 0.06+0.01 | 0.71x0.03 | 0.10+0.01 | 0.110.01 | 6.96+0.42 | 0.090.00
oblongifolia 2000 0.36+0.02 | 0.64+0.06 | 0.88+0.05 | 3.47+0.30 | 0.07+0.01 | 0.77+0.02 | 0.22+0.03 | 0.16+0.01 | 7.70+0.05 | 0.10+0.00
EXtrg‘t%g;i;?}gﬁ: de | 2000 | 0.44:0.02 | 0.76£0.03 | 0.99+0.06 | 3.99:0.25 | 0.11:0.01 | 0.86£0.00 | 0.21#0.03 | 0.180.01 | 8.67+0.04 | 0.11+0.00
Oleorresina de C. 1000 0.45+0.01 | 0.69+0.03 | 1.19+0.07 | 4.75:0.23 | 0.08+0.00 | 0.97+0.06 | 0.44+0.03 | 0.27+0.01 | 10.29+0.88 | 0.10+0.00
duckei 2000 N - ; - ; - - - - -
EXtrat‘édgjgﬁét.‘aS de | 2000 | 0.4320.01 | 0.74%0.04 | 0.96:0.07 | 3.8840.26 | 0.11:0.01 | 0.84:0.02 | 0.20:0.05 | 0.17£0.02 | 8.43%0.04 | 0.10%0.01
Acido bolialico 1000 0.25t0.11 | 0.71£0.03 | 0.94+0.06 | 3.29+0.09 | 0.06+0.02 | 1.66+0.25 | 0.12#0.01 | 0.14+0.06 | 11.10+1.50 | 0.08+0.01
P 2000 0.58+0.02 | 0.97+0.03 | 1.25+0.05* | 4.92+0.25* | 0.04+0.00 | 1.05+0.27 | 0.25+0.03* | 0.25+0.09 | 12.93+1.20 | 0.12+0.03

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=5). As proporgdes do peso dos 6rgaos em relagao ao peso corporal foram calculadas como: (peso do 6érgao/peso terminal do corpo)
x 100 e expressas como porcentagem do peso do 6rgdo. Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey para comparagoes.
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Tabela 21. Efeitos da administracao oral da oleorresina de C. duckei (1, 10 e 100 mg/kg) sobre a proporgao dos 6rgaos dos animais
durante o teste de toxicidade subcrbnica
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LIEETTEE L Proporgao do peso dos 6rgaos em relagao ao peso corporal
V.0. (mg/kg)
Machos Coragao Pulmoes Rins Figado Adrenal Estomago Pancreas Bexiga Intestinos | Testiculos
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle - 0,36+0,01 0,57+0,01 0,80+0,05 3,01+0,14 0,06+0,01 2,17+0,20 0,12+0,03 0,16+0,02 8,85+0,91 0,62+0,04
Oleorresina 1 0,37+0,04 0,58+0,04 0,77+0,11 3,16+0,33 0,05+0,01 1,63+0,47 0,17+0,04 0,15+0,04 8,22+1,64 0,63+0,10
de C. 10 0,38+0,02 0,58+0,05 0,80+0,03 3,07+0,10 0,05+0,01 1,59+0,12 0,11+0,02 0,15+0,01 6,48+0,73 0,48+0,11
duckei 100 0,38+0,04 0,70+0,14 0,83+0,04 3,19+0,28 0,06+0,02 1,80+0,02 0,11+0,01 0,17+0,04 7,75+0,39 0,46+0,10
IR LR Proporgao do peso dos 6rgaos em relagao ao peso corporal
V.0. (mg/kg)
Fémeas Coragao Pulmoes Rins Figado Adrenal Estomago Pancreas Bexiga Intestinos Ovarios
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle - 0,44+0,01 0,87+0,04 1,07+0,08 4,17+0,46 0,04+0,00 3,04+0,09 0,17+0,00 0,14+0,01 12,60+1,29 | 0,08+0,01
Oleorresina 1 0,33+0,02 0,61+0,06 0,80+0,04 3,28+0,05 0,04+0,00 2,52+0,52 0,18+0,01 0,12+0,03 9,30+1,31 0,05+0,02
de C. 10 0,43+0,04 0,79+0,04 1,02+0,03 3,68+0,98 0,04+0,00 3,15+0,40 0,21+0,04 0,14+0,04 13,10+0,99 | 0,09+0,01
duckei 100 0,34+0,00 0,74+0,05 0,76+0,07 2,89+0,26 0,03+0,01 2,18+0,25 0,15+0,03 0,11+0,02 9,54+0,74 0,08+0,03

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=5). As proporgdes do peso dos 6rgaos em relagao ao peso corporal foram calculadas como: (peso do 6rgao/peso terminal do corpo)
x 100 e expressas como porcentagem do peso do 6rgdo. Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey para comparagdes com o grupo controle.
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Tabela 22. Detalhes de cortes histologicos do figado, pancreas e rins apds a administragéo oral da oleorresina de C. oblongifolia
(2000 mg/kg) e C. duckei (1000 mg/kg).

Tratamento Dose Figado Pancreas Rim
V.0 (mglkg) Corte transversal em aumento Corte transversal em aumento Corte transversal em aumento
O L de 400x de 400x | de 400x
Controle -

Oleorresina de
C. oblongifolia 2990

Oleorresina de
C. duckei 1000
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5.4 Avaliacao da atividade gastroprotetora

54.1 Efeitos das oleorresinas, extratos das folhas e substincias isoladas de

Copaifera spp. sobre células AGS e sobre o ensaio curativo in vitro em células L929

A linhagem neoplasica de adenocarcinoma gastrico (AGS) é uma célula
neoplasica derivada de individuo de 54 anos, feminino, caucasiano, sem tratamento
prévio anti-cancer (BARRANCO et al., 1983a, 1983b), e mostrou-se mais sensivel ao
tratamento com a oleorresina, extratos de folhas e substancias isoladas de Copaifera
spp. quando comparadas as linhagens ndo-neoplasicas. O tratamento destas células
diminuiu a viabilidade celular pelo método de fosfatase acida de maneira dose-tempo-
dependente (Tabela 23).

Tabela 23. Valores de concentragdo citototoxica 20% (CCzo), 50% (CCso) € 80%
(CCsgo) para a oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C.
duckei, e os controles citotdxicos paclitaxel e camptotecina, no teste de viabilidade
celular em linhagem celular AGS por fosfatase acida (os resultados sdo expressos em
meédiatEPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas).

Tempo 24h 72h 120h
Substéncia R2 R2 R?
CCx | 31,68+1,20 11,08+1 44 5,58+0,45
Oleorresina de C. | oo | 43 5643 02 0,996 | 28,94+2,19 0,995 | 20,04+0,50 0,991
oblongifolia (ug/mL)
CCso | 69,0048,68 59,0047,18 34,68+1,15
Extrato das folhas de | CC20 | 32,76£1,30 19,91£2,41 15,52+1,50
(Cu'g/ml_) oblongifolia | oo | 59 57+2,84 0,995 | 59,57+1,62 0,961 | 43.93+2.74 0,978
CCso | 178.26+4.57 124,408 37 108,33+3,88
CCx | 63,36+7,91 31,64+2,59 7,70+1,39
Oleorresina de  C. [ oo - | 458143 15 0,993 | 41,89+4.59 0,999 | 31494562 0,991
duckei (ug/mL)
CCso | 32,08+1,01 57.1247,33 54.4149,26
CCxn | 81284605 37,26+1,38 16,0241,17
Extrato das folhas de
C. duckei (ug/mL) CCso | 12003¢7.20 | 0,993 | 77,98+8.68 0,964 | 65,15+1,54 0,996
CCso | 177,25:6,03 113,93+3,32 101,78+12,08
CCx | 14.49+2,02 0,80+1,95 0,6610,36
'(D:I‘\‘A")'taxe' CCso | 63.7142,84 0,969 | 59,49+2,62 0,998 | 11,64£075 0,978
CCso | 578,0248.32 274.97+8,60 337,03+4,18
CCx | 6,38+2,82 3,82+1,29 0,81+1,63
(Cn?w”)‘pt"tec'”a CCso | 27,81+4,79 0,990 | 8,45+3,96 0,985 | 2,87+0,74 0,996
CCso | 46,9128,67 34,9546,61 7.01£0,30
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A atividade citotoxica foi confirmada através da determinagao do percentual de
células vivas e mortas por citometria de fluxo marcadas com iodeto de propidio
(Tabela 24) (PICK et al., 2004). Podemos observar que a oleorresina de ambas as
espécies de Copaifera apresentam maior potencial citotdxico quando comparado ao

extrato das folhas, colaborando para os resultados descritos no teste de

citotoxicidade.

Tabela 24. Valores de porcentagem de células vivas e mortas para o branco (sem
adicao de PI), controle, DMSO 2%, a oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas
de C. oblongifolia e C. duckei, e os controles citotdxicos paclitaxel e camptotecina, no
teste de determinacado de morte celular por iodeto de propidio por citometria de fluxo
em linhagem celular AGS (os resultados sao expressos em médiatEPM; n=3, por
replicata, com 3 replicatas).

24h 72h 120h
Tempo
Substanci Conc Células Células Células Células Células Células
’ vivas mortas vivas mortas vivas mortas
Branco - 94,13+1,08 4724274 | 90,5244.83 | 1548+126 | 83474545 |  11,70£2,31
Controle - 82,83+8,28 | 17,95t6,74 | 67,18+7,37 | 20224595 | 68,34+4,86 | 32,62+1,98
DMSO 2% - 68,17+16,95 | 27,96+15,79 73,44+1,98 | 22,35¢1,62 | 53,07:2,86 | 39,38+1,83
Oleorresina  de | 10 58,94+11,72 | 36.47+11,15 | 77,70+2,30 | 19,10+1,74 | 4536:522 | 48,20+7,26
C.  oblongifolia
(Hg/mL) 30 51,34+6,16 | 42,24+568 | 60,33+2,52 | 34,65:2.14 | 22,06+6,01 | 73,74+6,36
Extrato das | g 55,62+10,41 | 39,51£10,16 | 70,12+5,87 | 26,25¢6,38 | 27,17+10,12 | 68,51£10,08
folhas de C.
?fé‘;:]gl_’;o”a 30 66,20421,36 | 30,16+20,22 | 65,37+7,15 | 30,93+6,80 | 37,43:10,05 | 55,61+11,33
Oleorresina de 10 67,71+£13,09 28,53+12,39 75,34+3,08 20,55+3,11 40,40+3,87 52,39+5,21
C. duckei
(Hg/mL) 30 72,39+9.42 | 23,50+7,49 | 70,00+3,73 | 25894320 | 27,17+10,12 | 68,51+10,08
Extrato das | 4 60,80+8,82 | 34,54+838 | 77,19+2,90 | 19,79+2.86 | 26,32+1565 | 70,71+16,13
folhas de C.
E’fé‘/’ﬁ’)"o”a 30 58,50+18,38 | 36,69+17,50 | 71,52+1,60 | 2554149 | 21,92413.46 | 74,74+14,17
Extrato das | 10 55,62¢10,41 | 39,51+10,16 | 70,12+5,87 | 26,25¢6,38 | 27,27+9,08 | 69,20410,21
folhas de C.
duckei (ug/mL) 30 66,20+21,36 | 30,16+20,22 | 6537+7,15 | 30,93+6,80 | 22,06+6,01 | 73,74%6,36
. 10 54,14+29,39 | 40,97+27,06 | 25284870 | 71,36+8,65 8,30+4,64 | 85,71£3,70
Paclitaxel
(nM) 50 49,25+27,69 | 471442675 | 13,953,556 | 83,60+4,15 6,15¢1,60 | 85,69+4,74
. 10 58,57+20,10 | 38,64+19,03 | 42,51+2,84 | 53,4742,25 9,79+1,95 |  85,56+1,25
Camptotecina
(nM) 50 38,513,590 | 58,38+3,82 | 33,86+593 | 63,25:6,14 6,73+1,48 |  89,20+3,02
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Com base nos resultados nas linhagens CHO-K1 e L929, parece haver

principalmente para as oleorresinas, uma especificade maior para células que
apresentam metabolismo tumoral. As oleorresinas de Copaifera spp. sao descritas
quimicamente como uma solucdo de acidos diterpénicos em um o&leo essencial,
contendo grandes quantidades de sesquiterpenos (BRAGA et al., 1998; CASCON;
GILBERT, 2000). Em recente revisdo Greay e Hammer (2011) demonstraram a
importancia de estudos para estabelecer os mecanismos envolvidos na atividade
antitumoral. Existem diversos relatos na literatura demonstrando, tanto in vitro quanto
in vivo, o potencial de terpenos para o tratamento de cancer, onde tais substancias
parecem induzir a apoptose, modular a atividade de caspases e aumentar o infiltrado
leucocitario no tumor (GREAY; HAMMER, 2011; LIMA et al., 2003b; PETIWALA,;
JOHNSON, 2015; RUSSO et al., 2015).

Além disso, os acidos galoilquinicos isolados, acido galico e acido quinico, e
controles positivos paclitaxel e camptotecina foram testadas quanto a citotoxicidade
em células de adenocarcinoma gastrico (AGS). Todos os tratamentos exibiram
atividade citotoxica numa dose e dependente do tempo do efeito (Tabela 25).

Flavonodides, taninos condensados, e acidos galoilquinicos levar a uma
diminuicdo da incidéncia do cancer, especialmente pela reducao espécies reativas de
oxigénio, potente atividade anti-inflamatdria, e melhorar a terapia anti-Helicobacter
pylori, que esta associada com o aparecimento de adenocarcinoma gastrico (FANTINI
et al.,, 2015; FRESCO et al., 2010; YAHIRO et al., 2005; YANG; LEE; YEN, 2000).

As substancias, tais como o acido galico e acido quinico, apresentam potentes
atividades citotoxicas em células neoplasicas, por exemplo, contra células das
linhagens THP-1 e HeLa (REMILA et al., 2015; SANCHES et al., 2015). As espécies
reativas de oxigénio desempenham um papel na transducédo de sinal entre as células
cancerosas, a transcricdo e produgao de citocinas pro-inflamatérias (REMILA et al.,
2015) tais como do NF-kB. Os compostos fendlicos, como os acidos galoilquinicos
presentes apresentam promissoras atividades antioxidantes (COSTA-MACHADO et
al., 2015) e podem agir sobre os mecanismos que reduzam essas especies reativas
e, consequentemente, contribuir para a terapia antitumoral.

Substancias que exibem atividades anti-tumorais que, em combinagédo também
possuam atividades antioxidantes pode melhorar a eficacia no tratamento e promover
a cura na terapia anti-tumoral, em comparacdo com apenas substancias que

apresentam apenas atividades citotéxicas. Além de inibir a carcinogénese, estas
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substancias podem prevenir o dano e morte celular de células saudaveis, reduzindo

assim os efeitos secundarios da quimioterapia (FANTINI et al., 2015; OOl et al., 2011).

Tabela 25. Valores de concentracao citototoxica 20% (CCzo), 50% (CCs0) € 80%
(CCsgo) para o acido galico, acido quinico, os 16 acidos galoilquinicos derivados de
Copaifera spp. , € os controles citotoxicos paclitaxel e camptotecina, no teste de
viabilidade celular em linhagem celular AGS por fosfatase acida (os resultados sao
expressos em médiatEPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas)

Tempo 24h 72h 120h
Substancia R2 R2 R2
CCx | 2,3120,63 1,42+0,35 0,75+0,34
Acido galico (uM) CCso | 4,68+0,90 0,986 | 2,95+0,44 0,963 | 2,33+0,67 0,989
CCso | 9,49+2,92 7,21+3,50 6,12+1,58
CCz | 1,2420,50 0,77+0,30 0,49+0,16
Acido quinico (uM) CCso | 3,85%0,99 0,987 | 2,29+0,56 0,950 | 1,77+0,35 0,916
CCso | 11,9245,49 7,67+2,80 6,36+2,17
o | CC0 | 8,42%1,45 4,19+1,69 2,88+1,21
Acido 3-O-(3-O-metil
galoil)-quinico (1) | CCs0 | 15,79+1,88 0,952 | 9,87+2,39 0,989 | 8,27+2,17 0,989
M
(M) CCso | 29,6245,52 23,76+10,14 23,23+9,17
o ) CCx | 5,87%2,51 4,12+1,45 2,97+1,35
Acido 3,5-di-O-(3-O-
metil  galoil)-quinico | CCso | 14,9643,92 0,979 | 12,134+2,61 0,902 | 8,85+2,50 0,982
2) (uM
(2) (M) CCso | 38,08+17,65 35,73+13,51 26,35+12,34
o . CCx | 7,63%1,80 5,02+1,61 3,31+1,44
Acido 3-O-(galoil)-4-
O-(3-O- metil galoil)- | CCso | 15,14+2,36 0,919 | 10,77+2,06 0,917 | 8,84+2,36 0,988
quinico (3) (uM)
CCso | 30,05£7,60 23,55+10,19 23,12+7,38
L i CC20 | 8,53+2,15 4,81+1,35 3,18+1,35
Acido 3,5-di-O-(3-O-
metil  galoil)-quinico | CCso | 17,09£2,81 0,989 | 11,57+£1,98 0,934 | 9,23+2,41 0,989
4) (UM
(4) (M) CCso | 34,25+8,97 27,81+7,96 26,78+11,63
L . CCz | 8,05%1,89 3,97+1,45 3,22+1,41
Acido 3-O-(galoil)-5-
O-(3-O- metil galoil)- | CCso | 16,46+2,51 0,917 | 10,24+2,28 0,904 | 8,69+2,35 0,988
quinico (5) (uM)
CCso | 33,6618,32 26,37+9,71 23,50+10,27
o | CC20 | 7,11£2,31 3,14+1,18 2,31+1,37
Acido 3-0O-(3-O-metil
galoil)-5-O-(galoil)- CCso | 14,42+3,04 0,985 | 8,23+1,91 0,912 | 7,91+2,94 0,980
quinico (6) (uM)
CCso | 29,25+10,18 27,10+17,01 21,56+7,99
o ) CC2 | 5,14%1,96 3,68+1,12 3,05+1,26
Acido 4,5-di-O-(3-O-
metil  galoil)-quinico | CCso | 14,2143,32 0,986 | 10,79+2,07 0,929 | 9,10+2,31 0,900
7) (UM
(7) (M) CCso | 39,25+16,43 32,49+10,76 27,08+11,47
o | CC20 | 7,43%£2,18 3,11+1,19 2,97+1,42
Acido 3-O-(3-O-metil
galoil)-4-O-(galoil)- CCso | 15,96+2,98 0,987 | 9,442 51 0,907 | 8,31+1,96 0,986
quinico (8) (uM)
CCso | 34,25+10,66 27,97+11,63 22,17+8,40
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CCx | 7974237 3214145 221112
Acido 3,4-di-O-galoil- | o [ 46 9943 20 0,986 | 9,45+2,63 0,986 | 7,70+2,44 0,968
quinico (9) (uM)
CCso | 35,84%11,23 27,76+12,95 26,80+14,36
CCx | 8,67+2,01 5,46+1,96 1,7440,98
Acido 3,5-di-O-galoil- | o [ 47 9540 61 0,917 | 10,79+2,25 0,984 | 6,89+2,43 0,989
quinico (10) (uM)
CCso | 33,5148,08 2736412 21324771
o | cCa | 6944247 4,53+1,38 3,32+1,49
Acido 3-O-(3-O-metil
galoil)-quinico (1) | CCso | 16,17+3,58 0,983 | 11,53+2,14 0,930 | 93114257 0,987
M
(uM) CCso | 37.67+14,43 29344919 26,05+11,87
o , CCzx | 3,1241,70 3,64+1,69 2.61+1,29
Acido 4-0O-(galoil)-5-
O-(3-O-metil galoil)- | CCso | 12,76+4,42 0,979 | 9,99+2,84 0,985 | 8,10£2,49 0,986
quinico (12) (uM)
CCso | 52,11434,64 27,36+12,96 25 12+12,79
CCx | 8,4242,02 3124174 1,62+0,81
Acido 4,5-di-O-galoil- | o [ 47 33,5 6g 0,908 | 9,00+3.13 0,988 | 6,30+1,98 0,980
quinico (13) (uM)
CCso | 35,68+8,94 26,45+15,12 24.49+13,05
o _ CCx | 3,86%1,97 5,80+1,68 2734112
Acido  3,4,5-tri-O-(3-
O-metl galoil)- | CCso | 12,87+4,07 0,980 | 11,70+2,05 0,924 | 7,94%2,03 0,907
quinico (14) (uM)
CCso | 42,86+24,89 23,60+7,12 23,1249,63
Acido 3.5-4i-0- | CC20 | 6,2542,53 4,16+1,45 2774122
(galoil)-4-O-(3-O- 1 oo " | 45 9443,97 0,981 | 10,29+2,17 0,910 | 8,092,221 0,988
metil  galoil)-quinico
(15) (UM) CCso | 40,63+18,12 25,46+8,87 23,61+10,53
o | cca | 269+1,93 6,58+1,88 2494121
Acido 3,4,5-tri-O-
galoil-quinico  (16) | CCso | 13,43+6,30 0,965 | 12,41+2,24 0,903 | 7,67+2,33 0,986
M
(uM) CCso | 66,89%16,02 43,37+7,45 23 .59+11,74
CCz | 14,96+4.55 0,75+0,44 0,70+0,30
'(Dnal\jl")'taxe' CCso | 67,23£8.40 0,975 | 53,76+15,51 0,952 | 15,06+4,01 0,911
CCso | 573,61£16,03 305,11+14,61 301,22+15,84
CCx | 3,5740,53 2,07+0,49 0,26£0,14
(Cn?\/l”;pmtec'”a CCso | 23,71+2,09 0,989 | 6,710,83 0,978 | 1,54+0,42 0,992
CCso | 57,45426,25 21,68+4,80 9.17+3,06

A linhagem celular L929 foi uma das primeiras linhagens celulares a ser

estabelecida, sendo a cultura imortalizada pela W. R. Earle em 1948. E derivada do

clone da geracdo 95 de tecido subcutédneo areolar e adiposo de um camundongo

macho com 100 dias. Pode ser utilizada para reportar ensaios de citotoxicidade

(SANFORD; EARLE; LIKEKY, 1948).

O “wound scratch” ou “scratch assay”, que em traducao significa “ensaio do

rasgo” € um modelo empregado para a avaliagdo de potencial atividade cicatrizante
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(SUDSAI et al., 2013; TEWTRAKUL et al., 2015). E um modelo util, de baixo custo e
facil execugao que tem por objetivo investigar a proliferagédo e a migragao celular de
substancias no reparo de feridas (BALEKAR et al., 2012a, 2012b).

Ensaios de cicatrizacdo podem ser realizados in vitro, baseados em culturas

celulares ou de tecidos, e durante muitos anos foram utilizadas para estimar as taxas
de migragao e proliferacao de diferentes células e de diferentes condigdes de cultura.
Esses ensaios envolvem, geralmente, em primeiro lugar o crescimento de uma
monocamada de células confluentes.

Neste modelo experimental, uma lesdo mecanica é aplicada com auxilio de
uma ponteira em camada de células confluentes, promovendo uma faixa descontinua
nas células aderidas. As células restantes, presentes na borda desta faixa precisam
migrar de um lado ao outro para estabelecer novos contatos célula-célula (LOO;
HALLIWELL, 2012).

O espaco aberto é entdo monitorado microscopicamente ao longo do tempo,
como as células se movem e como preenchem a area danificada. Imagens em
diferentes intervalos sdo obtidas em determinados pontos desta faixa, sendo possivel
determinar a distancia entre os lados do rasgo e quantificar a migragao e proliferagao
celular. Esta "cura" pode ter entre varias horas e ao longo de um dia, dependendo do
tipo de células, condi¢des, e a extenséo da regido "ferida" (LIANG; PARK; GUAN,
2007).

Os dados obtidos no ensaio de scratch demonstram que o tratamento com aos
oleorresinas e extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei promovem um
aumento na migragéao celular em células da linhagem de fibroblastos L929 (Figura 8,
9e10).

As feridas em tecidos resultam em uma complexa série de eventos para seu
reparo, que podem incluir a infiltracdo de células inflamatérias como parte do processo
para remover e destruir o tecido necroético, aumento da vascularizacado por fatores
antigénicos, e aumento da proliferagédo celular e a deposi¢cao de matriz extracelular
(CHEN; ABATANGELO, 1999; DOILLON et al., 1985; GURTNER et al., 2008).

A cicatrizagdo é uma resposta de reparagao, iniciada imediatamente apds a
ruptura da integridade da pele. E composta basicamente de 5 fases: de homeostase
e inflamagdo, de neovascularizacdo, de granulagdo, de re-epitelizagcdo e de

remodelagéo. Estas fases sao interligadas e sobrepostas, e a cronificagdo da leséo
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ocorre com a ineficiéncia de alguma destas fases (DEMIRCI et al., 2014; SCHMIDT et
al., 2009).

Plantas medicinais, ou suas moléculas derivadas sao aplicadas como

cicatrizantes pela populacdo devido ao conhecimento etnofarmacoldgico, que
garantem resultados eficazes com baixo custo, sendo bem tolerada pelos pacientes
(BALEKAR et al., 2012a, 2012b; WANG et al., 2011). Os metabdlitos secundarios que
apresentam atividades cicatrizantes de tecidos mais eficazes sdo os taninos,
triterpenos e alcaloides (KUMAR et al., 2007; NAYAK; PINTO PEREIRA, 2006).

Espécies de Copaifera possuem como componentes majoritarios compostos
da classe dos terpenos, presentes na oleorresinas, que sdo amplamente empregadas
pela populagdo como cicatrizantes, em especial, topicamente. Diversos estudos
apontam que estes efeitos cicatrizantes atribuidos sdo resultado dos efeitos anti-
inflamatodrios, vasculares e imunomoduladores, além da atividade proliferativa em
fibroblastos apresentados por tais oleorresinas (GOMES et al., 2010; PAIVA et al.,
1998, 2002; VIEIRA et al., 2008).

Em especial, na analise de desreplicagao preliminar apresentada neste estudo
observa-se a presenca de compostos fendlicos, tais como os acidos galoilquinicos e
epicatequinas, que sdo moléculas estruturalmente parecidas, ou precursoras de
taninos, podendo estar relacionadas com as atividades proliferativas observadas nos
extratos das folhas de Copaifera spp (ADZU et al., 2015; ALVES et al., 2013;
FURTADO et al., 2015; LEMOS et al., 2015).

Estes resultados reforgcam ainda mais os efeitos curativos apresentados no

ensaio de atividade cicatrizante sobre ulceras cronicas, apresentado no item 5.4.3.
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Oleorresina de C. oblongifolia
80-

###
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Controle Oleorresina de C. oblongifolia
Veiculo 30 mg/kg 100 mglkg
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Oleorresina de C. duckei
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Controle Oleorresinade C. duckei
Veiculo 30 mg/kg 100 mg/kg
Tratamentos

Figura 8. Grafico do efeito sobre a proliferagéo de fibroblastos L929 incubados com as oleorresinas de
C. oblongifolia e C. duckei, nas concentragdes de 30 e 100 pg/mL, durante os tempos de 3, 6, 12, 24 e
48h apods o scratch em relagéo ao tempo zero. Os valores representam a média + E.P.M da % de area
de cobertura nos diferentes tempos apos o scratch em relagéo ao tempo zero. ANOVA seguida do teste
de Newman-Keuls. ** p<0,01 e *** p<0,001, que diferem significativamente quando comparados entre
diferentes tempos em um mesmo grupo e, # p<0,05, # p<0,01 e ##* p<0,001, que diferem
significativamente quando comparados ao grupo controle tratado com veiculo.
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Extrato das folhas de C. oblongifolia
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Figura 9. Grafico do efeito sobre a proliferagéo de fibroblastos L929 incubados com os extratos das
folhas de C. oblongifolia e C. duckei, nas concentragdes de 30 e 100 pg/mL, durante os tempos de 3,
6, 12, 24 e 48h apos o scratch em relagdo ao tempo zero. Os valores representam a média + E.P.M da
% de area de cobertura nos diferentes tempos apos o scratch em relagéo ao tempo zero. ANOVA
seguida do teste de Newman-Keuls. ** p<0,01 e *** p<0,001, que diferem significativamente quando
comparados entre diferentes tempos em um mesmo grupo e, # p<0,05, # p<0,01 e ## p<0,001, que
diferem significativamente quando comparados ao grupo controle tratado com veiculo.
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Figura 10. Imagens da monocamada de fibroblastos L929 no ensaio de Scratch. Imagens obtidas em objetiva de 10, e aumento total de 100x. (A) Representa
o cultivo de fibroblastos no tempo de 0. (B) Representa o cultivo no tempo de 24h. (C) Representa o cultivo no tempo de 48h. Imagens processadas no software

ImageJ® para sistema operacional Windows (64 bits)”, vers&o 1.50i (2016) (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) (ABRAMOFF; MAGALHAES;
RAM, 2004; RASBAND, 2016; SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).



145

LEMOS, M. DBrilbodss e Dgonssis

5.4.2 Efeitos gastroprotetores das oleorresinas, extratos das folhas e substancias

isoladas de Copaifera spp. Ulceras agudas

A Ulcera péptica é uma das principais desordens gastrointestinais. E causada
por um desequilibrio entre fatores agressivos (secregao acida) e protetores (muco e
bicarbonato). Consequentemente, reduzir a produgao de acido gastrico e reforgar a
producdo de muco sdo as principais abordagens no tratamento desta doenca
(ANDRADE et al., 2007)

A formacao de lesbes na mucosa gastrica por agentes necrosantes, como o
etanol, é reportada por envolver a redugao de mecanismos de defesa gastricos
(KINOSHITA; NOTO; TAMAKI, 1995). A formagcao destas lesbes que seguem a
administragdo de etanol envolve diversos mecanismos: (1) uma redugédo no fluxo
sanguineo gastrico, contribuindo no desenvolvimento de hemorragia e necrose; (2)
solubilizacdo do muco presente no estbmago, resultando em uma reducido da
diferenca de potencial transmembrana na mucosa, aumentando o fluxo de ions Na* e
K* ao lumen, secregédo de pepsina e perda de ions H* e histamina no lumen; (3)
indugao do estresse oxidativo; (4) aumento da atividade de xantina oxidase e niveis
de malondialdeido; e (5) reducao nos niveis totais de glutationa nas células da mucosa
gastrica (EL-ASHMAWY et al., 2016; EL-SHINNAWY; ABD-ELMAGEID; ALSHAILABI,
2014; PRABHU; SHIVANI, 2014; SANTIN et al., 2014; XU et al., 2016; ZANATTA et
al., 2009).

Como resultado, os tratamentos com a oleorresina e o extrato das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei reduziram a quantidade da area lesada, promovendo um efeito
citoprotetor frente ao agente lesivo (Tabela 26 e Figura 11). Estes resultados podem
envolver diversos mecanismos, tais como redugdo do fluxo sanguineo gastrico
(contribuindo para o desenvolvimento da hemorragia) e a manutengdo dos
constituintes da mucosa do estomago responsaveis pela sua integridade
(KINOSHITA; NOTO; TAMAKI, 1995; WALLACE; GRANGER, 1996; XU et al., 2016).
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Tabela 26. Efeitos da administracao oral de omeprazol (30 mg/kg) e da oleorresina e

extrato hidroalcoolico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (30, 100 e 300 mg/kg) em Ulceras
gastricas agudas induzidas por etanol/HCl em camundongos.

LEMOS, M.

Tratamento Dose Area total de  Area relativa indice de Dlss calculada
v.0. (ma/kg) lesdo (mm?) lesada (%) cura (%) >0
Controle - 58,39+5,28 27,9412 75 - -
Omeprazol 30 11,8742,12" 6,41+1,09” 75,19+4,08" -
y 30 20,65+2,39" 8,37+1,37 60.20+4,62
Cdo:é‘r’r”e%{r‘fga 100 1558+100"  5441289° 743943 04" (;%83_ ”;g/ '1‘%)
300 6,64+1,47" 3,1242,68" 87,192 83" ’ ’
C. objonaifolia 30 49,394,307  22,58+2,91°  28,55£3,29" 76,10 mg/kg
: Extra%o 100 36,99+3,35"  16,96+1,72°  5569+4,32" (47,03 -
300 31,35+¢4.91"  11,35+1,64"  69,78+7,27" 123,10)
. 30 2471+420°  10,42+1,49°  60,78+4,09"
o?écgr?gﬁa 100 18,1241,79" 7,941 24" 70,1845,42" (135’27_”2?/ gg)
300 8,19+1,67" 3,28+1,12" 84,36+2,95" ’ ’
. 30 39,86+2,90°  19,34+2,56" 36,695,490
Cézfgfoe’ 100 3203:4.49°  14.208198"  49128491" 1217 ’1171 _”;3%’ "7%)
300 23,35+2,78" 9,25+1,75" 58,08+4,09" ' '

Os dados representam a médiazE.P.M. (n=6). Diferenga significativa em relacdo ao grupo controle (**p<0,01),
ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Figura 11. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina e do extrato hidroalcoodlico das
folhas de C. oblongifolia (A e C) e C. duckei (B e D), nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, v.o.
e omeprazol, na dose de 30 mg/kg, v.o., sobre a porcentagem de lesdo de Ulceras gastricas
induzidas por EtOH/HCI (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos
experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagédo ao grupo controle (*p<0,05 e
**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Buscando-se os possiveis metabolitos secundarios responsaveis pela atividade
gastroprotetora, as fragdes obtidas dos extratos das folhas de C. oblongifolia e C.
duckei foram avaliadas no modelo de ulceras agudas induzidas por EtOH/HCI na dose
de 100 mg/kg, afim de se determinar qual ou quais as fragbes mais ativas. Todas as
fracbes testadas apresentaram atividade citoprotetora gastrica, porém a fragao
diclorometéanica e a fragado acetato de etila demonstraram ser as mais ativas (Tabela
27 e Figura 12). Pode-se sugerir que exista um efeito sinérgico entre os componentes
encontrados nas folhas, sendo que estes efeitos podem estar associados a presenca

de terpenos e flavonoides presentes nas fragdes.

Tabela 27. Efeitos da administragao oral de omeprazol (30 mg/kg) e das fragcdes de
C. oblongifolia e de C. duckei (100 mg/kg) em ulceras gastricas agudas induzidas por
etanol/HCl em camundongos.

