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RESUMO 

LEMOS, M. Prospecção toxicológica e farmacológica 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 Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016.  
 
Plantas medicinais são uma fonte rica na obtenção de moléculas com potencial 
terapêutico. No Brasil cerca de 40% da população utiliza plantas medicinais como 
alternativa terapêutica. Porém, grande parte das plantas nativas brasileiras não 
apresentam estudos científicos que comprovem a eficácia e a segurança. Além disso, 
devido à enorme biodiversidade, o número de espécies estudas ainda é pequeno, e 
representa um vasto campo a ser explorado. Neste contexto, as oleorresinas de planta 
do gênero Copaifera apresentam poucos estudos sob o ponto de vista químico, 
farmacológico e toxicológico. Suas partes aéreas, tais como folhas os estudos ainda 
são 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 
citoproteção e cicatrização de úlceras gástricas, bem como os processos anti-
inflamatórios e antinociceptivos, atribuídos popularmente e previamente descritos na 
literatura para a oleorresina das copaíbas. Além disso, existem poucos estudos para 
C. oblongifolia Mart. ex Hayne e C. duckei Dwyer. Com base nos padrões de 
fragmentação obtidos nas análises 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 possível 
observar a presença de flavonoides e derivados galoilquínicos, já descritos para as 
folhas da espécie, e epicatequinas, descrito na família Fabacea, mas não isolado 
ainda em espécies de Copaifera spp. Os resultados dos ensaios a atividade citotóxica 
em linhagens não neoplásicas (CHO-k1 e L929) e neoplásicas (AGS e THP-1) por 
meio do ensaio de viabilidade celular por fosfatase ácida, e no ensaio de morte celular 
determinada por iodeto de propídio em citometria de fluxo para as células AGS e THP-
1 demonstram que as oleorresinas, extratos e substâncias isoladas de C. oblongifolia 
e C. duckei apresentam atividade citotóxica preferencial em células neoplásicas, 
confirmando a atividade antitumoral já descrita na literatura. Na avaliação da 
toxicidade aguda por dose fixa, o extrato das folhas de C. oblongifolia, C. duckei e o 
ácido polialtico são seguros até a dose de 2000 mg/kg. A administração da oleorresina 
promove alterações hematológicas, bioquímicas e histológicas, principalmente ligadas 
ao metabolismo hepático, renal e pancreático. A oleorresina de C. duckei é tóxica na 
dose de 2000 mg/kg, promovendo a morte dos animais após 48 h da sua 
administração. No experimento com doses repetidas em 90 dias não houve morte dos 
animais tratados com 1, 10 e 100 mg/kg de oleorresina de C. duckei, porém houveram 
alterações hematológicas, bioquímicas e histológicas, embora menos evidente, no 
metabolismo hepático, renal e pancreático. Quanto a gastroproteção, as oleorresinas 
e os extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei promovem efeitos citoproterores 
sobre a mucosa gástrica nos modelos de EtOH/HCl e AINEs. As frações em 
diclorometano e acetato de etila do extrato das folhas de ambas as espécies de 
Copaifera spp. contêm os compostos que podem ser responsáveis pela citoproteção 
gástrica. Sesquiterpenos, diterpenos, flavonoides e derivados galoilquínicos também 
foram avaliados, demonstrando atividades gastroprotetoras no modelo de úlceras 
induzidas por EtOH/HCl. Tanto a oleorresina quanto o extrato das folhas de C. 
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oblongifolia e C. duckei apresentam atividade cicatrizante gástrica no modelo de 
úlceras induzidas por ácido acético, e aumentam a proliferação celular no ensaio de 
wound scratch em L929. A oleorresina de C. oblongifolia e C. duckei não contribui 
para o aumento do pH estomacal, mas diminuiu a quantidade de íons H+ secretada. 
Os extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei aumentaram significativamente 
a quantidade de muco, favorecendo as defesas gástricas. A oleorresina e o extrato 
das folhas de C. oblongifolia são 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 à oleorresina. Em parte, os 
metabólitos presentes nas oleorresinas e nos extratos das folhas de C. oblongifolia e 
C. duckei promovem efeitos citoprotetores e cicatrizantes, interferindo na secreção de 
ácido, conforme demonstrado no ensaio sobre a enzima H+, K+-ATPase, aumentando 
a secreção de muco e favorecendo os mecanismos de defesa antioxidantes. 
Procurando verificar se a atividade antinociceptiva estava relacionada a ação no SNC 
dos animais, avaliaram-se as oleorresinas e os extratos das folhas das espécies de 
Copaifera spp. na função e coordenação motora dos animais, através dos testes de 
Open field e Rota rod. Nenhum tratamento interferiu na função e na coordenação 
motora dos animais. A oleorresina de C. duckei e sua substância majoritária, o ácido 
poliáltico foram testados quanto a atividade anti-inflamatória e antinociceptiva, tanto 
sob o ponto de vista agudo, quanto crônico. Foram utilizados os métodos de 
contorções abdominais por ácido acético, nocicepção aguda por formalina, 
nocicepção térmica por tail-flick, hiperalgesia mecânica, edema de pata e air pouch 
(avaliação 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 crônica induzida por avulsão do plexo 
braquial (APB) e hipernocicepção induzida por CFA durante 15 dias. Em todos os 
ensaios houve redução tanto da resposta nociceptiva quanto da atividade inflamatória, 
sugerindo que há ação antinociceptiva a nível periférico, ou por inibição do sinal 
nociceptivo ou pela diminuição de mediadores que estimulam os nociceptores, que 
diminuir a migração celular e a concentração de mieloperoxidase (MPO) no local da 
lesão. Em células THP-1 estimuladas por LPS, os tratamentos com as oleorresinas, 
extratos e substâncias majoritárias de C. oblongifolia e C. duckei diminuíram os níveis 
de citocinas pró-inflamatórias INF-γ, IL-1β, IL-6 e TNF-α. Os níveis de IL-10 foram 
parcialmente reduzidos com estes tratamentos. A ação sobre citocinas pró-
inflamatórias sugere atividade anti-inflamatória tanto aguda quanto crônica, tendo em 
vista que o experimento possui os tempos de 24 h e 72 h e esta diminuição é dose 
dependente. Além disso, a oleorresina de C. duckei e o ácido poliáltico interferem nos 
níveis de NF-κB determinados no ensaio da luciferase. Estes resultados indicam que 
pode estar havendo interação com os receptores TLR4 e TLR2, que interferem na via 
do NF-κB e diminuem os eventos inflamatórios e apoptóticos oriundos desta via, 
confirmando as atividades estudadas. As atividades antinociceptivas e anti-
inflamatórias observadas no tratamento com a oleorresina de Copaifera spp.  ou suas 
substâncias isoladas podem ser devido a diminuição da liberação ou síntese de 
mediadores relacionados à resposta inflamatória, que resulta em diminuição do 
estímulo nociceptivo. As atividades citotóxicas descritas indicam que existe potencial 
efeito antitumoral que justifica o estudo para o desenvolvimento de substâncias com 
atividade antitumoral, em especial atenção para os cânceres gástricos e ligados ao 
sistema imunológico, tendo em vista a seletividade citotóxica em linhagens tumorais 
AGS e THP-1. Os resultados apresentados neste trabalho são 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 fitoquímicos 
sugerem que existe potencial investigação química, pois muitas substâncias ainda não 
foram isoladas das espécies. Ainda, estes resultados contribuem para a confirmação 
das atividades farmacológicas atribuídas popularmente para as espécies de Copaifera 
spp., sendo que pela primeira vez observou-se que a oleorresina é efetiva para o 
tratamento de doenças inflamatórias e dolorosas crônicas, tornado a planta alvo para 
o estudo mais aprofundado dos mecanismos de ação farmacológicos envolvidos, 
fornecendo subsídios para estudos posteriores que poderão servir ao 
desenvolvimento de um novo fitoterápico no Brasil. 
 
Descritores: 1.Copaifera. 2. Plantas medicinais. 3. Dor e inflamação. 4. Toxicologia. 
5. Gastroproteção. 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 Ribeirão Preto – University of São Paulo, Ribeirão 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/HCl 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/HCl. 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 
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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-γ, IL-1β, IL-6 and TNF-α. 
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-κB 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-κB 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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1 INTRODUÇÃO 

Ao Brasil atribui-se uma das maiores biodiversidades vegetais do mundo, 

sendo que a utilização de plantas com fins medicinais é realizada quase sem 

comprovação científica de suas propriedades farmacológicas e toxicológicas, bem 

como sem o conhecimento dos metabólitos secundários (MACIEL et al., 2002; VEIGA-

JÚNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). O registro de medicamentos preparados com 

plantas medicinais ainda é pequeno, o que revela o pouco aproveitamento da 

biodiversidade do país e da riqueza de suas plantas com potencial farmacológico. 

Neste sentido, muitas plantas que são utilizadas popularmente com finalidade 

terapêutica continuam sem validação científica (FENNER et al., 2006; LORENZI; 

MATOS, 2008).  

Atualmente, as universidades concentram a maioria dos estudos com plantas 

medicinais (MONTANARI; BOLZANI, 2001) Porém, a tendência de mercado, diante 

do desenvolvimento de fitoterápicos como o Acheflan® (Cordia verbenacea) e o 

Sintocalmy® (Passiflora incarnata), é associar pesquisas e o conhecimento acadêmico 

ao investimento e empreendedorismo de indústrias farmacêuticas nacionais. Esta 

tendência agrega valores farmacológicos na biodiversidade da flora brasileira e 

certamente promoverá o crescimento da indústria farmacêutica nacional, permitindo 

ao Brasil se destacar na produção de fitoterápicos a nível mundial e, principalmente, 

evoluir na química medicinal em busca de substâncias 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 Laboratório de Farmacognosia vem ao longo dos anos 

trabalhando com diversas plantas, tais como: Baccharis dracunculifolia, Copaifera 

langsdorffii, Zanthoxylum naranjillo, Nectandra megapotamica, Pothomorphe 

umbellata, Tithonia diversifolia, Solanum lycocarpum, bem como a própolis verde, 

dentre outras plantas.   

Dando continuidade a esses trabalhos, o projeto temático intitulado “Validação 

química e farmacológica de extratos e princípios ativos de espécies de Copaifera” tem 

o propósito de aprofundar os estudos sobre os aspectos químicos, farmacológicos e 

toxicológicos destas espécies, bem como avaliar as atividades anti-inflamatória, 

analgésica, imunomodulatória, cicatrizante, antimicrobiana, antitumoral e 
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antiparasitária (BASILE et al., 1988; GOMES et al., 2010; SANTIAGO et al., 2015; 

SOUZA et al., 2011a). 

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

complexidade dos processos envolvidos nas patologias que envolvem processos 

dolorosos, inflamatórios e gástricos, a terapia farmacológica não se apresenta 

totalmente eficaz, com inúmeros efeitos colaterais, o que dificulta a adesão ao 

tratamento. Plantas como as pertencentes ao gênero Copaifera, as quais são 

amplamente utilizadas pela medicina popular, continuam sem a comprovação 

científica de suas propriedades farmacológicas e toxicológicas, sem a elucidação dos 

compostos envolvidos nestas atividades, tornando-se necessários estudos mais 

aprofundados sobre a segurança e eficácia no uso destas plantas.  

Além disso, espécies de Copaifera apresentam grande potencial para o 

desenvolvimento de fitoterápicos, uma vez que somente a comercialização da 

oleorresina no ano de 2013 representou a movimentação econômica na ordem de R$ 

2,5 bilhão/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 

copaíba. Estes registros vão desde o uso terapêutico para urolitíase (BRUNHAROTO 

et al., 2011; BRUNHAROTO; BASTOS; SILVA, 2005), formulações dentais especiais 

(CUMMINS, 2009), gel oral (SIMÕES, 2006), selante endodôntico (GARRIDO et al., 

2006), uso veterinário (ALBUQUERQUE, 2010; PIN, 2007), como anti-inflamatório oral 

e tópico (BRUNHAROTO; BASTOS; SILVA, 2011; CARVALHO, 2010; CUMMINS, 

2009; DE FREITAS et al., 2007; NYKROVA, 2000; SABATER; COURMONTAGNE, 

1994), entre outras aplicações, tais como para a produção de cosméticos, incluindo a 

formação de nanopartículas e polímeros, bebidas e sanitizantes, além de tintas para 

a construção 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 

farmacológicos de espécies de Copaifera utiliza apenas oleorresina bruta, sendo que 

os processos cromatográficos de fracionamento são 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-JÚNIOR et al., 2007). Nestes estudos farmacológicos é praticamente 

impossível associar quais são os metabólitos responsáveis pela atividade biológica. 
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Sendo assim, estudos fitoquímicos são fundamentais para o desenvolvimento de 

metodologias analíticas visando o controle de qualidade da matéria-prima ou de um 

futuro fitoterápico (BRASIL, 2004a, 2004b, 2010; CALIXTO, 2000; PINTO et al., 2002). 

Além disso, a maioria destes estudos não apresenta a correta identificação 

botânica da espécie estudada, bem como a época e local de coleta (MACIEL et al., 

2002). Em muitos trabalhos o óleo é adquirido comercialmente, o que pode apresentar 

incertezas quanto à autenticidade e qualidade, devido à prática de mistura de 

diferentes oleorresinas e adulteração de material vegetal (MACIEL et al., 2002; 

VASCONCELOS; GODINHO, 2002; VEIGA-JÚNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).  

Dentro deste contexto, este trabalho busca avaliar e compreender o mecanismo 

envolvido nos processos de citoproteção e cicatrização de úlceras gástricas, os 

processos anti-inflamatórios e analgésicos, atribuídos 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-JÚNIOR et al., 2007) da oleorresina das copaíbas, C. oblongifolia Mart. ex 

Hayne e C. duckei Dwyer, as quais não apresentam ou possuem poucos estudos 

farmacológicos descritos na literatura. Porém, para um maior entendimento das 

propriedades químicas e farmacológicas dessas espécies, extratos das folhas 

também serão utilizados neste estudo, bem como o emprego de diversas técnicas de 

separação cromatográfica na busca de substâncias puras responsáveis por essas 

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

2.1 Objetivo geral 

Propõem-se o estudo toxicológico e farmacológico – in vitro e in vivo – da 

oleorresina, extrato bruto das folhas e substâncias isoladas de Copaifera spp. (C. 

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

2.2 Objetivos específicos 

 Coletar a oleorresina e as folhas de C. oblongifolia e C. duckei, obter 

extrato bruto das folhas, realizar o fracionamento e obter princípios ativos tanto das 

folhas quanto da oleorresina; 

 Obter o perfil químico da oleorresina e dos extratos hidroalcoólico das 

folhas de Copaifera spp.  por CG-MS, CLAE-UV-DAD e UHPLC-(ESI)-HRMS; 

 Avaliar as atividades citotóxicas in vitro através da determinação da 

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

 Avaliar as atividades toxicológicas in vivo, nos ensaios de toxicidade 

aguda por dose única (14 dias) e de toxicidade subcrônica em doses repetidas por 90 

dias; 

 Avaliar a atividade citoprotetora e cicatrizante sobre úlceras gástricas, 

tanto em modelos de indução de úlceras agudas quanto crônicas; 

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

 Verificar se há interferência função e coordenação motora dos animais, 

através dos testes de Campo Aberto (Open-field) e Rota Rod; 

 Investigar as atividades farmacológicas antinociceptivas e anti-

inflamatórias, tanto sobre dor aguda quanto crônica, in vitro e in vivo; 

 Investigar preliminarmente os possíveis mecanismos de ação envolvidos 

nas atividades citoprotetoras e cicatrizantes gástricas, anti-inflamatórias e 

antinociceptivas. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 O uso de plantas medicinais 

O uso de plantas como recurso terapêutico é uma prática antiga, que 

acompanha a evolução da humanidade. Até os dias atuais, a utilização de plantas 

pela população, em sua maioria, baseia-se no emprego empírico, sendo que as 

plantas jamais foram completamente substituídas pelos fármacos sintéticos 

(BRESOLIN; CECHINEL-FILHO, 2003; HEINRICH; GIBBONS, 2001; MIGNANI et al., 

2016). Neste contexto, surge a necessidade de estudar plantas empregadas 

popularmente, com o propósito de captar informações na procura de substâncias 

biologicamente ativas que possam ser utilizadas na produção de medicamentos 

(ALBUQUERQUE et al., 2007; ARAÚJO et al., 2016; DI STASI et al., 2002). 

Diante dos avanços tecnológicos da química e da biologia moderna, sabemos 

que a atividade farmacológica atribuída às plantas é resultante da ação dos seus 

metabólitos secundários (BALUNAS; KINGHORN, 2005; GURIB-FAKIM, 2006; 

HARVEY, 2008; RISHTON, 2008). Ano após ano, as pesquisas de novos fármacos 

originados de produtos naturais estão crescendo, tendo em vista que os fármacos 

disponíveis no mercado nem sempre são eficazes diante das necessidades 

terapêuticas atuais (PARK, 2016; RASKIN et al., 2002). 

1.2 Das espécies em estudo de Copaifera 

O gênero Copaifera pertence à família Leguminosae Juss., sub-família 

Caesalpinioideae Kunth. Apresentam-se em 72 espécies, sendo que 17 destas 

espécies são endêmicas do Brasil (LIMA-NETO; GRAMOSA; SILVEIRA, 2008; 

ROMERO, 2007; VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002). São conhecidas como “copaíbas, 

copaibeiras, copaívas ou pau d’oleo” (Figura 1, A). Seu nome tem origem do tupi 

“cupa-yba”, que significa “árvore de depósito”, e as suas propriedades medicinais do 

seu óleo eram bastante difundidas entre os índios latino-americanos (VEIGA-JÚNIOR 

et al., 2001; VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002). Distribuem-se na América Latina e África 

Ocidental, principalmente em regiões tropicais e subtropicais. No Brasil, são 

facilmente encontradas na região norte e centro-oeste, porém está distribuída em todo 

o território (VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002) 



49 

LEMOS, M. ________________________________________Revisão de literatura 

O bálsamo, óleo de copaíba ou oleorresina, são encontrados em canais 

secretores presente em toda a planta, sendo mais saliente no tronco, de onde é 

extraído (Figura 1, B) (TAPPIN et al., 2004; VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002). Acredita-

se que seja um produto de excreção ou desintoxicação da planta, e sua função 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 

 

(A) 

(B) 
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Quimicamente, o oleorresina pode ser definido como uma solução de ácidos 

diterpênicos em um óleo essencial, contendo grandes quantidades de sesquiterpenos 

(CASCON; GILBERT, 2000). Até o momento já foram isolados e caracterizados 

aproximadamente 30 diferentes estruturas químicas de diterpenos da classe dos 

labdanos e clerodanos, e identificados mais de 70 hidrocarbonetos sesquiterpênicos 

(LIMA-NETO; GRAMOSA; SILVEIRA, 2008; TAPPIN et al., 2004; VEIGA-JÚNIOR; 

PINTO, 2002; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007).  

Dos diterpenos isolados e identificados, o ácido copálico é o único presente em 

todas as amostras de oleorresina analisadas (VEIGA-JÚNIOR; PATITUCCI; PINTO, 

1997; VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002). Em outros estudos os sesquiterpenos β-

cariofileno, α-copaeno, α-humuleno, β-bisaboleno, α e β-selineno e δ-cadineno foram 

descritos na maioria dos oleorresinas estudados (SOUSA et al., 2011; SOUZA et al., 

2011b; VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002).   

O oleorresina de copaíba destaca-se por sua importância econômica e 

extensivo uso popular (VEIGA-JÚNIOR; PATITUCCI; PINTO, 1997; VEIGA-JÚNIOR; 

PINTO, 2002; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007). Dentre as indicações populares, seja por 

via oral ou tópica, as mais relatadas são como anti-inflamatório, cicatrizante e 

antimicrobiano (GOMES et al., 2007; VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002). Também são 

empregadas para doenças das vias urinárias, respiratórias, da pele, como cicatrizante 

de úlceras, antitumoral, anti-herpético, para cólicas menstruais, feridas uterinas e 

leucorreia, além de ser usados no tratamento de leishmaniose, paralisias, dores de 

cabeça e picada de cobra (VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002). A atividade anti-

inflamatória é a mais pesquisada no meio científico (BASILE et al., 1988; CARVALHO 

et al., 2005; GOMES et al., 2010; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007). 

Quanto as partes aéreas das copaíbas (Figura 1, B), existem poucos estudos 

com relação à composição química e suas atividades farmacológicas. Em estudos 

preliminares realizados no Laboratório de Farmacognosia da FCFRP-USP, observa-

se que a composição das partes aéreas difere muito do oleorresina, sendo constituído 

majoritariamente de compostos polares derivados da via do ácido chiquímico, 

incluindo flavonóides e derivados do ácido gálico (FURTADO et al., 2015; NOGUEIRA; 

FURTADO; BASTOS, 2015). 
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1.3 Fisiopatologia da úlcera gástrica 

A perda circunscrita de tecido da mucosa nas regiões do trato digestivo que 

estão em contato com o suco gástrico secretado no estômago é caracterizada como 

úlcera gástrica (CHANG; LEUNG, 2014; KVIETYS; YAQINUDDIN; AL KATTAN, 2014; 

RIBEIRO et al., 2016). Frequentemente é uma doença crônica, podendo persistir por 

até 20 anos, apresentando episódios de cura e reincidência(NAIK et al., 2007; SILVA; 

FILIPE; PINHO, 1990). É uma doença cada vez mais comum na população mundial 

atingindo cerca de 10% da população dos países industrializados (BLASER; CHYOU; 

NOMURA, 1995; GRAHAM, 2014; SVANES, 2000; THORSEN et al., 2013). 

Apresenta gênese multifatorial, dependente de alterações endógenas e de 

estímulos exógenos. Dentre os fatores exógenos, se destacam: 1) os anti-

inflamatórios não esteroidais (AINEs), que inibem a produção de PGs, com 

consequente aumento na liberação de ácido gástrico e diminuição da produção do 

muco citoprotetor, acarretando surgimento de lesões (TARNAWSKI; AHLUWALIA; 

JONES, 2013; WALLACE, 2008); 2) o álcool, que promove distúrbios na mucosa, 

como isquemia e geração de radicais livres, degranulação de mastócitos, inibição da 

produção de PGs e diminuição na produção do muco (HANSSON et al., 1996; 

MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009); 3) a infecção por Helicobacter pylori, que 

ocasiona uma resposta inflamatória persistente com liberação de citocinas, PGs e 

leucotrienos, em resposta à infecção (BLASER; CHYOU; NOMURA, 1995; DUNN; 

COHEN; BLASER, 1997); 4) a reação secundária a isquemia e reperfusão, que é 

dependente da geração de radicais de oxigênio e de resposta inflamatória (GRACE, 

1994; GRISHAM; GRANGER, 1988; MARD et al., 2015; OTAMIRI; SJÖDAHL, 1991). 

Os fatores endógenos compreendem doenças associadas ou alterações da 

mucosa provocadas por estresse que resultam na hipersecreção gástrica (MOJŽIŠ; 

HEGEDÜŠOVÁ; MIROSSAY, 2000; WALLACE, 2008). Neste contexto podemos 

destacar a síndrome de Zollinger-Ellison, caracterizada por tumor secretor do 

hormônio gastrina (gastrinoma), que causa hipersecreção de ácido gástrico (WILCOX; 

HIRSCHOWITZ, 2009). Já no estresse, o mecanismo sugerido é aumento da 

peroxidação lipídica das células epiteliais pelas espécies reativas de oxigênio (ROS) 

(OTAMIRI; SJÖDAHL, 1991) 

Independente do fator indutor, a úlcera gástrica é resultante do desequilíbrio 

entre a produção do ácido gástrico e os fatores de proteção produzidos pelas células 
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do trato gastrointestinal. O resultado é a necrose das células epiteliais e inflamação 

local, com migração de neutrófilos em resposta ao tecido lesado. Num primeiro 

momento, os neutrófilos atuam como agentes de defesa, protegendo o organismo de 

possíveis infecções sistêmicas. No entanto, as células secretam e liberam uma 

variedade de agentes químicos que contribuem para a lesão. Citocinas pró-

inflamatórias, como fator de necrose tumoral α (TNF-α) e interleucinas (IL-1β, IL-6) 

podem ser quantificadas na circulação como indicadores de inflamação durante a 

úlcera. Assim sendo, o clearance de neutrófilos do tecido gástrico é fator importante 

na restauração tecidual (KWIECIEŃ et al., 2004; WALLACE; MA, 2001; WALLACE, 

2008).  

A primeira linha de defesa endógena é a barreira de muco e bicarbonato, 

exercida pela mucosa gástrica e composta por um gel de muco, bicarbonato e 

fosfolipídios surfactantes. O muco desempenha papel estrutural importante na criação 

de uma camada que retém o bicarbonato secretado pelas células epiteliais, 

proporcionando um ambiente com pH próximo a neutralidade, atuando como uma 

barreira física contra a ação da pepsina e ácido clorídrico (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 (oxidação-redução) do interior das células impede 

os danos causados pelos radicais livres. Este ambiente redox é mantido pela ação de 

enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase (SOD), catalase e glutationa. 

Além disto, outros fatores podem acarretar o aumento da produção de ROS como, por 

exemplo, o processo inflamatório (KEMMERLY; KAUNITZ, 2013; OZBAYER et al., 

2014; YOSHIKAWA et al., 1993). Alterações no estado redox e depleção de 

antioxidantes pela exposição a agentes oxidantes levam ao estresse oxidativo 

(BAGCHI; BHAITACHARYA; STOHS, 1996; DEN HARTOG et al., 2016; KWIECIEŃ; 

BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002). 

Além da inibição do potencial oxidativo, as células epiteliais secretam 

prostaciclina (PGI2) e, principalmente, a prostaglandina E2 (PGE2), que são essenciais 

na manutenção da integridade gástrica e na proteção contra agentes ulcerosos. As 
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PGs inibem a liberação de ácido gástrico, aumentam o fluxo sanguíneo da mucosa, 

estimulam a produção de muco e bicarbonato, aceleram o reparo e a cicatrização 

tecidual (BRZOZOWSKI, 2003; WALLACE, 2008). Estes fatores favorecem a 

manutenção da integridade tecidual e a rede microcirculatória e, consequentemente a 

perfeita perfusão sanguínea. Em conjunto, contribuem para evitar o dano das 

camadas epiteliais mais profundas da mucosa (MOJŽIŠ; HEGEDÜŠOVÁ; 

MIROSSAY, 2000; WALLACE; MILLER, 2000; WALLACE, 2008). 

1.4 Fisiopatologia da dor e a inflamação 

O sistema sensorial é responsável pelo processamento dos estímulos 

provenientes do meio ambiente externo e interno do organismo, possuindo o papel de 

detectar e desencadear reações frente a estes. Dentro da evolução genética, as 

substâncias transdutoras especializaram este sistema, diferenciando o estímulo 

agressivo do inócuo, facilitando a condução nervosa e evitando situações 

desagradáveis, mantendo as funções fisiológicas e preservando a vida (KRAYCHETE; 

CALASANS; VALENTE, 2006; LEGRAIN et al., 2011; MILLER; WALLIS, 2010). 

Este sistema capacita o indivíduo à nocicepção e a dor. Em termos fisiológicos, 

há diferença entre nocicepção e dor. A nocicepção está relacionada com 

manifestações neurofisiológicas, geradas por um estímulo nocivo, enquanto que a dor 

envolve o estímulo potencialmente nocivo, possuindo conotação individual e é 

representada por experiências subjetivas, que incluem fatores afetivos, emocionais e 

sociais (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; MILLAN, 1999, 2002). 

Segundo a I.A.S.P. (International Association for the Study of Pain), a dor pode 

ser definida como sendo “experiência sensorial e emocional desagradável associada 

a um dano tecidual real ou potencial”, ou seja, uma sensação desagradável, criada 

por um estímulo nocivo ou não, que atinge o sistema nervoso central e periférico 

(BRUEHL et al., 1999; CARR; GOUDAS, 1999; JENSEN et al., 2011; LOESER; 

TREEDE, 2008). 

Já a inflamação é uma resposta proveniente de um estímulo primariamente 

doloroso, que envolve eventos celulares e bioquímicos de alta complexidade, 

incluindo o extravasamento de fluidos, ativação de receptores, migração celular, 

liberação de mediadores, sensibilização e ativação de receptores, lise e reparo celular. 

Neste caso, a transmissão dolorosa é um mecanismo dinâmico e envolve diversos 
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mediadores que interagem com as estruturas do sistema nervoso central e periférico 

em toda a sua extensão, desde os nociceptores até o córtex cerebral (BLACK, 2002; 

CARVALHO; LEMÔNICA, 1998; DENG; CHANG; LU, 2016; LEE, 2013; LILES; VAN 

VOORHIS, 1995; SHEFFIELD, 1990). 

A inflamação é uma reação frente a uma agressão local, ou seja, é a maneira 

como o organismo se defende de uma lesão tecidual causada por agentes físicos, 

químicos e/ou biológicos. Assim, a inflamação e a dor, tem função de alertar e reparar 

o tecido (ALESSANDRI et al., 2013; LIEW; MCINNES, 2001; LIEW, 2003; ORTEGA-

GÓMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013). 

O processo inflamatório se divide de acordo com o critério temporal, podendo 

ser aguda ou crônica. A inflamação aguda é de curta duração, (horas ou dias) 

caracterizada por vasodilatação arteriolar e venular, edema e migração de células, 

podendo ativar a cascata de coagulação (BLACK, 2002; MEDZHITOV, 2008; 

SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). A fase crônica da inflamação é sempre 

precedida da inflamação aguda, tem duração mais longa (semanas, meses ou anos), 

e se caracteriza por migração leucocitária e sinais de regeneração e reconstrução da 

matriz conjuntiva (ALESSANDRI et al., 2013; BLACK, 2002; MEDZHITOV, 2008).  

A dor inflamatória resulta basicamente da interação entre o tecido danificado e 

os neurônios sensoriais nociceptivos periféricos, através da participação de 

mediadores inflamatórios, como a histamina, a PGs, as interleucinas (IL), óxido nítrico 

(NO), em primeiro momento, e posteriormente com a manutenção da resposta 

inflamatória através da liberação de bradicinina, leucotrienos, substância P, 

componentes do sistema complemento, entre outros (BUENO et al., 1997; GRUBB, 

1998; GUIMARÃES et al., 2010; GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003; HIURA; 

NAKAGAWA, 2012; MILLAN, 1999; MOLLACE et al., 2005). 

Uma vez que a dor e a inflamação são processos biológicos nos quais muitos 

mediadores co-participam, alguns medicamentos analgésicos também exibem 

propriedade anti-inflamatória. O tratamento da dor e da inflamação deve seguir a sua 

etiologia, pois a resposta dos fármacos 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 MÉTODOS 

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 mês de junho de 2012, pelo Prof. Dr. Rodrigo Cassio Sola Veneziani, 

na Usina Santo Ângelo, situada no município de Pirajuba, Minas Gerais (19º 56.833’S 

48º 33.504’O). O material vegetal foi extraído com o consentimento do Diretor 

Agrícola, Pedro de Paula Guidi, do Diretor Industrial, José Manoel Gomes e dos 

responsáveis pelo Departamento de Meio Ambiente, Decriê Polastrine e Arthur Borges 

Jacob (Anexo I). Um exemplar foi submetido à análise botânica pelo Prof. Milton 

Groppo Junior do Herbário do Departamento de Botânica da Faculdade de Filosofia, 

Ciências e Letras de Ribeirão Preto, sendo depositada e registrada sob o número 

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 Pará, no distrito de Mosqueiro, no município de 

Belém, Pará (19º 56.833’S 48º 33.504’O). Um exemplar do material vegetal está 

depositado e registrado sob o número NID: 96/2012, sendo sua taxonomia validada 

pela botânica Dra. Silvane Tavares Rodrigues, da Empresa Brasileira de Pesquisas 

Agropecuárias, EMBRAPA, Belém, Pará. 

Todas as coletas foram realizadas sob a autorização para bioprospecção do 

SISBIO/IBAMA n. 35143-2 (Anexo II). 

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 diâmetro). As 

árvores possuem diâmetro acima de 30 cm, sendo que o orifício 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 orifício do tronco das árvores. 

As folhas coletadas foram separadas dos ramos e galhos, submetidas à 

secagem em estufa de ar quente e circulante a 40 °C, sendo posteriormente trituradas 

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

O pó obtido após moagem das folhas de C. oblongifolia (1000 g) foi submetido 

à maceração em solução hidroalcoólica 70%, seguida de percolação, por cinco vezes, 

a cada 48 horas. As soluções hidroalcoólicas foram filtradas, transferidas 

progressivamente para balões de fundo redondo e concentradas sob pressão 

reduzida com auxílio de evaporador rotativo e banho de aquecimento com 

temperatura de 40±5 ºC (Fisatom, modelo 801; Freiburg im Breisgau, Alemanha). 

Após a redução, utilizou-se liofilizador (Liotop, modelo K105, São Carlos, Brasil), para 

finalização do extrato, que foi transferido para frasco previamente pesado para a 

determinação do seu rendimento. Para obtenção do extrato das folhas de C. duckei, 

uma alíquota (300 g) do pó das folhas foi submetida ao mesmo processo descrito 

acima para a C. oblongifolia. 

4.1.2 Preparo das partições a partir do extrato bruto hidroalcoólico das folhas 

Parte do extrato hidroalcoólico (50 g) foi ressuspendido em 400 mL de solução 

de metanol e água, na proporção 9:1 e, em seguida, particionado com solventes de 

polaridades crescentes: n-hexano, diclometano, acetato de etila, n-butanol, obtendo-

se as respectivas frações orgânicas e aquosa (Figura 2). Cada fração foi concentrada 

em rotaevaporador, transferida para um frasco devidamente pesado e liofilizada, 

sendo posteriormente mantido em dessecador até o momento de sua utilização. A 

diferença gravimétrica foi calculada para a determinação dos rendimentos (%) das 

partições obtidas. 
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Figura 2. Fluxograma da partição líquido-líquido dos extratos hidroalcoólico das folhas das espécies 
de Copaifera spp.   
Fonte: a autora, editado em software "ChemBioDraw® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão 12.0, 

2007 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA). 
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4.2 Análises cromatográficas 

 

4.2.1 Análise da composição das oleorresinas de C. oblongifolia e C. duckei por 
CG-EM 

 

As oleorresinas de C. oblongifolia e C. duckei foram analisadas em um 

cromatógrafo de fase gasosa acoplado a um espectrômetro 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 µm) da marca 

Agilent® (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), empregando dois métodos (A 

e B) para a análise cromatográfica, diferenciando-se os métodos apenas na rampa de 

aquecimento: temperatura do forno de 60ºC; temperatura de injeção de 250ºC; modo 

de injeção Split (1:90); vasão na coluna de 1,30 mL/min; gás de arraste – nitrogênio 

(N2); rampa de aquecimento de 60 à 240ºC (método A) (ADAMS, 2007) e 60 à 300ºC 

(método B); taxa de aquecimento – 3ºC/min; fonte de ionização – Impacto eletrônico 

(EI). Através do tempo de retenção dos compostos observados nas amostras e dos 

alcanos de série homóloga (em A: C9 a C25 e, em B: C21 a C40), foi possível calcular 

o Índice de Retenção de  van Den Dool e Kratz (1963) para cada componente das 

oleorresinas, utilizado para se realizar a identificação desses componentes através da 

comparação dos espectros de massas obtidos com os disponíveis 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 Análise qualitativa (desreplicação) das oleorresinas, extratos e partições das 

folhas de C. oblongifolia e C. duckei  

 

Para o desenvolvimento dos métodos analíticos, em primeiro momento foi 

utilizado cromatógrafo da marca Water® (Waters Corporation, Milford, MA, USA), com 

sistema de bombas binário do modelo 1525, injetor automático do modelo 2707, 

detector de arranjo de diodos do modelo 2998 e controlador de temperatura. O sistema 

é acoplado a um computador contendo o software “Empower®" para sistema 
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operacional Windows (64 bits), versão 3.0, 2010 (Waters Corporation, Milford, MA, 

USA). 

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

em um cromatógrafo líquido de ultra alta eficiência 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 espectrômetro 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)”, versão 2.2, 2011 (Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). 

O método de ionização utilizado no espectrômetro de massas foi a ionização 

por electron-spray nas seguintes condições: voltagem do spray (modo positivo – 3,6 

kV; modo negativo 3,2 kV); temperatura do capilar (modo positivo – 300ºC; modo 

negativo – 320ºC).  O analisador utilizado foi do tipo Orbitrap® (Thermo Fischer 

Scientific, Waltham, MA, USA) (ZUBAREV; MAKAROV, 2013). 

O primeiro método foi desenvolvido para a análise das oleorresinas, extratos e 

frações hexânica e diclorometânica dos extratos. A análise utilizou coluna analítica 

Ascentis Express® C18 (Supelco, Sigma-Aldrich, Merck, Saint Louis, MO, USA) com 

100 mm de altura por 4,6 mm de diâmetro interno e tamanho das partículas de 2,7 

μm. O sistema de solventes escolhido para compor a fase móvel foi (A) ácido fórmico-

água 0,1:99,9 e (B) hidróxido de amônio-metanol-acetonitrila 0,1:89,9:10 no modo de 

eluição em gradiente (Tabela 1). A vazão foi de 0,5 mL/min e a temperatura mantida 

em 40ºC. 

 
Tabela 1. Gradiente de polaridade da fase móvel do método analítico desenvolvido. 

Tempo (minutos) 
Proporção de 

solventes 
Ascentis Express C18 (100 x 4,6 mm, 

2,7 μm) 
A (%) B (%) 

0 45 55 
15 3 97 
20 3 97 
25 45 55 
30 45 55 

(A) ácido fórmico-água 0,1:99,9 e (B) hidróxido de amônio-metanol-acetonitrila 0,1:89,9:10 
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Para a análise qualitativa do perfil dos componentes foram pesados 1 mg de 

cada amostra de oleorresinas, extratos das folhas e partições hexânica e 

diclorometânica de C. oblongifolia e C. duckei, e solubilizadas em metanol contendo 

40 µg/mL de cumarina como padrão interno, em metanol. 

A amostra foi filtrada em membrana com poros de 0,22 µm e analisada por 

CLAE-UV-DAD, e posteriormente analisada em UHPLC-(ESI)-HRMS. 

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

intercalada com as amostras, sob as mesmas condições, a fim de se obter os tempos 

de retenção relativos à cumarina, e assim utilizá-lo para a identificação de 

substâncias, por comparação dos tempos de retenção relativos e perfis de absorção 

no UV, e por massa exata, obtida pelo espectro de massa de alta resolução. 

Um segundo método foi desenvolvido em coluna analítica Synergi Polar-RP 

(Phenomenex, Torrance, CA, USA) com 100 mm de altura por 3,0 mm de diâmetro 

interno e tamanho das partículas de 2,5 μm. O sistema de solventes escolhido para 

compor a fase móvel foi (A) ácido fórmico-água 0,1:99,9 e (B) iso-propanol-metanol-

acetonitrila 0,5:4:6 no modo de eluição em gradiente (Tabela 2). A vazão foi de 0,68 

mL/min e a temperatura mantida em 25ºC. 

 
Tabela 2. Gradiente de polaridade da fase móvel do método analítico desenvolvido. 

Tempo (minutos) 
Proporção de 

solventes 
Coluna Synergi Polar-RP (100 x 3,0 

mm, 2,5 μm) 
A (%) B (%) 

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) ácido fórmico-água 0,1:99,9 e (B) iso-propanol-metanol-acetonitrila 0,5:4:6 

 

Para a análise qualitativa do perfil dos componentes foram pesados 1 mg de 

cada amostra de extratos das folhas e partições acetato de etila, butanólica e aquosa 

de C. oblongifolia e C. duckei, e solubilizadas em metanol contendo 40 µg/mL de ácido 

ferúlico como padrão interno em etanol 70%. A amostra foi transferida para microtubo, 

a qual foi particionada com 500 μL de hexano (clean-up). A fase inferior/aquosa foi 



62 

LEMOS, M. _______________________________________Materiais e Métodos 
filtrada em membrana com poros de 0,22 µm e analisada por CLAE-UV-DAD, e 

posteriormente analisada em UHPLC-(ESI)-HRMS. 

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

intercalada com as amostras, sob as mesmas condições, a fim de se obter os tempos 

de retenção relativos ao ácido ferúlico, e assim utilizá-lo para a identificação de 

substâncias, por comparação dos tempos de retenção relativos e perfis de absorção 

no UV, e por massa exata, obtida pelo espectro de massa de alta resolução. 

Os dados obtidos pelo UHPLC-(ESI)-HRMS foram convertidos em software 

MSConvert do pacote “ProteoWizard® para sistema operacional Windows (64 bits)”, 

versão 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 ionização, uma vez que o espectrômetro de massas utilizado realiza a aquisição 

simultânea de dados nos modos positivo e negativo. 

Após esta etapa, os dados foram processados no software “MZmine® para 

sistema operacional Windows (64 bits)”,versão 2.10, 2015 (Boston, MA, USA) 

(PLUSKAL et al., 2010), (um modo de ionização de cada vez) a fim de se realizar as 

seguintes etapas: 1) detecção dos picos, 2) filtro de picos, 3) construção dos 

cromatogramas, 4) deconvolução dos cromatogramas, 5) agrupamento de picos 

isotópicos, 6) alinhamento dos cromatogramas, 7) preenchimento de falhas nos 

cromatogramas e 8) busca por adutos. Dentre os parâmetros utilizados para o 

tratamento de dados no software MZmine, destacam-se: nível de ruído – 105; função 

para o formato do pico – Lorentziana extendida; altura mínima do pico – 5x105; e 

tolerância 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 áreas dos picos, tempo de retenção e massa exata para cada extrato 

analisado, sendo uma tabela para os dados obtidos no modo de aquisição positivo e 

outra para os dados do modo negativo. A desreplicação foi realizada com base nas 

fórmulas moleculares calculadas através da massa exata e do padrão de 

fragmentação obtidos para os componentes detectados nas oleorresinas e extratos 

das folhas de Copaifera spp.  

Para a identificação das substâncias foram utilizados os bancos de dados, 

Dictionary of Natural Products, disponível no endereço eletrônico: 

http://dnp.chemnetbase.com e KNApSAcK Family Databases, disponível no endereço 
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eletrônico: http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/top.html, além de informações 

disponíveis em trabalhos na literatura. 

 

4.3 Ensaios toxicológicos e farmacológicos 

 

4.3.1 Delineamento experimental 

 

Este estudo avaliou dos efeitos toxicológicos da oleorresina, do extrato das 

folhas ou de compostos isolados de C. oblongifolia ou C. duckei in vitro, sendo 

investigadas atividades citotóxicas em células não-tumorais (CHO-k1 e L929), bem 

como em células tumorais (AGS e THP-1), visando complementar os resultados 

obtidos na investigação da atividade gastroprotetora e anti-inflamatória. Experimentos 

in vivo foram conduzidos para a observação dos efeitos agudos e crônicos. 

Os experimentos de cultura celular e microbiológica foram realizados, em parte, 

no Laboratório de Fotoquimioproteção da Profa. Dra. Maria José Vieira Fonseca, da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, no Laboratório de 

Farmacologia do Prof. Dr. Thiago Mattar Cunha, da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto, e no exterior sob supervisão 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 Sanduíche no Exterior, 

da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (PDSE-CAPES 

Processo n. BEX 7277/14-8). 

Para avaliação do efeito da oleorresina e do extrato hidroalcoólico das folhas 

de Copaifera spp.  sobre a citoproteção e cicatrização gástrica, nocicepção e 

inflamação – aguda e crônica, foram sendo empregados diferentes protocolos de 

indução da lesão, com base nos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na 

gênese e fisiopatologia de cada distúrbio. As doses empregadas no screening são de 

30, 100 e 300 mg/kg da oleorresina e do extrato hidroalcoólico 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 

folhas de C. duckei não apresentaram resultados satisfatórios nos modelos de 

nocicepção e inflamação. Sendo assim, como a oleorresina de C. duckei e seu 

composto majoritário, o ácido poliáltico apresentaram resultados preliminares mais 

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

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

4.3.2 Manutenção das linhagens celulares 

As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de câmara de 

fluxo laminar vertical (Maxisafe 2020, Câmara de Segurança Biológica Classe II, 

Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) e mantidas em incubadora de CO2 a 

37°C com atmosfera de 5% de CO2 (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 

subcutâneo; 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 gástrico) 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, monócitos de sangue periférico de leucemia monocítica 

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, macrófago 

proveniente de tumor de Abelson induzido por vírus, geneticamente modificado 

chamada de RAW-Luc, que expressa o gene repórter luciferase em resposta a 

expressão de NF-κB (pNF-κB-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 cm2 com volume de 50 mL ou de 75 

cm2 com volume de 250 mL, e os meios foram suplementados com 10% de SFB, 1% 

de antibiótico (penicilina/estreptomicina/anfotericina B – PSA), e 1% de L-glutamina, 

sendo a manutenção foi realizada antes que as células atingissem a confluência. O 

crescimento das linhagens foi acompanhado diariamente por microscópio de inversão 

(Leica DM IL Inverted Microscope, Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, USA). 

Para a manutenção 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 às células em suspensão para inibição da tripsina. Parte das células foi 
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removida da garrafa e o volume preenchido com meio suplementado (passagem). 

Para manutenção de células fez-se apenas a substituição do meio de cultura, 

adicionando-se cerca de 200 µL da suspensão celular. O restante desta suspensão 

foi utilizada nos experimentos descritos a seguir. 

4.3.3 Animais 

Para realização dos experimentos toxicológicos in vivo foram utilizados animais 

Hamster chinês (Mesocricetus auratus) machos e fêmeas, (95±5g), camundongos 

Balb/C e C57BL06 (Mus musculus) machos (20±5g) provenientes do Biotério Central 

da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – FCFRP-USPP.  Os 

experimentos de Open field e Rota-rod foram realizados no Laboratório de 

Farmacologia do Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas da 

Universidade do Vale do Itajaí, sob supervisão da professora Dra. Márcia Maria de 

Souza. Foram utilizados animais Swiss (Mus musculus) machos (25±5g) provenientes 

do Biotério Central da Universidade do Vale do Itajaí - UNIVALI.  

O experimento de atividade in vitro sobre a bomba de bomba H+, K+-ATPase 

foi realizado no Laboratório de Farmacologia do Programa de Pós-Graduação em 

Ciências Farmacêuticas da Universidade do Vale do Itajaí, sob supervisão do 

professor Dr. Sérgio Faloni de Andrade. Foram utilizados os estômagos isolados de 

coelhos albino da Nova Zelândia (Oryctolagus cuniculus) machos (2,5±0,3kg) 

provenientes do Biotério Central da Universidade do Vale do Itajaí - UNIVALI.  

Os Hamster e camundongos foram mantidos em caixas de polipropileno, com 

dimensões de 49Cx34Lx16Acm, e os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais, 

com dimensões de 80Cx50Lx35Acm, em salas com controle de temperatura (20-24 

ºC), umidade natural (40-60%) e ciclos controlados (claro/escuro 12 horas cada), 

tendo ração e água ad libitum. Todos os experimentos foram realizados de acordo 

com os Princípios Éticos de Experimentação Animal recomendados pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal, bem como de acordo com a legislação brasileira 

vigente de 2012 à 2016 (BRASIL, 2008, 2014; CONCEA, 2015; SBCAL/COBEA, 

2010). Os protocolos foram aprovados pelo Conselho de Ética e Pesquisa no Uso de 

Animais da Universidade de São Paulo, do Campus de Ribeirão Preto (Protocolo 

n.12.1.1018.53.5; Anexo III). Nos experimentos de indução de úlcera, os animais 

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

jejum máximo de oito horas.  

4.4 Avaliação da atividade toxicológica 

4.4.1 Citotoxidade em linhagem celular imortalizada CHO-k1 e L929 

Alíquotas de 200 µL/poço da suspensão celular contendo 5 x 104 células/mL 

foram acondicionadas em placas de 96 poços. Após vinte e quatro horas, as células 

foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei 

nas concentrações de 3, 10, 30, 100 e 300 µg/poço, e os controles positivos com as 

substâncias paclitaxel e camptotecina, nas concentrações de 1, 5, 10, 50 e 100 

nM/poço, celecoxib e indometacina, nas concentrações de 1, 5, 10, 50 e 100 µM/poço, 

além do controle do solvente (DMSO 2%) e o controle negativo (meio). Após os 

tratamentos, as placas foram incubadas a 37 ºC, 5% de CO2 durante 24 h, 72h e 120h. 

Após os tempos de incubação, as placas foram avaliadas quanto à viabilidade celular 

através do teste por fosfatase ácida (MARTIN; CLYNES, 1991, 1993). As placas foram 

lavadas com 100 µL de PBS, sendo posteriormente incubadas por 1 h a 37 ºC, 5% de 

CO2 com uma solução de 4-nitrofenil dissódico hexa-hidrato de fosfato, na 

concentração de 0,0027 g/mL em 0,1 M de acetato de sódio, 0,1% de Triton X-1 00, 

pH 5,5. Após a etapa de incubação adicionou-se 50 µL de NaOH a 1 M para 

interromper a reação. A absorvância 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 Equação 1: 

 

ܥܸ% ൌ 	
ሺ̅ܣݔ௧௥௔௧௔ௗ௢	 െ 	 ௕௥௔௡௖௢ܵܤܣݔ̅

௡௘௚௔௧௜௩௢	௖௢௡௧௥௢௟௘ܣݔ̅
 

 

Equação 1. Fórmula para cálculo da porcentagem da viabilidade celular. Legenda: ̅ܵܤܣݔ௧௥௔௧௔ௗ௢= média 
da absorvância do grupo tratado; ̅ܵܤܣݔ௕௥௔௡௖௢: média da absorvância do branco; 
 .௡௘௚௔௧௜௩௢:média da absorvância do controle negativo	௖௢௡௧௥௢௟௘ܵܤܣݔ̅

 

Após o cálculo da viabilidade celular, as concentrações citotóxicas (CC) de 

20%, 50% e 80% foram determinadas através de regressão sigmoidal usando dados 

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

“OriginPro® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão 9.1, 2013  

(OriginLab, Northampton, MA, USA). 

4.4.2 Avaliação da toxicidade aguda dose única in vivo – 14 dias e avaliação 

da toxicidade sub-crônica doses repetidas in vivo – 90 dias 

A avaliação da toxicidade aguda e subcrônica 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 laboratório, bem estar e biossegurança na experimentação 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 Ciência em Animais de Laboratório 

(SBCAL/COBEA, 2010). 

Os animais machos e fêmeas (n=5) foram mantidos em jejum de oito horas. 

Após esse período administraram-se as doses de 2000 mg/kg da oleorresina, dos 

extratos e ácido poliáltico das C. oblongifolia e C. duckei para o teste agudo. Após 

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 subcrônica foram 

administradas doses diárias de 1, 10 e 100 mg/kg da oleorresina de C. duckei. Nos 

grupos controle negativo foram administrados o veículo (cremofor 5%, 0,1 mg/kg). 

