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RESUMO 

SÍMARO, G.V. Avaliação das atividades citotóxica, anti-inflamatória e 
antinociceptiva da oleorresina de Copaifera pubiflora Benth e de seu metabólito 
majoritário ácido ent-hardwíckiico. 2021. 92f. Tese (Doutorado). Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2021. 

 
Os nomes populares das espécies de copaífera são "copaíbas, copaibeiras, copaívas 
ou pau d’óleo ", amplamente utilizadas na medicina popular brasileira. Dentre todas 
as aplicações etnofarmacológicas descritas para oleorresinas de Copaifera spp, 
destacam-se seus efeitos anti-inflamatórios e analgésicos. No entanto, o 
conhecimento das propriedades anti-inflamatórias e antinociceptivas da Copaifera 
pubiflora Benth é escasso. Levando isso em conta, investigaram-se as atividades 
citotóxica, anti-inflamatória e antinociceptiva da oleorresina de Copaifera pubiflora 
(OCP) e de seu metabólito majoritário, ácido ent-hardwickiico (AH). O ensaio de 
fosfatase ácida foi utilizado para avaliar a citotoxicidade da OCP e do AH em três 
diferentes linhagens celulares. As doses de 1, 3 e 10 mg/kg da OCP e do AH foram 
empregadas nos ensaios biológicos. A avaliação da atividade motora foi realizada por 
meio de testes de campo aberto e Rota Rod. A atividade anti-inflamatória da OCP e 
do AH foi avaliada utilizando-se os seguintes ensaios farmacológicos: edema de pata 
induzido por carragenina, hiperalgesia induzida por carragenina, determinação de 
INF-γ, IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α em um sistema multi-spot ultilizando a linhagem 
celular imortalizada THP-1, artrite induzida por zymosan e pelo ensaio da luciferase.  
Os testes de formalina e contorções abdominais induzidas por ácido acético foram 
realizados para avaliar o potencial antinociceptivo da OCP e do AH. O teste de 
retirada de cauda (Tail-flick) foi ultilizado para avaliar possíveis efeitos centrais da 
OCP e do AH.  Na avaliação da citotoxicidade, a OCP e o AH não foram citotóxicos 
para as linhagens testadas. A OCP e o HA (10 mg/kg) não afetaram a capacidade 
locomotora dos animais nos testes de campo aberto e Rota Rod. No edema de pata 
induzido por carragenina o AH e a OCP apresentaram inibições significativas, sendo 
as doses de 10 mg/kg as mais eficazes, registrando inibições máximas de 58 ± 8% e 
76 ± 6%, respectivamente, p <0,05. Tanto AH quanto OCP diminuíram 
significativamente a intensidade da hipernocicepção inflamatória no ensaio de 
hiperalgesia induzida por carragenina em todas as doses testadas, sendo a dose de 
10 mg/kg a mais eficaz com inibições máximas de 74 ± 2% (p <0,05) e 76 ± 3% (p 
<0,01) respectivamente. Em células THP-1 estimuladas por LPS, os tratamentos com 
AH e OCP diminuíram os níveis de INF-γ, IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α em 24 e 72 h. Na 
artrite induzida por zymosan, a OCP e o AH diminuíram o número de neutrófilos na 
articulação de camundongos artríticos e o número de leucócitos totais (p <0,05). Além 
disso, o AH e a OCP diminuiram significativamente o edema das articulações (p 
<0,05). A OCP e o AH também aumentaram o limiar mecânico durante a artrite 
experimental (p <0,05). No ensaio da luciferase, a OCP e o AH reduziram 
significativamente a atividade da enzima luciferase (p <0,05). Esta redução indica 
uma diminuição na atividade do NF-κB. O comportamento nociceptivo foi reduzido 
pela  OCP e pelo AH em ambas as fases da formalina em todas as doses testadas. 
As doses mais altas testadas exibiram inibições de 87 ± 1% e 72 ± 4%, 
respectivamente, p <0,001, na primeira fase, e 87 ± 1% e 81 ± 2%, respectivamente, 
p <0,001, na segunda fase. O tratamento oral com a OCP e com o AH (1, 3, 10 mg / 
kg) reduziu significativamente a resposta nociceptiva das contorções abdominais 
induzidas por ácido acético e a dose de 10 mg/kg foi a mais eficaz com inibições 
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máximas de 86 ± 2% e 82 ± 1%, respectivamente, p <0,001. A administração de OCP 
e AH (10 mg/kg) não afetou significativamente as latências de retirada da cauda dos 
camundongos  em comparação com a morfina utilizada como controle. A 
administração concomitante de OCP e AH com naloxona afetaram as latências do 
movimento da cauda apenas parcialmente, tendo a naloxona antagonizado os efeitos 
da morfina.  Os resultados apresentados neste trabalho são inéditos, tendo em vista 
que é escasso na literatura dados farmacológicos sobre a Copaifera pubiflora Benth. 
Outrossim, os achados farmacológicos apresentados sugerem que a OCP e o AH 
podem inibir a produção de citocinas inflamatórias pela supressão da via de 
sinalização do NF-κB, resultando em atividades anti-inflamatórias e antinociceptivas. 
Ainda, estes resultados contribuem para a confirmação das atividades farmacológicas 
atribuídas popularmente para a espécie, sendo que pela primeira vez observou-se 
que a oleorresina é efetiva para o tratamento de doenças inflamatórias, tornando a 
planta alvo para estudos mais aprofundados dos mecanismos de ação farmacológicos 
envolvidos, fornecendo subsídios para estudos posteriores que poderão servir ao 
desenvolvimento de um novo fitoterápico.  

