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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 



xii 

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 



xiv 

the amount of H + ions secreted. C. oblongifolia and C. duckei leaf extracts significantly 
increased the quantity of mucus, favoring gastric defense. Oleoresin and leaf extract 
of C. oblongifolia are active against the bacteria H. pylori, both in vitro and in vivo. C. 
oblongifolia and C. duckei leaf extracts have higher antioxidant activity - in vitro and in 
vivo - compared to their oleoresins. In part, the metabolites present in oleoresins and 
in leaf extracts of C. oblongifolia and C. duckei promote healing and cytoprotective 
effects, interfering in the secretion of acid, as demonstrated in enzyme test against H 
+, K + -ATPase, increasing the secretion of mucus and favoring the antioxidant defense 
mechanisms. In order to verify whether the antinociceptive activity was related to ab 
effect in the CNS of animals, we evaluated oleoresins and leaf extracts in the function 
and motor coordination of animals, through the Open field and Rota rod test. No 
treatment interfered in the function and motor coordination of animals. C. duckei 
oleoresin and its major substance, polyalthic acid were tested for anti-inflammatory 
and antinociceptive activity, both in the acute and chronic models. Different methods 
were used such as writhing by acetic acid, acute nociception formalin, thermal 
nociception by tail-flick, mechanical hyperalgesy, paw edema and air pouch (exudate 
assay in air pouch) induced by various agents, such as formalin, carrageenan, dextran, 
zymosan and LPS. Additionally, there were preliminarily investigated activities against 
chronic pain induced by brachial plexus avulsion (APB) and hyperalgesy induced by 
CFA for 15 days. In all experiments there was a reduction of in nociceptive response 
and inflammatory activity, suggesting that there is antinociceptive activity in the 
peripheral level, by inhibition of the nociceptive signal or by a decrease of mediators 
that stimulate nociceptors, which decrease cell migration and concentration of 
myeloperoxidase (MPO) at the site of injury. In THP-1 cells stimulated by LPS, 
treatments with oleoresins, extracts and Major compounds from C. oblongifolia and C. 
duckei decreased levels of proinflammatory cytokines INF-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) 
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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. 



57 

LEMOS, M. _______________________________________Materiais e Métodos 
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 
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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: 

 

% 	
̅ 	 	 ̅

̅ 	
 

 

Equação 1. Fórmula para cálculo da porcentagem da viabilidade celular. Legenda: ̅ = média 
da absorvância do grupo tratado; ̅ : média da absorvância do branco; 
̅ 	 :média da absorvância do controle negativo. 

 

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: 

 

100 	
% 	 100

̅%
 

 

Equação 2. Fórmula para determinação do índice de cura. Legenda: % : Porcentagem de área 
lesada do grupo tratado; ̅% : 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: 

 

100 	
% 	 100

̅%
 

 

Equação 3. Fórmula para determinação do índice de cura. Legenda: % : Porcentagem de área 
lesada do grupo tratado; ̅% : 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 



75 

LEMOS, M. _______________________________________Materiais e Métodos 
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: 

 

% 100 	
	 100

	
 

 

Equação 4. Fórmula para determinação da porcentagem de inibição da atividade antioxidante. 
Legenda: : Absorvância da amostra, nos métodos espectrofotométricos, ou a área sob a curva 
(ASC) da amostra nos métodos quimioluminescentes; 	 : 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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1 	

	 100 100 

 

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



272 

LEMOS, M. _________________________________________________Conclusão 

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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SHERIDAN, H.; BASTOS, J. K. In vivo gastroprotective effects of the galloylquinic acid 
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3. LEMOS, M.; SILVA, J. J. M.; ROGEZ, H. L. G.; VENEZIANI, R. C. S.; AMBRÓSIO, 
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1. Guilherme Venâncio Símaro. Avaliação das atividades analgésica e anti-
inflamatória da oleorresina de Copaifera pubiflora Benth. 2016. Dissertação (Programa 
de Pós-Graduação em Ciências - Universidade de Franca) - Universidade de Franca 

6.1.6 Participação em eventos  

1. Apresentação de Poster / Painel no(a) 37th All Ireland Schools of Pharmacy 
Conference 2015, 2015. (Encontro)  

The gastroprotective effect of Copaifera spp.: Involvement of antioxidant 
activity of C. oblongifolia Mart. ex Hayne and C. duckei Dwyer in vitro and in 
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