Tratamento Dose Areatotal de Area relativa indice de
V.0. (mg/kg) lesdo (mm?) lesada (%) cura (%)
Controle ; 69.9744.72  36.8143.64 ]
Omeprazol 30 054+2.85"  6.68+1.16"  81.85:4.23"
C. oblongifolia 100 42054341  21.39+4.62°  41.894335
Hexano
C. oblongifolia 100 33.124256"  15.4942.25"  57.9242.24"
Diclorometano
C. oblongifolia 100  3552:2.86"  17.93+3.45"  51.20+1.84"
Acetato de etila
C. oblongifolia 100 4514%3.01° 24412301  33.69+1.69"
n-Butanol
C. oblongifolia 100 46.994349°  16.52+1.38"  55.12+4.71°
Aquosa
CF'l duckei 100 5213+470  16.8242.35  54.3143.96"
exano
_C. duckei 100 2072+#1.97°  7.25+1.80°  80.30+3.86"
Diclorometano
C. duckei 100 25204348  8.86+2.19"  75.93+2.27"
Acetato de etila
C. duckei 100 33.35¢4.31"  13.0141.87°  64.6643.76"
n-Butanol
C. duckei 100 47324215  19.35:3.85  47.43+1.71°
Aquosa

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=6). Diferencga significativa em relagdo ao grupo controle (**p<0,01),
ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Figura 12. Grafico do efeito da administragéo das fragées hexanica, diclorometanica, acetato de etila,
n-butandlica e aquosa obtidas do extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia (A) e C. duckei
(B), na dose de 100 mg/kg, v.o. e omeprazol, na dose de 30 mg/kg, v.o., sobre a porcentagem de lesédo
de ulceras gastricas induzidas por EtOH/HCI (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a
média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle
(*p<0,05 e **p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

Complementando ainda mais a investigagcdo sobre quais metabdlitos
secundarios poderiam ser mais ativos, a atividade gastroprotera do acido ent-agatico
(1), acido caurenoico (2), acido ent-polialtico (3), afzelina (4), a-humuleno (5), B-
cariofileno (6), 6xido de cariofileno (7) e quercitrina (8), representados na Figura 13
foram investigados.
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5. a-humuleno 6. B-cariofileno 7. Oxido de cariofileno 8. Quercetrina

Figura 13. Estruturas quimicas testadas no ensaio de Ulceras gastricas induzidas por EtOH/HCI.
Fonte: a autora, editado em software "ChemBioDraw® para sistema operacional Windows (64 bits)”, vers&o 12.0,
2007 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).
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Neste ensaio, os terpenos o B-cariofileno, 6xido de cariofileno e a-humuleno, e

o flavonoide afzelina, na dose de 30 mg/kg foram capazes de inibir a formagao de
lesbes gastricas, promovendo um indice de cura acima de 70% (Tabela 28 e Figura
14).

Tabela 28. Efeitos da administragdo oral de omeprazol (30 mg/kg) e de substancias
isoladas a partir da oleorresina e extrato de folhas de Copaifera spp. (30 mg/kg) em
ulceras gastricas agudas induzidas por etanol/HCI em camundongos.

Tratamento Dose bz Area relativa indice de
V.0 (mg/kg) ollesao lesada (%) cura (%)
e (mm?)
Controle - 41.38+5.43 27.86+1.81 -

Omeprazol 30 9.55+2.69" 4.53+1.17" 77.58+4.67"
acido ent-agatico 30 26.50+£3.40" 15.78+3.79" 47.89+4.13"
acido caurenoico 30 15.98+3.58" 7.55+1.34" 60.91+5.76"
acido polialtico 30 19.95+3.85" 13.25+3.32" 50.76+5.12
afzelina 30 8.38+1.64" 5.40+1.31" 79.50+6.10"
a-humuleno 30 9.83+1.88" 5.361+1.14" 75.95+4.59”
B-cariofileno 30 8.06+1.73" 3.90+1.03" 80.29+6.25™
6xido de cariofileno 30 9.86+3.82" 5.20+2.16" 76.26+4.02"
quercitrina 30 16.86+3.36" 8.97+1.21" 58.76+5.42"

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=6). Diferenga significativa em relagéo ao grupo controle (* p<0,05 e
**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

401
<
S 304
o l
ug I
0
K4
(]
u *

20
£ *
[]]
[=2]
©
=
3 J_ |

*%
4 *%
o 101 *k
o *% l *x *x *%
= T
i
c T T T T T
Controle Omeprazol Ac. ent-agatico Ac. caurenoico Ac. polialtico Afzelina a-humuleno  B-cariofileno Ox.cariofileno  Quercitrina
Veiculo 30 mgkg 30 mglkg 100 mglkg 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg

Etanol/HCI 60%/0,3N (v.o0.)

Figura 14. Grafico do efeito da administragcédo do acido ent-agético, acido caurenoico, acido polialtico,
afzelina, a-humuleno, B-cariofileno, 6xido de cariofileno e quercetrina, na dose de 30 mg/kg, v.o., e
omeprazol, na dose de 30 mg/kg, v.o., sobre a porcentagem de lesdo de Ulceras gastricas induzidas
por EtOH/HCI (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos
seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagdao ao grupo controle (*p<0,05 e **p<0,01),
ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Em outra etapa, como o extrato das folhas de espécies de Copaifera spp. € rico

em derivados galoilquinicos, onde 16 destes foram testados no modelo de ulceras

gastricas por Et/OH. Além desses, o acido galico e o acido quinico foram testados

A o

OH O

para fins comparativos (Figura 15).
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Figura 15. Estruturas quimicas testadas no ensaio de Ulceras gastricas induzidas por EtOH/HCI.
Fonte: a autora, editado em software "ChemBioDraw® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versdo 12.0,
2007 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).
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Todos, os 16 derivados isolados diminuiram a lesdo gastrica no teste induzido

por etanol/HCI, sendo que acido 4-0O-(galoil 3-O-metil)-5-O-(galoil)-quinico (11), acido
4-0-(galoil)-5-O-(galoil 3-O-metil)-quinico (12) e o acido 4,5-di-O-galoilquinico (13)
foram mais efetivos, reduzindo significativamente a area total da leséo, a percentagem
lesdo e aumentando assim o indice de cura (p<0,01), promovendo indices de cura de
78%, 85% e 81% respectivamente. Esta atividade parece ter correlagao estrutural,
tendo em vista que estes derivados galoilquinicos apresentam substituigbes nos
carbonos de posicao 4 e 5 do residuo de acido galico (Tabela 29 e Figura 16).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o extrato das folhas
de Copaifera langsdorffi apresenta efeitos gastroprotetores in vivo (LEMOS et al.,
2015). Os acidos galicos presentes nos extratos das folhas de C. oblongifolia e C.
duckei apresentam atividade gastroprotetora in vivo quando administrados
isoladamente.

No ensaio de ulceras induzidas por EtOH/HCI, o etanol é responsavel pela
diminuicdo dos mecanismos de defesa presentes no estbmago, reduzindo o fluxo
sanguineo, que resulta em desenvolvimento de necrose, além de solubilizar o muco,
aumentando o fluxo de ions sédio e potassio para o limen, bem como aumentando o
aumento de secrecao de pepsina, ions H* e histamina (LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008; SCHUBERT; PEURA, 2008; SHAH et al., 2003; WALLACE,
2008).

O etanol também promove estresse oxidativo, aumenta a atividade da enzima
xantina oxidase e os niveis de malondialdeido e redugao dos niveis totais de glutationa
em células gastricas (EL-SHINNAWY; ABD-ELMAGEID; ALSHAILABI, 2014;
KWIECIEN et al., 2004; TAN et al., 2000).

Estudos com extratos de folhas de Byrsonima intermedia sugerem que 0s
principais metabdlitos secundarios encontrados em suas folhas, tais como flavondides
e acidos fendlicos, podem ser os responsaveis pela atividade gastroprotetora in vivo
(SANTOS et al., 2012). Semelhante atividade gastroprotetora foi observada a partir
de extratos hidro-alcodlicos de folhas de Camellia sinensis, que contém uma grande
variedade de compostos fendlicos, incluindo flavonoides e acidos galoilquinicos
(SCOPARQO et al., 2014). Além disso, quanto polifenodis em geral, flavondides, taninos
condensados, e acidos galoilquinicos sdo bem conhecidos por exibir atividade
antioxidante (BOUCHET; BARRIER; FAUCONNEAU, 1998; FANTINI et al., 2015) e,

assim, resultar em atividade gastroprotetora.
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Tabela 29. Efeitos da administragao oral de omeprazol (30 mg/kg) e pantoprazol (30
mg/kg), do acido galico, do acido quinico e de 16 acidos galoilquinicos (30 mg/kg) em
ulceras gastricas agudas induzidas por etanol/HCI em camundongos.

Area total Area -

Tratamento Dose ~ relativa Indice de

n. de lesao
v.o. (mg/kg) 2 lesada cura (%)

(mm?) P
(%)
Controle - 48.78+4.46 37.06+1.74 -
Omeprazol 30 9.55+2.69" 453+1.17°  77.58+4.67"
AG acido galico 30 18.65+4.82"  9.03+1.82"  60.74+5.60"
AQ acido quinico 30 22.05+1.66°  11.20+0.76" 44.92+3.62"
01 acido 5'-O-metil-3-O-galoilquinico 30 18.02+¢3.30"  7.02+1.43"  56.09+4.04”
02 acido 5',5”-di-O-metil-3,4-di-O-galoilquinico 30 2514423  11.60+1.78°  47.09+4.97°
03 acido 5”-O-metil-3,4-di-O-galoilquinico 30 33.71+4.82" 12.94+2.32"  34.73+4.84°
04 acido 5',5”-di-O-metil-3,5-di-O-galoilquinico 30 17.79+1.95"  9.55+1.04"  56.65+4.75"
05 acido 5”-O-metil-3,5-di-O-galoilquinico 30 18.85:4.78°  10.60+3.25" 71.70%5.65"
06 acido 5-O-metil-3,5-di-O-galoilquinico 30 13.75+2.36"  8.57+1.44"  66.49+4.78"
07 acido 5',5”-di-O-metil-4,5-di-O-galoilquinico 30 11.54£1.12°  5.93+0.43"  71.87+2.70"
08 acido 5-O-metil-3,4-di-O-galoilquinico 30 19.41+3.30°  10.72+1.84" 52.69+5.08"
09 acido 3,4-di-O-galoilquinico 30 14.94£3.92°  11.2842.23°  63.59+5.45
10 acido 3,5-di-O-galoilquinico 30 10.34+1.91°  6.12+1.07° 74.79+4 67"
11 acido 5-O-metil-4,5-di-O-galoilquinico 30 8.91+1.46" 6.32¢0.93"  78.29+3.57"
12 acido 5”-O-metil-4,5-di-O-galoilquinico 30 5.99:1.66" 4562129  85.40%4.05"
13 acido 4,5-di-O-galoilquinico 30 7.48+1.75" 5.82+1.26"  81.76+4.27"
14 4cido 5,57,5"-tri-O-metil-3,4,5-ri-O- 30 13.0043.69"  8.54%256"  66.24+4.98"
galoilquinico

15 acido 5”-O-metil-3,4,5-tri-O-galoilquinico 30 23.97+3.96° 11.57£253 4890589
16 acido 3,4,5-tri-O-galoilquinico 30 13.85+2.90°  6.89+1.42"  66.43+5.07"

Os dados representam a média+E.P.M. (n=6). Diferenga significativa em relagéo ao grupo controle (‘p<0,05 e
“p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Figura 16. Grafico do efeito da administragdo dos acidos galoilquinicos presentes no extrato das folhas de espécies de Copaifera spp., na dose de 30 mg/kg,
v.0., do &cido galico, na dose de 30 mg/kg, v.0., do acido quinico, na dose de 30 mg/kg, v.o., e omeprazol, na dose de 30 mg/kg, v.o., sobre a porcentagem de
lesao de Ulceras gastricas induzidas por EtOH/HCI (60%/0,3N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s.
Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05 e **p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Um dos principais efeitos colaterais dos anti-inflamatérios nao-esteroidais é a

ulceragao gastrica decorrente da diminuicdo da sintese de prostaglandinas por
inibicdo da enzima ciclo-oxigenase 1 (CRYER, 2000). PGE2 e PGIl. produzidas no
estdbmago pela COX-1 desempenham um importante papel na protecao do epitélio
gastrico (SUGIMOTO; NARUMIYA; ICHIKAWA, 2000; WALLACE, 2008).

Através da acdo em receptores especificos denominados receptores EP —
acoplados a proteina G — a PGE2 e a PGI, promovem a liberagéo de IP; e DAG, que
ativam a via-adenilato-ciclase-AMP e resultando em aumento da secre¢ao de muco e
bicarbonato, a resisténcia epitelial e o fluxo sanguineo na mucosa (LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; NORSETT et al., 2005; WALLACE; MA, 2001).

Os dados obtidos no modelo de ulceras induzidas por indometacina corroboram
com dados obtidos no modelo de ulcera aguda induzida por EtOH/HCI.
Provavelmente, o mecanismo gastroprotetor envolvido compreende a inibigcdo da
migracgao de células inflamatdrias para o tecido inflamado da mucosa gastrica (Tabela
30 e Figura 17). (KLEIN-JUNIOR et al., 2012; MUSUMBA; PRITCHARD;
PIRMOHAMED, 2009; SCHMASSMANN, 1998).

Tabela 30. Efeitos da administracao oral de ranitidina (100 mg/kg) e da oleorresina e
extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (30, 100 e 300 mg/kg)
em Ulceras gastricas agudas induzidas por AINEs (indometacina, 100mg/kg) em

camundongos.
Tratamento Dose Area total de Area relativa indice de Dlss calculada
Vv.0. (mg/kg) lesdo (mm?) lesada (%) cura (%) %
Controle . 24.87+1.96 12.59+2.03 . .
Ranitidina 100 8.85£1.17" 464:058"  73.71%4.87 .
- 30 12.08:2.72° 417:184°  5543%4.58
€ oblongifolia 100 7.29£2.69" 2844105 79,61+5.81 (2'“’;3&5_m398/k§’9)
300 3.82+0.91" 1.0140.27"  88.26+3.50 ' ’
- 30 16.25+3 48 6.32¢1.33°  53.24%4.75
€. oblongifolia 100 9.42+2 68" 5.75+1.78"  77.6445.16 ;%;8}28/ '1‘%)
300 4.46£1.47" 445:134" 85754423 (I :
. 30 12.51£2.91" 311:046°  42.09:3.47
o Suckel 100 5.45+1.03" 2781050 TATTHTE aorme ';%)
300 1.55£0.36" 0.86:0.18"  92.82+:6.68 'O 83).
. 30 10.57£2.08" 521:1.04°  51.06£6.65
¢ guckel 100 8.501.57" 412:041° 60674528 (2375;:‘35_";95/ 'Z%)
300 4.98+1.49" 2.704122"  76.93+5.61 : 48).

Os dados representam a média+E.P.M. (n=6). Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (‘p<0,05 e
“p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Figura 17. Grafico do efeito da administragéo da oleorresina e do extrato hidroalcodlico das folhas de
C. oblongifolia e C. duckei, nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, v.o. e ranitidina, na dose de 100 mg/kg,
v.0., sobre a porcentagem de les&o de Ulceras gastricas induzidas por AINE (indometacina, 100 mg/kg)
em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferencga
significativa em relagéo ao grupo controle (*p<0,05 e **p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

5.4.3 Efeitos gastroprotetores das oleorresinas, extratos das folhas e substancias

isoladas de Copaifera spp. Ulceras crénicas

Para avaliar os efeitos curativos da oleorresina ou do extrato das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei foi empregado o modelo de ulcera cronica induzida por acido
acético. Este ensaio consiste na aplicagdo de uma injegao de acido acético na camada
subserosa externa do estdbmago, sendo o modelo que mais se assemelha a ulcera em
humanos, tanto em termos de caracteristicas patoldgicas e a localizagao, quanto aos
mecanismos de cicatrizagdo (DE PAULA et al., 2008; TAKAGI; OKABE; SAZIKI,
1969). Em contato com a mucosa, o acido acético inicia a lesdo com dano vascular e
necrose isquémica, além de destruir a barreira protetora gastrica, promover mudancas

no padrao de aderéncia do muco, formar espécies reativas de oxigénio, alterar a
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microcirculagao, diminuir a liberagao de fatores de crescimento tecidual e produgao

de prostaglandinas, oOxido nitrico, citocinas, promovendo a apoptose (OKABE;
AMAGASE, 2005).

Ha trés fases distintas de cicatrizacao: (1) necrose, (2) infiltracao inflamatéria e
(3) formagao da margem da ulcera e inicio da cicatrizagdo (OKABE; AMAGASE, 2005;
SCHMASSMANN, 1998; TARNAWSKI, 2005). O processo de cicatrizagao gastrica é
complexo, e envolve a reparacao da lesdo através da formacao de tecido de
granulacao, re-epitelizagdo e remodelamento da matriz extracelular, que resulta na
reconstrugdo da mucosa. Esse processo inclui o restabelecimento da superficie
epitelial, reorganizagdo das glandulas mucosas, aumento da sintese e da liberagao
de mucinas acidas, proliferacdo, migragao e diferenciacao celular (FORNAI et al.,
2011; S. TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012; TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES,
2013). Durante o dano vascular ocorre liberagdo de mediadores que causam
quimiotaxia de leucdcitos e macréfagos, liberando citocinas pro-inflamatérias como,
por exemplo, o TNF-a, a IL-1B e a IL-8, e envolvendo a enzima ciclo-oxigenase 2 no
processo de reparo tecidual. A expressdao de COX-2 parece controlar os mecanismos
de re-epitelizacao, angiogénese, citoprotecao e proliferagédo celular epitelial (mediada
por EGF) (SCHMASSMANN, 1998; TARNAWSKI, 2005; WALLACE; MA, 2001).

A administracdo oral por 7 dias da oleorresina ou do extrato das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei favoreceu o processo de cicatrizagao, diminuindo o didmetro
da lesdo quando comparado ao grupo controle (Tabela 31), além de diminuir a
espessura da mucosa gastrica (Tabela 32), e a infiltragao leucocitaria no local da leséao
(Tabela 33). Observa-se também que a oleorresina ou o extrato das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei aumenta o numero de células em proliferacédo na regido de
regeneragao da ulcera, em relagcao ao grupo controle. Com esses dados, é possivel
concluir que, pelo menos em parte, a proliferagdo celular contribui para a cicatrizacao
da ulcera (CZYZEWSKA et al., 2009).
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Tabela 31. Efeitos da administracao oral de ranitidina (100 mg/kg) e da oleorresina e
extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (300 mg/kg) em ulceras
gastricas crbénicas induzidas por acido acético (20 yL, 20%) em camundongos.

Tratamento Dose éiflaetsoétzl Area relativa indice de
V.0. (mg/kg) (mm?) lesada (%) cura (%)
Controle ; 38.06+3.08  14.98+1.63 -
Ranitidina 100 10.84+1.76"  6.06+1.58"  75.5646.06"
C. oblongifolia 300  12.49+2.98"  6.48+131°  76.696.33"
Oleorresina
C. Oé”o”g’fo”a 300  1042$3.92°  546+193"  70.89+6.96"
Xxtrato
C. duckei 300 0.04+346"  540+1.86"  74.74+7.68"
Oleorresina
Cé duckei 300 6.08+2.617  3.48+146"  83.22+531"
Xtrato

Os dados representam a média+E.P.M. (n=6). Diferenga significativa em relagéo ao grupo controle (‘p<0,05 e
“p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

Tabela 32. Efeitos da administracao oral de ranitidina (100 mg/kg) e da oleorresina e
extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (300 mg/kg) em ulceras
gastricas crénicas induzidas por acido acético (20 pL, 20%) em camundongos.

Dose Espessura da Espessura da Classificagao por
Tratamentos (mg/kg) mucosa gastrica  muscular gastrica pontuagao
(pm) (pm) (0-4)
Naive - 218,69+8,60 67,59+7,27 0
Controle - 313,72+13,19 317,01+£32,94 4
Ranitidina 100 205,39+11,32 157,86+11,39 1
C. oblongifolia 300 276,30£10,65 273,22+13,79 3
Oleorresina
C. oblongifolia 300 241,94+10,17 221,88+10,05 3
Extrato
C. duckei 300 223,52+8,70 269,23+16,31 2
Oleorresina
CE duckei 300 241,95+13 84 165,07+15,35 2
xtrato

Os dados representam a média+E.P.M. (n=6). Diferenga significativa em relagéo ao grupo controle (‘p<0,05 e
“p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Tabela 33. Detalhes de cortes histoldgicos de estbmagos apds a administragao oral
da oleorresina de C. oblongifolia e C. duckei (300 mg/kg), durante 7 dias em animais
submetidos ao teste de ulceras crénicas por acido acético.
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544 Efeitos das oleorresinas, extratos das folhas e substincias isoladas de

Copaifera sobre a secrecio gastrica e a quantidade de muco gastrico (ligadura de

piloro)

Como mencionado anteriormente, a mucosa possui papel importante no
restabelecimento da integridade gastrica. Este papel, em grande parte esta associado
com a presencga de muco, que contribui significativamente para o reparo dos danos.
O muco é um fator protetor importante que reveste continuamente a mucosa gastrica
e é a primeira linha de defesa contra agentes nocivos como o acido ou bactérias
(PHILLIPSON et al., 2008). Sua composicao & agua (95%) e de glicoproteinas (5%),
denominadas mucinas, que formam um gel transparente, viscoso e elastico, com
propriedades aderentes que retarda a difusdo do acido para as células do epitélio
gastrico (MOJZIS; HEGEDUSOVA; MIROSSAY, 2000).

Durante o processo de ulcerogénese gastrica, o acido cloridrico acaba sendo
hipersecretado, intensificando as lesdes e reduzindo a protecdo da mucosa
(ANDRADE et al., 2007; KWIECIEN et al., 2004). Reduzir a hipersecregao gastrica
contribui para o processo de cicatrizacao, além de diminuir os episddios de reincidia.
Além disso, tradicionalmente a terapia antiulcera gastrica era focada em estratégias
para diminuir a liberagdo do acido gastrico. Porém, essas terapias ndo possuem
mecanismos para reduzir o processo inflamatério e favorecer o processo de
cicatrizacdo. Atualmente, estudos investigam novas estratégias terapéuticas para a
resolugdo do processo inflamatério envolvido na fisiopatologia da ulcera gastrica
(ALESSANDRI et al., 2013; LEE; SURH, 2012; ORTEGA-GOMEZ; PERRETTI;
SOEHNLEIN, 2013). No modelo de ligadura de piloro foram avaliadas a atividade da
oleorresina ou do extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei sobre a secregao
gastrica acida e sobre a produgdo de muco, que sédo duas importantes fungdes do
estdmago (Tabela 34). Sabe-se que a Ulcera gastrica é causada por um desequilibrio
entre os fatores agressivos (HCI, pepsina) e a habilidade da mucosa gastrica de se
proteger e curar a si propria (muco e secrecao de HCOz3', PGs, fluxo de sangue e 6xido
nitrico) (LU; GRAHAM, 2006).
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Tabela 34. Efeitos da administragéo intraduodenal de indometacina (100 mg/kg),
ranitidina (100 mg/kg), carbenoxolona (200 mg/kg) e da oleorresina e extrato
hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (30, 100 e 300 mg/kg) nos
parametros bioquimicos da secregcdo gastrica acida e na secregdo de muco de
camundongos submetidos a ligadura de piloro.

LEMOS, M.

Tratamento Dose H Volume_de [H*] AIQ_uanéi;iadlg ded
V.0 (mglkg) p secregao (MEq.g"/L) cian Blue ligado
(uL) (mg/g tecido)
Controle - 5.15+0.23 0.192+0.011 165.26+16.31 6.08+0.36
Indometacina 100 4.31+£0.19 0.336+0.061 260.50+18.30 4.17+0.95
Ranitidina 100 5.90+0.13" 0.118+0.015™ 62.41+18.94" 6.65+0.41
Carbenoxolona 200 5.87+0.24" 0.137+0.015™ 48.76+5.83" 7.78+0.17"
C. oblonaifolia 30 5.40+0.33 0.165+0.011™ 87.38+10.51 5.03+0.94
bleorre%ina 100 5.27+0.26 0.098+0.016™ 73.92+7.83" 6.67+0.53"
300 5.17+0.33 0.079+0.007" 49.92+9.90" 8.62+0.67"
C. oblonaifolia 30 5.73+0.26" 0.203+0.022 50.98+6.29" 6.34+0.59
’ Extragt]o 100 5.82+0.33" 0.152+0.018™ 47.40+5.12" 7.04+0.24"
300 6.59+0.08" 0.138+0.042™ 38.41+9.45" 7.49+0.16"
C. duckei 30 4.89+0.18 0.218+0.025 71.84+5.85 4.95+0.30
Oléorresina 100 4.50+0.26 0.153+0.018™ 66.70+8.25" 6.42+0.29"
300 4.75+0.22 0.125+0.017" 53.67+7.32" 6.85+0.11"
C. duckei 30 4.63+0.05 0.202+0.093 58.36+7.32" 6.69+1.09
Extrato 100 4.73+0.43" 0.113+0.011™ 40.51+6.41™ 10.55+0.51"
300 5.80+0.25" 0.095+0.007" 38.54+7.42™ 11.62+0.40"

Os dados representam a média+E.P.M. (n=6). Diferenga significativa em relagéo ao grupo controle (‘p<0,05 e
“p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. Curva Alcian Blue: y = 0.0017x - 0.0059; R? = 0.9979

Diversos fatores podem aumentar o risco de incidéncia de ulcera, tais como o
estresse, o fumo, deficiéncias nutricionais, uso de AINEs, predisposi¢cao hereditaria e
infeccao por Helicobacter pilory (BARROS et al., 2008; SCHUBERT; PEURA, 2008).

(BARROS et al., 2008). O pré-tratamento oleorresina de C. oblongifolia e C.
duckei nao altera o pH significativamente, porém, diminui a quantidade de ions
hidrogénio liberados na seregéo. Ja o extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei
parece interferir de forma satisfatoria nestes dois parametros, visto que diminui tanto
o pH quanto a quantidade de ions secretados. Ainda, o extrato das folhas,
principalmente o extrato das folhas de C. duckei promoveu significativo aumento do
muco. O muco é um dos fatores protetores da mucosa gastrica, criando uma barreira
fisica contra bactérias, acidos, toxinas, além de agir como um lubrificante, reduzindo
o atrito e os efeitos abrasivos sobre a mucosa. O muco tem a capacidade de
sequestrar radicais livres, devido a sua composigdo glicoproteica (MOJZIS;
HEGEDUSOVA; MIROSSAY, 2000; WALLACE; MILLER, 2000; WALLACE, 2008).
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5.5 Avaliacao da atividade anti-Helicobacter pylori

551 Efeitos das oleorresinas e extratos das folhas de Copaifera spp. sobre a

concentracdo minima inibitéria (CIM) e concentracdo bacteriana minima (CBM)

A bactéria Helicobacter pylori € um bacilo Gram negativo, microaerdfilo, curvo
e espiralado (ALARCON; DOMINGO; LOPEZ-BREA, 1999; DUNN; COHEN;
BLASER, 1997; MARSHALL; WARREN, 1984). Este bacilo contém dois a seis flagelos
que lhe oferecem motilidade e resisténcia no ambiente estomacal, permitindo-lhe
penetrar na mucosa gastrica e resistir aos movimentos contrateis estomacais.
Possuem de 2,4 a 4,0 ym de comprimento e 0,5 a 1,0 ym de largura. Embora seja
encontrado em outros primatas, seu principal reservatorio € o estbmago humano,
principalmente o antro. Produz uma enzima, a urease, que reduz a ureia ema aménia,
capacitando o micro-organismo para sobreviver no estdbmago por criar uma ambiente
alcalino (BROWN, 2000).

A infec¢ao causada por H. pylori afeta cerca de metade da populagdo mundial,
sendo mais frequentemente adquirida na infancia, e em paises em desenvolvimento.
Segundo dados da OMS, ao ano, 550.000 novos casos de cancer de estbmago séo
atribuidos a bactéria H. pylori, que pode ser transmitida pelos alimentos. Este dado
corresponde a 55% dos casos de cancer do mundo (DUNN; COHEN; BLASER, 1997;
PARSONNET, 1998; RAJINDRAJITH; DEVANARAYANA; SILVA, 2009; WHO;
UNICEF, 2000). Os resultados da triagem anti-H. pylori pelo método da concentragao
inibitéria minima e concentracao bactericida minima demostraram que a oleorresina e
o extrato das folhas de C. oblongifolia foram ativos (Tabela 35) possuem moderada
atividade contra a bactéria. Buscando-se quais eram os compostos mais ativos, as
fracdes do extrato foram testadas, sendo que as fragcdes hexanica e diclometanica
(Tabela 36) apresentaram maior atividade. Estes resultados confirmam a presenga de
substancias antimicrobianas (SOUZA et al., 2011a, 2011b), sendo que substancias da

classe dos terpenos devam ser as responsaveis por tais atividades.
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Tabela 35. Resultados da Concentragao Inibitéria Minima e Concentragéo Bactericida
Minima do oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei
sobre a bactéria Helicobacter pylori

Tratamento CIM cov
_ (ug/mL) (pg/mL)

C oblongiola 200 20

C. oblongitla 100 109
O kol > 400 7490
C duoker > 400 740

Tabela 36. Resultados da Concentracao Inibitéria Minima e Concentracao Bactericida
Minima das fragdes do extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia sobre a
bactéria Helicobacter pylori

Tratamento CimM )
(ug/mL) (ug/mL)

Fragdo Hexanica 100 200
Fragao CH2Cl2 200 400

Fracdo AcOEt > 400 > 400

Fracdo BuOH > 400 > 400

Fragcédo H2-0 > 400 > 400

Claritromicina 0,078 0,078

55.2 Efeitos das oleorresinas e extratos das folhas de Copaifera spp. sobre

animais infectados por Helicobacter pylori submetidos a ulceras crbnicas por acido

acético

Por apresentar maior atividade anti-H. pylori nos testes in vitro, a oleorresina e
o extrato das folhas de C. oblongifolia foram selecionados para realizagao de ensaios
anti-H. pylori in vivo.

O modelo de ulcera crbnica por acido acético penetra na camada muscular e
assemelha-se em caracteristicas patolégicas e de processo cicatricial com a ulcera
gastrica em humanos. Na tentativa de estabelecer a ligagdo patogénica entre o H.
pylori, foi realizado o ensaio de ulceras crbnicas induzidas por acido acético com co-
infeccao por H. pylori. O estabelecimento de infecgdo persistente de H. pylori em
camundongos, que reproduza as caracteristicas basicas da infecgdo em humanos néao
€ uma tarefa facil (BUI et al., 1991; LI et al., 2008; YAN; LUO; MAO, 2004).

A inoculacdo de H. pylori retarda a cicatrizacdo de Ulceras gastricas,
possivelmente por reducao das secrecdes de gastrina e pepsina gastricas seguida de

aumento na gastrina plasmatica e queda no conteudo de somatostatina luminal,
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contribuindo para alteragées no fluxo sanguineo gastrico e mudangas histopatologicas

como edema ou congestdo da superficie epitelial, infiltracdo inflamatéria e aumento
dos niveis de IL-18 e IL-12 (KONTUREK et al., 1999).

Nesta primeira etapa estabelecemos se este modelo era passivel de
padronizacdo em nossos laboratérios. Os dados obtidos confirmam a atividade
cicatrizante da oleorresina e do extrato das folhas de C. oblongifolia apresentada no
modelo de ulceras induzidas por acido acético (Tabela 37). Pode-se notar um
aumento do didmetro da lesdo, compativel com os dados da literatura. Como pode-se
observar, apos 7 dias de tratamento e co-infecgao, o teste de urease € positivo apenas

no grupo controle (Tabela 38).

Tabela 37. Efeitos da administragao oral de claritromicina (25mg/kg) + amoxicilina (50
mg/kg) + omeprazol (20 mg/kg) e da oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de
C. oblongifolia (300 mg/kg) em ulceras gastricas crénicas induzidas por acido acético
(20 L, 20%) com co-infeccdo por Helicobacter pylori em camundongos.

Tratamento Dose 'L:‘;':?ets(ggl Area relativa indice de

v.o. (mg/kg) (mm?) lesada (%) cura (%)
Controle - 42,64+3,51 21.16+2.13 -
Claritromicina + Amoxicilina 25+ 50 + 13,7642.41" 10,412.48" 51,8345.77"
+ Omeprazol 20
C. oblongifolia 300 16,94+2.97" 121142717  42,6644,39"
Oleorresina

C. Oé”"”g’fo”a 300 14284302  11,98:2.74"  44,9242.12"

xtrato

Os dados representam a média+E.P.M. (n=6). Diferenga significativa em relagéo ao grupo controle (‘p<0,05 e
“p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Tabela 38. Efeitos da administragao oral de claritromicina (25mg/kg) + amoxicilina (50
mg/kg) + omeprazol (20 mg/kg) e da oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de
C. oblongifolia e C. duckei (300 mg/kg) em ulceras gastricas crbnicas induzidas por
acido acético (20 pL, 20%) com co-infec¢ao por Helicobacter pylori em camundongos.

Tratamentos Dose Teste de Urease
(mg/kg)
Controle - +++ '
|
Claritromicina + 25+

Amoxicilina + Omeprazol 50 + 20

C. oblongi'folia 300 ) &]
Oleorresina "

C. oblongifolia

Extrato 300 )

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=6). Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle ('p<0,05 e
“p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

553 Efeitos das oleorresinas e extratos das folhas de Copaifera spp. sobre a

atividade antioxidante in vitro

A avaliacdo da atividade antioxidante das oleorresinas e extratos de C.
oblongifolia e C. duckei consistiu na execug¢ao de um conjunto de ensaios in vitro que
permitiu estudar a capacidade destes para captarem as principais ROS que estao
envolvidos na patogénese das desordens gastricas.

A atividade sequestradora de radical/habilidade de doar H* pela oleorresina e
pelo extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei foi quantificada empregando o
radical estavel DPPH' em solugdo metandlica. A solucdo metandlica do radical DPPHe
apresenta absorvancia maxima em 515nm, na presenca de moléculas doadoras de

H* a absorvéancia diminui devido a redugao do DPPH+ para DPPH-H.
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As oleorresinas de C. oblongifolia e C. duckei ndo apresentaram habilidade de

doar H* ao DPPH' (Tabela 39), embora literatura reporta que tais oleorresinas tenham
tal atividade (SANTOS et al., 2009). Ja os extratos das folhas sao ricos em compostos
fendlicos, tais como os flavonoides e derivados galoilquinicos, que possuem atividade
antioxidante descrita na literatura (BARATTO et al., 2003; CHEN et al., 2010).

Tabela 39. Resultados da concentragéo efetiva maxima (ECso) e dos coeficientes de
correlagéo linear (R?) obtidos pelo acido gdlico, pela oleorresina e pelo extrato
hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na avaliagao da atividade
doadora de H- ao radical DPPH-

Material vegetal (PZ?I:IDL) -
©. oblongifla >5000 _
C.Ec;(g;ca)g_)gi()j‘;ia 317,00 0.995
O Gkl >5000 _

Curva DPPH: y = 0,0103x — 0,0013; R? = 0.999

A quimioluminescéncia com luminol tem sido utilizada como um ensaio sensivel
para monitoramento de radicais livres, enzimas, células ou sistemas de érgaos e para
screening de atividade antioxidante (GIROTTI et al., 2000). A quimioluminescéncia
esta baseada nas medidas de area sobre o tempo de curso da emissao luminescente
na presencga do antioxidante. O luminol foi utilizado como detector que é oxidado ao
anion superoxido. A inibicdo da emissao luminescente causada pela diminuicdo do
anion superéxido resultou na avaliagdo do poder antioxidante. Na Tabela 40 estado
apresentados os resultados da contagem de fétons por minuto e a porcentagem de
inibicdo da emissao luminescente dos extratos das folhas C. oblongifolia e C. duckei.
Neste experimento, o extrato de C. oblongifolia apresentou um CEsg de 0,5264 mg/kg,
e o de C. duckei de 0,1280 mg/kg.
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Tabela 40. Contagem de fétons por minuto,% inibicdo da emissao luminescente,
concentragao efetiva maxima (CEso) e dos coeficientes de correlagdo linear (R?) dos
extratos hidroalcoolico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na avaliagao da
atividade antioxidante sequestradora do radical superdxido gerado no sistema
xantina/xantina oxidase/luminol.