Após a administração, observaram-se os animais individualmente, nos períodos de 10 

min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 12 h e 24 h, e, a partir de então, periodicamente ao dia, 

até o 14° dia, para o teste agudo e até o 90° dia, para o estudo subcrônico. A cada 

dia, os animais foram monitorados quanto ao peso e consumo de ração e água. 

As observações das alterações comportamentais sistemáticas foram realizadas 

de acordo com o “screening” hipocrático: atividade geral, frêmito vocal, irritabilidade, 

resposta ao toque, resposta aperto cauda, contorção, posição do trem posterior, 

reflexo, tônus do corpo, força para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, 

tremores, convulsões, straub, hipnose, anestesia, lacrimação, ptose, micção, 

defecação, piloereção, hipotermia, respiração, 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 (solução na dose de 10 e 100 mL/kg, de cada anestésico respectivamente) 

para a coleta do sangue através de punção cardíaca e posterior análise hematológica 

e bioquímica. Em seguida, foi realizada a autópsia para análise macroscópica dos 

órgãos, sendo observados o tamanho, posição, forma, e cor dos órgãos internos em 

busca de alterações em sua integridade. As análises hematológicas e bioquímicas 

foram feitas no laboratório de Serviço de Análises Clínicas (SAC) da FCFRP-USPP.  

Para as análises hematológicas utilizou-se analisador de multi-parâmetros 

hematológico automatizado Cell Dyn 3700SL (Abbott, Chicago, IL, EUA), operado pela 

farmacêutica Dra. Claudia Helena Perone e pela biomédica Dra. Ana Paula Zueli 

Barião, obtendo-se os seguintes parâmetros: número total de hemácias (RBC) 

hematócrito (HCT), hemoglobina (HGB), hemoglobina corpuscular média (HCM), 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), Red cell distribution 

(RDW), número total de leucócitos (WBC), neutrófilos (NEU), linfócitos (LIN), 

monócitos (MONO), eosinófilos (EOS), basófilos (BASO), número total de plaquetas 

(PLT) e volume plaquetário médio (VPM). 

Para as análises bioquímicas utilizou-se auto-analisador bioquímico de acesso 

randômico CT 600i (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA), operado pela 

farmacêutica Dra. Luisa Helena Dias Costa e pela biomédica Dra. Luciana Prado 

Turim do Nascimento. Foram analisados os seguintes parâmetros bioquímicos: 

glicose, colesterol total, triglicerídeos, creatinina, uréia, alanina aminotransferase 

(ALT), aspartato aminotransferase (AST), gamma-glutamiltransferase (gamma-GT).  

Os órgãos foram pesados e os que apresentaram alterações quanto à forma, 

coloração e peso foram preservados em formalina tamponada para a preparação de 

cortes histológicos. As amostras foram submetidas à técnica histológica clássica, 

sendo os blocos cortados em 4 µm de espessura em micrótomo de maneira semi-

seriada, onde foi coletado todo o corte múltiplo de 10. As lâminas cortadas foram 

submetidas à coloração de hematoxilina e eosina (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983; 

JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Todos os procedimentos histológicos foram 

terceirizados e realizados no Laboratório Histocell (São Paulo – SP), sob 

responsabilidade técnica do biólogo Leandro Pereira Braga. 
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4.5 Avaliação da atividade gastroprotetora  

4.5.1 Avaliação da atividade gastroprotetora in vitro 

a) Citotoxidade em linhagem celular imortalizada AGS 

Alíquotas de 200 µL/poço da suspensão celular contendo 5 x 104 células/mL 

foram acondicionadas em placas de 96 poços. Após vinte e quatro horas, as células 

foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei 

nas concentrações de 3, 10, 300, 100 e 300 µg/poço, ácido gálico, ácido quínico e 16 

ácidos galoilquínicos nas concentrações de 0,3, 1, 3, 10 e 30 µg/poço e os controles 

positivos com as substâncias paclitaxel e camptotecina, nas concentrações de 1, 5, 

10, 50 e 100 nM/poço, celecoxib e indometacina, nas concentrações de 1, 5, 10, 50 e 

100 µM/poço, além do controle do solvente (DMSO 2%) e o controle negativo (meio). 

Após os tratamentos, as placas foram incubadas a 37 ºC, 5% de CO2 durante 24 h, 

72h e 120h. Após os tempos de incubação, as placas foram avaliadas quanto à 

viabilidade celular através do teste por fosfatase ácida (MARTIN; CLYNES, 1991, 

1993). As placas foram lavadas com 100 µL de PBS, sendo posteriormente incubadas 

por 1 h a 37 ºC, 5% de CO2 com uma solução de 4-nitrofenil dissódico hexa-hidrato 

de fosfato, na concentração de 0,0027 g/mL em 0,1 M de acetato de sódio, 0,1% de 

Triton X-1 00, pH 5,5. Após a etapa de incubação adicionou-se 50 µL de NaOH a 1 M 

para interromper a reação. A absorvância 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 Equação 2.  

Após o cálculo da viabilidade celular, as concentrações citotóxicas (CC) de 

20%, 50% e 80% foram determinadas através de regressão sigmoidal usando dados 

da média de três poços para cada replicata, sendo o ensaio realizado em três 

replicatas em dias e idades celulares (passagens) diferentes, através do software 

“OriginPro® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão 9.1, 2013  

(OriginLab, Northampton, MA, USA). 

b) Determinação de morte celular por iodeto de propídio em linhagem celular 

imortalizada AGS 

Alíquotas de 600 µL/poço da suspensão celular contendo 50 x 104 células/mL 

foram acondicionadas em placas de 24 poços. Após 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 concentrações de 30 e 100 µg/poço, os controles positivos com as substâncias 

paclitaxel e camptotecina, nas concentrações de 10 e 50 nM/poço. Após os 

tratamentos, as placas foram incubadas a 37 ºC, 5% de CO2 durante 24 h, 72h e 120h.  

A morte celular foi determinada por iodeto de propídio em citometria de fluxo 

(BD Accuri C6 BD Biosciences, East Rutherford, NJ, EUA) (PICK et al., 2004), 

utilizando-se os software “BD AccuriTM C6 Software para sistema operacional 

Windows (64 bits)”, versão 1.0.264.21, 2011 (Franklin Lakes, NJ, EUA), e o software 

“FlowJo® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão 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 

Alíquotas de 600 µL/poço da suspensão celular contendo 50 x 104 células/mL 

foram acondicionadas em placas de 24 poços. Após vinte e quatro horas, com o auxílio 

de uma ponteira 0-200 µL 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): 

 

 
Figura 3. Representação esquemática do experimento de Scratch wound para o estudo do 
comportamento da migração celular. 

Fonte: adaptado de VEDULA et al. (2013) 

 

Após este procedimento, os poços foram lavados com tampão fosfato-salino 

(phosphate buffered saline - PBS) para remoção das células deslocadas. O meio foi 

substituído e as células foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. 

oblongifolia ou C. duckei nas concentrações de 30 e 100 µg/poço. Em microscópio de 

inversão (Leica DM IL Inverted Microscope, Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, 

IL, USA), acoplado a câmera foram obtidas imagens nos tempos 0, 3, 6, 12, 24 e 48h 

após o scratch. Com o uso do cc onde foram medidas as distâncias (µm). Os 
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resultados foram analisados pelo software “GraphPad Prism® para sistema 

operacional Windows (64 bits), versão 5.0, 2007 (GraphPad Software, San Diego, CA, 

USA), e expressos em porcentagem de migração. 

É importante ressaltar que antes do plaqueamento das células, foi realizada 

uma marcação central no fundo da placa utilizando um marcador permanente com o 

objetivo de padronizar o local do scratch e o local da obtenção das imagens, com 

finalidade de diminuir o erro. 

4.5.2 Avaliação da atividade gastroproterora sob úlceras agudas 

a) Modelos de úlceras agudas induzidas por etanol/HCl  

Este modelo é um dos mais utilizados no screening para investigação da 

atividade gastroprotetora (MIZUI; DOTEUCHI, 1983). Os animais (n=6) foram pré-

tratados por v.o. com omeprazol 30 mg/kg (controle positivo), veículo (controle 

negativo, solução 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 após os tratamentos, os animais receberam uma solução 

contento EtOH/HCl 0,03 M (0,1 mL/10 g de peso do animal, v.o.) e, uma hora após a 

administração do agente lesivo, os mesmos foram sacrificados por deslocamento 

cervical. Para a análise estatística, os estômagos foram retirados e abertos ao longo 

da curvatura maior, sendo histologicamente preparados entre placas de vidro para a 

obtenção das imagens digitalizadas. As imagens obtidas foram analisadas pelo 

software “ImageJ® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão 1.50i (2016) 

(U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) (ABRÀMOFF; MAGALHÃES; 

RAM, 2004; RASBAND, 2016; SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012), a fim de 

determinar a área total de lesão em mm2 e porcentagem de área lesada. O índice de 

cura foi calculado em relação à área de lesão através da Equação 2: 

 

ܥܫ ൌ 100 െ	൬
௧௥௔௧௔ௗ௢ܮܣ% 	ൈ 100
௖௢௡௧௥௢௟௘ܮܣ%ݔ̅

൰ 

 

Equação 2. Fórmula para determinação do índice de cura. Legenda: %ܮܣ௧௥௔௧௔ௗ௢: Porcentagem de área 
lesada do grupo tratado; ̅ܮܣ%ݔ௖௢௡௧௥௢௟௘: Média da porcentagem de área lesada do grupo controle 
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Também foram testadas no modelo de úlceras por EtOH/HCl as frações do 

extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na dose 100 mg/kg, e os compostos 

isolados ácido ent-agático, ácido caurenoico, ácido poliáltico, afzelina, α-humuleno, β-

cariofileno, canferol, óxido de cariofileno, quercetina, quercitrina, ácido 5’-O-metil-3-

O-galoilquínico, ácido 3,4-di-O-galoilquínico, ácido 3,5-di-O-galoilquínico, ácido 4,5-

di-O-galoilquínico, ácido 5’’-O-metil-3,4-di-O-galoilquínico, ácido 5’-O-metil-3,4-di-O-

galoilquínico, ácido 5’’-O-metil-3,5-di-O-galoilquínico, ácido 5’-O-metil-3,5-di-O-

galoilquínico, ácido 5’-O-metil-4,5-di-O-galoilquínico, ácido 5’’-O-metil-4,5-di-O-

galoilquínico, ácido 5’,5’’-di-O-metil-3,4-di-O-galoilquínico, ácido 3,4,5-tri-O-

galoilquínico, ácido 5’,5’’-di-O-metil-3,5-di-O-galoilquínico, ácido 5’’-O-metil-3,4,5-tri-

O-galoilquínico, ácido 5’,5’’-di-O-metil-4,5-di-O-galoilquínico, e ácido 5’,5’’,5’’’-tri-O-

metil-3,4,5-tri-O-galoilquínico, na dose de 30 mg/kg. 

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

O método utilizado foi primeiramente descrito por Rainsford e Whitehouse 

(1980), com algumas modificações. Os animais (n=6) foram pré-tratados por v.o. com 

ranitidina 100 mg/kg (controle positivo), veículo (controle negativo, solução 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 

após os tratamentos, os animais receberam uma solução de indometacina 100mg/kg 

de peso do animal por v.o., preparada em solução carbonato de sódio a 5%, em pH 

7,4, e 12 horas após a administração do agente lesivo, os mesmos foram mortos por 

deslocamento cervical. Os estômagos foram processados para a obtenção da imagem 

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

4.5.3 Avaliação da atividade gastroproterora sob úlceras crônicas 

a) Modelos de úlceras crônicas induzidas por ácido acético  

Antes da indução da úlcera, os camundongos passaram por um período de 

adaptação contra o estresse causado pela sua manipulação e administração dos 

tratamentos. Submeteu-se os animais à restrição alimentar por 1 hora diária (16:00 às 

17:00), sendo a água mantida ad libitum. Após esse período, foi administrado aos 

animais 0,1 mL/10 g (peso de animal) de água destilada durante três dias. Após a 
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adaptação, os animais foram submetidos a um jejum prévio de 12 h, para posterior 

procedimento cirúrgico. Estes, foram anestesiados com uma mistura anestésica de 

xilazina e cetamina (10 mg e 100 mg/kg de peso animal) e submetidos a uma incisão 

longitudinal abaixo ao processo apófise xifóide. Após a exposição do estômago, foi 

injetado na camada subserosa da parede externa do estômago 20 µL de solução de 

ácido acético 20%. Um grupo normal foi injetado 20 μL de salina (naïve). O local foi 

pressionado por 30 segundos para evitar o extravasamento do líquido injetado e 

lavado delicadamente com salina, para evitar aderência aos demais órgãos, sendo a 

parede abdominal posteriormente suturada (TAKAGI; OKABE; SAZIKI, 1969). O 

antiséptico iodopovidina foi aplicado no local da sutura para melhorar o processo de 

cicatrização. Dois dias após de recuperação dos animais, iniciou-se o tratamento, no 

qual os animais operados com a administração do ácido acético e foram divididos em 

diferentes grupos (n=6), classificados de acordo com o seu tratamento ranitidina 100 

mg/kg (controle positivo), veículo (controle negativo, solução 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 determinação da dose administrada 

por via oral. Ao final do período de tratamento (7 dias), os animais foram mortos, e os 

estômagos 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)”, versão 1.50i (2016) (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, 

MD, USA) (ABRÀMOFF; MAGALHÃES; RAM, 2004; RASBAND, 2016; SCHNEIDER; 

RASBAND; ELICEIRI, 2012), a fim de determinar-se se houve regressão da lesão nos 

tratamentos quando comparados com o controle, sendo realizada a determinação da 

quantidade total de área lesada (mm2), quantidade relativa de área lesada (%), e 

índice de cura (IC %), calculado de acordo com a Equação 4: 

 

ܥܫ ൌ 100 െ	൬
௧௥௔௧௔ௗ௢ܮܣ% 	ൈ 100
௖௢௡௧௥௢௟௘ܮܣ%ݔ̅

൰ 

 

Equação 3. Fórmula para determinação do índice de cura. Legenda: %ܮܣ௧௥௔௧௔ௗ௢: Porcentagem de área 
lesada do grupo tratado; ̅ܮܣ%ݔ௖௢௡௧௥௢௟௘: Média da porcentagem de área lesada do grupo controle 
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Além de analisar as úlceras crônicas de forma macroscópica foram analisados 

os aspectos histológicos envolvidos. As amostras foram submetidas à técnica 

histológica clássica, onde os blocos foram cortados em 4 µm de espessura em 

micrótomo de maneira semi-seriada, onde foi coletado todo o corte múltiplo de 10. As 

lâminas cortadas foram submetidas à coloração de hematoxilina e eosina 

(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A análise 

morfométrica foi determinada através do método descrito por Ishihara e Ito (2002) com 

algumas modificações. A média em 10 campos diferentes da distância entre a camada 

submuscular da mucosa até o lúmen do estômago foi determinada em microscópico 

óptico e em software ImageJ®, para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão 

1.50i (2016) (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) (ABRÀMOFF; 

MAGALHÃES; RAM, 2004; RASBAND, 2016; SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 

2012), para a análise das imagens. Durante a determinação da distância, cada corte 

recebeu uma classificação, baseada nos critérios de análise histológica, realizada de 

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

 

0: mucosa normal; 

1: dano em célula epitelial; 

2: rompimento glandular, vasoconstrição ou edema em mucosa superior; 

3: rompimento de mucosa, vasoconstrição ou edema em mucosa mediana; 

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

 

A moda (o valor de maior repetição) para cada grupo foi considerada como o 

índice de úlcera histológico. Todos os procedimentos histológicos foram terceirizados 

e realizados no Laboratório Histocell (São Paulo – SP), sob responsabilidade técnica 

do biólogo Leandro Pereira Braga. 

4.5.4 Avaliação da atividade sobre a secreção gástrica 

a) Modelo de avaliação da secreção gástrica e doseamento de muco gástrico 

(ligadura de piloro) 

Os animais foram submetidos a um jejum prévio de 12 h, e após esse período, 

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 incisão longitudinal abaixo ao processo 

apófise xifoide (SHAY et al., 1945; SUN; MATSUMOTO; YAMADA, 1991). Após a 

exposição do estômago, a válvula pilórica 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), veículo (controle negativo, solução 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 incisões foram suturadas, e quatro horas após a 

cirurgia, os animais foram mortos por deslocamento cervical. As incisões foram 

reabertas e após o pinçamento da válvula cárdia (para evitar a perda do conteúdo 

gástrico), o estômago foi retirado para determinação do conteúdo estomacal, pH, 

concentração de íons hidrogênio e quantidade de muco aderido a mucosa. 

Após a determinação do volume, foram adicionados 5 mL de água destilada à 

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 solução de hidróxido de sódio a 0,01 N, para a determinação da acidez 

titulável, utilizando-se fenolftaleína como indicador. Os resultados foram expressos 

em mL (volume), pH e mEq/L/4h (concentração de íons hidrogênio). 

Ao tecido estomacal foram adicionados 7 mL de solução de Alcian Blue (Alcian 

Blue 0,02%, sacarose 0,16 M, acetato de sódio 0,05 M; pH 5,8 a 20 ºC) por 24 horas. 

Após este período, 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 

equação da curva padrão de solução de Alcian Blue (6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 

µg/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 

(g). 
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4.5.5 Atividade anti-Helicobacter pylori 

a) Preparo do inóculo 

A suspensão bacteriana de Helicobacter pylori (ATCC® 43504) foi doada pela 

Fundação 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 suspensão bacteriana foi feita utilizando-se salina (NaCl 0,9%) até 

obtenção de turvação equivalente a escala 0,5 de McFarland (contendo 

aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL). Verificou-se em leitura espectrofotométrica (625 

nm) para confirmação da concentração de micro-organismos (ABS = 0,100 a 0,110). 

Em 9 mL de salina foi adicionado 1 mL da solução anterior (1,5 x 107 UFC/mL). Após 

agitação, retirou-se 2 mL e misturar com 10 mL de TSB suplementado com 10% de 

SFB, obtendo-se uma suspensão de 2,5 x 106 UFC/mL, a qual foi utilizada nos 

ensaios. 

b) Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Bactericida Mínima (CBM) 

A CIM foi determinada pela técnica de diluição em microplacas (96 poços) 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 aeróbicas e o seu suplemento M100-S16 (CLSI, 2006b), para as 

bactérias fastidiosas, com modificações. 

Os poços das microplacas foram preenchidos com 100 μL de TSB 

suplementado a 10% de soro fetal bovino (SFB). Em seguida, foram acrescentados 

100 μL das soluções das oleorresinas, dos extratos e frações das Copaifera spp. e 

realizada a diluição seriada de 400 a 0,195 μg/mL. A cada poço adicionaram-se 80 µL 

de TSB suplementado a 10% de SFB para ajustar o volume. Adicionaram-se 20 μL da 

suspensão da bactéria na concentração de 2,5 x 106 UFC/mL, obtendo-se uma 

concentração final de 2,5 x 105 UFC/mL (2,5 x 105 UFC por poço). O antibiótico padrão 

utilizado foi a claritromicina na concentração inicial de 5 µg/mL até 0,0195 µg/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 37ºC em por 72 horas sob 

condição de microaerofilia. Após o período de incubação foram retiradas alíquotas de 

2 µL de cada poço e semeadas em placas de cultura contendo meio TSA 

suplementado com 5% de sangue de carneiro para determinação da concentração 

bactericida mínima (CBM). 

Para avaliar a atividade anti-H. pylori foram considerados como CIM a menor 

concentração da oleorresina, dos extratos e frações capazes de inibir visualmente o 

crescimento bacteriano, sendo de alta atividade as CIMs menores que 64 μg, com 

moderada atividade as CIMs com faixa de 65 a 500 μg, com pouca atividade as CIMs 

de 500 a 1000 μg e sem atividade os extratos com CIMs maiores que 1000 μg 

(HACHEM et al., 1996). Foram consideradas como CBM as menores concentrações 

capazes de inibir definitivamente o crescimento bacteriano após incubação nas placas 

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

c) Revelação do CIM com resazurina 

Após 72 horas de incubação as placas foram retiradas da estufa, e 

adicionaram-se 20 µL da solução de resazurina na concentração de 0,02%. Foram 

considerados positivos os poços que apresentaram mudança de coloração de azul 

para rosa, indicando assim a presença de crescimento bacteriano. A menor 

concentração onde não se observou a mudança de coloração foi considerada como a 

concentração para CIM. 

d) Modelos de úlceras crônicas induzidas por ácido acético com co-infecção por 

Helicobacter pylori 

Os animais foram submetidos à indução de úlceras crônicas por ácido acético 

conforme descrito no item 4.5.3, subitem a. Após dois dias de recuperação dos 

animais, a infecção dos animais administrando-se a bactéria Helicobacter pylori 

(ATCC® 43504) (KONTUREK et al., 1999; SOUZA et al., 2009). A H. pylori (1 mL na 

concentração de 9×108 UFC/mL, em caldo TSB suplementado com 10% de SFB) foi 

administrada pela manhã e os tratamentos no final da tarde, a saber: claritromicina 

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

mg/kg) e extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia (300 mg/kg). Para a 

confirmação da infecção bacteriana no animal foi utilizado o teste de urease, Uretest® 

(RenyLab®, Barbacena, MG, BRA) (MAZZOLENI et al., 2011), no qual, em presença 

da bactéria, o reagente de coloração amarela torna-se rosa. Além disso, os estômagos 

foram digitalizados para a análise macroscópica da lesão, conforme descrito no item 

4.5.3, subitem a. 

4.5.6 Mecanismos de ação gastroprotetora antioxidante in vitro  

A atividade antioxidante será avaliada por diferentes métodos que simulam a 

formação de ROS. A atividade antioxidante será expressa pela porcentagem de 

inibição versus a concentração da amostra no meio reacional, sendo a porcentagem 

de inibição determinada pela Equação 4: 

 

ܫ% ൌ 100 െ	
௔௠௢௦௧௥௔ܣ 	ൈ 100
௣௢௦௜௧௜௩௢	௖௢௡௧௥௢௟௘ܣ

 

 

Equação 4. Fórmula para determinação da porcentagem de inibição da atividade antioxidante. 
Legenda: ܣ௔௠௢௦௧௥௔: Absorvância da amostra, nos métodos espectrofotométricos, ou a área sob a curva 
(ASC) da amostra nos métodos quimioluminescentes;ܣ௖௢௡௧௥௢௟௘	௣௢௦௜௧௜௩௢: Absorvância do controle positivo 
nos métodos espectrofotométricos, ou a área sob a curva (ASC) do controle positivo nos métodos 
quimioluminescentes 
 

Desta forma foi possível obter uma curva dose-resposta, assim como estimar a 

concentração efetiva inibe o processo oxidativo em 50% (EC50) utilizando uma curva 

hiperbólica. A determinação do CE50 é um parâmetro muito utilizado para medir a 

atividade antioxidante (PAREJO et al., 2000) sendo que quanto menor o CE50 maior 

é a atividade antioxidante. 

a) Determinação da atividade doadora de H• ao radical DPPH• 

A atividade antioxidante foi avaliada pela diminuição da absorvância da solução 

metanólica do radical DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). O método do DPPH• é 

baseado na redução do radical DPPH• a DPPH-H que leva a alteração colorimétrica 

(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Moléculas doadoras de íons 

hidrogênio (H•), como por exemplo, os polifenóis são capazes de diminuir a 
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absorvância das amostras (BLOIS, 1958). Preparou-se uma solução de DPPH• na 

concentração de 0,06 mM. A curva de DPPH• (60 μM) foi realizada nas concentrações 

de 10 a 50 μM, em espectrofotômetro a 515 nm. O metanol foi utilizado como branco. 

As leituras foram realizadas em triplicata e os dados plotados em DPPH• (μM) x ABS, 

com equação da curva para cálculo da CE50. 

Dissolveram-se as amostras na concentração de 1 a 2 mg/mL para a realização 

da curva para as amostras (5 pontos, ajustadas de acordo com cada amostra). Em 

tubos de ensaio, adicionaram-se 50 μL da amostra e 500 μL de solução metanólica 

de DPPH• (60 μM). Aguardaram-se 30 min para a reação. As leituras foram realizadas 

em espectrofotômetro a 515 nm, em triplicata. A variação da absorvância, 

proporcionada pelas amostras, foi comparada à absorvância do controle positivo 

(apenas DPPH•), que corresponde à absorvância máxima (100%). 

b) Determinação da atividade antioxidante sobre a enzima xantina oxidase 

(XOD) por quimioluminescência com oxidação do luminol 

Este ensaio baseia-se na medição da quimioluminescência gerada no sistema 

xantina/xantina oxidase (XOD)/luminol. Nesse sistema, a enzima xantina oxidase 

(XOD), na presença de oxigênio, reage com seu substrato xantina, produzindo ácido 

úrico e o radical superóxido, que oxida o luminol, que se rearranja passando para seu 

estado de excitação (SANTOS; SANTOS, 1993). A luz emitida pelo luminol, ao voltar 

para seu estado basal, é detectada pelo luminômetro, e a quantidade de luz emitida 

pelo luminol é proporcional à quantidade de ânions superóxido produzida pela enzima 

xantina oxidase. Substâncias que possuem a capacidade de sequestrar os radicais 

superóxidos formados provocam a diminuição da luminescência, tornando possível a 

quantificação de tais substâncias antioxidantes por esse sistema. 

As amostras foram preparadas na concentração de 1 a 2 mg/mL (5 pontos, 

ajustadas de acordo com cada amostra). Em tubos de ensaio, pipetaram-se 400 μL 

de tampão glicina, 150 μL de xantina, 10 μL da amostra, 10 μL de luminol e 100 μL de 

xatina oxidase. Agitou-se rapidamente e realizou-se a leitura no luminômetro 

AutoLumat® LB 953 Multi-Tube Luminometer (Berthold Technologies Measurement 

Systems, Oak Ridge, TN, USA). O tampão glicina foi utilizado como branco e as 

leituras foram realizadas em triplicata.  
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c) Determinação da atividade inibidora da peroxidação lipídica em gema de ovo 

O ensaio para a avaliação da atividade inibidora da peroxidação lipídica in vitro 

foi realizado através da determinação do conteúdo de substâncias reativas com o 

ácido tiobarbitúrico (TBARS), utilizando a gema de ovo como substrato lipídico 

(COSTA et al., 2012; GUIMARÃES et al., 2010; HAZZIT et al., 2009; SILVA et al., 

2007). 

A medida da inibição da peroxidação lipídica foi determinada pela diminuição 

da formação de malondialdeído (MDA), um produto da peroxidação lipídica. O MDA é 

um aldeído que reage com duas moléculas do ácido tiobarbitúrico (TBA), gerando um 

cromóforo rosa que é detectado espectrofotometricamente. Esta reação ocorre em pH 

ácido e em temperaturas entre 90 e 100ºC (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979). 

As amostras foram dissolvidas em solução de Pluronic 2% na concentração de 

1,0 mg/mL, sendo que a partir destas soluções foram preparadas cinco diluições para 

cada amostra avaliada. O substrato homogenato de gema de ovo (10% p/v) foi 

preparado em solução de tampão fosfato 20 mM (pH 7,4). Para a indução da 

peroxidação lipídica, adicionou 1,0 mL do homogenato de gema de ovo, 100 µL das 

amostras nas diferentes concentrações e 100 µL de solução de sulfato de ferro (II) 

0,07 M em microtubos, os quais foram mantidos em estufa a 37ºC 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. 

 Após o período de 30 minutos, os microtubos foram resfriados até temperatura 

ambiente e uma alíquota de 500 µL de cada amostra foi transferida para microtubos 

contendo 1,0 mL de uma solução de ácido tricloroacético 15% em HCl 0,25 M. As 

amostras foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos. Após a centrifugação uma 

alíquota de 500 µL do sobrenadante de cada microtubo foi transferida para tubos de 

ensaio contendo 500 µL de uma solução de ácido tiobarbitúrico 0,67% em HCl 0,1 M. 

Os tubos de ensaio foram então levados para aquecimento em banho-maria a 95ºC 

por 30 minutos. Ao final dos 30 minutos os tubos foram retirados para resfriarem até 

atingirem temperatura ambiente e a absorvância de cada tubo foi determinada através 

de espectrofotômetro, em comprimento de onda de 532 nm. 

 A porcentagem de inibição da peroxidação lipídica foi determinada 

comparando-se as absorvâncias das amostras com o controle através da Equação 5: 
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ܫ ൌ 	 ൤൬
1 െ	ܣଵ
଴ܣ

൰ 	ൈ 100൨ െ 100 

 

Equação 5. Fórmula para cálculo da porcentagem da inibição da peroxidação lipídica. Legenda: ܣ଴= 
absorvância do branco (controle); ܣଵ: absorvância da amostra. 

 

Os valores de CE50 (concentração efetiva da amostra necessária para reduzir 

em 50% a peroxidação lipídica) para cada amostra foram determinados pela equação 

da reta obtida através da regressão linear entre os valores das concentrações finais 

de cada amostra testada (nas diferentes diluições) e as porcentagens de inibição de 

peroxidação lipídica para cada uma dessas concentrações, através do software 

“OriginPro® para sistema operacional Windows (64 bits)”, 2013, versão 9.1 (OriginLab, 

Northampton, MA, USA). 

4.5.7 Inibição da óxido nítrico sintase (iNOS) e alquilação de grupamentos 

sulfidrilas (SH) in vivo 

Os animais foram divididos em três 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). Após 30 min, os grupos foram divididos (n=6) novamente em pré-tratados por 

v.o. com carbenoxolona 200 mg/kg (controle positivo), veículo (controle negativo, 

solução de Cremofor 10%), oleorresina de C. oblongifolia (300 mg/kg), extrato 

hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia (300 mg/kg), oleorresina de C. duckei (300 

mg/kg) e extrato hidroalcoólico das folhas de C. duckei (300 mg/kg). Após 60 min dos 

tratamentos, prosseguiu-se com o experimento de úlceras agudas induzidas por 

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

4.5.8 Determinação da atividade da glutationa S-Transferase (GST), catalase 

(CAT), superóxido dismutase (SOD) e óxido nítrico (NO) na região glandular gástrica 

Os animais foram divididos (n=6) e pré-tratados por v.o. com N-acetilcisteína 

750 mg/kg (controle positivo); carbenoxolona 200 mg/kg (controle positivo), veículo 

(controle negativo, solução de Cremofor 10%), naïve (salina) oleorresina e extrato 

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

prosseguiu-se com o experimento de úlceras agudas induzidas por EtOH/HCl, 

conforme descrito no item 4.5.2, subitem a. A região glandular gástrica foi seccionada 

e separada em dois pedaços, pesados e preparados os homogenatos em EDTA (0,02 

M) gelado e tampão PBS (NaCl 1,37 M, KCl 27 mM, Na2HPO4 81 mM e KH2PO4 15 

mM) gelado em Turrax TE-120 a 21500 rpm por 2 minutos e centrifugados a 10000 

rpm/ 4 °C por 10 min. A princípio, foram dosadas as proteínas totais nas amostras 

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

a) Determinação da atividade de superóxido dismutase (SOD) 

A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) foi determinada pelo 

método espectrofotométrico de redução do citocromo C. Foram utilizados os 

homogenatos em tampão PBS previamente diluídos 1:20. Em uma cubeta de quartzo, 

adicionou-se 1,45 mL do reagente de trabalho, composto de tampão fosfato-EDTA (50 

mM-0,1 mM, pH 7,8) em solução de NaOH (1 mM), xantina (5 µmol/mL) e citocromo 

C (2 µmol/mL). A essa solução foram adicionados 25 μL do homogenato e 2 μL de 

xantina oxidase (50 mg ptn/mL), que iniciou a reação. Em seguida, a reação foi 

monitorada a cada 60 segundos em espectrofotômetro a 550 nm, durante 10 minutos. 

Uma unidade da enzima é definida como a quantidade de SOD suficiente para inibir a 

taxa de redução do citocromo C em 50%, e a atividade da enzima foi expressa em 

unidades/min/mg de proteína. O branco foi preparado com PBS e o padrão SOD 

(MCCORD; FRIDOVICH, 1969). 

b) Determinação de grupamentos sulfidrílicos não-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 absorvância de 

100 μL da amostra, acrescidos de 100 μL de solução de Tris (1,0 mM) e EDTA (0,02 

mM), a 412 nm (A1). Após esta leitura, adicionaram-se 20 μL de ácido 5,5 ditiobis (2-

nitrobenzóico) diluído em metanol (DTNB – 0,01mM) e realizou-se uma nova leitura 

(A2), a 412 nm, em 15 minutos de reação, para determinação de grupamentos sulfidríla 

não protéico (GSH). A concentração de grupamento sulfidríla (tiol) é dada por (A1 – 

A2) x 1,57, em curva padrão de glutationa. A concentração de GSH foi calculada como 

nmol GSH/g de tecido (FAURE; LAFOND, 1995). 
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c) Determinação da atividade de catalase (CAT) 

Foram utilizados os homogenatos em tampão PBS previamente diluídos 1:20. 

Pipetaram-se 2 mL de solução de peróxido de hidrogênio 10 mM em cubeta de 

quartzo. Adicionaram-se 20 µL da amostra. Em espectrofotômetro foi realizada a 

leitura do decaimento a cada 60 segundos durante 10 min. A atividade da catalase foi 

calculada como µmol H2O2 consumido/min/mg de proteína. Os resultados foram 

expressos em U/min/mg de proteína. Cada U de catalase corresponde a atividade da 

enzima que realiza a hidrólise de 1 µmol de H2O2 por min a 25 °C em pH 8 (AEBI, 

1984). 

d) Determinação de óxido nítrico (NO) 

A concentração de óxido nítrico nos homogenatos em tampão PBS foi 

analisada quanto à produção de nitrito pela reação de Griess (GREEN et al., 1982; 

GRIESS, 1879), uma medida indireta da produção de óxido nítrico (GREEN et al., 

1982). Em placa de 96 poços pipetaram-se 50 uL das amostras. Adicionou-se igual 

volume do reagente de Griess, composto de sulfanilamida 1% em ácido fosfórico 

(H3PO4) 5% e diidrocloreto de naftilenodiamina 0,1%. Incubou-se de 10 a 15 min em 

temperatura ambiente. A absorvância do cromóforo formado durante a diazotação do 

nitrito com a sulfanilamida e subsequente complexação com o naftiletilenodiamino foi 

medido por espectrofotometria a 546 nm. Os dados foram expressos em curva-padrão 

com diferentes concentrações de nitrito de sódio. A concentração de NO foi calculada 

como µM de nitrito/g de tecido. 

4.5.9 Mecanismos de ação gastroprotetora anti-inflamatória  

a) Determinação da atividade da Mieloperoxidase (MPO) na Região Glandular 

Gástrica 

A atividade enzimática da MPO foi determinada seguindo a cinética da reação 

da enzima com água oxigenada do tampão de reação. Sendo que 1 U de 

mieloperoxidase determinada é capaz de degradar 1 mmol/min de água oxigenada a 

25 °C. Foram utilizados os homogenatos em tampão PBS previamente diluídos 1:20. 

Em microplaca de 96 poços foram aliquotados 60 μL das amostras, adicionando-se 

200 μL de tampão fosfato contendo 0,167 mg/mL de O-dianisidina e 0,015% de 
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peróxido de hidrogênio. As cinéticas de mudanças na absorvância a 450 nm foram 

medidas no tempo 0 e 5 min. A atividade da enzima nas amostras foi determinada 

através de uma curva padrão de mieloperoxidase. Os resultados foram expressos em 

unidade de mieloperoxidase por miligrama de tecido (KRAWISZ; SHARON; 

STENSON, 1984). 

4.5.10 Mecanismos de ação gastroprotetora anti-secretória  

a) Determinação da atividade sobre a enzima H+, K+-ATPase 

Para o isolamento e verificação da atividade da foi utilizado o estômago de 

coelho (Oryctolagus cuniculus) albino. O animal foi sacrificado através de concussão 

cerebral. O estômago foi removido, colocado imediatamente em banho de gelo, aberto 

pela curvatura maior, lavado, sendo que as regiões do antro e do fundo foram 

descartadas. Realizou-se a separação da mucosa da região glandular e procedeu-se 

o isolamento dos microssomos gástricos através da homogeneização do tecido da 

mucosa em tampão de homogeneização: Tris.HCl 50 mM (pH 7,4) contendo sacarose 

250 mM, MgCl2 10 mM, KCl 5 mM, EDTA 1 mM e coquetel de inibidores de protease 

0,01%, utilizando-se 5 volumes de tampão/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 à temperatura de 4 °C. A purificação da H+, K+-ATPase foi realizada por 

centrifugação em gradiente descontínuo de sacarose. O precipitado obtido da 

centrifugação de 30000 rpm contendo as vesículas 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 

superfície da solução de sacarose 30% foram coletadas obtendo-se os microssomos 

purificados contendo a enzima H+, K+-ATPase gástrica (KUBO et al., 1995).  

O material enzimático foi, então, congelado e guardado a -70 °C até ser 

utilizado. O conteúdo de proteína presente na amostra foi determinado em placa de 

96 poços com o reagente de Bradford, utilizando uma curva padrão de albumina 

(0,0625-1 mg/ml). Na fase de caracterização da H+, K+-ATPase, realizou-se o bloqueio 

específico da bomba de prótons pelo inibidor omeprazol (345 μg/mL), e a fim de 
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descartar a presença de Na+, K+-ATPase utilizou-se a ouabaína (728 μg/mL) (inibidor 

específico de Na+, K+-ATPase).  

A atividade ATPásica foi determinada mediante quantificação do fósforo 

inorgânico (Pi) liberado da hidrólise de ATP exógeno pela enzima na presença de K+. 

A reação foi iniciada pela adição de 37,5 μg de proteína enzimática a 500 μL de 

tampão Tris/HCl (pH 7,4) contendo cloreto de magnésio 2,5 mM, cloreto de potássio 

20 mM e ATP 1 mM, na ausência e na presença das drogas a serem testadas. A 

reação foi encerrada após 20 minutos de incubação a 37 °C pela adição de 50 μL de 

ATC 50% e esfriamento rápido em banho de gelo (MURAKAMI et al., 1992). O fosfato 

inorgânico produzido foi determinado através da adição às amostras de 1,5 mL da 

solução reagente contendo de água (4,7 mL), ácido sulfúrico 10 N (0,7 mL), molibdato 

de amônio 2,4% (0,6 mL) e ácido ascórbico 10% (3 ml). As amostras foram incubadas 

por 20 minutos em banho-maria a 37 °C e a leitura da placa realizada em 

espectrofotômetro a 820 nm. O reagente foi preparado no momento do uso (FISKE; 

SUBBAROW, 1925; NADER; TERSARIOL; DIETRICH, 1989).  

A atividade enzimática foi calculada usando o coeficiente de extinção do Pi (ε 

= 11000/M/cm), e expressos em uM Pi/mg de proteína/min. Para se verificar a ação 

das oleorresinas e extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei sobre o 

funcionamento da enzima foram utilizadas as concentrações de 10, 100 e 1000 μg/mL, 

sendo que todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

4.6 Avaliação da atividade antinociceptiva 

4.6.1 Avaliação da atividade sob o sistema nervoso central  

a) Atividade locomotora (Campo aberto – Open field) 

Para verificação dos efeitos da oleorresina e extrato bruto das folhas das 

espécies de Copaifera spp. sobre a atividade motora dos animais, será utilizado o 

modelo de Open Field, de acordo com o modelo de Hall e Ballachey (1932), com 

algumas modificações. Este teste verifica se as amostras interferem na função motora 

dos animais, ou seja, se há efeitos sobre o sistema nervoso do animal, causando a 

ausência de resposta aos estímulos 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., veículo (controle negativo, solução 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 ácido poliáltico (10 mg/kg). Uma hora após os 

tratamentos (com exceção 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 diâmetro e borda de 50 cm de altura, com a parte inferior 

dividida em nove quadrantes de área igual. O número de cruzamentos realizados com 

as quatro patas entre as divisões (crossings) e da atividade exploratória vertical 

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

b) Coordenação motora (Rota-Rod)  

Para verificação dos efeitos da oleorresina e extrato bruto das folhas das 

espécies de Copaifera spp. sobre a coordenação motora dos animais, será utilizado o 

modelo de Rota Rod de acordo com Jones e Roberts (1968), com algumas 

modificações. Este teste verifica, de maneira complementar ao campo aberto, se as 

amostras interferem na função motora dos animais, ou seja, se há efeitos sobre o 

sistema nervoso do animal, causando a ausência de resposta aos estímulos, 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 giratória por um período superior a 1 min durante dois períodos 

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.o., veículo (controle negativo, solução 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 ácido poliáltico (10 mg/kg). Uma hora após os tratamentos (com 

exceção do diazepam, administrada 30 min antes ao experimento), os animais foram 

submetidos ao teste do Rota Rod. O aparelho de Rota Rod é constituído de uma barra 

de 2,5 cm de diâmetro 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 permanência (em segundos).   
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4.6.2 Avaliação da atividade antinociceptiva e anti-inflamatória 

a) Teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

O método de contorções abdominais induzido por ácido 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.o.; controle positivo); cremofor 10 % (v.o.; controle negativo); oleorresina de C. 

duckei (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg); e ácido poliático (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg). Após 30 minutos, 

os animais receberam a injeção intra-plantar (i.pl.) de ácido acético a 0,1 N (0,1 mL/10 

g do animal). As respostas contorsivas (contorções no abdômen e extensão das patas 

traseiras) foram quantificadas durante 20 min. e consideradas como índice de 

nocicepção. 

4.6.3 Modelos de nocicepção aguda 

a) Modelo de nocicepção espontânea produzida por formalina 

O método de nocicepção espontânea induzida por formalina é amplamente 

utilizado para screening da atividade analgésica e anti-inflamatória (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.o.; controle negativo); oleorresina de C. duckei (v.o.; 1, 3 

e 10 mg/kg); e ácido poliático (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg). Após 30 minutos, os animais 

receberam uma injeção i.pl. de formalina 2,5% (20 μL/pata). Imediatamente após a 

administração da formalina, o tempo em que o animal lambe a pata injetada foi 

cronometrado em duas fases (0-5´; 1ª fase; dor neurogênica); (15-30´; 2ª fase; dor 

inflamatória), sendo considerado tempo zero o momento imediatamente após a 

administração da formalina.  

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

Para avaliar o tempo de reação ao calor, foi utilizada uma fonte radiante de 

calor que emite somente em um ponto a 55 °C (D’AMOUR; SMITH, 1941). 

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

tempo(s) que cada animal levou para retirar a cauda (tempo de latência) sendo este 

cronometrado. Os animais foram selecionados 24h antes do experimento e os que 

possuíam resposta curta e rápida ao estímulo 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.o.; controle 

negativo); oleorresina de C. duckei (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg); e ácido poliático (v.o.; 1, 3 

e 10 mg/kg). 

A fim de investigar os possíveis efeitos antagonistas presentes na oleorresina, 

foram realizados estudos com a presença 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.o.; 10 mg/kg) + naloxona 1 mg/kg (i.p.); e ácido poliático (v.o.; 10 mg/kg) + 

naloxona 1 mg/kg (i.p.). 

Os animais foram avaliados nos tempos de 1, 2 e 3 h após o tratamento. Vinte 

segundos foram adotados como tempo máximo de reação para evitar possíveis danos 

teciduais aos animais. As respostas foram quantificadas em tempo de latência (s) a 

resposta ao estímulo de calor. 

4.6.4 Modelos de hiperalgesia  

a) Procedimento para avaliação da hiperalgesia mecânica através do 

monofilamento de Von Frey 

A avaliação da hiperalgesia foi realizada para a determinação do limiar de 

tolerância para estímulos mecânicos pelo teste da pressão da pata e teste de von Frey 

(von FREY, 1894a, 1894b, 1895, 1896) nos animais submetidos à injeção intraplantar 

de formalina ou carragenina. Estes animais foram colocados individualmente em 

compartimentos de acrílico transparente (9x7x11 cm), localizados em uma plataforma 

de arame elevada para permitir o acesso à superfície ventral das patas traseiras. Os 

animais foram aclimatizados por pelo menos 30 min antes dos testes 

comportamentais. A frequência de resposta de retirada foi obtida através de 10 

aplicações (duração de 1 segundo cada) do filamento de Von Frey 0,6 g (VFH, 
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Stoelting, Chicago, USA) (Figura 4). Os estímulos foram realizados na superfície 

plantar da pata traseira direita e também traseira esquerda do animal, quando 

necessário objetivando determinar o limiar mecânico basal (B). Todos os grupos de 

animais foram submetidos à avaliação prévia e novamente reavaliados em diferentes 

tempos após a injeção de formalina ou carragenina. 

 

 
Figura 4. Ilustração da utilização de monofilamentos de von Frey no teste de estimulação mecânica na 
pata de camundongos. 

Fonte: adaptado de Mulder e Prichett (2004) 

b) Modelos de hiperalgesia mecânica  

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 naïve); cremofor 10 % (v.o.; controle negativo); 

oleorresina de C. duckei (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg); e ácido poliático (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg). 

Após 30 minutos dos tratamentos, os animais receberam uma injeção i.pl. de 

diferentes agentes flogísticos:  

1. formalina 2,5% (20 μL/pata) (JENSEN et al., 1986; VIVANCOS et al., 2004);  
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2. carragenina 15 mg/mL (20 μL/300 μg/pata) (JENSEN et al., 1986; 

VIVANCOS et al., 2004; WINTER; RISLEY; NUSS, 1962);  

3. dextrana 5 mg/mL (20 μL/100 μg/pata) (JORI; BENTIVOGLIO; GARATFINI, 

1961; LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982; SHINICHI; KYOICHI; SETSUO, 1978, 1979);  

4. lipopolissacarídeo (LPS ) 5 µg/mL (20 μL/100 ng/pata) (CUNHA et al., 2008; 

SAFIEH-GARABEDIAN et al., 2000; VAJJA et al., 2004) e; 

5. zymosan 5 mg/mL (20 μL/100 μg/pata) (AOYAMA et al., 1984a; TARAYRE 

et al., 1989). 

Os animais foram acondicionados em plataforma de Von Frey e avaliados 

quanto à hipernocicepção com monofilamento de Von Frey nos tempos 1, 2, 4, 6, 12, 

24 e 48 h após a injeção de formalina (JENSEN et al., 1986; VIVANCOS et al., 2004). 

c) Modelo de hiperalgesia mecânica associada a avulsão de plexo braquial 

(APB) 

Para a realização da ABP foi utilizado o método descrito por Rodrigues-Filho et 

al., (2003) e adaptado para camundongos por Quintão et al., (2006). Os animais foram 

anestesiados com hidrato de cloral (400 mg/kg, i.p.) e em seguida, o plexo braquial 

direito foi abordado através de uma incisão longitudinal paralela a clavícula, 

transcorrendo do esterno a região axilar (1 cm aproximadamente). Os vasos 

subclávios foram localizados e o tronco inferior foi dissecado. Um grupo de animais 

teve o tronco inferior pinçado e avulsionado por tração utilizando duas pinças 

cirúrgicas. No grupo falso-operado, o plexo braquial foi exposto e dissecado sem 

sofrer qualquer lesão. 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 cirúrgicos realizados na APB. (A) Região da incisão, (B e C) 
anatomia do plexo braquial, (D) separação de nervos e vasos, (E) preensão do tronco inferior, (F) 
avulsão do tronco inferior. Tronco inferior do plexo braquial (setas pretas); vasos subclávios (setas 
brancas). 

Fonte: Adaptado de Quintão et al., 2006. 

 

 Após trinta dias do procedimento cirúrgico, os animais operados e falsos 

operados foram tratados com foram divididos em sete diferentes grupos (n=6) e 

tratados com gabapentina (v.o.; 400 μmol/kg); dexametasona 0,5 mg/kg (s.c.; controle 

positivo); indometacina 10 mg/kg (v.o.; controle positivo); salina (v.o.; controle naïve, 

falso-operado); cremofor 10 % (v.o.; controle negativo); oleorresina de C. duckei (v.o.; 

1, 3 e 10 mg/kg); e ácido poliático (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg), sendo posteriormente 

avaliados quanto à sensibilização mecânica utilizando o monofilamento de von Frey 

eletrônico. O tratamento foi realizado sempre pela manhã por cinco dias consecutivos 

e após 6 horas do tratamento, os animais foram avaliados durante 15 dias. 

A fim de investigar a extensão do efeito anti-hiperalgésico da oleorresina de C. 

duckei e do ácido poliáltico, o tratamento foi interrompido cinco dias após a primeira 

administração e então reiniciada após três dias com o intuito de investigar o 

desenvolvimento de tolerância. 
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4.6.5 Avaliação da atividade anti-inflamatória 

a) Modelo de edema de pata 

O modelo de edema de pata induzido pela carragenina é um dos primeiros 

ensaios realizados para o screening de atividades anti-inflamatórias (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.o.; controle positivo); cremofor 10 % (v.o.; controle negativo); oleorresina de C. 

duckei (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg); e ácido poliático (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg). 

Uma hora após os tratamentos, o edema foi induzido pela injeção dos agentes 

flogistícos: 

1. carragenina 15 mg/mL (20 μL/300 μg/pata) (JENSEN et al., 1986; 

VIVANCOS et al., 2004; WINTER; RISLEY; NUSS, 1962);  

2. dextrana 5 mg/mL (20 μL/100 μg/pata) (JORI; BENTIVOGLIO; GARATFINI, 

1961; LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982; SHINICHI; KYOICHI; SETSUO, 1978, 1979);  

3. lipopolissacarídeo (LPS ) 5 µg/mL (20 μL/100 ng/pata) (CUNHA et al., 2008; 

VAJJA et al., 2004) e; 

4. zymosan 5 mg/mL (20 μL/100 μg/pata) (AOYAMA et al., 1984; TARAYRE et 

al., 1989). 

Na pata contralateral foram administrados 20 μL de salina para controle. A 

medida do edema foi mensurada pela diferença entre os volumes deslocados da pata 

direita e os da pata esquerda em μL/pata, utilizando-se um pletismômetro (EFF 304 – 

Insight, Ribeirão Preto, Brasil), nos tempos 1, 2, 4, 6, 12, 24 e 48 h após a injeção de 

carragenina. 

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

Este modelo permite a observação da migração celular em resposta a um 

estímulo inflamatório (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 álcool iodado. Um volume de 4 mL de ar estéril (obtido com filtro 

0,22 µm, em fluxo laminar) foi injetado via subcutânea no dorso, formando uma 

cavidade (bolha). Três dias após, 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 serão 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.o.; 1, 3 e 10 mg/kg); e ácido poliático (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg). 