 
Palavras-chave:  Copaifera pubiflora, ácido ent-hardwickiico, oleorresina 
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ABSTRACT 

SÍMARO, G.V. Antinociceptive and anti-inflammatory activities of Copaifera 
pubiflora Benth oleoresin and its major metabolite ent-hardwickiic acid. 2021. 
92f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 
Copaifera species folkloric names are "copaíbas, copaibeiras, copaívas or oil stick", 
which are widely used in Brazilian folk medicine. Among all ethnopharmacological 
applications described for Copaifera spp oleoresins, their anti-inflammatory effect 
stands out. However, the knowledge of anti-inflammatory and antinociceptive 
properties of Copaifera pubiflora Benth is scarce. Therefore, we investigated the 
cytotoxic, anti-inflammatory, and antinociceptive activities of Copaifera 
pubiflora oleoresin (OCP) and its major compound ent-hardwickiic acid (AH). The 
phosphatase assay was used to evaluate the cytotoxicity of OCP and AH in three 
different cell lines. OCP and AH doses of 1, 3, and 10 mg/kg were employed in the 
biological assays. The assessment of motor activity was performed using open-field 
and rotarod tests. Anti-inflammatory activity of OCP and AH was assessed through 
carrageenan-induced paw edema, carrageenan-induced hyperalgesia, measurement 
of INF-γ, IL-1β, IL-6, IL-10, and TNF-α in a multi-spot system with the immortalized 
cell line THP-1, zymosan-induced arthritis, and luciferase assay. Formalin test and 
acetic acid-induced abdominal writhing were undertaken to evaluate the 
antinociceptive potential of OCP and AH. A tail-flick test was used to evaluate possible 
central OCP and AH actions. In the cytotoxicity evaluation, OCP and AH were not 
cytotoxic to the cell lines tested. OCP and AH (10 mg/kg) did not affect animals' 
locomotor capacity in both open-field and rotarod tests. AH and OCP significantly 
inhibited the carrageenan-induced paw edema, being the doses of 10 mg/kg the most 
effective, registering maximum inhibitions of 58 ± 8% and 76 ± 6% respectively, p 
<0.05. Both AH and OCP significantly decreased the intensity of mechanical 
inflammatory hyper-nociception on carrageenan-induced hyperalgesia at all tested 
doses, and 10 mg/kg was the most effective dose with maximum inhibitions of 74 ± 
2% (p <0.05) and 76 ± 3% (p <0,01), respectively. AH and OCP decreased INF-γ, IL-
1β, IL-6, IL-10, and TNF-α levels at 24 and 72 h in the multi-spot system. In zymosan-
induced arthritis, OCP and AH decreased the number of neutrophils in arthritic mice 
joints and the number of total leukocytes (p<0.05). In experimental arthritis, AH and 
OCP significantly decreased joint swelling (p<0.05). OCP and AH also increased the 
mechanical threshold during experimental arthritis. In the luciferase assay, OCP and 
AH significantly reduced luciferase activity (p<0.05). This reduction indicates a 
decrease in NF-κB activity. OCP and AH reduced the nociceptive behavior in both 
phases of formalin at all tested doses. The highest doses tested displayed inhibitions 
of 87 ± 1% and 72 ± 4%, respectively, p < 0.001, in the first phase, and 87 ± 1% and 
81 ± 2%, respectively, p < 0.001, in the second phase. Oral treatment of OCP and AH 
(1, 3, 10 mg/kg) significantly reduced the nociceptive response in acetic acid-induced 
abdominal writhings, and the 10 mg/kg dose was the most effective with maximum 
inhibitions of 86 ± 2% and 82 ± 1%, respectively, p<0.001. The concomitant 
administration of OCP and AH with naloxone affected the tail movement latencies only 
partially. On the other hand, naloxone antagonized the effects of morphine. The results 
presented in this work are unprecedented, considering that pharmacological data 
on Copaifera pubiflora Benth is scarce in the literature. Furthermore, the 
pharmacological findings suggest that OCP and AH can inhibit the production of 
inflammatory cytokines by suppressing the NF-κB signaling pathway, resulting in anti-
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inflammatory and antinociceptive activities. Still, these results contribute to the 
confirmation of the pharmacological activities popularly attributed to the species. For 
the first time, it was observed that oleoresin is effective for treating inflammatory 
diseases, making it a target plant for further studies of the pharmacological 
mechanisms, providing subsidies for further studies that may help develop a new 
phytotherapic. 