Concentragao Contagem de

Material % de inibigao CEso

i 5 2
vegetal (pg;‘;'l_) B e (M£DP) (Hg/mL) R
Branco - 3.45x 107 - - .
0,19 3,25 x 107 5,85+0,29
Extrato de 0,37 1,82 x 107 47,38+4,59
C. oblongifolia 0,75 1,34 x 107 61,15+0,18 0,5264 0,994
’ 1,49 6,42 x 108 81,42+0,71
2,99 2,84 x 108 91,77+0,02
0,19 1,36 x 107 60,73+2,25
Extrato de 0,37 8,56 x 10° 75,25%0,23
C. duckei 0,75 4,57 x 108 86,79+1,06 0,1280 0,996
’ 1,49 2,20 x 108 93,64+0,23
2,99 9,80 x 105 97,17+0,07

Todos os componentes celulares sao alvos das ROS, no entanto, a gema de
ovo contém cerca de 5 g de gordura, composta principalmente por acidos graxos mono
e poli-insaturados (DASGUPTA; DE, 2004; SUGINO et al., 1997), que é atingida a
principio, pela existéncia de dienos conjugados presentes nos acidos graxos poli-
insaturados. Os radicais livres centrados no oxigénio (HO*) atacam a cadeia lipidica
em sitios susceptiveis como o grupo metilénico bis-alilico onde ha abstragéo de H,
convertendo-o em novo centro de radical livre (iniciagéo). O radical lipidico formado
pode reagir com qualquer estrutura da membrana, porém a reagdo mais provavel é
com oxigénio (O2), gerando o radical lipidio-peroxila (propagacao), que pode originar
peroxidos ciclicos ou abstrair hidrogénio de outro lipideo levando desta maneira a
continuacao da reacao de cadeia radicalar. A peroxidacéo lipidica pode ser inibida por
antioxidantes que interrompam a cadeia de peroxidagao reagindo com os radicais
peroxila ou alcoxila e, desta forma, gerando um hidroperéxido e um radical livre
formado a partir do antioxidante (BUEGE; AUST, 1978; YOSHIKAWA et al., 1993).

A peroxidagao lipidica pode conduzir a uma desorganizagdo da membrana
celular com liberagao de fosfolipidios que atuam sinergicamente a um aumento das
atividades da fosfolipase A2 (PLA2) e da ciclooxigenase-2 (COX-2), resultando em
niveis maiores de produgao de prostaglandinas (PGs), incluindo a prostaglandina E>
(PGE2), responsaveis pela inflamagéo (BUEGE; AUST, 1978; OHKAWA; OHISH];
YAGI, 1979; SZEFEL et al., 2011; YEDGAR; COHEN; SHOSEYOQV, 2006).
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A peroxidagao lipidica pode ser prevenida no estagio inicial por sequestradores

de radicais livres e compostos capazes de retirar o oxigénio do estado singleto, ou a
propagacao da reagdo em cadeia pode ser quebrada por sequestradores de radical
peroxila, alcoxila e quelantes de Fe?*. A peroxidacgao lipidica pode ser suprimida por
substancias antioxidantes que inativam enzimas envolvidas na formagao de ROS, por
quelagdo do Fe?*, por inibigdo do estagio inicial e/ou acelerando o estagio final
(COOK, 1996). Pode-se observar que tanto as oleorresinas quanto os extratos das
folhas tem a capacidade de inibir a peroxidacao lipidica em cerca de 40-60% nas
menores concentragées e acima de 90% nas maiores concentragdes testadas. O
extrato das folhas de C. duckei é mais efetiva, apresentando uma CEsg de 0,00115
pug/mL (Tabela 41).

Tabela 41. Resultados da % inibicdo da peroxidagao lipidica obtidos pelo pela
oleorresina e pelo extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na
avaliagdo da atividade inibidora da peroxidagao lipidica sobre gema de ovo

Concentracao % de CEso
Material vegetal final inibigao (ng/mL) R?
(ug/mL) (MDP) 9

8,69 x 1003 57,30+0,88

Oleorresina de 1,74 x 1002 62,85+0,86
C. oblongifolia 3,48 x 1002 76,77+0,02 9,66 0,991

6,95 x 1002 84,76+0,58

1,39 x 1001 92,01+2,25

8,69 x 1003 44,90+0,86

Extrato de 1,74 x 1002 67,12+0,52
C. oblongifolia 3,48 x 1002 76,06+1,39 6,71 0,994

6,95 x 1002 85,84+1,74

1,39 x 1091 90,04+0,68

8,69 x 1003 59,30+0,98

Oleorresina de 1,74 x 1002 64,92+0,34
C. duckei 3,48 x 1002 74,43+0,98 6,24 0,988

’ 6,95 x 1002 83,71+0,62

1,39 x 1001 97,46+0,69

8,69 x 1003 43,48+2, 25

Extrato de 1,74 x 1002 59,13+1,00
C. duckei 3,48 x 1002 79,44+0,81 1,15 0,952

’ 6,95 x 1002 85,24+0,54

1,39 x 1001 99,15+0,59

554 Efeitos das oleorresinas e extratos das folhas de Copaifera spp. sobre a

inibicAo do 6xido nitrico sintase (iINOS) e alquilacdo de grupamentos sulfidrilas (SH)

in vivo

Na mucosa gastrica, o 6xido nitrico possui um importante papel, regulando a

secrecao de muco, aumentando o fluxo sanguineo local, inibindo a neutrofilia e
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favorecendo o processo de cicatrizagédo. Seus efeitos no estdmago séo via guanilato-

ciclase, via guanosina-3’,5’-monofosfato ciclico (GMPc) ou atuando diretamente sobre
canais de potassio calcio-dependentes, hiperpolarizando células endoteliais dos
vasos, resultando em vasodilatagdo (MARTiN; JIMENEZ; MOTILVA, 2001;
ODABASOGLU et al., 2006; RODRIGUEZ-TELLEZ et al., 2001).

A 6xido nitrico sintase é a enzima responsavel pela producéo de 6xido nitrico
no estdmago. Esta é divida em constitutiva e endotelial (NOSc e NOSe), que sao
responsaveis pela integridade da mucosa gastrica. O L-NAME (L-metil-arginina-éster)
€ capaz de bloquear a produgéao de 6xido nitrico por bloquear estas enzimas (KOLIOS;
VALATAS; WARD, 2004). A gastroprotecao exercida pela oleorresina e extrato das
folhas de C. oblongifolia e C. duckei (Tabela 42 e Figura 18), em parte, é perdida com
a administragdo do L-NAME, sugerindo que ha mecanismos gastroprotetores
dependentes da producao de 6xido nitrico.

Grupamentos sulfidrilicos contribuem para a integridade da mucosa gastrica,
tendo como primeira finalidade reduzir a formagéao de radicais livres derivados do
oxigénio, relacionando-se com a manutencao da integridade celular, e reduzindo a
leséo tecidual (CHATTOPADHYAY et al., 2006).

A reducgdo dos niveis normais de grupos sulfidrilicos torna a mucosa gastrica
susceptivel ao ataque de substancias ulcerogénicas, afetando o mecanismo defensivo
da mucosa. A N-etilmaleimida (NEM), € uma substancia capaz de quelar as pontes de
dissulfeto que sao responsaveis pela conformacdo da barreira mucosa, promovido
pelos compostos sulfidrilicos (BASUDHAR et al., 2013; KLEIN-JUNIOR et al., 2013).

Com a administragdo do NEM, ha potencializagdo dos danos gastricos
induzidos pelo EtOH/HCI, com diminuicdo da concentragcdo de grupamentos
sulfidrilicos na mucosa, em especial da glutationa redutase (GSH). A administragcao
de NEM resulta em lesdo tecidual acima do normal, porém, o tratamento com a
oleorresina ou com o extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei promove
atividade gastroprotetora, provavelmente dependente de GSH (Tabela 42 e Figura
18).
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Tabela 42. Efeito da administragéo oral de carbenoxolona (200 mg/kg) da oleorresina
e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (300 mg/kg) em
Ulceras gastricas por etanol/HCI associado a inibicdo da NO-sintase (administragao
de L-NAME, 70 mg/kg, i.p.) e alquilacdo de grupamentos sulfidrilas (administracao de

LEMOS, M.

NEM, 10 mg/kg, i.p.).

Tratamento Dose Tratamento Area total de Area relativa indice de cura
V.0. (mg/kg) (i.p.) lesdo (mm?) lesada (%) (%)
Salina 88.15+4.34 59,57+4.30 -
Controle - L-NAME 81.04+1.03 41.14+4 .48 -
NEM 108.23+2.42 56.65+3.97 -
Salina 18.34+4.10 11.9543.43##8&8™ 77.30+5.32##38
Carbenoxolona 200 L-NAME 33.83+2.84##3& 26.16+4.8788™ 54.94+3.68%8"
NEM 02.77+4 4788 31.21+3.69%8™ 27.86+4.1788"
C. oblongifolia Salina 30.10+3.83##8 1 2.58i3.63##&"f‘:* 69.7914.56##&‘3‘:*
bleorresina 300 L-NAME 60.15+3.75%& 26.91+4.448& 34.59+3.39&&
NEM 67.05+3.46%& 34.78+3.09%8™ 29.96+5.4088"
C. oblongifolia Salina 32.88+4.31##8&8™ 18.30i2.53##&‘i” 60.2214.58##&5‘:*
: Extrato 300 L-NAME 64.04+3.56% 29.09+3.358& 26.69+4 .228&
NEM 68.18+3.35%& 37.57+2.38%" 27.20+3.77%"
C. duckei Salina 30.42+4.05%#8&8™ 1 3.3814.47##&f‘:* 69.2512.90##&f:*
Oléorresina 300 L-NAME 65.60+3.97& 29.22+1.138& 28.16+4.858&
NEM 65.16+4.90%& 34.83+3.22838™ 26.79+4.2788"
C. duckei Salina 31.26+2.86%#3&" 18.1414.42##&5* 58.2315.51##&‘3‘:*
Extrato 300 L-NAME 56.87+4.41& 31.76+3.918& 23.31+4.408&
NEM 65.69+4.2438& 36.20+2.98%" 24.45+4 .38%"

Os dados representam a médiatE.P.M. (n=6). Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle
salina ('p<0,05 e “p<0,01), grupo controle L-NAME (#p<0,05 e #p<0,01) e grupo controle L-NAME
(3p<0,05 e 4&p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

80+

Porcentagem de lesédo (%)

0_

Salina (10 mL/kg) + + + + + + - - - - - - - - - - - -
LNAME (70 mg/kg) - - - - - - + + + + + + - - - - - -
NEM (10 mg/kg) - - - - - - - - - - - - + + + + + +

[ Extrato C. oblongifolia
Bl Extrato C. duckei

[ Oleorresina C. oblongifolia
Bl Oleorresina C. duckei

B3 Controle
Bl Carbenoxolona

Etanol/HCI 60%/0,3N (v.0.)

Figura 18. Grafico do efeito da administragéo oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, v.o. e carbenoxolona, na dose de 200 mg/kg, v.0., sobre
a porcentagem de les&o de Ulceras gastricas induzidas por EtOH/HCI (60%/0,03N), associado a inibigado
da NO-sintase (administragdo de L-NAME, 70 mg/kg, i.p.) e alquilagdo de grupamentos sulfidrilas
(administracdo de NEM, 10 mg/kg, i.p.) em camundongos. Cada barra representa a média dos
experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle salina (‘p<0,05
e "p<0,01), grupo controle L-NAME (*p<0,05 e *p<0,01) e grupo controle L-NAME (4p<0,05 e
8&p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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555 Efeitos das oleorresinas e extratos das folhas de Copaifera spp. sobre a

atividade da glutationa S- transferase (GST), catalase (CAT), superéxido dismutase

(SOD) e niveis de 6xido nitrico (NO) na regido glandular gastrica

A gastroprotecao pode estar relacionada com a manutengao da integridade da
mucosa gastrica, que depende da integridade da microcirculagao, secre¢gao de muco
e atividade de enzimas antioxidantes (KWIECIEN et al., 2004). Mecanismos
antioxidantes sédo eventos fisioldgicos normais, mas resultam peroxidagao lipidica e
dano oxidativo em condi¢des patoldgicas. A primeira enzima antioxidante da mucosa
gastrica € a superoxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutagdo do O2" em
peroxido de hidrogénio (H202), que apesar de ser menos nocivo, ainda causa danos
celulares. O H20- é reduzido pela enzima glutationa peroxidase (GPx) em agua. Esta
reacao € acompanhada pela conversao da glutationa reduzida (GSH) em glutationa
oxidada (GSSG), sendo convertida novamente em GSH pela glutationa redutase (GR)
(KWIECIEN et al., 2004; SANTOS et al., 2009, 2012).

Como citado anteriormente, membranas sdo ricas em acidos graxos poli-
insaturados, e possuem um arsenal complexo de enzimas redutoras contra espécies
reativas de oxigénio (ROS), evitando assim a lipoperoxidagao lipidica. Uma dessas
enzimas é a catalase, que atua decompondo o peréxido de hidrogénio, proveniente
da peroxidacdo dos acidos graxos em agua (BUEGE; AUST, 1978;
CHATTOPADHYAY et al., 2006; FREITAS et al., 2011; OZBAYER et al., 2014;
ZHENG et al., 2014).

Essas alteracbes na dinamica antioxidante no tecido estomacal favorecem ao
aparecimento de lesdes gastricas. Determinar as atividades da SOD, da GSH, da CAT
e a participacdo do NO sao importantes na determinacdo do mecanismo de acao
gastroprotetor (GUPTA; RAO, 2014; GUPTA; RAO; SHARMA, 2013). A administragao
da oleorresina de C. oblongifolia e C. duckei ndo resulta em aumento da produgao da
enzima superoéxido dismutase, enquanto que a administracdo do extrato das folhas

mantém os niveis desta enzima proximos aos normais (Figura 19).
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cisteina C. oblongifolia C. duckei C. Oblongifolia C. duckei
Salina Veiculo 750 mg/kg 200 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg

Etanol/HCI 60%/0,3N (v.o.)

Figura 19. Gréafico do efeito da administragdo da oleorresina e do extrato hidroalcodlico das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, v.o., N-acetilcisteina, na dose de 750 mg/kg, v.o., e carbenoxolona,
na dose de 200 mg/kg, v.o sobre a concentragdo da enzima superéxido dismutase de homogenatos de Ulceras
gastricas induzidas EtOH/HCI (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos
seguida dos E.P.M.s. Diferencga significativa em relagéo ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori
de Tukey.

De maneira similar, a enzima catalase também ndo esta aumentada em
nenhum dos tratamentos, encontrando-se ligeiramente aumentada com a

administragdo do extrato das folhas (nédo significativo) (Figura 20).
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cisteina C.oblongifolia C. duckei C. Oblongifolia C. duckei
Salina Veiculo 750 mg/kg 200 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg

Etanol/HCI 60%/0,3N (v.o.)

Figura 20. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina e do extrato hidroalcodlico das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, v.o., N-acetilcisteina, na dose de 750 mg/kg, v.o., e carbenoxolona,
na dose de 200 mg/kg, v.o sobre a concentragdo de glutationa de homogenatos de Ulceras gastricas induzidas
EtOH/HCI (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s.
Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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A enzima GSH manteve-se proximo dos niveis normais em todos os

tratamentos (Figura 21)., sendo pouco depletada no tratamento com a oleorresina de

C. oblongifolia e C. duckei.
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cisteina C.oblongifolia C. duckei C. Oblongifolia C.duckei
Salina Veiculo 750 mg/kg 200 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg

Etanol/HCI 60%/0,3N (v.o.)

Figura 21. Gréafico do efeito da administragdo da oleorresina e do extrato hidroalcodlico das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, v.o., N-acetilcisteina, na dose de 750 mg/kg, v.o., e carbenoxolona,
na dose de 200 mg/kg, v.0 sobre a concentragdo de catalase de homogenatos de Ulceras gastricas induzidas
EtOH/HCI (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s.
Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

O NO encontra-se em concentracdes maiores no tratamento com os extratos
de C. oblongifolia e C. duckei do que na administragéo das oleorresinas (Figura 22).
Ao que parece, os compostos presentes no extrato promovem agao antioxidante mais
pronunciada, favorecendo a gastroprotegdo por este mecanismo, enquanto que a
gastroprotecdo promovida pela oleorresina parece interferir em mecanismos anti-
inflamatorios, ou talvez, interferir na secre¢cao de HCI por inibicdo da enzima H*, K*
ATPase.
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Figura 22. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina e do extrato hidroalcodlico das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, v.o., N-acetilcisteina, na dose de 750 mg/kg, v.o., e carbenoxolona,
na dose de 200 mg/kg, v.0 sobre a concentragdo de nitrito de homogenatos de Ulceras gastricas induzidas
EtOH/HCI (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s.
Diferenca significativa em relagédo ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

556 Efeitos das oleorresinas e extratos das folhas de Copaifera spp. sobre a

atividade da mieloperoxidase (MPO) na reqgido glandular gastrica

A mieloperoxidase (MPO, perdxido de hidrogénio oxidoredutase) € uma enzima
amplamente distribuida no organismo e suas fontes fundamentais sao os leucdcitos
(neutrdfilos, monécitos e os macréfagos), apesar de ter sido isolada de muitos fluidos
biolégicos (saliva, liquido sinovial e sémen, entre outros) E também em diferentes
tecidos (coracéo, rins, pele, figado e placenta) (EDWARDS et al., 1988; NADEEM,;
MASOOD; SIDDIQUI, 2008; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009). No entanto, a fonte mais
comum sao os neutrdéfilos, onde a enzima se encontra localizada a nivel lisossomal.
Constituindo de 2-5% do conteudo de proteinas destas células (MARQUEZ;
DUNFORD; VAN WART, 1990).

O sistema MPO-perodxido de hidrogénio (H202)ferro tem sido um sistema bem
estudado. A reacao da MPO com o H20:2 proveniente das células fagocitarias ativadas

por particulas estranhas, formando um complexo enzima-substrato com uma forte
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capacidade oxidativa. Este complexo se combina com o ferro, geralmente cloroso, que

se oxida para formar o acido hipocloroso (HOCI). O acido hipocloroso € um potente
agente oxidativo que contribui com o mecanismo de defesa contra os agentes
infecciosos, mas também pode atuar sobre as células do hospedeiro. O HOCI pode
causar muitos danos em enfermidades inflamatérias (KETTLE et al., 1992).

O aumento da atividade da MPO é relatado em varios processos patolégicos e
esta associado com o aumento do estresse oxidativo, como no caso das enfermidades
infecciosas, inflamatérias e isquemia-reperfusdo. Nestes casos se demonstrou um
aumento significativo da atividade da mieloperoxidase, em propor¢ao direta ao
numero de neutrdéfilos infiltrados no tecido, portanto, se pode utilizar sua atividade
como indice de migracdo leucocitaria e de estresse oxidativo (MADAMANCHI;
VENDROV; RUNGE, 2005; MALLE; BUCH; GRONE, 2003; M@LLER; WALLIN;
KNUDSEN, 1996; NAHRENDOREF et al., 2008; SMITH, 1994).

A atividade da MPO ¢é proporcional ao numero de neutréfilos infiltrados na
mucosa gastrica, sendo importante fonte de ROS na mucosa gastrica. A enzima MPO,
presente nos neutréfilos, atua na presenga do anion superdxido (O2~) e do anion
cloreto (CI') para formar o acido hipocloridrico, o qual apresenta agao téxica, acabado
por ser lesivo para as células do tecido. Dessa maneira, sugere-se que a diminuigao
da infiltragdo de neutréfilos em tecidos ulcerados resultaria na melhora da ulcera
gastrica, por haver redugcdo da formacdo de ROS dependente de neutréfilos
(SAKURAI; OSAKA; YAMASAKI, 2005).

Os resultados demonstram que a enzima MPO esta reduzida nos animais
tratados com o extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, confirmando os
resultados anteriores, onde o0 mecanismo de acdo gastroprotetor dos extratos é
mediado pela manutencdo das defesas antioxidantes, e que o tratamento da
oleorresina de C. oblongifolia ou C. duckei promove efeito gastroprotetor ainda nao

em compreendido (Figura 23).
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Figura 23. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina e do extrato hidroalcodlico das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, v.o., N-acetilcisteina, na dose de 750 mg/kg, v.o., e carbenoxolona,
na dose de 200 mg/kg, v.o sobre a concentragéo da enzima mieloperoxidase de homogenatos de Ulceras gastricas
induzidas EtOH/HCI (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida
dos E.P.M.s. Diferenca significativa em relagédo ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

557 Efeito das oleorresinas e extratos das folhas de Copaifera spp. sobre a

atividade da enzima H*, K*-ATPase

Conforme representado nas Figuras 24 e 25, as oleorresinas e extratos das
folhas de C. oblongifolia e C. duckei foram capazes de inibir a atividade da enzima H*,
K*-ATPase in vitro, de maneira dose-dependente, sendo mais efetivo na concentragao
de 1000 pg/mL. O controle positivo omeprazol, como esperado, na concentragao de
345 pg/mL inibiu a enzima, sendo a ouabaina (728 pg/mL) também nao inibiu a
enzima, uma vez que é um inibidor especifico da enzima Na*, K*-ATPase. Esta técnica
permite detectar a atividade farmacoldgica sobre células parietais secretoras de HCI
através da enzima H*, K* ATPase (JAINU; DEVI, 2006).

Os efeitos anti-secretores de acido previamente avaliados nas oleorresinas e
extratos das folhas in vivo apresentados neste trabalho, foi confirmado in vitro através
da inibicao da atividade da enzima H*, K*-ATPase. Além disso, diversos trabalhos na
literatura demonstram as atividades gastroprotetoras das oleorresinas e extratos das

folhas de Copaifera spp. Estas atividades podem estar relacionadas com a presenca
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de terpenos, nas oleorresinas, e compostos fendlicos, nos extratos das folhas (ADZU
et al., 2015; LEMOS et al., 2015; PAIVA et al., 1998).

A inibigdo da atividade da bomba de prétons esta envolvida significativamente

na reducao da secregado gastrica, sendo o principal alvo farmacoldgico da terapia
gastroprotetora (KONTUREK et al., 2005; NISHIOKA; NAGAO; URUSHIDANI, 1999).

A ativacdo da enzima H*, K*-ATPase € um processo complexo, que envolve
diversos tipos celulares responsivos a horménios e mediadores especificos, os quais
resultam na secreg¢ao de HCI (HORN, 2000), que, combinado com outros hormonios,
tais como o pepsinogénio e a gastrina, sdo responsaveis pela digestdo de proteinas,
absorcao de ferro, calcio e vitamina B12, além de prevenir o crescimento bacteriano
no estdmago. Estes eventos sao originados nas células parietais, ECL, G e D, sendo
regulados por mecanismos centrais, periféricos e intracelulares (CHU; SCHUBERT,
2012; HOU; SCHUBERT, 2006; SCHUBERT; PEURA, 2008; SCHUBERT, 2010).

A enzima H*, K'-ATPase esta localizada nos canaliculos e em tubulo-
vesiculares da membrana apical da célula parietal, que reveste o lumen das glandulas
gastricas do lado apical, e o fluido intersticial através da membrana basolateral. Sua
funcao é bombear H* contra um gradiente de concentracdao (BARRETT et al., 2012).

A célula parietal tem a membrana apical revestindo e a membrana basolateral
em contato com o fluido intersticial. Os canaliculos se estendem desde a membrana
apical para dentro da célula. As células contém também estruturas tubulo-vesiculares
com moléculas da H*, K*-ATPase nas paredes (MULLIN et al., 2009; SANDVIK;
BRENNA; WALDUM, 1997; SCHUBERT; PEURA, 2008).
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Controle Omeprazol Ouabaina Oleorresinade C. duckei
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Figura 24. Grafico do efeito do tratamento com a oleorresina de C. oblongifolia e C. duckei, na
concentragao de 10, 100 e 1000 pyg/mL, do omeprazol, 34,5 ug/mL e da oubaina, 72,8 uyg/mL sobre a
sobre a atividade da enzima H*K* ATPase. Cada barra representa a média dos experimentos seguida
dos E.P.M.s. Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori
de Tukey.
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Figura 25. Grafico do efeito do tratamento com os extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei,
na concentragao de 10, 100 e 1000 ug/mL, do omeprazol, 34,5 ug/mL e da oubaina, 72,8 ug/mL sobre
a sobre a atividade da enzima H*K* ATPase. Cada barra representa a média dos experimentos seguida
dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagéo ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori
de Tukey.

Quando estimuladas, as células parietais direcionam os tubulo-vesiculares para
a membrana apical inserindo muitas moléculas da enzima H*, K*-ATPase na

membrana. A secrecao de HCI ocorre com a secre¢ao de H* para o lumen gastrico,



179

LEMOS, M. DBrilbodss e Dgonssis

trocando-o por K*. O CI é transportado através de canais ativados por AMPc. Ocorre

dissociagdao de H.COz em HCOs3, que expelido através de sistema antiporte na
membrana basolateral das células parietais, trocado por outro anion, em geral, o CI-
(BARRETT et al., 2012; HOU; SCHUBERT, 2006).

Ocorrem interagbes entre outros receptores tais como Hz, CCK-2 e Ms. Os
receptores H> de histamina aumentam AMPc, via proteina Gs, os receptores CCK-2
de gastrina e os receptores colinérgicos M3 aumentam os niveis intracelulares de
calcio. A ativacao de um tipo de receptor estimula e potencializa a resposta de outro.
A ativagao de receptores EP3, via proteina Gi ocorre através de prostaglandinas,
principalmente PGE>, que inibe a secregao gastrica (BARRETT et al., 2012; HARIZI,
CORCUFF; GUALDE, 2008; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; TAKEUCHI et
al., 1999; TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

Assim, a acetilcolina, a gastrina e a histamina (mediadores enddgenos) podem
estimular a célula parietal, ativando a enzima H*-K*-ATPase, resultando em secregao
de HCl através do efluxo de prétons (H*) (KONTUREK et al., 2005; SANCHEZ-FAYOS
CALABUIG; MARTIN RELLOSO; PORRES CUBERO, 2009).

Além disso, o NO formado também pode estar inibindo a bomba de proétons, ja
que existe uma correlagéo entre o aumento de NO e a inibigdo da H*-K*-ATPase
(BULUT et al., 1999).

O conjunto de resultados obtidos in vitro e in vivo para avaliagdo da atividade
gastroprotetora sugerem que os metabdlitos secundarios presentes na oleorresina e
extrato das folhas de Copaifera sdo capazes de promover a prote¢ao da mucosa
gastrica através de mecanismos antioxidantes, anti-inflamatérios e por inibir a
secrecao acida gastrica através da inibicdo da bomba de prétons (H*, K*-ATPase)
(NISHIOKA; NAGAO; URUSHIDANI, 1999), promovendo a citoprotecao e facilitando

0 processo de regeneracéo tecidual.
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5.6 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva

561 Efeito das oleorresinas, extratos das folhas de Copaifera spp. e do acido

polialtico sobre atividade sob o sistema nervoso central

A fim de investigar um possivel efeito depressor, sedativo ou miorelaxante
central das oleorresinas e dos extratos em camundongos (o que poderia interferir nos
testes antinociceptivos), foram realizados testes de atividade sobre o sistema nervoso:
rota rod e campo aberto.

O modelo de campo aberto visa investigar a possivel influéncia de substancias
sobre o SNC dos animais. Especificamente, avalia os efeitos depressores, ansioliticos
ou ansiogénicos, sendo o teste de ansiedade mais utilizado no mundo. Na pratica
experimental é utilizado para avaliar a atividade locomotora e exploratéria, podendo
também ser empregado para avaliagdo da ansiedade (VIANNA et al.,, 2001). Os
efeitos de diferentes farmacos tém sido investigados neste modelo, incluindo
substancias com efeitos ansioliticos como benzodiazepinicos, mas também
substancias estimulantes como a anfetamina ou cocaina e até sedativos tais como os
neurolépticos. Um aumento da locomoc¢ao pode ser considerado um efeito estimulante
enquanto que a diminuigao esta relacionada a sedagéo ou prejuizo motor (WILLNER,
1984).

Conforme observado na Figura 26, somente o controle positivo, o farmaco
diazepam alterou a atividade locomotora dos animais. Tanto as oleorresinas, quanto
os extratos das folhas de Copaifera spp. ndo exerceram qualquer alteracdo na
atividade locomotora dos animais avaliados, ou seja, nos dois paréametros
comportamentais estudados, o numero de cruzamentos (crossings) e da atividade

exploratdria vertical (rearings) nao foram reduzidos com os tratamentos.
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Figura 26. Grafico do efeito da administragdo das oleorresinas e dos extratos das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, e do acido polialtico, na dose de 10 mg/kg, v. o., e do
diazepam, na dose de 1 mg/kg, i.p., sobre a atividade locomotora em camundongos. (A) Exploragéo
horizontal — crossings. (B) Exploragdo vertical — rearings. Cada barra representa a média dos
experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (**p<0,01),
ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

Com o objetivo de avaliar se o pré-tratamento com as oleorresinas ou com os
extratos das folhas das Copaiferas provocavam alteragdes no desempenho motor dos
animais, os mesmos foram avaliados no teste do Rota Rod, o qual possibilita a

observacao de alteracdes no equilibrio e na coordenagao motora. Como demonstrado



182

LEMOS, M. DBrilbodss e Dgonssis

na Figura 27, apenas o tratamento com o diazepam alterou o equilibrio e coordenagao

motora dos animais em comparagao com o grupo controle.
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Figura 27. Grafico do efeito da administracdo das oleorresinas e dos extratos das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, e do acido polialtico, na dose de 10 mg/kg, v. o., e do
diazepam, na dose de 1 mg/kg, i.p., sobre a coordenagéo locomotora em camundongos. Cada barra
representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagéo ao grupo
controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

Estes experimentos sao de importancia na avaliagdo de atividades
antinociceptivas de novas substancias, pois através do estudo farmacoldgico das
alteragdes comportamentais, tais como redugédo da capacidade motora dos animais,
sedacdo, aumento da temperatura corporea, dentre outras altera¢des, pode-se avaliar
se ha resposta falso-positiva para a atividade analgésica. Sendo assim, uma
modificagcdo na performance motora que o animal possa vir a sofrer, em decorréncia
de uma agao miorelaxante ou sedativa, pode induzir a um grande numero de erros em
estudos sobre farmacos que atuam na nocicepgado (central e periférica) (MILLAN,
1999, 2002).
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56.2 Efeito da oleorresina de C. duckei e do acido polidltico sobre contorcées

abdominais

O método de contor¢gdes abdominais induzido por acido acético foi utilizado
para screening da atividade analgésica (COLLIER et al., 1968; KOSTER,;
ANDERSON; DEBEER, 1959). Este método consiste na administragdo do &cido
acético na membrana serosa presente no peritdbnio dos animais, o qual € um agente
irritante, resultando no comportamento esteriotipado em camundongos e ratos,
evidenciando dor visceral através das contor¢des e da falta de coordenagcdo motora
(LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).

Avalia-se a acao antinociceptiva por dor neurogénica periférica, dor
neurogénica central ou dor induzida por liberagdo de mediadores inflamatdrios de
maneira ndo especifica (CERVERO; LAIRD, 1999; FARRELL; CALLISTER; KEELY,
2014; FOREMAN, 2004; SHAFIEE et al., 2003), como a liberagéo de PGE2 e PGF2aq,
histamina, bradicinina, serotonina, substancia P, IL-1B e TNF-a, estimulando
diretamente os nociceptores quimiosensiveis (BAGDAS et al., 2016; FRANCA et al.,
2001; GUO et al., 2008), ou seja, envolvendo assim muitos mediadores e vias de
ativagdo néo especificas, sendo por este motivo escolhido como modelo de triagem
para a investigagdo de atividades antinociceptivas (STEPANOVIC-PETROVIC et al.,
2008; WILLAIN-FILHO et al., 2008; ZANBOORI; TAMADDONFARD; MOJTAHEDEIN,
2008).

De acordo com os resultados obtidos neste ensaio, observa-se que a
oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3, 10, 30, 100 e 300 mg/kg, reduziu de
(**p<0,01 e ***p<0,001) maneira dose-dependente as contorgbes abdominais
induzidas por acido acético quando comparado com o grupo controle negativo (Figura
28).
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Figura 28. Grafico do efeito da administracao da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3, 10, 30,
100 e 300 mg/kg, v.o. e indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o0., sobre o numero de contorgdes
abdominais induzidas por acido acético 0,1 N (0,1 mL/10 g de animal, i. p.) em camundongos. Cada
barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagéo ao
grupo controle (**p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

As inibicdes maximas calculadas foram de 4819%; 52+8%, 57+5%, 89+8%;
93+3%, 94+2%, para as doses de 1, 3, 10, 30, 100 e 300 mg/kg, respectivamente, O
controle positivo indometacina (10 mg/kg) reduziu de forma significativa (***p<0,001),
com inibicdo maxima de 88+9%. A Dlso (dose que inibe 50% da resposta) calculada
para o tratamento com a oleorresina de C. duckei foi de 16,06 mg/kg ("9,764 - 26,42";
R2: 0,876).

De acordo com o estudo fitoquimico realizado em nosso grupo de pesquisa, o
componente maijoritario da oleorresina de C. duckei é o acido ent-polialtico, um
diterpeno acido da classe dos furanos, seguido dos acido diidro ent-agatico e do acido
ent-copalico (Figura 29) (ATOLANI; OLATUNJI, 2014).
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Figura 29. Estruturas quimicas isoladas e identificadas como componentes majoritarios da oleorresina
de C. duckei.

Esta substancia foi isolada e testada no ensaio de contorgdes abdominais por
acido acético, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg (Figura 30). As inibicdes maximas
calculadas foram de 79+10%; 86+3%, 96+2%, para as doses de 1, 3 e 10 mg/kg,
respectivamente, O controle positivo indometacina (10 mg/kg) reduziu de forma
significativa (***p<0,001), com inibicdo maxima de 79+8%. A Dlso calculada para o
tratamento com o acido polialtico foi de 0,03215 mg/kg ("0,001131 - 0,9138"; R
0,833).
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Figura 30. Grafico do efeito da administragdo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o. e
indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o., sobre o numero de contor¢des abdominais induzidas por
acido aceético 0,1 N (0,1 mL/10 g de animal, i. p.) em camundongos. Cada barra representa a média
dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle
(***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

Com base nesses resultados, pode-se inferir que a oleorresina de C. duckei

apresenta atividade antinociceptiva no teste de contorgdes abdominais por acido
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acético, e que essa atividade pode estar associada ao seu componente majoritario, o

acido polialtico.

A partir destes resultados, destaca-se que tanto a oleoresina de C. duckei
quanto o acido polialtico foram mais eficientes em inibir as contor¢des que o controle
positivo (indometacina). Comparando esses resultados com os dados presentes na
literatura, Gomes e colaboradores (2010 e 2007) demonstram que as oleorresina de
C. multijuga e C. reticula possuem atividades frente ao modelo estudado. A dose ideal
€ de 30 mg/kg, com a observacéo de efeito de platd acima das doses de 100 mg/kg.
Outro resultado que merece atengao € aquele obtido no estudo da atividade
antinociceptiva realizada por Carvalho e colaboradores (2005), que investigaram de
maneira preliminar o efeito antinociceptivo da oleorresina de C. duckei. Neste estudo
os autores demonstram que doses de 517 mg/kg, 1035 mg/kg e 1802 mg/kg possuem
indices de inibicdo de 48%, 56% e 65% para o ensaio de contorgdes abdominais por
acido acético. Esses resultados comprovam o efeito antinociceptivo da oleorresina de
C. duckei, porém em dose muito maior do que no presente estudo. Esta diferenca de
atividade pode estar relacionada com a diferenga na concentragao de sesquiterpenos
e diterpenos. A oleorresina estudada anteriormente possui 63,6% de sesquiterpenos
e 36,4% de diterpenos acidos. A oleorresina coletada pelo nosso grupo de pesquisa
apresenta um teor de mais de 50% de diterpenos acidos (dados ndo publicados).