Uma hora após os tratamentos, foram administrados 1 mL de solução contendo 

os agentes flogísticos: 

1. carragenina 15 mg/mL (1 mL/100 μg/) (EDWARDS; SEDGWICK; 

WILLOUGHBY, 1981; SELYE, 1953);  

2. dextrana 5 mg/mL (1 mL/100 μg/) (EDWARDS; SEDGWICK; WILLOUGHBY, 

1981; SELYE, 1953; SHINICHI; KYOICHI; SETSUO, 1978, 1979); 

3. zymosan 5 mg/mL (1 mL/100 μg/) (AOYAMA et al., 1984; EDWARDS; 

SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1981; PAYÁ et al., 1996; SELYE, 1953) 

Cada agente foi solubilizado em salina estéril, e injetado dentro da bolha, sendo 

que no grupo naïve foi injetado 1 mL de salina. Após quatro horas da injeção 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 leucócitos totais em câmara de Neubauer. Após a contagem, as 

amostras foram centrifugadas, sendo o sobrenadante mantido à -20 °C para 

determinação da enzima mieloperoxidade. 

A atividade enzimática da MPO foi determinada seguindo a cinética da reação 

da enzima com água oxigenada do tampão de reação. Sendo que 1 U de 

mieloperoxidase determinada é capaz de degradar 1 mmol/min de água oxigenada a 

25 °C. 60 µL dos sobrenadantes foram aliquotados em microplaca de 96 poços, 

adicionando-se 200 μL de tampão fosfato contendo 0,167 mg/mL de O-dianisidina e 

0,015% de peróxido de hidrogênio. As cinéticas de mudanças na absorvância a 450 

nm foram medidas no tempo 0 e 5 min. A atividade da enzima nas amostras foi 

determinada através de uma curva padrão de mieloperoxidase. Os resultados foram 

expressos em unidade de mieloperoxidase por mililitro (KRAWISZ; SHARON; 

STENSON, 1984). 

c) Modelos de hiperalgesia inflamatória induzida adjuvante completo de Freund 

(CFA) 

Para induzir a resposta inflamatória persistente nos camundongos, estes 

receberam injeção i.pl. de 20 μL 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 veículo 

contém 0,85 mL de óleo de parafina + 0,15 mL de monooleato de manida) na 

superfície plantar da pata direita traseira (QUINTÃO et al., 2005), sendo que a 

hiperalgesia mecânica foi avaliada através do monofilamento de von Frey. 

Após 24 horas, os animais foram divididos em sete diferentes grupos (n=6) e 

tratados com gabapentina (v.o.; 400 μmol/kg); dexametasona 0,5 mg/kg (s.c.; controle 

positivo); indometacina 10 mg/kg (v.o.; controle positivo); salina (v.o.; controle naïve); 

cremofor 10 % (v.o.; controle negativo); oleorresina de C. duckei (v.o.; 1, 3 e 10 

mg/kg); e ácido poliático (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg). 

Os animais foram acondicionados em plataforma de Von Frey e avaliados 

quanto à hipernocicepção com monofilamento de Von Frey nos tempos 1, 2, 4, 6 e 12, 

sendo posteriormente avaliados 1 vez ao dia, 6 horas após o tratamento diário, 

durante 15 dias.  

A fim de investigar a extensão do efeito curativo antinociceptivo da oleorresina 

de C. duckei e do ácido poliáltico, o tratamento foi interrompido cinco dias após a 

primeira administração e então reiniciada após três dias com o intuito de investigar o 

desenvolvimento de tolerância (CAO et al., 1998; JENSEN et al., 1986; QUINTÃO et 

al., 2005). 

d) Citotoxidade em linhagem celular imortalizada THP-1 

Alíquotas de 200 µL/poço da suspensão celular contendo 15 x 104 células/mL 

foram acondicionadas em placas de 96 poços. As células foram diferenciadas 

adicionando-se uma solução de PMA (forbol-12-miristato-13-acetato, 2000 ng/mL) na 

concentração de 10 µL/mL de meio (2 µL/poço).  Após quarenta e oito horas, as 

células foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. oblongifolia e C. 

duckei nas concentrações de 3, 10, 30, 100 e 300 µg/poço, seus compostos 

majoritários (β-cariofileno, ácido poliáltico, ácido 3,4,5-tri-O-galoil quínico [14] e ácido 

3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quínico [12]) nas concentrações de 0,3, 1,0, 3,0, 10,0, e 

30,0 µM/poço e os controles positivos com as substâncias paclitaxel e camptotecina, 

nas concentrações de 1, 5, 10, 50 e 100 nM/poço, celecoxib e indometacina, nas 

concentrações de 1, 5, 10, 50 e 100 µM/poço, além do controle do solvente (DMSO 

2%) e o controle negativo (meio). Após os tratamentos, as placas foram incubadas a 

37 ºC, 5% de CO2 durante 24 h, 72h e 120h. Após os tempos de incubação, as placas 

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

posteriormente incubadas por 1 h a 37 ºC, 5% de CO2 com uma solução de 4-nitrofenil 

dissódico hexa-hidrato de fosfato, na concentração de 0,0027 g/mL em 0,1 M de 

acetato de sódio, 0,1% de Triton X-1 00, pH 5,5. Após a etapa de incubação adicionou-

se 50 µL de NaOH a 1 M para interromper a reação. A absorvância 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 equação 2. Após o 

cálculo da viabilidade celular, as concentrações citotóxicas (CC) de 20%, 50% e 80% 

foram determinadas através de regressão sigmoidal usando dados da média de três 

poços para cada replicata, sendo o ensaio realizado em três replicatas em dias e 

idades celulares (passagens) diferentes, através do software “OriginPro® para sistema 

operacional Windows (64 bits)”, versão 9.1, 2013  (OriginLab, Northampton, MA, 

USA). 

e) Determinação de morte celular por iodeto de propídio em linhagem celular 

imortalizada THP-1 

Alíquotas de 600 µL/poço da suspensão celular contendo 285 x 104 células/mL 

foram acondicionadas em placas de 24 poços. As células foram diferenciadas 

adicionando-se uma solução de PMA (forbol-12-miristato-13-acetato, 2000 ng/mL) na 

concentração de 10 µL/mL de meio (6 µL/poço). Após quarenta e oito horas, as células 

foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. oblongifolia ou C. duckei 

nas concentrações de 30 e 100 µg/poço, seus compostos majoritários β-cariofileno, 

ácido poliáltico, ácido 3,4,5-tri-O-galoil quínico [14] e ácido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) 

quínico [12]) nas concentrações de 3,0 e 10,0 µM/poço, os controles positivos com as 

substâncias paclitaxel e camptotecina, nas concentrações de 10 e 50 nM/poço. Após 

os tratamentos, as placas foram incubadas a 37 ºC, 5% de CO2 durante 24 h, 72h e 

120h.  

A morte celular foi determinada por iodeto de propídio em citometria de fluxo 

(BD Accuri C6 BD Biosciences, East Rutherford, NJ, EUA) (PICK et al., 2004), 

utilizando-se os software “BD AccuriTM C6 Software para sistema operacional 

Windows (64 bits)”, versão 1.0.264.21, 2011 (Franklin Lakes, NJ, EUA), e o software 

“FlowJo® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão X10.0.7r2, 2013 (San 

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

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

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

Alíquotas de 600 µL/poço da suspensão celular contendo 285 x 104 células/mL 

foram acondicionadas em placas de 24 poços. As células foram diferenciadas 

adicionando-se uma solução de PMA (forbol-12-miristato-13-acetato, 2000 ng/mL) na 

concentração de 10 µL/mL de meio (6 µL/poço). Após quarenta e oito horas, as células 

foram tratadas com oleorresina ou extrato das folhas de C. oblongifolia ou C. duckei 

nas concentrações de 30 e 100 µg/poço, seus compostos majoritários β-cariofileno, 

ácido poliáltico, ácido 3,4,5-tri-O-galoil quínico [14] e ácido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) 

quínico [12]) nas concentrações de 3,0 e 10,0 µM/poço, os controles positivos com as 

substâncias paclitaxel e camptotecina, nas concentrações de 10 e 50 nM/poço. Uma 

hora após os tratamentos, as placas foram tratadas com lipopolissacarídeo (LPS) na 

concentração de 10 µg/mL (SCHILDBERGER et al., 2013; SONG; PHELPS, 2000). 

As placas foram incubadas a 37 ºC, 5% de CO2 durante 24 h e 72h. O sobrenadante 

(alíquotas de 60 µL) foi coletado para dosagem de interferon gamma (INF-γ), 

interleucina 1-beta (IL-1β), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) e analisado em sistema MSD® Multi-spot Assay System 

(Meso Scale Discovery, Rockville, USA), processados de acordo com as instruções 

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

g) Atividade específica sobre NF-κB em macrófagos RAW-264.7-Luc (Ensaio da 

luciferase)  

Visando investigar o possível efeito da oleorresina de C. duckei e do ácido 

poliáltico sobre a atividade específica do NF-κB, foram utilizados macrófagos RAW 

264.7-Luc (ATCC® TIB-71®), chamada comumente de RAW-Luc, que expressa o gene 

repórter luciferase em resposta a expressão de NF-κB (pNF-κB-Luc) (WANG et al., 

2014). Em primeiro momento, foi determinada a citotoxicidade em linhagem celular 

imortalizada RAW-264.7-Luc. Alíquotas de 200 µL/poço da suspensão celular 

contendo 1 x 105 células/mL foram acondicionadas em placas de 96 poços.  Após 

vinte e quatro horas, as células foram tratadas com oleorresina de C. duckei nas 

concentrações de 3, 10, 30, 100 e 300 µg/poço, ácido poliáltico nas concentrações de 

0,3, 1,0, 3,0, 10,0, e 30,0 µM/poço, além do controle do solvente (DMSO 2%) e o 
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controle negativo (meio). Após os tratamentos, as placas foram incubadas a 37 ºC, 

5% de CO2 durante 24 h e 72h. Após os tempos de incubação, as placas foram 

avaliadas quanto à viabilidade celular através do teste por fosfatase ácida (MARTIN; 

CLYNES, 1991, 1993). As placas foram lavadas com 100 µL de PBS, sendo 

posteriormente incubadas por 1 h a 37 ºC, 5% de CO2 com uma solução de 4-nitrofenil 

dissódico hexa-hidrato de fosfato, na concentração de 0,0027 g/mL em 0,1 M de 

acetato de sódio, 0,1% de Triton X-1 00, pH 5,5. Após a etapa de incubação adicionou-

se 50 µL de NaOH a 1 M para interromper a reação. A absorvância 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 equação 2. Após o 

cálculo da viabilidade celular, as concentrações citotóxicas (CC) de 20%, 50% e 80% 

foram determinadas através de regressão sigmoidal usando dados da média de três 

poços para cada replicata, sendo o ensaio realizado em três replicatas em dias e 

idades celulares (passagens) diferentes, através do software “OriginPro® para sistema 

operacional Windows (64 bits)”, versão 9.1, 2013  (OriginLab, Northampton, MA, 

USA). 

Em outra etapa, alíquotas de 500 µL/poço da suspensão celular contendo 4 x 

105 células/mL (2 x 105 células/poço) foram acondicionadas em placas de 24 poços.  

Após vinte e quatro horas, as células foram tratadas com oleorresina de C. duckei nas 

concentrações de 30 e 100 µg/poço e ácido poliáltico nas concentrações de 10,0, e 

30,0 µM/poço, além do controle do solvente (DMSO 2%) e o controle negativo (meio). 

Após 30 min as células foram incubadas com lipopolissacarídeo (LPS) na 

concentração de 1 µg/mL (500 ng/poço) (RUIZ-MIYAZAWA et al., 2015) ou 

peptideoglicano (PGN) na concentração de 1 µg/mL (500 ng/poço) (FRANCHIN et al., 

2016) durante 6 horas, a 37 ºC, 5% de CO2. Após este período, o meio foi removido, 

lavadas com PBS gelado e as células lisadas com auxílio de êmbolo de seringa de 

insulina, sendo que 50 uL de tampão de lise celular, TNT contendo deTris-HCl 10 mM 

a pH 8,5, EDTA 5 mM, NaCl 200 mM, e Triton a 1%, durante 5 min a 4ᵒC. 10 µL desta 

solução foi aliquotada em placa de 96 poços e adicionados de 25 µL de tampão 

contendo a solução 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 luminomêtro 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 à ativação 

do NF-κB (PINHO-RIBEIRO et al., 2016). 

 

4.7 Análise Estatística 

Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos em média ± erro 

padrão da média (E.P.M.), e analisados estatisticamente pela análise de variância 

com comparações múltiplas (ANOVA) e, sendo utilizado como pós-teste o método de 

Tukey, Dunnet, Newman-Keuls ou Bonferroni. As doses inibitórias 50% (DI50) foram 

estimadas a partir de experimentos individuais, utilizando o método de regressão 

linear (ZAR, 2010), utilizando-se o software “GraphPad Prism® para sistema 

operacional Windows (64 bits)”, 2007, versão 5.0 (GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA) ou “OriginPro® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão 9.1, 

2013  (OriginLab, Northampton, MA, USA). As concentrações citotóxicas (CC) de 

20%, 50% e 80% foram determinadas através de regressão sigmoidal usando dados 

da média de três poços para cada replicata, sendo o ensaio realizado em três 

replicatas em dias e idades celulares (passagens) diferentes, através do software 

“OriginPro® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão 9.1, 2013  

(OriginLab, Northampton, MA, USA). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

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 

período, foram obtidos 15,36 g de um líquido transparente, viscoso e de coloração 

marrom avermelhada. A coleta da oleorresina de C. duckei ocorreu no dia 03/10/2012, 

onde foram obtidos aproximadamente dois litros de um líquido transparente, viscoso 

e de coloração amarela (Figura 6). 

Figura 6. Aspecto físico 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 hidroalcoólicos e partições das espécies de 

Copaifera spp.  

O extrato hidroalcoólico do pó fino das folhas de C. oblongifolia (1000 g) 

apresentou rendimento de 30,12 % (301,28 g) de extrato bruto, após liofilização. Uma 

alíquota (50 g) deste extrato foi submetida ao processo de partição líquido-líquido 

obtendo-se as seguintes frações de acordo com a Tabela 3: 

(A) (B) 
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Tabela 3. Rendimentos das frações do extrato hidroalcoólico das folhas de C. 
oblongifolia. 

Fração Massa (g) Rendimento (%) 
hexânica 4,2697 8,53  

diclorometânica 2,4932 4,98  
acetato de etila 5,4668 10,93 

butanólica 4,5590 9,12 
aquosa 23,2172 46,23 

Já o extrato hidroalcoólico do pó fino das folhas de C. duckei (300g) apresentou 

um rendimento de 34,83 % (104,49 g). Para a obtenção das partições do extrato 

hidroalcoólico bruto de C. duckei, 50 g do extrato foram submetidos ao mesmo 

processo descrito acima. As massas e rendimentos das partições podem ser 

observados na Tabela 4.  

Tabela 4. Rendimentos das frações do extrato hidroalcoólico das folhas de C. duckei 
Fração Massa (g) Rendimento (%) 

hexânica 2,6913 5,38 
diclorometânica 4,5695 9,19 
acetato de etila 10,8147 21,62 

butanólica 10,5547 21,10 
aquosa 10,1549 20,30 

5.2.1 Análise da composição das oleorresinas de C. oblongifolia e C. duckei por 
CG-EM 

As análises da composição química das oleorresinas de C. oblongifolia e C. 

duckei revelaram até o presente momento um predomínio de componentes químicos 

da classe dos sesquiterpenos. Segundo a literatura, a oleorresina das espécies de 

Copaifera é composta quase que na sua totalidade de hidrocarbonetos 

sesquiterpênicos (90%) e diterpenos (BIAVATTI et al., 2006; LIMA-NETO; 

GRAMOSA; SILVEIRA, 2008; TAPPIN et al., 2004; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007). 

De acordo com a análise dos componentes voláteis presentes na oleorresina 

de C. oblongifolia observa-se a presença de 19 substâncias (Tabela 5), das quais sete 

foram identificadas comparando-se com a literatura, com o cálculo de van Den Dool e 

Kratz (1963), e com os bancos de dados espectrais.  
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Tabela 5. Composição química da oleorresina de C. oblongifolia no método A 

Pico 
(n.) 

Substância (a) 
Tempo de 
retenção 

(min) 
RI (b) 

Concentração 
(%) 

1 β-elemeno 23,241 1386,01 14,71 
2 α-bergamoteno <trans> 25,066 1429,73 11,00 
3 β-fameseno <trans> 27,132 1479,88 0,75 
4 β-selineno 27,286 1483,62 7,91 
5 β-bisaboleno 28,148 1504,74 37,69 
6 α-bergamotol <trans> 28,809 1521,49 1,06 

7 
óxido de cariofileno < 

trans> 
30,941 1575,52 6,35 

9 
derivado do cariofileno  

não identificado 
32,060 1604,07 2,88 

10 
derivado do cariofileno  

não identificado 
32,254 1609,23 0,65 

11 
derivado do cariofileno  

não identificado 
32,381 1612,61 1,01 

a As substâncias listadas estão em ordem de eluição na coluna DB-5MS. b RI: Índice de retenção relativa (série 
de n-alcanos C9 a C25). 

O componente volátil mais abundante é o β-bisaboleno (37,69%), seguido do 

β-elemeno (14,71%) e do β-bergamoteno (11,00%). Ainda, baseando-se no padrão 

de fragmentação encontrado, sugere-se que três substâncias, ainda não identificadas, 

sejam isômeros do sesquiterpeno bicíclico β-cariofileno, pois apresentam o perfil de 

fragmentação compatível com a presença do anel ciclobutano. Na análise pelo 

método modificado, foi possível constatar apenas as 19 substâncias já apresentadas 

na análise anterior, pelo método de Adams (2007) clássico. 

A olerresina de C. duckei apresentou um perfil fitoquímico mais complexo, no 

qual observou-se a presença de 33 componentes voláteis, dos quais 20 substâncias 

foram identificadas (Tabela 6). O componente volátil mais abundante de acordo com 

esta análise é o β-cariofileno (14,51%), seguido do β-bisaboleno (14,06%) e do β-

selineno (5,90%).  
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Tabela 6. Composição química da oleorresina de C. duckei no método A 

Pico 
(n.) 

Substância (a) 
Tempo de 
retenção 

(min) 
RI (b) 

Concentração 
(%) 

1 α-ylangeno 22,366 1365,62 0,13 
2 β-elemeno 23,244 1386,08 2,67 
3 α-gurjuneno 23,749 1397,86 0,74 
4 β-cariofileno 24,493 1415,83 14,51 
5 α-bergamoteno <trans> 25,101 1430,58 5,56 
6 α-guaieno 25,158 1431,97 5,12 
7 guaia-6,9-diene 25,387 1437,52 1,04 
8 α-humuleno 25,936 1450,85 3,10 
9 4,11-selinadieno 26,696 1469,30 0,91 
10 γ-muuroleno 26,760 1470,85 0,55 
12 β-bergamoteno <trans> 27,150 1480,32 0,38 
13 β-selineno 27,319 1484,42 5,90 
14 α-selineno 27,604 1491,33 3,76 
16 α-sisaboleno <cis> 27,858 1497,50 2,22 
17 β-sisaboleno 28,196 1505,96 14,06 
18 γ-cadineno 28,302 1508,64 0,70 
19 δ-cadineno 28,530 1514,42 0,92 
21 β-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 substâncias listadas estão em ordem de eluição na coluna DB-5MS. b RI: Índice de retenção relativa (série 
de n-alcanos C9 a C25) 

Na análise pelo método modificado, além das substâncias descritas 

anteriormente, foi possível observar a presença do ácido poliáltico (Tabela 7), um 

diterpeno ácido que está presente na concentração de 21,72%, sendo este o 

componente majoritário da oleorresina de C. duckei. 

Tabela 7. Composição química da oleorresina de C. duckei no método B 

Pico 
(n.) 

Substância (a) 
Tempo de 
retenção 

(min) 
RI (b) 

Concentração 
(%) 

37 ácido ent-poliáltico 45,703 2457,76 21,72 
a As substâncias listadas estão em ordem de eluição na coluna DB-5MS 
b RI: Índice de retenção relativa (série de n-alcanos C21 a C40) 

Em trabalhos anteriores, o sesquiterpeno mais encontrado nas oleorresinas de 

Copaifera spp. é o β-cariofileno, que é composto responsável pelo odor lenhoso 

(SKÖLD et al., 2006; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007). Além disso, outros dois 

sesquiterpenos destacam-se como majoritários: o α-copaeno e o α-humuleno, que 

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

como um dos marcadores químicos, sendo comumente encontrado nas oleorresinas 

das copaíbas (SOUSA et al., 2011; TAPPIN et al., 2004; VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 

2002; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007). De acordo com os dados apresentados, ainda não 

foi possível identificar o β-cariofileno na amostra de C. oblongifolia, embora sejam 

encontradas três substâncias que sejam seus isômeros. Ainda, não se pode 

generalizar que o β-cariofileno seja o composto majoritário de todas as oleorresinas 

de Copaifera spp., pois, como pode-se observar na oleorresina de C. duckei, o ácido 

poliáltico é o componente majoritário.  

 

5.2.2 Análise qualitativa (desreplicação) das oleorresinas, extratos e partições das 

folhas de C. oblongifolia e C. duckei  

 

Após a análise das oleorresinas e extratos das folhas de C. oblongifolia e C. 

duckei por UHPLC-(ESI)-HRMS foi possível realizar a desreplicação de algumas 

substâncias, baseada no espectro de massa de alta resolução (massa exata e 

espectro de fragmentação), sendo que pela análise realizada na coluna Ascentis 

Express® C18 (Supelco, Sigma-Aldrich, Merck, Saint Louis, MO, USA) foram 

identificados 27 componentes dos extratos e oleorresinas, e pela análise realizada na 

coluna Synergi® Polar-RP (Phenomenex, Torrance, CA, USA) (apenas os extratos) 

foram identificados 26 componentes. Para algumas substâncias foi possível propor a 

identificação exata (nome da substância), baseando-se em parâmetros como a massa 

exata, o padrão de fragmentação (modo positivo e/ou negativo) e, principalmente, na 

relação destes parâmetros com substâncias já descritas para as espécies, gênero 

e/ou família Fabaceae. Os resultados da etapa de desreplicação são apresentados 

nas Tabelas 8 e 9. 

Das substâncias identificadas para as oleorresinas de C. duckei e C. 

oblongifolia, algumas já são descritas para oleorresinas destas espécies e/ou outras 

do gênero Copaifera, como por exemplo, o ácido ent-agático, ácido di-hidroagático, 

ácido copaiferólico, ácido caurenoico, ácido (5β, 7α, 8α, 9β, 10α, 13α, 14R)-7,14-

dihidróxi-15-oxokaur-16-en-19-óico, ácido 7α-hidroxi-hardwíckiico, ácido ent-poliáltico 

e ácido hardwíckiico, o que indica a grande similaridade qualitativa na composição 

química das oleorresinas de Copaifera spp (BONAN et al., 2015; CARVALHO et al., 

2005; CASCON; GILBERT, 2000; CAVALCANTI et al., 2006; IZUMI et al., 2012; LIMA 
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et al., 2003b; ROMERO, 2007; SANTIAGO et al., 2015; TRINDADE et al., 2013; 

VEIGA-JÚNIOR et al., 2001; VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002; VEIGA-JÚNIOR et al., 

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

oblongifolia, algumas já são descritas para oleorresinas destas espécies e/ou outras 

do gênero Copaifera, como por exemplo, o ácido ent-agático, ácido di-hidroagático, 

ácido copaiferólico, ácido caurenoico, ácido (5β, 7α, 8α, 9β, 10α, 13α, 14R)-7,14-

dihidróxi-15-oxokaur-16-en-19-óico, ácido 7α-hidroxi-hardwíckiico, ácido ent-poliáltico 

e ácido hardwíckiico, o que indica a grande similaridade qualitativa na composição 

química das oleorresinas de Copaifera spp (BONAN et al., 2015; CARVALHO et al., 

2005; CASCON; GILBERT, 2000; CAVALCANTI et al., 2006; IZUMI et al., 2012; LIMA 

et al., 2003; ROMERO, 2007; SANTIAGO et al., 2015; TRINDADE et al., 2013; VEIGA-

JÚNIOR et al., 2001; VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007). 
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Tabela 8. Composição química das oleorresinas e extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na coluna Ascentis Express® 
C18 (100 x 4,6 mm, 2,7 μm). Fase móvel: (A) ácido fórmico-água 0,1:99,9 e (B) hidróxido de amônio-metanol-acetonitrila 0,1:89,9:10, 
com eluição em modo gradiente de acordo com a Tabela 1. Vazão: 0,5 mL/min.  

Nº FM Massa monoisotópica Substância sugerida TR (min) Observação Amostra 

1 C7H12O6 192,0634 Ácido quínico 1,90 
Substância descrita em 

espécies de Copaifera spp. 
ECO; ECD 

2 C21H20O11 448,1006 Quercitrina 2,61 
Substância descrita em 

espécies de Copaifera spp. 
ECO; ECD 

3 C21H20O10 432,1056 Afzelina 3,09 
Substância descrita em 

espécies de Copaifera spp. 
ECO; ECD 

4 C18H16O7 344,0896 Quercetina 3,4',7-trimetil éter 6,40 

Substância descrita em 
Distemonanthus 

benthamianus (subfamília 
Caesalpinioideae) 

ECD 

5 C20H28O5 348,1937 
Ácido (5β, 7α, 8α, 9β, 10α, 13α, 14R)-7,14-

dihidróxi-15-oxokaur-16-en-19-óico 
7,76 

Substância descrita para 
óleorresina de Copaifera spp.  

OCO 

6 C20H28O5 349,1937 Neocaesalpin H ou Giberilina A53  7,85 
Substâncias descritas em 

espécies da família Fabaceae 
ECD 

7 C20H28O5 349,1937 Neocaesalpin H ou Giberilina A53 8,03 
Substâncias descritas em 

espécies da família Fabaceae 
ECD 

8 C17H14O6 314,0790 Flavonoide 8,50 - ECD 

9 C20H28O4 332,1988 Ácido 7α-hidroxi-hardwíckiico 8,70 
Substância isolada de 

oleorresina de Copaifera spp. 
OCD 

10 C18H39NO3 317,2930 Substância nitrogenada 8,91 - 
OCD; ECO; 

ECD 

11 C24H30O6 414,2042 Caesaldekarin E 9,25 

Substância descrita em 
espécies do gênero 

Caesalpinia (subfamília 
Caesalpinioideae) 

OCD 

12 C15H28O3 256,2042 Sesquiterpeno oxigenado 9,48 - OCD 

13 C28H37NO4 451,2723 Substância nitrogenada 9,88 - ECD 

14 C20H30O3 318,2195 
(+)-(3R,8S,9R,10S)-3-Hydroxylabda-5,13-

dien-15,16-olide ou (−)-
10,72 

Substâncias descritas em 
espécies de Copaifera spp. 

ECO 
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(3S,4R,5S,8R,9S,10R)-3,4-Epoxyclerodane-
13-en-15,16-olide 

15 C20H30O3 318,2195 

(+)-(3R,8S,9R,10S)-3-Hydroxylabda-5,13-
dien-15,16-olide ou (−)-

(3S,4R,5S,8R,9S,10R)-3,4-Epoxyclerodane-
13-en-15,16-olide 

10,89 
Substâncias descritas em 

espécies de Copaifera spp. 
OCO; ECO 

16 C20H30O3 318,2195 Diterpeno ácido 11,46 - OCO 

17 C20H30O4 334,2144 Ácido ent-agático 11,58 
Substância descrita em 

espécies de Copaifera spp. 
OCD, ECD 

18 C20H43NO3 345,3243 Substância nitrogenada 11,85 - OCD; ECD 

19 C20H43NO3 345,3243 Substância nitrogenada 11,85 - ECO 

20 C20H32O4 336,2301 Ácido di-hidroagático 12,10 
Substância descrita em 

espécies de Copaifera spp. 
OCD 

21 C20H32O3 320,2351 Ácido copaiferólico 13,36 
Substância descrita de 

Copaifera multijuga 
OCO 

22 C21H32O4 348,2301 Ácido 15-metil-ester-koválico 14,31 

Substância isolade de 
Gossweilerodendron 

balsamiferum (subfamília 
Caesalpinioideae) 

OCD 

23 C20H28O3 316,2038 Ácido poliáltico ou hardwíckiico 14,72 
Substâncias descritas em 

espécies de Copaifera spp. 
OCD; ECD 

24 C20H34O2 306,2559 Ácido catívico 16,63 
Substância descrita de Prioria 

copaifera (subfamília 
Caesalpinioideae) 

OCD 

25 C20H30O2 302,2246 Ácido caurenoico 17,22 
Substância descrita em 

Copaifera duckei e outras 
espécies de Copaifera spp. 

OCO; OCD 

26 C22H54N6O8 530,4003 Substância nitrogenada 18,69 - OCD 

27 C28H42O2 410,3185 β-tocotrienol ou γ-tocotrienol 20,12 - OCO 

28 C36H44O9 620,2985 Dichrostachine F 21,34 
Substância descrita em 

Dichrostachys cinérea (família 
Fabaceae) 

ECD 

Legenda: OCO: oleorresina de C. oblongifolia; OCD: oleorresina de C. duckei; ECO: extrato de C. oblongifolia; ECD: extrato de C. duckei. 



108 

LEMOS, M. __________________________________________________________________________Resultados e Discussão 

Tabela 9. Composição química dos extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na coluna Synergi® Polar-RP (100 x 3,0 mm, 
2,5 μm). Fase móvel: (A) ácido fórmico-água 0,1:99,9 e (B) iso-propanol-metanol-acetonitrila 0,5:4:6, com eluição em modo gradiente 
de acordo com a Tabela 2. Vazão: 0,68 mL/min.  

Nº FM Massa monoisotópica Substância sugerida TR (min) Observação Amostra 

1 C7H12O6 192,0634 Ácido quínico 0,86 
Substância descrita em 

espécies de Copaifera spp. ECO; ECD 

2 C14H16O10 344.0743 Derivado galoilquínico 0,98 - ECO; ECD 

3 C14H16O10 344.0743 Derivado galoilquínico 1,60 - ECO; ECD 

4 C15H18O10 358.0900 Derivado galoilquínico (monometilado) 1,62 - ECO 

5 C15H18O10 358.0900 Derivado galoilquínico (monometilado) 1,76 - ECO; ECD 

6 C15H18O10 358.0900 Derivado galoilquínico (monometilado) 2,67 - ECO 

7 C15H18O10 358.0900 Derivado galoilquínico (monometilado) 2,94 - ECO; ECD 

8 C21H20O14 496.0853 Ácido 3,4-di-O-galoilquínico 2,99 
Substância descrita em 
Copaifera langsdorffii ECO; ECD 

9 C21H20O14 496.0853 Ácido 3,5-di-O-galoilquínico 4,66 
Substância descrita em 
Copaifera langsdorffii ECO; ECD 

10 C18H26O10 402.1526 Benzil heterosídeo 4,91 - ECO 

11 C18H26O10 402.1526 Benzil heterosídeo 4,96 - ECO 

12 C21H20O14 496.0853 Ácido 4,5-di-O-galoilquínico 5,36 
Substância descrita em 
Copaifera langsdorffii ECO; ECD 

13 C22H22O14 510.1010 Derivado di-O-galoilquínco (monometilado) 6,15 - ECO; ECD 

14 C22H22O14 510.1010 Ácido 5'-O-metil-3,4-di-O-galoilquínico 7,98 
Substância descrita em 
Copaifera langsdorffii ECO; ECD 

15 C22H22O14 510.1010 Ácido 5''-O-metil-3,5-di-O-galoilquínico 8,86 
Substância descrita em 
Copaifera langsdorffii ECO; ECD 
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16 C28H24O18 648.0963 Ácido 3,4,5-tri-O-galoilquínico  10,58 
Substância descrita em 
Copaifera langsdorffii ECO; ECD 

17 C23H24O14 524.1166 Ácido 5',5''-di-O-metil-3,5-di-O-galoilquínico 13,36 
Substância descrita em 
Copaifera langsdorffii ECO; ECD 

18 C29H26O18 662.1119 Ácido 5''-O-metil-3,4,5-tri-O-galoilquínico 13,89 
Substância descrita em 
Copaifera langsdorffii ECO; ECD 

19 C23H24O14 524.1166 Ácido 5',5''-di-O-metil-4,5-di-O-galoilquínico 14,26 
Substância descrita em 
Copaifera langsdorffii ECO; ECD 

20 C29H26O18 662.1119 Derivado tri-O-galoilquínco (monometilado) 14,91 - ECO; ECD 

21 C22H18O10 442.0900 
Epicatequina 3-O-galato ou epicatequina 5-

O-galato 
16,85 

Substâncias descritas para 
espécies da família Fabaceae ECO; ECD 

22 C30H28O18 676.1276 Derivado tri-O-galoilquínco (dimetilado) 17,80 - ECO; ECD 

23 C21H20O11 448.1006 Quercitrina 19,88 
Substância descrita em 

espécies de Copaifera spp. ECO; ECD 

24 C31H30O18 690.1432 
Ácido 5',5'',5'''-tri-O-metil-3,4,5-tri-O-

galoilquínico 
21,17 

Substância descrita em 
Copaifera langsdorffii ECO; ECD 

25 C21H20O10 432.1056 Afzelina 23,03 
Substância descrita em 

espécies de Copaifera spp. ECO; ECD 

26 C18H39NO3 317.2930 Substância nitrogenada 32,22 - ECO; ECD 

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

ser mencionado é presença de 3 componentes não identificados quanto a substância 

exata, mas que se apresentam em uma proporção considerável nesta oleorresina e 

cujas fórmulas moleculares, baseadas na massa exata obtida pelos íons quase 

moleculares em ambos modos de ionização ([M+H]+ e [M-H]-), em especial no modo 

positivo, indicam a presença de nitrogênio nas moléculas dessas substâncias. A busca 

nos bancos de dados utilizados para a realização da desreplicação utilizando as 

fórmulas moleculares calculadas para essas substâncias obteve como resultados 

alguns hits, contudo, nenhum destes foi descrito para o gênero Copaifera, o que torna 

esse achado relevante como justificativa para um estudo fitoquímico mais 

aprofundado da oleorresina de C. duckei. 

Dentre as substâncias propostas para os componentes dos extratos 

hidroalcóolicos após a análise destes em ambas as colunas, por diferentes gradientes 

de eluição, destacam-se os flavonoides, especialmente quercitrina e afzelina, e 

derivados galoilquínicos como os constituintes majoritários dos extratos. Tanto os 

flavonoides quanto os derivados galoilquínicos já são bem descritos na literatura como 

presentes nas folhas de espécies do gênero Copaifera, especialmente Copaifera 

langsdorffii, sendo que principalmente para os derivados galoilquínicos, muitas dessas 

substâncias foram isoladas pela primeira vez dos extratos das folhas desta espécie 

do gênero 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 presença de tais 

substâncias nos extratos analisados era esperada e condiz com a quimiossistemática 

do gênero. 

As demais substâncias descritas para os extratos e oleorresinas, detectou-se a 

presença de diterpenos diferentes daqueles descritos anteriormente, como os ácidos 

15-metil-ester-kolávico e catívico (oleorresina de C. oblongifolia), um flavonoide 

identificado como quercetina 3,4',7-trimetil éter e outro não identificado (extrato de C. 

duckei), além de uma substância cuja massa exta e o padrão de fragmentação 

sugerem que seja a epicatequina 3-O-galato ou epicatequina 5-O-galato. Outras 

substâncias também foram detectadas e suas fórmulas moleculares calculadas a 

partir de suas massas exatas, contudo não foi possível uma identificação inequívoca 

das mesmas, de forma que estas são citadas nas Tabelas 8 e 9, mas a proposta de 
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identificação é um pouco especulativa, baseando-se em substâncias já descritas para 

outras espécies da família Fabaceae. 

5.3 Avaliação da atividade toxicológica 

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

O Brasil é um país continental que possui a maior diversidade genética vegetal 

do planeta. De acordo com dados da literatura atual, devido à essa grandeza de 

biodiversidade, grande parte ainda permanece não estudada dos pontos de vista 

botânico, químico, farmacológico ou toxicológico (ALMEIDA, 2011). Este fato é de 

extrema preocupação, pois casos de intoxicação por plantas representam um 

problema de saúde pública. No ano de 2003, segundo dados do Sistema Nacional de 

Informações Tóxico Farmacológicas (SINITOX), foram registrados 99016 casos de 

intoxicações, sendo que destes, 1185 foram causadas pelo uso indevido de plantas 

(SINITOX, 2003). O saber popular, muitas vezes não representa riscos para a saúde, 

reforçando ainda mais a necessidade de estudos toxicológicos, garantindo a 

segurança no uso de produtos de origem vegetal. 

Visando a implantação de estudos toxicológicos, existe atualmente a 

necessidade da implementação de métodos eficazes que possam substituir o uso de 

animais. Esta discussão sobre o uso de métodos alternativos já data de 57 anos atrás, 

a partir da publicação do livro Principles of Human Experimental Technique, de W.M.S. 

Russell e R.L. Burch em 1959, onde se estabelece o princípio dos 3R’s: Refinament 

(Refinamento), Reduction (Redução) e Replacement (Substituição). 

Respectivamente, estas três ações estabelecem o alívio ou minimização da dor e 

estresse em animais, redução do número de animais utilizados no experimento, 

obtendo-se a mesma qualidade de informação e a substituição de ensaios em animais 

através de métodos alternativos (BRASIL, 2014; CONCEA, 2015; FLECKNELL, 2002; 

RUSSELL; BURCH, 1959; SAÚDE, 2009). 

Diversas instituições internacionais renomadas, tais como a Organisation for 

Economic Co-operation and Development (OECD), descrevem protocolos com 

métodos alternativos já validados para uso in vitro de células eucariontes, tais como 

exemplo ensaio de micronúcleo 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, diminuição dos custos e diminuição do uso de animais. Além disso, os bancos 

de células dispõem de uma grande variedade de linhagens, possibilitando a avaliação 

em diferentes tipos celulares, podendo assim substituir testes de toxicidade aguda in 

vitro, reduzindo o número de amostras a serem testadas em animais (BERNAUER et 

al., 2005). Sendo assim, buscando implementar tais métodos de investigação in vitro 

de atividades toxicológicas de plantas medicinais, foram utilizadas a linhagem CHO-

k1 e a linhagem L929 para ensaios preliminares de atividade citotóxica.  

Na literatura científica, testes de atividade citotóxica geralmente são realizados 

através de ensaios colorimétricos, utilizando-se leitores de microplaca. Existem vários 

métodos para essa avaliação em cultura de células, tais como os ensaios utilizando-

se os corantes resazurina ou vermelho neutro. Porém, a maioria dos testes 

tradicionais possuem algumas limitações, tais como a necessidade de alta densidade 

celular, o que não permite a observação citotóxica por longos períodos, além de 

trabalhosos por necessitarem de diversas etapas, resultando em atraso na obtenção 

dos resultados, limitando, de alguma forma, o número de substâncias e parâmetros 

que poderiam ser analisados e testados (MARTIN; CLYNES, 1991, 1993). 

Diante destes fatores, neste trabalho foram selecionados o teste de 

citotoxicidade por fosfatase ácida, por ser considerado um teste simples, que envolve 

poucas etapas e reagentes na sua execução e por apresentar grande 

reprodutibilidade e exatidão (MARTIN; CLYNES, 1991, 1993). 

O princípio do método se baseia no fato de que o reagente 4-nitrofenil dissódico 

hexa-hidrato de fosfato (pNPP) é amplamente utilizado como substrato para 

determinar a atividade catalítica de várias fosfatases. O grupo fosfato de pNPP é 

clivado pela enzima para produzir p-nitrofenol, o que também é incolor uma vez que o 

máximo comprimento de onda de excitação para a eletrônica de p-nitrofenol meio 

aquoso é 318 nm. No entanto, em condições alcalinas, o p-nitrofenol é convertido para 

o ânion de p-nitrofenolato, resultando em um desvio batocrômico (a alteração na 

absorvância de um composto a um comprimento de onda maior com base em 

condições de solução) para cerca de 400 nm. Este é na extremidade azul do espectro 

eletromagnético, mas uma vez que vê a cor da luz refletida (em oposição à luz 

absorvida), a solução em amarelo (Figura 7). 

 



113 

LEMOS, M. _____________________________________Resultados e Discussão 

 
Figura 7. Representação esquemática da reação catalisada por fosfatase para formação do p-

nitrofenolato 
Fonte: a autora, editado em software "ChemBioDraw® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão 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 ovário do hamster Chinês adulto, e são frequentemente 

utilizadas na investigação biológica e médica, sendo comercialmente empregadas na 

produção de proteínas terapêuticas, estudos genéticos, toxicológicos, nutricionais e 

na expressão de proteínas recombinantes (JAYAPAL et al., 2007). As culturas obtidas 

a partir deste material biológico oferecem um padrão 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. É derivada do clone da geração 95 de tecido 

subcutâneo 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 são linhagens 

celulares imortalizadas não neoplásicas, ou seja, apresentam metabolismo mais 

próximo ao metabolismo normal, quando comparadas com células imortalizadas 

neoplásicas. Atualmente é importante se estabelecer a atividade citotóxica em ambas 

as linhagens, direcionando ou não o estudo mais aprofundado de atividades 

quimioterápicas, bem como verificando se há maior seletividade para células que 

possuem metabolismo tumoral.  

Sendo assim, com base na seleção de métodos que permitem a investigação 

citotóxica por um período maior in vitro, foram realizadas em três replicatas distintas, 

com células com passagens diferentes. Cada teste foi realizado em triplicata 

utilizando-se como método para revelação o ensaio por fosfatase ácida. Os dados 

foram coletados em três diferentes tempos: 24 72 e 120 h. Também, buscando-se 
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investigar a potência toxicológica das oleorresinas, extratos e substâncias isoladas 

foram determinadas a concentração citotóxica 20% (CC20), 50% (CC50) e 80% (CC80).  

A partir destes experimentos é possível observar uma diminuição do CC20, CC50 

e CC80 no decorrer do tempo apresentando valores mais baixos no período 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, é possível observar que para ambas as 

linhagens testadas os valores de CC20, CC50 e CC80 demonstraram valores reduzidos 

nos tempos de 24 e 72 horas, porém com decaimento significativo em 120 horas. Isso 

demonstra a importância da investigação de atividades citotóxicas por tempos maiores 

de exposição, uma vez que mecanismos apoptóticos e necróticos podem ser 

expressos em períodos 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 período 

avaliado, sugerindo que os efeitos citotóxicos sejam mais específicos em células não 

neoplásicas (ver resultados adiante em células neoplásicas, 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, substâncias com conhecida atividade citotóxica 

e utilizadas na clínica como antineoplásicos, além da investigação dos efeitos 

citotóxicos dos anti-inflamatórios não esteroidais, celecoxib e indometacina, utitlizados 

para a investigação da atividade anti-inflamatória atráves do sistema multi-spot (ver 

resultados adiante, Figuras 72, 73, 74, 75 e 76). 
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Tabela 10. Valores de concentração citototóxica 20% (CC20), 50% (CC50) e 80% 
(CC80) para a oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. 
duckei, do ácido polialtico e os controles citotóxicos paclitaxel, camptotecina, 
celecoxib e indometacina no teste de viabilidade celular em linhagem celular CHO-k1 
por fosfatase ácida (os resultados são expressos em média±EPM; n=3, por replicata, 
com 3 replicatas). 

                    Tempo 
Substância 

 24h 72h 120h 

  R2  R2  R2 

Oleorresina de C. 
oblongifolia (µg/mL) 

CC20 36,14±5,41 

0,943 

31,93±9,01 

0,976 

13,15± 1,57 

0,992 CC50 652,91±19,91 162,24±13,85 138,82±5,11 

CC80 2000,75±37,47 793,54±35,70 603,47±6,70 

Extrato das folhas de 
C. oblongifolia 
(µg/mL) 

CC20 46,60±12,21 

0,961 

45,64±12,22 

0,918 

42,22±8,28 

0,913 CC50 1255,81±29,66 913,34±21,78 444,96±10,79 

CC80 3838,62±44,02 1273,84±34,62 846,72±23,03 

Oleorresina de C. 
duckei (µg/mL) 

CC20 68,28±3,59 

0,946 

42,68±5,05 

0,984 

11,78±0,89 

0,832 CC50 679,51±19,64 550,46±15,19 188,63±4,12 

CC80 5779,55±18,09 10817,54±40,98 666,49±14,01 

Extrato das folhas de 
C. duckei (µg/mL) 

CC20 64,96±25,95 

0,935 

41,85±3,64 

0,938 

29,06±9,89 

0,997 CC50 909,02±33,81 138,00±13,75 109,75±13,91 

CC80 1940,59±35,73 695,02±32,00 293,18±23,68 

Ácido poliáltico 
(µM) 

CC20 8,19±1,61 

0,817 

2,53±1,07 

0,936 

2,35±0,44 

0,972 CC50 315,83±7,69 43,00±14,03 36,87±6,23 

CC80 1271,43±16,57 576,74±2,57 416,24±7,15 

Paclitaxel 
(nM) 

CC20 10,14±2,23 

0,952 

3,93±1,28 

0,961 

0,30±0,47 

0,965 CC50 135,21±9,92 24,24±4,68 22,62±3,52 

CC80 180,41±23,95 167,74±11,20 149,30±15,42 

Camptotecina 
(nM) 

CC20 17,15±3,17 

0,897 

14,80±3,18 

0,953 

11,79±5,08 

0,966 CC50 174,86±14,82 157,92±19,71 147,08±19,09 

CC80 260,94±35,21 206,66±19,36 156,40±29,43 

Celecoxib 
(µM) 

CC20 72,25±12,14 

0,975 

26,06±6,35 

0,885 

22,81±2,93 

0,909 CC50 710,35±14,56 549,27±57,81 212,52±22,90 

CC80 1935,73±23,42 1322,49±191,08 1232,49±41,08 

Indometacina 
(µM) 

CC20 18,24±8,08 

0,905 

11,29±3,55 

0,976 

2,30±1,59 

0,982 CC50 422,82±25,35 354,93±18,65 32,00±12,34 

CC80 1152,15±36,23 980,38±87,33 444,37±39,12 
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Tabela 11. Valores de concentração citototóxica 20% (CC20), 50% (CC50) e 80% 
(CC80) para a oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. 
duckei, ácido poliáltico e os controles citotóxicos paclitaxel e camptotecina, no teste 
de viabilidade celular em linhagem celular L929 por fosfatase ácida (os resultados são 
expressos em média±EPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas). 

                    Tempo 
Substância 

 24h 72h 120h 

  R2  R2  R2 

Oleorresina de C. 
oblongifolia (µg/mL) 

CC20 54,41±13,55 

0,874 

33,08±5,50 

0,915 

11,25±3,51 

0,977 CC50 685,06±21,93 280,28±14,76 126,87±6,29 

CC80 8623,83±39,25 2374,31±24,24 1430,19±19,89 

Extrato das folhas 
de C. oblongifolia 
(µg/mL) 
 

CC20 41,75±14,93 

0,980 

27,66±2,23 

0,995 

21,49±4,06 

0,892 CC50 503,70±19,49 226,77±16,90 167,40±9,40 

CC80 9226,45±37,65 1231,52±37,65 1012,88±12,27 

Oleorresina de C. 
duckei (µg/mL) 

CC20 187,45±5,46 

0,981 

19,49±3,09 

0,827 

5,02±2,09 

0,935 CC50 421,69±14,98 374,96±6,93 170,42±7,76 

CC80 9579,38±16,67 2213,10±16,13 1784,81±12,57 

Extrato das folhas 
de C. duckei 
(µg/mL) 
 

CC20 21,72±8,52 

0,956 

19,96±5,26 

0,910 

17,91±6,57 

0,918 CC50 323,16±14,40 224,49±8,31 157,30±13,02 

CC80 5830,10±18,34 2524,53±12,96 1139,19±16,38 

Ácido poliáltico 
(µM) 

CC20 5,23±1,32 

0,924 

3,00±0,60 

0,965 

1,16±0,42 

0,936 CC50 61,79±26,75 54,58±14,04 35,22±8,97 

CC80 3274,79±37,82 990,41±16,63 236,99±13,61 

Paclitaxel 
(nM) 

CC20 4,27±2,62 

0,835 

2,58±1,56 

0,972 

1,82±0,49 

0,839 CC50 82,90±29,96 23,50±3,37 18,90±7,29 

CC80 331,66±35,32 302,86±36,50 183,57±15,53 

Camptotecina 
(nM) 

CC20 13,03±2,95 

0,887 

12,86±4,01 

0,931 

6,31±2,75 

0,955 CC50 179,28±26,51 156,13±39,08 69,77±14,34 

CC80 5091,35±44,96 1870,81±65,28 378,50±42,45 

Celecoxib 
(µM) 

CC20 37,50±3,33 

0,973 

12,79±2,26 

0,984 

11,09±4,37 

0,964 CC50 329,44±28,38 124,72±21,19 112,48±12,08 

CC80 2894,01±63,045 1216,00±75,11 1142,09±37,12 

Indometacina 
(µM) 

CC20 25,51±5,17 

0,970 

21,29±0,39 

0,928 

11,41±0,41 

0,971 CC50 91,94±15,08 53,74±9,47 43,93±2,11 

CC80 331,61±36,18 222,60±18,30 136,80±40,50 
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Na literatura podemos encontrar dados da atividade citotóxica em diferentes 

linhagens celulares utilizando-se outras espécies de Copaifera. A oleorresina de C. 

langsdorffii, por exemplo não apresenta citotoxicidade frente à fibroblastos 3T3 de 

camundongos (MASSON-MEYERS et al., 2013a). Leandro e colaboradores (2012) 

em recente revisão publicada, descrevem as várias atividades farmacológicas 

atribuídas à oleorresina de Copaifera. Dentre elas podemos descrever a impotâncias 

de atividades citotóxicas frente à outros organismos, tais como atividade anti-

leshimaniscida (SANTOS et al., 2008) e também atividade genotóxica in vitro e in vivo 

(CAVALCANTI et al., 2006). Essas atividades e as atividades citotóxicas descritas são 

atribuídas à presença de terpenos, tais como sesquiterpenos, e principalmente 

diterpenos ácidos, por exemplo, o ácido caurenoico e o ácido poliáltico. Neste estudo, 

também podemos notar que o ácido poliáltico, composto majoritário da oleorresina de 

C. duckei também foi submetido aos ensaios em células CHO-k1 e L929, possuindo 

atividade citotóxica mais pronunciada nos tempos de 72 e 120 horas, e resultando em 

CC50 relativamente altas, quando comparados a outras substâncias com potente 

atividade citotóxica – tais como o paclitaxel e a camptotecina, indicando que esta 

substância, em particular, apresenta certa tolerância tóxica. 

Outro fato impotante apresentado neste estudo, atividade citotóxica de extratos 

das folhas de diferentes espécies de Copaifera atualmente não é amplamente 

discutido na literatura, onde foram encontrados uma carência de dados científicos. 