 
Keywords: Copaifera pubiflora, ent-hardwickiic acid, oleorresin 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Plantas medicinais no Brasil e a descoberta de substâncias bioativas 

O uso de plantas medicinais talvez tenha sido uma das primeiras manifestações 

da humanidade em relação à busca de meios que pudessem aliviar suas dores e 

enfermidades. Estes vegetais têm sido utilizados na profilaxia e no tratamento de 

doenças que acometem os seres humanos. Nos dias de hoje os produtos naturais 

continuam sendo um importante recurso para o desenvolvimento tecnológico e 

socioeconômico e para a manutenção do bem-estar humano (LUCA et al., 2012; 

NEWMAN; CRAGG, 2016). Atualmente, o alto custo da descoberta de novos 

fármacos e moléculas através da síntese química fez com que as indústrias 

farmacêuticas voltassem sua atenção para as plantas medicinais, uma vez que suas 

atividades biológicas se devem aos metabólitos secundários por elas sintetizadas, os 

quais podem ser utilizados como protótipos para o desenvolvimento de novos 

candidatos a fármacos (PASA, 2015). Estima-se que entre 50% e 70% dos 

medicamentos atuais são derivados ou foram baseados em esqueletos químicos de 

moléculas isoladas de produtos naturais, e que o mercado global para essa classe de 

medicamentos atinja 20 bilhões de dólares anualmente (POSADZKI; WATSON; 

ERNST, 2013; VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005). 

O Brasil é um país que abriga uma das maiores biodiversidades vegetais do 

mundo e possui uma grande diversidade social com longa tradição relacionada ao 

uso de plantas medicinais para o tratamento de diversas doenças agudas e crônicas 

(RIBEIRO et al., 2018; SOUZA et al., 2013). Tal fato tem chamado a atenção de vários 

pesquisadores e de empresas farmacêuticas brasileiras afim de se estudarem as 

plantas medicinais nativas e seus princípios ativos (DUTRA et al., 2016). Nos últimos 

anos o Brasil tem aperfeiçoado as tecnologias envolvidas nesse campo de estudo. 

Entretanto, a utilização de plantas da flora nativa para fins medicinais ainda é 

realizada com pouca ou nenhuma comprovação de suas propriedades 

farmacológicas e toxicológicas, bem como com ausência do conhecimento de seus 

constituintes químicos responsáveis por tais atividades (FERNANDES et al., 2017; 

PEDROLLO; KINUPP, 2015). 
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É importante mencionar que a legislação brasileira de fitoterápicos evoluiu muito 

em vários aspectos, o que era uma condição obrigatória para subir de patamar 

(BUFAINO, 2013). Atualmente, o desenvolvimento de fitomedicamentos no Brasil é 

pautado pela Resolução de Diretoria Colegiada (RDC) 26/2014, a qual determina a 

necessidade da comprovação da segurança, eficácia e qualidade de produtos 

vegetais antes de serem comercializados e utilizados pela população (BRASIL, 2014).  