Os metabdlitos secundarios séo sintetizados por diferentes vias bioquimicas
que sao fortemente influénciadas por fatores ambientais e herbivoria. Esses fatores
abidticos, tais como clima e solo, e bidticos, tais como herbivoria e alelopatia, resultam
em variagbes no acumulo e biossintese dos metabdlitos. Alteragbes nas
concentracbes de metabdlitos secundarios induzem variagdes das respostas
farmacoldgicas em estudo, tais como observadas neste experimento em comparagao
com o estudo de Carvalho e colaboradores (2005) (AKULA; RAVISHANKAR, 2011;
PAVARINI et al, 2012; SAMPAIO; EDRADA-EBEL; DA COSTA, 2016;
SCOGNAMIGLIO et al., 2015; SHULAEV et al., 2008).

Estes resultados demonstram que os diterpenos acidos podem possuir
atividades antinociceptivas mais potentes quando comparadas com o0s
sesquiterpenos.

Em outros estudos, a atividade antiedematogénica de oleorresinas de
Copaifera spp. foi demonstrada (VEIGA-JUNIOR et al., 2001; VEIGA-JUNIOR et al.,
2006; VEIGA-JUNIOR et al., 2007). A atividade antinociceptiva da oleorresina ou do
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acido polialtico pode estar relacionada com a redugao na liberagdo mediadores

inflamatdrios, diminuindo assim o efeito nos nociceptores, resultando no efeito
antinociceptivo periférico. Outra possibilidade poderia ser o bloqueio no sistema de
eicosanoides. Nesta situacao as substancias presentes nas oleorresinas de Copaifera
spp. podem inibir a FLA2, diminuindo toda a cascata da inflamg¢ao (COX-1, COX-2 e
5-LOX) (GOMES et al., 2010; VEIGA-JUNIOR et al., 2006).

Com a inibicao destas enzimas, ocorre a diminuicdo da liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios, como por exemplo TNF-qa; IL-B; IL-6, além de diminuir
a PGE2. As prostaglandinas, especialmente a PGE2 amplificam o mecanismo
nociceptivo e aumentam a permeabilidade vascular enquanto os leucotrienos
contraem a musculatura lisa dos vasos sanguineos, melhoraram a permeabilidade
vascular pro-inflamatéria mediada (MIGUEL, 2010). Sendo assim, quando ocorre
inibicdo da cascata, todos os eventos subsequentes sao inibidos também, resultando

na resposta antinociceptiva.

5.6.3 Efeito da oleorresina de C. duckei e do acido polidltico sobre a

nocicepcio espontdnea produzida por formalina

O modelo de nocicepcao espontinea produzida por formalina consiste na
inje¢cdo intraplantar de uma solugdo a base de formol, induzindo o animal a
comportamentos tipicos como lamber, e/ou morder a pata injetada (DUBUISSON;
DENNIS, 1977; HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985).

A principal caracteristica desse teste é o fato de que o animal apresenta duas
fases diferentes de nocicepcao, que parecem envolver estimulos distintos. A primeira
fase inicia-se imediatamente apds a injecdo de formalina e estende-se pelos primeiros
cinco minutos (dor neurogénica ou aguda), estando relacionada com a estimulagéo
quimica direta dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e em parte das fibras
do tipo A, associada a liberagdo de aminoacidos excitatorios, 6xido nitrico e
substancia P, entre outros. A segunda fase ocorre entre 15 - 30 minutos apds a injecao
de formalina e esta relacionada com a liberacdo de varios mediadores pro-
inflamatoérios, como a bradicinina, prostaglandinas e serotonina, entre outros
(ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK, 1995; BELLEZZA et al., 2013; TIOLSEN et al.,
1992; VANEGAS; SCHAIBLE, 2001).



188

LEMOS, M. DBrilbodss e Dgonssis

A divisdao do ensaio em duas fases permite observar os diferentes efeitos

produzidos pela substancia em teste, por exemplo, farmacos opidides possuem agao
central e inibem as duas fases similarmente, pois a segunda fase do experimento &
dependente da primeira. Todavia, os farmacos que possuem agao analgésica, mas
que nao sao opidides, como o paracetamol, a dipirona e os anti-inflamatérios nao
esteroidais produzem efeitos em ambas as fases, com acentuada diminuicao da
resposta na segunda fase, mesmo com pequenas doses (ABBOTT; FRANKLIN;
WESTBROOK, 1995; HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985; TJOLSEN et al., 1992).

Neste ensaio, tanto a oleorresina de C. duckei quanto o acido polialtico
reduziram de maneira significativa o tempo de resposta dos animais a formalina
(Figura 31 e 32).

Na primeira fase do ensaio (fase neurogénica), a oleorresina reduziu a resposta
de forma dose-dependente (Figura 31), sendo que as porcentagens de inibigdo para
as doses de 1, 3 e 10 mg/kg foram de 61£12%, 77+10% e 97+5%, respectivamente.
A indometacina (10 mg/kg) apresentou uma inibicdo maxima de 62+13% e a morfina
(5 mg/kg) de 96£3%.

Na segunda fase do ensaio (fase inflamatéria induzida pela formalina), as
mesmas doses apresentaram inibi¢des de 55+7%, 67+4% e 93+1%, respectivamente.
A indometacina inibiu de forma significativa com inibicdo maxima de 66+8%. A morfina
por sua vez apresentou inibicdo de 87+2%.

A Dlsp calculada na primeira fase para o tratamento com a oleorresina de C.
duckei foi de 0,3722 mg/kg ("0,0492 - 2,815"; R?: 0,927), e na segunda fase foi 1,827
mg/kg ("1,026 — 3,255"; R?: 0,853).
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Figura 31. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o. indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o., e morfina, na dose de 1 mg/kg, i.p. sobre o tempo
de lambida (s) induzidas por formalina 2,5%/pata (0,01 mL/10 g de animal, i. pl.) em camundongos. (A)
Primeira fase (0-5’, neurogénica). (B) Segunda fase (15-30’, inflamatéria). Cada barra representa a
média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle
(*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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O acido polialtico reduziu a resposta também de forma dose-dependente na

primeira fase do ensaio (Figura 32), sendo que as doses de 1, 3 e 10 mg/kg reduziram
em 51+11%, 6319% e 71175% respectivamente. A indometacina (10 mg/kg)
apresentou uma inibicdo maxima de 65+9% e a morfina (5 mg/kg) de 86+10%.

Na segunda fase do processo, estas doses apresentaram inibicdes de 54+12%,
60+13% e 96+£2%, respectivamente. A indometacina inibiu de forma significativa com
inibicao maxima de 69+14%. A morfina por sua vez apresentou uma inibicado de
8117%.

A Dlso calculada na primeira fase para o tratamento com a oleorresina de C.
duckei foi de 1,028 mg/kg ("0,277 — 3,806"; R?: 0,734), e na segunda fase foi de 1,058
mg/kg ("0,468 - 2,390"; R?: 0,854).

A dor é descrita como uma resposta complexa e indefinida, de dificil descrigao
e interpretacao, que envolve multiplos componentes, tanto fisioldgicos (nociceptores),
quanto cognitivos, afetivos e emocionais (NEUGEBAUER et al., 2009). Para tanto,
nao podemos inferir que animais estao expressando a dor, pois de acordo com essa
definigdo, ndo conseguimos mensurar as respostas afetivas e emocionais, somente a
resposta cognitiva e fisiolégica, reportando como resposta nociceptiva. Ensaios que
avaliem respostas nociceptivas necessitam de boa interpretagdo, de um pesquisador
experiente para que nao ocorram respostas falso-negativas ou falso-positivas e
eliminar interferentes. Porém, o ensaio de lambida de pata ou ensaio da formalina &
um teste simples e util para avaliar o potencial de uma substancia antinociceptiva ou
anti-inflamatéria, e também indica uma dire¢cdo ao pesquisador para elucidar o
possivel mecanismo de agao (HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985; TJJLSEN et al.,
1992).

Com relagcédo a regulacao da nocicepgao, a primeira sinapse da via da dor
ocorre no corno dorsal espinal, local chave para a regulagdo da transmissao da
nocicepgao. A sensibilizacdo no corno espinal ocorre na primeira fase do ensaio de
formalina, e € o maior fator na indugdo e na manutengéo da nocicepgao na segunda
fase do ensaio da formalina. A sensibilizacdo causada pela formalina resulta na
liberagdo de mediadores tais como glutamato e substancia P na fenda pré-sinaptica
dos terminais centrais e periféricos. O processo periférico da inflamagao neurogénica
ocorre por estimulo nos receptores de glutamato presentes nessas terminagdes (N-
metil-D-aspartato ou NMDA, acido-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico ou

AMPA, cainato e substancia P) que agem sinergicamente para promover aumento da
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excitabilidade neuronal e sensibilizagdo central (EDELMAYER et al., 2009;
HEINRICHER et al., 2009; HOUGH; RICE, 2011).

Entre a primeira fase e a segunda fase deste ensaio ocorre a intérfase. A

inibicdo nesta fase ocorre fisiologicamente pelas fibras descendentes. Os estimulos
nociceptivos ativam as vias descendentes analgésicas, e nos animais essa ativagao
foi observada através da auséncia de resposta nociceptiva (HEINRICHER et al., 2009;
HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985; MILLAN, 2002).

A fase inflamatdria, a segunda fase, inicia-se 15 minutos apds a injegéo e é
caracterizada pela sensibilizacdo periférica modulada pela medula espinhal (LE
BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001; SAYYAH; HADIDI; KAMALINEJAD, 2004). As
mudancas fisiolégicas que acompanham a inflamagao incluem a vasodilatacao,
aumento do fluxo sanguineo local e da permeabilidade vascular, infiltragdo de
leucécitos, prejuizo tecidual por atividade de proteases e espécies reativas de
oxigénio, necrose e apoptose, além da liberagdo de inumeros mediadores proé-
inflamatdrios. Os mediadores responsaveis por essas alteracdes sao a substancia P,
a bradicinina, o 6xido nitrico, glutamato e outros peptideos, além de prostaglandinas
(ESFAHANI et al., 2012; GARCIA et al., 2004; GUO et al., 2008).

De maneira complementar aos resultados observados no ensaio de contor¢des
por acido acético, os resultados observados neste ensaio demonstram que ha inibicao
nas duas fases do teste de maneira similar. Isto nos leva a supor que a oleorresina de
C. duckei e seu componente majoritario possuem efeito antinociceptivo e anti-
inflamatdrio, atuando na dor tanto de origem neurogéncia como inflamatdria.

Na primeira fase do teste, onde ocorre uma estimulagdo direta da fibra
nociceptiva, a administragcdo da oleoresina de C. duckei e do acido polialtico
produziram resultados superiores ao controle indometacina na dose 10 mg/kg, ao
passo que na dose de 10 mg/kg, a oleoresina e o acido polialtico apresentaram
resultados superiores a morfina, a qual é reconhecidamente um dos mais eficientes
analgésicos existentes.

Os eventos inflamatoérios da segunda fase sdo diminuidos pela administragao
da oleorresina de C. duckei e do acido polialtico, apresentando resultados superiores
ao controle indometacina. Neste sentido, é importante ressaltar que a indometacina,
pertencente a classe dos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), possui potente

atividade anti-inflamatoéria através da inibicao inespecifica das enzimas COX 1 e 2.
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Figura 32. Grafico do efeito da administragdo de acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o.
indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o., e morfina, na dose de 1 mg/kg, i.p. sobre o tempo de lambida
(s) induzidas por formalina 2,5%/pata (0,01 mL/10 g de animal, i. pl.) em camundongos. (A) Primeira
fase (0-5’). (B) Segunda fase (15-30' Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos
E.P.M.s. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA,
teste a posteriori de Tukey.
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Gomes e colaboradores (2010, 2007) também demonstram que a atividade das

oleorresinas de C. multijuga e C. reticulata. Porém, a inibicado mais efetiva ocorreu na
segunda fase do ensaio, demonstrando que as oleorresinas de Copaifera podem
possuir atividades anti-inflamatorias.

Portanto, os resultados obtidos neste teste, nos permitem sugerir que a
oleoresina de C. duckei e o acido polialtico possuem acdes sobre os nociceptores,
direta ou indiretamente, modulando a transmissao periférica dos estimulos
nociceptivos, uma vez que sua administragdo inibiu de forma eficiente a primeira fase
do ensaio de formalina, onde ocorre uma estimulagao direta das fibras nociceptivas.
Os resultados obtidos na segunda fase do teste, no qual ocorrem eventos
inflamatodrios, sugerem ainda que ha atividade anti-inflamatéria, modulando também

0s processos nociceptivos dependentes de mediadores inflamatorios.

56.4 Efeito da oleorresina de C. duckei e do acido polidltico sobre a

nocicepcio térmica através do teste de retirada da cauda (Tail-Flick)

O ensaio de retirada da cauda ou Tail-flick tem como objetivo avaliar a
nocicepgao térmica e o envolvimento central medular (ABBOTT; MELZACK;
SAMUEL, 1982; HOLE; TJIGLSEN, 1993). Para avaliar o tempo de reagao ao calor foi
utilizada uma fonte radiante de calor que emite somente um ponto a 55 °C. Variagbes
do teste também permitem o aquecimento gradativo (D’AMOUR; SMITH, 1941).

A retirada da cauda acontece através de um movimento reflexo de origem
espinhal, rapido e vigoroso em resposta ao estimulo térmico. Substancias com
atividades antinociceptivas que atuam por mecanismos semelhantes aos opioides
aumentam o tempo de laténcia em resposta a este estimulo (OLIVEIRA; SOUSA;
ALMEIDA, 2008; OLIVEIRA et al., 2009; RAFFA et al., 1992). O aumento do tempo
de resposta é considerado um parametro importante para a avaliagdo da atividade
antinociceptiva, ja que a resposta envolvida € o bloqueio da nocicepgédo aguda e néao
a diminuicdo do processo inflamatério, tais como os opioides, que ndo possuem
atividade anti-inflamatéria, mas atuam por suprimir a resposta de neurénios espinhais
(FISCHER et al., 2008).

Os animais foram colocados no aparelho com a cauda sobre a fonte de calor e
o tempo que os animais levaram para retirar a cauda ap6s a aplicacdo do estimulo

térmico foi cronometrado. O tratamento dos animais com a oleorresina de C. duckei
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produziu um aumento do limiar nociceptivo de camundongos expostos a fonte de calor

(Figura 33, A), quando comparados ao controle, com inibicdes maximas calculadas
de 41+9%, 56+11% e 68+%, respectivamente para as doses de 1, 3 e 10 mg/kg. A
morfina mostrou-se um analgésico mais eficaz e potente, aumentando também o
limiar nociceptivo dos animais com inibigdo maxima de 98+6%. A Dlso calculada foi
de 11,68 mg/kg ("0,489 — 27,789"; R?: 0,806).
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Figura 33. (A) Gréfico do efeito da administragéo de oleorresina de C. duckei, nas doses de 1,3 e 10
mg/kg, v.o. e morfina, na dose de 5 mg/kg, i.p., sobre o tempo de laténcia em resposta ao estimulo
térmico (55 °C) no teste de fail flick em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M.
Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo
morfina (¥¥p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. (B) Grafico do efeito da administragéo de
naloxona + oleorresina de C. duckei, na dose de 1+10 mg/Kkg, i.p. € v.0. e naloxona + morfina, na dose
de 1+ 5 mg/kg, i.p., sobre o tempo de laténcia em resposta ao estimulo térmico (55 °C) no teste de tail
flick em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenga significativa em relagédo
ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001) e ao grupo morfina (¥p<0,05, ¥¥p<0,01 e #¥¥p<0,001),
ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

O acido polialtico aumentou o limiar nociceptivo de camundongos expostos a
fonte de calor (Figura 34, A), quando comparados ao controle, com inibigdes maximas
calculadas de 58+8% e 66+12% e 74+6% respectivamente para as dosesde 1,3 e 10
mg/kg. A morfina mostrou-se um analgésico mais eficaz e potente, aumentando
também o limiar nociceptivo dos animais com inibigdo maxima de 93+3%. A Dlso
calculada foi de 18.73 mg/kg ("3.463 - 43.352"; R?: 0,723).

Foi evidenciado, através da administracdo da naloxona, que a atividade

antinociceptiva da morfina é mediada pela ativagdo de receptores opioides
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(GUTIERREZ et al., 2008; KONNO et al., 2008). Porém, a coadministracao de

naloxona com a oleorresina de C. duckei (Figura 33, B), ou a coadministragdo de

naloxona com o acido polialtico (Figura 34, B) nao alteram o tempo de laténcia em
resposta ao estimulo térmico. Assim, podemos sugerir que a oleorresina de C. duckei
e 0 acido polialtico ndo possuem efeitos antinociceptivos sobre o sistema nervoso
central, ja que seu efeito ndo foi alterado com a administragdo de um antagonista de
receptor de opioide, a naloxona (GRUBB, 1998; LE BARS; GOZARIU; CADDEN,
2001).

Anti-inflamatérios n&o esteroidais, tais como diclofenaco, ibuprofeno e
indometacina ndo tem seus efeitos farmacoldgicos alterados pelos antagonistas de
receptor opioide, uma vez que seus mecanismos antinociceptivos interferem em
outras vias como, por exemplo, a inibicdo da enzima COX. Analgésicos nao opioides
como a dipirona e o paracetamol também exercem modulacdo periférica do sinal
nociceptivo, porém s&o inefetivos no teste de retirada de cauda (GELGOR;
CARTMELL; MITCHELL, 1992).

Em hipotese, os resultados obtidos no ensaio de retirada de cauda demonstram
que a resposta antinociceptiva apresentada pela oleorresina de C. duckei e pelo acido
polialtico ocorre devido a redugdo dos mediadores inflamatérios responsaveis pela
sensibilizacdo dos nociceptores. Porém, como este € um ensaio que avalia a atividade
antinociceptiva central (RUJJANAWATE; KANJANAPOTHI; PANTHONG, 2003) e ndo
a atividade antinociceptiva relacionada aos mecanismos inflamatérios, ndo podemos
descartar que a oleorresina e o acido polialtico possam atuar sobre a modulagao da
transmissao do sinal nociceptivo, seja a nivel periférico ou central (FISCHER et al.,
2008).



196

LEMOS, M. DBrilbodss e Dgonssis

(A) (B)
500+ 500+
400 400-
18 < l lg
& 300- > & 300-
o ‘;éZ? e :
g 5 x g 55
o 2004 p4 o 2001
o o
£ £
e e
1001 1001
N 0.5 10 2.0 30 N 0.5 10 2.0 3.0
Tempo (h) Tempo (h)
Controle (Veiculo) Controle (Veiculo)
Morfina (5 mg/kg) Morfina (5 mg/kg)
- Acido polialtico(1 mg/kg) -+ Naloxona + Morfina (1+5 mg/kg)
-¥ Acido polialtico (3 mg/kg) —¥ Naloxona + Acido polialtico (1+10 mg/kg)

-+~ Acido polialico (10 mg/kg)

Figura 34. (A) Grafico do efeito da administragéo de acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o.
e morfina, na dose de 5 mg/kg, i.p., sobre o tempo de laténcia em resposta ao estimulo térmico (55 °C)
no teste de tail flick em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo morfina
(%%*p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. (B) Grafico do efeito da administragdo de naloxona
+ acido polialtico, na dose de 1+10 mg/kg, i.p. e v.0. e naloxona + morfina, na dose de 1+5 mg/kg, i.p.,
sobre o tempo de laténcia em resposta ao estimulo térmico (55 °C) no teste de tail flick em
camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenga significativa em relagéo ao grupo
controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001) e ao grupo morfina (¥¥p<0,01 e $¥¥p<0,001), ANOVA, teste a
posteriori de Bonferroni.

56.5 Efeito da oleorresina de C. duckei e do acido polidltico sobre a

hiperalgesia mecénica

A avaliacdo do aumento da sensibilidade de nociceptores a estimulos in6bcuos
(alodinia) ou nocivos (hiperalgesia) séo realizados através de modelos de hiperalgesia
mecanica, em especial o teste de von Frey. Os receptores presentes na fibra Ad e na
fibora C podem ser ativados por mecanorreceptores, quase sempre resultando em
estimulos inespecificos, que muitas vezes nao resultam em resposta nociceptiva (LE
BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).

Nos modelos de hipernocicepgdo mecanica os animais recebem uma inje¢cao
intraplantar de um agente flogistico, que pode ser formalina, carragenina, LPS, CFA,
PGE_>, entre outros, e sdo submetidos a avaliagdo com um monofilamento de von Frey
de 0,6 g, que consiste de um filamento de nylon de 0,6 mm de didmetro. Este pequeno
instrumento exerce uma pressao padronizada no centro da pata do animal, até que o

animal produza uma resposta caracterizada por uma vigorosa sacudida, o
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comportamento chamado de “flinch” na pata que recebe o estimulo. Os estimulos séo

repetidos dez vezes com o objetivo de se obter a frequéncia de resposta em
porcentagem de cada animal (QUINTAO et al., 2005, 2006; VIVANCOS et al., 2004).

Os ensaios de investigacdo de hiperalgesia mecanica realizados com a
oleorresina de C. duckei e o acido polialtico demonstram que tais produtos naturais
derivados da copaiba possuem potencial para estudos mais aprofundados em
diferentes modelos de hiperalgesia, como por exemplo, modelos de hiperalgesia de
origem inflamatoéria e neuropética, ou ainda, verificar uma possivel influéncia anti-
inflamatdria no efeito anti-hiperalgésico observado primeiramente.

Inicialmente, foram avaliados os efeitos a oleorresina de C. duckei e o acido
polialtico frente a resposta hiperalgésica induzida pela formalina. O ensaio de
formalina diferencia-se dos demais testes de dor por permitir verificar a resposta do
animal a uma dor continua e moderada gerada por tecido lesionado. Este fato permite
que este ensaio se apresente como o mais aproximado da dor clinica, quando
comparado aos ensaios de nocicepgao aguda, tais como o estimulo térmico
(ABBOTT; MELZACK; SAMUEL, 1982; DUBUISSON; DENNIS, 1977).

A administracéo de formalina, nos primeiros 30 minutos produz como resposta
um comportamento estereotipado (TAYLOR; PETERSON; BASBAUM, 1995),
caracterizado por duas fases distintas, a fase neurogénica e a fase inflamatéria. Apos
este periodo, embora o0 animal ndo apresente o mesmo comportamento estereotipado,
o processo inflamatério persiste, resultando em uma resposta hipernociceptiva do tipo
inflamatéria (ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK, 1995; DUBUISSON; DENNIS,
1977; TIDLSEN et al., 1992).

Esta resposta inflamatéria apés a segunda fase do teste de formalina esta
associada a liberacdo de mediadores endogenos locais, que geram resposta
inflamatodria local, responsavel pela sensibilizacdo de aferentes primarios e de
neurdnios medulares subsequente a ativagao de nociceptores (CALCUTT et al., 1994;
SHIBATA et al., 1989; YANG et al., 2012).

Observando-se a Figura 35, a oleoresina de C. duckei quando administrada
v.0. 30 minutos antes da injegao i.pl. de formalina nas trés doses testadas (1, 3 e 10
mg/kg), reduziu a hiperalgesia mecanica quando comparado com o grupo controle.
Essas doses apresentaram inibicbes maximas com percentuais de 34£15%, 53£12%

e 72112%. As inibicdes da indometacina e da morfina foram de 56+13% e 74+9%,
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respectivamente. As inibigdes ocorreram de forma dose dependente, com valor de
Dlso de 2,522 mg/kg ("1,250 — 5,091"; R?: 0,735).
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Figura 35. Gréafico do efeito da administracdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o., indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.0. morfina, na dose de 5 mg/kg, i.p., sobre a
hiperalgesia mecénica no teste de von Frey induzida pela injecao de formalina 2,5% (0,01 mL/10 g de
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenga significativa em
relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive (¥p<0,05, $¥p<0,01 e
$35p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

E importante destacar que a oleoresina de C. duckei apresentou resultados
similares ao controle indometacina na dose de 10 mg/kg. Esta mesma dose, também
apresentou valor de inibicdo proximo aquele encontrado para morfina, levando a
sugerir que a oleoresina possua ag¢des anti-hiperalgésicas. Em dados da literatura, a
oleoresina de C. multiiuga Hayne também foi submetida a avaliagdo anti-hiperalgésica
em estudo realizado por Gomes e colaboradores (2010). No entanto, tal oleorresina

nao apresentou significativa atividade neste ensaio.
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De maneira similar, o acido polialtico também foi capaz de reduzir a

hiperalgesia mecanica quando comparado com o grupo controle. Na Figura 36
podemos observar o efeito do acido polialtico quando administrado v.o0. 30 minutos
antes dainjecao i.pl. de formalina. As doses de 1, 3 e 10 mg/kg apresentaram inibi¢cdes
maximas com percentuais de 31£12%, 54+13% e 76+19%, respectivamente. As
inibicdes da indometacina e da morfina foram de 50+18% e 71+13%, respectivamente.
As inibi¢des ocorreram de forma dose dependente, com valor de Dlso de 2,928 mg/kg
("1,060 — 8,085"; R?: 0,919).
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Figura 36. Grafico do efeito da administragao do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o.,
indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.0. morfina, na dose de 5 mg/kg, i.p., sobre a hiperalgesia
mecéanica no teste de von Frey induzida pela inje¢géo de formalina 2,5% (0,01 mL/10 g de animal, i. pl.)
em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca significativa em relagédo ao
grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive (¥p<0,05, *¥p<0,01 e $$$p<0,001),
ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

Estes resultados sugerem que a atividade anti-hiperalgésica observada nos

animais tratados possa estar relacionada com as vias de propagacéo da transmisséo
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nociceptiva a nivel periférico, que podem estar diminuidas devido a diminuigao de

mediadores inflamatérios. Pode-se sugerir, portanto, que a oleoresina de C. duckei
bloqueia ou reduz a transmissdo do sinal nociceptivo, impedindo que este seja
transmitido para os centros integrados do sistema nervoso central e ainda é
importante levar em consideragdo que a formalina além de estimular as fibras Ad e
nociceptores de fibras C, também promove a liberacdo de mediadores inflamatérios
como bradicinina, substancia P e serotonina, os quais também promovem a
sensibilizacdo dos nociceptores, podendo desta forma participar de eventos de
hipernocicepgdo. Sendo assim, também é possivel que a oleoresina possa agir
reduzindo os processos de sinalizagédo da dor inflamatdria, interferindo desta forma na
agao dos mediadores inflamatérios (GOMES et al., 2007; HUNSKAAR; FASMER,;
HOLE, 1985; SHIBATA et al., 1989).

No ensaio de hiperalgesia induzida por carragenina a oleorresina de C. duckei
e o0 acido polidltico foram avaliados frente a resposta hiperalgésica de origem
inflamatoria. A carragenina € extraida de extratos de algas marinhas vermelhas
(roddfitas), as carragindfitas, comuns nas costas de areas oceéanicas temperadas que.
Quando injetada intradermicamente, essa substancia estimula o desencadeamento
dos fendbmenos de transformagdes nos tecidos, sendo amplamente utilizada como
ferramenta farmacoldgica no estudo de processos hiperalgésicos e inflamatérios em
camundongos e ratos (GARCIA LEME et al., 1973). E um agente pré-inflamatério
muito conhecido e utilizado em estudos envolvendo a hiperalgesia inflamatéria em
ratos e camundongos.

A aplicacdo da carragenina resulta em uma resposta inflamatéria classica, os
sinais cardinais, caracterizada pela formacao de rubor, calor (aumento da temperatura
na regido inflamada), tumor (edema), dor e alguns casos, perda da funcédo. A
hiperalgesia induzida por carragenina permite quantificar a agdo de grupos de
analgésicos periféricos com diferentes mecanismos de agdo, principalmente os
mecanismos inflamatérios (CHOU, 2003; MCDOUGALL, 2006; ORLANDI et al., 2011;
SALVEMINI et al., 1996).

Esta resposta inflamatdria induz aumento ao infiltrado de neutréfilos, aumento
nos niveis de metabdlitos do acido araquidénico (PGE2), produtos originados de
mastocitos (5-HT), histamina, neuropeptideos (substancia P, bradicinina) (MELZACK;
WALL, 1965), bem como promove a liberacdo de TNF-a. Estes agem por dois

caminhos distintos: inducdo da COX-2 e subsequente sintese de eicosanoides por IL-



201
LEMOS, M. Losilbodts e Dsoussio
1; e indugao da produgao de aminas simpaticomiméticas por IL-8 (CUNHA et al., 2005;
LIAO et al., 2013; LIMA et al., 2005; POSADAS et al., 2004), 6xido nitrico (OMOTE et
al., 2001), fatores de transcri¢ao (NF-kB, IRFs, CREB1), dentre outros (CUNHA et al.,

2005). Por fim, ocorre o desenvolvimento exacerbado de sensibilidade de neurbnios

primarios sensoriais nociceptivos a um estimulo doloroso térmico ou mecéanico
(GARCIA LEME et al., 1973; OMOTE et al., 2001; VIVANCOS et al., 2004; WINTER;
RISLEY; NUSS, 1962).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o pré-tratamento
oral com a oleorresina de C. duckei e o acido polialtico produziram efeito anti-
hiperalgésico significativo no modelo de hiperalgesia mecanica induzida pela injegao
intraplantar de carragenina, destacando que esses efeitos foram duradouros,
observados por até 24 h apds a indugado com a carragenina.

Observando-se a Figura 37, a oleoresina de C. duckei quando administrada
v.0. 30 minutos antes da injegéo i.pl. de carragenina nas trés doses testadas (1, 3 e
10 mg/kg), foi capaz de reduzir a hiperalgesia mecanica quando comparada com o
grupo controle. Essas doses apresentaram inibigbes maximas com percentuais de
381£11%, 56+16% e 551£12%. As inibicdes da indometacina e da morfina foram de
55+14% e 66+19%, respectivamente. As inibicbes ocorreram de forma dose
dependente, com valor de Dlso de 5,712 mg/kg ("1,592 — 20,50"; R?: 0,817).
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Figura 37. Grafico do efeito da administragéo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o., indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.0o. morfina, na dose de 5 mg/kg, i.p., sobre a
hiperalgesia mecanica no teste de von Frey induzida pela inje¢do de carragenina 300 ug/pata (0,01
mL/10 g de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca
significativa em relag&o ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive (¥p<0,05,
$3p<0,01 e $%%p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

Ja o acido polialtico resultou em uma diminuigao significativa da sensibilizacao
mecanica, e possivelmente pode ser o responsavel pela atividade anti-hiperalgésica
observada na oleorresina de C. duckei. Na Figura 38 podemos observar o efeito do
acido poliadltico quando administrado v.o. 30 minutos antes da injecdo ipl. de
carragenina. As doses de 1, 3 e 10 mg/kg apresentaram inibigdes maximas com
percentuais de 38+13%, 51+11% e 69+14%, respectivamente. As inibicdes da
indometacina e da morfina foram de 54+13% e 65+10%, respectivamente. As inibicbes
ocorreram de forma dose dependente, com valor de Dlsg de 4,858 mg/kg ("0,5545 —
42,55"; R?: 0,806).
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A atividade do acido polialtico pode estar relacionada com as vias de

sinalizagao da dor inflamatdria, interferindo na sensibilizagéo periférica de neurbnios
sensoriais, liberagao de citocinas, sintese e/ou expressao de enzimas e produgao de
prostanoides, o que reforca a hipotese de que as oleorresinas de Copaifera sp.
modulam a transmissao nociceptiva e também atuam por vias anti-inflamatorias.
Estudos realizados por Veiga-Junior e colaboradores (2007) demonstraram que
a oleoresina de Copaifera cearensis provoca redugdo significativa no total de
leucécitos e acumulo de neutréfilos, os quais participam ativamente de diversos

processos inflamatoérios, modulando a agao das células e dos mediadores.
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Figura 38. Grafico do efeito da administragcdo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o.,
indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o. morfina, na dose de 5 mg/kg, i.p., sobre a hiperalgesia
mecanica no teste de von Frey induzida pela inje¢cdo de carragenina 300 pg/pata (0,01 mL/10 g de
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive (¥p<0,05, ¥p<0,01 e
$38p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.
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A dextrana é um polissacarideo de alto peso molecular, constituido de unidades

de glicose unidas por ligagbes glicosideas a-1,4 e a-1,6, isoladas de bactérias
Streptococcus spp. e Lactobacillus spp e comercializado sob a forma de sal (sulfato
de sodio dextrana, ou dextran sulfate sodium - DSS) (FURTADO et al.,, 2015;
PARRATT; WEST, 1958; VAN WAUWE; GOOSSENS, 1989).

A dextrana induz reacdes anafilaticas, caracterizada pelo extravasamento de
fluido, resultando na formacao de edema, em resposta a liberagao de histamina e
serotonina pela desgranulagdo de mastocitos (BASTOS et al.,, 2001; PARRATT;
WEST, 1958; VAN WAUWE; GOOSSENS, 1989). Dessa forma € possivel associar a
atividade antiedematogénica da substancia com a interferéncia na sintese/liberagao
ou bloqueio das ag¢des da histamina e/ou 5-HT. A dextrana é amplamente utilizada em
modelos de inducdo de colite, sendo bastante relacionado a colite ulcerativa
encontrada em humanos, pois permite a instalagcdo de um processo inflamatério
intestinal limitado a mucosa colica (WIRTZ et al., 2007).

O processo inflamatério induzido pela dextrana ativa células da imunidade
inata, tais como macréfagos e neutréfilos (BAILON et al., 2008; XU et al., 2012).
Atualmente, sabe-se que os neutrdéfilos possuem um papel importante na indugéo de
respostas hipernoceptivas inflamatoérias. Cunha e colaboradores (2008) relatam que a
migragao de neutrdéfilos esta diretamente associada com a cascata de eventos que
leva a inducdo da nocicep¢do mecanica através da producao de mediadores, tais
como a PGE>. A dextrana induz um aumento da migragao de células inflamatérias,
neutréfilos e também polimorfonucleares, e em resposta aos mediadores liberados por
estas células, ocorre alteragao do limiar noceptivo, gerando respostas dolorosas mais
intensas quando estimulados (COLEMAN, 2001; IALENTI et al., 1992; MONCADA,;
PALMER; HIGGS, 1991; OH; LEE; LIM, 2007).

Além das citocinas e quimiocinas, as enzimas, COX-2, 5-LOX e NOSi, também
sao induzidas diante de um processo inflamatoério, as quais exercem papel importante
na modulacédo da inflamagéo (IALENTI et al., 1992; MONCADA; PALMER; HIGGS,
1991; OH; LEE; LIM, 2007; VAN WAUWE; GOOSSENS, 1989). Todos estes eventos
resultam na manutengdo tanto do processo inflamatério, quanto da resposta
nociceptiva.