Sendo assim, podemos observar que as substâncias presentes nos extratos das 

folhas não apresentam efeitos citotóxicos pronunciados frente às linhagens não 

neoplásicas CHO-k1 e L929. Parte da ausência destes efeitos se deve ao fato de que 

estes extratos são compostos majoritariamente de substâncias fenólicas tais como 

flavonoides e derivados galoilquínicos (NOGUEIRA; FURTADO; BASTOS, 2015), que 

podem estar favorecendo mecanismos antioxidantes e citoprotetores (REMILA et al., 

2015). 

Apesar de não ser possível estabelecer uma relação direta entre os resultados 

descritos na literatura com os resultados obtidos neste trabalho, uma vez que os testes 

são realizados em diferentes condições e em diferentes linhagens celulares, com 

oleorresinas e folhas coletadas em diferentes regiões e sujeitas à efeitos sazonais, é 

importante que tais estudos sejam citados, para que de forma ampla, porém não 

conclusiva, se possa ter uma noção preliminar do potencial tóxico das oleorresinas e 

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

informações a respeito das plantas do gênero Copaifera, uma vez que não existem 

estudos de citotoxicidade descritos na literatura avaliando a oleoresina e extratos de 

C. oblongifolia e C. duckei.  

5.3.2 Efeitos tóxicos observados no teste de toxicologia aguda dose única in 

vivo – 14 dias e no teste de toxicidade sub-crônica doses repetidas in vivo – 90 dias 

Como principal sinal clínico, os animais tratados com as doses de 1000 e 2000 

mg/kg de oleorresina de C. oblongifolia, ou C. duckei apresentaram redução da 

atividade geral dos animais. Quatro horas após a administração da oleorresina de C. 

oblongifolia, houve melhora da letargia dos animais. A oleorresina de C. duckei 

apresentou toxicidade, pois 100% dos animais tratados morreram após 48 h na 

administração de 2000 mg/kg. Alterações na atividade geral e consciência dos animais 

podem ser indicativos de atividade no sistema nervoso central ou autônomo dos 

animais, indicando uma possível atividade sedativa, depressora ou miorrelaxante 

(KANJANAPOTHI et al., 2004).  

No screening hipocrático os animais tratados com oleorresina de C. duckei 

apresentaram diminuição da resposta ao toque, do tônus corporal, da força de agarrar 

(astenia e ataxia). Acima de 12 h os animais apresentaram anorexia, hipnose, 

piloereção e cianose. Estes efeitos apresentados podem estar associados à presença 

de diterpenos ácidos, tais como o ácido poliáltico, uma vez que o mesmo apresenta 

atividades citotóxicas e hemolíticas, levando a morte de hemácias in vitro após 3 h de 

exposição (IZUMI et al., 2012). Outro exemplo é o ácido 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 κ e δ, 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 ácidos encontrados nas oleorresinas de Copaifera spp.  

tornam-se importantes moléculas na investigação de atividades farmacológicas para 

o tratamento de desordens do sistema nervoso central, tais como distúrbios de humor, 

drogas abuso, ansiedade, hipóxia e dor. 
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Porém, os efeitos tóxicos não foram observados na administração de ácido 

poliáltico isolado a partir de C. duckei, o que sugere que tais efeitos podem estar 

associados a outras substâncias, tais como os sesquiterpenos. 

Como a oleorresina de C. duckei apresentou efeitos indicativos de toxicidade 

no teste agudo, esta foi testada à nível subcrônico, nas doses repetidas de 1, 10 e 100 

mg/kg durante 90 dias. A oleorresina de C. oblongifolia não promoveu a morte dos 

animais no ensaio agudo, por este motivo, não foi testada à nível subcrônico. Durante 

a administração das diferentes doses de oleorresina de C. duckei, não foram 

observadas alterações no comportamento dos animais. Os animais tratados com 

extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei também não apresentaram 

comportamento indicativo de toxicidade. Todos os animais tratados foram mortos por 

aprofundamento da anestesia, sendo posteriormente submetidos à coleta de sangue 

por punção cardíaca e as necrópsia para coleta dos órgãos e análise histopatológica. 

Em todos os grupos de animais tratados não houve diferenças estatísticas em ganho 

de peso ou consumo de água e ração quando comparados ao grupo controle.  

Alterações no peso dos animais são um parâmetro importante para a avaliação 

da toxicidade de um extrato ou substância (JAHN; GUNZEL, 1997).  

Animais tratados com as maiores doses de oleorresina apresentaram um maior 

consumo de água quando comparados com os demais grupos e um menor consumo 

de ração (Tabela 12 e 13). 
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Tabela 12. Efeitos da administração oral da oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, do ácido 
poliático (1000 e 2000 mg/kg) sobre o peso corporal, consumo de água e ração dos animais durante o teste de toxicidade aguda 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Média de peso corporal 
(g) 

Variação de peso acumulado 
(%) 

Média de consumo de água 
(mL/dia) 

Média de consumo de ração 
(g/dia) 

Machos Fêmeas Machos Fêmeas Machos Fêmeas Machos Fêmeas 
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 
C. oblongifolia 

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 
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. 
oblongifolia 

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 

Oleorresina de 
C. duckei 

1000 106.21±1.45 112.46±1.35 2.05±0.36 1.90±0.38 20.57±2.62 19.33±2.61 11.35±1.35 11.12±1.37 
2000 - - - - - - - - 

Extrato das 
folhas de C. 

duckei 
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 

Ácido poliáltico 
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 média±E.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a análise de variância (ANOVA) seguida pelo 
teste de Tukey para comparações. 
 

Tabela 13. Efeitos da administração oral da oleorresina de C. duckei (1, 10 e 100 mg/kg) sobre o peso corporal, consumo de água 
e ração dos animais durante o teste de toxicidade subcrônica 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Média de peso corporal 
(g) 

Variação de peso acumulado 
(%) 

Média de consumo de água 
(mL/dia) 

Média de consumo de ração 
(g/dia) 

Machos Fêmeas Machos Fêmeas Machos Fêmeas Machos Fêmeas 
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 
C. duckei 

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 
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 média±E.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a análise de variância (ANOVA) seguida pelo 
teste de Tukey para comparações. 
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Do mesmo modo, não houve diferenças significativas no hemograma e no perfil 

bioquímico dos animais tratados com o extrato das folhas de C. oblongifolia e C. 

duckei, confirmando assim, a segurança na administração destes extratos. O 

tratamento com a oleorresina parece não influenciar no número total de hemácias, 

porém pode-se observar um aumento da hemoglobina, do hematócrito, do volume 

corpuscular médio, da hemoglobina corpuscular média e da concentração de 

hemoglobina corpuscular média, tanto no ensaio agudo quanto no subcrônico (Tabela 

14 e 15). 

Nos animais tratados com as oleorresinas de Copaifera foram observadas 

plaquetopenia (trombocitopenia). As plaquetas são essenciais para a formação do 

tampão hemostático em resposta ao dano vascular. A trombocitopenia pode estar 

associada ao decréscimo na produção ou ao aumento da destruição, comum na 

quimioterapia intensa. A exposição a agentes tóxicos pode resultar em aumento da 

destruição de plaquetas mediadas por diversos mecanismos, interferindo em toda a 

cascata de coagulação (KLAASSEN, 2013). 
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Tabela 14. Efeitos da administração oral da oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, do ácido 
poliático (1000 e 2000 mg/kg) sobre o hemograma (série vermelha) dos animais durante o teste de toxicidade aguda 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Série vermelha 

Machos 
RBC 

(M/μL) 
HGB 
(g/dL) 

HCT 
(%) 

VCM 
(fL) 

HCM 
(pg) 

CHCM 
(g/dL) 

RDW 
(%) 

PLT 
(K/μL) 

VPM 
(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 

de C. 
oblongifolia 

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 

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 7.20±4.16 

Extrato das 
folhas de C. 
oblongifolia 

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 

Oleorresina 
de C. duckei 

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 
2000 - - - - - - - - - 

Extrato das 
folhas de C. 

duckei 
2000 7.63±0.34 15.35±0.26 55.25±4.88 65.20±4.73 17.90±0.46 26.05±2.17 16.25±1.13 567.17±18.65 7.42±0.56 

Ácido 
poliáltico 

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 
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 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Série vermelha 

Fêmeas 
RBC 

(M/μL) 
HGB 
(g/dL) 

HCT 
(%) 

VCM 
(fL) 

HCM 
(pg) 

CHCM 
(g/dL) 

RDW 
(%) 

PLT 
(K/μL) 

VPM 
(fL) 

Controle - 6.90±0.24 14.00±0.32 63.00±1.75 91.30±0.70 20.30±0.25 22.20±0.21 17.07±0.22 760.33±12.36 5.27±0.16 
Oleorresina 

de C. 
oblongifolia 

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 16.40±2.62 455.33±15.32 32.90±6.32 

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 17.40±0.92 478.67±17.54 7.17±0.64 

Extrato das 
folhas de C. 
oblongifolia 

2000 7.67±0.16 15.07±0.32 69.23±1.07 90.27±0.55 19.70±0.06 21.80±0.12 17.60±1.15 659.00±42.32 6.06±0.24 

Oleorresina 
de C. duckei 

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 
2000 - - - - - - - - - 

Extrato das 
folhas de C. 

duckei 
2000 7.95±0.18 14.20±0.85 54.60±9.60 68.57±11.57 17.90±0.85 27.00±2.80 15.03±1.59 571.50±18.24 7.06±0.60 

Ácido 
poliáltico 

1000 7.66±0.16 15.70±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 
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 média±E.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a análise de variância (ANOVA) seguida pelo 
teste de Tukey para comparações. 
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Tabela 15. Efeitos da administração oral da oleorresina de C. duckei (1, 10 e 100 mg/kg) sobre o hemograma (série vermelha) dos 
animais durante o teste de toxicidade subcrônica 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Série vermelha 

Machos 
RBC 

(M/μL) 
HGB 
(g/dL) 

HCT 
(%) 

VCM 
(fL) 

HCM 
(pg) 

CHCM 
(g/dL) 

RDW 
(%) 

PLT 
(K/μL) 

VPM 
(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 
de C. duckei 

1 7,70±0,36 15,81±0,99 36,80±6,71 77,33±19,33 27,57±7,52 47,60±13,00 17,53±0,79 406,67±43,76 5,60±0,50 
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 30,13±5,68 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 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Série vermelha 

Fêmeas 
RBC 

(M/μL) 
HGB 
(g/dL) 

HCT 
(%) 

VCM 
(fL) 

HCM 
(pg) 

CHCM 
(g/dL) 

RDW 
(%) 

PLT 
(K/μL) 

VPM 
(fL) 

Controle - 7,41±0,18 15,30±0,35 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 
de C. duckei 

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 
10 6,63±0,05 13,90±0,26 60,00±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 média±E.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a análise de variância (ANOVA) seguida pelo 
teste de Tukey para comparações. 
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O aumento de todos os parâmetros hematológicos tais como hemácias e 

hemoglobina, pode ser caracterizado como policitemia. Neste quadro, o sangue torna-

se mais viscoso, dificultando o transporte de oxigênio, reduzindo ao valor de 60% ou 

menos na corrente sanguínea. Podem ser causados por desidratação ou contração 

esplênica após estresse ou dor, resultando em injeção temporária de grande massa 

de eritrócitos na corrente sanguínea (JAIN, 1993). 

O tratamento com a oleorresina e extrato de C. oblongifolia promove uma 

diminuição do número total de leucócitos, com aumento evidente de monócitos 

(Tabela 16 e 17). Quadros de leucopenia podem estar relacionados ao aumento do 

cortisol em situações de estresse fisiológico, podendo ser causado por uma liberação 

de catecolaminas (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). A monocitose transitória pode 

ser observada também em quadros inflamatórios agudos (JAIN, 1993). 

Já o tratamento com oleorresina C. duckei promoveu aumento total de 

leucócitos com o tratamento de 1000 mg/kg. Após 24 h do tratamento com a 

oleorresina de C. duckei na dose de 2000 mg/kg houve grande aumento no número 

total de leucócitos, com grande neutrofilia, diminuição de linfócitos, monócitos e 

eosinófilos. O tratamento com o extrato das folhas de C. duckei manteve os valores 

de leucograma em níveis normais (Tabela 16 e 17).  

Em condições fisiológicas, a atuação da adrenalina causando condições de 

estresse, medo, excitação ou exercício intenso podem aumentar o nível de leucócitos. 

Traumas, infecções bacterianas, corticoesteroides, doença inflamatória e intoxicações 

são as condições patológicas onde há aumento de leucócitos, principalmente os 

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

Tratamento 
v.o. 

Dose (mg/kg) Série Branca 

Machos 
WBC 
(K/μL) 

NEU 
(%) 

LIN 
(%) 

MONO 
(%) 

EOS 
(%) 

BASO 
(%) 

Controle - 5.00±1.19 28.37±4.23 62.30±3.87 4.18±2.10 4.83±0.96 0.35±0.18 
Oleorresina de C. 

oblongifolia 
1000 5.79±1.01 51.63±8.38 48.23±10.24 13.54±0.51 3.49±0.53 2.77±0.76 
2000 4.62±1.27 45.22±12.85 38.60±16.62 10.29±3.76 3.68±1.07 2.88±1.16 

Extrato das folhas 
de C. oblongifolia 

2000 3.20±0.09 35.15±0.43 48.50±4.97 8.89±2.66 4.36±1.03 3.12±0.85 

Oleorresina de C. 
duckei 

1000 8.33±0.73 57.00±6.33 30.54±3.96 3.78±0.59 3.55±1.80 2.93±0.08 
2000 - - - - - - 

Extrato das folhas 
de C. duckei 

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 

Ácido poliáltico 
1000 4.26±0.50 26.37±3.55 52.57±2.26 12.53±0.98 4.48±0.63 4.09±1.60 
2000 4.13±0.45 37.43±3.51 49.37±0.98 6.64±2.51 5.25±1.04 1.28±1.15 

Tratamento 
v.o. 

Dose (mg/kg) Série Branca 

Fêmeas 
WBC 
(K/μL) 

NEU 
(%) 

LIN 
(%) 

MONO 
(%) 

EOS 
(%) 

BASO 
(%) 

Controle - 7.30±1.96 52.83±18.43 39.17±17.50 4.05±1.30 2.57±1.25 1.38±0.24 
Oleorresina de C. 

oblongifolia 
1000 5.07±1.16 44.30±7.28 51.57±6.79 13.54±0.51 4.49±0.73 3.44±0.78 
2000 4.92±1.14 45.30±12.78 38.23±16.28 10.20±3.85 3.49±1.09 2.77±1.25 

Extrato das folhas 
de C. oblongifolia 

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 

Oleorresina de C. 
duckei 

1000 7.75±0.43 57.70±6.29 29.55±3.84 3.79±0.59 3.08±1.73 2.91±0.08 
2000 - - - - - - 

Extrato das folhas 
de C. duckei 

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 

Ácido poliáltico 
1000 4.04±0.23 26.55±2.74 53.95±6.82 4.17±3.09 7.28±1.62 3.22±2.92 
2000 3.45±1.17 30.37±5.57 53.50±8.69 5.67±3.70 3.37±0.02 1.93±1.00 

Os dados representam a média±E.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a análise de variância (ANOVA) seguida pelo 
teste de Tukey para comparações. 
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Tabela 17. Efeitos da administração oral da oleorresina de C. duckei (1, 10 e 100 mg/kg) sobre o hemograma (série branca) dos 
animais durante o teste de toxicidade subcrônica 

Tratamento 
v.o. 

Dose (mg/kg) Série Branca 

Machos 
WBC 
(K/μL) 

NEU 
(%) 

LIN 
(%) 

MONO 
(%) 

EOS 
(%) 

BASO 
(%) 

Controle - 5,51±0,76 29,53±6,00 63,97±6,97 5,96±2,14 0,22±0,07 0,30±0,07 

Oleorresina de C. 
duckei 

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 
10 5,52±0,29 33,03±1,59 57,67±6,28 2,79±2,49 0,07±0,05 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 

Tratamento 
v.o. 

Dose (mg/kg) Série Branca 

Fêmeas 
WBC 
(K/μL) 

NEU 
(%) 

LIN 
(%) 

MONO 
(%) 

EOS 
(%) 

BASO 
(%) 

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. 
duckei 

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 
10 5,60±1,68 39,07±5,26 48,77±6,19 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 média±E.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a análise de variância (ANOVA) seguida pelo 
teste de Tukey para comparações. 
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A oleorresina das espécies de Copaifera spp. apresentam compostos que 

promovem ações citotóxicas in vitro e in vivo (ABRÃO et al., 2015; LIMA et al., 2003b; 

MAISTRO et al., 2005; SACHETTI et al., 2009, 2011; VARGAS et al., 2015). Estes 

efeitos citotóxicos podem ser observados in vivo, como resultado do estresse 

fisiológico nos animais, contribuindo para a progressão do quadro toxicológico. 

As alterações nos parâmetros bioquímicos observados foram o aumento dos 

níveis de glicose, colesterol, triglicerídeos, ureia, AST e ALT com a administração da 

oleorresina de C. oblongifolia e C. duckei. A dose de 2000 mg/kg de oleorresina de C. 

duckei diminuiu os níveis de glicose, colesterol, triglicerídeos, ureia, creatinina, AST e 

ALT e γ-GT (Tabela 18 e 19). As anormalidades detectadas nas atividades séricas 

das enzimas hepáticas e marcadores renais são consideradas indicadores sensíveis 

de perturbações hepáticas, pancreáticas e renais. Elevações nas atividades séricas 

enzimáticas podem dever-se a alterações reversíveis ou irreversíveis na 

permeabilidade celular, indução de enzimas microssomais ou lesões estruturais 

associadas à necrose, colestase ou isquemia hepatocelular.  
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Tabela 18. Efeitos da administração oral da oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, do ácido 
poliático (1000 e 2000 mg/kg) sobre os parâmetros bioquímicos dos animais durante o teste de toxicidade aguda 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Parâmetros bioquímicos 

Machos 
Glicose 
(mg/dL) 

Colesterol 
(mg/dL) 

Triglicerídeos 
(mg/dL) 

Ureia 
(mg/dL) 

Creatinina 
(mg/dL) 

AST (TGO) 
(U/L) 

ALT (TGP) 
(U/L) 

GamaGT 
(U/L) 

Controle - 124.00±8.72 58.67±1.33 81.33±5.81 52.00±2.31 0.27±0.07 61.33±10.97 64.67±5.70 12.00±2.31 
Oleorresina 

de C. 
oblongifolia 

1000 282.33±13.67 118.00±11.02 118.33±6.49 55.33±1.76 0.31±0.05 60.67±2.67 61.33±11.57 14.00±1.15 

2000 264.00±12.17 111.33±13.38 139.00±16.26 58.00±1.15 0.33±0.07 67.00±4.73 87.33±25.44 12.33±3.18 

Extrato das 
folhas de C. 
oblongifolia 

2000 182.00±6.93 77.00±1.73 96.00±10.39 55.00±0.58 0.20±0.00 55.00±5.20 81.00±10.97 17.00±0.58 

Oleorresina 
de C. duckei 

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 
2000 - - - - - - - - 

Extrato das 
folhas de C. 

duckei 
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 

Ácido 
poliáltico 

1000 222.67±15.44* 74.00±5.03 96.67±11.57 54.67±3.71 0.20±0.00 39.33±5.33 54.67±7.06 10.67±1.33 
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* 119.00±9.16* 12.00±1.15 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Parâmetros bioquímicos 

Fêmeas 
Glicose 
(mg/dL) 

Colesterol 
(mg/dL) 

Triglicerídeos 
(mg/dL) 

Ureia 
(mg/dL) 

Creatinina 
(mg/dL) 

AST (TGO) 
(U/L) 

ALT (TGP) 
(U/L) 

GamaGT 
(U/L) 

Controle - 130.00±12.49 62.00±9.02 40.67±4.67 42.33±0.33 0.20±0.00 50.00±8.33 68.67±2.91 13.33±0.67 
Oleorresina 

de C. 
oblongifolia 

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 11.67±2.96 

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 

Extrato das 
folhas de C. 
oblongifolia 

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 

Oleorresina 
de C. duckei 

1000 244.00±6.43 82.67±16.83 123.67±17.57 58.00±3.06 0.20±0.00 64.67±6.57 93.00±6.66 9.00±0.58 
2000 - - - - - - - - 

Extrato das 
folhas de C. 

duckei 
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 

Ácido 
poliáltico 

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 
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 média±E.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a análise de variância (ANOVA) seguida pelo 
teste de Tukey para comparações com o grupo controle. 
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Tabela 19. Efeitos da administração oral da oleorresina de C. duckei (1, 10 e 100 mg/kg) sobre os parâmetros bioquímicos dos 
animais durante o teste de toxicidade subcrônica 

Tratamento 
v.o. 

Dose (mg/kg) Parâmetros bioquímicos 

Machos 
Glicose 
(mg/dL) 

Colesterol 
(mg/dL) 

Triglicerídeos 
(mg/dL) 

Ureia 
(mg/dL) 

Creatinina 
(mg/dL) 

AST (TGO) 
(U/L) 

ALT (TGP) 
(U/L) 

GamaGT 
(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 
C. duckei 

1 140,67±47,11 76,00±4,00 89,33±21,67 43,33±6,96 0,20±0,00 64,00±21,20 48,00±5,77 5,33±0,67 
10 158,00±9,45 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 

Tratamento 
v.o. 

Dose (mg/kg) Parâmetros bioquímicos 

Fêmeas 
Glicose 
(mg/dL) 

Colesterol 
(mg/dL) 

Triglicerídeos 
(mg/dL) 

Ureia 
(mg/dL) 

Creatinina 
(mg/dL) 

AST (TGO) 
(U/L) 

ALT (TGP) 
(U/L) 

GamaGT 
(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 
C. duckei 

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 9,33±0,67 
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 média±E.P.M. (n=5). Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a análise de variância (ANOVA) seguida pelo 
teste de Tukey para comparações. 
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A redução ou aumento do peso dos órgãos internos é um índice simples e 

sensível indicativo de toxicidade após exposição, e muitas vezes, são efeitos 

associados ao tratamento (SELLERS et al., 2007; TEO et al., 2002).  

Neste trabalho, o tratamento as oleorresinas e extratos de Copaifera spp. não 

induziram mudanças significativas no peso relativo dos órgãos dos hamsters de 

ambos os sexos, com excessão dos rins, fígado e pâncreas. 

O aspecto visual do fígado é compatível com a presença de esteatose. No 

pâncreas as não foram evidenciadas lesões levam à pancreatite, porém observa-se o 

aumento do peso do órgão, sugerindo edema e possível lesão microscópica. Nos rins, 

a nefrotoxicidade é acompanhada pelo aumento dos níveis de creatinina e glicose, os 

quais foram observados nos exames bioquímicos. Diversos processos toxicológicos 

envolvendo o fígado, o pâncreas e os rins podem causar elevações proporcionalmente 

distintas nas enzimas e marcadores, devido à variação na distribuição de cada um no 

organismo (SHIRWAIKAR; KHAN; MALINI, 2003). Entretanto, o aumento destes 

parâmetros bioquímicos aponta para uma possível sobrecarga hepática, pancreática 

e renal, as quais devem ser investigadas mais detalhadamente através da observação 

de lâminas histológicas (Tabela 20 e 21). 

Com relação à análise histológica dos órgãos alterados, em geral, as estruturas 

funcionais apresentam aspecto normal, porém com intenso infiltrado inflamatório, com 

presença de células polimorfonucleares (Tabela 22). Essas alterações são 

apresentadas tanto em animais submetidos ao teste de toxicidade aguda com uma 

única dose, quanto aos animais submetidos ao teste de toxicidade subcrônica com 

doses repetidas em 90 dias, e nas duas doses testadas, sugerindo que são alterações 

que não dependem da e dose-tempo. As alterações histológicas no fígado podem 

sustentar as alterações bioquímicas observadas para AST e ALT em animais que 

receberam a oleorresina. 

A metabolização de terpenos pode resultar em substâncias potencialmente 

nocivas, tais como compostos oxigenados (SCHMIDT; BELOV; GÖEN, 2013) para o 

funcionamento mitocondrial, estimulando reações imunológicas específicas 

(PADUCH et al., 2007). O dano hepático pode ser resultado do metabolismo de fase 

1, com a participação enzimática do CYP450, e o metabolismo de conjugação (fase 2) 

(ARIYOSHI et al., 1975; AUSTIN et al., 1988; VIGUSHIN et al., 1998). Além disso, o 

aumento da atividade da CYP450 pode resultar em espécies reativas de oxigênio, que 
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danificam os mecanismos de respiração mitocondrial e a produção de ATP, inibindo a 

β-oxidação 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 alterações histológicas com presença de células inflamatórias, 

principalmente no parênquima hepático, sugerem danos hepáticos rimários, isto é, 

predispõe a formação de necrose ou apoptose mediada por respostas imunológicas 

específicas, com possível participação de linfócitos T citotóxicos, embora estas células 

não estejam presentes nos cortes histológicos (WU et al., 2012; YEH; BRUNT, 2007). 

O aumento do peso do fígado pode ser decorrente ao aumento do volume 

celular, associada à formação de microvacuólos ou espaços citoplasmáticos em 

resposta à ação dos produtos do metabolismo dos terpenos, resultando em acúmulo 

de sódio e do teor de água (KOSIF et al., 2010). 

Vale ressaltar que a dose tóxica letal é acima de 1000 mg/kg em dose única, e 

o perfil tóxico foi observado em animais repetidamente tratados com 100mg/kg. Tais 

resultados tóxicos encontrados não podem ser relevantes para os seres humanos, 

considerando-se apenas as doses utilizadas em animais, uma vez que a superfície 

corporal de um humano representa aproximadamente 100 vezes maior que a 

superfície corporal de um hamster (KLAASSEN, 2013). Na prática, a exposição 

humana à produtos, cosméticos ou fitoterápicos, contendo a oleorresina de Copaifera 

spp. não seria o suficiente para produzir lesão hepática, renal ou pancreática.  

 

 

 

  



132 

LEMOS, M. __________________________________________________________________________Resultados e Discussão 

Tabela 20. Efeitos da administração oral da oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, do ácido 
poliático (1000 e 2000 mg/kg) sobre a proporção dos órgãos dos animais durante o teste de toxicidade aguda 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Proporção do peso dos órgãos em relação ao peso corporal 

Machos 
Coração 

(%) 
Pulmões 

(%) 
Rins 
(%) 

Fígado 
(%) 

Adrenal 
(%) 

Estômago 
(%) 

Pâncreas 
(%) 

Bexiga 
(%) 

Intestinos 
(%) 

Testículos 
(%) 

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 0.23±0.06 9.25±0.29 0.43±0.18 
Oleorresina de C. 

oblongifolia 
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 
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 

Extrato das folhas de 
C. oblongifolia 

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. 
duckei 

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 0.41±0.05* 0.24±0.00 11.35±0.46 0.24±0.01 
2000 - - - - - - - - - - 

Extrato das folhas de 
C. duckei 

2000 0.45±0.05 0.76±0.03 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 

Ácido poliáltico 
1000 0.40±0.03 0.66±0.01 1.02±0.03 3.67±0.18 0.05±0.01 1.15±0.29 0.13±0.00 0.16±0.01 10.31±1.04 0.40±0.13 
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 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Proporção do peso dos órgãos em relação ao peso corporal 

Fêmeas 
Coração 

(%) 
Pulmões 

(%) 
Rins 
(%) 

Fígado 
(%) 

Adrenal 
(%) 

Estômago 
(%) 

Pâncreas 
(%) 

Bexiga 
(%) 

Intestinos 
(%) 

Ovários 
(%) 

Controle - 0.33±0.01 0.59±0.06 0.82±0.05 3.32±0.30 0.04±0.01 0.72±0.02 0.19±0.03 0.13±0.01 7.42±0.05 0.07±0.00 
Oleorresina de C. 

oblongifolia 
1000 0.36±0.01 0.61±0.05 0.78±0.03 3.21±0.11 0.06±0.01 0.71±0.03 0.10±0.01 0.11±0.01 6.96±0.42 0.09±0.00 
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 

Extrato das folhas de 
C. oblongifolia 

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 0.18±0.01 8.67±0.04 0.11±0.00 

Oleorresina de C. 
duckei 

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 
2000 - - - - - - - - - - 

Extrato das folhas de 
C. duckei 

2000 0.43±0.01 0.74±0.04 0.96±0.07 3.88±0.26 0.11±0.01 0.84±0.02 0.20±0.05 0.17±0.02 8.43±0.04 0.10±0.01 

Ácido poliáltico 
1000 0.25±0.11 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 
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 média±E.P.M. (n=5). As proporções do peso dos órgãos em relação ao peso corporal foram calculadas como: (peso do órgão/peso terminal do corpo) 
x 100 e expressas como porcentagem do peso do órgão. Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a análise de variância (ANOVA) 
seguida pelo teste de Tukey para comparações. 
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Tabela 21. Efeitos da administração oral da oleorresina de C. duckei (1, 10 e 100 mg/kg) sobre a proporção dos órgãos dos animais 
durante o teste de toxicidade subcrônica 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Proporção do peso dos órgãos em relação ao peso corporal 

Machos 
Coração 

(%) 
Pulmões 

(%) 
Rins 
(%) 

Fígado 
(%) 

Adrenal 
(%) 

Estômago 
(%) 

Pâncreas 
(%) 

Bexiga 
(%) 

Intestinos 
(%) 

Testículos 
(%) 

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 

de C. 
duckei 

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 
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 

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 
Tratamento 

v.o. 
Dose 

(mg/kg) 
Proporção do peso dos órgãos em relação ao peso corporal 

Fêmeas 
Coração 

(%) 
Pulmões 

(%) 
Rins 
(%) 

Fígado 
(%) 

Adrenal 
(%) 

Estômago 
(%) 

Pâncreas 
(%) 

Bexiga 
(%) 

Intestinos 
(%) 

Ovários 
(%) 

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 

de C. 
duckei 

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 
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 

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 média±E.P.M. (n=5). As proporções do peso dos órgãos em relação ao peso corporal foram calculadas como: (peso do órgão/peso terminal do corpo) 
x 100 e expressas como porcentagem do peso do órgão. Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a análise de variância (ANOVA) 
seguida pelo teste de Tukey para comparações com o grupo controle. 
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Tabela 22. Detalhes de cortes histológicos do fígado, pâncreas e rins após a administração oral da oleorresina de C. oblongifolia 
(2000 mg/kg) e C. duckei (1000 mg/kg). 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Fígado 
Corte transversal em aumento 

de 400x 

Pâncreas 
Corte transversal em aumento 

de 400x 

Rim 
Corte transversal em aumento 

de 400x 

Controle - 

   

Oleorresina de 
C. oblongifolia 

2000 

   

Oleorresina de 
C. duckei 

1000 
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5.4 Avaliação da atividade gastroprotetora  

5.4.1 Efeitos das oleorresinas, extratos das folhas e substâncias isoladas de 

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

A linhagem neoplásica de adenocarcinoma gástrico (AGS) é uma célula 

neoplásica derivada de indivíduo de 54 anos, feminino, caucasiano, sem tratamento 

prévio anti-câncer (BARRANCO et al., 1983a, 1983b), e mostrou-se mais sensível ao 

tratamento com a oleorresina, extratos de folhas e substâncias isoladas de Copaifera 

spp.  quando comparadas as linhagens não-neoplásicas. O tratamento destas células 

diminuiu a viabilidade celular pelo método de fosfatase ácida de maneira dose-tempo-

dependente (Tabela 23). 

 

Tabela 23. Valores de concentração citototóxica 20% (CC20), 50% (CC50) e 80% 
(CC80) para a oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. 
duckei, e os controles citotóxicos paclitaxel e camptotecina, no teste de viabilidade 
celular em linhagem celular AGS por fosfatase ácida (os resultados são expressos em 
média±EPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas). 

                    Tempo 
Substância 

 24h 72h 120h 

  R2  R2  R2 

Oleorresina de C. 
oblongifolia (µg/mL) 

CC20 31,68±1,20 

0,996 

11,98±1,44 

0,995 

5,58±0,45 

0,991 CC50 43,56±3,02 28,94±2,19 20,04±0,50 

CC80 69,90±8,68 59,90±7,18 34,68±1,15 

Extrato das folhas de 
C. oblongifolia 
(µg/mL) 
 

CC20 32,76±1,30 

0,995 

19,91±2,41 

0,961 

15,52±1,50 

0,978 CC50 59,57±2,84 59,57±1,62 43,93±2,74 

CC80 178,26±4,57 124,40±8,37 108,33±3,88 

Oleorresina de C. 
duckei (µg/mL) 

CC20 63,36±7,91 

0,993 

31,64±2,59 

0,999 

7,70±1,39 

0,991 CC50 42,81±3,15 41,89±4,59 31,49±5,62 

CC80 32,08±1,01 57,12±7,33 54,41±9,26 

Extrato das folhas de 
C. duckei (µg/mL) 
 

CC20 81,28±6,05 

0,993 

37,26±1,38 

0,964 

16,02±1,17 

0,996 CC50 120,03±7,20 77,98±8,68 65,15±1,54 

CC80 177,25±6,03 113,93±3,32 101,78±12,08 

Paclitaxel 
(nM) 

CC20 14,49±2,02 

0,969 

0,80±1,95 

0,998 

0,66±0,36 

0,978 CC50 63,71±2,84 59,49±2,62 11,64±0,75 

CC80 578,02±8,32 274,97±8,60 337,03±4,18 

Camptotecina 
(nM) 

CC20 6,38±2,82 

0,990 

3,82±1,29 

0,985 

0,81±1,63 

0,996 CC50 27,81±4,79 8,45±3,96 2,87±0,74 

CC80 46,91±8,67 34,95±6,61 7,01±0,30 
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A atividade citotóxica foi confirmada através da determinação do percentual de 

células vivas e mortas por citometria de fluxo marcadas com iodeto de propídio 

(Tabela 24) (PICK et al., 2004). Podemos observar que a oleorresina de ambas as 

espécies de Copaifera apresentam maior potencial citotóxico 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 
adição de PI), controle, DMSO 2%, a oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas 
de C. oblongifolia e C. duckei, e os controles citotóxicos paclitaxel e camptotecina, no 
teste de determinação de morte celular por iodeto de propídio por citometria de fluxo 
em linhagem celular AGS (os resultados são expressos em média±EPM; n=3, por 
replicata, com 3 replicatas). 

             Tempo 
Substância 

 24h 72h 120h 

Conc. 
Células 
vivas 

Células 
mortas 

Células 
vivas 

Células 
mortas 

Células 
vivas 

Células 
mortas 

Branco - 94,13±1,08  4,72±2,74  90,52±4,83  15,48±1,26  83,47±5,45  11,70±2,31  

Controle - 82,83±8,28  17,95±6,74  67,18±7,37  29,22±5,95  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 
C. oblongifolia 
(µg/mL) 

10 58,94±11,72  36,47±11,15  77,70±2,30  19,10±1,74  45,36±5,22  48,20±7,26  

30 51,34±6,16  42,24±5,68  60,33±2,52  34,65±2,14  22,06±6,01 73,74±6,36  

Extrato das 
folhas de C. 
oblongifolia 
(µg/mL) 

10 55,62±10,41  39,51±10,16  70,12±5,87  26,25±6,38  27,17±10,12  68,51±10,08  

30 66,20±21,36  30,16±20,22  65,37±7,15  30,93±6,80  37,43±10,05  55,61±11,33 

Oleorresina de 
C. duckei 
(µg/mL) 

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  

30 72,39±9,42  23,50±7,49  70,09±3,73  25,89±3,20  27,17±10,12 68,51±10,08 

Extrato das 
folhas de C. 
oblongifolia 
(µg/mL) 

10 60,89±8,82  34,54±8,38  77,19±2,90  19,79±2,86  26,32±15,65  70,71±16,13  

30 58,50±18,38  36,69±17,50  71,52 ±1,60  25,54±1,49  21,92±13,46  74,74±14,17  

Extrato das 
folhas de C. 
duckei (µg/mL) 

10 55,62±10,41  39,51±10,16  70,12±5,87  26,25±6,38  27,27±9,08  69,20±10,21  

30 66,20±21,36  30,16±20,22  65,37±7,15  30,93±6,80  22,06±6,01  73,74±6,36  

Paclitaxel 
(nM) 

10 54,14±29,39  40,97±27,06  25,28±8,70  71,36±8,65  8,30±4,64  85,71±3,70  

50 49,25±27,69  47,14±26,75  13,95±3,56  83,60±4,15  6,15±1,69  85,69±4,74  

Camptotecina 
(nM) 

10 58,57±20,10  38,64±19,03  42,51±2,84  53,47±2,25  9,79±1,95  85,56±1,25  

50 38,51±3,59  58,38±3,82  33,86±5,93  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.  são descritas 

quimicamente como uma solução de ácidos diterpênicos em um óleo essencial, 

contendo grandes quantidades de sesquiterpenos (BRAGA et al., 1998; CASCON; 

GILBERT, 2000). Em recente revisão Greay e Hammer (2011) demonstraram a 

importância 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 câncer, onde tais substâncias 

parecem induzir a apoptose, modular a atividade de caspases e aumentar o infiltrado 

leucocitário no tumor (GREAY; HAMMER, 2011; LIMA et al., 2003b; PETIWALA; 

JOHNSON, 2015; RUSSO et al., 2015). 

Além disso, os ácidos galoilquínicos isolados, ácido gálico e ácido quínico, e 

controles positivos paclitaxel e camptotecina foram testadas quanto à citotoxicidade 

em células de adenocarcinoma gástrico (AGS). Todos os tratamentos exibiram 

atividade citotóxica numa dose e dependente do tempo do efeito (Tabela 25).  

Flavonóides, taninos condensados, e ácidos galoilquínicos levar a uma 

diminuição da incidência do câncer, especialmente pela redução espécies reativas de 

oxigênio, potente atividade anti-inflamatória, e melhorar a terapia anti-Helicobacter 

pylori, que está associada com o aparecimento de adenocarcinoma gástrico (FANTINI 

et al., 2015; FRESCO et al., 2010; YAHIRO et al., 2005; YANG; LEE; YEN, 2000). 

As substâncias, tais como o ácido gálico e ácido quínico, apresentam potentes 

atividades citotóxicas em células neoplásicas, por exemplo, contra células das 

linhagens THP-1 e HeLa (REMILA et al., 2015; SANCHES et al., 2015). As espécies 

reativas de oxigênio desempenham um papel na transdução de sinal entre as células 

cancerosas, a transcrição e produção de citocinas pró-inflamatórias (REMILA et al., 

2015) tais como do NF-κB. Os compostos fenólicos, como os ácidos galoilquínicos 

presentes apresentam promissoras atividades antioxidantes (COSTA-MACHADO et 

al., 2015) e podem agir sobre os mecanismos que reduzam essas espécies reativas 

e, consequentemente, contribuir para a terapia antitumoral. 

Substâncias que exibem atividades anti-tumorais que, em combinação também 

possuam atividades antioxidantes pode melhorar a eficácia no tratamento e promover 

a cura na terapia anti-tumoral, em comparação com apenas substâncias que 

apresentam apenas atividades citotóxicas. Além de inibir a carcinogênese, estas 
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substâncias podem prevenir o dano e morte celular de células saudáveis, reduzindo 

assim os efeitos secundários da quimioterapia (FANTINI et al., 2015; OOI et al., 2011). 

 

Tabela 25. Valores de concentração citototóxica 20% (CC20), 50% (CC50) e 80% 
(CC80) para o ácido gálico, ácido quínico, os 16 ácidos galoílquinicos derivados de 
Copaifera spp. , e os controles citotóxicos paclitaxel e camptotecina, no teste de 
viabilidade celular em linhagem celular AGS por fosfatase ácida (os resultados são 
expressos em média±EPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas) 

                     Tempo 
Substância 

 24h 72h 120h 

  R2  R2  R2 

Ácido gálico (µM) 

CC20 2,31±0,63 

0,986 

1,42±0,35 

0,963 

0,75±0,34 

0,989 CC50 4,68±0,90 2,95±0,44 2,33±0,67 

CC80 9,49±2,92 7,21±3,50 6,12±1,58 

Ácido quínico (µM) 

CC20 1,24±0,50 

0,987 

0,77±0,30 

0,950 

0,49±0,16 

0,916 CC50 3,85±0,99 2,29±0,56 1,77±0,35 

CC80 11,92±5,49 7,67±2,80 6,36±2,17 

Ácido 3-O-(3-O-metil 
galoil)-quínico (1) 
(µM) 

CC20 8,42±1,45 

0,952 

4,19±1,69 

0,989 

2,88±1,21 

0,989 CC50 15,79±1,88 9,87±2,39 8,27±2,17 

CC80 29,62±5,52 23,76±10,14 23,23±9,17 

Ácido 3,5-di-O-(3-O- 
metil galoil)-quínico 
(2) (µM) 

CC20 5,87±2,51 

0,979 

4,12±1,45 

0,902 

2,97±1,35 

0,982 CC50 14,96±3,92 12,13±2,61 8,85±2,50 

CC80 38,08±17,65 35,73±13,51 26,35±12,34 

Ácido 3-O-(galoil)-4-
O-(3-O- metil galoil)-
quínico (3) (µM) 

CC20 7,63±1,80 

0,919 

5,02±1,61 

0,917 

3,31±1,44 

0,988 CC50 15,14±2,36 10,77±2,06 8,84±2,36 

CC80 30,05±7,60 23,55±10,19 23,12±7,38 

Ácido 3,5-di-O-(3-O- 
metil galoil)-quínico 
(4) (µM) 

CC20 8,53±2,15 

0,989 

4,81±1,35 

0,934 

3,18±1,35 

0,989 CC50 17,09±2,81 11,57±1,98 9,23±2,41 

CC80 34,25±8,97 27,81±7,96 26,78±11,63 

Ácido 3-O-(galoil)-5-
O-(3-O- metil galoil)-
quínico (5) (µM) 

CC20 8,05±1,89 

0,917 

3,97±1,45 

0,904 

3,22±1,41 

0,988 CC50 16,46±2,51 10,24±2,28 8,69±2,35 

CC80 33,66±8,32 26,37±9,71 23,50±10,27 

Ácido 3-O-(3-O-metil 
galoil)-5-O-(galoil)-
quínico (6) (µM) 

CC20 7,11±2,31 

0,985 

3,14±1,18 

0,912 

2,31±1,37 

0,980 CC50 14,42±3,04 8,23±1,91 7,91±2,94 

CC80 29,25±10,18 27,10±17,01 21,56±7,99 

Ácido 4,5-di-O-(3-O- 
metil galoil)-quínico 
(7) (µM) 

CC20 5,14±1,96 

0,986 

3,58±1,12 

0,929 

3,05±1,26 

0,900 CC50 14,21±3,32 10,79±2,07 9,10±2,31 

CC80 39,25±16,43 32,49±10,76 27,08±11,47 

Ácido 3-O-(3-O-metil 
galoil)-4-O-(galoil)-
quínico (8) (µM) 

CC20 7,43±2,18 

0,987 

3,11±1,19 

0,907 

2,97±1,42 

0,986 CC50 15,96±2,98 9,44±2,51 8,31±1,96 

CC80 34,25±10,66 27,97±11,63 22,17±8,40 
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Ácido 3,4-di-O-galoil-
quínico (9) (µM) 

CC20 7,97±2,37 

0,986 

3,21±1,45 

0,986 

2,21±1,12 

0,968 CC50 16,90±3,20 9,45±2,63 7,70±2,44 

CC80 35,84±11,23 27,76±12,95 26,80±14,36 

Ácido 3,5-di-O-galoil-
quínico (10) (µM) 

CC20 8,67±2,01 

0,917 

5,46±1,96 

0,984 

1,74±0,98 

0,989 CC50 17,05±2,61 10,79±2,25 6,89±2,43 

CC80 33,51±8,08 27,36±4,12 21,32±7,71 

Ácido 3-O-(3-O-metil 
galoil)-quínico (11) 
(µM) 

CC20 6,94±2,47 

0,983 

4,53±1,38 

0,930 

3,32±1,49 

0,987 CC50 16,17±3,58 11,53±2,14 9,311±2,57 

CC80 37,67±14,43 29,34±9,19 26,05±11,87 

Ácido 4-O-(galoil)-5-
O-(3-O-metil galoil)-
quínico (12) (µM) 

CC20 3,12±1,70 

0,979 

3,64±1,69 

0,985 

2,61±1,29 

0,986 CC50 12,76±4,42 9,99±2,84 8,10±2,49 

CC80 52,11±34,64 27,36±12,96 25,12±12,79 

Ácido 4,5-di-O-galoil-
quínico (13) (µM) 

CC20 8,42±2,02 

0,908 

3,12±1,74 

0,988 

1,62±0,81 

0,980 CC50 17,33±2,68 9,09±3,13 6,30±1,98 

CC80 35,68±8,94 26,45±15,12 24,49±13,05 

Ácido 3,4,5-tri-O-(3-
O-metil galoil)-
quínico (14) (µM) 

CC20 3,86±1,97 

0,980 

5,80±1,68 

0,924 

2,73±1,12 

0,907 CC50 12,87±4,07 11,70±2,05 7,94±2,03 

CC80 42,86±24,89 23,60±7,12 23,12±9,63 

Ácido 3,5-di-O-
(galoil)-4-O-(3-O-
metil galoil)-quínico 
(15) (µM) 

CC20 6,25±2,53 

0,981 

4,16±1,45 

0,910 

2,77±1,22 

0,988 CC50 15,94±3,97 10,29±2,17 8,09±2,21 

CC80 40,63±18,12 25,46±8,87 23,61±10,53 

Ácido 3,4,5-tri-O-
galoil-quínico (16) 
(µM) 

CC20 2,69±1,93 

0,965 

6,58±1,88 

0,903 

2,49±1,21 

0,986 CC50 13,43±6,30 12,41±2,24 7,67±2,33 

CC80 66,89±16,02 43,37±7,45 23,59±11,74 

Paclitaxel 
(nM) 

CC20 14,96±4,55 

0,975 

0,75±0,44 

0,952 

0,70±0,30 

0,911 CC50 67,23±8,40 53,76±15,51 15,06±4,01 

CC80 573,61±16,03 305,11±14,61 301,22±15,84 

Camptotecina 
(nM) 

CC20 3,57±0,53 

0,989 

2,07±0,49 

0,978 

0,26±0,14 

0,992 CC50 23,71±2,09 6,71±0,83 1,54±0,42 

CC80 57,45±26,25 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. É derivada do 

clone da geração 95 de tecido subcutâneo 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 tradução significa “ensaio do 

rasgo” é um modelo empregado para a avaliação de potencial atividade cicatrizante 
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(SUDSAI et al., 2013; TEWTRAKUL et al., 2015). É um modelo útil, de baixo custo e 

fácil execução que tem por objetivo investigar a proliferação e a migração celular de 

substâncias no reparo de feridas (BALEKAR et al., 2012a, 2012b). 

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

celulares ou de tecidos, e durante muitos anos foram utilizadas para estimar as taxas 

de migração e proliferação de diferentes células e de diferentes condições de cultura. 

Esses ensaios envolvem, geralmente, em primeiro lugar o crescimento de uma 

monocamada de células confluentes.  

Neste modelo experimental, uma lesão mecânica é aplicada com auxílio de 

uma ponteira em camada de células confluentes, promovendo uma faixa descontínua 

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 espaço aberto é então monitorado microscopicamente ao longo do tempo, 

como as células se movem e como preenchem a área danificada. Imagens em 

diferentes intervalos são obtidas em determinados pontos desta faixa, sendo possível 

determinar a distância entre os lados do rasgo e quantificar a migração e proliferação 

celular. Esta "cura" pode ter entre várias horas e ao longo de um dia, dependendo do 

tipo de células, condições, e a extensão da região "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 migração celular em células da linhagem de fibroblastos L929 (Figura 8, 

9 e 10). 

As feridas em tecidos resultam em uma complexa série de eventos para seu 

reparo, que podem incluir a infiltração de células inflamatórias como parte do processo 

para remover e destruir o tecido necrótico, aumento da vascularização por fatores 

antigênicos, e aumento da proliferação celular e a deposição de matriz extracelular 

(CHEN; ABATANGELO, 1999; DOILLON et al., 1985; GURTNER et al., 2008).  

A cicatrização é uma resposta de reparação, iniciada imediatamente após a 

ruptura da integridade da pele. É composta basicamente de 5 fases: de homeostase 

e inflamação, de neovascularização, de granulação, de re-epitelização e de 

remodelação. Estas fases são interligadas e sobrepostas, e a cronificação da lesão 
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ocorre com a ineficiência de alguma destas fases (DEMIRCI et al., 2014; SCHMIDT et 

al., 2009).  

Plantas medicinais, ou suas moléculas derivadas são aplicadas como 

cicatrizantes pela população devido ao conhecimento etnofarmacológico, que 

garantem resultados eficazes com baixo custo, sendo bem tolerada pelos pacientes 

(BALEKAR et al., 2012a, 2012b; WANG et al., 2011). Os metabólitos secundários que 

apresentam atividades cicatrizantes de tecidos mais eficazes são os taninos, 

triterpenos e alcaloides (KUMAR et al., 2007; NAYAK; PINTO PEREIRA, 2006). 

Espécies de Copaifera possuem como componentes majoritários compostos 

da classe dos terpenos, presentes na oleorresinas, que são amplamente empregadas 

pela população como cicatrizantes, em especial, topicamente. Diversos estudos 

apontam que estes efeitos cicatrizantes atribuídos são resultado dos efeitos anti-

inflamatórios, 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 análise de desreplicação preliminar apresentada neste estudo 

observa-se a presença de compostos fenólicos, tais como os ácidos galoilquínicos e 

epicatequinas, que são 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 reforçam ainda mais os efeitos curativos apresentados no 

ensaio de atividade cicatrizante sobre úlceras crônicas, apresentado no item 5.4.3. 
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Figura 8. Gráfico do efeito sobre a proliferação de fibroblastos L929 incubados com as oleorresinas de 
C. oblongifolia e C. duckei, nas concentrações de 30 e 100 µg/mL, durante os tempos de 3, 6, 12, 24 e 
48h após o scratch em relação ao tempo zero. Os valores representam a média ± E.P.M da % de área 
de cobertura nos diferentes tempos após o scratch em relação 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 veículo. 
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Extrato das folhas de C. oblongifolia
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Extrato das folhas de C. duckei
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Figura 9. Gráfico do efeito sobre a proliferação de fibroblastos L929 incubados com os extratos das 
folhas de C. oblongifolia e C. duckei, nas concentrações de 30 e 100 µg/mL, durante os tempos de 3, 
6, 12, 24 e 48h após o scratch em relação ao tempo zero. Os valores representam a média ± E.P.M da 
% de área de cobertura nos diferentes tempos após o scratch em relação 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 veículo. 
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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)”, versão 1.50i (2016) (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) (ABRÀMOFF; MAGALHÃES; 
RAM, 2004; RASBAND, 2016; SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012). 
 