Os animais que receberam injecao intraplantar de dextrana na pata direita
traseira tiveram inducao da dor associada a inflamacao, verificada pelo aumento no

limiar nociceptivo nas patas que receberam o estimulo em diferentes intervalos de
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tempo. O grupo de animais pré-tratados com veiculo apresentou uma frequéncia de

resposta significativamente maior que os demais grupos tratados com a oleorresina
de C. duckei (Figura 39) ou o acido polialtico (Figura 40), além dos controles positivos

indometacina e dexametasona.
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Figura 39. Gréafico do efeito da administracdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.0., indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o. dexametasona, na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre
a hiperalgesia mecanica no teste de von Frey induzida pela injecao de dextrana 100 ug/pata (0,01
mL/10 g de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenga
significativa em relag&o ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive (*p<0,05,
$5p<0,01 e #%%p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

Na hiperalgesia induzida por dextrana as inibicdes maximas foram com
percentuais de 39+12%, 50+10% e 52+6% para as doses de 1, 3 e 10 mg/kg de
oleorresina de C. duckei, respectivamente. As inibicbes ocorreram de forma dose
dependente, com valor de Dlso de 5,362 mg/kg ("0.005439 — 54.90"; R?: 0,876).
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Figura 40. Grafico do efeito da administragéo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o.,
indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.0. dexametasona, na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a
hiperalgesia mecanica no teste de von Frey induzida pela injegéo de dextrana 100 pg/pata (0,01 mL/10
g de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca significativa
em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive (¥p<0,05, *¥p<0,01 e
$%5p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

As doses de 1, 3 e 10 mg/kg de acido polialtico apresentaram inibigoes
maximas com percentuais de 4624%, 57+4% e 5913%, respectivamente. As inibicoes
da indometacina e da dexametasona foram de 46£9%e 59+7% respectivamente. As
inibicdes ocorreram de forma dose dependente, com valor de Dlsp de 4,135 mg/kg
("0.002137 — 45.64"; R?: 0,864).

Os dados obtidos para as substancias presentes nos tratamentos
experimentais possibilitam fazer ao menos uma associagao entre composi¢cao quimica
e efeitos observados. Compostos terpénicos, tais como o B-cariofileno demonstram
atividades antinociceptivas por atuar em adrenoceptores. Tais receptores podem estar

atuando em uma das vias antiedematogénicas, pois o pré-tratamento de animais com
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catecolaminas diminui a inflamagao induzida por dextrana. Catecolaminas podem

atuar diretamente sobre mastocitos, através de receptores a e [, resultando na
diminuicdo de fatores vasoativos, tais como histamina e serotonina (AKDIS; BLASER,
2003; AKDIS; SIMONS, 2006; BAXTER; BEAVEN; HORAKOVA, 1974).

O lipopolissacarideo (LPS) é uma endotoxina altamente téxica derivada da
membrana celular externa de bactérias Gram-negativas. E liberada quando a bactéria
€ multiplicada ou fagocitada, sendo degradada pelas células de defesa (KNAPP et al.,
2003; TUIN et al.,, 2006). Estruturalmente é composta de duas camadas de
polissacarideos e uma camada lipidica, apresentando porgdes hidrofilicas e
hidrofébicas, sendo a porgao lipidica a responsavel pela agao antigénica (RAETZ,;
WHITFIELD, 2002)

E considerado o principal responsavel pelas manifestacdes téxicas e
inflamacgoes sistémicas de infe¢gdes causadas por bactérias Gram-negativas (DAVIES,
M. G.; HAGEN, 1997; GREEN; DAFOE; RAJFIN, 1996; SAEZ-LLORENS;
MCCRACKEN, 1993)

A producao de citocinas em resposta ao LPS, é inicialmente e principalmente,
comandada pelos macrofagos residentes (SAYERS et al., 1987), sendo tais citocinas
de carater pro-inflamatério, tais como TNF-a, IL-1B, IL-6, prostaglandinas e
principalmente NO proveniente da enzima NOSi (BONATERRA et al., 2010; KASSIM
et al., 2010; VAJJA et al., 2004).

Sabe-se que a oleorresina de C. duckei nao apresenta grande potencial
antioxidante in vitro, que foi confirmado pelos testes de DPPH, xantina oxidase e
peroxidagao lipidica em gema de ovo, descritos para a atividade gastroprotetora.
Porém, houve perda da atividade gastroprotetora com a administracdo de L-NAME e
NEM, blogueador de NOSi e grupamentos sulfidrila, respectivamente, sendo que os
niveis de nitrito estdo ligeiramente diminuidos na mucosa gastrica, sugerindo a
participacéo do sistema oxinitrérgico na promogao de eventos antioxidantes in vivo.

Na hipernocicepgao induzida por LPS ocorre aumento da sintese de NO pela
NOSIi, e estes resultados demonstram que a oleorresina de C. duckei e o acido
polidltico podem estar antagonizando os efeitos de NO, inibindo ou reduzindo sua
sintese (WALLACE; MA, 2001; WALLACE; MILLER, 2000)

A sensibilizacado das fibras nociceptivas ocorre em resposta a liberagao de NO
que ativa diretamente fibras sensoriais cerebrais, liberando o peptideo relacionado ao

gene da calcitonina (CGRP) e aumentando as concentragaos de GMPc e AMPc, que
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atuam como segundo mensageiros, promovendo a fosforilagdo, aumento de fluxo de
Na* e Ca?* e diminuindo K* (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009; WOOLF; SALTER,
2000).

A sinalizagao intracelular desencadeada pelo LPS ocorre através da ligagao

com receptores proprios, sendo o Toll-like 4 (TLR4) o principal. Atualmente, varios séo
0s pesquisadores que estudam o envolvimento dos receptores do tipo Toll (TRL) na
sinalizacao e indugao de genes pro-inflamatérios causados pelo LPS (BYRD-LEIFER
et al.,, 2001; KAWASAKI et al., 2000; LU; YEH; OHASHI, 2008; TAKEDA; AKIRA,
2004). Estes receptores estdo sendo identificados como sensores primarios em
infecgdes microbianas, permitindo a compreensao de varios mecanismos envolvidos
nas respostas de imunidade inata e adquirida (LU; YEH; OHASHI, 2008; POLTORAK,
1998).

O reconhecimento do LPS ainda é mediado por moléculas LBP (proteinas
ligante de LPS, Lipopolysaccharide Binding Protein), proteina CD14 e proteina MD-2
(proteina mieloide diferenciadora 2). Estas proteinas na forma soluvel atuam como
proteinas auxiliares, transferindo o LPS para o receptor TLR4 (SHIMAZU et al., 1999;
TAKEDA; AKIRA, 2004).

A ativacido do TRL4 desencadeia diversas vias de sinalizagéo, tais como MAPK
(mitogen-activated protein kinase), AP-1 (activator protein 1), STAT (signal tranducer
and activator of transcription), IRF3 (interferon -regulatory factor 3), sendo a ativagéo
do fator de transcricdo NF-kB (Nuclear factor kappa B) a principal via. Ao se translocar
para o nucleo, o NF-kB promove a transcricao de diversos genes que participam de
processos fisiolégicos e fisiopatoléogicos (RAETZ; WHITFIELD, 2002; RUIZ-
MIYAZAWA et al., 2015; TAKEUCHI; AKIRA, 2001).

A administragdo de LPS (100 ng/mL) na pata de ratos promove a sensibilizagao
dos animais e, consequentemente, a hipernocicepcdo sob estimulo mecanico,
originando esta resposta desde a primeira hora apdés a administragdo do LPS e
atingindo um platd a partir da quarta hora.

A administracao da oleorresina de C. duckei (Figura 41) e do acido polialtico
(Figura 42) foram capazes de inibir o efeito hipernociceptivo do LPS, alterando o limiar
de sensibilidade mecéanica dos camundongos quando comparado aos valores basais,
assim como nos controles indometacina e dexametasona.

As doses de 1, 3 e 10 mg/kg para a oleorresina de C. duckei apresentaram

inibicbes maximas com percentuais de 43112%, 50+8% e 57+7%, respectivamente.
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As inibicdes da indometacina e da dexametasona foram de 38+4% e 62+6%,

respectivamente. As inibigdes ocorreram de forma dose dependente, com valor de
Dlso de 9,120 mg/kg ("0.005257 — 82.759"; R?: 0,724).
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Figura 41. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.0., indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o. dexametasona, na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre
a hiperalgesia mecanica no teste de von Frey induzida pela injecdo de LPS 100 ng/pata (0,01 mL/10 g
de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferencga significativa
em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive (¥p<0,05, ¥¥p<0,01 e
$%5p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

As doses de 1, 3 e 10 mg/kg de acido polialtico apresentaram inibigoes
maximas com percentuais de 34+10%, 46+16% e 65+14%, respectivamente. As
inibicdes ocorreram de forma dose dependente, com valor de Dlsp de 6,429 mg/kg
("1.676 — 3.522"; R?: 0,766).
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Figura 42. Grafico do efeito da administragéo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o.,
indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.0. dexametasona, na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a
hiperalgesia mecanica no teste de von Frey induzida pela inje¢do de LPS 100 ng/pata (0,01 mL/10 g
de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca significativa
em relagéo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive (¥p<0,05, ¥¥p<0,01 e
$38p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

Estes resultados sugerem que os compostos presentes na oleorresina de C.
duckei, bem como seu composto majoritario, o acido polialtico possam estar
interferindo na produgao de TNF-a, decorrente do estimulo do LPS (SAMPAIO et al.,
1991).

O efeito anti-hipernociceptivo observado pode ser decorrente da diminuicéo da
migracgao leucocitaria para a area inflamada, inibindo a cascata de citocinas (CUNHA
et al., 2005, 2008; PINHO-RIBEIRO et al., 2016; VAJJA et al., 2004).

O zymosan é um polissacarideo composto de unidades de glicose unidas por

ligacdes p-1,3-glicosidicas, derivado da parede celular da levedura Saccharomyces



211
LEMOS, M. DBrilbodss e Dgonssis

cerevisiae. Induz fendbmenos flogisticos sistémicos, ativando macréfagos e induzindo

a liberacao de mediadores inflamatérios caracterizados pela persistente proliferagao
da sindvia e degradagao da cartilagem, reproduzindo uma resposta inflamatéria do
tipo artrite inflamatéria (GADO; GIGLER, 1991; GEGOUT et al., 1995; KEYSTONE et
al., 1977; ROCHA et al., 1999).

A inflamacéao articular induzida por zimosan é caracterizada por acentuada
migracgéo celular e desenvolvimento de hiperalgesia. Ocorrem altera¢gées da marcha
dos animais devido a incapacitagdo articular progressiva, observavel a partir da
segunda hora apds sua administragéao

Ocorrem ainda todos os sinais cardinais da inflamagdo aguda, tais como
aumento da permeabilidade vascular e edema, com acentuado influxo celular, com
predominio de polimorfonucleares (FRASNELLI et al., 2005; ROCHA et al., 1999).

O zymosan é reconhecido a partir do receptor de selectina-1, expressos
predominantemente em mondécitos, macréfagos, neutrofilos e células dentriticas, e em
menor proporgdo em células T do bago (WILLMENT et al, 2003). Apéds
reconhecimento, interage com o receptor Toll-like 2 (TLR2), com consequente
ativacao do fator NF-kB, producao de citocinas inflamatdrias (IL-1, IL-6, IL-8, IL-18) e
outros fatores pro-inflamatérios (AKIRA; SATO, 2003; TAKEDA; AKIRA, 2004;
TEXEREAU et al., 2005). Este receptor tem importante papel na fase tardia, no
desenvolvimento da resposta imune secundaria e pode contribuir com a manutencéao
da inflamagéo articular (FRASNELLI et al., 2005; KEYSTONE et al., 1977). Ativa
também a resposta imune inata, sendo capaz de estimular a produgao de citocinas
inflamatdrias e ativar o sistema complemento na auséncia de imunoglobulinas
(FRASNELLI et al., 2005).

Na fase crénica € acompanhada de intensa reacao inflamatéria, caracterizada
por sinovite, com migragdo de células inflamatérias e proliferagéo linfomonocitaria,
além da degradacdo da cartilagem e do osso subcondral. A artrite também é
caracterizada com respostas hipernociceptivas persistentes (GEGOUT et al., 1995;
ROCHA et al., 1999).

Neste experimento, os resultados demonstram que a administragdo da
oleorresina de C. duckei (Figura 43) e do acido polialtico (Figura 44) foi capaz de
inibir o efeito hipernociceptivo do zymosan, indicando que possuem atividades a longo
prazo, pois podem atuar inibindo respostas nociceptivas e inflamatérias tardias. Por

este motivo foram investigadas as atividades anti-hipernociceptivas em modelos de
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dor crénica, tais como a hiperalgesia mecanica associada a avulsédo do plexo braquial

e a hiperalgesia inflamatdria induzida por CFA.

Para a hipernocicepg¢ao mecénica induzida por zymosan as inibicdées maximas
foram com percentuais de 25+13%, 56£14% e 63+13%, para as doses de 1, 3 e 10
mg/kg da oleorresina de C. duckei, respectivamente. As inibicdes da indometacina e
da dexametasona foram de 38+12% e 58+15%, respectivamente. As inibigbes
ocorreram de forma dose-dependente, com valor de Dlsg de 4,614 mg/kg "0.6464 —
44.030"; R%: 0,928).
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Figura 43. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o., indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o. dexametasona, na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre
a hiperalgesia mecénica no teste de von Frey induzida pela inje¢cdo de zymosan 100 ug/pata (0,01
mL/10 g de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca
significativa em relagéo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive (*p<0,05,
$3p<0,01 e $%¥p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.
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Ja as doses de 1, 3 e 10 mg/kg no tratamento com o &cido polialtico

apresentaram inibicbes maximas com percentuais de 25+12%, 41+12% e 74+16%,
respectivamente. As inibigdes ocorreram de forma dose-dependente, com valor de
Dlso de 5,187mg/kg ("0.9300 — 28.93"; R?: 0,975).
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Figura 44. Grafico do efeito da administragéo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o.,
indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.0o. dexametasona, na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a
hiperalgesia mecanica no teste de von Frey induzida pela injegdo de zymosan 100 ug/pata (0,01 mL/10
g de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca significativa
em relagéo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive (¥p<0,05, ¥¥p<0,01 e
$38p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

Os resultados obtidos nos experimentos de hiperalgesia, associados aos
resultados presentes na avaliagdo da nocicepgao aguda, e comparados com dados
da literatura contribuem para a hipotese de que as substancias presentes na
oleoresina de Copaifera spp. inibem processos hipernociceptivos, a nivel periférico

interferindo na modulacdo de mediadores anti-inflamatérios (GOMES et al., 2010,
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2007; VEIGA-JUNIOR et al., 2001; VEIGA-JUNIOR et al., 2007). Sugere-se, portanto,

que a atividade anti-nociceptiva periférica, bem como, a atividade anti-inflamatéria

possa estar ativamente envolvida na modulac&o do processo de hipernocicepgao.

5.6.6 Efeito da oleorresina de C. duckei e do acido polidltico sobre a

hiperalgesia mecénica associada a avulsio de plexo braquial (APB)

O plexo braquial € formado a partir nos nervos espinhais das ultimas 4 vértebras
cervicais (C5 a C8), e da primeira toraxica (T1), derivados das raizes dorsais e
ventrais. As raizes dorsais, como o proprio nome sugere, possuem fibras sensoriais
originadas dos ganglios da raiz dorsal, e as raizes ventrais possuem fibras com
fungdes motoras. Os nervos originados do plexo braquial sdo plurissegmentares, pois
possuem fibras originadas em mais de um segmento medular, originados de ramos
espinhais de 3 troncos: superior, médio e inferior (ANAND; BIRCH, 2002; JOHNSON
et al., 2010).

A lesdo do plexo braquial é caracterizada pela ruptura do nervo por uma lesao
fechada resultante da tracdo do ombro (HANINEC et al., 2007; RANKINE, 2004;
WALLACE et al, 1996). Acidentes automobilisticos, tais como acidentes de
motocicleta, bicicleta e atropelamentos s&o as causas mais comuns da origem desta
lesdo (GREGORY et al., 2009; WAIKAKUL; WAIKAKUL; PAUSAWASDI, 2000),
resultando em alteragbes patolégicas importantes que induzem ao estabelecimento
da dor neuropatica (CARVALHO; NIKKHAH; SAMII, 1997).

A lesao é causada pela avulsdo intratavel da raiz medular, que produz dor com
caracteristica constante, intermitente e incapacitante. A dor acomete a regidao do
ombro e supra-escapular, com irradiacao para o membro superior ipsilateral, porém
acompanhado de disturbios da sensibilidade evidenciada em locais distantes da leséo,
principalmente em membros superiores e inferiores (ANAND; BIRCH, 2002;
BERMAN; BIRCH; ANAND, 1998; COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009;
FRAMPTON, 1996; PARRY, 1980). Os sintomas incluem disturbios da sensibilidade
como parestesias, déficits motores e alteracbes dos reflexos miotaticos,
acompanhados de disturbios psiquiatricos, tais como ansiedade e depressdo, que
contribuem para o agravamento do quadro clinico (ANAND; BIRCH, 2002; PARRY,
1980). Esta leséo pode desencadear plasticidade exacerbada do SNC, associada a
sensibilidade dolorosa aumentada (CARVALHO; NIKKHAH; SAMII, 1997)
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No momento da lesdo nervosa ocorre sensibilizacdo das fibras sensoriais

devido a liberagao de citocinas pro-inflamatérias em resposta a destruicdo e remogéao
de axébnios, células de Schwann e da microglia destruidas. Estas citocinas contribuem
para o desenvolvimento e estabelecimento da dor neuropatica (MOALEM; TRACEY,
2006; SOMMER et al., 2001; STOLL; JANDER; MYERS, 2002). A exposi¢cao ao TNF-
a pode resultar na ativagao das caspases (p55 e p75), que induzem a sintese do NF-
KB e resultam em apoptose, respectivamente. Estas duas proteinas estdo envolvidas
em respostas inflamatoérias e nociceptivas agudas e crénicas (BAUD; KARIN, 2001;
EPSTEIN; BARNES; KARIN, 1997; MICHEAU; RG TSCHOPP, 2003; MOALEM;
TRACEY, 2006).

O TNF-a atua como modulador das primeiras alteragdes degenerativas durante
a leséo do nervo periférico, induzindo lesao nos axénios, recrutamento de macréfagos
e atividades ectépicas em nervos periféricos (LI; LIN, 2008; LOCKSLEY; KILLEEN;
LENARDO, 2001a, 2001b; PERKINS; TRACEY, 2000; SCHAFERS et al., 2003;
SHAMASH; REICHERT; ROTSHENKER, 2002), podendo estar envolvido em
respostas hipernociceptivas associadas a lesdo (PARRY, 1980; QUINTAO et al.,
2006; RODRIGUES-FILHO et al., 2003).

Embora recentes avangos tenham ocorrido nas técnicas cirurgicas para
melhora de pacientes com lesdao do plexo braquial, ainda ndo esta disponivel um
tratamento eficaz. As op¢des cirurgicas incluem enxerto e transplante, mas dependem
do nivel de lesdo e do estabelecimento de um diagndstico rapido e correto
(CARLSTEDT et al., 2000). As terapias farmacoldgicas incluem o uso de analgésicos
potentes, sendo que o tratamento usual inclui psicoterapia, além de reabilitagao fisica.
Porém, a dor € persistente e incapacitante, o que impossibilita o retorno do paciente
as atividades habituais (CARVALHO; NIKKHAH; SAMII, 1997; FRAMPTON, 1996;
PARRY, 1980).

Neste modelo os animais foram avaliados do 30° apds o procedimento
cirurgico, onde iniciou-se os tratamentos. Nas Figuras 45, 46, 47 e 48 observa-se que
o tratamento com a oleorresina de C. duckei e o acido polialtico foi capaz reduzir de
forma significativa a hiperalgesia mecéanica quando comparados aos animais do grupo
controle em todas as trés doses avaliadas. Ja os grupos tratados com as maiores

doses exibiram uma resposta anti-nociceptiva muito proxima ao da gabapentina.
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Figura 45. Grafico do efeito da administragéo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.0., indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o.
dexametasona, na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a hiperalgesia mecanica no teste de von Frey induzida pela avulsdo do plexo braquial em camundongos. Pata
traseira ipsilateral. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferencga significativa em relagéo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo
naive (¥p<0,05, $¥p<0,01 e ¥¥%$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.
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Figura 46. Grafico do efeito da administragéo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.0., indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o.
dexametasona, na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a hiperalgesia mecénica no teste de von Frey induzida pela avulsdo do plexo braquial em camundongos. Pata
traseira contralateral. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenga significativa em relagao ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao
grupo naive (¥p<0,05, ¥¥p<0,01 e #%%p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.



LEMOS, M. DBroilbodis o Dsoussio

Ipsilateral

1001

80+

60

40

Frequencia de retirada (%)

204

Naive (Salina)
-= Controle (Veiculo)
-4 Indometacina (10 mg/kg)
¥ Dexametasona (0,5 mg/kg)
- Gabapentina (400 pmol/kg)
-©- Oleorresina de C. duckei (1 mg/kg)
-B8- Oleorresina de C. duckei (3 mg/kg)
-4 Oleorresina de C. duckei (10 mg/kg)

Figura 47. Grafico do efeito da administragdo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o., indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.0. dexametasona,
na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a hiperalgesia mecéanica no teste de von Frey induzida pela avulsdo do plexo braquial em camundongos. Pata traseira
ipsilateral. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenga significativa em relagéo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive
(¥p<0,05, %3p<0,01 e $%p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.
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Figura 48. Grafico do efeito da administragdo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o., indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o. dexametasona,
na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a hiperalgesia mecanica no teste de von Frey induzida pela avulsdo do plexo braquial em camundongos. Pata traseira
contralateral. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo
naive (¥p<0,05, $¥p<0,01 e ¥¥%$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.
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Vale ressaltar ainda, que o tratamento diario foi empregado para avaliagéo dos

animais em diferentes intervalos de tempo no primeiro dia de tratamento. Esta
avaliagao permitiu verificar o tempo de duragao do efeito anti-hiperalgésico, o qual
teve seu pico maximo na sexta hora apds o tratamento.

Com o objetivo de investigar a extensao do efeito da oleorresina de C. duckei
e do acido polialtico o tratamento foi interrompido durante trés dias, onde observam-
se que os animais antes tratados retornaram a resposta semelhante ao grupo controle,
com excecao da maior dose.

Além das atribuigcbes populares, na literatura cientifica € possivel encontrar
muitos trabalhos com as oleorresinas de espécies do género Copaifera e suas
atividades anti-inflamatérias (CARVALHO et al., 2005; GOMES et al., 2010; LUCCA
et al., 2015; VEIGA-JUNIOR et al., 2007; VIEIRA et al., 2008).

A atividade anti-inflamatéria pode ser atribuida aos sesquiterpenos, tais como
o a-humuleno e B-cariofileno (FERNANDES et al., 2007) e aos diterpenos acidos
(GOMES et al., 2010; LEANDRO et al., 2012; OHSAKI et al., 1994; VARGAS et al.,
2015; VEIGA-JUNIOR et al., 2007).

Os terpenos sdo uma das maiores classes de produtos naturais, e apresentam
as mais variadas atividades bioldgicas, em especial efeitos farmacologicos, tais como
anti-inflamatérios, antimicrobianos, antiulcerogénicos, antivirais, cardio e
hepatoprotetores e analgésicos (BAKKALI et al., 2008; DZUBAK et al., 2006;
MALHEIROS et al., 2001; MENDES et al., 2000).

Além de ser resultado dos efeitos anti-inflamatérios, a analgesia promovida
pelos terpenos pode ser decorrente de efeitos sedativos, anti-espasmaddicos,
miorrelaxantes e anestésico local (DZUBAK et al., 2006), e podem estar relacionados
alteragdes em nociceptores (localizados nas fibras AB, Ad e fibras C), em receptores
(glutamatérgicos), na trandugéo de sinais (alteragdo nos potenciais de repouso e
gradientes de concentragdo), em receptores de potencial transitério (TRPV),
mediadores quimicos (5-HT, BK, ATP, NGF), alterac¢des e inibicbes enzimaticas (5-
LOX, COX e PLA;) e em canais de ions controlados por voltagem (Na*, K* e Ca?*)
(BAKKALI et al., 2008; GERSHENZON; DUDAREVA, 2007; PADUCH et al., 2007;
SCHEIDT et al., 2002; VALERIO et al., 2007).

A atividade anti-inflamatéria dos diterpenos acidos — cauranos e labdanos,
componentes majoritarios da oleorresina de C. duckei, esta associada a redugéo da

producao NO e TNF-q, inibicao da expressado de NOSi e COX-2 ao nivel da transcri¢cao



221
LEMOS, M. DBrilbodss e Dgonssis

(FURTADO et al., 2015; GOMES et al., 2010; LEANDRO et al., 2012; SANTIAGO et
al., 2015; VEIGA-JUNIOR et al., 2006), e regulagao da expressao de citocinas pro-

inflamatdrias, tais como IL-10 e IL-6, atenuando vias inflamatorias mediadas pelo NF-
kB (LEANDRO et al., 2012; SANTIAGO et al., 2015).

56.7 Efeito da oleorresina de C. duckei e do acido polidltico sobre o edema

de pata

O edema causado pela carragenina, dextrana, LPS ou zymosan é
consequéncia da agao sinérgica de varios mediadores que aumentam a
permeabilidade celular através da vasodilatacdo, resultando no aumento de fluxo
sanguineo e migracéo de células polimorfonucleares (ORTEGA-GOMEZ; PERRETTI;
SOEHNLEIN, 2013; TAKEUCHI; AKIRA, 2010; VAJJA et al., 2004; XU et al., 2012).

Os mediadores presentes no exsudato que influenciam as células responsivas
ao processo inflamatério mais comuns sao a histamina, bradicinina, leucotrienos,
substancia P, componentes do sistema complemento, PAF, entre outros. Estes
favorecem o aumento da permeabilidade capilar ao plasma e o extravasamento de
proteinas e células (MEDZHITOV, 2008; SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008).

O transporte do exsudato ocorre através dos vasos linfaticos até os ganglios
linfaticos ou tecidos linfoides locais, onde se inicia a resposta imune. O edema ¢é a
caracteristica mais marcante da inflamagéo aguda, sendo associado ao aumento da
pressao hidrostatica secundaria a vasodilatacio, resultando em acentuada perda de
liquidos e seu acumulo para o tecido intersticial (CUENI; DETMAR, 2008; HOGG,
2004; OLIVER; ALITALO, 2005).

O edema de pata induzido por carragenina foi desenvolvido por Winter, Risley
e Nuss, (1962), sendo um modelo trifasico e amplamente utilizado em estudos de
inflamacao. Entretanto, esse modelo ndo caracteriza o efeito anti-inflamatério como
um todo, mas fornece resposta somente sobre o extravasamento vascular (edema)
(POSADAS et al., 2004; WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

Neste ensaio foi investigada a atividade antiedematogénica da oleorresina de
C. duckei e do acido polialtico em resposta a injegao intraplantar de carragenina (300
Mg; 20 pL/pata). Os resultados obtidos (Figura 49) demonstraram que a oleoresina de
C. duckei apresenta atividade dose-tempo-dependente. O tratamento oral dos animais

com a oleorresina de C. duckei nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, inibe em 42+8%,
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501£12% e 64+18% respectivamente, o edema. A indometacina (1 mg/kg, v.0.) e a

dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.), utilizadas como controles, também inibiram de forma
significativa a resposta edematogénica com porcentagens de 47+19% e 71£17%
respectivamente. As inibicdes ocorreram de forma dose dependente, com valor de
Dlso de 20,60 mg/kg ("1,290 - 49,087"; R?: 0,789).
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Figura 49. Gréfico do efeito da administragao da oleorresina de C. duckei nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg,
v.0., indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre o volume
deslocado no teste de edema de pata induzida pela inje¢éo de carragenina 300 ug/pata (0,01 mL/10 g
de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenga significativa
em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de
Bonferroni.

Ja o acido polialtico (Figura 50) apresenta atividade dose-tempo-dependente.
O tratamento oral dos animais nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, causou inibicdo de
481+9%, 55+15% e 66+13% respectivamente, sobre o edema. A indometacina (1
mg/kg, v.0.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) utilizadas como controle também

inibiram de forma significativa a resposta edematogénica com porcentagens de
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53111% e 66115%, respectivamente. As inibicbes ocorreram de forma dose
dependente, com valor de Dlso de 17,09 mg/kg (2,238 — 30,552"; R?: 0,823).
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Figura 50. Grafico do efeito da administracdo do acido polidltico nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o.,
indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre o volume
deslocado no teste de edema de pata induzida pela inje¢éo de carragenina 300 pg/pata (0,01 mL/10 g
de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca significativa
em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de
Bonferroni.

Conforme ja discutido anteriormente, a dextrana é um polissacarideo que induz
reacdes anafilaticas caracterizadas por extravasamento e formacédo de edema,
formados pela liberacdo de histamina e serotonina dos mastdcitos (FURTADO et al.,
2015; PARRATT; WEST, 1958; VAN WAUWE; GOOSSENS, 1989).

Existe correlagcdo com a concentracio total de histamina no exsudato e o grau
de edema produzido pela dextrana (SHINICHI; KYOICHI; SETSUO, 1978, 1979). A
histamina € um dos mediadores mais importantes na inflamagéo e atua como potente
vasodilatador, aumentando a permeabilidade vascular, ativando o sistema

complemento e células endoteliais, recrutando leucécitos, bem como estimulando
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diretamente ou indiretamente neurdnios na resposta inflamatéria, o que também pode
resultar em respostas nociceptivas (AMANN et al., 1995; LINARDI et al., 2000).

A histamina apresenta importante papel na transmissao da dor. Neurénios com

receptores histaminérgicos sdo encontrados no nucleo dorsal da rafe e ACP, os quais
se originam do hipotalamo e possuem importante papel na modulagéo da dor através
de receptores histaminérgicos do tipo Hs e H> (HOUGH; RICE, 2011; HOUGH, 1988;
HOUGH et al., 1998).

A serotonina (5-HT) é liberada pelas plaquetas e interage com, pelo menos, 14
tipos de receptores que estdo amplamente distribuidos por diversos tecidos. O
receptor 5-HT3, presente nos ganglios da raiz dorsal e perifericamente, apresenta
efeito antinociceptivo, enquanto a administracéo intratecal de antagonistas do receptor
5-HT3 bloqueia a analgesia induzida pela 5-HT e produz uma moderada resposta
hiperalgésica. Ja na inflamagédo, atua também como mediador de fase inicial
relacionado com os eventos vasculares do processo inflamatério agudo (GIORDANO;
GERSTMANN, 2004; OKUSE, 2007; TABER; LATRANYI, 1981).

Nesse estudo, foi demonstrado que a oleorresina de C. duckei e o acido
poliatico inibiram o edema induzido por dextrana, corroborando com a fase inicial do
edema induzido pela carragenina, este mecanismo pode estar relacionado com
intervencdo na degranulagcdo de células inflamatérias e liberagdo das aminas
vasoativas.

Os resultados obtidos (Figura 51) demonstraram que a oleoresina de C. duckei
apresenta atividade dose-tempo-dependente. O tratamento com a oleorresina de C.
duckei nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, inibe em 23+7%, 28+14% e 45+t6%
respectivamente, o edema. A indometacina (1 mg/kg, v.0.) e a dexametasona (0,5
mg/kg, s.c.), utilizadas como controles, também inibiram de forma significativa a
resposta edematogénica com porcentagens de 35£14% e 45+11%, respectivamente.
As inibi¢cdes ocorreram de forma dose dependente, com valor de Dlsg de 22,445mg/kg
("0.7397 — 8.084"; R?: 0,715).
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Figura 51. Grafico do efeito da administragao da oleorresina de C. duckei nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg,
v.0., indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre o volume
deslocado no teste de edema de pata induzida pela inje¢ao de dextrana 100 ug/pata (0,01 mL/10 g de
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

Neste ensaio, o acido polialtico (Figura 52) apresenta atividade dose-tempo-
dependente. O tratamento oral dos animais com a oleorresina de C. duckei nas doses
de 1, 3 e 10 mg/kg, causou inibicao de 30£15%, 43+14% e 53+14% respectivamente,
sobre o edema. As inibicbes ocorreram de forma dose dependente, com valor de Dlsg
de 18,5914 mg/kg ("0.05666 to 66.173"; R?: 0,814).
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Figura 52. Grafico do efeito da administragdo do &cido polialtico nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o.,
indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre o volume
deslocado no teste de edema de pata induzida pela inje¢ao de dextrana 100 ug/pata (0,01 mL/10 g de
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenga significativa em
relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

O LPS é o principal causador de respostas inflamatérias sistémicas toxicas,
caracterizada pela presenca de macrofagos residentes, e principalmente por citocinas
(VAJJA et al., 2004) . Durante as infegdes, os microorganismos Gram-negativos que
possuem esse lipopolissacarideo ligam-se na membrana das células inflamatdrias,
tais como mondcitos e neutrofilos através de receptores do tipo Toll (TLR), induzindo
a produgéo de citocinas como TNF-q, IL-1B, IL-6, KC/CXCL1, MCP-1 (AKIRA; SATO,
2003; TAKEDA; AKIRA, 2004; TAKEUCHI; AKIRA, 2001).

Os resultados obtidos (Figura 53) demonstraram que a oleoresina de C. duckei
apresenta atividade dose-tempo-dependente. As inibicdes maximas no edema
induzido por LPS foram de 29+14%, 68+13% e 71+13%, para as doses de 1, 3 e 10

mg/kg de oleorresina de C. duckei respectivamente. A indometacina (1 mg/kg, v.0.) e
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a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.), também inibiram de forma significativa a resposta

edematogénica com porcentagens de 49+13% e 54+14% respectivamente. As
inibicdes ocorreram de forma dose dependente, com valor de Dlso de 21,720 mg/kg
("0.2721 — 61.908"; R?: 0,847).
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Figura 53. Grafico do efeito da administragao da oleorresina de C. duckei nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg,
v.0., indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre o volume
deslocado no teste de edema de pata induzida pela injegdo de LPS 100 ng/pata (0,01 mL/10 g de
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferencga significativa em
relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

O &cido polialtico (Figura 54) apresenta atividade dose-tempo-dependente. O
tratamento oral dos animais com a oleorresina de C. duckei nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, causou inibicdo de 32+15%, 44+14% e 54+12% respectivamente, sobre o
edema. As inibigdes ocorreram de forma dose dependente, com valor de Dlso de
19,591 mg/kg ("0.05666 to 68.173"; R%: 0,814).
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Figura 54. Grafico do efeito da administracdo do acido polialtico nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o.,
indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre o volume
deslocado no teste de edema de pata induzida pela injegédo de LPS 100 ng/pata (0,01 mL/10 g de
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferencga significativa em
relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

A oleorresina de C. duckei e o acido polialtico foram capazes de inibir a
formagao do edema de pata induzido por LPS sugerindo, portanto, que sua atividade
anti-inflamatéria também esteja atuando em vias bioquimicas intracelulares que levam
a producao de citocinas pro-inflamatorias. Com base nos resultados acima discutidos,
sugere-se que estes interfiram, de alguma forma, na produgdo e/ou agao de
mediadores inflamatérios como PGs, NO e bradicinina e ainda inibicdo na producao
de citocinas inflamatorias.

Ja o zymosan, por sua vez, induz a liberagdo de diversos mediadores

caracteristicos em processos inflamatérios cronicos, tais como prostaglandinas,
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leucotrienos e componentes do sistema complemento, fator de ativagao plaquetaria,
ROS, TNF e IL-1B (FRASNELLI et al., 2005; KEYSTONE et al., 1977; VEIGA-JUNIOR

et al., 2007), induzindo também a nocicepgéo visceral.

Ainda, no inicio dafase aguda da inflamacéao induzida por zymosan, produz o
aumento da permeabilidade vascular, edema, extravasamento de proteinas
plasmaticas e o infiltrado de células inflamatérias, dando inicio a geragédo de produtos
derivados do acido araquidénico (PAYA et al., 1996), sendo que este processo evolui
para a cronicidade com degradacao da cartilagem articular, do osso subcondral, com
intensa sinovite e proliferagdo de linfécitos e mondcitos (GEGOUT et al., 1995;
ROCHA et al., 1999).

Os dados do presente estudo demonstram que a oleorresina de C. duckei e o
acido polialtico inibem de modo significativo e dose-tempo-dependente o edema
induzido por zymosan.

Os resultados obtidos (Figura 55) demonstraram que a oleoresina de C. duckei
apresenta atividade dose-tempo-dependente. No modelo de edema induzido por
zymosan as doses de 1, 3 e 10 mg/kg de oleorresina de C. duckei inibem em 27+11%,
39+12% e 55113%, respectivamente. A indometacina (1 mg/kg, v.0.) e a
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.), inibiram de forma significativa a resposta
edematogénica com porcentagens de 46+12% e 58+12% respectivamente.

O tratamento oral dos animais com a oleorresina de C. duckei nas doses, inibe
em respectivamente, o edema. As inibigdes ocorreram de forma dose dependente,
com valor de Dlso de 19,962 mg/kg ("4.308 to 23.03"; R?: 0,840).
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Figura 55. Grafico do efeito da administragao da oleorresina de C. duckei nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg,
v.0., indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre o volume
deslocado no teste de edema de pata induzida pela inje¢cdo de zymosan 100 pg/pata (0,01 mL/10 g de
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferencga significativa em
relagéo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

O acido polialtico (Figura 56), de maneira similar aos resultados observados
nos ensaios de edema de pata induzida por carragenina, dextrana e LPS apresenta
atividade dose-tempo-dependente. O tratamento oral dos animais com a oleorresina
de C. duckei nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, causou inibicao de 37+12%, 43£11% e
57+11% respectivamente, sobre o edema. As inibigdes ocorreram de forma dose
dependente, com valor de Dlso de 17,293 mg/kg ("3.756 - 22.99"; R?: 0,839).
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Figura 56. Grafico do efeito da administragdo do acido polialtico nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o.,
indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre o volume
deslocado no teste de edema de pata induzida pela inje¢cdo de zymosan 100 pg/pata (0,01 mL/10 g de
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferencga significativa em
relagéo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.

Vale ressaltar que o pico da inflamag¢ao do zymosan ocorre mais tardiamente,
como observados nas Figuras 55 e 56, devido ao tipo de inflamagao que ocorre com
a inje¢ao do zymosan.

Diversos mediadores sao produzidos em resposta a inflamagao e estes sao
liberados de acordo com fase do processo. Em primeiro momento (até 1 hora apos)
ocorre a liberacdo de histamina e serotonina, seguida da liberagdo de bradicinina e
em ultimo momento (entre 4 e 6 horas), ocorre a liberagdo de PGE e ativagdo das
enzimas COX e LOX, ocorrendo também a migragdo de células mononucleares
(GRYGLEWSKI; BOTTING; VANE, 1988; KATZ et al., 1984; VAJDOVICH, 2008).

Estudos com a oleorresina de C. multijuga apresentam resultados com
atividade antiedematogénica na dose de 30 mg/kg (GOMES et al., 2010). Veiga-Junior
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e colaboradores (2007) demonstraram que as oleoresinas de C. cearensis, C.

reticulata e C. multijuga inibem a producdo de éxido nitrico, o qual possui um
importante papel regulatério nos estagios da inflamagdo, sendo produzido
principalmente pelas células endoteliais do tecido lesionado com potente acgao
vasodilatadora, levando ao aumento da permeabilidade vascular (GRYGLEWSKI;
BOTTING; VANE, 1988). A oleorresina de C. multijuga apresentou-se mais efetiva,
inibindo a produc&o de NO na concentragao de 50 pg/kg (VEIGA-JUNIOR et al., 2007).
A oleorresina de C. duckei previamente estudada para o ensaio de edema de para
inibiu 0 edema somente na maior dose testada (1802 mg/kg), com inibigdo de somente
18% quando comparado ao controle. Essas diferengas encontradas entre este estudo
e o estudo de Carvalho e colaboradores (2005) podem ser justificadas pelas
diferencas na composicao quimica das oleorresinas, resultado da influéncia de
diversos fatores, tais como sazonalidade, fatores genéticos e/ou fisiolégicos da planta,
condigbes ambientais bidticas e abidticas, dentre outros (AKULA; RAVISHANKAR,
2011; PAVARINI et al, 2012; SAMPAIO; EDRADA-EBEL; DA COSTA, 2016;
SCOGNAMIGLIO et al., 2015; SHULAEV et al., 2008).

Baseado nas informacbes acima, sugerimos que o possivel efeito anti-
inflamatoério da oleorresina de C. duckei e do acido polialtico, em modelos
experimentais de inflamagéo aguda, tais como indugdo de edema de pata por
diferentes agentes flogisticos, tais como carragenina, dextrana, LPS e zymosan,
possa estar inibindo o edema e extravasamento vascular, o recrutamento de
leucécitos, a produgao de citocinas inflamatdrias, quimiocinas e produgédo de 6xido
nitrico (NO) e a nocicepg¢ao pelos modelos experimentais de testes das contorgbes
abdominais pelo acido acético, formalina e hiperalgesia induzida por carragenina,

dextrana, LPS e zymosan.

5.6.8 Efeito da oleorresina de C. duckei e do acido polialtico no exudato da

bolsa de ar (Air pouch)

O ensaio da bolsa de ar ou Air pouch ¢ um modelo de estudo da inflamacao
aguda ou crdnica in vivo. Descrito pela primeira vez por Selye (1953) e adaptado por
Edwards e colaboradores (1981), consiste na inje¢ao de ar estéril no dorso do animal,
na area intra-escapular. A presenca do ar favorece a formacao de area que simula a

cavidade sinovial, com a presenca de elementos tais como macréfagos e fibroblastos.
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Nesta bolsa é permitido o estimulo com diversos agentes flogisticos, permitindo a

formagdo de um exsudato de facil coleta, onde é permitida a contagem total e
diferencial de leucdcitos e a dosagem de mediadores relacionados ao processo
inflamatorio (ROMANO et al., 1997).

Inicialmente este trabalho previa o uso do ensaio de pleurisia, que consiste na
injecdo do agente flogistico na cavidade pleural, coletando-se o exsudato para
determinacdo dos eventos relacionados ao processo inflamatério. Porém, apds
revisdo da literatura, o ensaio da bolsa de ar apresenta maiores vantagens, entre elas
a facil execugao, pois a administragéo na cavidade pleural necessita de cuidados para
nao romper o pulmé&o do animal, sendo a coleta de um exsudato na bolsa de ar mais
‘limpo”, sem a presenga de interferentes, tais como a presenca de hemacias
(SEDGWICK; LEES, 1986).

Este método é extremamente versatil, pois permite o uso de diversas variaveis,
como alteragdes dos agentes flogisticos utilizados: carragenina, dextrana, zymosan,
histamina, bradicinina, PGE,, substancia P, entre outros; alteracbes no tempo de
exposi¢cao, como por exemplo onde o exsudato provocado pela carragenina é
composto de polimorfonucleares nas primeiras 24 h com aumento gradual de células
mononucleares até 48 horas; e dosagem de diferentes mediadores, tais como
mieloperoxidade, citocinas e enzimas e produtos da formagdo de ROS (PAYA et al.,
1996; ROMANO et al., 1997; SMITH et al., 1998).

A mieloperoxidase (MPO) €& uma hemeproteina expressa em altas
concentragcées em promieldcitos. A medida que estas células vao se diferenciando,
sua expressdo diminui. E presente nos granulos citoplasmaticos de neutrdfilos,
apresentando poucas concentragdes em mondcitos. Uma de suas principais fungdes
€ produzir acido hipocloroso (HOCI), que resulta em atividades microbicidas e
apoptéticas. Os subprodutos do HOCI, tais como ROS possuem propriedades
imunomodulatérias, estimulando a producao de citocinas e ativando quinases e outras
enzimas (KLEBANOFF, 2005; KUMAR; PIEDRAFITA; REYNOLDS, 2004; SCHRECK;
ALBERMANN; BAEUERLE, 1992).

De acordo com os resultados obtidos no modelo de edema de pata a atividade
maxima da carragenina acontece em 4 h. Esse dado foi levado em consideracao,
sendo que a atividade anti-inflamatéria da oleorresina de C. duckei e o acido polialtico

foram investigados no modelo da bolsa de ar neste periodo.
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Os resultados demonstram que ha aumento significativo no numero de

leucdécitos no local da inflamagao nos animais do grupo controle. A oleorresina de C.
duckei reduziu significativamente a migracdo de células para a bolsa, quando
comparado ao grupo carragenina e seus efeitos foram similares a dexametasona
(Figura 57).

O tratamento oral dos animais com a oleorresina de C. duckei nas doses de 1,
3 e 10 mg/kg inibe a migracdo de leucécitos em 71+12%, 79+7% e 8716%,
respectivamente. A indometacina (1 mg/kg, v.o.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.)
utilizadas como controle inibiram de forma significativa a migragao com porcentagens
de 45£15% e 85+5%, respectivamente. As inibicbes maximas ocorreram de forma
dose dependente, com valor de Dlso de 7,69 mg/kg ("1,024 - 37,784"; R?: 0,804).

E possivel observar no exudato uma diminuicdo da concentragdo da enzima
mieloperoxidase (Figura 58), corroborando com a diminuigdo do numero de leucécitos
presentes na bolsa de ar, e confirmando as atividades anti-inflamatérias e
antiedematogénicas observadas no teste de edema de pata induzido por carragenina.

As porcentagens de inibigdo maximas observadas sobre a dosagem da enzima
mieloperoxidase foram de 74+11%, 80+13% e 88+11%, para as doses de 1, 3 e 10
mg/kg, respectivamente. Os controles positivos indometacina (1 mg/kg, v.0.) e a
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) inibiram 86+12% e 93+11%, respectivamente.

O tratamento oral com o acido polialtico (Figura 59) nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, inibe a migracdo de leucdcitos em 62+22%, 64110% e 84+4%,
respectivamente. A indometacina (1 mg/kg, v.0.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.)
inibiram de forma significativa a migracao com porcentagens de 44+16% e 89+11%,
respectivamente. As inibicdes ocorreram de forma dose dependente, com valor de
Dlso de 2,423 mg/kg ("0,425 — 13,801"; R?: 0,829).

De maneira similar, também se observa que no exudato dos animais tratados
com o acido polialtico ha diminuicdo da concentracdo da enzima mieloperoxidade
(Figura 60), justificando a diminui¢cdo de leucdcitos para a bolsa de ar inflamada. Para
o tratamento com o acido polialtico nas doses de 1, 3, e 10 mg/kg as porcentagens de
inibicdo maximas observadas sobre a dosagem da enzima mieloperoxidase foram de
62+13%, 68+15% e 76+12%.
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Naive Controle Indometacina Dexametasona Oleorresinade Copaifera duckei

Salina Veiculo 10 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg

Carragenina 100 pg/mL (0,01 mL/10 g de animal)

Figura 57. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre
0 numero total de células (leucécitos) no exudato induzido pela inje¢cdo de carragenina 100 pg/kg (1
mL/10 g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra representa a
média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle
(*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Naive Controle Indometacina Dexametasona Oleorresina de Copaifera duckei

Salina Veiculo 10 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg

Carragenina 100 ug/mL (0,01 mL/10 g de animal)

Figura 58. Grafico do efeito da administracdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre
obre a concentragao da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela injegéo de carragenina 100
Mg/kg (1 mL/10 g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra
representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferencga significativa em relagéo ao grupo
controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Naive Controle Indometacina Dexametasona Acido polialtico
Salina Veiculo 10 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg

Carragenina 100 pg/mL (0,01 mL/10 g de animal)

Figura 59. Grafico do efeito da administragdo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o. e
indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre o nimero
total de células (leucécitos) no exudato induzido pela inje¢gao de carragenina 100 pg/kg (1 mL/10 g de
animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra representa a média dos
experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Naive Controle Indometacina  Dexametasona Acido poliéltico
Salina Veiculo 10 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mglkg 3 mg/kg 10 mg/kg

Carragenina 100 pg/mL (0,01 mL/10 g de animal)

Figura 60. Grafico do efeito da administracdo do 4cido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o. e
indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a
concentragdo da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela inje¢cdo de carragenina 100 pg/kg
(1 mL/10 g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra representa a
média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle
(*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Conforme anteriormente discutido, a dextrana induz uma resposta inflamatéria

por osmose, aumentando o volume de liquido para o local da inflamagéo, em presenca
de aminas vasoativas derivadas dos mastdcitos, a histamina e a serotonina, e ativacao
do sistema cinérgico (BASTOS et al., 2001; SHINICHI; KYOICHI; SETSUO, 1978,
1979; WIRTZ et al., 2007). De acordo com os resultados obtidos no modelo de edema
de pata a atividade maxima da dextrana também acontece em 4 h, sendo este o tempo
de exposicao ao agente flogistico.

As doses de 1, 3 e 10 mg/kg da oleorresina de C. duckei inibiram a migragao
leucocitaria para a bolsa de ar estimulada por dextrana em 46+11%, 54+8% e
72+12%, respectivamente (Figura 61). A indometacina (1 mg/kg, v.0.) e a
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) utilizadas como controle inibiram de forma significativa
a migragao com porcentagens de 57£14% e 86+9%, respectivamente

A administragcdo da nas doses de inibiu a migragao leucocitaria para a bolsa de
ar através do estimulo com dextrana em respectivamente. As inibicdes maximas
ocorreram de forma dose dependente, com valor de Dlsp de 14,763 mg/kg ("3,467 -
57,974"; R?: 0,794).

Houve a diminui¢cdo da concentracdo de mieloperoxidade no exsudato (Figura
62), demonstrando que a atividade antiedematogénica e antiiflamatéria esta
relacionada com a diminuigdo da migragao leucocitaria para o local da inflamagéo
induzida por detrana. As porcentagens de inibigdo maximas observadas sobre a
dosagem da enzima mieloperoxidase foram de 17£10%, 49+13% e 75+14%, para as
doses de 1, 3 e 10 mg/kg, respectivamente. Os controles positivos indometacina (1
mg/kg, v.0.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) inibiram 49+12% e 77+13%,
respectivamente.

De maneira homodloga, o acido polialtico (Figura 63) nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, inibiu a migracdo leucocitaria em 34+10%, 52+16% e 72+12%,
respectivamente. A indometacina (1 mg/kg, v.0.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.)
inibiram de forma significativa a migragédo com porcentagens de 56£14% e 91+11%
respectivamente. As inibigdes ocorreram de forma dose dependente, com valor de
Dlso de 12,689 mg/kg ("2.457 — 47,576"; R?: 0,903). Estes resultados também foram
confirmados com a diminuicdo da concentracdo da mieloperoxidase nos animais
tratados com o acido polialtico (Figura 64), onde as porcentagens de inibicao
maximas observadas sobre a dosagem da enzima mieloperoxidase foram de 35+11%,

65+15% e 88+12%, para as doses de 1, 3 e 10 mg/kg, respectivamente.
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Salina Veiculo 10 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg
Dextrana 100 ug/mL (0,01 mL/10 g de animal)

Figura 61. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre
0 numero total de células (leucécitos) no exudato induzido pela inje¢cao de dextrana 100 pg/kg(1 mL/10
g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra representa a meédia dos
experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Naive Controle Indometacina Dexametasona Oleorresina de Copaifera duckei

Salina Veiculo 10 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg
Dextrana 100 pg/mL (0,01 mL/10 g de animal)

Figura 62. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre
obre a concentracdo da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela inje¢do de dextrana 100
pg/kg (1 mL/10 g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra
representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferencga significativa em relagéo ao grupo
controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Naive Controle Indometacina Dexametasona Acido polialtico
Salina Veiculo 10 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg

Dextrana 100 pg/mL (0,01 mL/10 g de animal)

Figura 63. Grafico do efeito da administragéo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o. e
indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre o nimero
total de células (leucdcitos) no exudato induzido pela injecdo de dextrana 100 pg/kg (1 mL/10 g de
animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra representa a média dos
experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Dextrana 100 pg/mL (0,01 mL/10 g de animal)

Figura 64. Grafico do efeito da administracdo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o. e
indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a
concentragdo da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela inje¢do de dextrana 100 ug/kg (1
mL/10 g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra representa a
média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle
(*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Ja o estimulo por zymosan resultou em um aumento de células no exsudato da

bolsa de ar, porém, embora esse aumento demonstrasse maior intensidade quando
comparados com o numero de células do infiltrado inflamatério produzidos pela
carragenina e pela dextrana (FRASNELLI et al., 2005; TARAYRE et al., 1989).

O edema por zymosan € mediado pela ativagdo do sistema complemento, com
producao de anafilotoxina C5a, um importante fator quimiotaxico de neutréfilos. A fase
inicial da inflamagédo produzida pelo zymosan parece envolver a serotonina e
leucotrienos, enquanto que a fase tardia envolve o PAF, NO e PGs (CUZZOCREA et
al., 1996; GADO; GIGLER, 1991; GEGOUT et al., 1995). Baseando-se mais uma vez
no ensaio de edema de pata induzida por zymosan, a atividade maxima do zymosan
acontece em 12 h, sendo que este foi o tempo de exposi¢cdo ao agente flogistico.

A oleorresina de C. duckei nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg inibiu a migragéo de
leucdcitos para a bolsa de ar através do estimulo com zymosan em 61+14%, 73£14%
e 74+14%, respectivamente (Figura 65), apés 12 horas. A indometacina (1 mg/kg,
v.0.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) utilizadas como controle inibiram de forma
significativa a migragédo com porcentagens de 81+12% e 83+12%, respectivamente.
As inibicbes maximas ocorreram de forma dose dependente, com valor de Dlso de
16,78 mg/kg ("3,687 - 56,367"; R?: 0,905). Foram observadas a diminuicdo da
concentracao de mieloperoxidade no exsudato (Figura 66), corroborando com os
resultados obtidos nos experimentos com carragenina e dextrana.

As porcentagens de inibigdo maximas observadas sobre a dosagem da enzima
mieloperoxidase no teste de air pouch por zymosan foram de 35+18%, 52+12% e
89112%, para as doses de 1, 3 e 10 mg/kg, respectivamente. Os controles positivos
indometacina (1 mg/kg, v.0.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) inibiram 56+12% e
90£11%, respectivamente.

O acido polialtico (Figura 67) nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, também inibiu a
migragdo de leucocitos em 39+13%, 551213% e 72+12%, respectivamente. As
inibicdes ocorreram de forma dose dependente, com valor de Dlso de 14,132 mg/kg
("3,567 — 49,348"; R?: 0,845). A concentragdo da mieloperoxidase nos animais
tratados com o acido polilaltico também se encontra diminuida (Figura 68).

Para o tratamento com o acido polialtico nas doses de 1, 3, e 10 mg/kg as
porcentagens de inibicio maximas observadas sobre a dosagem da enzima
mieloperoxidase foram de 46+17%, 62+16% e 79+12%.
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Figura 65. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre
o numero total de células (leucdcitos) no exudato induzido pela inje¢ao de zymosan 100 pg/kg (1 mL/10
g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra representa a média dos
experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Figura 66. Grafico do efeito da administragdo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10
mg/kg, v.o. e indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre
obre a concentragao da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela inje¢do de zymosan 100
pg/kg (1 mL/10 g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra
representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagéo ao grupo
controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Zymosan 100 pg/mL (0,01 mL/10 g de animal)

Figura 67. Grafico do efeito da administragéo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o. e
indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre o nimero
total de células (leucdcitos) no exudato induzido pela injegdo de zymosan 100 ug/kg (1 mL/10 g de
animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra representa a média dos
experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Naive Controle D Acido polialtico
Salina Veiculo 10 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg

Dextrana 100 pg/mL (0,01 mL/10 g de animal)

Figura 68. Grafico do efeito da administragdo do acido polialtico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o. e
indometacina na dose de 10 mg/kg, v.o., dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a
concentracdo da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela injecdo de zymosan 100 ug/kg (1
mL/10 g de animal) coletado na bolsa de ar (air pouch) em camundongos. Cada barra representa a
média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle
(*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey.
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Como pode ser observado nos experimentos relacionados com a atividade anti-

inflamatdria e antinociceptiva da oleorresina de C. duckei e do acido polialtico, existem
aspectos coincidentes, além de outros que podem sugerir os mecanismos de agao.

As substancias presentes na oleorresina de Copaifera duckei, tais como o acido
possuem propriedades anti-inflamatérios, principalmente por interferirem direta ou
indiretamente em mediadores pré-inflamatoérios. Sao estes os metabdlitos do acido
aracdébnico, peptidios vasoativos e citocina, na produgédo ou agado de segundos
mensageiros, tais como GMPc, AMPc, quinases e célcio, na ativagao de fatores de
transcricdo tais como o NF-kB, e na expressao de genes pro-inflamatdrios envolvidos
na sintese de enzimas e citocinas como NOSi, COX-2, IL-1B e TNF-a, neuropeptidios
e proteases (BEUKELMAN et al., 2007; CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003; CALIXTO
et al., 2004; DE BOSSCHER et al., 2005; FURST; ZUNDORF, 2014).

56.9 Efeito da oleorresina de C. duckei e do acido polialtico sobre a

hiperalgesia inflamatdria induzida CFA

Com o objetivo de avaliar o efeito terapéutico da olerresina de C. duckei e do
acido polialtico, os animais foram submetidos a uma injegdo prévia de Adjuvante
Completo de Freund (Complete Freund's Adjuvant - CFA). O CFA é uma suspenséao
de micobactéria morta (Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium butyricum) em
O0leo de parafina contendo mono-oleato de manitol (BILLIAU; MATTHYS, 2001;
STILLS, 2005).

O modelo de hiperalgesia inflamatéria induzida por CFA apresenta
caracteristicas particulares, com inicio do processo inflamatério rapido e progresséo
robusta, com inflamagao poliarticular e intensa reabsor¢géo 6éssea (CANNON et al.,
1993). Ocorre poliartrite grave, com destruigdo articular e infiltrado neutrofilico intenso,
associado com a produgao de varios mediadores inflamatérios e nociceptivos tais
como citocinas, neurotrofinas e eicosanoides (SHENKER et al., 2001; TJOLSEN;
HOLE, 1997).

A resposta inflamatéria e dependente de células T, edema das extremidades,
destruigdo das cartilagens, infiltragao de linfécitos, perda de fungao das articulagbes
e reabsorcdo Ossea, sinais classicos da artrite reumatoide (BARTON et al., 2007;
BENDELE et al., 1999; BILLIAU; MATTHYS, 2001; CAl et al., 2006; KIM; MOUDGIL,

2009). As agdes que precedem as alteragdes articulares sao resultado do processo
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inflamatorio que evolui para poliartrite, com edema e infiltracdo de linfocitos, células

plasmaticas, neutrofilos e macrofagos, e mais tarde com a formacéo de “giant cell”,
massas de aglomerados de macrofagos (OLIVEIRA et al., 2007).

Como consequéncia, o CFA causa hipernocicepc¢éao e alodinia mediadas pela
pela sensibilizacao local do nociceptor e por mecanismos sistémicos neurais e imunes
(SAMAD et al., 2001; WOOLF, 1995). Constitui-se de um modelo experimental que
reproduz condicbes de inflamacao crénica extensa e severa, principalmente em
articulagdes (SHENKER et al., 2001; TJOLSEN; HOLE, 1997).

A hipernocicep¢ao mecanica acontece devido a liberagdo de TNF-a, IL-1B8 e
NGF (WOOLF, 1995; WOOLF et al., 1994), que é uma neutrofina especialmente
relacionada a sensibilizacdo neuronal. A inibicdo do NF-kB resulta na inibicdo da
sintese de mediadores inflamatérios mediados pela COX-2, TNF-q, IL-1j3, INF-y, IL-6,
NO produzido pela NOSi, neutrofinas e eicosanoides (CHOU et al., 2011; LIMA et al.,
2013).

A alodinia e resultados da sensibilizacdo dos neurdnios sensoriais primarios de
limiar elevado (nociceptores) induzida pela alteragdo do microambiente quimico no
local da lesdo durante a inflamagado, que resulta na alteracdo do processamento
nociceptivo pelas estruturas espinhais e supraespinhais (MILLAN, 1999; MILLAN et
al., 1987).

Atua aumentando a expressdo de receptores do tipo: TRPV1, sensiveis a
temperaturas elevadas e a variagdes de pH; P2X3, relacionados a dor produzida por
ATP; ASIC, associados, juntamente com TRPV1, a dor causada por acidose tecidual,
BK, sensiveis as bradicininas, atuando tanto na manutencdo da hiperalgesia
inflamatodria persistente, quanto na amplificacdo da formacao de edema; e canais de
Na* e K*, relacionados a despolarizacao do nociceptor (MENDELL; SAHENK, 2003).

O receptor B1 para cinina exerce papel crucial na manutencdo da
hipernocicepcgao inflamatéria persistente, enquanto que o B2 parece ter seu maior
envolvimento na amplificagado do estagio inicial da formag¢ao do edema (FERREIRA et
al., 2001).

No processo inflamatério, que pode persistir por varias semanas em resposta
ao CFA observa-se também aumento da expressao de integrinas do tipo as sobre o
endotélio no local da inflamacdo e de quimiocinas CXCL2 e CXCL1 através da
transducdo de RNAm, e de moléculas de adeséo do tipo P e E selectinas, ICAM-1 e

PECAM-1 sdo expressas por leucdcitos. Todas estas sao alvos terapéuticos para a
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resolugao de quadros inflamatérios e dolorosos cronicos, resultando na diminuigao da

sua expressao no endételio e em células inflamatérias, ocasionando em uma menor
transmigracao leucocitaria e, consequentemente, em diminuigdo da liberagédo de
mediadores por células inflamatdrias no local da lesdo (MACHELSKA et al., 2004).

Apdés o desenvolvimento do processo inflamatério e hiperalgésico, a
administragao oral diaria da oleorresina de C. duckei (Figura 69) e o acido polialtico
(Figura 70) foram capazes de reduzir a hipernocicepgao causada pelo CFA, como
indicado pela redugéo do limiar basal em resposta a estimulagdo do monofilamento
de von Frey (0,6 g) na pata injetada. Esta atividade observada sustenta a hipétese
observada nos experimentos anteriores, que de o efeito anti-hiperalgésico atua por
vias de sinalizacao periférica da dor inflamatéria, podendo atuar também a nivel de
SNC, visto que a inje¢cao de CFA resulta um estado de hiperexcitabilidade periférica e
central dando origem aos fendmenos conhecidos como hipernocicepgéo e
sensibilizagdo (NAGAKURA et al., 2003).

Além disso, este evento pode ser sustentado pelos resultados obtidos no
modelo de Tail flick. Ainda, podemos ressaltar que esta atividade nao foi perdida com
a suspenséao do tratamento por 3 dias, principalmente para a dose de 10 mg/kg. Os
animais, quando tratados com a droga controle-positivo gabapentina, demonstraram

redugéo significativa e persistente do quadro hipernociceptivo (QUINTAO et al., 2006)
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Figura 69. Grafico do efeito da administragéo da oleorresina de C. duckei, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o., indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o.
dexametasona, na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a hiperalgesia inflamatdria no teste de von Frey induzida pela injecdo de CFA 20uL/pata (1 mg/mL, i. pl.) em
camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo
naive (¥p<0,05, %¥p<0,01 e ¥¥¥p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.
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Figura 70. Grafico do efeito da administragdo do acido polidltico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o., indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.0. dexametasona,
na dose de 0,5 mg/kg, i.p., sobre a hiperalgesia inflamatéria no teste de von Frey induzida pela inje¢gdo de CFA 20uL/pata (1 mg/mL, i. pl.) em camundongos.
Cada linha representa a média com E.P.M. Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naive (*p<0,05,

$3p<0,01 e $%8p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.
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5.6.10 Efeitos das oleorresinas, extratos das folhas e substincias isoladas de

Copaifera spp. sobre células THP-1

A linhagem celular THP-1 (ATCC® TIB-202®) é derivada do sangue periférico
de um ano de idade do sexo masculino com leucemia monocitica aguda. Estas células
sao pré-mondécitos que apresentam diferenciagdo para mondcitos quando estimuladas
com LPS, PMA ou DMSO (AUWERX, 1991).

De maneira similar aos resultados encontrados com a linhagem AGS, a
linhagem neoplasica de pro-mondcito humano (THP-1) também demonstrou maior
sensibilidade ao tratamento com a oleorresina, extratos e substancias isoladas de
Copaifera spp. A viabilidade celular pelo método de fosfatase acida encontra-se
diminuida em dose-tempo-dependente (Tabela 43), quando comparado ao estudo
com linhagens nédo-neoplasicas descritas anteriormente. A atividade citotoxica foi
confirmada através da determinacdo do percentual de células vivas e mortas por
citometria de fluxo marcadas com iodeto de propidio (Tabela 44) (PICK et al., 2004).
As oleorresinas também apresentam maior potencial citotéxico quando comparadas

com a atividade citotdxica apresentada pelo extrato das folhas.
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Tabela 43. Valores de concentragdo citototoxica 20% (CCzo), 50% (CCso) e 80%
(CCsgo) para a oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas de C. oblongifolia e C.
duckei, e os controles citotdxicos paclitaxel e camptotecina, no teste de viabilidade
celular em linhagem celular THP-1 por fosfatase acida (os resultados séo expressos

em médiatEPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas).
Tempo 24h 72h 120h
Substéncia R2 R? R2
. CCa | 28,14+1,47 22,84+2 36 19,93+0,79
Oot')‘f(;’r:;‘fglrl‘s (ugme)C' CCso | 51,08+2,10 0,996 | 40,635,36 0,962 | 37514208 | 0,970
CCso | 80,60+3,71 61,50+10,24 58,6815,35
Extrato das folha§ d.e CCx | 70,9045,02 26,0945,13 8,911+3,65
(Cp'g/mL) oblongifolia "o ™ "g74,81+7,84 0,938 | 118,91+1478 | 0,878 | 71,57¢7,38 | 0,921
CCso | 10793,14+25,99 574,83+25,05 241,79+13,92
_ CCx | 88,9146,97 55,30+5,50 21,30+4,38
dobiig?ajg?mL?e C e | 121,11£12,78 0,965 | 101,80%5,40 0,979 | 64,31+8,35 0,935
CCso | 194,18+24,55 187,37+18,13 164,98+12,75
Extrato das folhas de | CC2 | 89.95£20,17 42,52+4,69 5,81+1,60
C. duckei (ug/mL) CCso | 155,86+26,19 | 0,050 | 104,87+207,48 | 0,877 | 39,56+6,22 0,004
CCso | 478,05+11,00 270,06+69,11 169,18+7,90
CCx | 63,66+9,94 11,50+4,10 4,9140,50
B-cariofileno (M) CCso | 192,51£14,87 | 0,848 | 34,80+7,89 0,981 | 12,03:0,76 0,890
CCso | 309,92+25,40 105,34+14,97 29,44+2,99
- CC | 186,36+6,12 19,70+3,50 9,35+3,19
’?S',a‘)’ polialtico CCso | 226,58+12.92 | 0,857 | 106,85¢11,97 | 0,877 | 83,52+10.76 | 0,920
CCso | 605,08+17,33 530,62+18,68 360,39+20,18
Acido 3.4.5-ri-0(3. | CC2_| 52,9649.21 14,34+1,67 10,82+1,29
O-metil galoil)- | CCso | 530,82£16,21 | 0,854 | 376,89+2,97 0,943 | 55,70+4,67 0,963
quinico (14) (uM) CCso | 1241,39+24,00 903,13+16,20 286,60£10,38
Addo 34540 | CC | 29,324521 27,36+3,03 21,81+1,57
galoil-quinico  (16) | CCso | 954,67416,53 | 0,984 | 233,07412,48 | 0,939 | 72,56+3,61 0,982
(M) CCso | 3177,4929,44 1985,40£16,33 241,42414,66
. CCx | 21,743,80 3,70+1,03 2,370,53
Za“jl")'taxe' CCso | 128,12¢2130 | 0,910 | 25,61+4,21 0,899 | 10,59+1,06 | 0,958
CCso | 754,93+89,61 177,29+56,18 33,19:5,96
. CCx | 20,57+3,22 5,67+0,77 3,06:1,07
g\?w";ptmec'“a CCso | 67,02+21,69 0,924 | 39,23+8,17 0,983 | 8,90+0,68 0,934
CCso | 112,78+23,08 82,35+18,81 13,98+2,09
CCx | 15,38+2,81 6,9140,93 3,72+0,41
&?\'Ae)w"ib CCso | 35,16:3,68 0,957 | 19,63+1,92 0,967 | 11,58+1,06 | 0,974
CCso | 80,37£10,13 55,74+8,12 49,27+7,72
. CCx | 12,24+4,05 7,08+1,65 1,01£0,29
z:ﬁ/%metac'”a CCso | 59,07+13,09 0,895 | 26,13+8,61 0,910 | 7,33+0,62 0,969
CCeo | 137,62+32,40 64,86+15,71 28,16+4,16
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Tabela 44. Valores de porcentagem de células vivas e mortas para o branco (sem
adicao de PI), controle, DMSO 2%, a oleorresina e extrato hidroalcodlico das folhas
de C. oblongifolia e C. duckei, e os controles citotoxicos paclitaxel e camptotecina, no
teste de determinagcado de morte celular por iodeto de propidio por citometria de fluxo
em linhagem celular THP-1 (os resultados sao expressos em médiatEPM; n=3, por
replicata, com 3 replicatas).