(A) (B) (C) 
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5.4.2 Efeitos gastroprotetores das oleorresinas, extratos das folhas e substâncias 

isoladas de Copaifera spp. úlceras agudas 

A úlcera péptica é uma das principais desordens gastrointestinais. É causada 

por um desequilíbrio entre fatores agressivos (secreção ácida) e protetores (muco e 

bicarbonato). Consequentemente, reduzir a produção de ácido gástrico e reforçar a 

produção de muco são as principais abordagens no tratamento desta doença 

(ANDRADE et al., 2007) 

A formação de lesões na mucosa gástrica por agentes necrosantes, como o 

etanol, é reportada por envolver a redução de mecanismos de defesa gástricos 

(KINOSHITA; NOTO; TAMAKI, 1995). A formação destas lesões que seguem à 

administração de etanol envolve diversos mecanismos: (1) uma redução no fluxo 

sanguíneo gástrico, contribuindo no desenvolvimento de hemorragia e necrose; (2) 

solubilização do muco presente no estômago, resultando em uma redução da 

diferença de potencial transmembrana na mucosa, aumentando o fluxo de íons Na+ e 

K+ ao lúmen, secreção de pepsina e perda de íons H+ e histamina no lúmen; (3) 

indução do estresse oxidativo; (4) aumento da atividade de xantina oxidase e níveis 

de malondialdeído; e (5) redução nos níveis totais de glutationa nas células da mucosa 

gástrica (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 área lesada, promovendo um efeito 

citoprotetor frente ao agente lesivo (Tabela 26 e Figura 11). Estes resultados podem 

envolver diversos mecanismos, tais como redução do fluxo sanguíneo gástrico 

(contribuindo para o desenvolvimento da hemorragia) e a manutenção dos 

constituintes da mucosa do estomago responsáveis pela sua integridade  

(KINOSHITA; NOTO; TAMAKI, 1995; WALLACE; GRANGER, 1996; XU et al., 2016). 

 

  



146 

LEMOS, M. _____________________________________Resultados e Discussão 

Tabela 26. Efeitos da administração oral de omeprazol (30 mg/kg) e da oleorresina e 
extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (30, 100 e 300 mg/kg) em úlceras 
gástricas agudas induzidas por etanol/HCl em camundongos. 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Área total de 
lesão (mm²) 

Área relativa 
lesada (%) 

Índice de 
cura (%) 

DI50 calculada 

Controle - 58,39±5,28 27,94±2,75 - - 

Omeprazol 30 11,87±2,12** 6,41±1,09** 75,19±4,08** - 

C. oblongifolia 
Oleorresina 

30 
100 
300 

20,65±2,39** 
15,58±1,90** 
6,64±1,47** 

8,37±1,37 
5,44±2,89** 
3,12±2,68** 

60,20±4,62 
74,39±3,04** 
87,19±2,83** 

15,93 mg/kg 
(7,90 – 32,11) 

C. oblongifolia 
Extrato 

30 
100 
300 

49,39±4,30* 

36,99±3,35** 

31,35±4,91** 

22,58±2,91** 

16,96±1,72** 

11,35±1,64** 

28,55±3,29** 

55,69±4,32** 

69,78±7,27** 

76,10 mg/kg 
(47,03 – 
123,10) 

C. duckei 
Oleorresina 

30 
100 
300 

24,71±4,20** 

18,12±1,79** 

8,19±1,67** 

10,42±1,49** 

7,94±1,24** 

3,28±1,12** 

60,78±4,09** 

70,18±5,42** 

84,36±2,95** 

13,67 mg/kg 
(4,52 – 41,25) 

C. duckei 
Extrato 

30 
100 
300 

39,86±2,90* 

32,93±4,49** 

23,35±2,78** 

19,34±2,56** 

14,20±1,98** 

9,25±1,75** 

36,69±5,49* 

49,12±4,91** 

58,98±4,09** 

27,11 mg/kg 
(11,17 - 89,70) 

Os dados representam a média±E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação ao grupo controle (**p<0,01), 
ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 11. Gráfico do efeito da administração da oleorresina e do extrato hidroalcoólico 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 lesão de úlceras gástricas 
induzidas por EtOH/HCl (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos 
experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05 e 
**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 

(A)          (B) 

(C)          (D) 
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Buscando-se os possíveis metábolitos secundários responsáveis pela atividade 

gastroprotetora, as frações obtidas dos extratos das folhas de C. oblongifolia e C. 

duckei foram avaliadas no modelo de úlceras agudas induzidas por EtOH/HCl na dose 

de 100 mg/kg, afim de se determinar qual ou quais as frações mais ativas. Todas as 

frações testadas apresentaram atividade citoprotetora gástrica, porém a fração 

diclorometânica e a fração 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 à presença 

de terpenos e flavonoides presentes nas frações. 

 

Tabela 27. Efeitos da administração oral de omeprazol (30 mg/kg) e das frações de 
C. oblongifolia e de C. duckei (100 mg/kg) em úlceras gástricas agudas induzidas por 
etanol/HCl em camundongos. 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Área total de 
lesão (mm²) 

Área relativa 
lesada (%) 

Índice de 
cura (%) 

Controle - 69.97±4.72 36.81±3.64 - 

Omeprazol 30 9.54±2.85** 6.68±1.16** 81.85±4.23** 

C. oblongifolia 
Hexano 

100 42.05±3.41 21.39±4.62* 41.89±3.35* 

C. oblongifolia 
Diclorometano 

100 33.12±2.56** 15.49±2.25** 57.92±2.24** 

C. oblongifolia 
Acetato de etila 

100 35.52±2.86** 17.93±3.45** 51.29±1.84** 

C. oblongifolia 
n-Butanol 

100 45.14±3.01** 24.41±3.01* 33.69±1.69* 

C. oblongifolia 
Aquosa 

100 46.99±3.49* 16.52±1.38** 55.12±4.71* 

C. duckei 
Hexano 

100 52.13±4.70 16.82±2.35* 54.31±3.96* 

C. duckei 
Diclorometano 

100 20.72±1.97** 7.25±1.80** 80.30±3.86** 

C. duckei 
Acetato de etila 

100 25.29±3.48** 8.86±2.19** 75.93±2.27** 

C. duckei 
n-Butanol 

100 33.35±4.31** 13.01±1.87** 64.66±3.76** 

C. duckei 
Aquosa 

100 47.32±2.15* 19.35±3.85* 47.43±1.71* 

Os dados representam a média±E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação ao grupo controle (**p<0,01), 
ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 12. Gráfico do efeito da administração das frações hexânica, diclorometânica, acetato de etila, 
n-butanólica e aquosa obtidas do extrato hidroalcoólico 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 lesão 
de úlceras gástricas induzidas por EtOH/HCl (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a 
média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferença significativa em relação ao grupo controle 
(*p<0,05 e **p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 

 

Complementando ainda mais a investigação sobre quais metabólitos 

secundários poderiam ser mais ativos, a atividade gastroprotera do ácido ent-agático 

(1), ácido caurenoico (2), ácido ent-poliáltico (3), afzelina (4), α-humuleno (5), β-

cariofileno (6), óxido de cariofileno (7) e quercitrina (8), representados na Figura 13 

foram investigados.  

 
Figura 13. Estruturas químicas testadas no ensaio de úlceras gástricas induzidas por EtOH/HCl.   
Fonte: a autora, editado em software "ChemBioDraw® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão 12.0, 

2007 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA). 

 

(A)             (B) 
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Neste ensaio, os terpenos o β-cariofileno, óxido de cariofileno e α-humuleno, e 

o flavonoide afzelina, na dose de 30 mg/kg foram capazes de inibir a formação de 

lesões gástricas, promovendo um índice de cura acima de 70% (Tabela 28 e Figura 

14). 

 

Tabela 28. Efeitos da administração oral de omeprazol (30 mg/kg) e de substâncias 
isoladas a partir da oleorresina e extrato de folhas de Copaifera spp. (30 mg/kg) em 
úlceras gástricas agudas induzidas por etanol/HCl em camundongos. 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Área total 
de lesão 

(mm²) 

Área relativa 
lesada (%) 

Índice de 
cura (%) 

Controle - 41.38±5.43 27.86±1.81 - 
Omeprazol 30 9.55±2.69** 4.53±1.17** 77.58±4.67** 

ácido ent-agático 30 26.50±3.40** 15.78±3.79* 47.89±4.13* 
ácido caurenoico 30 15.98±3.58** 7.55±1.34** 60.91±5.76** 
ácido poliáltico 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** 
α-humuleno 30 9.83±1.88** 5.36±1.14** 75.95±4.59** 
β-cariofileno 30 8.06±1.73** 3.90±1.03** 80.29±6.25** 

óxido 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 média±E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação ao grupo controle (* p<0,05 e 
**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 14. Gráfico do efeito da administração do ácido ent-agático, ácido caurenoico, ácido polialtico, 
afzelina, α-humuleno, β-cariofileno, óxido 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 lesão de úlceras gástricas induzidas 
por EtOH/HCl (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos 
seguida dos E.P.M.s. Diferença significativa em relação 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. é rico 

em derivados galoilquínicos, onde 16 destes foram testados no modelo de úlceras 

gástricas por Et/OH. Além desses, o ácido gálico e o ácido quínico foram testados 

para fins comparativos (Figura 15). 

 
Figura 15. Estruturas químicas testadas no ensaio de úlceras gástricas induzidas por EtOH/HCl.   
Fonte: a autora, editado em software "ChemBioDraw® para sistema operacional Windows (64 bits)”, versão 12.0, 

2007 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA). 
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Todos, os 16 derivados isolados diminuíram a lesão gástrica no teste induzido 

por etanol/HCl, sendo que ácido 4-O-(galoil 3-O-metil)-5-O-(galoil)-quínico (11), ácido 

4-O-(galoil)-5-O-(galoil 3-O-metil)-quínico (12) e o ácido 4,5-di-O-galoilquínico (13) 

foram mais efetivos, reduzindo significativamente a área total da lesão, a percentagem 

lesão e aumentando assim o índice de cura (p<0,01), promovendo índices de cura de 

78%, 85% e 81% respectivamente. Esta atividade parece ter correlação estrutural, 

tendo em vista que estes derivados galoilquínicos apresentam substituições nos 

carbonos de posição 4 e 5 do resíduo de ácido gálico (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 ácidos gálicos presentes nos extratos das folhas de C. oblongifolia e C. 

duckei apresentam atividade gastroprotetora in vivo quando administrados 

isoladamente.  

No ensaio de úlceras induzidas por EtOH/HCl, o etanol é responsável pela 

diminuição dos mecanismos de defesa presentes no estômago, reduzindo o fluxo 

sanguíneo, que resulta em desenvolvimento de necrose, além de solubilizar o muco, 

aumentando o fluxo de íons sódio e potássio para o lúmen, bem como aumentando o 

aumento de secreção de pepsina, íons 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 níveis de malondialdeído e redução dos níveis totais de glutationa 

em células gástricas (EL-SHINNAWY; ABD-ELMAGEID; ALSHAILABI, 2014; 

KWIECIEŃ et al., 2004; TAN et al., 2000).  

Estudos com extratos de folhas de Byrsonima intermedia sugerem que os 

principais metabólitos secundários encontrados em suas folhas, tais como flavonóides 

e ácidos fenólicos, podem ser os responsáveis pela atividade gastroprotetora in vivo 

(SANTOS et al., 2012). Semelhante atividade gastroprotetora foi observada a partir 

de extratos hidro-alcoólicos de folhas de Camellia sinensis, que contém uma grande 

variedade de compostos fenólicos, incluindo flavonoides e ácidos galoilquínicos 

(SCOPARO et al., 2014). Além disso, quanto polifenóis em geral, flavonóides, taninos 

condensados, e ácidos galoilquínicos são bem conhecidos por exibir atividade 

antioxidante (BOUCHET; BARRIER; FAUCONNEAU, 1998; FANTINI et al., 2015) e, 

assim, resultar em atividade gastroprotetora. 



152 

LEMOS, M. _____________________________________Resultados e Discussão 

Tabela 29. Efeitos da administração oral de omeprazol (30 mg/kg) e pantoprazol (30 
mg/kg), do ácido gálico, do ácido quínico e de 16 ácidos galoilquínicos (30 mg/kg) em 
úlceras gástricas agudas induzidas por etanol/HCl em camundongos. 

n. 
Tratamento 

v.o. 
Dose 

(mg/kg) 

Área total 
de lesão 

(mm²) 

Área 
relativa 
lesada 

(%) 

Índice de 
cura (%) 

 Controle - 48.78±4.46 37.06±1.74 - 
 Omeprazol 30 9.55±2.69** 4.53±1.17** 77.58±4.67** 

AG ácido gálico 30 18.65±4.82** 9.03±1.82** 60.74±5.60** 
AQ ácido quínico 30 22.05±1.66* 11.20±0.76** 44.92±3.62** 
01 ácido 5’-O-metil-3-O-galoilquínico 30 18.02±3.30** 7.02±1.43** 56.09±4.04** 
02 ácido 5’,5’’-di-O-metil-3,4-di-O-galoilquínico 30 25.14±4.23* 11.60±1.78* 47.09±4.97* 
03 ácido 5’’-O-metil-3,4-di-O-galoilquínico 30 33.71±4.82* 12.94±2.32* 34.73±4.84* 
04 ácido 5’,5’’-di-O-metil-3,5-di-O-galoilquínico 30 17.79±1.95** 9.55±1.04** 56.65±4.75** 
05 ácido 5’’-O-metil-3,5-di-O-galoilquínico 30 18.85±4.78* 10.60±3.25** 71.70±5.65** 
06 ácido 5’-O-metil-3,5-di-O-galoilquínico 30 13.75±2.36** 8.57±1.44** 66.49±4.78** 
07 ácido 5’,5’’-di-O-metil-4,5-di-O-galoilquínico 30 11.54±1.12** 5.93±0.43** 71.87±2.70** 
08 ácido 5’-O-metil-3,4-di-O-galoilquínico 30 19.41±3.30* 10.72±1.84** 52.69±5.08** 
09 ácido 3,4-di-O-galoilquínico 30 14.94±3.92** 11.28±2.23* 63.59±5.45* 
10 ácido 3,5-di-O-galoilquínico 30 10.34±1.91** 6.12±1.07** 74.79±4.67** 
11 ácido 5’-O-metil-4,5-di-O-galoilquínico 30 8.91±1.46** 6.32±0.93** 78.29±3.57** 
12 ácido 5’’-O-metil-4,5-di-O-galoilquínico 30 5.99±1.66** 4.56±1.29** 85.40±4.05** 
13 ácido 4,5-di-O-galoilquínico 30 7.48±1.75** 5.82±1.26** 81.76±4.27** 

14 
ácido 5’,5’’,5’’’-tri-O-metil-3,4,5-tri-O-

galoilquínico 
30 13.90±3.69** 8.54±2.56** 66.24±4.98** 

15 ácido 5’’-O-metil-3,4,5-tri-O-galoilquínico 30 23.97±3.96* 11.57±2.53* 48.90±5.89* 
16 ácido 3,4,5-tri-O-galoilquínico 30 13.85±2.90** 6.89±1.42** 66.43±5.07** 
Os dados representam a média±E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05 e 
**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 16. Gráfico do efeito da administração dos ácidos galoilquínicos presentes no extrato das folhas de espécies de Copaifera spp., na dose de 30 mg/kg, 
v.o., do ácido gálico, na dose de 30 mg/kg, v.o., do ácido quínico, na dose de 30 mg/kg, v.o., e omeprazol, na dose de 30 mg/kg, v.o., sobre a porcentagem de 
lesão de úlceras gástricas induzidas por EtOH/HCl (60%/0,3N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. 
Diferença significativa em relação 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-inflamatórios não-esteroidais é a 

ulceração gástrica decorrente da diminuição da síntese de prostaglandinas por 

inibição da enzima ciclo-oxigenase 1 (CRYER, 2000). PGE2 e PGI2 produzidas no 

estômago pela COX-1 desempenham um importante papel na proteção do epitélio 

gástrico (SUGIMOTO; NARUMIYA; ICHIKAWA, 2000; WALLACE, 2008). 

Através da ação em receptores específicos denominados receptores EP – 

acoplados a proteína G – a PGE2 e a PGI2 promovem a liberação de IP3 e DAG, que 

ativam a via-adenilato-ciclase-AMP e resultando em aumento da secreção de muco e 

bicarbonato, a resistência epitelial e o fluxo sanguíneo na mucosa (LAINE; 

TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; NØRSETT et al., 2005; WALLACE; MA, 2001). 

Os dados obtidos no modelo de úlceras induzidas por indometacina corroboram 

com dados obtidos no modelo de úlcera aguda induzida por EtOH/HCl. 

Provavelmente, o mecanismo gastroprotetor envolvido compreende a inibição da 

migração de células inflamatórias para o tecido inflamado da mucosa gástrica (Tabela 

30 e Figura 17). (KLEIN-JÚNIOR et al., 2012; MUSUMBA; PRITCHARD; 

PIRMOHAMED, 2009; SCHMASSMANN, 1998). 

 

Tabela 30. Efeitos da administração oral de ranitidina (100 mg/kg) e da oleorresina e 
extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (30, 100 e 300 mg/kg) 
em úlceras gástricas agudas induzidas por AINEs (indometacina, 100mg/kg) em 
camundongos. 
Tratamento 

v.o. 
Dose 

(mg/kg) 
Área total de 
lesão (mm²) 

Área relativa 
lesada (%) 

Índice de 
cura (%) 

DI50 calculada 

Controle - 24.87±1.96 12.59±2.03 - - 

Ranitidina 100 8.85±1.17** 4.64±0.58** 73.71±4.87 - 

C. oblongifolia 
Oleorresina 

30 
100 
300 

12.08±2.72** 
7.29±2.69** 
3.82±0.91** 

4.17±1.84** 
2.84±1.05** 
1.01±0.27** 

55.43±4.58 
79,61±5.81 
88.26±3.50 

33,65 mg/kg 
(29,04 – 38,09) 

C. oblongifolia 
Extrato 

30 
100 
300 

16.25±3.48* 
9.42±2.68** 
4.46±1.47** 

6.32±1.33** 
5.75±1.78** 
4.45±1.34** 

53.24±4.75 
77.64±5.16 
85.75±4.23 

38,18 mg/kg 
(7,88 – 46,16) 

C. duckei 
Oleorresina 

30 
100 
300 

12.51±2.91** 
5.45±1.03** 
1.55±0.36** 

3.11±0.46** 
2.78±0.50** 
0.86±0.18** 

42.09±3.47 
74.77±4.76 
92.82±6.68 

29,07 mg/kg 
(10,47 – 47,83). 

C. duckei 
Extrato 

30 
100 
300 

10.57±2.08** 
8.50±1.57** 
4.98±1.49** 

5.21±1.04** 
4.12±0.41** 
2.70±1.22** 

51.06±6.65 
60.67±5.28 
76.93±5.61 

47,45 mg/kg 
(29,83 – 25,48). 

Os dados representam a média±E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05 e 
**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 

 



155 

LEMOS, M. _____________________________________Resultados e Discussão 

 

Oleorresina de C. oblongifolia

0

5

10

15

20

Veículo

Indometacina 100 mg/kg (v.o.)

Controle

100 mg/kg

Ranitidina

30 mg/kg 100 mg/kg

Oleorresina de C. oblongifolia

** **
**

**

300 mg/kg

P
o

rc
en

ta
g

em
 d

e 
le

sã
o

 (
%

)

Oleorresina de C. duckei

0

5

10

15

20

Veículo

Indometacina 100 mg/kg (v.o.)

Controle

100 mg/kg

Ranitidina

30 mg/kg 100 mg/kg

Oleorresina de C. duckei

**
** **

**

300 mg/kg

P
o

rc
en

ta
g

em
 d

e 
le

sã
o

 (
%

)

Extrato das folhas de C. oblongifolia

0

5

10

15

20

Veículo

Indometacina 100 mg/kg (v.o.)

Controle

100 mg/kg

Ranitidina

30 mg/kg 100 mg/kg

Extrato das folhas de C. oblongifolia

**
**

**

300 mg/kg

**

P
o

rc
en

ta
g

em
 d

e 
le

sã
o

 (
%

)

Extrato das folhas de C. duckei

0

5

10

15

20

Veículo

Indometacina 100 mg/kg (v.o.)

Controle

100 mg/kg

Ranitidina

30 mg/kg 100 mg/kg

Extrato das folhas de C. duckei

** ** **

300 mg/kg

**
P

o
rc

en
ta

g
em

 d
e 

le
sã

o
 (

%
)

 
Figura 17. Gráfico do efeito da administração da oleorresina e do extrato hidroalcoólico 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.o., sobre a porcentagem de lesão de úlceras gástricas induzidas por AINE (indometacina, 100 mg/kg) 
em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferença 
significativa em relação 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 substâncias 

isoladas de Copaifera spp. úlceras crônicas 

Para avaliar os efeitos curativos da oleorresina ou do extrato das folhas de C. 

oblongifolia e C. duckei foi empregado o modelo de úlcera crônica induzida por ácido 

acético. Este ensaio consiste na aplicação de uma injeção de ácido acético na camada 

subserosa externa do estômago, sendo o modelo que mais se assemelha a úlcera em 

humanos, tanto em termos de características patológicas e a localização, quanto aos 

mecanismos de cicatrização (DE PAULA et al., 2008; TAKAGI; OKABE; SAZIKI, 

1969). Em contato com a mucosa, o ácido acético inicia a lesão com dano vascular e 

necrose isquêmica, além de destruir a barreira protetora gástrica, promover mudanças 

no padrão de aderência do muco, formar espécies reativas de oxigênio, alterar a 

(A)        (B) 

(C)        (D) 
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microcirculação, diminuir a liberação de fatores de crescimento tecidual e produção 

de prostaglandinas, óxido nítrico, citocinas, promovendo a apoptose (OKABE; 

AMAGASE, 2005). 

Há três fases distintas de cicatrização: (1) necrose, (2) infiltração inflamatória e 

(3) formação da margem da úlcera e início da cicatrização (OKABE; AMAGASE, 2005; 

SCHMASSMANN, 1998; TARNAWSKI, 2005). O processo de cicatrização gástrica é 

complexo, e envolve a reparação da lesão através da formação de tecido de 

granulação, re-epitelização e remodelamento da matriz extracelular, que resulta na 

reconstrução da mucosa. Esse processo inclui o restabelecimento da superfície 

epitelial, reorganização das glândulas mucosas, aumento da síntese e da liberação 

de mucinas ácidas, proliferação, migração e diferenciação celular (FORNAI et al., 

2011; S. TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012; TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 

2013). Durante o dano vascular ocorre liberação de mediadores que causam 

quimiotaxia de leucócitos e macrófagos, liberando citocinas pró-inflamatórias como, 

por exemplo, o TNF-α, a IL-1β e a IL-8, e envolvendo a enzima ciclo-oxigenase 2 no 

processo de reparo tecidual. A expressão de COX-2 parece controlar os mecanismos 

de re-epitelização, angiogênese, citoproteção e proliferação celular epitelial (mediada 

por EGF) (SCHMASSMANN, 1998; TARNAWSKI, 2005; WALLACE; MA, 2001).  

A administração oral por 7 dias da oleorresina ou do extrato das folhas de C. 

oblongifolia e C. duckei favoreceu o processo de cicatrização, diminuindo o diâmetro 

da lesão quando comparado ao grupo controle (Tabela 31), além de diminuir a 

espessura da mucosa gástrica (Tabela 32), e a infiltração leucocitária no local da lesão 

(Tabela 33). Observa-se também que a oleorresina ou o extrato das folhas de C. 

oblongifolia e C. duckei aumenta o número de células em proliferação na região de 

regeneração da úlcera, em relação ao grupo controle. Com esses dados, é possível 

concluir que, pelo menos em parte, a proliferação celular contribui para a cicatrização 

da úlcera (CZYZEWSKA et al., 2009). 
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Tabela 31. Efeitos da administração oral de ranitidina (100 mg/kg) e da oleorresina e 
extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (300 mg/kg) em úlceras 
gástricas crônicas induzidas por ácido acético (20 µL, 20%) em camundongos. 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Área total 
de lesão 

(mm²) 

Área relativa 
lesada (%) 

Índice de 
cura (%) 

Controle - 38.06±3.08 14.98±1.63 - 

Ranitidina 100 10.84±1.76** 6.06±1.58** 75.56±6.06** 

C. oblongifolia 
Oleorresina 

300 12.49±2.98** 6.48±1.31** 76.69±6.33** 

C. oblongifolia 
Extrato 

300 10.42±3.92** 5.46±1.93** 70.89±6.96** 

C. duckei 
Oleorresina 

300 9.04±3.46** 5.40±1.86** 74.74±7.68** 

C. duckei 
Extrato 

300 6.08±2.61** 3.48±1.46** 83.22±5.31** 

Os dados representam a média±E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05 e 
**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
 
 

Tabela 32. Efeitos da administração oral de ranitidina (100 mg/kg) e da oleorresina e 
extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (300 mg/kg) em úlceras 
gástricas crônicas induzidas por ácido acético (20 µL, 20%) em camundongos. 

Tratamentos 
Dose 

(mg/kg) 

Espessura da 
mucosa gástrica 

(µm) 

Espessura da 
muscular gástrica 

(µm) 

Classificação por 
pontuação 

(0 – 4) 

Naïve - 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 

Oleorresina 
300 276,30±10,65 273,22±13,79 3 

C. oblongifolia 
Extrato 

300 241,94±10,17 221,88±10,05 3 

C. duckei 
Oleorresina 

300 223,52±8,70 269,23±16,31 2 

C. duckei 
Extrato 

300 241,95±13,84 165,07±15,35 2 

Os dados representam a média±E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação 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 histológicos de estômagos após a administração oral 
da oleorresina de C. oblongifolia e C. duckei (300 mg/kg), durante 7 dias em animais 
submetidos ao teste de úlceras crônicas por ácido acético. 

Mucosa e muscular do estômago 
Corte transversal em aumento de 4000x 

 
Naïve 

 
Controle Negativo 

 
Ranitidina 100 mg/kg 

 
Oleorresina de C. oblongifolia 

 
Oleorresina de C. duckei 

 
Extrato das folhas de C. oblongifolia 

 
Extrato das folhas de C. duckei 
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5.4.4 Efeitos das oleorresinas, extratos das folhas e substâncias isoladas de 

Copaifera sobre a secreção gástrica e a quantidade de muco gástrico (ligadura de 

piloro) 

Como mencionado anteriormente, a mucosa possui papel importante no 

restabelecimento da integridade gástrica. Este papel, em grande parte está associado 

com a presença de muco, que contribui significativamente para o reparo dos danos. 

O muco é um fator protetor importante que reveste continuamente a mucosa gástrica 

e é a primeira linha de defesa contra agentes nocivos como o ácido ou bactérias 

(PHILLIPSON et al., 2008). Sua composição é água (95%) e de glicoproteínas (5%), 

denominadas mucinas, que formam um gel transparente, viscoso e elástico, com 

propriedades aderentes que retarda a difusão do ácido para as células do epitélio 

gástrico (MOJŽIŠ; HEGEDÜŠOVÁ; MIROSSAY, 2000). 

Durante o processo de ulcerogênese gástrica, o ácido clorídrico acaba sendo 

hipersecretado, intensificando as lesões e reduzindo a proteção da mucosa 

(ANDRADE et al., 2007; KWIECIEŃ et al., 2004). Reduzir a hipersecreção gástrica 

contribui para o processo de cicatrização, além de diminuir os episódios de reincidia. 

Além disso, tradicionalmente a terapia antiúlcera gástrica era focada em estratégias 

para diminuir a liberação do ácido gástrico. Porém, essas terapias não possuem 

mecanismos para reduzir o processo inflamatório e favorecer o processo de 

cicatrização. Atualmente, estudos investigam novas estratégias terapêuticas para a 

resolução do processo inflamatório envolvido na fisiopatologia da úlcera gástrica 

(ALESSANDRI et al., 2013; LEE; SURH, 2012; ORTEGA-GÓMEZ; 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 secreção 

gástrica ácida e sobre a produção de muco, que são duas importantes funções do 

estômago (Tabela 34). Sabe-se que a úlcera gástrica é causada por um desequilíbrio 

entre os fatores agressivos (HCl, pepsina) e a habilidade da mucosa gástrica de se 

proteger e curar a si própria (muco e secreção de HCO3
-, PGs, fluxo de sangue e óxido 

nítrico) (LU; GRAHAM, 2006). 
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Tabela 34. Efeitos da administração intraduodenal de indometacina (100 mg/kg), 
ranitidina (100 mg/kg), carbenoxolona (200 mg/kg) e da oleorresina e extrato 
hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (30, 100 e 300 mg/kg) nos 
parâmetros bioquímicos da secreção gástrica ácida e na secreção de muco de 
camundongos submetidos à ligadura de piloro. 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

pH 
Volume de 
secreção 

(µL) 

[H+] 
(mEq.g-1/L) 

Quantidade de 
Alcian Blue ligado 

(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. oblongifolia 
Oleorresina 

30 
100 
300 

5.40±0.33 
5.27±0.26 
5.17±0.33 

0.165±0.011** 
0.098±0.016** 
0.079±0.007** 

87.38±10.51 
73.92±7.83* 
49.92±9.90** 

5.03±0.94 
6.67±0.53* 
8.62±0.67** 

C. oblongifolia 
Extrato 

30 
100 
300 

5.73±0.26* 
5.82±0.33** 
6.59±0.08** 

0.203±0.022 
0.152±0.018** 
0.138±0.042** 

50.98±6.29** 
47.40±5.12** 
38.41±9.45** 

6.34±0.59 
7.04±0.24* 
7.49±0.16** 

C. duckei 
Oleorresina 

30 
100 
300 

4.89±0.18 
4.50±0.26 
4.75±0.22 

0.218±0.025 
0.153±0.018** 
0.125±0.017** 

71.84±5.85 
66.70±8.25* 
53.67±7.32** 

4.95±0.30 
6.42±0.29* 
6.85±0.11** 

C. duckei 
Extrato 

30 
100 
300 

4.63±0.05 
4.73±0.43* 
5.80±0.25** 

0.202±0.093 
0.113±0.011** 
0.095±0.007** 

58.36±7.32* 
40.51±6.41** 
38.54±7.42** 

6.69±1.09 
10.55±0.51* 
11.62±0.40** 

Os dados representam a média±E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05 e 
**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. Curva Alcian Blue: y = 0.0017x - 0.0059; R² = 0.9979 

 

Diversos fatores podem aumentar o risco de incidência de úlcera, tais como o 

estresse, o fumo, deficiências nutricionais, uso de AINEs, predisposição hereditária e 

infecção por Helicobacter pilory (BARROS et al., 2008; SCHUBERT; PEURA, 2008). 

(BARROS et al., 2008). O pré-tratamento oleorresina de C. oblongifolia e C. 

duckei não altera o pH significativamente, porém, diminui a quantidade de íons 

hidrogênio liberados na sereção. Já o extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei 

parece interferir de forma satisfatória nestes dois parâmetros, visto que diminui tanto 

o pH quanto a quantidade de íons 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 gástrica, criando uma barreira 

física contra bactérias, ácidos, 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 composição glicoproteica (MOJŽIŠ; 

HEGEDÜŠOVÁ; MIROSSAY, 2000; WALLACE; MILLER, 2000; WALLACE, 2008). 
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5.5 Avaliação da atividade anti-Helicobacter pylori  

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

concentração mínima inibitória (CIM) e concentração bacteriana mínima (CBM) 

A bactéria Helicobacter pylori é um bacilo Gram negativo, microaerófilo, curvo 

e espiralado (ALARCÓN; DOMINGO; LÓPEZ-BREA, 1999; DUNN; COHEN; 

BLASER, 1997; MARSHALL; WARREN, 1984). Este bacilo contém dois a seis flagelos 

que lhe oferecem motilidade e resistência no ambiente estomacal, permitindo-lhe 

penetrar na mucosa gástrica e resistir aos movimentos contráteis estomacais. 

Possuem de 2,4 a 4,0 µm de comprimento e 0,5 a 1,0 µm de largura. Embora seja 

encontrado em outros primatas, seu principal reservatório é o estômago humano, 

principalmente o antro. Produz uma enzima, a urease, que reduz a ureia ema amônia, 

capacitando o micro-organismo para sobreviver no estômago por criar uma ambiente 

alcalino (BROWN, 2000).  

A infecção causada por H. pylori afeta cerca de metade da população mundial, 

sendo mais frequentemente adquirida na infância, e em países em desenvolvimento. 

Segundo dados da OMS, ao ano, 550.000 novos casos de câncer de estômago são 

atribuídos à bactéria H. pylori, que pode ser transmitida pelos alimentos. Este dado 

corresponde a 55% dos casos de câncer 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 concentração 

inibitória mínima e concentração bactericida mínima 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 

frações do extrato foram testadas, sendo que as frações hexânica e diclometânica 

(Tabela 36) apresentaram maior atividade. Estes resultados confirmam a presença de 

substâncias antimicrobianas (SOUZA et al., 2011a, 2011b), sendo que substâncias da 

classe dos terpenos devam ser as responsáveis por tais atividades. 
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Tabela 35. Resultados da Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida 
Mínima do oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei 
sobre a bactéria Helicobacter pylori 

Tratamento 
CIM 

(µg/mL) 
CBM 

(µg/mL) 
Oleorresina de 
C. oblongifolia 

200 200 

Extrato de 
C. oblongifolia 

100 100 

Oleorresina de 
C. duckei 

> 400 > 400 

Extrato de 
C. duckei 

> 400 > 400 

 
Tabela 36. Resultados da Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida 
Mínima das frações do extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia sobre a 
bactéria Helicobacter pylori 

Tratamento 
CIM 

(µg/mL) 
CBM 

(µg/mL) 
Fração Hexânica 100 200 
Fração CH2Cl2 200 400 
Fração AcOEt > 400 > 400 
Fração BuOH > 400 > 400 
Fração H2O > 400 > 400 

Claritromicina 0,078 0,078 

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

animais infectados por Helicobacter pylori submetidos à úlceras crônicas por ácido 

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 realização de ensaios 

anti-H. pylori in vivo. 

O modelo de úlcera crônica por ácido acético penetra na camada muscular e 

assemelha-se em características patológicas e de processo cicatricial com a úlcera 

gástrica em humanos. Na tentativa de estabelecer a ligação patogênica entre o H. 

pylori, foi realizado o ensaio de úlceras crônicas induzidas por ácido acético com co-

infecção por H. pylori. O estabelecimento de infecção persistente de H. pylori em 

camundongos, que reproduza as características básicas da infecção em humanos não 

é uma tarefa fácil (BUI et al., 1991; LI et al., 2008; YAN; LUO; MAO, 2004). 

A inoculação de H. pylori retarda a cicatrização de úlceras gástricas, 

possivelmente por redução das secreções de gastrina e pepsina gástricas seguida de 

aumento na gastrina plasmática e queda no conteúdo de somatostatina luminal, 
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contribuindo para alterações no fluxo sanguíneo gástrico e mudanças histopatológicas 

como edema ou congestão da superfície epitelial, infiltração inflamatória e aumento 

dos níveis de IL-1β e IL-12 (KONTUREK et al., 1999).  

Nesta primeira etapa estabelecemos se este modelo era passível de 

padronização em nossos laboratórios. Os dados obtidos confirmam a atividade 

cicatrizante da oleorresina e do extrato das folhas de C. oblongifolia apresentada no 

modelo de úlceras induzidas por ácido acético (Tabela 37). Pode-se notar um 

aumento do diâmetro da lesão, compatível com os dados da literatura. Como pode-se 

observar, após 7 dias de tratamento e co-infecção, o teste de urease é positivo apenas 

no grupo controle (Tabela 38). 

 

Tabela 37. Efeitos da administração oral de claritromicina (25mg/kg) + amoxicilina (50 
mg/kg) + omeprazol (20 mg/kg) e da oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas de 
C. oblongifolia (300 mg/kg) em úlceras gástricas crônicas induzidas por ácido acético 
(20 µL, 20%) com co-infecção por Helicobacter pylori em camundongos. 

Tratamento 
v.o. 

Dose 
(mg/kg) 

Área total 
de lesão 

(mm²) 

Área relativa 
lesada (%) 

Índice de 
cura (%) 

Controle - 42,64±3,51 21.16±2.13 - 

Claritromicina + Amoxicilina 
+ Omeprazol  

25 + 50 + 
20 

13,76±2.41** 10,41±2.48** 51,83±5.77** 

C. oblongifolia 
Oleorresina 

300 16,94±2.97** 12,11±2.71** 42,66±4,39** 

C. oblongifolia 
Extrato 

300 14,28±3.02** 11,98±2.74** 44,92±2,12** 

Os dados representam a média±E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05 e 
**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Tabela 38. Efeitos da administração oral de claritromicina (25mg/kg) + amoxicilina (50 
mg/kg) + omeprazol (20 mg/kg) e da oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas de 
C. oblongifolia e C. duckei (300 mg/kg) em úlceras gástricas crônicas induzidas por 
ácido acético (20 µL, 20%) com co-infecção por Helicobacter pylori em camundongos. 

Tratamentos 
Dose 

(mg/kg) 
Teste de Urease 

Controle - +++ 

 

Claritromicina + 
Amoxicilina + Omeprazol  

25 +  
50 + 20 

- 

 

C. oblongifolia 
Oleorresina 

300 - 

 

C. oblongifolia 
Extrato 

300 - 

 
Os dados representam a média±E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05 e 
**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 

 

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

atividade antioxidante in vitro 

A avaliação da atividade antioxidante das oleorresinas e extratos de C. 

oblongifolia e C. duckei consistiu na execução de um conjunto de ensaios in vitro que 

permitiu estudar a capacidade destes para captarem as principais ROS que estão 

envolvidos na patogênese das desordens gástricas. 

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 estável DPPH• em solução metanólica. A solução metanólica do radical DPPH• 

apresenta absorvância máxima em 515nm, na presença de moléculas doadoras de 

H+ a absorvância diminui devido à redução do DPPH• para DPPH-H.  
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As oleorresinas de C. oblongifolia e C. duckei não apresentaram habilidade de 

doar H+ ao DPPH• (Tabela 39), embora literatura reporta que tais oleorresinas tenham 

tal atividade (SANTOS et al., 2009). Já os extratos das folhas são ricos em compostos 

fenólicos, tais como os flavonoides e derivados galoilquínicos, que possuem atividade 

antioxidante descrita na literatura (BARATTO et al., 2003; CHEN et al., 2010). 

 

Tabela 39. Resultados da concentração efetiva máxima (EC50) e dos coeficientes de 
correlação linear (R2) obtidos pelo ácido gálico, pela oleorresina e pelo extrato 
hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na avaliação da atividade 
doadora de H• ao radical DPPH• 

Material vegetal 
EC50 

(µg/mL) 
R2 

Oleorresina de 
C. oblongifolia 

>5000 - 

Extrato de 
C. oblongifolia 

317,00 0,995 

Oleorresina de 
C. duckei 

>5000 - 

Extrato de 
C. duckei 

137,63 0,996 

Curva DPPH: y = 0,0103x – 0,0013; R² = 0.999 
 

A quimioluminescência com luminol tem sido utilizada como um ensaio sensível 

para monitoramento de radicais livres, enzimas, células ou sistemas de órgãos e para 

screening de atividade antioxidante (GIROTTI et al., 2000). A quimioluminescência 

está baseada nas medidas de área sobre o tempo de curso da emissão luminescente 

na presença do antioxidante. O luminol foi utilizado como detector que é oxidado ao 

ânion superóxido. A inibição da emissão luminescente causada pela diminuição do 

ânion superóxido resultou na avaliação do poder antioxidante. Na Tabela 40 estão 

apresentados os resultados da contagem de fótons por minuto e a porcentagem de 

inibição da emissão luminescente dos extratos das folhas C. oblongifolia e C. duckei. 

Neste experimento, o extrato de C. oblongifolia apresentou um CE50 de 0,5264 mg/kg, 

e o de C. duckei de 0,1280 mg/kg. 
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Tabela 40. Contagem de fótons por minuto,% inibição da emissão luminescente, 
concentração efetiva máxima (CE50) e dos coeficientes de correlação linear (R2) dos 
extratos hidroalcóolico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na avaliação da 
atividade antioxidante sequestradora do radical superóxido gerado no sistema 
xantina/xantina oxidase/luminol. 

Material 
vegetal 

Concentração 
final 

(µg/mL) 

Contagem de 
fótons por 

minuto 

% de inibição 
(M±DP) 

CE50 
(µg/mL) 

R2 

Branco - 3.45 x 107 - - - 

Extrato de 
C. oblongifolia 

0,19 
0,37 
0,75 
1,49 
2,99 

3,25 x 107 

1,82 x 107 
1,34 x 107 
6,42 x 106 
2,84 x 106 

5,85±0,29 
47,38±4,59 
61,15±0,18 
81,42±0,71 
91,77±0,02 

0,5264 0,994 

Extrato de 
C. duckei 

0,19 
0,37 
0,75 
1,49 
2,99 

1,36 x 107 
8,56 x 106 
4,57 x 106 
2,20 x 106 
9,80 x 105 

60,73±2,25 
75,25±0,23 
86,79±1,06 
93,64±0,23 
97,17±0,07 

0,1280 0,996 

 

Todos os componentes celulares são alvos das ROS, no entanto, a gema de 

ovo contém cerca de 5 g de gordura, composta principalmente por ácidos graxos mono 

e poli-insaturados (DASGUPTA; DE, 2004; SUGINO et al., 1997), que é atingida a 

princípio, pela existência de dienos conjugados presentes nos ácidos graxos poli-

insaturados. Os radicais livres centrados no oxigênio (HO•) atacam a cadeia lipídica 

em sítios susceptíveis como o grupo metilênico bis-alílico onde há abstração de H, 

convertendo-o em novo centro de radical livre (iniciação). O radical lipídico formado 

pode reagir com qualquer estrutura da membrana, porém a reação mais provável é 

com oxigênio (O2), gerando o radical lipídio-peroxila (propagação), que pode originar 

peróxidos cíclicos ou abstrair hidrogênio de outro lipídeo levando desta maneira à 

continuação da reação de cadeia radicalar. A peroxidação lipídica pode ser inibida por 

antioxidantes que interrompam a cadeia de peroxidação reagindo com os radicais 

peroxila ou alcoxila e, desta forma, gerando um hidroperóxido e um radical livre 

formado a partir do antioxidante (BUEGE; AUST, 1978; YOSHIKAWA et al., 1993). 

A peroxidação lipídica pode conduzir a uma desorganização da membrana 

celular com liberação de fosfolipídios que atuam sinergicamente a um aumento das 

atividades da fosfolipase A2 (PLA2) e da ciclooxigenase-2 (COX-2), resultando em 

níveis maiores de produção de prostaglandinas (PGs), incluindo a prostaglandina E2 

(PGE2), responsáveis pela inflamação (BUEGE; AUST, 1978; OHKAWA; OHISHI; 

YAGI, 1979; SZEFEL et al., 2011; YEDGAR; COHEN; SHOSEYOV, 2006). 
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A peroxidação lipídica pode ser prevenida no estágio inicial por sequestradores 

de radicais livres e compostos capazes de retirar o oxigênio do estado singleto, ou a 

propagação da reação em cadeia pode ser quebrada por sequestradores de radical 

peroxila, alcoxila e quelantes de Fe2+. A peroxidação lipídica pode ser suprimida por 

substâncias antioxidantes que inativam enzimas envolvidas na formação de ROS, por 

quelação do Fe2+, por inibição do estágio inicial e/ou acelerando o estágio final 

(COOK, 1996). Pode-se observar que tanto as oleorresinas quanto os extratos das 

folhas tem a capacidade de inibir a peroxidação lipídica em cerca de 40-60% nas 

menores concentrações e acima de 90% nas maiores concentrações testadas. O 

extrato das folhas de C. duckei é mais efetiva, apresentando uma CE50 de 0,00115 

µg/mL (Tabela 41). 

 

Tabela 41. Resultados da % inibição da peroxidação lipídica obtidos pelo pela 
oleorresina e pelo extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei na 
avaliação da atividade inibidora da peroxidação lipídica sobre gema de ovo 

Material vegetal 
Concentração 

final 
(µg/mL) 

% de 
inibição 
(M±DP) 

CE50 
(ng/mL) 

R2 

Oleorresina de 
C. oblongifolia 

8,69 x 10-03 
1,74 x 10-02 
3,48 x 10-02 
6,95 x 10-02 
1,39 x 10-01 

57,30±0,88 
62,85±0,86 
76,77±0,02 
84,76±0,58 
92,01±2,25 

9,66 0,991 

Extrato de 
C. oblongifolia 

8,69 x 10-03 
1,74 x 10-02 
3,48 x 10-02 
6,95 x 10-02 
1,39 x 10-01 

44,90±0,86 
67,12±0,52 
76,06±1,39 
85,84±1,74 
90,04±0,68 

6,71 0,994 

Oleorresina de 
C. duckei 

8,69 x 10-03 
1,74 x 10-02 
3,48 x 10-02 
6,95 x 10-02 
1,39 x 10-01 

59,30±0,98 
64,92±0,34 
74,43±0,98 
83,71±0,62 
97,46±0,69 

6,24 0,988 

Extrato de 
C. duckei 

8,69 x 10-03 
1,74 x 10-02 
3,48 x 10-02 
6,95 x 10-02 
1,39 x 10-01 

43,48±2,25 
59,13±1,00 
79,44±0,81 
85,24±0,54 
99,15±0,59 

1,15 0,952 

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

inibição do óxido nítrico sintase (iNOS) e alquilação de grupamentos sulfidrilas (SH) 

in vivo 

Na mucosa gástrica, o óxido nítrico possui um importante papel, regulando a 

secreção de muco, aumentando o fluxo sanguíneo local, inibindo a neutrofilia e 
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favorecendo o processo de cicatrização. Seus efeitos no estômago são via guanilato-

ciclase, via guanosina-3’,5’-monofosfato cíclico (GMPc) ou atuando diretamente sobre 

canais de potássio cálcio-dependentes, hiperpolarizando células endoteliais dos 

vasos, resultando em vasodilatação (MARTÍN; JIMÉNEZ; MOTILVA, 2001; 

ODABASOGLU et al., 2006; RODRÍGUEZ-TÉLLEZ et al., 2001). 

A óxido nítrico sintase é a enzima responsável pela produção de óxido nítrico 

no estômago. Esta é divida em constitutiva e endotelial (NOSc e NOSe), que são 

responsáveis pela integridade da mucosa gástrica. O L-NAME (L-metil-arginina-éster) 

é capaz de bloquear a produção de óxido nítrico por bloquear estas enzimas (KOLIOS; 

VALATAS; WARD, 2004). A gastroproteção exercida pela oleorresina e extrato das 

folhas de C. oblongifolia e C. duckei (Tabela 42 e Figura 18), em parte, é perdida com 

a administração do L-NAME, sugerindo que há mecanismos gastroprotetores 

dependentes da produção de óxido nítrico.  

Grupamentos sulfidrílicos contribuem para a integridade da mucosa gástrica, 

tendo como primeira finalidade reduzir a formação de radicais livres derivados do 

oxigênio, relacionando-se com a manutenção da integridade celular, e reduzindo a 

lesão tecidual (CHATTOPADHYAY et al., 2006).  

A redução dos níveis normais de grupos sulfidrílicos torna a mucosa gástrica 

susceptível ao ataque de substâncias ulcerogênicas, afetando o mecanismo defensivo 

da mucosa. A N-etilmaleimida (NEM), é uma substância capaz de quelar as pontes de 

dissulfeto que são responsáveis pela conformação da barreira mucosa, promovido 

pelos compostos sulfidrílicos (BASUDHAR et al., 2013; KLEIN-JÚNIOR et al., 2013). 

Com a administração do NEM, há potencialização dos danos gástricos 

induzidos pelo EtOH/HCl, com diminuição da concentração de grupamentos 

sulfidrílicos na mucosa, em especial da glutationa redutase (GSH). A administração 

de NEM resulta em lesão 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 administração oral de carbenoxolona (200 mg/kg) da oleorresina 
e extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. duckei (300 mg/kg) em 
úlceras gástricas por etanol/HCl associado a inibição da NO-sintase (administração 
de L-NAME, 70 mg/kg, i.p.) e alquilação de grupamentos sulfidrilas (administração de 
NEM, 10 mg/kg, i.p.). 
Tratamento 

v.o. 
Dose 

(mg/kg) 
Tratamento 

(i.p.) 
Área total de 
lesão (mm²) 

Área relativa 
lesada (%) 

Índice de cura 
(%) 

Controle - 
Salina 

L-NAME 
NEM 

88.15±4.34 
81.04±1.03 

108.23±2.42 

59,57±4.30 
41.14±4.48 
56.65±3.97 

- 
- 
- 

Carbenoxolona 200 
Salina 

L-NAME 
NEM 

18.34±4.10 
33.83±2.84##&&** 
92.77±4.47&&** 

11.95±3.43##&&** 
26.16±4.87&&** 
31.21±3.69&&** 

77.30±5.32##&&** 
54.94±3.68&&** 
27.86±4.17&&** 

C. oblongifolia 
Oleorresina 

300 
Salina 

L-NAME 
NEM 

30.10±3.83##&&** 
60.15±3.75& 
67.05±3.46&& 

12.58±3.63##&&** 
26.91±4.44&&** 
34.78±3.09&&** 

69.79±4.56##&&** 
34.59±3.39&&** 
29.96±5.40&&** 

C. oblongifolia 
Extrato 

300 
Salina 

L-NAME 
NEM 

32.88±4.31##&&** 
64.04±3.56& 
68.18±3.35&& 

18.30±2.53##&&** 
29.09±3.35&&** 
37.57±2.38&** 

60.22±4.58##&&** 
26.69±4.22&&** 
27.20±3.77&** 

C. duckei 
Oleorresina 

300 
Salina 

L-NAME 
NEM 

30.42±4.05##&&** 
65.60±3.97& 
65.16±4.90&& 

13.38±4.47##&&** 
29.22±1.13&&** 
34.83±3.22&&** 

69.25±2.90##&&** 
28.16±4.85&&** 
26.79±4.27&&** 

C. duckei 
Extrato 

300 
Salina 

L-NAME 
NEM 

31.26±2.86##&&** 
56.87±4.41& 
65.69±4.24&& 

18.14±4.42##&&** 
31.76±3.91&&** 
36.20±2.98&** 

58.23±5.51##&&** 
23.31±4.40&&** 
24.45±4.38&** 

Os dados representam a média±E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação 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 
(&p<0,05 e &&p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 18. Gráfico do efeito da administração oleorresina e extrato hidroalcoólico 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.o., sobre 
a porcentagem de lesão de úlceras gástricas induzidas por EtOH/HCl (60%/0,03N), associado a inibição 
da NO-sintase (administração de L-NAME, 70 mg/kg, i.p.) e alquilação de grupamentos sulfidrilas 
(administração de NEM, 10 mg/kg, i.p.) em camundongos. Cada barra representa a média dos 
experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferença significativa em relação 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 (&p<0,05 e 
&&p<0,01),  ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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5.5.5 Efeitos das oleorresinas e extratos das folhas de Copaifera spp. sobre a 

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

(SOD) e níveis de óxido nítrico (NO) na região glandular gástrica 

A gastroproteção pode estar relacionada com a manutenção da integridade da 

mucosa gástrica, que depende da integridade da microcirculação, secreção de muco 

e atividade de enzimas antioxidantes (KWIECIEŃ et al., 2004). Mecanismos 

antioxidantes são eventos fisiológicos normais, mas resultam peroxidação lipídica e 

dano oxidativo em condições patológicas. A primeira enzima antioxidante da mucosa 

gástrica é a superóxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutação do O2
• em 

peróxido de hidrogênio (H2O2), que apesar de ser menos nocivo, ainda causa danos 

celulares. O H2O2 é reduzido pela enzima glutationa peroxidase (GPx) em água. Esta 

reação é acompanhada pela conversão da glutationa reduzida (GSH) em glutationa 

oxidada (GSSG), sendo convertida novamente em GSH pela glutationa redutase (GR) 

(KWIECIEŃ et al., 2004; SANTOS et al., 2009, 2012). 