24h 72h 120h
Tempo
Substanc X ) Células X . Células X ) Células
Conc. Células vivas i Células vivas o Células vivas TS
Branco - 83,98+3,38 548+0,08 | 57,70¢0,14 | 33,06+4,28 | 70,55:0,84 | 24,96+3,26
Controle - 76,214572 | 17,14+436 | 68,16+7,22 | 31,3246,93 | 72,29:0,72 | 31,38+4,82
DMSO 2% - 78,43+4,85 | 1595+¢3.46 | 68,00£329 | 29,86+2,95 | 73,38+2,61 | 24,09+0,86
Oleorresina de | 30 75,56+3,52 | 18,9141,24 | 44,96+11,35 | 52,81411,32 | 31,77+6,80 | 64,52+5,36
C.  oblongifolia
(Hg/mL) 100 76,608,04 | 18,76:545 | 13,96+16,61 | 82,80+16,97 | 8,8410,84 | 84,47+11,63
Extrato das | 3 78,54+7.47 | 16,16+577 | 59,20+13.42 | 38,47+1317 | 33,86+7.64 | 62,48+512
folhas de C.
?55:{’;0”3 100 76,0247,19 | 18,23+7,12 | 51,20+17,20 | 46,58+17,09 | 27,17:6,42 | 69,21+7,28
Oleorresina  de | 30 73,85£9,81 | 19,0246,13 | 52,50410,34 | 44,53+10,10 | 29,85:8,84 | 67,14+8,84
C. duckei
(ug/mL) 100 | 7584+11,58 | 18,53:8,24 | 41,67+10,47 | 54,548,92 | 18,57+582 | 77,61%7,56
Extrato das | 30 72,07+16,16 | 20,65£10,51 | 50,14+16,29 | 47,75:1548 | 2553:219 | 71,56+1,93
folhas de C.
duckei (ug/mL) 100 75,049,856 | 19,68+8,83 | 38,98+22,13 | 59,15+21,67 | 24,78+2,37 | 72,1042,58
. 10 80,27+7,85 | 13,96+4,93 | 45,10%15,70 | 52,80+14,99 | 34,94+6,97 | 57,60+10,88
B-cariofileno
(M) 30 77,62+¢3,91 | 16,39+3,09 | 37,17+14,10 | 59,96+15,02 | 19,67+7,85 | 77,89+6,91
10 80,166,33 | 15,1446,95 | 524641358 | 4520+13,08 | 32,26+546 | 64,25+3,52
Acido polialtico
(M) 30 79,58+5,35 | 15,68+4,80 | 47,85:20,00 | 50,13+19,88 | 29,69+1,49 | 67,87+0,98
gc'gonfé‘t‘if"tr"o' 10 78,05:+8,53 | 17,95:6,91 | 41,64+21,66 | 56,16+21,00 | 30,73:7,22 | 61,84%13,17
?13"1‘)"3;&‘;'“'00 30 76,5148,53 | 19,2047,30 | 35251854 | 62,96+18,59 | 21,90+8,01 | 75,75+8,83
o , 1 76,666,32 | 18,97+542 | 46,34+1855 | 50,67+17,31 | 30,40+12,96 | 66.45+13,68
Acido 3,4,5-tri-O- 0
?ﬁg;'&q,\‘jl')”'co 30 7872¢6.74 | 16,26+6,71 | 43.83+19.82 | 54,30+19,40 | 24,10+13,12 | 73,55¢13,35
. 10 78,73:6,95 | 1579+3,79 | 47,80+16,93 | 50,01£16,92 | 36,94+6,07 | 58,75+4,64
Paclitaxel
(nM) 50 79,40+7,76 | 15,0446,65 | 50,9115,84 | 47,12+15,69 | 27,47+7,42 |  69,66+537
. 10 77,5049,52 | 17,2847,63 | 65,36£9,26 | 32,5048,36 | 43,97+14,10 | 52,30+12,24
Camptotecina
(nM) 50 78,0148,29 | 14,91%477 | 69,67+11,13 | 28,10+11,19 | 4571£10,27 | 50,11+12,56

Apesar de serem descritas como células tumorais, quando ativadas, as células

THP-1 pro-mondcitos podem ser diferenciadas em macréfagos (TSUCHIYA et al.,

1982). Possuem caracteristicas semelhantes aos fagdcitos mononucleares, incluindo

a produgado do anion superoxido, TNF-a, IL-1B3, PGE>, entre outros, permitindo o
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estudo de respostas inflamatérias agudas e crénicas. Seu uso € mais vantajoso

quando comparado ao uso de macréfagos isolados do peritdnio de roedores (células
primarias), pois ndo expressam facilmente a NOSi. Altas concentracdes de oOxido
nitrico podem interferir nas respostas citotoxicas em estudo, além de aumentar as
respostas do LPS e INF-y (KLEGERIS; MCGEER, 2003).

Além disso, a cultura suspensa de THP-1 pode ser mantida por longos periodos
de tempo sob condigbes estaveis, permitindo estudos de toxicidade de longo prazo,
estabelecendo correlacdes e novos métodos em substituicao de estudos de atividade
toxica subcronica, crbnica e reprodutiva, além de estudos de carcinogenicidade e
genotoxidade (GARCIA et al., 2013).

A apoptose é um processo fisiolégico bem regulado, que permite a remogao
eficiente das células do tecido lesionado e é desejavel nos processos inflamatorios,
pois facilita a remodelagdo vascular e a regeneragéo. No entanto, quando ocorre
apoptose de morte excessiva e inadequada, resulta no aparecimento de patologias ou
processos de cronificagcdo, podendo induzir também processos de necrose. Enzimas
e fatores envolvidos nessa complexa cascata incluem caspases, citocinas,
polimerases, NF-kB, entre outros (WEHINGER et al., 2007).

Caspases podem estar envolvidas com processos inflamatérios e de choque
séptico. No estimulo por LPS, as células THP-1 expressam caspases 1, 4 e 5. A
caspase 1 ativa o dominio de morte da caspase 9, iniciando a oligomerizag&o induzida
por simal. As caspases 4 e 5 podem ter fungdes na imunidade inata, desencadeando
a cascata de coagulagao que serve como importante defesa em infecgbes bacterianas
(SHI et al., 2014).

O estudo das atividades citotéxicas de oleorresinas e extratos de Copaifera
spp. pode ser correlacionado com o estudo da atividade citotéxica. De acordo com
dados da literatura, as oleorresinas de C. multijuga, C. langsdorffi e C. duckei
apresentam efeitos mutagénicos e genotoxicos (LIMA et al., 2003a; MAISTRO et al.,
2005; MASSON-MEYERS et al., 2013b). O acido caurenoico, presente na oleorresina
e em menor concentragao nas folhas possui atividades citotdxicas, genotoxicas, e
mutagénicas (CAVALCANTI et al.,, 2006; COSTA-LOTUFO et al, 2002). Os
diterpenos acido copalico, 3-hidroxicopalico, colavico-15-metil ester, 3-acetoxi-
copalico e hardwickiico ndao afetam a viabilidade celular na concentragdo de 20
pmol/L, em células AGPO01 (gastrica), HCT-116 (cdlon), NIHOVCAR (ovario), SF295
(glioblastoma), MCF7 (mama) e SK MELL28 (melanoma) (VARGAS et al., 2015). As
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substancias presentes na oleorresina parecem induzir a apoptose por modular a

atividade de caspases e aumentar o infiltrado leucocitario no tecido tumoral (GREAY;
HAMMER, 2011; LIMA et al., 2003; PETIWALA; JOHNSON, 2015; RUSSO et al.,
2015).

Com relacdo aos compostos presentes nos extratos, os compostos fendlicos
possuem atividades antineoplasicas ligadas a diminuicdo de espécies reativas de
oxigénio e citocinas pré-inflamatoérias (COSTA-MACHADO et al., 2015; REMILA et al.,
2015; SANCHES et al., 2015).

Como discutido anteriormente, substéncias ou produtos com atividades
antioxidantes em combinado com atividades antitumonais, e neste caso possivel
atividade anti-inflamatdria, podem ser extermamente valiosos na terapia antitumoral
quando comparados apenas com substancias citotdxicas, diminuindo assim o
aparecimento dos efeitos secundarios da quimioterapia (FANTINI et al., 2015; OOl et
al., 2011).

5.6.11 Efeitos das oleorresinas, extratos das folhas e substincias isoladas de

Copaifera spp. sobre a concentracio de interferon gamma (INF-y), interleucina 1-beta

(IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a), e em sistema multi-spot em células THP-1

A  tecnologia  multi-spot  (ou multi-array)  utiliza a  técnica
eletroquimioluminescéncia acoplada a microchips, permitindo executar diversas
analises biolégicas em um curto intervalo de tempo (Figura 71). Cada chip, inserido
em cada poco das placas permite analises multi-pontuais de varios analitos, tais como
citocinas e biomarcadores, em uma Unica amostra, € com uma unica plataforma de
dados. Além disso, este sistem utiliza volumes de amostra extremamente baixos (10
a 20 uL), com grande sensibilidade, precisdo e exatidao (pg/mL) (MSD, 2004;
SOURIAL; MARCUSSON-STAHL; CEDERBRANT, 2009).
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96 Well 10-Spot

Figura 71. Representacédo esquematica da placa no sistema multi-spot
Fonte: https://www.mesoscale.com/~/media/images/technical%20resources/plate_well_diagram.png?la=en

Foram testadas neste sistema o sobrenadante de células THP-1 tratadas com
oleorresina e extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei e suas substancias
majoritarias, B-cariofileno, acido polialtico, acido 3,4,5-tri-O-galoil quinico [14] e acido
3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quinico [12], em duas concentragdes e em dois diferentes
tempos de exposi¢ao ao LPS.

Os interferons sao produzidos por mondcitos, macréfagos, células
linfoblasticas, e fibroblastos. Atualmente existem 23 membros funcionais classificacos
como interferons e suas principais agdes biolégicas sdo as propagacgdes das infec¢des
virais, parasitoses e células tumorais, além de estimular as defesas de células
(BONJARDIM; FERREIRA; KROON, 2009; BORDEN, 1992). Existem trés tipos
separados com base em tipos de receptores: o interferon tipo Il (com subtipos a, B, &,
K € w em humanos), o tipo Il ou y (conhecido também como tipo imune) e o tipo Il ou
A (interleucina 28/29). A forma alfa do interferon tipo | € produzida por leucdcitos e a
forma beta por fibroblastos quando invadidos por virus. Induz a sintese de proteinas
que impedem a replicacado do virus, sendo eficiente no tratamento de hepatite B, C
(INF-a) e esclerose multipla (INF-B). Sua producao é estimulada pelas interleucinas 1
e 2 (DE WEERD; SAMARAJIWA; HERTZOG, 2007; KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2010;
PARKIN; COHEN, 2001).

O interferon tipo Il ou y é secretado por células T helper e natural Killer,
especificamente as do tipo 1, sendo ativado pela IL-12 e bloqueando a proliferagéo de
células T helpertipo 2, que resulta na inducao da resposta imune das células T helper
tipo 1 e ao desenvolvimento de doencas, tais como a esclerose multipla. Dependendo

do estimulo das citocinas produzidas, as células T helper em repouso (ThO) podem se
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diferenciar em células T helper tipo 1 (Th1) ou 2 (Th2). As células Th1 séao

responsaveis pela sintese de IL-2, INFy, IL-12INF-y, IL1-2, IL-16 e IL-18, responsaveis
pelo aumento da resposta inflamatdria. As células Th2 produzem IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 e IL-13, que atuam na defesa contra parasitas e em processos alérgicos (KIDD,
2003; MAEYER; MAEYER-GUIGNARD, 1992; PARKIN; COHEN, 2001). Ja o
interferon do tipo Il € o descoberto mais recentemente, e atua sobre um complexo
receptor diferente dos receptores para tipos | e Il. Pouco se sabe a respeito deste
interferon e de seu receptor, mas indicios apontam para o envolvimento em infeccoes
virais. O INF-y é sinérgico ao INF-a e ao INF-B na atividade antiviral e antiparasitaria,
mas sua principal agao é a atividade imunomoduladora (HERMANT; MICHIELS, 2014;
SORGELOQOS et al., 2013; VILCEK, 2003).

A oleorresina e o extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, e suas
substancias isoladas inibem a producéo de INF-y em células THP-1, de maneira dose
e tempo dependentes (Figura 72 A e B). Os niveis de INF-y destes tratamentos séo
menores que os niveis de INF-y de sobrenadante de células tratadas com celecoxib,
indometacina ou infliximab. A diminuicdo dos niveis de INF-y pode resultar em
diminuicao da atividade inflamatéria, diminuicdo da proliferacao de células tumorais.
Entre as principais atividades do INF-y- séo a inibigdo da proliferacao de células que
sintetizam a IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, diminui¢do da produgéo de imunoglobulinas
tais como IgG1, IgG4 e IgE e aumento da expressao de genes que expressam MHC |
e Il. Em mondécitos e macrofagos estimula a expressao de receptores de alta afinidade
para IgG, além de induzir a sintese de TNF-a (MAEYER; MAEYER-GUIGNARD,
1992).

Sendo assim, substancias que diminuem a sintese de INF-y podem estar
indiretamente diminuindo a proliferagcdo celular, a sintese de citocinas e
imunoglobulinas e diminuindo a expressdo de genes MHC (GROOM; JOHNS;
OLDFIELD, 2007). A atividade imunomoduladora de substancias isoladas de
Copaifera spp. é correlacionada com as atividades anti-inflamatdrias,
antimicrobianas, antiparasitarias e antitumorais descritas na literatura (LEANDRO et
al.,, 2012; LIMA et al., 2015, 2003a; SANTOS et al., 2008; VARGAS et al., 2015),
podendo ser empregados em patologias que interferem nos niveis de INF-y, tais como
doencas ligadas ao colageno, artrite reumatoide, diabetes mellitus tipo |, esclerose
multipla, doencgas ateroescleréticas e canceres (carcinomas, leucemias e linfomas)
(GOLDSTEIN; LASZLO, 1957; PAOLICELLI; DIRENZO; TROJANO, 2009).
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Figura 72. (A) Grafico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia, na concentragao
de 30 e 100 pg/mL, B-cariofileno e acido 3,4,5-tri-O-galoil quinico [14], nas concentragbes de 10 e 30
MM e os controles celecoxib e indometacina, nas concentragdes de 10 e 50 uM, e infliximab, nas
concentragbes de 10 e 50 nM sobre os niveis de INF- y (pg/mL por ug/mL de proteinas totais) em
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 ug/mL) determinadas pelo método de multi-spot. (B)
Gréfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. duckei, na concentragéo de 30 e 100 pg/mL,
acido polialtico e acido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quinico [12], nas concentragdes de 10 e 30 uM, e
os controles celecoxib e indometacina, nas concentracbes de 10 e 50 pM, e infliximab, nas
concentracoes de 10 e 50 nM sobre os niveis de INF-y (pg/mL por ug/mL de proteinas totais) em
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 pg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. Cada
barra representa a media com E.P.M. Diferencga significativa em relagédo ao grupo controle (*p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001), ao grupo controle do solvente (DMSO 2%) (¥p<0,05, $¥p<0,01 e $%¥p<0,001) e
grupo LPS (8p<0,05, #p<0,01 e #&p<0,001). Dados normalizados pela transformacédo de Box-Cox,
ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.
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Mondcitos e macréfagos sao a principal fonte de produgéo de IL, produzindo

principalmente a IL-1B. Queratindcitos produzem em especial IL1a, enquanto que
células endoteliais, fibroblastos, midcitos, células de Langerhans e linfécitos (B e T)
produzem todas as formas de IL1 (DINARELLO; WOLFF, 1993; DINARELLO, 1996).

A sintese de IL-1 pode ser induzida por virus, antigenosm TNF-a e INF.
Macréfagos infectados por virus produzem grandes quantidades de IL-1 (AREND,
1991). As formas a e B possuem atividades homdlogas, enquanto que a IL-1 (ou
interleucina 18), em conjunto com a IL-12 induz a imunidade mediada por células apos
a infegdo com produtos microbianos, tais como o LPS, para posterior liberagéo de INF-
Y.

As acbes da IL-1B8 podem ser diretas ou indiretas sobre mediadores PGE-,
CSFs, IL-6 e IL-12 Incluem o estimulo de células CD4+, resultando em sintese de IL-
2 e expressao de seus receptores, proliferacédo e ativacao de linfécitos B, neutrofilos,
mondcitos e macrofagos, aumento das atividades quimiotaxicas e fagocitarias, adeséo
de leucdcitos, aumento da expressao de moléculas de adesao em células endoteliais,
inibicdo da proliferacdo de células endoteliais, aumento da atividade da cascata de
coagulacao e apoptose (AREND, 1991; DINARELLO, 1996; MONROY et al., 1992).
Aumenta a atividade de osteoclastos e adipdcitos, sendo prejudicial em pacientes com
processo infeccioso cronico, pois resulta em osteoporose e emagrecimento
(ROTHWELL, 1991).

Em hepatdcitos, o estimulo da IL-1B induz a produgao de proteinas de fase
aguda de inflamagao. Estimula a hematopoese e no hipotalamo atua com pirégeno
endogeno, originando um feedback negativo na hipdfise, através da liberagcao de CRH
e ACTH, resultando em aumento da producédo de corticoesteroides pela cortex da
suparenal (MONROY et al., 1992; ROTHWELL, 1991).

Os niveis de IL-1B encontram-se diminuidos com o tratamento das
oleorresinas, extratos e substancias isoladas de Copaifera spp. (Figura 73 A e B).
Como a IL-13 atua como citocina pro-inflamatdéria, a diminuigdo dos seus niveis resulta
em diminui¢ao de todos os eventos relacionados a inflamagao mediada por IL-1p3, tais
como a atividade anti-inflamatdria tanto agudas quanto crdnicas, em processos

ligados as doencgas autoimunes, hiperalgesia e canceres (DINARELLO, 2011).
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Figura 73. (A) Grafico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia, na concentragéo
de 30 e 100 pg/mL, B-cariofileno e acido 3,4,5-tri-O-galoil quinico [14], nas concentracbes de 10 e 30
MM, e os controles celecoxib e indometacina, nas concentragdes de 10 e 50 uM, e infliximab, nas
concentracoes de 10 e 50 nM sobre os niveis de IL-13 (pg/mL por ug/mLde proteinas totais) em
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 pg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. (B)
Gréfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. duckei, na concentragéo de 30 e 100 pg/mL,
acido polialtico e acido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quinico [12], nas concentragbes de 10 e 30 uM, e
os controles celecoxib e indometacina, nas concentragbes de 10 e 50 pM, e infliximab, nas
concentragbes de 10 e 50 nM sobre os niveis de IL-1B (pg/mL por ug/mLde proteinas totais) em
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 ug/mL) determinadas pelo método de multi-spot. Cada
barra representa a média com E.P.M. Diferencga significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001), ao grupo controle do solvente (DMSO 2%) (*p<0,05, $3p<0,01 e $%¥p<0,001) e
grupo LPS (8p<0,05, #p<0,01 e #&p<0,001). Dados normalizados pela transformagédo de Box-Cox,
ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.
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Os mondcitos e linfocitos B e T séo as principais células que produzem IL-6 em

resposta a estimulos de IL-1, TNF e LPS. Influencia respostas imunes especificas e
reacdes inflamatdrias de fase aguda, sendo um dos seus principais mediadores.
Apresenta importante quimotaxia de eosindfilos para o local inflamado (HEINRICH,;
CASTELL; ANDUS, 1990).

Deste modo, existe um grande interesse em desenvolver substancias que
possam inibir a atividade da IL-6. Os tratamentos com oleorresina, extratos e
substancias de C. oblongifolia e C. duckei alteram os niveis de IL-6 (Figura 74 A e B).
Como seus niveis influenciam os niveis de IL-13 e TNF-q, estes também se encontram
diminuidos com os tratamentos acima citados.

O papel da IL-6 como uma citocina anti-inflamatéria € mediada através dos
seus efeitos inibitérios sobre o TNF-a e IL-1, e a ativagdo de IL-10. Estimula os
processos inflamatérios e autoimunes em muitas doencas, tais como diabetes,
aterosclerose, depressao, Alzheimer, lUpus eritematoso sistémico, mieloma multiplo,
cancér da préstata e a artrite reumatoide (DOWLATI et al., 2010; KRISTIANSEN;
MANDRUP-POULSEN, 2005; SMITH et al., 2001; TACKEY; LIPSKY; ILLEI, 2004).
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Figura 74. (A) Grafico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia, na concentragéo
de 30 e 100 pg/mL, B-cariofileno e acido 3,4,5-tri-O-galoil quinico [14], nas concentracbes de 10 e 30
MM, e os controles celecoxib e indometacina, nas concentragdes de 10 e 50 uM, e infliximab, nas
concentracoes de 10 e 50 nM sobre os niveis de IL-6 (pg/mL por ug/mL de proteinas totais) em linhagem
celular THP-1 estimuladas por LPS (1 ug/mL) determinadas pelo método de multi-spot. (B) Gréfico do
efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. duckei, na concentragdo de 30 e 100 yg/mL, acido
polialtico e acido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quinico [12], nas concentragbes de 10 e 30 uM, e os
controles celecoxib e indometacina, nas concentragdes de 10 e 50 uM, e infliximab, nas concentragbes
de 10 e 50 nM sobre os niveis de IL-6 (pg/mL por ug/mL de proteinas totais) em linhagem celular THP-
1 estimuladas por LPS (1 ug/mL) determinadas pelo método de multi-spot. Cada barra representa a
média com E.P.M. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e
***p<0,001), ao grupo controle do solvente (DMSO 2%) (¥p<0,05, %¥p<0,01 e $$%p<0,001) e grupo LPS
(3p<0,05, &p<0,01 e 34&p<0,001). Dados normalizados pela transformagéo de Box-Cox, ANOVA, teste
a posteriori de Bonferroni.
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A IL-10 é uma citocina pré-inflamatéria com multiplos efeitos no processo

inflamatdrio e na imunorregulagao. Atua sobre as células Th1, antigenos do MHC e
moléculas co-estimulatérias de macréfagos. Aumenta a sobrevivéncia de células B,
proliferacdo e producdo de macrofagos. Atua bloqueando a atividade do NF-kB
(GONZALEZ et al., 2009; SHOUVAL et al., 2014). E produzida principalmente em
células CD8+ ativadas, mas pode ser produzida por células T ativadas, linfocitos B,
macréfagos ativados e mondcitos. Sua sintese é inibida pela IL-4, com mecanismos
autorregulaveis (PIERSON; LISTON, 2010; SCHULTE et al., 2011)

Seu principal efeito € inibir a secregao de outras citocinas, tais como INF-y, IL-
2, IL-12 e TNF-B. Atua como coestimulador de proliferagdo de mastécitos. Ainda é
coestimulador no crescimento de timdcitos imaturos, agindo como fator de
diferenciagdo para células T citotoxicas (BENJAMIN; KNOBLOCH; DAYTON, 1992;
THOMPSON-SNIPES et al., 1991).

Os resultados apresentados na Figura 75A e 75B demonstram que as
oleorresinas de C. oblongifolia e C. duckei e suas substancias majoritarias inibem a
liberagao da IL-10. Os extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei ndo inibem a
liberagdo da IL-10. Os acidos galoilquinicos isolados do extrato possuem fraca
atividade inibidora. A IL-10 induz a formacgéo da COX-2, e a diminuicao dos niveis de
IL-10 resulta indiretamente na diminuicdo da inflamagao mediada por COX-2. Porém,
estudos demonstram que esta inibicAio COX resulta em ativacdo da via do
tromboxano, resultando em disfuncdes endoteliais vasculares, cardiacas e renais, um
efeito classico dos anti-inflamatorios seletivos da COX-2 (SIKKA et al., 2013).

Estudos demonstram que existe substancial eficacia no tratamento de tumores
pelo aumento de IL-10. O aumento dos niveis de IL-10 resulta em aumento das células
CD8+ ativadas, as quais expressam marcadores de ativacdo para a morte
programada (apoptose) e gene de ativagao de linfocitos (ALAS; EMMANOUILIDES;
BONAVIDA, 2001; PIERSON; LISTON, 2010). Em individuos com esclerose multipla
foram observados baixos niveis de IL-10 quando comparados aos individuos
saudaveis (OZENCI et al.,, 1999). Os baixos niveis de IL-10 induzem niveis nao
regulados de TNF-q, por falta da conversao da enzima adequada para a degradagao
do TNF-a, que é regulada pela IL-10 (BRENNAN et al., 2008). De maneira geral, a
manutencdo dos niveis de IL-10 préximos a normalidade pode resultar em respostas
anti-inflamatorias, resultado da regulagdo de IL-10 sobre outras citocinas e

mediadores envolvidos no processo (NAKAHARA et al., 2012).
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Figura 75. (A) Grafico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia, na concentragéo
de 30 e 100 pg/mL, B-cariofileno e acido 3,4,5-tri-O-galoil quinico [14], nas concentragbes de 10 e 30
MM, e os controles celecoxib e indometacina, nas concentragdes de 10 e 50 uM, e infliximab, nas
concentragées de 10 e 50 nM sobre os niveis de IL-10 (pg/mL por ug/mLde proteinas totais) em
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 ug/mL) determinadas pelo método de multi-spot. (B)
Gréfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. duckei, na concentragéo de 30 e 100 pg/mL,
acido polialtico e acido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quinico [12], nas concentragbes de 10 e 30 uM, e
os controles celecoxib e indometacina, nas concentracbes de 10 e 50 pM, e infliximab, nas
concentracdes de 10 e 50 nM sobre os niveis de IL-10 (pg/mL por ug/mLde proteinas totais) em
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 yg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. Cada
barra representa a media com E.P.M. Diferencga significativa em relagédo ao grupo controle (*p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001), ao grupo controle do solvente (DMSO 2%) (¥p<0,05, $¥p<0,01 e $%¥p<0,001) e
grupo LPS (8p<0,05, #p<0,01 e #&p<0,001). Dados normalizados pela transformagéo de Box-Cox,
ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.
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O fator de necrose tumoral ou TNF é sintetizado principalmente por

macrofagos, mas também por mondcitos, neutrofilos, células T e NK apds estimulo
por LPS. E uma citocina de sinalizagdo celular que participa manutengao sistémica da
inflamacao e é uma das citocinas que compdem a reacao de fase aguda (LOCKSLEY;
KILLEEN; LENARDO, 2001b). Diversas sustancias envolvidas no processo
inflamatério estimulam a producédo de TNF, tais como INF, IL-1, IL-2, substancia P,
imunocomplexos, inibidores da COX e PAF. A ciclosporina, os glicocorticoides, a
PGE->, a IL-6 e antagonistas do PAF inibem a sua produg¢ao. O TNF-a e o TNF- atuam
sobre o mesmo receptor, porém apos endocitose do complexo, suas atividades séo
distintas (TAYLOR; PETERSON; BASBAUM, 1995; WAJANT; PFIZENMAIER;
SCHEURICH, 2003). A inibicao do TNF-a pode ser util no tratamento de patologias
inflamatdrias agudas e crénicas, tais como Alzheimer, psoriase e doenga inflamatéria
do intestino, e no tratamento de neoplasias (LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO,
2001b; WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003).

A principal acdo do TNF é o aumento da citdlise e citoestase em diferentes
linhagens celulares, possuindo maior importancia sobre células neoplasicas (GAUR,;
AGGARWAL, 2003), além de acdes sao semelhantes a da IL-1 (LOCKSLEY;
KILLEEN; LENARDO, 2001b). Possui acao regulatoria do sistema imunoldgico,
promove alteragbes endoteliais com perda da fungéo, diminuigdo da coagulagéo,
aumento da atividade quimiotaxica e estimulo ao metabolismo oxidativo de fagdcitos.
Induz a apoptose e inibe a tumorogénese, além da replicagdo viral. Também atua
como pirégeno enddégeno, aumentando a reabsor¢do Ossea, a atividade dos
adipdcitos e aumenta a expressdo de MHC. Altas concentragées de TNF no sangue
estdo correlacionados com choque séptico (KUNKEL et al., 1991).

Os resultados apresentados na Figura 76A e 76B demonstram que as
oleorresinas e extratos de C. oblongifolia e C. duckei e suas substancias majoritarias
inibem a liberacao de TNF-a. Assim, a oleorresina, extrato de folhas e substancias
isoladas de Copaifera tornam-se promissoras no tratamento de doencas inflamatérias
e na terapia antitumoral, confirmando os resultados obtidos para os ensaios de
atividade anti-inflamatéria e gastroprotetora (BRAGA et al., 1998; GOMES et al., 2010;
VARGAS et al., 2015; VEIGA-JUNIOR et al., 2007) e citotdxicas deste estudo
(CAVALCANTI et al.,, 2006; COSTA-LOTUFO et al., 2002; LIMA et al., 2003a;
MAISTRO et al., 2005; MASSON-MEYERS et al., 2013b; VARGAS et al., 2015).
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oblongifolia, na concentragao

de 30 e 100 pg/mL, B-cariofileno e acido 3,4,5-tri-O-galoil quinico [14], nas concentragcbes de 10 e 30
MM, e os controles celecoxib e indometacina, nas concentragdes de 10 e 50 uM, e infliximab, nas
concentracoes de 10 e 50 nM sobre os niveis de TNF-a (pg/mL por ug/mL de proteinas totais) em
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 ug/mL) determinadas pelo método de multi-spot. (B)
Grafico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. duckei, na concentragéo de 30 e 100 pg/mL,
acido polialtico e acido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quinico [12], nas concentragbes de 10 e 30 uM, e
os controles celecoxib e indometacina, nas concentragbes de 10 e 50 pM, e infliximab, nas
concentragdes de 10 e 50 nM sobre os niveis de TNF-a (pg/mL por ug/mLde proteinas totais) em
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 ug/mL) determinadas pelo método de multi-spot. Cada
barra representa a média com E.P.M. Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001), ao grupo controle do solvente (DMSO 2%) (*p<0,05, $3p<0,01 e $%$p<0,001) e
grupo LPS (8p<0,05, #p<0,01 e #&p<0,001). Dados normalizados pela transformagédo de Box-Cox,
ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni.
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56.12 Efeitos da oleorresina de C. duckei e do acido polialtico sobre atividade

especifica sobre NF-kB em macréfagos RAW-264.7-Luc

No estudo da citologia, os macréfagos sdo células com grandes, estando
presentes no tecido conjuntivo. Sdo responsaveis pelas defesas do organismo contra
infegcdes e ativos no processo de involugao fisioldgica de alguns 6rgaos, como por
exemplo o utero apdés o parto. Possuem lisossomos e sdo responsaveis pela
fagocitose de elementos estranhos ao corpo, tais como restos celulares, particulas
inertes ou microrganismos (BECK, 2009; MUNKER et al., 2007).

Os macrdéfagos derivam dos mondcitos do sangue e de células conjuntivas ou
endoteliais. Além disso, os macrofagos tém a capacidade de expor em suas
superficies fragmentos de moléculas derivadas de sua agao fagocitaria, apresentando
estes fragmentos para células do sistema imunitario (linfocitos T e B) que podem
iniciar uma resposta imune apds o reconhecimento destes fragmentos. Exercendo
esta fungdo os macrofagos recebem também o nome de células apresentadoras de
antigenos (APC — Antigen Presenting Cells). Expressam um grande numero de
receptores, tais como para citocinas pro-inflamatérias, moléculas de reconhecimento,
proteinas do sistema complemento, imunoglobulinas e moléculas de adeséo (BYRD-
LEIFER et al., 2001; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; SHOUVAL et al., 2014;
SUDSAI et al., 2013).

Os mondcitos, conhecidos como macroéfago RAW 264.7, sdo derivados de
leucemia de Abelson induzida por virus em camundongos Balb/C. Esta linhagem
célular possui caracteristicas normais de macréfagos, sendo amplamente utilizada em
estudos in vitro para a investigagdo de atividades anti-inflamatdrias. Recentemente,
estas células foram geneticamente modificadas com uma integracao estavel de um
gene reporter de NF-kB, que resulta na liberagéo de luciferase. A concentracao de
luciferase é proporcional a quantidade de NF-kB no sobrenadante e interior de células
expostas a estimulos, tais como lipopolissacarideo (LPS) ou peptideoglicano (PGN)
(DEY et al., 2015; RASCHKE et al., 1978).

Nesta etapa do estudo, investigou-se a agédo da oleorresina de C. duckei sobre
a linhagem de macréfagos RAW 264.7-Luc a fim de se identificar um possivel efeito

toxico sobre essas células in vitro e dar seguimento ao estudo de mecanismo de agéo.
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A viabilidade celular pelo método da fosfatase acida encontra-se diminuida em

dose-tempo-dependente, porém as concentragdes testadas apresentaram-se ideais

para o seguimento do estudo (Tabela 45).

Tabela 45. Valores de concentracao citototoxica 20% (CCzo), 50% (CCs0) € 80%
(CCsgo) para a oleorresina de C. duckei e o acido polialtico, no teste de viabilidade
celular em linhagem celular RAW-264.7-Luc por fosfatase acida (os resultados séo
expressos em médiatEPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas).

Tempo 24h 72h
Substancia R2 R2
CCxn | 146.25+5.81 38.5649.74
Oleorresina de C. | oo | 534 4519 24 0,967 | 133.45+6.93 0,962
duckei (ug/mL)
CCso | 461.83+5.64 183.98+4.62
CCxn | 85.56+2.42 60.09+4 43
’?ﬁ',sl‘)’ polialtico CCso | 123.0447.27 0,987 | 93.23+8.64 0,930
CCso | 395.3846.34 211.79+7.12

Descrito pela primeira vez em 1986, o fator de transcri¢gdo nuclear kappa B (NF-
kB) € um heterodimero que pertence a familia de fatores de transcricao presente em
quase todos os tipos de células animais (HOEFLICH et al., 2000; SEN; BALTIMORE,
1986; VIATOUR et al., 2005). E ativado por diversos estimulos, tais como
neurotransmissores (como por exemplo glutamato), neurotrofinas, proteinas
neurotéxicas (como a B-amiloide), citocinas (IL-1 e TNF), glicocorticoides, ésteres de
forbol, peptideo natriurético atrial, ceramidas, produtos provenientes de virus e
bactérias, irradiacio ultravioleta, produtos de reacdes de enzimas como a 6xido nitrico
sintase induzivel e a COX-2, quimioterapicos (tais como paclitaxel), entre outros
(AGGARWAL; SHISHODIA, 2006; LUQMAN; PEZzZUTO, 2010; MERCURIO;
MANNING, 1999). Independente do estimulo, para que haja a ativagao da via do NF-
kB, parece que a participacado de espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo) e
0 aumento de calcio intracelular estdo correlacionados. Fisiologicamente esta
relacionado com a imunidade, inflamacdo, proliferagcdo celular, apoptose e
desenvolvimento embrionario (JANSSENS; TSCHOPP, 2006).

Em mamiferos, pertence a uma familia de proteinas composta por 5 membros:
p65 (ou RelA), RelB, Rel (ou c-Rel), NF-kB1 (p50 e seu precursor p105) e NF-kB2
(p52 e seu precursor p100). Todos os membros dessa familia de fatores de transcri¢ao

sao caracterizados pela presenca de um longo trecho N-terminal de 300 aminoacidos,
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denominado dominio homodlogo Rel (RHD) (JANSSENS; TSCHOPP, 2006), que é

responsavel pela ligagdo ao DNA, interagdo com proteinas inibidoras kB (lkBs),

translocagao para o nucleo e dimerizagédo (GHOSH; KARIN, 2002).

Quando nao estimulado, o NF-kB esta principalmente localizado no citoplasma
associado a proteina IkB (proteina inibitéria kappa B) (GHOSH; BALTIMORE, 1990).
A interacdo NF-kB/IkBs torna o NF-kB inativo, pois mascara o sinal de localizagao
nuclear (JANSSENS; TSCHOPP, 2006).

Essa associacdo impede a exposi¢ao das sequéncias de sinal de localizacao
nuclear (NLS) localizadas no NF-kB, bloqueando a sua migragdo para o nucleo.
Quando a célula recebe um estimulo que ative a via de sinalizagao do NF-kB, ocorre
fosforilagdo da proteina IkB o que induz a sua ubiquitinagao e seguinte degradagao
pelo proteassoma 26S. Dessa maneira, as NLS do NF-kB ficam expostas e o fator de
transcricdo migra para o nucleo, onde induz a expressdo de genes especificos
(GHOSH; KARIN, 2002; RICE; ERNST, 1993).

Uma vez ativado por agentes como o LPS, este fator possui a capacidade de
ligar-se a uma sequéncia de 10 pares de bases na regiao promotora do gene que
codifica a cadeia leve k das moléculas de anticorpo das células B (kB). A ativagcao do
NF-kB ocorre por duas vias distintas: a via canbnica e a via nao-candnica. A via
candnica é a classica e é ativada por varios fatores como, por exemplo, as citocinas
pro-inflamatdrias. A via ndo candnica é a via que regula o processamento da p100 e
pode ser ativada por citocinas como o fator ativador de células B (BAFF), linfotoxina
a (LTa) e CD40. Esta via de sinalizagdo ativa a quinase indutora de NF-kB
(SRIVASTAVA; RAMANA, 2009; YAMAMOTO; GAYNOR, 2004).

No nucleo, o NF-kB pode induzir a expressao de mais de 200 genes, entre eles
os que interferem na supressao da apoptose, indugdo da transformacao celular,
proliferacdo, invasao, metastase, resisténcia a quimioterapicos e inflamacéo. Desta
forma, substancias que atuem sobre a via do NF-kB, principalmente inibindo sua
ativacdo sao alvos terapéuticos promissores (AGGARWAL; SHISHODIA, 2006;
LUQMAN; PEZZUTO, 2010)

Nos processos inflamatérios a implicagdo do NF-kB como alvo terapéutico
implica na transcricdo de genes ligados a plasticidade, morte e defesa, tais como na
producao de enzimas, como a NOSi e a COX-2, e de defesa antioxidante SOD,
interleucinas, TNF-a, moléculas de superficie celular, como a molécula 1 de adesao

de célula vascular, molécula 1 de adesdo de célula intracelular, E-selectina,



267
LEMOS, M. DBrilbodss e Dgonssis

complexos de histocompatibilidade de classe | e Il (MHC1 e MHC2), proteinas de fase
aguda, como a amiloide série A (LI; LIN, 2008; VIATOUR et al., 2005).

Através da Figura 77 e 78 podemos confirmar que a oleorresina de C. duckei

e 0 acido polialtico apresentam interferéncia na via do NF-kB, através da possivel
interagcdo com receptores Toll-4 (LPS) e Toll-2 (PGN).
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Figura 77. Grafico do efeito do tratamento com a oleorresina de C. duckei, nas concentragdes de 30 e
100 pg/mL e do acido polialtico nas concentragdes de 10 e 30 uM no teste atividade especifica sobre
NF-kB em macrofagos RAW-264.7-Luc induzido por LPS 1 pug/mL (ensaio da luciferase. Os resultados
sdo expressos em médiatEPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas). Cada barra representa a média
com E.P.M. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001),
ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

Estudos demonstram que os receptores TLRs ativam a via de NF-kB, regulando
a expressao de citocinas, através de varias moléculas. A ativagao da via do NF-kB
conduz a iniciagdo da resposta adaptativa imune pela produgdo de citocinas
inflamatdrias tais como a IL-1, IL-8, fator de necrose tumoral-alfa, IL-12, e a indug¢ao
de moléculas de co-estimulagéo, tais como a CD80, CD86 e CD40 (JESIC et al.,
2014).

Os terpenos, classe a qual pertencem os principais constituintes a oleorresina
das Copaifera spp., representam o grupo mais diversificado de metabdlitos
secundarios, e também possuem uma extensa lista de atividades farmacologicas

atribuidas, dentro elas a capacidade de interferir na via do NF-kB, tornando-se assim,
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potenciais moléculas no desenvolvimentos de farmacos que envolvam disturbios
inflamatdrios, tais como cancer ou Alzheimer (BELLEZZA et al., 2013; CALIXTO;

OTUKI; SANTOS, 2003; CALIXTO et al, 2004, LUQMAN; PEZZUTO, 2010;
SALMINEN et al., 2008; SCHMIDT et al., 2009; TRAVES et al., 2014).
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Figura 78. Grafico do efeito do tratamento com a oleorresina de C. duckei, nas concentragdes de 30 e
100 pg/mL e do acido polialtico nas concentragdes de 10 e 30 uM no teste atividade especifica sobre
NF-kB em macréfagos RAW-264.7-Luc induzido por PGN 1 pug/mL (ensaio da luciferase. Os resultados
sao expressos em médiatEPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas). Cada barra representa a média
com E.P.M. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001),
ANOVA, teste a posteriori de Tukey.

Os resultados obtidos neste estudo sao corroborados pelos resultados de
outros estudos publicados na literatura, nos quais podemos encontrar que as
substancias presentes nas oleorresinas de Copaifera spp. apresentam atividade anti-
inflamatdria, provavelmente por atuar em receptores ligados a ativagéo da via do NF-
KB, tais como os receptores Toll, e assim diminuindo as concentragdes de algumas
citocinas, como INF-y, IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a, reforcando assim os resultados

encontrados nos ensaios com as células THP-1, em multi-spot (multiplex).
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados pode-se concluir que:

1. Através das analises de CG-MS e UHPLC-(ESI)-HRMS foi possivel
confirmar que as oleorresinas de espécies de Copaiferas spp. sao constituidas
majoritariamente de terpenos, mais precisamente uma mistura de diterpenos e
sesquiterpenos. O acido ent-polialtico € a substancia majoritaria presente na
oleorresina de C. duckei.

2. O extrato das folhas de Copaiferas spp. € composto de substancias de
média a alta polaridades, tais como flavonoides e derivados galoilquinicos,
possuindo grande complexidade. A analise por desreplicacdo sugere a

presenca de epicatequinas nas folhas.

3. A oleorresina, extrato das folhas e substancias isoladas de C.
oblongifolia e C. duckei apresentam pouca atividade citotdxica em linhagens
celulares imortalizadas CHO-k1 e L929 nos tempos de 24 e 72 horas, sendo a

atividade mais pronunciada em 120 horas;

4. O extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei é seguro até a dose
de 2000 mg/kg. A administracdo da oleorresina promove alteragdes
hematoldgicas, bioquimicas e histoldgicas. A oleorresina de C. duckei é tdxica
na dose de 2000 mg/kg no ensaio de toxicologia aguda com dose unica em 14
dias.

5. Os animais toleram o tratamento com oleorresina de C. duckei € nas
doses de 1, 10 e 100 mg/kg no ensaio de toxicologia subcrénica com doses
repetidas durante 90 dias, sendo observadas discretas alteracbes

hematoldgicas, bioquimicas e histologicas.

6. A oleorresina, extratos das folhas, e suas substancias isoladas de C.

oblongifolia e C. duckei apresentam atividade citotoxica em linhagem celular
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imortalizada AGS, sendo confirmada através da determinagao da porcentagem

de células mortas por citometria de fluxo, demonstrando potencial para o
tratamento de disturbios gastricos associados a cancer gastrico e maior

seletividade para células neoplasicas;

7. A oleorresina e extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei
promoveram um aumento da proliferagdo celular de células L929 in vitro,
sugerindo que ha estimulo do mecanismos de reparo, favoraveis aos processos

de cicatrizagdo.

8. As oleorresinas e os extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei
promovem efeitos citoproterores sobre a mucosa gastrica nos modelos de

ulceras agudas induzidas por EtOH/HCI e AINEs.

9. As fragbes diclorometanica e acetato de etila do extrato das folhas de
ambas as espécies de Copaifera spp. contém os compostos responsaveis pela

citoprotegao gastrica.

10. Ao que os resultados indicam, os terpenos B-cariofileno, oxido de
cariofileno e a-humuleno, o flavonoide afzelina e os derivados galoilquinicos
acido 4-0O-(galoil 3-O-metil)-5-O-(galoil)-quinico (11), acido 4-O-(galoil)-5-O-
(galoil 3-O-metil)-quinico (12) e o acido 4,5-di-O-galoilquinico (13) sdo as
substancias responsaveis pela manutengéo da integridade tecidual no modelo
de ulceras induzidas por EtOH/HCI.

11. Tanto a oleorresina quanto o extrato das folhas de C. oblongifolia e C.
duckei apresentam atividade cicatrizante gastrica no modelo de Uulceras
induzidas por acido acético, confirmando a atividade cicatrizante, resultando

em cicatrizacao da ulcera, sendo observada macro e microscopicamente.

12.  Aoleorresina de C. oblongifolia e C. duckei ndo contribui para o aumento

do pH estomacal, mas diminui a quantidade de ions H* secretado. Os extratos
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das folhas de C. oblongifolia e C. duckei aumentam significativamente a

quantidade de muco, favorecendo os mecanismos de defesas gastricas.

13. A oleorresina e o extrato das folhas de C. oblongifolia séo ativos contra
a bactéria H. pylori, tanto in vitro, quanto in vivo. Os extratos das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei possuem maior atividade antioxidante — in vitro, nos
ensaios de DPPH, xantina oxidase e peroxidacio lipidica, — e in vivo, na
mucosa gastrica de camundongos submetidos a lesdo por EtOH/HCI quando

comparados a oleorresina.

14.  Os tratamentos com a oleorresina e com os extratos das folhas de C.
oblongifolia e C. duckei diminuiram os niveis de MPO na mucosa gastrica,
sugerindo que ha diminuigdo do processo inflamatério em resposta ao
EtOH/HCI.

15. As oleorresinas e extratos das folhas de Copaifera spp. inibem a
atividade da enzima H*, K*-ATPase, de maneira concentracdo dependente,
sugerindo que ha diminuicdo da secregcdao de H+, e consequentemente
diminuicdo da acidez estomacal, importante mecanismo no tratamento de

disturbios gastricos.

16. A oleorresina de C. duckei e o acido polialtico apresentam atividade
sobre contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético e nocicepcao
espontanea induzida por formalina, sugerindo que ha ag¢ao antinociceptiva a
nivel periférico, ou por inibicdo do sinal nociceptivo ou pela diminuigdo de

mediadores que estimulam os nociceptores.

17. A oleorresina de C. duckei e o acido polialtico aumentam o tempo de
laténcia no ensaio de retirada de cauda (fail-flick). Esses efeitos n&o foram
alterados com a coadministracdo de naloxona, o que sugere que nao ha efeitos
sobre receptores opoides, porém possa diminuir a transmissao do sinal
nociceptivo por outras vias ou pela diminuicdo de mediadores que atuam sobre

nociceptores.
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18. A oleorresina de C. duckei e o acido poliatico apresentam atividades

antinociceptivas nos modelos de hiperalgesia mecanica induzida por formalina,
carragenina, dextrana, LPS e zymosan. O efeito duradouro da inibicao da
nocicepc¢ao observada nestes experimentos pode ser uma possivel inibicdo de
mediadores relacionados a transmissao da resposta dolorosa. Outra hipétese
€ a diminuicdo da liberacdo de mediadores anti-inflamatérios que atuam
diretamente sobre nociceptores, resultando assim em respostas

antinociceptivas.

19.  No modelo hiperalgesia mecéanica associada a avulsado do plexo braquial
(dor neuropatica) os tratamentos com a oleorresina de C. duckei e o acido
polialtico foram capazes de reduzir o quadro hiperalgésico de forma
significativa. Esses resultados sugerem que a atividade da oleorresina de C.
duckei e o acido polialtico anti-hiperalgésica possa estar interferindo nas vias

periféricas e centrais de modulacio da dor.

20. Os tratamentos com a oleorresina de C. duckei e o acido polialtico
apresentam atividades antinociceptivas no modelo de hiperalgesia mecanica
associada a avulsdo do plexo braquial, sugerindo que o processo doloroso

cronico

21. A oleorresina de C. duckei e o acido polialtico apresentaram potente
atividade antiedematogénica nos ensaios de edema de pata induzido por
carragenina, dextrana, LPS e zymosan. Esta atividade demonstrou ser dose-
tempo-dependente, sugerindo que os tratamentos possam estar atuando tanto

na fase aguda, quanto em fases mais tardias da inflamacao.

22. O exsudato coletado no ensaio da bolsa de ar (air pouch) demonstrou
que o tratamento com a oleorresina de C. duckei e o acido polialtico inibem a
migracéo leucocitaria para o local da inflamagado causada por carragenina,
dextrana ou zymosan, diminuindo o numero total de leucdcitos quando
comparado com o grupo controle, e diminuindo os niveis de MPO, reforgando

ainda mais a hipétese de atividade anti-inflamatéria.
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23. Os tratamentos com a oleorresina de C. duckei e o acido polialtico

também foram capazes de reduzir a sensibilidade mecanica dos animais frente
a hiperalgesia inflamatdria induzida pela injecéo i.pl. de CFA, destacando as
substancias presentes na oleorresina, possivelmente seu componente
majoritario — o acido ent-polialtico podem ser responsaveis pela atividade anti-
hiperalgésica e anti-inflamatéria observadas, sugerindo que estes podem ser
alvos de futuros tratamentos em doencas inflamatérias e dolorosas crénicas,

tais como a artrite reumatoide.

24. A oleorresina e suas substancias isoladas de C. oblongifolia e C. duckei
apresentam atividade citotoxica em linhagem celular imortalizada THP-1, sendo
confirmada através da determinagcdao de percentual de células mortas por

citometria de fluxo.

25. Os niveis de INF-y, IL1-B, IL-6 e TNF-a foram reduzidos com o
tratamento da oleorresina, extratos e substancias isoladas de C. oblongifolia e
C. duckei em culturas de células THP-1 estimuladas por LPS. Os niveis de IL-
10 foram parcialmente reduzidos com este tratamento. A agéo sobre citocinas
pré-inflamatdrias sugere atividade anti-inflamatéria tanto aguda quanto crénica,
tendo em vista que o experimento possui os tempos de 24 h e 72h. Estes
resultados ainda sugerem a participagcdo de mecanismos antitumorais,
confirmando a atividade citotéxica mais seletiva para linhagens neoplasicas
(AGS e THP1).

26. O tratamento de células RAW 264.7-Luc com a oleorresina de C. duckei
e o0 acido polialtico apresentou diminuicdo da concentracao de luciferase,
correlacionada com a dimunuicdo da concentragdo de NFkB quando
estimulados por LPS ou PGN. Estes resultados sugerem que a oleorresina de
C. duckei e o acido polidltico apresentam atividades anti-inflamatorias
provavelmente por interferir na atividade dos receptores Toll-4 (LPS) e Toll-2

(PGN), interferindo assim em toda a via de sinalizagdo do NFkB.
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27. Com base nos resultados obtidos no atual trabalho quando comparados

aos dados descritos na literatura, € possivel sugerir que o efeito anti-
inflamatdrio e anti-hiperalgésico observado nos animais tratados a oleorresina
de C. duckei e o acido polialtico atue interferindo nas vias de sinalizagao da dor
e da inflamatodria através da reducéo da expressao e/ou liberagao de citocinas
como o TNFa e na via de sinalizacdo do NFkB, dependente de receptor Toll. A
elucidacao de um possivel mecanismo de agao ainda se faz necessaria frente
a outros modelos in vitro e in vivo para a investigacdo das atividades anti-

inflamatdrias e antinociceptivas.

28. As atividades antinociceptivas e anti-inflamatérias observadas nos
modelos de gastroprotegao, anti-nociceptivos e anti-inflamtérios no tratamento
com a oleorresina de Copaifera sp. ou suas substancias isoladas podem ser
resultado da diminuicio da liberacado ou sintese de mediadores relacionados a
resposta inflamatéria, resultando em diminuicdo do estimulo nociceptivo e/ou
inflamatdrio. Os resultados apresentados neste estudo sao inéditos, e
contribuem para a validagao etnofarmacoldgica atribuidas para as espécies de

Copaifera.
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ANEXO | - Termo de consentimento para a coleta da C. oblongifolia

SSINA BANTO ANGELO LTOA U.S.A - Usina Santo Angelo Ltda ﬁ

Declaracdo de Consentimento

A Usina Santo Angelo, situada na cidade de Pirajuba-
Minas Gerais, consentiu que fossem extraidos oleo-
resinas de espécies de Copaifera localizadas nas
dependéncias da Usina, para fins de estudos
Cientificos, relativos ao projeto tematico FAPESP
2011/13630-7, ** Validagdo quimica e farmacoldgica de
extratos e principios ativos de espécies de Copaifera.”

ja

L A A

Decrié Polastrine
Coordenador de Me_ip Ambiente
USA - Usina Santo Angelo Ltda

™

B Vi

\/‘\)
Arthur-Berges Jacob

Analista Ambiental
USA — Usina Santo Angelo Ltda

Rodovia MG 427 - Km 77 - Fazenda S3o Cristévao Endereco para correspondéncia .
Home Page www.usangelo.com.br Rua Presidente Vargas, n® 701 o
e-mail: usa@usangelo.com.br Centro - Caixa Postal 26

Pirajuba — Minas Gerais — CEP 38210-000 Conceigdo das Alagoas - Minas Gerais

Fone: (34) 3426-0000 Fax: (34) 3426-0015 CEP: 38120-000
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ANEXO Il - Termo de autorizagao para bioprospeccao do SISBIO/IBAMA
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ANEXO Il - Termo de autorizagao para ensaios farmacoldgicos in vivo

UNIVERSIDADE DE SA0 PAULD
fcomissAo pE &T

EU UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

NS use oL ARIBAIL Campus de Ribeirdo Preto

Comissdo de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho (Protocolo 12.1.1018.53.5), intitulado “ESTUDO
FITOQUIMICO E FARMACOLOGICO DE ESPECIES DE Copaifera: C. oblongifolia
Mart. ex Hayne e C. duckei Dwyer”, de autoria de Marivane Lemos e Jairo Kenupp
Bastos, por estar de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirao
Preto — USP, foi aprovado em reunido da CEUA de 25/08/2014.

Colaboradores: Nara Lins Meira Quintao; Sérgio Faloni de Andrade; Claudia Helena
Pellizzon; Marcio Luis de Andrade e Silva; Wilson Roberto Cunha; Herve Louis Ghislan

Rogez; José Mauricio Sforcin; Sandra Helena Poliselli Farsky

This is to certify that the work (Protocol number 12.1.1018.53.5), entitled: “ESTUDO
FITOQUIMICO E FARMACOLOGICO DE ESPECIES DE Copaifera: C. oblongifolia
Mart. ex Hayne e C. duckei Dwyer”, by Marivane Lemos and Jairo Kenupp Bastos is
in accordance with the Ethic Principles in Animal Experimentation adopted by Ethic
Commission for the Use of Animals (CEUA) of the Campus of Ribeirdo Preto — USP,
and was approved in an ordinary meeting of CEUA, August, 25 2014.

Duracgao prevista do projeto: 30/04/2014 a 27/04/2017

Ribeirao Preto, 26 de Agosto de 2014.

Profa. Dra. Claudia Maria Padovan
Presidente da CEUA

ﬁj /
Jodo Fefnando Velho de Andrade Diniz

Secretario da CEUA

Av. Bandeirantes, 3900 — CEP 14040-900 - Ribeirdo Preto — Sdo Paulo Fone: (16) 3602 3526 — Fax: (16) 3602 3526
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ANEXO IV - Trabalhos publicados e submetidos durante o periodo do doutorado

6.1 Producao bibliografica

6.1.1 Artigos completos submetidos para publicacdo

1. LEMOS, M.; SILVA, J. M. S.; SAMPAIO, B. L.; ROGEZ, H. L. G.; VENEZIANI, R. C.
S.; AMBROSIO, S. R.; BANDERO-FILHO, V. C.; SASSE, A.; SHERIDAN, H.;
BASTOS, J. Cytotoxicity, acute and repeated-dose toxicological studies of Copaifera
duckei Dwyer and its major compound ent-polyalthic acid in Chinese hamster. Food
and Chemical Toxicology.

2. MOTTA, E. V. S.; LEMOS, M.; COSTA, J. C., BANDERO-FILHO, V. C.; SASSE, A.;
SHERIDAN, H.; BASTOS, J. K. Galloylquinic acid derivatives from Copaifera
langsdorffii leaves display gastroprotective activity. Chemico-Biological Interactions.

3. GUSHIKEN, L.; HUSSNI, C.; ROZZA, A.; PADOVANI, C.; TAKAHIRA, R;
MARTINS, C.; CAMPOS, B.; LEMOS, M.; POLIZELLO, M.; BASTOS, J. K;
PELLIZZON, C.. New topical formulation using Copaifera langsdorffii leaves promotes
skin wound healing activity by vascularization and myofibroblast pathways.
International Wound Journal.

6.1.2 Artigos completos publicados em peridodicos

1. LEMOS, M.; SANTIN, J. R.; MIZUNO, C. S.; BOEING, T.; SOUSA, J. P. B. de;
NANAYAKKARA, N. P. DHAMMIKA; BASTOS, J. K.; ANDRADE, S. F. Copaifera
langsdorffii: evaluation of potential gastroprotective of extract and isolated compounds
obtained from leaves. Revista Brasileira de Farmacognosia., v.25, p.238 - 245, 2015.

2. MIRANDA, M. A.; LEMOS, M.; COWART, K. A.; RODENBURG, D.; MCCHESNEY,
J.D.; RADWAN, M. M.; FURTADO, N. A. J. C.; BASTOS, J. K. Gastroprotective activity
of the hydroethanolic extract and isolated compounds from the leaves of Solanum
cernuum Vell. Journal of Ethnopharmacology., v.172, p.421 - 429, 2015.

3. SANTIN, J. R,; LEMOS, M.; KLEIN-JUNIOR, L. C.; SILVEIRA, A. C. O,
PETREANU, M.; ZERMIANI, T.; BELLA-CRUZ, A.; NIERO, R.; ANDRADE, S. F.
Gastroprotective and anti-Helicobacter pylori effects of a flavonoid rich fraction
obtained from Achyrocline satureoides (Lam) D.C.. International Journal of Pharmacy
and Pharmaceutical Sciences., v.6, p.417 - 422, 2014.

4. KLEIN-JUNIOR, L. C.; SANTIN, J. R.; LEMOS, M.; SILVEIRA, A. C. O.; ROCHA, J.
A. R.; BEBER, A. P.; WAGNER, T. H.; BRESOLIN, T. M. B.; BELLA-CRUZ, A
CECHINEL-FILHO, V.; ANDRADE, S. F. Role of gastric mucus secretion, oxinitrergic
system and sulfhydryl groups on the gastroprotection elicited by Polygala cyparissias
(Polygalaceae). Journal of Pharmacy and Pharmacology., v.65, p.767 - 776, 2013.
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5. GONCALVES, A. L. M.; LEMOS, M.; NIERO, R.; ANDRADE, S. F.; MAISTRO, E.
L. Evaluation of the genotoxic and antigenotoxic potential of Brassica oleracea L. var.
acephala D.C. in different cells of mice. Journal of Ethnopharmacology., v.143, p.740
- 745, 2012.

6.1.3 Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. LEMOS, M.; SILVA, J. J. M.; ROGEZ, H. L. G.; VENEZIANI, R. C. S.; AMBROSIO,
S. R.; BANDERO-FILHO, V. C.; SASSE, A.; SHERIDAN, H.; BASTOS, J. K. Cytotoxic
and apoptogenic properties of C. oblongifolia Mart. ex Hayne and C. duckei Dwyer
oleoresin and leaf extract on human gastric carcinoma cells In: 47th Annual Congress
of the Brazilian Society of Pharmacology and Experimental Therapeutics - SBFTE,
2015, Aguas de Linddia - SP. 47th Annual Congress of the Brazilian Society of
Pharmacology and Experimental Therapeutics - SBFTE. 2015.

2. SAMPAIO, B. L.; LEMOS, M.; MORAES, D. C.; FIGUEIREDO, S. A.; EDRADA-
EBEL, R.; FONSECA, M. J. V.; COSTA, F. B. Evaluation of the antioxidant,
photoprotective and photochemopreventive potential in vitro of Tithonia diversifolia
extracts by an environmental metabolomics approach In: 5th Brazilian Conference on
Natural Products, 2015, Atibaia - SP. 5th Brazilian Conference on Natural Products.,
2015.

3. LEMOS, M.; MOTTA, E. V. S.; DA COSTA, J.C.; SILVA, J. J. M.; ROGEZ,H. L. G;;
VENEZIANI, R. C. S.; AMBROSIO, S. R.; BANDERO-FILHO, V. C.; SASSE, A.
SHERIDAN, H.; BASTOS, J. K. In vivo gastroprotective effects of the galloylquinic acid
derivatives from the leaf extract of Copaifera species on experimental gastric ulcer
model In: 5th Brazilian Conference on Natural Products, 2015, Atibaia. 5th Brazilian
Conference on Natural Products., 2015.

4. GUSHIKEN, L. F. S.; HUSSNI, C. A.; BASTOS, J. K.; LEMOS, M.; POLIZELLO-
JUNIOR, M.; ROZZA, A. L.; PELLIZZON, C. H. Modulatory effect of MMP-2 and MMP-
9 in skin wounds treated with Copaifera langsdorffii Desf. Fabaceae. In: IV International
Symposium on Drug Discovery, 2015, Araraquara. IV International Symposium on
Drug Discovery., 2015.

5. GUSHIKEN, L. F. S.; HUSSNI, C. A.; BASTOS, Jairo Kenupp; LEMOS, M.;
POLIZELLO-JUNIOR, M.; ROZZA, A. L.; PELLIZZON, C. H. New topical formulation
to skin wound healing using Copaifera langsdorffii In: 5th Brazilian Conference on
Natural Products, 2015, Atibaia - SP. 5th Brazilian Conference on Natural Products.,
2015.

6. LEMOS, M.; SILVA, J. J. M.; ROGEZ, H. L. G.; VENEZIANI, R. C. S.; AMBROSIO,
S. R.; BASTOS, J. K. Study of gastroprotective and healing activities of C. oblongifolia
Mart. ex Hayne and C. duckei Dwyer in vivo In: Phytopharm 2015, 2015, Bonn,
Germany. Phytopharm 2015., 2015.

7. LEMOS, M.; SILVA, J. J. M.; ROGEZ, H. L. G.; VENEZIANI, R. C. S; AMBROSIO,
S. R.; BASTOS, J. K.; BANDERO-FILHO, V. C.; SASSE, A.; SHERIDAN, H. The
gastroprotective effect of Copaifera spp.: Involvement of antioxidant activity of C.
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oblongifolia Mart. ex Hayne and C. duckei Dwyer in vitro and in vivo. In: 37th All Ireland
Schools of Pharmacy Conference 2015, 2015, Belfast, Northern Ireland. 37th All
Ireland Schools of Pharmacy Conference 2015., 2015.

8. GUSHIKEN, L. F. S.; HUSSNI, C. A,; BASTOS, J. K.; LEMOS, M.; POLIZELLO-
JUNIOR, M.; PADOVANI, C. R.; TAKAHIRA, R. K. PELLIZZON, C. H. The
comparative action of two vehicles of Copaifera langsdorffii leaves extract in skin
wound healing. In: 14th International Congress of Ethnopharmacology, 2014, Puerto
Varas, Chile. 14th International Congress of Ethnopharmacology., 2014.

9. LEMOS, M.; SILVA, J. J. M.; ROGEZ, H. L. G.; VENEZIANI, R. C. S.; AMBROSIO,
S. R.; ANDRADE, S. F.; BASTOS, J. K. Comparative pharmacological studies of
Copaifera spp.: gastroprotective, anti-inflammatory and antinociceptive properties of
C. oblongifolia Mart. ex Hayne and C. duckei Dwyer oleoresins and their hydroalcoholic
leaves extracts. In: 4th Brazilian Conference on Natural Products, 2013, Natal - RN.
4th Brazilian Conference on Natural Products., 2013.

10. DA COSTA, J. C,; MOTTA, E. V. S.; LEMOS, M.; BASTOS, J. K. Copaifera
langsdorffii aqueous extract and its galloylquinic acid display gastroprotective activity
In: 61st International Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant
and Natural Product Research, 2013, Mlnster. Planta Medica., 2013. v.79. p.1189 -
1189

11. LEMOS, M.; MIZUNO, C. S.; SOUSA, J. P. B.; NANAYAKKARA, N. P. D;;
ANDRADE, S. F.; BASTOS, J. K. Copaifera langsdorffii leaves extract and its isolated
compounds display gastric ulcer activity In: 61st International Congress and Annual
Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research, 2013,
Mdunster. Planta Medica., 2013. v.79. p.1141 - 1142

12. MIRANDA, M. A.; LEMOS, M.; MCCHESNEY, J. D.; BASTOS, J. K.
Gastroprotective activity of hydroethanolic extract from the leaves of Solanum cernuum
Vell.. In: 40th Annual MALTO-Medicinal Chemistry - Pharmacognosy - Meeting-in-
Miniature, 2013, Fayetteville - EUA. 40th Annual MALTO-Medicinal Chemistry -
Pharmacognosy - Meeting-in-Miniature., 2013.

13. MOTTA, E. V. S.; DA COSTA, J. C.; LEMOS, M.; BASTOS, J. K. New methylated
galloylquinic compounds isolated from Copaifera langsdorffii leaves display
gastroprotective activity In: 4th Brazilian Conference on Natural Products, 2013, Natal
- RN. 4th Brazilian Conference on Natural Products., 2013.

14. LEMOS, M.; SANTIN, J. R.; OLIVEIRA, A. P.; KLEIN-JUNIOR, L. C.; NIERO, R;;
ANDRADE, S. F. Gastroprotective activity of the extract and fractions from leaves of
“couve” (Brassica oleracea var acephala DC) in chronic ulcer model In: 5th
International Symposium of Post Graduation and Research - V SINPOSPQ, 2012,
Ribeirdo Preto - SP. Revista Eletrbnica de Farmacia., 2012. v.9.
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6.14 Apresentacao de trabalho e palestra

1. LEMOS, M.; SILVA, J. J. M.; ROGEZ, H. L. G.; VENEZIANI, R. C. S.; AMBROSIO,
S. R.; BANDERO-FILHO, V. C.; SASSE, A.; SHERIDAN, H.; BASTOS, J. K. Cytotoxic
and apoptogenic properties of C. oblongifolia Mart. ex Hayne and C. duckei Dwyer
oleoresin and leaf extract on human gastric carcinoma cells, 2015. (Outra,
Apresentacao de Trabalho)

2. LEMOS, M.; MOTTA, E. V. S.; DACOSTA, J. C,; SILVA, J. J.M.; ROGEZ,H. L. G;;
VENEZIANI, R. C. S.; AMBROSIO, S. R.; BANDERO-FILHO, V. C.; SASSE, A;;
SHERIDAN, H.; BASTOS, J. K. In vivo gastroprotective effects of the galloylquinic acid
derivatives from the leaf extract of Copaifera species on experimental gastric ulcer
model, 2015. (Outra, Apresentacao de Trabalho)

3. LEMOS, M.; SILVA, J. J. M.; ROGEZ, H. L. G.; VENEZIANI, R. C. S.; AMBROSIO,
S. R.; ANDRADE, S. F.; BASTOS, J. K. Comparative pharmacological studies of
Copaifera spp.: gastroprotective, anti-inflammatory and antinociceptive properties of
C. oblongifolia Mart. ex Hayne and C. duckei Dwyer oleoresins and their hydroalcoholic
leaves extracts., 2013. (Congresso, Apresentagéao de Trabalho)

4. LEMOS, M. Modelos farmacoldgicos para avaliagdo da atividade antinociceptiva,
anti-inflamatéria e gastroprotetora de produtos naturais e sintéticos, 2013.
(Conferéncia ou palestra, Apresentagéo de Trabalho)

5. LEMOS, M.; SANTIN, J. R.; OLIVEIRA, A. P.; KLEIN-JUNIOR, L. C.; NIERO, R;
ANDRADE, S. F. Gastroprotective activity of the extract and fractions from leaves of
‘couve' (Brassica oleoracea var acephala DC) in chronic ulcer model, 2012. (Simpésio,
Apresentagéo de Trabalho)

6.1.5 Orientacdes e supervisoes concluidas: co-orientador

1. Guilherme Venancio Simaro. Avaliacdo das atividades analgésica e anti-
inflamatdria da oleorresina de Copaifera pubiflora Benth. 2016. Dissertagédo (Programa
de Pés-Graduagédo em Ciéncias - Universidade de Franca) - Universidade de Franca

6.1.6 Participacdo em eventos

1. Apresentacao de Poster / Painel no(a) 37th All Ireland Schools of Pharmacy
Conference 2015, 2015. (Encontro)

The gastroprotective effect of Copaifera spp.: Involvement of antioxidant
activity of C. oblongifolia Mart. ex Hayne and C. duckei Dwyer in vitro and in
Vivo.

2. Apresentacado de Poster / Painel no(a) 47th Annual Congress of the Brazilian
Society of Pharmacology and Experimental Therapeutics - SBFTE, 2015. (Outra)
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Cytotoxic and apoptogenic properties of C. oblongifolia Mart. ex Hayne and C.
duckei Dwyer oleoresin and leaf extract on human gastric carcinoma cells.

3. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 5th Brazilian Conference on Natural
Products, 2015. (Outra)

In vivo gastroprotective effects of the galloylquinic acid derivatives from the
leaf extract of Copaifera species on experimental gastric ulcer model.

4. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) V Workshop do Programa de Pés-
Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, 2015. (Outra)

Estudo fitoquimico e farmacolégico de espécies de Copaifera: C. oblongifolia
Mart. ex Hayne e C. duckei Dwyer.

5. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) IV Workshop do Programa de Pés-
Graduacgao em Ciéncias Farmacéuticas, 2014. (Outra)

Estudo fitoquimico e farmacolégico de espécies de Copaifera: C. oblongifolia
Mart. ex Hayne e C. duckei Dwyer.

6. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 4th Brazilian Conference on Natural
Products, 2013. (Congresso)

Comparative pharmacological studies of Copaifera spp.: gastroprotective,
anti-inflammatory and antinociceptive properties of C. oblongifolia Mart. ex
Hayne and C. duckei Dwyer oleoresins and their hydroalcoholic leaves
extracts.

7. 5th Phytpharmatech - International Sympoium on Phytopharmaceutical
Tecnology, 2013. (Simpdsio).

8. Apresentacao de Poster / Painel no(a) lll Workshop do Programa de Pés-
Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, 2013. (Outra)

Estudo fitoquimico e farmacolégico de espécies de Copaifera: C. oblongifolia
Mart. ex Hayne e C. duckei Dwyer.

9. Conferencista no(a) Seminarios em Introdugcdo a Biotecnologia, 2013.
(Seminario)

Modelos farmacoldgicos para avaliagdo da atividade antinociceptiva, anti-
inflamatdria e gastroprotetora de produtos naturais e sintéticos.

10. Avaliador no(a) 20° SIICUSP - Simpésio Internacional de Iniciagdao Cientifica
da USP, 2012. (Simpésio)

Efeito protetor de compostos fendlicos de Araga (Psidium cattleianum Sabine)
sobre o estresse oxidativo induzido por H202 em células beta pancreaticas.

11. Avaliador no(a) 20° SIICUSP - Simpésio Internacional de Iniciagao Cientifica
da USP, 2012. (Simpésio)
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Avaliacao da atividade antiulcera de nanoparticulas contendo Passiflora alata
Curtis e Passiflora edulis Sims.

12. Apresentacao de Poster / Painel no(a) 5th International Symposium of Post
Graduation and Research - V SINPOSPQ, 2012. (Simpdsio)

Gastroprotective activity of the extract and fractions from leaves of “couve”
(Brassica oleracea var acephala DC) in chronic ulcer model.