Como citado anteriormente, membranas são ricas em ácidos graxos poli-

insaturados, e possuem um arsenal complexo de enzimas redutoras contra espécies 

reativas de oxigênio (ROS), evitando assim a lipoperoxidação lipídica. Uma dessas 

enzimas é a catalase, que atua decompondo o peróxido de hidrogênio, proveniente 

da peroxidação dos ácidos graxos em água (BUEGE; AUST, 1978; 

CHATTOPADHYAY et al., 2006; FREITAS et al., 2011; OZBAYER et al., 2014; 

ZHENG et al., 2014). 

Essas alterações na dinâmica antioxidante no tecido estomacal favorecem ao 

aparecimento de lesões gástricas. Determinar as atividades da SOD, da GSH, da CAT 

e a participação do NO são importantes na determinação do mecanismo de ação 

gastroprotetor (GUPTA; RAO, 2014; GUPTA; RAO; SHARMA, 2013). A administração 

da oleorresina de C. oblongifolia e C. duckei não resulta em aumento da produção da 

enzima superóxido dismutase, enquanto que a administração do extrato das folhas 

mantém os níveis desta enzima próximos aos normais (Figura 19).  
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Figura 19. Gráfico do efeito da administração da oleorresina e do extrato hidroalcoólico das folhas de C. 
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, v.o., N-acetilcisteína, na dose de 750 mg/kg, v.o., e carbenoxolona, 
na dose de 200 mg/kg, v.o sobre a concentração da enzima superóxido dismutase de homogenatos de úlceras 
gástricas induzidas EtOH/HCl (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos 
seguida dos E.P.M.s. Diferença significativa em relação ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori 
de Tukey. 
 

De maneira similar, a enzima catalase também não está aumentada em 

nenhum dos tratamentos, encontrando-se ligeiramente aumentada com a 

administração do extrato das folhas (não significativo) (Figura 20).  
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Figura 20. Gráfico do efeito da administração da oleorresina e do extrato hidroalcoólico das folhas de C. 
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, v.o., N-acetilcisteína, na dose de 750 mg/kg, v.o., e carbenoxolona, 
na dose de 200 mg/kg, v.o sobre a concentração de glutationa de homogenatos de úlceras gástricas induzidas 
EtOH/HCl (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. 
Diferença significativa em relação ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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A enzima GSH manteve-se próximo dos níveis 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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Figura 21. Gráfico do efeito da administração da oleorresina e do extrato hidroalcoólico das folhas de C. 
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, v.o., N-acetilcisteína, na dose de 750 mg/kg, v.o., e carbenoxolona, 
na dose de 200 mg/kg, v.o sobre a concentração de catalase de homogenatos de úlceras gástricas induzidas 
EtOH/HCl (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. 
Diferença significativa em relação ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 

 

O NO encontra-se em concentrações maiores no tratamento com os extratos 

de C. oblongifolia e C. duckei do que na administração das oleorresinas (Figura 22). 

Ao que parece, os compostos presentes no extrato promovem ação antioxidante mais 

pronunciada, favorecendo a gastroproteção por este mecanismo, enquanto que a 

gastroproteção promovida pela oleorresina parece interferir em mecanismos anti-

inflamatórios, ou talvez, interferir na secreção de HCl por inibição da enzima H+, K+ 

ATPase. 
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Figura 22. Gráfico do efeito da administração da oleorresina e do extrato hidroalcoólico das folhas de C. 
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, v.o., N-acetilcisteína, na dose de 750 mg/kg, v.o., e carbenoxolona, 
na dose de 200 mg/kg, v.o sobre a concentração de nitrito de homogenatos de úlceras gástricas induzidas 
EtOH/HCl (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. 
Diferença significativa em relação ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 

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

atividade da mieloperoxidase (MPO) na região glandular gástrica 

A mieloperoxidase (MPO, peróxido de hidrogênio oxidoredutase) é uma enzima 

amplamente distribuída no organismo e suas fontes fundamentais são os leucócitos 

(neutrófilos, monócitos e os macrófagos), apesar de ter sido isolada de muitos fluidos 

biológicos (saliva, líquido sinovial e sêmen, entre outros) E também em diferentes 

tecidos (coração, rins, pele, fígado e placenta) (EDWARDS et al., 1988; NADEEM; 

MASOOD; SIDDIQUI, 2008; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009). No entanto, a fonte mais 

comum são os neutrófilos, onde a enzima se encontra localizada a nível lisossomal. 

Constituindo de 2-5% do conteúdo de proteínas destas células (MARQUEZ; 

DUNFORD; VAN WART, 1990). 

O sistema MPO-peróxido de hidrogênio (H2O2)-ferro tem sido um sistema bem 

estudado. A reação da MPO com o H2O2 proveniente das células fagocitárias ativadas 

por partículas 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 ácido hipocloroso (HOCl). O ácido hipocloroso é 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 HOCl pode 

causar muitos danos em enfermidades inflamatórias (KETTLE et al., 1992). 

O aumento da atividade da MPO é relatado em vários processos patológicos e 

está associado com o aumento do estresse oxidativo, como no caso das enfermidades 

infecciosas, inflamatórias e isquemia-reperfusão. Nestes casos se demonstrou um 

aumento significativo da atividade da mieloperoxidase, em proporção direta ao 

número de neutrófilos infiltrados no tecido, portanto, se pode utilizar sua atividade 

como índice de migração leucocitária e de estresse oxidativo (MADAMANCHI; 

VENDROV; RUNGE, 2005; MALLE; BUCH; GRONE, 2003; MØLLER; WALLIN; 

KNUDSEN, 1996; NAHRENDORF et al., 2008; SMITH, 1994).  

A atividade da MPO é proporcional ao número de neutrófilos infiltrados na 

mucosa gástrica, sendo importante fonte de ROS na mucosa gástrica. A enzima MPO, 

presente nos neutrófilos, atua na presença do ânion superóxido (O2•–) e do ânion 

cloreto (Cl-) para formar o ácido hipoclorídrico, o qual apresenta ação tóxica, acabado 

por ser lesivo para as células do tecido. Dessa maneira, sugere-se que a diminuição 

da infiltração de neutrófilos em tecidos ulcerados resultaria na melhora da úlcera 

gástrica, por haver redução da formação de ROS dependente de neutrófilos 

(SAKURAI; OSAKA; YAMASAKI, 2005). 

Os resultados demonstram que a enzima MPO está reduzida nos animais 

tratados com o extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, confirmando os 

resultados anteriores, onde o mecanismo de ação gastroprotetor dos extratos é 

mediado pela manutenção das defesas antioxidantes, e que o tratamento da 

oleorresina de C. oblongifolia ou C. duckei promove efeito gastroprotetor ainda não 

em compreendido (Figura 23). 
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Figura 23. Gráfico do efeito da administração da oleorresina e do extrato hidroalcoólico das folhas de C. 
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, v.o., N-acetilcisteína, na dose de 750 mg/kg, v.o., e carbenoxolona, 
na dose de 200 mg/kg, v.o sobre a concentração da enzima mieloperoxidase de homogenatos de úlceras gástricas 
induzidas EtOH/HCl (60%/0,03N) em camundongos. Cada barra representa a média dos experimentos seguida 
dos E.P.M.s. Diferença significativa em relação ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 

5.5.7 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 concentração 

de 1000 µg/mL. O controle positivo omeprazol, como esperado, na concentração de 

345 μg/mL inibiu a enzima, sendo a ouabaína (728 μg/mL) também não inibiu a 

enzima, uma vez que é um inibidor específico da enzima Na+, K+-ATPase. Esta técnica 

permite detectar a atividade farmacológica sobre células parietais secretoras de HCl 

através da enzima H+, K+ ATPase (JAINU; DEVI, 2006). 

Os efeitos anti-secretores de ácido previamente avaliados nas oleorresinas e 

extratos das folhas in vivo apresentados neste trabalho, foi confirmado in vitro através 

da inibição 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 presença 
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de terpenos, nas oleorresinas, e compostos fenólicos, nos extratos das folhas (ADZU 

et al., 2015; LEMOS et al., 2015; PAIVA et al., 1998). 

A inibição da atividade da bomba de prótons está envolvida significativamente 

na redução da secreção gástrica, sendo o principal alvo farmacológico da terapia 

gastroprotetora (KONTUREK et al., 2005; NISHIOKA; NAGAO; URUSHIDANI, 1999). 

A ativação da enzima H+, K+-ATPase é um processo complexo, que envolve 

diversos tipos celulares responsivos a hormônios e mediadores específicos, os quais 

resultam na secreção de HCl (HORN, 2000), que, combinado com outros hormônios, 

tais como o pepsinogênio e a gastrina, são responsáveis pela digestão de proteínas, 

absorção de ferro, cálcio e vitamina B12, além de prevenir o crescimento bacteriano 

no estômago. Estes eventos são 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 está localizada nos canalículos e em túbulo-

vesiculares da membrana apical da célula parietal, que reveste o lúmen das glândulas 

gástricas do lado apical, e o fluído intersticial através da membrana basolateral. Sua 

função é bombear H+ contra um gradiente de concentração (BARRETT et al., 2012). 

A célula parietal tem a membrana apical revestindo e a membrana basolateral 

em contato com o fluido intersticial. Os canalículos se estendem desde a membrana 

apical para dentro da célula. As células contêm também estruturas túbulo-vesiculares 

com moléculas da H+, K+-ATPase nas paredes (MULLIN et al., 2009; SANDVIK; 

BRENNA; WALDUM, 1997; SCHUBERT; PEURA, 2008). 
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Figura 24. Gráfico do efeito do tratamento com a oleorresina de C. oblongifolia e C. duckei, na 
concentração de 10, 100 e 1000 µg/mL, do omeprazol, 34,5 µg/mL e da oubaína, 72,8 µg/mL sobre a 
sobre a atividade da enzima H+K+ ATPase. Cada barra representa a média dos experimentos seguida 
dos E.P.M.s. Diferença significativa em relação ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori 
de Tukey. 
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Figura 25. Gráfico do efeito do tratamento com os extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, 
na concentração de 10, 100 e 1000 µg/mL, do omeprazol, 34,5 µg/mL e da oubaína, 72,8 µg/mL sobre 
a sobre a atividade da enzima H+K+ ATPase. Cada barra representa a média dos experimentos seguida 
dos E.P.M.s. Diferença significativa em relação ao grupo controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori 
de Tukey. 
 

 

Quando estimuladas, as células parietais direcionam os túbulo-vesiculares para 

a membrana apical inserindo muitas moléculas da enzima H+, K+-ATPase na 

membrana. A secreção de HCl ocorre com a secreção de H+ para o lúmen gástrico, 
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trocando-o por K+. O Cl- é transportado através de canais ativados por AMPc. Ocorre 

dissociação de H2CO3 em HCO3, que expelido através de sistema antiporte na 

membrana basolateral das células parietais, trocado por outro ânion, em geral, o Cl- 

(BARRETT et al., 2012; HOU; SCHUBERT, 2006). 

Ocorrem interações entre outros receptores tais como H2, CCK-2 e M3. Os 

receptores H2 de histamina aumentam AMPc, via proteína Gs, os receptores CCK-2 

de gastrina e os receptores colinérgicos M3 aumentam os níveis intracelulares de 

cálcio. A ativação de um tipo de receptor estimula e potencializa a resposta de outro. 

A ativação de receptores EP3, via proteína Gi ocorre através de prostaglandinas, 

principalmente PGE2, que inibe a secreção gástrica (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 endógenos) podem 

estimular a célula parietal, ativando a enzima H+-K+-ATPase, resultando em secreção 

de HCl através do efluxo de prótons (H+) (KONTUREK et al., 2005; SÁNCHEZ-FAYOS 

CALABUIG; MARTÍN RELLOSO; PORRES CUBERO, 2009). 

Além disso, o NO formado também pode estar inibindo a bomba de prótons, já 

que existe uma correlação entre o aumento de NO e a inibição da H+-K+-ATPase 

(BULUT et al., 1999). 

O conjunto de resultados obtidos in vitro e in vivo para avaliação da atividade 

gastroprotetora sugerem que os metabólitos secundários presentes na oleorresina e 

extrato das folhas de Copaifera são capazes de promover a proteção da mucosa 

gástrica através de mecanismos antioxidantes, anti-inflamatórios e por inibir a 

secreção ácida gástrica através da inibição da bomba de prótons (H+, K+-ATPase) 

(NISHIOKA; NAGAO; URUSHIDANI, 1999), promovendo a citoproteção e facilitando 

o processo de regeneração tecidual.  
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5.6 Avaliação da atividade anti-inflamatória e antinociceptiva 

5.6.1 Efeito das oleorresinas, extratos das folhas de Copaifera spp. e do ácido 

poliáltico sobre atividade sob o sistema nervoso central  

A fim de investigar um possível 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 possível influência de substâncias 

sobre o SNC dos animais. Especificamente, avalia os efeitos depressores, ansiolíticos 

ou ansiogênicos, sendo o teste de ansiedade mais utilizado no mundo. Na prática 

experimental é utilizado para avaliar a atividade locomotora e exploratória, podendo 

também ser empregado para avaliação da ansiedade (VIANNA et al., 2001). Os 

efeitos de diferentes fármacos têm sido investigados neste modelo, incluindo 

substâncias com efeitos ansiolíticos como benzodiazepínicos, mas também 

substâncias estimulantes como a anfetamina ou cocaína e até sedativos tais como os 

neurolépticos. Um aumento da locomoção pode ser considerado um efeito estimulante 

enquanto que a diminuição está relacionada à sedação ou prejuízo motor (WILLNER, 

1984). 

Conforme observado na Figura 26, somente o controle positivo, o fármaco 

diazepam alterou a atividade locomotora dos animais. Tanto as oleorresinas, quanto 

os extratos das folhas de Copaifera spp. não exerceram qualquer alteração na 

atividade locomotora dos animais avaliados, ou seja, nos dois parâmetros 

comportamentais estudados, o número de cruzamentos (crossings) e da atividade 

exploratória vertical (rearings) não foram reduzidos com os tratamentos. 
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Figura 26. Gráfico do efeito da administração das oleorresinas e dos extratos das folhas de C. 
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, e do ácido poliáltico, 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) Exploração 
horizontal – crossings. (B) Exploração vertical – rearings. Cada barra representa a média dos 
experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferença significativa em relação 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 alterações no desempenho motor dos 

animais, os mesmos foram avaliados no teste do Rota Rod, o qual possibilita a 

observação de alterações no equilíbrio e na coordenação motora. Como demonstrado 

(A)      

(B)      
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na Figura 27, apenas o tratamento com o diazepam alterou o equilíbrio e coordenação 

motora dos animais em comparação com o grupo controle. 

0

50

100

150

200

300 mg/kg

Oleorresina
C. oblongifolia

300 mg/kg

Oleorresina
C. duckei

300 mg/kg

Extrato
C. Oblongifolia

300 mg/kg

Extrato
C. duckei

1 mg/kg

Diazepam

Veículo

Controle

10 mg/kg

Ácido
poliáltico

**

N
ú

m
er

o
 d

e 
at

iv
id

ad
e 

ex
p

lo
ra

tó
ri

a 
ve

rt
ic

al

 
Figura 27. Gráfico do efeito da administração das oleorresinas e dos extratos das folhas de C. 
oblongifolia e C. duckei, na dose de 300 mg/kg, e do ácido poliáltico, na dose de 10 mg/kg, v. o., e do 
diazepam, na dose de 1 mg/kg, i.p., sobre a coordenação locomotora em camundongos. Cada barra 
representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferença significativa em relação ao grupo 
controle (**p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 

 

Estes experimentos são de importância na avaliação de atividades 

antinociceptivas de novas substâncias, pois através do estudo farmacológico das 

alterações comportamentais, tais como redução da capacidade motora dos animais, 

sedação, aumento da temperatura corpórea, dentre outras alterações, pode-se avaliar 

se há resposta falso-positiva para a atividade analgésica. Sendo assim, uma 

modificação na performance motora  que o animal possa vir a sofrer, em decorrência 

de uma ação miorelaxante ou sedativa, pode induzir a um grande número de erros em 

estudos sobre fármacos que atuam na nocicepção  (central e periférica) (MILLAN, 

1999, 2002). 
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5.6.2 Efeito da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico sobre contorções 

abdominais  

O método de contorções abdominais induzido por ácido acético foi utilizado 

para screening da atividade analgésica (COLLIER et al., 1968; KOSTER; 

ANDERSON; DEBEER, 1959). Este método consiste na administração do ácido 

acético na membrana serosa presente no peritônio dos animais, o qual é um agente 

irritante, resultando no comportamento esteriotipado em camundongos e ratos, 

evidenciando dor visceral através das contorções e da falta de coordenação motora 

(LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). 

Avalia-se a ação antinociceptiva por dor neurogênica periférica, dor 

neurogênica central ou dor induzida por liberação de mediadores inflamatórios de 

maneira não específica (CERVERO; LAIRD, 1999; FARRELL; CALLISTER; KEELY, 

2014; FOREMAN, 2004; SHAFIEE et al., 2003), como a liberação de PGE2 e PGF2α, 

histamina, bradicinina, serotonina, substância P, IL-1β e TNF-α, estimulando 

diretamente os nociceptores quimiosensíveis (BAGDAS et al., 2016; FRANÇA et al., 

2001; GUO et al., 2008), ou seja, envolvendo assim muitos mediadores e vias de 

ativação não específicas, sendo por este motivo escolhido como modelo de triagem 

para a investigação de atividades antinociceptivas (STEPANOVIĆ-PETROVIĆ 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 contorções abdominais 

induzidas por ácido acético quando comparado com o grupo controle negativo (Figura 

28). 
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Figura 28. Gráfico do efeito da administração 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.o., sobre o número de contorções 
abdominais induzidas por ácido 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. Diferença significativa em relação ao 
grupo controle (**p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 

 

As inibições máximas calculadas foram de 48±9%; 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 inibição máxima de 88±9%. A DI50 (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 fitoquímico realizado em nosso grupo de pesquisa, o 

componente majoritário da oleorresina de C. duckei é o ácido ent-poliáltico, um 

diterpeno ácido da classe dos furanos, seguido dos ácido diidro ent-agático e do ácido 

ent-copálico (Figura 29) (ATOLANI; OLATUNJI, 2014).  
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Figura 29. Estruturas químicas isoladas e identificadas como componentes majoritários da oleorresina 
de C. duckei. 

 

Esta substância foi isolada e testada no ensaio de contorções abdominais por 

ácido acético, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg (Figura 30). As inibições máximas 

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 inibição máxima de 79±8%. A DI50 calculada para o 

tratamento com o ácido poliáltico foi de 0,03215 mg/kg ("0,001131 - 0,9138"; R2: 

0,833). 
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Figura 30. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, v.o. e 
indometacina, na dose de 10 mg/kg, v.o., sobre o número de contorções abdominais induzidas por 
ácido 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. Diferença significativa em relação 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 contorções abdominais por ácido 
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acético, e que essa atividade pode estar associada ao seu componente majoritário, o 

ácido poliáltico. 

A partir destes resultados, destaca-se que tanto a oleoresina de C. duckei 

quanto o ácido poliáltico foram mais eficientes em inibir as contorções 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 

é de 30 mg/kg, com a observação de efeito de platô acima das doses de 100 mg/kg. 

Outro resultado que merece atenção é 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 

índices de inibição de 48%, 56% e 65% para o ensaio de contorções abdominais por 

ácido acético. Esses resultados comprovam o efeito antinociceptivo da oleorresina de 

C. duckei, porém em dose muito maior do que no presente estudo. Esta diferença de 

atividade pode estar relacionada com a diferença na concentração de sesquiterpenos 

e diterpenos. A oleorresina estudada anteriormente possui 63,6% de sesquiterpenos 

e 36,4% de diterpenos ácidos. A oleorresina coletada pelo nosso grupo de pesquisa 

apresenta um teor de mais de 50% de diterpenos ácidos (dados não publicados). 

Os metabólitos secundários são sintetizados por diferentes vias bioquímicas 

que são fortemente influênciadas por fatores ambientais e herbivoria. Esses fatores 

abióticos, tais como clima e solo, e bióticos, tais como herbivoria e alelopatia, resultam 

em variações no acúmulo e biossíntese dos metabólitos. Alterações nas 

concentrações de metabólitos secundários induzem variações das respostas 

farmacológicas em estudo, tais como observadas neste experimento em comparação 

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 ácidos podem possuir 

atividades antinociceptivas mais potentes quando comparadas com os 

sesquiterpenos.  

Em outros estudos, a atividade antiedematogênica de oleorresinas de 

Copaifera spp. foi demonstrada (VEIGA-JÚNIOR et al., 2001; VEIGA-JUNIOR et al., 

2006; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007). A atividade antinociceptiva da oleorresina ou do 
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ácido poliáltico pode estar relacionada com a redução na liberação mediadores 

inflamatórios, diminuindo assim o efeito nos nociceptores, resultando no efeito 

antinociceptivo periférico. Outra possibilidade poderia ser o bloqueio no sistema de 

eicosanóides. Nesta situação as substâncias presentes nas óleorresinas de Copaifera 

spp. podem inibir a FLA2, diminuindo toda a cascata da inflamção (COX-1, COX-2 e 

5-LOX) (GOMES et al., 2010; VEIGA-JÚNIOR et al., 2006). 

Com a inibição destas enzimas, ocorre a diminuição da liberação de 

mediadores pro-inflamatórios, como por exemplo TNF-α; IL-β; 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 sanguíneos, melhoraram a permeabilidade 

vascular pró-inflamatória mediada (MIGUEL, 2010). Sendo assim, quando ocorre 

inibição da cascata, todos os eventos subsequentes são inibidos também, resultando 

na resposta antinociceptiva.  

5.6.3 Efeito da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico sobre a 

nocicepção espontânea produzida por formalina 

O modelo de nocicepção espontânea produzida por formalina consiste na 

injeção intraplantar de uma solução a base de formol, induzindo o animal a 

comportamentos típicos como lamber, e/ou morder a pata injetada (DUBUISSON; 

DENNIS, 1977; HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985). 

A principal característica desse teste é o fato de que o animal apresenta duas 

fases diferentes de nocicepção, que parecem envolver estímulos distintos. A primeira 

fase inicia-se imediatamente após a injeção de formalina e estende-se pelos primeiros 

cinco minutos (dor neurogênica ou aguda), estando relacionada com a estimulação 

química direta dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e em parte das fibras 

do tipo A, associada a liberação de aminoácidos excitatórios, óxido nítrico e 

substância P, entre outros. A segunda fase ocorre entre 15 - 30 minutos após a injeção 

de formalina e está relacionada com a liberação de vários mediadores pró-

inflamatórios, como a bradicinina, prostaglandinas e serotonina, entre outros 

(ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK, 1995; BELLEZZA et al., 2013; TJØLSEN et al., 

1992; VANEGAS; SCHAIBLE, 2001). 
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A divisão do ensaio em duas fases permite observar os diferentes efeitos 

produzidos pela substância em teste, por exemplo, fármacos opióides possuem ação 

central e inibem as duas fases similarmente, pois a segunda fase do experimento é 

dependente da primeira. Todavia, os fármacos que possuem ação analgésica, mas 

que não são opióides, como o paracetamol, a dipirona e os anti-inflamatórios não 

esteroidais produzem efeitos em ambas as fases, com acentuada diminuição da 

resposta na segunda fase, mesmo com pequenas doses (ABBOTT; FRANKLIN; 

WESTBROOK, 1995; HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985; TJØLSEN et al., 1992). 

Neste ensaio, tanto a oleorresina de C. duckei quanto o ácido poliáltico 

reduziram de maneira significativa o tempo de resposta dos animais à formalina 

(Figura 31 e 32). 

Na primeira fase do ensaio (fase neurogênica), a oleorresina reduziu a resposta 

de forma dose-dependente (Figura 31), sendo que as porcentagens de inibição 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 inibição máxima de 62±13% e a morfina 

(5 mg/kg) de 96±3%.  

Na segunda fase do ensaio (fase inflamatória induzida pela formalina), as 

mesmas doses apresentaram inibições de 55±7%, 67±4% e 93±1%, respectivamente. 

A indometacina inibiu de forma significativa com inibição máxima de 66±8%. A morfina 

por sua vez apresentou inibição de 87±2%.  

A DI50 calculada na primeira fase para o tratamento com a oleorresina de C. 

duckei foi de 0,3722 mg/kg ("0,0492 - 2,815"; R2: 0,927), e na segunda fase foi 1,827 

mg/kg  ("1,026 – 3,255"; R2: 0,853). 
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Figura 31. Gráfico do efeito da administração 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’, neurogênica). (B) Segunda fase (15-30’, inflamatória). Cada barra representa a 
média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Diferença significativa em relação ao grupo controle 
(*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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O ácido poliáltico 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%, 63±9% e 71±75% respectivamente. A indometacina (10 mg/kg) 

apresentou uma inibição máxima de 65±9% e a morfina (5 mg/kg) de 86±10%.  

Na segunda fase do processo, estas doses apresentaram inibições de 54±12%, 

60±13% e 96±2%, respectivamente. A indometacina inibiu de forma significativa com 

inibição máxima de 69±14%. A morfina por sua vez apresentou uma inibição de 

81±7%.  

A DI50 calculada na primeira fase para o tratamento com a oleorresina de C. 

duckei foi de 1,028 mg/kg ("0,277 – 3,806"; R2: 0,734), e na segunda fase foi de 1,058 

mg/kg ("0,468 - 2,390"; R2: 0,854). 

A dor é descrita como uma resposta complexa e indefinida, de difícil descrição 

e interpretação, que envolve múltiplos componentes, tanto fisiológicos (nociceptores), 

quanto cognitivos, afetivos e emocionais (NEUGEBAUER et al., 2009). Para tanto, 

não podemos inferir que animais estão expressando a dor, pois de acordo com essa 

definição, não conseguimos mensurar as respostas afetivas e emocionais, somente a 

resposta cognitiva e fisiológica, reportando como resposta nociceptiva. Ensaios que 

avaliem respostas nociceptivas necessitam de boa interpretação, de um pesquisador 

experiente para que não ocorram respostas falso-negativas ou falso-positivas e 

eliminar interferentes. Porém, o ensaio de lambida de pata ou ensaio da formalina é 

um teste simples e útil para avaliar o potencial de uma substância antinociceptiva ou 

anti-inflamatória, e também indica uma direção ao pesquisador para elucidar o 

possível mecanismo de ação (HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985; TJØLSEN et al., 

1992). 

Com relação à regulação da nocicepção, a primeira sinapse da via da dor 

ocorre no corno dorsal espinal, local chave para a regulação da transmissão da 

nocicepção. A sensibilização no corno espinal ocorre na primeira fase do ensaio de 

formalina, e é o maior fator na indução e na manutenção da nocicepção na segunda 

fase do ensaio da formalina. A sensibilização causada pela formalina resulta na 

liberação de mediadores tais como glutamato e substância P na fenda pré-sináptica 

dos terminais centrais e periféricos. O processo periférico da inflamação neurogênica 

ocorre por estímulo nos receptores de glutamato presentes nessas terminações (N-

metil-D-aspartato ou NMDA, ácido-α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiônico ou 

AMPA, cainato e substância P) que agem sinergicamente para promover aumento da 
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excitabilidade neuronal e sensibilização 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 

inibição nesta fase ocorre fisiologicamente pelas fibras descendentes. Os estímulos 

nociceptivos ativam as vias descendentes analgésicas, e nos animais essa ativação 

foi observada através da ausência de resposta nociceptiva (HEINRICHER et al., 2009; 

HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985; MILLAN, 2002).  

A fase inflamatória, a segunda fase, inicia-se 15 minutos após a injeção e é 

caracterizada pela sensibilização periférica modulada pela medula espinhal (LE 

BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001; SAYYAH; HADIDI; KAMALINEJAD, 2004). As 

mudanças fisiológicas que acompanham a inflamação incluem a vasodilatação, 

aumento do fluxo sanguíneo local e da permeabilidade vascular, infiltração de 

leucócitos, prejuízo tecidual por atividade de proteases e espécies reativas de 

oxigênio, necrose e apoptose, além da liberação de inúmeros mediadores pró-

inflamatórios. Os mediadores responsáveis por essas alterações são a substância P, 

a bradicinina, o óxido nítrico, glutamato e outros peptídeos, além de prostaglandinas 

(ESFAHANI et al., 2012; GARCÍA et al., 2004; GUO et al., 2008).  

De maneira complementar aos resultados observados no ensaio de contorções 

por ácido acético, os resultados observados neste ensaio demonstram que há inibição 

nas duas fases do teste de maneira similar. Isto nos leva a supor que a oleorresina de 

C. duckei e seu componente majoritário possuem efeito antinociceptivo e anti-

inflamatório, atuando na dor tanto de origem neurogência como inflamatória. 

Na primeira fase do teste, onde ocorre uma estimulação direta da fibra 

nociceptiva, a administração da oleoresina de C. duckei e do ácido poliáltico 

produziram resultados superiores ao controle indometacina na dose 10 mg/kg, ao 

passo que na dose de 10 mg/kg, a oleoresina e o ácido poliáltico apresentaram 

resultados superiores a morfina, a qual é reconhecidamente um dos mais eficientes 

analgésicos existentes. 

Os eventos inflamatórios da segunda fase são diminuídos pela administração 

da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico, apresentando resultados superiores 

ao controle indometacina. Neste sentido, é importante ressaltar que a indometacina, 

pertencente à classe dos anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs), possui potente 

atividade anti-inflamatória através da inibição inespecífica das enzimas COX 1 e 2. 
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Figura 32. Gráfico do efeito da administração de ácido poliáltico, 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. Diferença significativa em relação 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 inibição mais efetiva ocorreu na 

segunda fase do ensaio, demonstrando que as oleorresinas de Copaifera podem 

possuir atividades anti-inflamatórias. 

Portanto, os resultados obtidos neste teste, nos permitem sugerir que a 

oleoresina de C. duckei e o ácido poliáltico possuem ações sobre os nociceptores, 

direta ou indiretamente, modulando a transmissão periférica dos estímulos 

nociceptivos, uma vez que sua administração inibiu de forma eficiente a primeira fase 

do ensaio de formalina, onde ocorre uma estimulação direta das fibras nociceptivas. 

Os resultados obtidos na segunda fase do teste, no qual ocorrem eventos 

inflamatórios, sugerem ainda que há atividade anti-inflamatória, modulando também 

os processos nociceptivos dependentes de mediadores inflamatórios. 

5.6.4 Efeito da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico sobre a 

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

O ensaio de retirada da cauda ou Tail-flick tem como objetivo avaliar a 

nocicepção térmica e o envolvimento central medular (ABBOTT; MELZACK; 

SAMUEL, 1982; HOLE; TJØLSEN, 1993). Para avaliar o tempo de reação ao calor foi 

utilizada uma fonte radiante de calor que emite somente um ponto a 55 °C. Variações 

do teste também permitem o aquecimento gradativo (D’AMOUR; SMITH, 1941).  

A retirada da cauda acontece através de um movimento reflexo de origem 

espinhal, rápido e vigoroso em resposta ao estímulo térmico. Substâncias com 

atividades antinociceptivas que atuam por mecanismos semelhantes aos opioides 

aumentam o tempo de latência em resposta a este estímulo (OLIVEIRA; SOUSA; 

ALMEIDA, 2008; OLIVEIRA et al., 2009; RAFFA et al., 1992). O aumento do tempo 

de resposta é considerado um parâmetro importante para a avaliação da atividade 

antinociceptiva, já que a resposta envolvida é o bloqueio da nocicepção aguda e não 

a diminuição do processo inflamatório, tais como os opioides, que não possuem 

atividade anti-inflamatória, mas atuam por suprimir a resposta de neurônios 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 após a aplicação do estímulo 

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 à fonte de calor 

(Figura 33, A), quando comparados ao controle, com inibições máximas 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 inibição máxima de 98±6%.  A DI50 calculada foi 

de 11,68 mg/kg ("0,489 – 27,789"; R2: 0,806). 
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Figura 33. (A) Gráfico do efeito da administração 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 latência em resposta ao estímulo 
térmico (55 °C) no teste de tail flick em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. 
Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo 
morfina ($$p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. (B) Gráfico do efeito da administração de 
naloxona + oleorresina de C. duckei, na dose de 1+10 mg/kg, i.p. e v.o. e naloxona + morfina, na dose 
de 1+ 5 mg/kg, i.p., sobre o tempo de latência em resposta ao estímulo térmico (55 °C) no teste de tail 
flick em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação 
ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001) e ao grupo morfina ($p<0,05, $$p<0,01 e $$$p<0,001), 
ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 

 

O ácido poliáltico aumentou o limiar nociceptivo de camundongos expostos à 

fonte de calor (Figura 34, A), quando comparados ao controle, com inibições máximas 

calculadas de 58±8% e 66±12% e 74±6% 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 inibição máxima de 93±3%.   A DI50 

calculada foi de 18.73 mg/kg ("3.463 - 43.352"; R2: 0,723). 

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

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

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

naloxona com o ácido poliáltico (Figura 34, B) não alteram o tempo de latência em 

resposta ao estímulo térmico. Assim, podemos sugerir que a oleorresina de C. duckei 

e o ácido poliáltico não possuem efeitos antinociceptivos sobre o sistema nervoso 

central, já que seu efeito não foi alterado com a administração de um antagonista de 

receptor de opioide, a naloxona (GRUBB, 1998; LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 

2001). 

Anti-inflamatórios não esteroidais, tais como diclofenaco, ibuprofeno e 

indometacina não tem seus efeitos farmacológicos alterados pelos antagonistas de 

receptor opioide, uma vez que seus mecanismos antinociceptivos interferem em 

outras vias como, por exemplo, a inibição da enzima COX. Analgésicos não opioides 

como a dipirona e o paracetamol também exercem modulação periférica do sinal 

nociceptivo, porém são inefetivos no teste de retirada de cauda (GELGOR; 

CARTMELL; MITCHELL, 1992).  

Em hipótese, os resultados obtidos no ensaio de retirada de cauda demonstram 

que a resposta antinociceptiva apresentada pela oleorresina de C. duckei e pelo ácido 

poliáltico ocorre devido à redução dos mediadores inflamatórios responsáveis pela 

sensibilização dos nociceptores. Porém, como este é um ensaio que avalia a atividade 

antinociceptiva central (RUJJANAWATE; KANJANAPOTHI; PANTHONG, 2003) e não 

a atividade antinociceptiva relacionada aos mecanismos inflamatórios, não podemos 

descartar que a oleorresina e o ácido poliáltico possam atuar sobre a modulação da 

transmissão do sinal nociceptivo, seja a nível periférico ou central (FISCHER et al., 

2008). 
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Figura 34. (A) Gráfico do efeito da administração de ácido poliáltico, 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 latência em resposta ao estímulo térmico (55 °C) 
no teste de tail flick em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença 
significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo morfina 
($$p<0,01), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. (B) Gráfico do efeito da administração de naloxona 
+ ácido poliáltico, na dose de 1+10 mg/kg, i.p. e v.o. e naloxona + morfina, na dose de 1+5 mg/kg, i.p., 
sobre o tempo de latência em resposta ao estímulo térmico (55 °C) no teste de tail flick em 
camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação ao grupo 
controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001) e ao grupo morfina ($$p<0,01 e $$$p<0,001), ANOVA, teste a 
posteriori de Bonferroni. 

5.6.5 Efeito da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico sobre a 

hiperalgesia mecânica  

A avaliação do aumento da sensibilidade de nociceptores a estímulos inócuos 

(alodinia) ou nocivos (hiperalgesia) são realizados através de modelos de hiperalgesia 

mecânica, em especial o teste de von Frey. Os receptores presentes na fibra Aδ e na 

fibra C podem ser ativados por mecanorreceptores, quase sempre resultando em 

estímulos inespecíficos, que muitas vezes não resultam em resposta nociceptiva (LE 

BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).  

Nos modelos de hipernocicepção mecânica os animais recebem uma injeção 

intraplantar de um agente flogístico, que pode ser formalina, carragenina, LPS, CFA, 

PGE2, entre outros, e são submetidos à avaliação com um monofilamento de von Frey 

de 0,6 g, que consiste de um filamento de nylon de 0,6 mm de diâmetro. Este pequeno 

instrumento exerce uma pressão 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 estímulo. Os estímulos são 

repetidos dez vezes com o objetivo de se obter a frequência de resposta em 

porcentagem de cada animal  (QUINTÃO et al., 2005, 2006; VIVANCOS et al., 2004). 

Os ensaios de investigação de hiperalgesia mecânica realizados com a 

oleorresina de C. duckei e o ácido poliáltico demonstram que tais produtos naturais 

derivados da copaíba possuem potencial para estudos mais aprofundados em 

diferentes modelos de hiperalgesia, como por exemplo, modelos de hiperalgesia de 

origem inflamatória e neuropática, ou ainda, verificar uma possível influência anti-

inflamatória no efeito anti-hiperalgésico observado primeiramente. 

Inicialmente, foram avaliados os efeitos a oleorresina de C. duckei e o ácido 

poliáltico frente à 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 contínua e moderada gerada por tecido lesionado. Este fato permite 

que este ensaio se apresente como o mais aproximado da dor clínica, quando 

comparado aos ensaios de nocicepção aguda, tais como o estímulo térmico 

(ABBOTT; MELZACK; SAMUEL, 1982; DUBUISSON; DENNIS, 1977). 

A administração de formalina, nos primeiros 30 minutos produz como resposta 

um comportamento estereotipado (TAYLOR; PETERSON; BASBAUM, 1995), 

caracterizado por duas fases distintas, a fase neurogênica e a fase inflamatória. Após 

este período, embora o animal não apresente o mesmo comportamento estereotipado, 

o processo inflamatório persiste, resultando em uma resposta hipernociceptiva do tipo 

inflamatória (ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK, 1995; DUBUISSON; DENNIS, 

1977; TJØLSEN et al., 1992).  

Esta resposta inflamatória após a segunda fase do teste de formalina está 

associada à liberação de mediadores endógenos locais, que geram resposta 

inflamatória local, responsável pela sensibilização de aferentes primários e de 

neurônios medulares subsequente a ativação 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.o. 30 minutos antes da injeção i.pl. de formalina nas três doses testadas (1, 3 e 10 

mg/kg), reduziu a hiperalgesia mecânica quando comparado com o grupo controle. 

Essas doses apresentaram inibições máximas com percentuais de 34±15%, 53±12% 

e 72±12%. As inibições da indometacina e da morfina foram de 56±13% e 74±9%, 
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respectivamente. As inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de 

DI50 de 2,522 mg/kg ("1,250 – 5,091"; R2: 0,735). 
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Figura 35. Gráfico do efeito da administração 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. morfina, na dose de 5 mg/kg, i.p., sobre a 
hiperalgesia mecânica no teste de von Frey induzida pela injeção de formalina 2,5% (0,01 mL/10 g de 
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em 
relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve ($p<0,05, $$p<0,01 e 
$$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 

 

É 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 inibição próximo aquele encontrado para morfina, levando a 

sugerir que a oleoresina possua ações anti-hiperalgésicas. Em dados da literatura, a 

oleoresina de C. multijuga Hayne também foi submetida à avaliação anti-hiperalgésica 

em estudo realizado por Gomes e colaboradores (2010). No entanto, tal oleorresina 

não apresentou significativa atividade neste ensaio. 
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De maneira similar, o ácido poliáltico também foi capaz de reduzir a 

hiperalgesia mecânica quando comparado com o grupo controle. Na Figura 36 

podemos observar o efeito do ácido poliáltico quando administrado v.o. 30 minutos 

antes da injeção i.pl. de formalina. As doses de 1, 3 e 10 mg/kg apresentaram inibições 

máximas com percentuais de 31±12%, 54±13% e 76±19%, respectivamente. As 

inibições da indometacina e da morfina foram de 50±18% e 71±13%, respectivamente. 

As inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de DI50 de 2,928 mg/kg 

("1,060 – 8,085"; R2: 0,919). 
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Figura 36. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 
mecânica no teste de von Frey induzida pela injeção de formalina 2,5% (0,01 mL/10 g de animal, i. pl.) 
em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação ao 
grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve ($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 propagação da transmissão 
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nociceptiva a nível periférico, que podem estar diminuídas devido à diminuição de 

mediadores inflamatórios. Pode-se sugerir, portanto, que a oleoresina de C. duckei 

bloqueia ou reduz a transmissão do sinal nociceptivo, impedindo que este seja 

transmitido para os centros integrados do sistema nervoso central e ainda é 

importante levar em consideração que a formalina além de estimular as fibras Aδ e 

nociceptores de fibras C, também promove a liberação de mediadores inflamatórios 

como bradicinina, substância P e serotonina, os quais também promovem a 

sensibilização dos nociceptores, podendo desta forma participar de eventos de 

hipernocicepção. Sendo assim, também é possível que a oleoresina possa agir 

reduzindo os processos de sinalização da dor inflamatória, interferindo desta forma na 

ação dos mediadores inflamatórios (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 o ácido poliáltico foram avaliados frente à resposta hiperalgésica de origem 

inflamatória. A carragenina é extraída de extratos de algas marinhas vermelhas 

(rodófitas), as carraginófitas, comuns nas costas de áreas oceânicas temperadas que. 

Quando injetada intradermicamente, essa substância estimula o desencadeamento 

dos fenômenos de transformações nos tecidos, sendo amplamente utilizada como 

ferramenta farmacológica no estudo de processos hiperalgésicos e inflamatórios em 

camundongos e ratos (GARCIA LEME et al., 1973). É um agente pró-inflamatório 

muito conhecido e utilizado em estudos envolvendo a hiperalgesia inflamatória em 

ratos e camundongos.  

A aplicação da carragenina resulta em uma resposta inflamatória clássica, os 

sinais cardinais, caracterizada pela formação de rubor, calor (aumento da temperatura 

na região inflamada), tumor (edema), dor e alguns casos, perda da função. A 

hiperalgesia induzida por carragenina permite quantificar a ação de grupos de 

analgésicos periféricos com diferentes mecanismos de ação, principalmente os 

mecanismos inflamatórios (CHOU, 2003; MCDOUGALL, 2006; ORLANDI et al., 2011; 

SALVEMINI et al., 1996).  

Esta resposta inflamatória induz aumento ao infiltrado de neutrófilos, aumento 

nos níveis de metabólitos do ácido araquidônico (PGE2), produtos originados de 

mastócitos (5-HT), histamina, neuropeptídeos (substância P, bradicinina) (MELZACK; 

WALL, 1965), bem como promove a liberação de TNF-α. Estes agem por dois 

caminhos distintos: indução da COX-2 e subsequente síntese de eicosanoides por IL-
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1; e indução da produção de aminas simpaticomiméticas por IL-8 (CUNHA et al., 2005; 

LIAO et al., 2013; LIMA et al., 2005; POSADAS et al., 2004), óxido nítrico (OMOTE et 

al., 2001), fatores de transcrição (NF-κB, IRFs, CREB1), dentre outros (CUNHA et al., 

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

primários sensoriais nociceptivos a um estímulo doloroso térmico ou mecânico 

(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 ácido poliáltico produziram efeito anti-

hiperalgésico significativo no modelo de hiperalgesia mecânica induzida pela injeção 

intraplantar de carragenina, destacando que esses efeitos foram duradouros, 

observados por até 24 h após a indução com a carragenina.  

Observando-se a Figura 37, a oleoresina de C. duckei quando administrada 

v.o. 30 minutos antes da injeção i.pl. de carragenina nas três doses testadas (1, 3 e 

10 mg/kg), foi capaz de reduzir a hiperalgesia mecânica quando comparada com o 

grupo controle. Essas doses apresentaram inibições máximas com percentuais de 

38±11%, 56±16% e 55±12%. As inibições da indometacina e da morfina foram de 

55±14% e 66±19%, respectivamente. As inibições ocorreram de forma dose 

dependente, com valor de DI50 de 5,712 mg/kg ("1,592 – 20,50"; R2: 0,817). 
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Figura 37. Gráfico do efeito da administração 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. morfina, na dose de 5 mg/kg, i.p., sobre a 
hiperalgesia mecânica no teste de von Frey induzida pela injeção de carragenina 300 µg/pata (0,01 
mL/10 g de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença 
significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve ($p<0,05, 
$$p<0,01 e $$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 

 

Já o ácido poliáltico resultou em uma diminuição significativa da sensibilização 

mecânica, e possivelmente pode ser o responsável pela atividade anti-hiperalgésica 

observada na oleorresina de C. duckei. Na Figura 38 podemos observar o efeito do 

ácido poliáltico quando administrado v.o. 30 minutos antes da injeção i.pl. de 

carragenina. As doses de 1, 3 e 10 mg/kg apresentaram inibições máximas com 

percentuais de 38±13%, 51±11% e 69±14%, respectivamente. As inibições da 

indometacina e da morfina foram de 54±13% e 65±10%, respectivamente. As inibições 

ocorreram de forma dose dependente, com valor de DI50 de 4,858 mg/kg ("0,5545 – 

42,55"; R2: 0,806). 
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A atividade do ácido poliáltico pode estar relacionada com as vias de 

sinalização da dor inflamatória, interferindo na sensibilização periférica de neurônios 

sensoriais, liberação de citocinas, síntese e/ou expressão de enzimas e produção de 

prostanoides, o que reforça a hipótese de que as oleorresinas de Copaifera sp. 

modulam a transmissão nociceptiva e também atuam por vias anti-inflamatórias.  

Estudos realizados por Veiga-Júnior e colaboradores (2007) demonstraram que 

a oleoresina de Copaifera cearensis provoca redução significativa no total de 

leucócitos e acúmulo de neutrófilos, os quais participam ativamente de diversos 

processos inflamatórios, modulando a ação das células e dos mediadores. 
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Figura 38. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 
mecânica no teste de von Frey induzida pela injeção de carragenina 300 µg/pata (0,01 mL/10 g de 
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em 
relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve ($p<0,05, $$p<0,01 e 
$$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
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A dextrana é um polissacarídeo de alto peso molecular, constituído de unidades 

de glicose unidas por ligações glicosídeas α-1,4 e α-1,6, isoladas de bactérias 

Streptococcus spp. e Lactobacillus spp e comercializado sob a forma de sal (sulfato 

de sódio dextrana, ou dextran sulfate sodium - DSS) (FURTADO et al., 2015; 

PARRATT; WEST, 1958; VAN WAUWE; GOOSSENS, 1989). 

A dextrana induz reações anafiláticas, caracterizada pelo extravasamento de 

fluido, resultando na formação de edema, em resposta à liberação de histamina e 

serotonina pela desgranulação de mastócitos (BASTOS et al., 2001; PARRATT; 

WEST, 1958; VAN WAUWE; GOOSSENS, 1989). Dessa forma é possível associar a 

atividade antiedematogênica da substância com a interferência na síntese/liberação 

ou bloqueio das ações da histamina e/ou 5-HT. A dextrana é amplamente utilizada em 

modelos de indução de colite, sendo bastante relacionado à colite ulcerativa 

encontrada em humanos, pois permite a instalação de um processo inflamatório 

intestinal limitado à mucosa cólica (WIRTZ et al., 2007). 

O processo inflamatório induzido pela dextrana ativa células da imunidade 

inata, tais como macrófagos e neutrófilos (BAILÓN et al., 2008; XU et al., 2012). 

Atualmente, sabe-se que os neutrófilos possuem um papel importante na indução de 

respostas hipernoceptivas inflamatórias. Cunha e colaboradores (2008) relatam que a 

migração de neutrófilos está diretamente associada com a cascata de eventos que 

leva a indução da nocicepção mecânica através da produção de mediadores, tais 

como a PGE2. A dextrana induz um aumento da migração de células inflamatórias, 

neutrófilos e também polimorfonucleares, e em resposta aos mediadores liberados por 

estas células, ocorre alteração 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 

são induzidas diante de um processo inflamatório, as quais exercem papel importante 

na modulação da inflamação (IALENTI et al., 1992; MONCADA; PALMER; HIGGS, 

1991; OH; LEE; LIM, 2007; VAN WAUWE; GOOSSENS, 1989). Todos estes eventos 

resultam na manutenção tanto do processo inflamatório, quanto da resposta 

nociceptiva. 

Os animais que receberam injeção intraplantar de dextrana na pata direita 

traseira tiveram indução da dor associada à inflamação, verificada pelo aumento no 

limiar nociceptivo nas patas que receberam o estímulo em diferentes intervalos de 
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tempo. O grupo de animais pré-tratados com veículo apresentou uma frequência de 

resposta significativamente maior que os demais grupos tratados com a oleorresina 

de C. duckei (Figura 39) ou o ácido poliáltico (Figura 40), além dos controles positivos 

indometacina e dexametasona. 
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Figura 39. Gráfico do efeito da administração 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 mecânica no teste de von Frey induzida pela injeção de dextrana 100 µg/pata (0,01 
mL/10 g de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença 
significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve ($p<0,05, 
$$p<0,01 e $$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
 

Na hiperalgesia induzida por dextrana as inibições máximas 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 inibições ocorreram de forma dose 

dependente, com valor de DI50 de 5,362 mg/kg ("0.005439 – 54.90"; R2: 0,876).  
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Figura 40. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 mecânica no teste de von Frey induzida pela injeção de dextrana 100 µg/pata (0,01 mL/10 
g de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa 
em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve ($p<0,05, $$p<0,01 e 
$$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
 

As doses de 1, 3 e 10 mg/kg de ácido poliáltico apresentaram inibições 

máximas com percentuais de 46±4%, 57±4% e 59±3%, respectivamente. As inibições 

da indometacina e da dexametasona foram de 46±9%e 59±7% respectivamente. As 

inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de DI50 de 4,135 mg/kg 

("0.002137 – 45.64"; R2: 0,864). 

Os dados obtidos para as substâncias presentes nos tratamentos 

experimentais possibilitam fazer ao menos uma associação entre composição química 

e efeitos observados. Compostos terpênicos, tais como o β-cariofileno demonstram 

atividades antinociceptivas por atuar em adrenoceptores. Tais receptores podem estar 

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

atuar diretamente sobre mastócitos, através de receptores α e β, resultando na 

diminuição de fatores vasoativos, tais como histamina e serotonina (AKDIS; BLASER, 

2003; AKDIS; SIMONS, 2006; BAXTER; BEAVEN; HORÁKOVÁ, 1974). 

O lipopolissacarídeo (LPS) é uma endotoxina altamente tóxica derivada da 

membrana celular externa de bactérias Gram-negativas. É liberada quando a bactéria 

é multiplicada ou fagocitada, sendo degradada pelas células de defesa (KNAPP et al., 

2003; TUIN et al., 2006). Estruturalmente é composta de duas camadas de 

polissacarídeos e uma camada lipídica, apresentando porções hidrofílicas e 

hidrofóbicas, sendo a porção lipídica a responsável pela ação antigênica (RAETZ; 

WHITFIELD, 2002) 

É considerado o principal responsável pelas manifestações tóxicas e 

inflamações sistêmicas de infeções causadas por bactérias Gram-negativas (DAVIES, 

M. G.; HAGEN, 1997; GREEN; DAFOE; RAJFIN, 1996; SÁEZ-LLORENS; 

MCCRACKEN, 1993) 

A produção de citocinas em resposta ao LPS, é inicialmente e principalmente, 

comandada pelos macrófagos residentes (SAYERS et al., 1987), sendo tais citocinas 

de caráter pró-inflamatório, tais como TNF-α, IL-1β, 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 não apresenta grande potencial 

antioxidante in vitro, que foi confirmado pelos testes de DPPH, xantina oxidase e 

peroxidação lipídica em gema de ovo, descritos para a atividade gastroprotetora. 

Porém, houve perda da atividade gastroprotetora com a administração de L-NAME e 

NEM, bloqueador de NOSi e grupamentos sulfidrila, respectivamente, sendo que os 

níveis de nitrito estão ligeiramente diminuídos na mucosa gástrica, sugerindo a 

participação do sistema oxinitrérgico na promoção de eventos antioxidantes in vivo. 

Na hipernocicepção induzida por LPS ocorre aumento da síntese de NO pela 

NOSi, e estes resultados demonstram que a oleorresina de C. duckei e o ácido 

poliáltico podem estar antagonizando os efeitos de NO, inibindo ou reduzindo sua 

síntese (WALLACE; MA, 2001; WALLACE; MILLER, 2000) 

A sensibilização das fibras nociceptivas ocorre em resposta a liberação de NO 

que ativa diretamente fibras sensoriais cerebrais, liberando o peptídeo relacionado ao 

gene da calcitonina (CGRP) e aumentando as concentraçãos de GMPc e AMPc, que 
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atuam como segundo mensageiros, promovendo a fosforilação, aumento de fluxo de 

Na+ e Ca2+ e diminuindo K+ (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009; WOOLF; SALTER, 

2000). 

A sinalização intracelular desencadeada pelo LPS ocorre através da ligação 

com receptores próprios, sendo o Toll-like 4 (TLR4) o principal. Atualmente, vários são 

os pesquisadores que estudam o envolvimento dos receptores do tipo Toll (TRL) na 

sinalização e indução de genes pró-inflamatórios causados pelo LPS  (BYRD-LEIFER 

et al., 2001; KAWASAKI et al., 2000; LU; YEH; OHASHI, 2008; TAKEDA; AKIRA, 

2004). Estes receptores estão sendo identificados como sensores primários em 

infecções microbianas, permitindo a compreensão de vários 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 (proteínas 

ligante de LPS, Lipopolysaccharide Binding Protein), proteína CD14 e proteína MD-2 

(proteína mieloide diferenciadora 2). Estas proteínas na forma solúvel atuam como 

proteínas auxiliares, transferindo o LPS para o receptor TLR4 (SHIMAZU et al., 1999; 

TAKEDA; AKIRA, 2004). 

A ativação do TRL4 desencadeia diversas vias de sinalização, 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 ativação 

do fator de transcrição NF-κB (Nuclear factor kappa B) a principal via. Ao se translocar 

para o núcleo, o NF-κB promove a transcrição de diversos genes que participam de 

processos fisiológicos e fisiopatológicos (RAETZ; WHITFIELD, 2002; RUIZ-

MIYAZAWA et al., 2015; TAKEUCHI; AKIRA, 2001). 

A administração de LPS (100 ng/mL) na pata de ratos promove a sensibilização 

dos animais e, consequentemente, a hipernocicepção sob estímulo mecânico, 

originando esta resposta desde a primeira hora após a administração do LPS e 

atingindo um platô a partir da quarta hora.  

A administração da oleorresina de C. duckei (Figura 41) e do ácido poliáltico 

(Figura 42) foram capazes de inibir o efeito hipernociceptivo do LPS, alterando o limiar 

de sensibilidade mecânica 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 

inibições máximas com percentuais de 43±12%, 50±8% e 57±7%, respectivamente. 
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As inibições da indometacina e da dexametasona foram de 38±4% e 62±6%, 

respectivamente. As inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de 

DI50 de 9,120 mg/kg ("0.005257 – 82.759"; R2: 0,724).  

  

0 1 2 3 4 5 6
0

20

40

60

80

12 24 36 48

Naïve (Salina)

Controle (Veículo)
Indometacina (10 mg/kg)
Dexametasona (0,5 mg/kg)

Oleorresina de C. duckei  (1 mg/kg)

Oleorresina de C. duckei  (3 mg/kg)
Oleorresina de C. duckei  (10 mg/kg)

***

$$$

***

$$$

*** *** ***
*** ***

$$$

$

$$$

$$$

$$$

$$$

$$$

$$$

$$

$$$
$$$

***

***

**

**

***

***

***

***

***

***

*

***

***

***

***

****

**

*****

**

**

***

$$$
$$$

Tempo (h)

F
re

q
u

en
ci

a 
d

e 
re

ti
ra

d
a 

(%
)

 
Figura 41. Gráfico do efeito da administração 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 mecânica no teste de von Frey induzida pela injeção 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. Diferença significativa 
em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve ($p<0,05, $$p<0,01 e 
$$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 

 

As doses de 1, 3 e 10 mg/kg de ácido poliáltico apresentaram inibições 

máximas com percentuais de 34±10%, 46±16% e 65±14%, respectivamente. As 

inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de DI50 de 6,429 mg/kg 

("1.676 – 3.522"; R2: 0,766). 
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Figura 42. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 mecânica no teste de von Frey induzida pela injeção 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. Diferença significativa 
em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve ($p<0,05, $$p<0,01 e 
$$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
 

Estes resultados sugerem que os compostos presentes na oleorresina de C. 

duckei, bem como seu composto majoritário, o ácido polialtico possam estar 

interferindo na produção de TNF-α, decorrente do estímulo do LPS (SAMPAIO et al., 

1991). 

O efeito anti-hipernociceptivo observado pode ser decorrente da diminuição da 

migração leucocitária para a área inflamada, inibindo a cascata de citocinas (CUNHA 

et al., 2005, 2008; PINHO-RIBEIRO et al., 2016; VAJJA et al., 2004). 

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

ligações p-1,3-glicosídicas, derivado da parede celular da levedura Saccharomyces 
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cerevisiae. Induz fenômenos flogísticos sistêmicos, ativando macrófagos e induzindo 

a liberação de mediadores inflamatórios caracterizados pela persistente proliferação 

da sinóvia e degradação da cartilagem, reproduzindo uma resposta inflamatória do 

tipo artrite inflamatória (GADÓ; GIGLER, 1991; GEGOUT et al., 1995; KEYSTONE et 

al., 1977; ROCHA et al., 1999). 

A inflamação articular induzida por zimosan é caracterizada por acentuada 

migração celular e desenvolvimento de hiperalgesia. Ocorrem alterações da marcha 

dos animais devido a incapacitação articular progressiva, observável a partir da 

segunda hora após sua administração  

Ocorrem ainda todos os sinais cardinais da inflamação aguda, tais como 

aumento da permeabilidade vascular e edema, com acentuado influxo celular, com 

predomínio de polimorfonucleares (FRASNELLI et al., 2005; ROCHA et al., 1999). 

O zymosan é reconhecido a partir do receptor de selectina-1, expressos 

predominantemente em monócitos, macrófagos, neutrófilos e células dentríticas, e em 

menor proporção em células T do baço (WILLMENT et al., 2003). Após 

reconhecimento, interage com o receptor Toll-like 2 (TLR2), com consequente 

ativação do fator NF-κB, produção de citocinas inflamatórias (IL-1, IL-6, IL-8, IL-18) e 

outros fatores pró-inflamatórios (AKIRA; SATO, 2003; TAKEDA; AKIRA, 2004; 

TEXEREAU et al., 2005). Este receptor tem importante papel na fase tardia, no 

desenvolvimento da resposta imune secundária e pode contribuir com a manutenção 

da inflamação articular (FRASNELLI et al., 2005; KEYSTONE et al., 1977). Ativa 

também a resposta imune inata, sendo capaz de estimular a produção de citocinas 

inflamatórias e ativar o sistema complemento na ausência de imunoglobulinas 

(FRASNELLI et al., 2005). 

Na fase crônica é acompanhada de intensa reação inflamatória, caracterizada 

por sinovite, com migração de células inflamatórias e proliferação linfomonocitária, 

além da degradação 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 administração da 

oleorresina de C. duckei (Figura 43) e do ácido poliáltico (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 inflamatórias tardias. Por 

este motivo foram investigadas as atividades anti-hipernociceptivas em modelos de 
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dor crônica, tais como a hiperalgesia mecânica associada a avulsão do plexo braquial 

e a hiperalgesia inflamatória induzida por CFA. 

Para a hipernocicepção mecânica induzida por zymosan as inibições máximas 

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 inibições da indometacina e 

da dexametasona foram de 38±12% e 58±15%, respectivamente. As inibições 

ocorreram de forma dose-dependente, com valor de DI50 de 4,614 mg/kg "0.6464 – 

44.030"; R2: 0,928).  
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Figura 43. Gráfico do efeito da administração 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 mecânica no teste de von Frey induzida pela injeção de zymosan 100 µg/pata (0,01 
mL/10 g de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença 
significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve ($p<0,05, 
$$p<0,01 e $$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
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Já as doses de 1, 3 e 10 mg/kg no tratamento com o ácido poliáltico 

apresentaram inibições máximas com percentuais de 25±12%, 41±12% e 74±16%, 

respectivamente. As inibições ocorreram de forma dose-dependente, com valor de 

DI50 de 5,187mg/kg ("0.9300 – 28.93"; R2: 0,975).  
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Figura 44. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 mecânica no teste de von Frey induzida pela injeção de zymosan 100 µg/pata (0,01 mL/10 
g de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa 
em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve ($p<0,05, $$p<0,01 e 
$$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 

 

Os resultados obtidos nos experimentos de hiperalgesia, associados aos 

resultados presentes na avaliação da nocicepção aguda, e comparados com dados 

da literatura contribuem para a hipótese de que as substâncias presentes na 

oleoresina de Copaifera spp. inibem processos hipernociceptivos, a nível periférico 

interferindo na modulação de mediadores anti-inflamatórios (GOMES et al., 2010, 
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2007; VEIGA-JÚNIOR et al., 2001; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007). Sugere-se, portanto, 

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

possa estar ativamente envolvida na modulação do processo de hipernocicepção. 

5.6.6 Efeito da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico sobre a 

hiperalgesia mecânica associada à avulsão de plexo braquial (APB) 

O plexo braquial é formado a partir nos nervos espinhais das últimas 4 vértebras 

cervicais (C5 a C8), e da primeira toráxica (T1), derivados das raízes dorsais e 

ventrais. As raízes dorsais, como o próprio nome sugere, possuem fibras sensoriais 

originadas dos gânglios da raiz dorsal, e as raízes ventrais possuem fibras com 

funções motoras. Os nervos originados do plexo braquial são 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 lesão do plexo braquial é caracterizada pela ruptura do nervo por uma lesão 

fechada resultante da tração do ombro (HANINEC et al., 2007; RANKINE, 2004; 

WALLACE et al., 1996). Acidentes automobilísticos, tais como acidentes de 

motocicleta, bicicleta e atropelamentos são as causas mais comuns da origem desta 

lesão (GREGORY et al., 2009; WAIKAKUL; WAIKAKUL; PAUSAWASDI, 2000), 

resultando em alterações patológicas importantes que induzem ao estabelecimento 

da dor neuropática (CARVALHO; NIKKHAH; SAMII, 1997). 

A lesão é causada pela avulsão intratável da raiz medular, que produz dor com 

característica constante, intermitente e incapacitante. A dor acomete a região do 

ombro e supra-escapular, com irradiação para o membro superior ipsilateral, porém 

acompanhado de distúrbios da sensibilidade evidenciada em locais distantes da lesão, 

principalmente em membros superiores e inferiores (ANAND; BIRCH, 2002; 

BERMAN; BIRCH; ANAND, 1998; COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; 

FRAMPTON, 1996; PARRY, 1980). Os sintomas incluem distúrbios da sensibilidade 

como parestesias, déficits motores e alterações dos reflexos miotáticos, 

acompanhados de distúrbios psiquiátricos, tais como ansiedade e depressão, que 

contribuem para o agravamento do quadro clínico (ANAND; BIRCH, 2002; PARRY, 

1980). Esta lesão pode desencadear plasticidade exacerbada do SNC, associada a 

sensibilidade dolorosa aumentada (CARVALHO; NIKKHAH; SAMII, 1997) 
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No momento da lesão nervosa ocorre sensibilização das fibras sensoriais 

devido à liberação de citocinas pró-inflamatórias em resposta à destruição e remoção 

de axônios, células de Schwann e da micróglia destruídas. Estas citocinas contribuem 

para o desenvolvimento e estabelecimento da dor neuropática (MOALEM; TRACEY, 

2006; SOMMER et al., 2001; STOLL; JANDER; MYERS, 2002). A exposição ao TNF-

α pode resultar na ativação das caspases (p55 e p75), que induzem a síntese do NF-

κB e resultam em apoptose, respectivamente. Estas duas proteínas estão envolvidas 

em respostas inflamatórias e nociceptivas agudas e crônicas (BAUD; KARIN, 2001; 

EPSTEIN; BARNES; KARIN, 1997; MICHEAU; RG TSCHOPP, 2003; MOALEM; 

TRACEY, 2006). 

O TNF-α atua como modulador das primeiras alterações degenerativas durante 

a lesão do nervo periférico, induzindo lesão nos axônios, recrutamento de macrófagos 

e atividades ectópicas em nervos periféricos (LI; LIN, 2008; LOCKSLEY; KILLEEN; 

LENARDO, 2001a, 2001b; PERKINS; TRACEY, 2000; SCHÄFERS et al., 2003; 

SHAMASH; REICHERT; ROTSHENKER, 2002), podendo estar envolvido em 

respostas hipernociceptivas associadas a lesão (PARRY, 1980; QUINTÃO et al., 

2006; RODRIGUES-FILHO et al., 2003). 

Embora recentes avanços tenham ocorrido nas técnicas cirúrgicas para 

melhora de pacientes com lesão do plexo braquial, ainda não está disponível um 

tratamento eficaz. As opções cirúrgicas incluem enxerto e transplante, mas dependem 

do nível de lesão e do estabelecimento de um diagnóstico rápido e correto 

(CARLSTEDT et al., 2000). As terapias farmacológicas incluem o uso de analgésicos 

potentes, sendo que o tratamento usual inclui psicoterapia, além de reabilitação física. 

Porém, a dor é persistente e incapacitante, o que impossibilita o retorno do paciente 

às atividades habituais (CARVALHO; NIKKHAH; SAMII, 1997; FRAMPTON, 1996; 

PARRY, 1980). 

Neste modelo os animais foram avaliados do 30ᵒ após o procedimento 

cirúrgico, 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 ácido poliáltico foi capaz reduzir de 

forma significativa a hiperalgesia mecânica quando comparados aos animais do grupo 

controle em todas as três doses avaliadas. Já os grupos tratados com as maiores 

doses exibiram uma resposta anti-nociceptiva muito próxima ao da gabapentina.  
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Figura 45. Gráfico do efeito da administração 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 mecânica no teste de von Frey induzida pela avulsão do plexo braquial em camundongos. Pata 
traseira ipsilateral. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo 
naïve ($p<0,05, $$p<0,01 e $$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
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Figura 46. Gráfico do efeito da administração 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 mecânica no teste de von Frey induzida pela avulsão do plexo braquial em camundongos. Pata 
traseira contralateral. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao 
grupo naïve ($p<0,05, $$p<0,01 e $$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
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Figura 47. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 mecânica no teste de von Frey induzida pela avulsão do plexo braquial em camundongos. Pata traseira 
ipsilateral. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve 
($p<0,05, $$p<0,01 e $$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
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Figura 48. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 mecânica no teste de von Frey induzida pela avulsão do plexo braquial em camundongos. Pata traseira 
contralateral. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo 
naïve ($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 diário foi empregado para avaliação dos 

animais em diferentes intervalos de tempo no primeiro dia de tratamento. Esta 

avaliação permitiu verificar o tempo de duração do efeito anti-hiperalgésico, o qual 

teve seu pico máximo na sexta hora após o tratamento. 

Com o objetivo de investigar a extensão do efeito da oleorresina de C. duckei 

e do ácido poliáltico o tratamento foi interrompido durante três dias, onde observam-

se que os animais antes tratados retornaram a resposta semelhante ao grupo controle, 

com exceção da maior dose. 

Além das atribuições populares, na literatura científica é possível encontrar 

muitos trabalhos com as oleorresinas de espécies do gênero Copaifera e suas 

atividades anti-inflamatórias (CARVALHO et al., 2005; GOMES et al., 2010; LUCCA 

et al., 2015; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007; VIEIRA et al., 2008). 

A atividade anti-inflamatória pode ser atribuída aos sesquiterpenos, tais como 

o α-humuleno e β-cariofileno (FERNANDES et al., 2007) e aos diterpenos ácidos 

(GOMES et al., 2010; LEANDRO et al., 2012; OHSAKI et al., 1994; VARGAS et al., 

2015; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007). 

Os terpenos são uma das maiores classes de produtos naturais, e apresentam 

as mais variadas atividades biológicas, em especial efeitos farmacológicos, tais como 

anti-inflamatórios, antimicrobianos, antiulcerogênicos, 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-inflamatórios, a analgesia promovida 

pelos terpenos pode ser decorrente de efeitos sedativos, anti-espasmódicos, 

miorrelaxantes e anestésico local (DZUBAK et al., 2006), e podem estar relacionados 

alterações em nociceptores (localizados nas fibras Aβ, Aδ e fibras C), em receptores 

(glutamatérgicos), na trandução de sinais (alteração nos potenciais de repouso e 

gradientes de concentração), em receptores de potencial transitório (TRPV), 

mediadores químicos (5-HT, BK, ATP, NGF), alterações e inibições enzimáticas (5-

LOX, COX e PLA2) e em canais de íons controlados por voltagem (Na+, K+ e Ca2+) 

(BAKKALI et al., 2008; GERSHENZON; DUDAREVA, 2007; PADUCH et al., 2007; 

SCHEIDT et al., 2002; VALÉRIO et al., 2007). 

A atividade anti-inflamatória dos diterpenos ácidos – cauranos e labdanos, 

componentes majoritários da oleorresina de C. duckei, está associada a redução da 

produção NO e TNF-α, inibição da expressão de NOSi e COX-2 ao nível da transcrição 
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(FURTADO et al., 2015; GOMES et al., 2010; LEANDRO et al., 2012; SANTIAGO et 

al., 2015; VEIGA-JUNIOR et al., 2006), e regulação da expressão de citocinas pró-

inflamatórias, tais como IL-10 e IL-6, atenuando vias inflamatórias mediadas pelo NF-

κB (LEANDRO et al., 2012; SANTIAGO et al., 2015). 

5.6.7 Efeito da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico sobre o edema 

de pata  

O edema causado pela carragenina, dextrana, LPS ou zymosan é 

consequência da ação sinérgica de vários mediadores que aumentam a 

permeabilidade celular através da vasodilatação, resultando no aumento de fluxo 

sanguíneo e migração de células polimorfonucleares (ORTEGA-GÓMEZ; 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 inflamatório mais comuns são a histamina, bradicinina, leucotrienos, 

substância P, componentes do sistema complemento, PAF, entre outros. Estes 

favorecem o aumento da permeabilidade capilar ao plasma e o extravasamento de 

proteínas e células (MEDZHITOV, 2008; SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008). 

O transporte do exsudato ocorre através dos vasos linfáticos até os gânglios 

linfáticos ou tecidos linfoides locais, onde se inicia a resposta imune. O edema é a 

característica mais marcante da inflamação aguda, sendo associado ao aumento da 

pressão hidrostática secundária à vasodilatação, resultando em acentuada perda de 

líquidos e seu acúmulo 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 trifásico e amplamente utilizado em estudos de 

inflamação. Entretanto, esse modelo não caracteriza o efeito anti-inflamatório 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 antiedematogênica da oleorresina de 

C. duckei e do ácido poliáltico em resposta à injeção intraplantar de carragenina (300 

μg; 20 µL/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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50±12% e 64±18% respectivamente, o edema. A indometacina (1 mg/kg, v.o.)  e a 

dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.), utilizadas como controles, também inibiram de forma 

significativa a resposta edematogênica com porcentagens de  47±19% e 71±17%  

respectivamente. As inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de 

DI50 de 20,60 mg/kg ("1,290 - 49,087"; R2: 0,789). 
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Figura 49. Gráfico do efeito da administração 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 o volume 
deslocado no teste de edema de pata induzida pela injeção de carragenina 300 µg/pata (0,01 mL/10 g 
de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa 
em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de 
Bonferroni. 

 

Já o ácido poliáltico (Figura 50) apresenta atividade dose-tempo-dependente. 

O tratamento oral dos animais nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, causou inibição de 

48±9%, 55±15% e 66±13% respectivamente, sobre o edema. A indometacina (1 

mg/kg, v.o.)  e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) utilizadas como controle também 

inibiram de forma significativa a resposta edematogênica com porcentagens de  
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53±11% e 66±15%,  respectivamente. As inibições ocorreram de forma dose 

dependente, com valor de DI50 de 17,09 mg/kg ("2,238 – 30,552"; R2: 0,823). 
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Figura 50. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico 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 injeção de carragenina 300 µg/pata (0,01 mL/10 g 
de animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa 
em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de 
Bonferroni. 
 

Conforme já discutido anteriormente, a dextrana é um polissacarídeo que induz 

reações anafiláticas caracterizadas por extravasamento e formação de edema, 

formados pela liberação de histamina e serotonina dos mastócitos (FURTADO et al., 

2015; PARRATT; WEST, 1958; VAN WAUWE; GOOSSENS, 1989).  

Existe correlação com a concentração total de histamina no exsudato e o grau 

de edema produzido pela dextrana (SHINICHI; KYOICHI; SETSUO, 1978, 1979). A 

histamina é um dos mediadores mais importantes na inflamação e atua como potente 

vasodilatador, aumentando a permeabilidade vascular, ativando o sistema 

complemento e células endoteliais, recrutando leucócitos, bem como estimulando 
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diretamente ou indiretamente neurônios na resposta inflamatória, o que também pode 

resultar em respostas nociceptivas (AMANN et al., 1995; LINARDI et al., 2000). 

A histamina apresenta importante papel na transmissão da dor. Neurônios com 

receptores histaminérgicos são encontrados no núcleo dorsal da rafe e ACP, os quais 

se originam do hipotálamo e possuem importante papel na modulação da dor através 

de receptores histaminérgicos do tipo H1 e H2 (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 estão amplamente distribuídos por diversos tecidos. O 

receptor 5-HT3, presente nos gânglios da raiz dorsal e perifericamente, apresenta 

efeito antinociceptivo, enquanto a administração intratecal de antagonistas do receptor 

5-HT3 bloqueia a analgesia induzida pela 5-HT e produz uma moderada resposta 

hiperalgésica. Já na inflamação, atua também como mediador de fase inicial 

relacionado com os eventos vasculares do processo inflamatório agudo (GIORDANO; 

GERSTMANN, 2004; OKUSE, 2007; TABER; LATRANYI, 1981). 

Nesse estudo, foi demonstrado que a oleorresina de C. duckei e o ácido 

poliático inibiram o edema induzido por dextrana, corroborando com a fase inicial do 

edema induzido pela carragenina, este mecanismo pode estar relacionado com 

intervenção na degranulação de células inflamatórias e liberação 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±6% 

respectivamente, o edema. A indometacina (1 mg/kg, v.o.) e a dexametasona (0,5 

mg/kg, s.c.), utilizadas como controles, também inibiram de forma significativa a 

resposta edematogênica com porcentagens de 35±14% e 45±11%, respectivamente. 

As inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de DI50 de 22,445mg/kg 

("0.7397 – 8.084"; R2: 0,715). 
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Figura 51. Gráfico do efeito da administração 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 o volume 
deslocado no teste de edema de pata induzida pela injeção de dextrana 100 µg/pata (0,01 mL/10 g de 
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em 
relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 

 

Neste ensaio, o ácido poliáltico (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 inibição de 30±15%, 43±14% e 53±14% respectivamente, 

sobre o edema. As inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de DI50 

de 18,5914 mg/kg ("0.05666 to 66.173"; R2: 0,814). 
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Figura 52. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico 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 injeção de dextrana 100 µg/pata (0,01 mL/10 g de 
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em 
relação 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 inflamatórias sistêmicas tóxicas, 

caracterizada pela presença de macrófagos residentes, e principalmente por citocinas 

(VAJJA et al., 2004) . Durante as infeções, os microorganismos Gram-negativos que 

possuem esse lipopolissacarídeo ligam-se na membrana das células inflamatórias, 

tais como monócitos e neutrófilos através de receptores do tipo Toll (TLR), induzindo 

a produção de citocinas como TNF-α, IL-1β, 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 inibições máximas 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.o.)  e 
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a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.), também inibiram de forma significativa a resposta 

edematogênica com porcentagens de  49±13% e 54±14%  respectivamente. As 

inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de DI50 de 21,720 mg/kg 

("0.2721 – 61.908"; R2: 0,847). 
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Figura 53. Gráfico do efeito da administração 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 o volume 
deslocado no teste de edema de pata induzida pela injeção 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. Diferença significativa em 
relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 

 

O ácido poliáltico (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 inibição de 32±15%, 44±14% e 54±12% respectivamente, sobre o 

edema. As inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de DI50 de 

19,591 mg/kg ("0.05666 to 68.173"; R2: 0,814). 
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Figura 54. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico 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 injeção 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. Diferença significativa em 
relação 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 ácido poliáltico foram capazes de inibir a 

formação do edema de pata induzido por LPS sugerindo, portanto, que sua atividade 

anti-inflamatória também esteja atuando em vias bioquímicas intracelulares que levam 

a produção de citocinas pró-inflamatórias. Com base nos resultados acima discutidos, 

sugere-se que estes interfiram, de alguma forma, na produção e/ou ação de 

mediadores inflamatórios como PGs, NO e bradicinina e ainda inibição na produção 

de citocinas inflamatórias. 

Já o zymosan, por sua vez, induz a liberação de diversos mediadores 

característicos em processos inflamatórios crônicos, tais como prostaglandinas, 
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leucotrienos e componentes do sistema complemento, fator de ativação plaquetária, 

ROS, TNF e IL-1β (FRASNELLI et al., 2005; KEYSTONE et al., 1977; VEIGA-JÚNIOR 

et al., 2007), induzindo também a nocicepção visceral.  

Ainda, no início dafase aguda da inflamação induzida por zymosan, produz o 

aumento da permeabilidade vascular, edema, extravasamento de proteínas 

plasmáticas e o infiltrado de células inflamatórias, dando início a geração de produtos 

derivados do ácido araquidônico (PAYÁ et al., 1996), sendo que este processo evolui 

para a cronicidade com degradação da cartilagem articular, do osso subcondral, com 

intensa sinovite e proliferação de linfócitos e monócitos (GEGOUT et al., 1995; 

ROCHA et al., 1999). 

Os dados do presente estudo demonstram que a oleorresina de C. duckei e o 

ácido poliáltico 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 55±13%, respectivamente. A indometacina (1 mg/kg, v.o.)  e a 

dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.), inibiram de forma significativa a resposta 

edematogênica 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 inibições ocorreram de forma dose dependente, 

com valor de DI50 de 19,962 mg/kg ("4.308 to 23.03"; R2: 0,840). 
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Figura 55. Gráfico do efeito da administração 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 o volume 
deslocado no teste de edema de pata induzida pela injeção de zymosan 100 µg/pata (0,01 mL/10 g de 
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em 
relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 

 

 O ácido poliáltico (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 inibição de 37±12%, 43±11% e 

57±11% respectivamente, sobre o edema. As inibições ocorreram de forma dose 

dependente, com valor de DI50 de 17,293 mg/kg ("3.756 - 22.99"; R2: 0,839). 
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Figura 56. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico 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 injeção de zymosan 100 µg/pata (0,01 mL/10 g de 
animal, i. pl.) em camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em 
relação 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 inflamação do zymosan ocorre mais tardiamente, 

como observados nas Figuras 55 e 56, devido ao tipo de inflamação que ocorre com 

a injeção do zymosan. 

Diversos mediadores são produzidos em resposta à inflamação e estes são 

liberados de acordo com fase do processo. Em primeiro momento (até 1 hora após) 

ocorre a liberação de histamina e serotonina, seguida da liberação de bradicinina e 

em último momento (entre 4 e 6 horas), ocorre a liberação de PGE e ativação das 

enzimas COX e LOX, ocorrendo também a migração de células mononucleares  

(GRYGLEWSKI; BOTTING; VANE, 1988; KATZ et al., 1984; VAJDOVICH, 2008). 

Estudos com a oleorresina de C. multijuga apresentam resultados com 

atividade antiedematogênica na dose de 30 mg/kg (GOMES et al., 2010). Veiga-Júnior 
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e colaboradores (2007) demonstraram que as oleoresinas de C. cearensis, C. 

reticulata e C. multijuga inibem a produção de óxido nítrico, o qual possui um 

importante papel regulatório nos estágios da inflamação, sendo produzido 

principalmente pelas células endoteliais do tecido lesionado com potente ação 

vasodilatadora, levando ao aumento da permeabilidade vascular (GRYGLEWSKI; 

BOTTING; VANE, 1988). A oleorresina de C. multijuga apresentou-se mais efetiva, 

inibindo a produção de NO na concentração de 50 µg/kg (VEIGA-JÚNIOR et al., 2007). 

A oleorresina de C. duckei previamente estudada para o ensaio de edema de para 

inibiu o edema somente na maior dose testada (1802 mg/kg), com inibição de somente 

18% quando comparado ao controle. Essas diferenças encontradas entre este estudo 

e o estudo de Carvalho e colaboradores (2005) podem ser justificadas pelas 

diferenças na composição química das oleorresinas, resultado da influência de 

diversos fatores, tais como sazonalidade, fatores genéticos e/ou fisiológicos da planta, 

condições ambientais bióticas e abióticas, 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 informações acima, sugerimos que o possível efeito anti-

inflamatório da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico, em modelos 

experimentais de inflamação aguda, tais como indução de edema de pata por 

diferentes agentes flogísticos, tais como carragenina, dextrana, LPS e zymosan, 

possa estar inibindo o edema e extravasamento vascular, o recrutamento de 

leucócitos, a produção de citocinas inflamatórias, quimiocinas e produção de óxido 

nítrico (NO) e a nocicepção pelos modelos experimentais de testes das contorções 

abdominais pelo ácido acético, formalina e hiperalgesia induzida por carragenina, 

dextrana, LPS e zymosan. 

5.6.8 Efeito da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico no exudato da 

bolsa de ar (Air pouch)  

O ensaio da bolsa de ar ou Air pouch é um modelo de estudo da inflamação 

aguda ou crônica in vivo. Descrito pela primeira vez por Selye (1953) e adaptado por 

Edwards e colaboradores (1981), consiste na injeção de ar estéril no dorso do animal, 

na área intra-escapular. A presença do ar favorece a formação de área que simula a 

cavidade sinovial, com a presença de elementos tais como macrófagos e fibroblastos. 
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Nesta bolsa é permitido o estímulo com diversos agentes flogísticos, permitindo a 

formação de um exsudato de fácil coleta, onde é permitida a contagem total e 

diferencial de leucócitos e a dosagem de mediadores relacionados ao processo 

inflamatório (ROMANO et al., 1997). 

Inicialmente este trabalho previa o uso do ensaio de pleurisia, que consiste na 

injeção do agente flogístico na cavidade pleural, coletando-se o exsudato para 

determinação dos eventos relacionados ao processo inflamatório. Porém, após 

revisão da literatura, o ensaio da bolsa de ar apresenta maiores vantagens, entre elas 

a fácil execução, pois a administração na cavidade pleural necessita de cuidados para 

não romper o pulmão do animal, sendo a coleta de um exsudato na bolsa de ar mais 

“limpo”, sem a presença de interferentes, tais como a presença de hemácias 

(SEDGWICK; LEES, 1986).  

Este método é extremamente versátil, pois permite o uso de diversas variáveis, 

como alterações dos agentes flogísticos utilizados: carragenina, dextrana, zymosan, 

histamina, bradicinina, PGE2, substância P, entre outros; alterações no tempo de 

exposição, 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 formação de ROS (PAYÁ et al., 

1996; ROMANO et al., 1997; SMITH et al., 1998). 

A mieloperoxidase (MPO) é uma hemeproteína expressa em altas 

concentrações em promielócitos. A medida que estas células vão se diferenciando, 

sua expressão diminui. É presente nos grânulos citoplasmáticos de neutrófilos, 

apresentando poucas concentrações em monócitos. Uma de suas principais funções 

é produzir ácido hipocloroso (HOCl), que resulta em atividades microbicidas e 

apoptóticas. Os subprodutos do HOCl, tais como ROS possuem propriedades 

imunomodulatórias, estimulando a produção 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 

máxima da carragenina acontece em 4 h. Esse dado foi levado em consideração, 

sendo que a atividade anti-inflamatória da oleorresina de C. duckei e o ácido poliáltico 

foram investigados no modelo da bolsa de ar neste período. 
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Os resultados demonstram que há aumento significativo no número de 

leucócitos no local da inflamação nos animais do grupo controle. A oleorresina de C. 

duckei reduziu significativamente a migração de células para a bolsa, quando 

comparado ao grupo carragenina e seus efeitos foram similares à 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 migração de leucócitos em 71±12%, 79±7% e 87±6%, 

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 migração com porcentagens 

de 45±15% e 85±5%, respectivamente. As inibições máximas ocorreram de forma 

dose dependente, com valor de DI50 de 7,69 mg/kg ("1,024 - 37,784"; R2: 0,804). 

É possível observar no exudato uma diminuição da concentração da enzima 

mieloperoxidase (Figura 58), corroborando com a diminuição do número de leucócitos 

presentes na bolsa de ar, e confirmando as atividades anti-inflamatórias e 

antiedematogênicas observadas no teste de edema de pata induzido por carragenina. 

As porcentagens de inibição máximas 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.o.) e a 

dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) inibiram 86±12% e 93±11%, respectivamente. 

O tratamento oral com o ácido poliáltico (Figura 59) nas doses de 1, 3 e 10 

mg/kg, inibe a migração de leucócitos em 62±22%, 64±10% e 84±4%, 

respectivamente. A indometacina (1 mg/kg, v.o.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) 

inibiram de forma significativa a migração com porcentagens de 44±16% e 89±11%, 

respectivamente. As inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de 

DI50 de 2,423 mg/kg ("0,425 – 13,801"; R2: 0,829). 

De maneira similar, também se observa que no exudato dos animais tratados 

com o ácido poliáltico há diminuição da concentração da enzima mieloperoxidade 

(Figura 60), justificando a diminuição de leucócitos para a bolsa de ar inflamada. Para 

o tratamento com o ácido poliáltico nas doses de 1, 3, e 10 mg/kg as porcentagens de 

inibição máximas observadas sobre a dosagem da enzima mieloperoxidase foram de 

62±13%, 68±15% e 76±12%. 
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Figura 57. Gráfico do efeito da administração 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 número total de células (leucócitos) no exudato induzido pela injeção de carragenina 100 µg/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. Diferença significativa em relação ao grupo controle 
(*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 58. Gráfico do efeito da administração 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 concentração da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela injeção de carragenina 100 
µg/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. Diferença significativa em relação ao grupo 
controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 59. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 número 
total de células (leucócitos) no exudato induzido pela injeção de carragenina 100 µg/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. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, 
**p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 60. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 
concentração da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela injeção de carragenina 100 µg/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. Diferença significativa em relação 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 inflamatória 

por osmose, aumentando o volume de líquido para o local da inflamação, em presença 

de aminas vasoativas derivadas dos mastócitos, a histamina e a serotonina, e ativação 

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 máxima da dextrana também acontece em 4 h, sendo este o tempo 

de exposição ao agente flogístico. 

As doses de 1, 3 e 10 mg/kg da oleorresina de C. duckei inibiram a migração 

leucocitária 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.o.) e a 

dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) utilizadas como controle inibiram de forma significativa 

a migração com porcentagens de 57±14% e 86±9%, respectivamente 

A administração da nas doses de inibiu a migração leucocitária para a bolsa de 

ar através do estímulo com dextrana em respectivamente. As inibições máximas 

ocorreram de forma dose dependente, com valor de DI50 de 14,763 mg/kg ("3,467 -

57,974"; R2: 0,794). 

Houve a diminuição da concentração de mieloperoxidade no exsudato (Figura 

62), demonstrando que a atividade antiedematogênica e antiiflamatória está 

relacionada com a diminuição da migração leucocitária para o local da inflamação 

induzida por detrana. As porcentagens de inibição máximas 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.o.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) inibiram 49±12% e 77±13%, 

respectivamente. 

De maneira homóloga, o ácido poliáltico (Figura 63) nas doses de 1, 3 e 10 

mg/kg, inibiu a migração leucocitária em 34±10%, 52±16% e 72±12%, 

respectivamente. A indometacina (1 mg/kg, v.o.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) 

inibiram de forma significativa a migração com porcentagens de 56±14% e 91±11% 

respectivamente. As inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de 

DI50 de 12,689 mg/kg ("2.457 – 47,576"; R2: 0,903). Estes resultados também foram 

confirmados com a diminuição da concentração da mieloperoxidase nos animais 

tratados com o ácido poliáltico (Figura 64), onde as porcentagens de inibição 

máximas 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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Figura 61. Gráfico do efeito da administração 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 número total de células (leucócitos) no exudato induzido pela injeção de dextrana 100 µg/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. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, 
**p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 62. Gráfico do efeito da administração 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 concentração da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela injeção de dextrana 100 
µg/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. Diferença significativa em relação ao grupo 
controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 63. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 número 
total de células (leucócitos) no exudato induzido pela injeção de dextrana 100 µg/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. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, 
**p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 64. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 
concentração da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela injeção de dextrana 100 µg/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. Diferença significativa em relação ao grupo controle 
(*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Já o estímulo 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 número de células do infiltrado inflamatório produzidos pela 

carragenina e pela dextrana (FRASNELLI et al., 2005; TARAYRE et al., 1989). 

O edema por zymosan é mediado pela ativação do sistema complemento, com 

produção de anafilotoxina C5a, um importante fator quimiotáxico de neutrófilos. A fase 

inicial da inflamação produzida pelo zymosan parece envolver a serotonina e 

leucotrienos, enquanto que a fase tardia envolve o PAF, NO e PGs (CUZZOCREA et 

al., 1996; GADÓ; GIGLER, 1991; GEGOUT et al., 1995). Baseando-se mais uma vez 

no ensaio de edema de pata induzida por zymosan, a atividade máxima do zymosan 

acontece em 12 h, sendo que este foi o tempo de exposição ao agente flogístico. 

A oleorresina de C. duckei nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg inibiu a migração de 

leucócitos para a bolsa de ar através do estímulo com zymosan em 61±14%, 73±14% 

e 74±14%, respectivamente (Figura 65), após 12 horas. A indometacina (1 mg/kg, 

v.o.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) utilizadas como controle inibiram de forma 

significativa a migração com porcentagens de 81±12% e 83±12%, respectivamente. 

As inibições máximas ocorreram de forma dose dependente, com valor de DI50 de 

16,78 mg/kg ("3,687 - 56,367"; R2: 0,905). Foram observadas a diminuição da 

concentração de mieloperoxidade no exsudato (Figura 66), corroborando com os 

resultados obtidos nos experimentos com carragenina e dextrana.  

As porcentagens de inibição máximas observadas sobre a dosagem da enzima 

mieloperoxidase no teste de air pouch por zymosan foram de 35±18%, 52±12% e 

89±12%, para as doses de 1, 3 e 10 mg/kg, respectivamente. Os controles positivos 

indometacina (1 mg/kg, v.o.) e a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) inibiram 56±12% e 

90±11%, respectivamente. 

O ácido poliáltico (Figura 67) nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, também inibiu a 

migração de leucócitos em 39±13%, 55±13% e 72±12%, respectivamente. As 

inibições ocorreram de forma dose dependente, com valor de DI50 de 14,132 mg/kg 

("3,567 – 49,348"; R2: 0,845). A concentração da mieloperoxidase nos animais 

tratados com o ácido poliláltico também se encontra diminuída (Figura 68). 

Para o tratamento com o ácido poliáltico nas doses de 1, 3, e 10 mg/kg as 

porcentagens de inibição máximas observadas sobre a dosagem da enzima 

mieloperoxidase foram de 46±17%, 62±16% e 79±12%. 
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Figura 65. Gráfico do efeito da administração 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 número total de células (leucócitos) no exudato induzido pela injeção de zymosan 100 µg/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. Diferença significativa em relação 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. Gráfico do efeito da administração 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 concentração da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela injeção de zymosan 100 
µg/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. Diferença significativa em relação ao grupo 
controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 67. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 número 
total de células (leucócitos) no exudato induzido pela injeção de zymosan 100 µg/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. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, 
**p<0,01 e ***p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 68. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 
concentração da enzima mieloperoxidase no exudato induzido pela injeção de zymosan 100 µg/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. Diferença significativa em relação 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-

inflamatória e antinociceptiva da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico, existem 

aspectos coincidentes, além de outros que podem sugerir os mecanismos de ação. 

As substâncias presentes na oleorresina de Copaifera duckei, tais como o ácido 

possuem propriedades anti-inflamatórios, principalmente por interferirem direta ou 

indiretamente em mediadores pró-inflamatórios.  São estes os metabólitos do ácido 

aracdônico, peptídios vasoativos e citocina, na produção ou ação de segundos 

mensageiros, tais como GMPc, AMPc, quinases e cálcio, na ativação de fatores de 

transcrição tais como o NF-κB, e na expressão de genes pró-inflamatórios envolvidos 

na síntese de enzimas e citocinas como NOSi, COX-2, IL-1β e TNF-α, neuropeptídios 

e proteases (BEUKELMAN et al., 2007; CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003; CALIXTO 

et al., 2004; DE BOSSCHER et al., 2005; FÜRST; ZÜNDORF, 2014). 

5.6.9 Efeito da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico sobre a 

hiperalgesia inflamatória induzida CFA 

Com o objetivo de avaliar o efeito terapêutico da olerresina de C. duckei e do 

ácido poliáltico, os animais foram submetidos à uma injeção prévia de Adjuvante 

Completo de Freund (Complete Freund's Adjuvant - CFA). O CFA é uma suspensão 

de micobactéria morta (Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium butyricum) em 

óleo de parafina contendo mono-oleato de manitol (BILLIAU; MATTHYS, 2001; 

STILLS, 2005). 

O modelo de hiperalgesia inflamatória induzida por CFA apresenta 

características particulares, com início do processo inflamatório rápido e progressão 

robusta, com inflamação poliarticular e intensa reabsorção óssea (CANNON et al., 

1993). Ocorre poliartrite grave, com destruição articular e infiltrado neutrofílico intenso, 

associado com a produção de vários mediadores inflamatórios e nociceptivos tais 

como citocinas, neurotrofinas e eicosanoides (SHENKER et al., 2001; TJØLSEN; 

HOLE, 1997).  

A resposta inflamatória e dependente de células T, edema das extremidades, 

destruição das cartilagens, infiltração de linfócitos, perda de função das articulações 

e reabsorção óssea, sinais clássicos da artrite reumatoide (BARTON et al., 2007; 

BENDELE et al., 1999; BILLIAU; MATTHYS, 2001; CAI et al., 2006; KIM; MOUDGIL, 

2009). As ações que precedem as alterações articulares são resultado do processo 
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inflamatório que evolui para poliartrite, com edema e infiltração de linfócitos, células 

plasmáticas, neutrófilos e macrófagos, e mais tarde com a formação de “giant cell”, 

massas de aglomerados de macrófagos (OLIVEIRA et al., 2007). 

Como consequência, o CFA causa hipernocicepção e alodínia mediadas pela 

pela sensibilização local do nociceptor e por mecanismos sistêmicos neurais e imunes 

(SAMAD et al., 2001; WOOLF, 1995). Constitui-se de um modelo experimental que 

reproduz condições de inflamação crônica extensa e severa, principalmente em 

articulações (SHENKER et al., 2001; TJØLSEN; HOLE, 1997). 

A hipernocicepção mecânica acontece devido a liberação de TNF-α, IL-1β e 

NGF (WOOLF, 1995; WOOLF et al., 1994), que é uma neutrofina especialmente 

relacionada à sensibilização neuronal. A inibição do NF-κB resulta na inibição da 

síntese de mediadores inflamatórios mediados pela COX-2, TNF-α, IL-1β, INF-γ, IL-6, 

NO produzido pela NOSi, neutrofinas e eicosanoides (CHOU et al., 2011; LIMA et al., 

2013). 

A alodínia e resultados da sensibilização dos neurônios sensoriais primários de 

limiar elevado (nociceptores) induzida pela alteração do microambiente químico no 

local da lesão durante a inflamação, que resulta na alteração do processamento 

nociceptivo pelas estruturas espinhais e supraespinhais (MILLAN, 1999; MILLAN et 

al., 1987).   

Atua aumentando a expressão de receptores do tipo: TRPV1, sensíveis a 

temperaturas elevadas e a variações de pH; P2X3, relacionados à dor produzida por 

ATP; ASIC, associados, juntamente com TRPV1, à dor causada por acidose tecidual; 

BK, sensíveis às bradicininas, atuando tanto na manutenção da hiperalgesia 

inflamatória persistente, quanto na amplificação da formação de edema; e canais de 

Na+ e K+, relacionados à despolarização do nociceptor (MENDELL; SAHENK, 2003). 

O receptor B1 para cinina exerce papel crucial na manutenção da 

hipernocicepção inflamatória persistente, enquanto que o B2 parece ter seu maior 

envolvimento na amplificação do estágio inicial da formação do edema (FERREIRA et 

al., 2001). 

No processo inflamatório, que pode persistir por várias semanas em resposta 

ao CFA observa-se também aumento da expressão de integrinas do tipo α4 sobre o 

endotélio no local da inflamação e de quimiocinas CXCL2 e CXCL1 através da 

transdução de RNAm, e de moléculas de adesão do tipo P e E selectinas, ICAM-1 e 

PECAM-1 são expressas por leucócitos. Todas estas são alvos terapêuticos para a 
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resolução de quadros inflamatórios e dolorosos crônicos, resultando na diminuição da 

sua expressão no endótelio e em células inflamatórias, ocasionando em uma menor 

transmigração leucocitária e, consequentemente, em diminuição da liberação de 

mediadores por células inflamatórias no local da lesão (MACHELSKA et al., 2004). 

Após o desenvolvimento do processo inflamatório e hiperalgésico, a 

administração oral diária da oleorresina de C. duckei (Figura 69) e o ácido polialtico 

(Figura 70) foram capazes de reduzir a hipernocicepção causada pelo CFA, como 

indicado pela redução do limiar basal em resposta à estimulação do monofilamento 

de von Frey (0,6 g) na pata injetada. Esta atividade observada sustenta a hipótese 

observada nos experimentos anteriores, que de o efeito anti-hiperalgésico atua por 

vias de sinalização periférica da dor inflamatória, podendo atuar também a nível de 

SNC, visto que a injeção de CFA resulta um estado de hiperexcitabilidade periférica e 

central dando origem aos fenômenos conhecidos como hipernocicepção e 

sensibilização (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 não foi perdida com 

a suspensão do tratamento por 3 dias, principalmente para a dose de 10 mg/kg. Os 

animais, quando tratados com a droga controle-positivo gabapentina, demonstraram 

redução significativa e persistente do quadro hipernociceptivo (QUINTÃO et al., 2006) 
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Figura 69. Gráfico do efeito da administração 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 inflamatória no teste de von Frey induzida pela injeção de CFA 20µL/pata (1 mg/mL, i. pl.) em 
camundongos. Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo 
naïve ($p<0,05, $$p<0,01 e $$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
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Figura 70. Gráfico do efeito da administração do ácido poliáltico, 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 inflamatória no teste de von Frey induzida pela injeção de CFA 20µL/pata (1 mg/mL, i. pl.) em camundongos. 
Cada linha representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), e ao grupo naïve ($p<0,05, 
$$p<0,01 e $$$p<0,001), ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
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5.6.10 Efeitos das oleorresinas, extratos das folhas e substâncias 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 monocítica aguda. Estas células 

são pró-monócitos que apresentam diferenciação para monócitos quando estimuladas 

com LPS, PMA ou DMSO (AUWERX, 1991).  

De maneira similar aos resultados encontrados com a linhagem AGS, a 

linhagem neoplásica de pró-monócito humano (THP-1) também demonstrou maior 

sensibilidade ao tratamento com a oleorresina, extratos e substâncias isoladas de 

Copaifera spp.  A viabilidade celular pelo método de fosfatase ácida encontra-se 

diminuída em dose-tempo-dependente (Tabela 43), quando comparado ao estudo 

com linhagens não-neoplásicas descritas anteriormente. A atividade citotóxica foi 

confirmada através da determinação do percentual de células vivas e mortas por 

citometria de fluxo marcadas com iodeto de propídio (Tabela 44) (PICK et al., 2004). 

As oleorresinas também apresentam maior potencial citotóxico quando comparadas 

com a atividade citotóxica apresentada pelo extrato das folhas. 
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Tabela 43. Valores de concentração citototóxica 20% (CC20), 50% (CC50) e 80% 
(CC80) para a oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas de C. oblongifolia e C. 
duckei, e os controles citotóxicos paclitaxel e camptotecina, no teste de viabilidade 
celular em linhagem celular THP-1 por fosfatase ácida (os resultados são expressos 
em média±EPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas). 
                    Tempo 
Substância 

 24h 72h 120h 

  R2  R2  R2 

Oleorresina de C. 
oblongifolia (µg/mL) 

CC20 28,14±1,47 

0,996 

22,84±2,36 

0,962 

19,93±0,79 

0,970 CC50 51,08±2,10 40,63±5,36 37,51±2,98 

CC80 80,60±3,71 61,59±10,24 58,68±5,35 

Extrato das folhas de 
C. oblongifolia 
(µg/mL) 
 

CC20 70,90±5,02 

0,938 

26,09±5,13 

0,878 

8,911±3,65 

0,921 CC50 874,81±7,84 118,91±14,78 71,57±7,38 

CC80 10793,14±25,99 574,83±25,05 241,79±13,92 

Oleorresina de C. 
duckei (µg/mL) 

CC20 88,91±6,97 

0,965 

55,30±5,50 

0,979 

21,30±4,38 

0,935 CC50 121,11±12,78 101,80±5,40 64,31±8,35 

CC80 194,18±24,55 187,37±18,13 164,98±12,75 

Extrato das folhas de 
C. duckei (µg/mL) 
 

CC20 89,95±20,17 

0,950 

42,52±4,69 

0,877 

5,81±1,60 

0,904 CC50 155,86±26,19 104,87±207,48 39,56±6,22 

CC80 478,05±11,00 270,06±69,11 169,18±7,90 

β-cariofileno (µM) 

CC20 63,66±9,94 

0,848 

11,50±4,10 

0,981 

4,91±0,50 

0,890 CC50 192,51±14,87 34,80±7,89 12,03±0,76 

CC80 309,92±25,40 105,34±14,97 29,44±2,99 

Ácido poliáltico 
 (µM) 

CC20 186,36±6,12 

0,857 

19,70±3,50 

0,877 

9,35±3,19 

0,920 CC50 226,58±12,92 106,85±11,97 83,52±10,76 

CC80 605,08±17,33 539,62±18,68 360,39±20,18 

Ácido 3,4,5-tri-O-(3-
O-metil galoil)-
quínico (14) (µM)  

CC20 52,96±9,21 

0,854 

14,34±1,67 

0,943 

10,82±1,29 

0,963 CC50 530,82±16,21 376,89±2,97 55,70±4,67 

CC80 1241,39±24,00 903,13±16,20 286,60±10,38 

Ácido 3,4,5-tri-O-
galoil-quínico (16) 
(µM)  

CC20 29,32±5,21 

0,984 

27,36±3,03 

0,939 

21,81±1,57 

0,982 CC50 954,67±16,53 233,07±12,48 72,56±3,61 

CC80 3177,49±29,44 1985,40±16,33 241,42±14,66 

Paclitaxel 
(nM) 

CC20 21,74±3,80 

0,910 

3,70±1,03 

0,899 

2,37±0,53 

0,958 CC50 128,12±21,30 25,61±4,21 10,59±1,06 

CC80 754,93±89,61 177,29±56,18 33,19±5,96 

Camptotecina 
(nM) 

CC20 20,57±3,22 

0,924 

5,67±0,77 

0,983 

3,06±1,07 

0,934 CC50 67,02±21,69 39,23±8,17 8,90±0,68 

CC80 112,78±23,08 82,35±18,81 13,98±2,09 

Celecoxib 
(µM) 

CC20 15,38±2,81 

0,957 

6,91±0,93 

0,967 

3,72±0,41 

0,974 CC50 35,16±3,68 19,63±1,92 11,58±1,06 

CC80 80,37±10,13 55,74±8,12 49,27±7,72 

Indometacina 
(µM) 

CC20 12,24±4,05 

0,895 

7,08±1,65 

0,910 

1,91±0,29 

0,969 CC50 59,07±13,09 26,13±8,61 7,33±0,62 

CC80 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 
adição de PI), controle, DMSO 2%, a oleorresina e extrato hidroalcoólico das folhas 
de C. oblongifolia e C. duckei, e os controles citotóxicos paclitaxel e camptotecina, no 
teste de determinação de morte celular por iodeto de propídio por citometria de fluxo 
em linhagem celular THP-1 (os resultados são expressos em média±EPM; n=3, por 
replicata, com 3 replicatas). 

              Tempo 
Substância 

 24h 72h 120h 

Conc. Células vivas 
Células 
mortas 

Células vivas 
Células 
mortas 

Células vivas 
Células 
mortas 

Branco - 83,98±3,38 5,48±0,08 57,70±0,14 33,06±4,28 70,55±0,84 24,96±3,26 

Controle - 76,21±5,72 17,14±4,36 68,16±7,22 31,32±6,93 72,29±0,72 31,38±4,82 

DMSO 2% - 78,43±4,85 15,95±3,46 68,09±3,29 29,86±2,95 73,38±2,61 24,09±0,86 

Oleorresina de 
C. oblongifolia 
(µg/mL) 

30 75,56±3,52 18,91±1,24 44,96±11,35 52,81±11,32 31,77±6,80 64,52±5,36 

100 76,69±8,04 18,76±5,45 13,96±16,61 82,80±16,97 8,84±10,84 84,47±11,63 

Extrato das 
folhas de C. 
oblongifolia 
(µg/mL) 

30 78,54±7,47 16,16±5,77 59,29±13,42 38,47±13,17 33,86±7,64 62,48±5,12 

100 76,02±7,19 18,23±7,12 51,20±17,20 46,58±17,09 27,17±6,42 69,21±7,28 

Oleorresina de 
C. duckei 
(µg/mL) 

30 73,85±9,81 19,02±6,13 52,52±10,34 44,53±10,10 29,85±8,84 67,14±8,84 

100 75,84±11,58 18,53±8,24 41,67±10,47 54,54±8,92 18,57±5,82 77,61±7,56 

Extrato das 
folhas de C. 
duckei (µg/mL) 

30 72,07±16,16 20,65±10,51 50,14±16,29 47,75±15,48 25,53±2,19 71,56±1,93 

100 75,04±9,86 19,68±8,83 38,98±22,13 59,15±21,67 24,78±2,37 72,10±2,58 

β-cariofileno 
(µM) 

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 

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 

 
Ácido poliáltico 
 (µM) 

10 80,16±6,33 15,14±6,95 52,46±13,58 45,20±13,08 32,26±5,46 64,25±3,52 

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 

Ácido 3,4,5-tri-O-
(3-O-metil 
galoil)-quínico 
(14) (µM)  

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 

30 76,51±8,53 19,20±7,30 35,25±18,54 62,96±18,59 21,90±8,01 75,75±8,83 

 
Ácido 3,4,5-tri-O-
galoil-quínico 
(16) (µM)  

10 76,66±6,32 18,97±5,42 46,34±18,55 50,67±17,31 30,40±12,96 66,45±13,68 

30 78,72±6,74 16,26±6,71 43,83±19,82 54,30±19,40 24,10±13,12 73,55±13,35 

Paclitaxel 
(nM) 

10 78,73±6,95 15,79±3,79 47,89±16,93 50,01±16,92 36,94±6,07 58,75±4,64 

50 79,49±7,76 15,04±6,65 50,9115,84 47,12±15,69 27,47±7,42 69,66±5,37 

Camptotecina 
(nM) 

10 77,59±9,52 17,28±7,63 65,36±9,26 32,50±8,36 43,97±14,10 52,30±12,24 

50 78,01±8,29 14,91±4,77 69,67±11,13 28,10±11,19 45,71±10,27 50,11±12,56 

 

Apesar de serem descritas como células tumorais, quando ativadas, as células 

THP-1 pró-monócitos podem ser diferenciadas em macrófagos (TSUCHIYA et al., 

1982).  Possuem características semelhantes aos fagócitos mononucleares, incluindo 

a produção do ânion superóxido, TNF-α, IL-1β, PGE2, entre outros, permitindo o 
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estudo de respostas inflamatórias agudas e crônicas. Seu uso é mais vantajoso 

quando comparado ao uso de macrófagos isolados do peritônio de roedores (células 

primárias), pois não expressam facilmente a NOSi. Altas concentrações de óxido 

nítrico podem interferir nas respostas citotóxicas em estudo, além de aumentar as 

respostas do LPS e INF-γ (KLEGERIS; MCGEER, 2003). 

Além disso, a cultura suspensa de THP-1 pode ser mantida por longos períodos 

de tempo sob condições estáveis, permitindo estudos de toxicidade de longo prazo, 

estabelecendo correlações e novos métodos em substituição de estudos de atividade 

tóxica subcrônica, crônica e reprodutiva, além de estudos de carcinogenicidade e 

genotoxidade (GARCIA et al., 2013). 

A apoptose é um processo fisiológico bem regulado, que permite a remoção 

eficiente das células do tecido lesionado e é desejável nos processos inflamatórios, 

pois facilita a remodelação vascular e a regeneração. No entanto, quando ocorre 

apoptose de morte excessiva e inadequada, resulta no aparecimento de patologias ou 

processos de cronificação, podendo induzir também processos de necrose. Enzimas 

e fatores envolvidos nessa complexa cascata incluem caspases, citocinas, 

polimerases, NF-κB, entre outros (WEHINGER et al., 2007). 

Caspases podem estar envolvidas com processos inflamatórios e de choque 

séptico. No estímulo por LPS, as células THP-1 expressam caspases 1, 4 e 5. A 

caspase 1 ativa o domínio de morte da caspase 9, iniciando a oligomerização induzida 

por simal. As caspases 4 e 5 podem ter funções na imunidade inata, desencadeando 

a cascata de coagulação que serve como importante defesa em infecções bacterianas 

(SHI et al., 2014). 

O estudo das atividades citotóxicas de oleorresinas e extratos de Copaifera 

spp.  pode ser correlacionado com o estudo da atividade citotóxica. De acordo com 

dados da literatura, as oleorresinas de C. multijuga, C. langsdorffi e C. duckei 

apresentam efeitos mutagênicos e genotóxicos (LIMA et al., 2003a; MAISTRO et al., 

2005; MASSON-MEYERS et al., 2013b). O ácido caurenoico, presente na oleorresina 

e em menor concentração nas folhas possui atividades citotóxicas, genotóxicas, e 

mutagênicas (CAVALCANTI et al., 2006; COSTA-LOTUFO et al., 2002).  Os 

diterpenos ácido copálico, 3-hidroxicopálico, colavico-15-metil ester, 3-acetoxi-

copálico e hardwíckiico não afetam a viabilidade celular na concentração de 20 

µmol/L, em células AGP01 (gástrica), HCT-116 (cólon), NIHOVCAR (ovário), SF295 

(glioblastoma), MCF7 (mama) e SK MELL28 (melanoma) (VARGAS et al., 2015). As 
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substâncias presentes na oleorresina parecem induzir a apoptose por modular a 

atividade de caspases e aumentar o infiltrado leucocitário no tecido tumoral (GREAY; 

HAMMER, 2011; LIMA et al., 2003; PETIWALA; JOHNSON, 2015; RUSSO et al., 

2015). 

Com relação aos compostos presentes nos extratos, os compostos fenólicos 

possuem atividades antineoplásicas ligadas à diminuição de espécies reativas de 

oxigênio e citocinas pró-inflamatórias (COSTA-MACHADO et al., 2015; REMILA et al., 

2015; SANCHES et al., 2015). 

Como discutido anteriormente, substâncias ou produtos com atividades 

antioxidantes em combinado com atividades antitumonais, e neste caso possível 

atividade anti-inflamatória, podem ser extermamente valiosos na terapia antitumoral 

quando comparados apenas com substâncias citotóxicas, diminuindo assim o 

aparecimento dos efeitos secundários da quimioterapia (FANTINI et al., 2015; OOI et 

al., 2011). 

5.6.11 Efeitos das oleorresinas, extratos das folhas e substâncias isoladas de 

Copaifera spp. sobre a concentração de interferon gamma (INF-γ), interleucina 1-beta 

(IL-1β), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), e em sistema multi-spot em células THP-1 

A tecnologia multi-spot (ou multi-array) utiliza a técnica 

eletroquimioluminescência acoplada a microchips, permitindo executar diversas 

análises biológicas em um curto intervalo de tempo (Figura 71). Cada chip, inserido 

em cada poço das placas permite análises multi-pontuais de vários analitos, tais como 

citocinas e biomarcadores, em uma única amostra, e com uma única plataforma de 

dados. Além disso, este sistem utiliza volumes de amostra extremamente baixos (10 

a 20 µL), com grande sensibilidade, precisão e exatidão (pg/mL) (MSD, 2004; 

SOURIAL; MARCUSSON-STÅHL; CEDERBRANT, 2009). 
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Figura 71. Representação esquemática 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 substâncias 

majoritárias, β-cariofileno, ácido poliáltico, ácido 3,4,5-tri-O-galoil quínico [14] e ácido 

3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quínico [12], em duas concentrações e em dois diferentes 

tempos de exposição ao LPS. 

Os interferons são produzidos por monócitos, macrófagos, células 

linfoblásticas, e fibroblastos. Atualmente existem 23 membros funcionais classificacos 

como interferons e suas principais ações biológicas são as propagações das infecções 

virais, parasitoses e células tumorais, além de estimular as defesas de células 

(BONJARDIM; FERREIRA; KROON, 2009; BORDEN, 1992). Existem três tipos 

separados com base em tipos de receptores: o interferon tipo II (com subtipos α, β, ε, 

κ e ω em humanos), o tipo II ou γ (conhecido também como tipo imune) e o tipo III ou 

λ (interleucina 28/29). A forma alfa do interferon tipo I é produzida por leucócitos e a 

forma beta por fibroblastos quando invadidos por vírus. Induz a síntese de proteínas 

que impedem a replicação do vírus, sendo eficiente no tratamento de hepatite B, C 

(INF-α) e esclerose múltipla (INF-β). Sua produção é estimulada pelas interleucinas 1 

e 2 (DE WEERD; SAMARAJIWA; HERTZOG, 2007; KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2010; 

PARKIN; COHEN, 2001).  

O interferon tipo II ou γ é secretado por células T helper e natural killer, 

especificamente as do tipo 1, sendo ativado pela IL-12 e bloqueando a proliferação de 

células T helper tipo 2, que resulta na indução da resposta imune das células T helper 

tipo 1 e ao desenvolvimento de doenças, tais como a esclerose múltipla. Dependendo 

do estímulo das citocinas produzidas, as células T helper em repouso (Th0) podem se 
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diferenciar em células T helper tipo 1 (Th1) ou 2 (Th2). As células Th1 são 

responsáveis pela síntese de IL-2, INFγ, IL-12INF-γ, IL1-2, IL-16 e IL-18, responsáveis 

pelo aumento da resposta inflamatória. 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). Já o 

interferon do tipo III é o descoberto mais recentemente, e atua sobre um complexo 

receptor diferente dos receptores para tipos I e II. Pouco se sabe a respeito deste 

interferon e de seu receptor, mas indícios apontam para o envolvimento em infecções 

virais. O INF-γ é sinérgico ao INF-α e ao INF-β na atividade antiviral e antiparasitária, 

mas sua principal ação é a atividade imunomoduladora (HERMANT; MICHIELS, 2014; 

SORGELOOS et al., 2013; VILCEK, 2003). 

A oleorresina e o extrato das folhas de C. oblongifolia e C. duckei, e suas 

substâncias isoladas inibem a produção de INF-γ em células THP-1, de maneira dose 

e tempo dependentes (Figura 72 A e B). Os níveis de INF-γ destes tratamentos são 

menores que os níveis de INF-γ de sobrenadante de células tratadas com celecoxib, 

indometacina ou infliximab. A diminuição dos níveis de INF-γ pode resultar em 

diminuição da atividade inflamatória, diminuição da proliferação de células tumorais. 

Entre as principais atividades do INF-γ- são a inibição da proliferação de células que 

sintetizam a IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, diminuição da produção de imunoglobulinas 

tais como IgG1, IgG4 e IgE e aumento da expressão de genes que expressam MHC I 

e II. Em monócitos e macrófagos estimula a expressão de receptores de alta afinidade 

para IgG, além de induzir a síntese de TNF-α (MAEYER; MAEYER-GUIGNARD, 

1992). 

Sendo assim, substâncias que diminuem a síntese de INF-γ podem estar 

indiretamente diminuindo a proliferação celular, a síntese de citocínas e 

imunoglobulinas e diminuindo a expressão de genes MHC (GROOM; JOHNS; 

OLDFIELD, 2007). A atividade imunomoduladora de substâncias isoladas de 

Copaifera spp.  é correlacionada com as atividades anti-inflamatórias, 

antimicrobianas, antiparasitárias 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 níveis de INF-γ, tais como 

doenças ligadas ao colágeno, artrite reumatoide, diabetes mellitus tipo I, esclerose 

múltipla, doenças ateroescleróticas e cânceres (carcinomas, leucemias e linfomas) 

(GOLDSTEIN; LASZLO, 1957; PAOLICELLI; DIRENZO; TROJANO, 2009). 
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Figura 72. (A) Gráfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia, na concentração 
de 30 e 100 µg/mL, β-cariofileno e ácido 3,4,5-tri-O-galoil quínico [14], nas concentrações de 10 e 30 
µM e os controles celecoxib e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, e infliximab, nas 
concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de INF- γ (pg/mL por ug/mL de proteínas totais) em 
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. (B) 
Gráfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. duckei, na concentração de 30 e 100 µg/mL, 
ácido poliáltico e ácido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quínico [12], nas concentrações de 10 e 30 µM, e 
os controles celecoxib e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, e infliximab, nas 
concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de INF- γ (pg/mL por ug/mL de proteínas totais) em 
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. Cada 
barra representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação 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 (&p<0,05, &&p<0,01 e &&&p<0,001). Dados normalizados pela transformação de Box-Cox, 
ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
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Monócitos e macrófagos são a principal fonte de produção de IL, produzindo 

principalmente a IL-1β. Queratinócitos produzem em especial IL1α, enquanto que 

células endoteliais, fibroblastos, miócitos, células de Langerhans e linfócitos (B e T) 

produzem todas as formas de IL1 (DINARELLO; WOLFF, 1993; DINARELLO, 1996). 

A síntese de IL-1 pode ser induzida por vírus, antígenosm TNF-α e INF. 

Macrófagos infectados por vírus produzem grandes quantidades de IL-1 (AREND, 

1991). As formas α e β possuem atividades homólogas, enquanto que a IL-1 (ou 

interleucina 18), em conjunto com a IL-12 induz a imunidade mediada por células após 

a infeção com produtos microbianos, tais como o LPS, para posterior liberação de INF-

γ. 

As ações da IL-1β podem ser diretas ou indiretas sobre mediadores PGE2, 

CSFs, IL-6 e IL-12 Incluem o estímulo de células CD4+, resultando em síntese de IL-

2 e expressão de seus receptores, proliferação e ativação de linfócitos B, neutrófilos, 

monócitos e macrófagos, aumento das atividades quimiotáxicas e fagocitárias, adesão 

de leucócitos, aumento da expressão de moléculas de adesão em células endoteliais, 

inibição da proliferação de células endoteliais, aumento da atividade da cascata de 

coagulação e apoptose (AREND, 1991; DINARELLO, 1996; MONROY et al., 1992). 

Aumenta a atividade de osteoclastos e adipócitos, sendo prejudicial em pacientes com 

processo infeccioso crônico, pois resulta em osteoporose e emagrecimento 

(ROTHWELL, 1991).  

Em hepatócitos, o estímulo da IL-1β induz a produção de proteínas de fase 

aguda de inflamação. Estimula a hematopoese e no hipotálamo atua com pirógeno 

endógeno, originando um feedback negativo na hipófise, através da liberação de CRH 

e ACTH, resultando em aumento da produção de corticoesteroides pela córtex da 

suparenal (MONROY et al., 1992; ROTHWELL, 1991). 

Os níveis de IL-1β encontram-se diminuídos com o tratamento das 

oleorresinas, extratos e substâncias isoladas de Copaifera spp. (Figura 73 A e B). 

Como a IL-1β atua como citocina pró-inflamatória, a diminuição dos seus níveis resulta 

em diminuição de todos os eventos relacionados à inflamação mediada por IL-1β, tais 

como a atividade anti-inflamatória tanto agudas quanto crônicas, em processos 

ligados às doenças autoimunes, hiperalgesia e canceres (DINARELLO, 2011).  
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Figura 73. (A) Gráfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia, na concentração 
de 30 e 100 µg/mL, β-cariofileno e ácido 3,4,5-tri-O-galoil quínico [14], nas concentrações de 10 e 30 
µM, e os controles celecoxib e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, e infliximab, nas 
concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de IL-1β (pg/mL por ug/mLde proteínas totais) em 
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. (B) 
Gráfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. duckei, na concentração de 30 e 100 µg/mL, 
ácido poliáltico e ácido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quínico [12], nas concentrações de 10 e 30 µM, e 
os controles celecoxib e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, e infliximab, nas 
concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de IL-1β (pg/mL por ug/mLde proteínas totais) em 
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. Cada 
barra representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação 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 (&p<0,05, &&p<0,01 e &&&p<0,001). Dados normalizados pela transformação de Box-Cox, 
ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
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Os monócitos e linfócitos B e T são as principais células que produzem IL-6 em 

resposta a estímulos de IL-1, TNF e LPS. Influencia respostas imunes específicas e 

reações inflamatórias de fase aguda, sendo um dos seus principais mediadores. 

Apresenta importante quimotaxia de eosinófilos para o local inflamado (HEINRICH; 

CASTELL; ANDUS, 1990).  

Deste modo, existe um grande interesse em desenvolver substâncias que 

possam inibir a atividade da IL-6. Os tratamentos com oleorresina, extratos e 

substâncias de C. oblongifolia e C. duckei alteram os níveis de IL-6 (Figura 74 A e B). 

Como seus níveis influenciam os níveis de IL-1β e TNF-α, estes também se encontram 

diminuídos com os tratamentos acima citados. 

O papel da IL-6 como uma citocina anti-inflamatória é mediada através dos 

seus efeitos inibitórios sobre o TNF-α e IL-1, e a ativação de IL-10. Estimula os 

processos inflamatórios e autoimunes em muitas doenças, tais como diabetes, 

aterosclerose, depressão, Alzheimer, lúpus eritematoso sistémico, mieloma múltiplo, 

cancêr da próstata 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) Gráfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia, na concentração 
de 30 e 100 µg/mL, β-cariofileno e ácido 3,4,5-tri-O-galoil quínico [14], nas concentrações de 10 e 30 
µM, e os controles celecoxib e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, e infliximab, nas 
concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de IL-6 (pg/mL por ug/mL de proteínas totais) em linhagem 
celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. (B) Gráfico do 
efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. duckei, na concentração de 30 e 100 µg/mL, ácido 
poliáltico e ácido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quínico [12], nas concentrações de 10 e 30 µM, e os 
controles celecoxib e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, e infliximab, nas concentrações 
de 10 e 50 nM sobre os níveis de IL-6 (pg/mL por ug/mL de proteínas totais) em linhagem celular THP-
1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. Cada barra representa a 
média com E.P.M. Diferença significativa em relação 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 
(&p<0,05, &&p<0,01 e &&&p<0,001). Dados normalizados pela transformação de Box-Cox, ANOVA, teste 
a posteriori de Bonferroni. 
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A IL-10 é uma citocina pró-inflamatória com múltiplos efeitos no processo 

inflamatório e na imunorregulação. Atua sobre as células Th1, antígenos do MHC e 

moléculas co-estimulatórias de macrófagos. Aumenta a sobrevivência de células B, 

proliferação e produção de macrófagos. Atua bloqueando a atividade do NF-κB 

(GONZALEZ et al., 2009; SHOUVAL et al., 2014). É produzida principalmente em 

células CD8+ ativadas, mas pode ser produzida por células T ativadas, linfócitos B, 

macrófagos ativados e monócitos. Sua síntese é inibida pela IL-4, com mecanismos 

autorreguláveis (PIERSON; LISTON, 2010; SCHULTE et al., 2011) 

Seu principal efeito é inibir a secreção de outras citocinas, tais como INF-γ, IL-

2, IL-12 e TNF-β. Atua como coestimulador de proliferação de mastócitos. Ainda é 

coestimulador no crescimento de timócitos imaturos, agindo como fator de 

diferenciação para células T citotóxicas (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 substâncias majoritárias inibem a 

liberação da IL-10. Os extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei não inibem a 

liberação da IL-10. Os ácidos galoilquínicos isolados do extrato possuem fraca 

atividade inibidora. A IL-10 induz a formação da COX-2, e a diminuição dos níveis de 

IL-10 resulta indiretamente na diminuição da inflamação mediada por COX-2. Porém, 

estudos demonstram que esta inibição COX resulta em ativação da via do 

tromboxano, resultando em disfunções endoteliais vasculares, cardíacas e renais, um 

efeito clássico dos anti-inflamatórios seletivos da COX-2 (SIKKA et al., 2013). 

Estudos demonstram que existe substancial eficácia no tratamento de tumores 

pelo aumento de IL-10. O aumento dos níveis de IL-10 resulta em aumento das células 

CD8+ ativadas, as quais expressam marcadores de ativação para a morte 

programada (apoptose) e gene de ativação de linfócitos (ALAS; EMMANOUILIDES; 

BONAVIDA, 2001; PIERSON; LISTON, 2010). Em indivíduos com esclerose múltipla 

foram observados baixos níveis de IL-10 quando comparados aos indivíduos 

saudáveis (OZENCI et al., 1999).  Os baixos níveis de IL-10 induzem níveis não 

regulados de TNF-α, por falta da conversão da enzima adequada para a degradação 

do TNF-α, que é regulada pela IL-10 (BRENNAN et al., 2008). De maneira geral, a 

manutenção dos níveis de IL-10 próximos a normalidade pode resultar em respostas 

anti-inflamatórias, resultado da regulação de IL-10 sobre outras citocinas e 

mediadores envolvidos no processo (NAKAHARA et al., 2012).  
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Figura 75. (A) Gráfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia, na concentração 
de 30 e 100 µg/mL, β-cariofileno e ácido 3,4,5-tri-O-galoil quínico [14], nas concentrações de 10 e 30 
µM, e os controles celecoxib e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, e infliximab, nas 
concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de IL-10 (pg/mL por ug/mLde proteínas totais) em 
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. (B) 
Gráfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. duckei, na concentração de 30 e 100 µg/mL, 
ácido poliáltico e ácido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quínico [12], nas concentrações de 10 e 30 µM, e 
os controles celecoxib e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, e infliximab, nas 
concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de IL-10 (pg/mL por ug/mLde proteínas totais) em 
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. Cada 
barra representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação 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 (&p<0,05, &&p<0,01 e &&&p<0,001). Dados normalizados pela transformação de Box-Cox, 
ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
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O fator de necrose tumoral ou TNF é sintetizado principalmente por 

macrófagos, mas também por monócitos, neutrófilos, células T e NK após estímulo 

por LPS. É uma citocina de sinalização celular que participa manutenção sistêmica da 

inflamação e é uma das citocinas que compõem a reação de fase aguda (LOCKSLEY; 

KILLEEN; LENARDO, 2001b). Diversas sustâncias envolvidas no processo 

inflamatório estimulam a produção de TNF, tais como INF, IL-1, IL-2, substância P, 

imunocomplexos, inibidores da COX e PAF. A ciclosporina, os glicocorticoides, a 

PGE2, a IL-6 e antagonistas do PAF inibem a sua produção. O TNF-α e o TNF-β atuam 

sobre o mesmo receptor, porém após endocitose do complexo, suas atividades são 

distintas (TAYLOR; PETERSON; BASBAUM, 1995; WAJANT; PFIZENMAIER; 

SCHEURICH, 2003). A inibição do TNF-α pode ser útil no tratamento de patologias 

inflamatórias agudas e crônicas, tais como Alzheimer, psoríase e doença inflamatória 

do intestino, e no tratamento de neoplasias (LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 

2001b; WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003).  

A principal ação do TNF é o aumento da citólise e citoestase em diferentes 

linhagens celulares, possuindo maior importância sobre células neoplásicas (GAUR; 

AGGARWAL, 2003), além de ações são semelhantes a da IL-1 (LOCKSLEY; 

KILLEEN; LENARDO, 2001b). Possui ação regulatória do sistema imunológico, 

promove alterações endoteliais com perda da função, diminuição da coagulação, 

aumento da atividade quimiotáxica e estímulo ao metabolismo oxidativo de fagócitos. 

Induz a apoptose e inibe a tumorogênese, além da replicação viral. Também atua 

como pirógeno endógeno, aumentando a reabsorção óssea, a atividade dos 

adipócitos e aumenta a expressão de MHC. Altas concentrações de TNF no sangue 

estão 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 substâncias majoritárias 

inibem a liberação de TNF-α. Assim, a oleorresina, extrato de folhas e substâncias 

isoladas de Copaifera tornam-se promissoras no tratamento de doenças inflamatórias 

e na terapia antitumoral, confirmando os resultados obtidos para os ensaios de 

atividade anti-inflamatória e gastroprotetora (BRAGA et al., 1998; GOMES et al., 2010; 

VARGAS et al., 2015; VEIGA-JÚNIOR et al., 2007) e citotóxicas 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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Figura 76. (A) Gráfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. oblongifolia, na concentração 
de 30 e 100 µg/mL, β-cariofileno e ácido 3,4,5-tri-O-galoil quínico [14], nas concentrações de 10 e 30 
µM, e os controles celecoxib e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, e infliximab, nas 
concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de TNF-α (pg/mL por ug/mL de proteínas totais) em 
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. (B) 
Gráfico do efeito de oleorresina e extrato das folhas de C. duckei, na concentração de 30 e 100 µg/mL, 
ácido poliáltico e ácido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quínico [12], nas concentrações de 10 e 30 µM, e 
os controles celecoxib e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, e infliximab, nas 
concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de TNF-α (pg/mL por ug/mLde proteínas totais) em 
linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) determinadas pelo método de multi-spot. Cada 
barra representa a média com E.P.M. Diferença significativa em relação 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 (&p<0,05, &&p<0,01 e &&&p<0,001). Dados normalizados pela transformação de Box-Cox, 
ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 
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5.6.12 Efeitos da oleorresina de C. duckei e do ácido poliáltico sobre atividade 

específica sobre NF-κB em macrófagos RAW-264.7-Luc  

No estudo da citologia, os macrófagos são células com grandes, estando 

presentes no tecido conjuntivo. São responsáveis pelas defesas do organismo contra 

infeções e ativos no processo de involução fisiológica de alguns órgãos, como por 

exemplo o útero após o parto. Possuem lisossomos e são responsáveis pela 

fagocitose de elementos estranhos ao corpo, tais como restos celulares, partículas 

inertes ou microrganismos (BECK, 2009; MUNKER et al., 2007).  

Os macrófagos derivam dos monócitos do sangue e de células conjuntivas ou 

endoteliais. Além disso, os macrófagos têm a capacidade de expor em suas 

superfícies fragmentos de moléculas derivadas de sua ação fagocitária, apresentando 

estes fragmentos para células do sistema imunitário (linfócitos T e B) que podem 

iniciar uma resposta imune após o reconhecimento destes fragmentos. Exercendo 

esta função os macrófagos recebem também o nome de células apresentadoras de 

antígenos (APC – Antigen Presenting Cells). Expressam um grande número de 

receptores, tais como para citocinas pró-inflamatórias, moléculas de reconhecimento, 

proteínas do sistema complemento, imunoglobulinas e moléculas de adesão (BYRD-

LEIFER et al., 2001; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; SHOUVAL et al., 2014; 

SUDSAI et al., 2013).  

Os monócitos, conhecidos como macrófago RAW 264.7, são derivados de 

leucemia de Abelson induzida por vírus em camundongos Balb/C. Esta linhagem 

célular possui características normais de macrófagos, sendo amplamente utilizada em 

estudos in vitro para a investigação de atividades anti-inflamatórias. Recentemente, 

estas células foram geneticamente modificadas com uma integração estável de um 

gene repórter de NF-κB, que resulta na liberação de luciferase. A concentração de 

luciferase é proporcional a quantidade de NF-κB no sobrenadante e interior de células 

expostas a estímulos, tais como lipopolissacarídeo (LPS) ou peptídeoglicano (PGN) 

(DEY et al., 2015; RASCHKE et al., 1978). 

Nesta etapa do estudo, investigou-se a ação da oleorresina de C. duckei sobre 

a linhagem de macrófagos RAW 264.7-Luc a fim de se identificar um possível efeito 

tóxico sobre essas células in vitro e dar seguimento ao estudo de mecanismo de ação. 
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A viabilidade celular pelo método da fosfatase ácida encontra-se diminuída em 

dose-tempo-dependente, porém as concentrações testadas apresentaram-se ideais 

para o seguimento do estudo (Tabela 45). 

 
Tabela 45. Valores de concentração citototóxica 20% (CC20), 50% (CC50) e 80% 
(CC80) para a oleorresina de C. duckei e o ácido poliáltico, no teste de viabilidade 
celular em linhagem celular RAW-264.7-Luc por fosfatase ácida (os resultados são 
expressos em média±EPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas). 

                    Tempo 
Substância 

 24h 72h 

  R2  R2 

Oleorresina de C. 
duckei (µg/mL) 

CC20 146.25±5.81 

0,967 

38.56±9.74 

0,962 CC50 231.45±9.24 133.45±6.93 

CC80 461.83±5.64 183.98±4.62 

Ácido poliáltico 
 (µM) 

CC20 85.56±2.42 

0,987 

60.09±4.43 

0,930 CC50 123.04±7.27 93.23±8.64 

CC80 395.38±6.34 211.79±7.12 

 

Descrito pela primeira vez em 1986, o fator de transcrição nuclear kappa B (NF-

kB) é um heterodímero que pertence à família de fatores de transcrição presente em 

quase todos os tipos de células animais (HOEFLICH et al., 2000; SEN; BALTIMORE, 

1986; VIATOUR et al., 2005). É ativado por diversos estímulos, tais como 

neurotransmissores (como por exemplo glutamato), neurotrofinas, proteínas 

neurotóxicas (como a β-amiloide), citocinas (IL-1 e TNF), glicocorticóides, ésteres de 

forbol, peptídeo natriurético atrial, ceramidas, produtos provenientes de vírus e 

bactérias, irradiação ultravioleta, produtos de reações de enzimas como a óxido nítrico 

sintase induzível e a COX-2, quimioterápicos (tais como paclitaxel), entre outros 

(AGGARWAL; SHISHODIA, 2006; LUQMAN; PEZZUTO, 2010; MERCURIO; 

MANNING, 1999). Independente do estímulo, para que haja a ativação da via do NF-

kB, parece que a participação de espécies reativas de oxigênio (estresse oxidativo) e 

o aumento de cálcio intracelular estão correlacionados. Fisiologicamente está 

relacionado com a imunidade, inflamação, proliferação celular, apoptose e 

desenvolvimento embrionário (JANSSENS; TSCHOPP, 2006).  

Em mamíferos, pertence a uma família de proteínas composta por 5 membros: 

p65 (ou RelA), RelB, Rel (ou c-Rel), NF-κB1 (p50 e seu precursor p105) e NF-κB2 

(p52 e seu precursor p100). Todos os membros dessa família de fatores de transcrição 

são caracterizados pela presença de um longo trecho N-terminal de 300 aminoácidos, 
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denominado domínio homólogo Rel (RHD) (JANSSENS; TSCHOPP, 2006), que é 

responsável pela ligação ao DNA, interação com proteínas inibidoras kB (IkBs), 

translocação para o núcleo e dimerização (GHOSH; KARIN, 2002). 

Quando não estimulado, o NF-κB está principalmente localizado no citoplasma 

associado à proteína IκB (proteína inibitória kappa B) (GHOSH; BALTIMORE, 1990). 

A interação NF-κB/IκBs torna o NF-κB inativo, pois mascara o sinal de localização 

nuclear (JANSSENS; TSCHOPP, 2006). 

Essa associação impede a exposição das sequências de sinal de localização 

nuclear (NLS) localizadas no NF-κB, bloqueando a sua migração para o núcleo. 

Quando a célula recebe um estímulo que ative a via de sinalização do NF-κB, ocorre 

fosforilação da proteína IkB o que induz a sua ubiquitinação e seguinte degradação 

pelo proteassoma 26S. Dessa maneira, as NLS do NF-κB ficam expostas e o fator de 

transcrição migra para o núcleo, onde induz a expressão de genes específicos 

(GHOSH; KARIN, 2002; RICE; ERNST, 1993). 

Uma vez ativado por agentes como o LPS, este fator possui a capacidade de 

ligar-se a uma seqüência de 10 pares de bases na região promotora do gene que 

codifica a cadeia leve κ das moléculas de anticorpo das células B (κB). A ativação do 

NF-κB ocorre por duas vias distintas: a via canônica e a via não-canônica. A via 

canônica é a clássica e é ativada por vários fatores como, por exemplo, as citocinas 

pró-inflamatórias. A via não canônica é a via que regula o processamento da p100 e 

pode ser ativada por citocinas como o fator ativador de células B (BAFF), linfotoxina 

α (LTα) e CD40. Esta via de sinalização ativa a quinase indutora de NF-κB 

(SRIVASTAVA; RAMANA, 2009; YAMAMOTO; GAYNOR, 2004). 

No núcleo, o NF-κB pode induzir a expressão de mais de 200 genes, entre eles 

os que interferem na supressão da apoptose, indução da transformação celular, 

proliferação, invasão, metástase, resistência a quimioterápicos e inflamação. Desta 

forma, substâncias que atuem sobre a via do NF-κB, principalmente inibindo sua 

ativação são alvos terapêuticos promissores (AGGARWAL; SHISHODIA, 2006; 

LUQMAN; PEZZUTO, 2010) 

Nos processos inflamatórios a implicação do NF-κB como alvo terapêutico 

implica na transcrição de genes ligados a plasticidade, morte e defesa, tais como na 

produção de enzimas, como a NOSi e a COX-2, e de defesa antioxidante SOD, 

interleucinas, TNF-α, moléculas de superfície celular, como a molécula 1 de adesão 

de célula vascular, molécula 1 de adesão de célula intracelular, E-selectina, 
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complexos de histocompatibilidade de classe I e II (MHC1 e MHC2), proteínas 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 o ácido poliáltico apresentam interferência na via do NF-κB, através da possível 

interação com receptores Toll-4 (LPS) e Toll-2 (PGN). 
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Figura 77. Gráfico do efeito do tratamento com a oleorresina de C. duckei, nas concentrações de 30 e 
100 µg/mL e do ácido poliáltico nas concentrações de 10 e 30 µM no teste atividade específica sobre 
NF-κB em macrófagos RAW-264.7-Luc induzido por LPS 1 µg/mL (ensaio da luciferase. Os resultados 
são expressos em média±EPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas). Cada barra representa a média 
com E.P.M. Diferença significativa em relação 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 expressão de citocinas, através de várias moléculas. A ativação da via do NF-kB 

conduz a iniciação da resposta adaptativa imune pela produção de citocinas 

inflamatórias tais como a IL-1, IL-8, fator de necrose tumoral-alfa, IL-12, e a indução 

de moléculas de co-estimulação, 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 metabólitos 

secundários, e também possuem uma extensa lista de atividades farmacológicas 

atribuídas, dentro elas a capacidade de interferir na via do NF-κB, tornando-se assim, 
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potenciais moléculas no desenvolvimentos de fármacos que envolvam distúrbios 

inflamatórios, tais como câncer 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; TRAVÉS et al., 2014). 
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Figura 78. Gráfico do efeito do tratamento com a oleorresina de C. duckei, nas concentrações de 30 e 
100 µg/mL e do ácido poliáltico nas concentrações de 10 e 30 µM no teste atividade específica sobre 
NF-κB em macrófagos RAW-264.7-Luc induzido por PGN 1 µg/mL (ensaio da luciferase. Os resultados 
são expressos em média±EPM; n=3, por replicata, com 3 replicatas). Cada barra representa a média 
com E.P.M. Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001), 
ANOVA, teste a posteriori de Tukey. 
 
 

 Os resultados obtidos neste estudo são corroborados pelos resultados de 

outros estudos publicados na literatura, nos quais podemos encontrar que as 

substâncias presentes nas oleorresinas de Copaifera spp. apresentam atividade anti-

inflamatória, provavelmente por atuar em receptores ligados a ativação da via do NF-

κB, tais como os receptores Toll, e assim diminuindo as concentrações de algumas 

citocinas, como INF-γ, IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α, reforçando assim os resultados 

encontrados nos ensaios com as células THP-1, em multi-spot (multiplex). 
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6 CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados pode-se concluir que: 

1. Através das análises de CG-MS e UHPLC-(ESI)-HRMS foi possível 

confirmar que as oleorresinas de espécies de Copaiferas spp. são constituídas 

majoritariamente de terpenos, mais precisamente uma mistura de diterpenos e 

sesquiterpenos. O ácido ent-poliáltico é a substância majoritária presente na 

oleorresina de C. duckei. 

2. O extrato das folhas de Copaiferas spp. é composto de substâncias de 

média a alta polaridades, tais como flavonoides e derivados galoilquínicos, 

possuindo grande complexidade. A análise por desreplicação sugere a 

presença de epicatequinas nas folhas. 

3. A oleorresina, extrato das folhas e substâncias isoladas de C. 

oblongifolia e C. duckei apresentam pouca atividade citotóxica 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 administração da oleorresina promove alterações 

hematológicas, bioquímicas e histológicas. A oleorresina de C. duckei é tóxica 

na dose de 2000 mg/kg no ensaio de toxicologia aguda com dose única em 14 

dias. 

5. Os animais toleram o tratamento com oleorresina de C. duckei é nas 

doses de 1, 10 e 100 mg/kg no ensaio de toxicologia subcrônica com doses 

repetidas durante 90 dias, sendo observadas discretas alterações 

hematológicas, bioquímicas e histológicas. 

6. A oleorresina, extratos das folhas, e suas substâncias isoladas de C. 

oblongifolia e C. duckei apresentam atividade citotóxica em linhagem celular 
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imortalizada AGS, sendo confirmada através da determinação da porcentagem 

de células mortas por citometria de fluxo, demonstrando potencial para o 

tratamento de distúrbios gástricos associados à câncer gástrico e maior 

seletividade para células neoplásicas; 

7. A oleorresina e extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei 

promoveram um aumento da proliferação celular de células L929 in vitro, 

sugerindo que há estímulo do mecanismos de reparo, favoráveis aos processos 

de cicatrização. 

8. As oleorresinas e os extratos das folhas de C. oblongifolia e C. duckei 

promovem efeitos citoproterores sobre a mucosa gástrica nos modelos de 

úlceras agudas induzidas por EtOH/HCl e AINEs. 

9. As frações diclorometânica e acetato de etila do extrato das folhas de 

ambas as espécies de Copaifera spp. contêm os compostos responsáveis pela 

citoproteção gástrica.  

10. Ao que os resultados indicam, os terpenos β-cariofileno, óxido de 

cariofileno e α-humuleno, o flavonoide afzelina e os derivados galoilquínicos 

ácido 4-O-(galoil 3-O-metil)-5-O-(galoil)-quínico (11), ácido 4-O-(galoil)-5-O-

(galoil 3-O-metil)-quínico (12) e o ácido 4,5-di-O-galoilquínico (13) são as 

substâncias responsáveis pela manutenção da integridade tecidual no modelo 

de úlceras induzidas por EtOH/HCl. 

11. Tanto a oleorresina quanto o extrato das folhas de C. oblongifolia e C. 

duckei apresentam atividade cicatrizante gástrica no modelo de úlceras 

induzidas por ácido acético, confirmando a atividade cicatrizante, resultando 

em cicatrização da úlcera, sendo observada macro e microscopicamente. 

12. A oleorresina de C. oblongifolia e C. duckei não contribui para o aumento 

do pH estomacal, mas diminui a quantidade de íons 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 gástricas. 

13. A oleorresina e o extrato das folhas de C. oblongifolia são 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 peroxidação lipídica, – e in vivo, na 

mucosa gástrica de camundongos submetidos à lesão por EtOH/HCl quando 

comparados à oleorresina. 

14. Os tratamentos com a oleorresina e com os extratos das folhas de C. 

oblongifolia e C. duckei diminuíram os níveis de MPO na mucosa gástrica, 

sugerindo que há diminuição do processo inflamatório em resposta ao 

EtOH/HCl. 

15. As oleorresinas e extratos das folhas de Copaifera spp. inibem a 

atividade da enzima H+, K+-ATPase, de maneira concentração dependente, 

sugerindo que há diminuição da secreção de H+, e consequentemente 

diminuição da acidez estomacal, importante mecanismo no tratamento de 

distúrbios gástricos. 

16. A oleorresina de C. duckei e o ácido poliáltico apresentam atividade 

sobre contorções abdominais induzidas por ácido acético e nocicepção 

espontânea induzida por formalina, sugerindo que há ação antinociceptiva à 

nível periférico, ou por inibição do sinal nociceptivo ou pela diminuição de 

mediadores que estimulam os nociceptores. 

17. A oleorresina de C. duckei e o ácido poliáltico aumentam o tempo de 

latência no ensaio de retirada de cauda (tail-flick). Esses efeitos não foram 

alterados com a coadministração de naloxona, o que sugere que não há efeitos 

sobre receptores opoides, porém possa diminuir a transmissão do sinal 

nociceptivo por outras vias ou pela diminuição de mediadores que atuam sobre 

nociceptores. 
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18.  A oleorresina de C. duckei e o ácido poliático apresentam atividades 

antinociceptivas nos modelos de hiperalgesia mecânica induzida por formalina, 

carragenina, dextrana, LPS e zymosan. O efeito duradouro da inibição da 

nocicepção observada nestes experimentos pode ser uma possível inibição de 

mediadores relacionados à transmissão da resposta dolorosa. Outra hipótese 

é a diminuição da liberação de mediadores anti-inflamatórios que atuam 

diretamente sobre nociceptores, resultando assim em respostas 

antinociceptivas. 

19. No modelo hiperalgesia mecânica associada à avulsão do plexo braquial 

(dor neuropática) os tratamentos com a oleorresina de C. duckei e o ácido 

poliáltico foram capazes de reduzir o quadro hiperalgésico de forma 

significativa. Esses resultados sugerem que a atividade da oleorresina de C. 

duckei e o ácido poliáltico anti-hiperalgésica possa estar interferindo nas vias 

periféricas e centrais de modulação da dor. 

20. Os tratamentos com a oleorresina de C. duckei e o ácido poliáltico 

apresentam atividades antinociceptivas no modelo de hiperalgesia mecânica 

associada à avulsão do plexo braquial, sugerindo que o processo doloroso 

crônico  

21. A oleorresina de C. duckei e o ácido poliáltico apresentaram potente 

atividade antiedematogênica 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 inflamação. 

22. O exsudato coletado no ensaio da bolsa de ar (air pouch) demonstrou 

que o tratamento com a oleorresina de C. duckei e o ácido poliáltico inibem a 

migração leucocitária para o local da inflamação causada por carragenina, 

dextrana ou zymosan, diminuindo o número total de leucócitos quando 

comparado com o grupo controle, e diminuindo os níveis de MPO, reforçando 

ainda mais a hipótese de atividade anti-inflamatória. 
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23. Os tratamentos com a oleorresina de C. duckei e o ácido poliáltico 

também foram capazes de reduzir a sensibilidade mecânica dos animais frente 

à hiperalgesia inflamatória induzida pela injeção i.pl. de CFA, destacando as 

substâncias presentes na oleorresina, possivelmente seu componente 

majoritário – o ácido ent-poliáltico podem ser responsáveis pela atividade anti-

hiperalgésica e anti-inflamatória observadas, sugerindo que estes podem ser 

alvos de futuros tratamentos em doenças inflamatórias e dolorosas crônicas, 

tais como a artrite reumatoide. 

24. A oleorresina e suas substâncias isoladas de C. oblongifolia e C. duckei 

apresentam atividade citotóxica em linhagem celular imortalizada THP-1, sendo 

confirmada através da determinação de percentual de células mortas por 

citometria de fluxo. 

25. Os níveis de INF-γ, IL1-β, IL-6 e TNF-α foram reduzidos com o 

tratamento da oleorresina, extratos e substâncias isoladas de C. oblongifolia e 

C. duckei em culturas de células THP-1 estimuladas por LPS. Os níveis de IL-

10 foram parcialmente reduzidos com este tratamento. A ação sobre citocinas 

pró-inflamatórias sugere atividade anti-inflamatória tanto aguda quanto crônica, 

tendo em vista que o experimento possui os tempos de 24 h e 72h. Estes 

resultados ainda sugerem a participação de mecanismos antitumorais, 

confirmando a atividade citotóxica mais seletiva para linhagens neoplásicas 

(AGS e THP1). 

26. O tratamento de células RAW 264.7-Luc com a oleorresina de C. duckei 

e o ácido poliáltico apresentou diminuição da concentração de luciferase, 

correlacionada com a dimunuição da concentração de NFκB quando 

estimulados por LPS ou PGN. Estes resultados sugerem que a oleorresina de 

C. duckei e o ácido poliáltico apresentam atividades anti-inflamatórias 

provavelmente por interferir na atividade dos receptores Toll-4 (LPS) e Toll-2 

(PGN), interferindo assim em toda a via de sinalização do NFκB.  
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27. Com base nos resultados obtidos no atual trabalho quando comparados 

aos dados descritos na literatura, é possível sugerir que o efeito anti-

inflamatório e anti-hiperalgésico observado nos animais tratados a oleorresina 

de C. duckei e o ácido poliáltico atue interferindo nas vias de sinalização da dor 

e da inflamatória através da redução da expressão e/ou liberação de citocinas 

como o TNFα e na via de sinalização do NFκB, dependente de receptor Toll. A 

elucidação de um possível mecanismo de ação ainda se faz necessária frente 

a outros modelos in vitro e in vivo para a investigação das atividades anti-

inflamatórias e antinociceptivas. 

28. As atividades antinociceptivas e anti-inflamatórias observadas nos 

modelos de gastroproteção, anti-nociceptivos e anti-inflamtórios no tratamento 

com a oleorresina de Copaifera sp. ou suas substâncias isoladas podem ser 

resultado da diminuição da liberação ou síntese de mediadores relacionados à 

resposta inflamatória, resultando em diminuição do estímulo nociceptivo e/ou 

inflamatório. Os resultados apresentados neste estudo são inéditos, e 

contribuem para a validação etnofarmacológica atribuídas para as espécies de 

Copaifera. 
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ANEXO I - Termo de consentimento para a coleta da C. oblongifolia 
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ANEXO II - Termo de autorização para bioprospecção do SISBIO/IBAMA 
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ANEXO III - Termo de autorização para ensaios farmacológicos in vivo 
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2. LEMOS, M.; MOTTA, E. V. S.; DA COSTA, J. C.; SILVA, J. J. M.; ROGEZ, H. L. G.; 
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C. oblongifolia Mart. ex Hayne and C. duckei Dwyer oleoresins and their hydroalcoholic 
leaves extracts., 2013. (Congresso, Apresentação de Trabalho)  

4. LEMOS, M. Modelos farmacológicos para avaliação da atividade antinociceptiva, 
anti-inflamatória e gastroprotetora de produtos naturais e sintéticos, 2013. 
(Conferência ou palestra, Apresentação de Trabalho) 

5. LEMOS, M.; SANTIN, J. R.; OLIVEIRA, A. P.; KLEIN-JUNIOR, L. C.; NIERO, R.; 
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