Além disso, políticas públicas de apoio a pesquisa foram criadas: a Política Nacional 

de Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e a Política Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF). As aprovações dessas políticas facilitaram a 

criação de uma base técnica e teórica do uso de fitoterápicos no país, minimizando 

os problemas oriundos de seu uso indevido (ALENCAR, 1982; PIERI et al., 2012a; 

PONTES et al., 2003). 

O desenvolvimento nacional de alguns fitomedicamentos modernos utilizando-

se extratos vegetais padronizados, como por exemplo, o Acheflan® (Cordia 

verbenacea) e o Sintocalmy® (Passiflora incarnata), robora uma nova perspectiva das 

indústrias nacionais em promover investimentos para agregar valores farmacológicos 

na biodiversidade vegetal do Brasil.  Outrossim, tendências futuras que agreguem o 

conhecimento acadêmico proveniente de grupos de pesquisa em produtos naturais 

do Brasil com o empreendedorismo necessário para o crescimento das indústrias 

farmacêuticas nacionais, permitirão que o país ganhe maior destaque e projeção no 

que diz respeito a produção mundial de fitomedicamentos (SANTIAGO et al., 2015; 

SOUSA et al., 2011). 

1.2 O gênero Copaifera e sua importância fitofarmacêutica 

As árvores do gênero Copaifera merecem grande destaque no campo de 

produtos naturais derivados de plantas, por se tratarem de plantas medicinais 

comumente utilizadas pela população brasileira, em função de suas inúmeras 

aplicações farmacológicas historicamente comprovadas pela medicina popular 

(ARRUDA et al., 2019; SOUZA et al., 2013; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002).  

As plantas do gênero Copaifera, pertencentes à família Leguminosae, são 

conhecidas popularmente como “copaíbas, copaibeiras, copaívas ou pau d’óleo” e 

ocorrem em regiões tropicais da América Latina (do México ao norte da Argentina), 

da África e da Àsia. Das 72 espécies conhecidas, o Brasil abriga cerca de 25, 
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principalmente nas regiões Sudeste, Centro-Oeste e na Região Amazônica. As 

espécies que ocorrem com maior abundancia são: C. langsdorffi, C. officinalis, C 

guianensis, C. duckei, C. confertiflora, C. coriácea e C. cearensis (ARRUDA et al., 

2019; DA SILVA et al., 2017; DE S. VARGAS et al., 2015).  

O valor biológico das copaíbas está em grande parte relacionadas ao uso de 

sua oleorresina, a qual é obtida por extração do tronco das árvores. A oleorresina é 

um produto do metabolismo secundário das árvores do gênero Copaifera, protegendo 

a planta contra fungos, animais e bactérias, sendo encontrado em canais secretores 

da árvore, majoritariamente no tronco (PIERI et al., 2012a; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 

2009). 

A oleorresina se apresenta como um liquido com cor e viscosidade variáveis, 

variando do amarelo ao marrom claro, composta por uma fase sólida ou resina com 

uma poção não volátil composta principalmente por diterpenos ácidos, e uma parte 

oleosa volátil, constituída por uma mistura de sesquiterpenos. As oleorresinas são 

amplamente utilizadas na medicina popular e a maioria dos estudos publicados são 

relacionados à sua composição química e atividades farmacológicas (ARRUDA et al., 

2019; CARNEIRO et al., 2020). A variação na composição química das oleorresinas 

é influenciada por muitos fatores, tais como diferenças metabólicas entre indivíduos 

da mesma espécie ou de espécies distintas, espécies botânicas, sazonalidade e tipo 

de plantio. Também podem ocorrer adulterações ao longo da cadeia produtiva (DA 

SILVA et al., 2017, 2020). Deste modo, a grande variedade metabólica encontrada 

em sua composição química as tornam valiosas fontes para a busca de novos 

metabólitos farmacologicamente promissores. 

Já foram isolados e caracterizadas aproximadamente 45 diferentes estruturas 

químicas de diterpenos e identificados mais de 70 hidrocarbonetos sesquiterpênicos 

(LEANDRO et al., 2012). Os sesquiterpenos β-cariofileno e óxido de cariofileno são 

considerados os marcadores químicos da fração sesquiterpênica (volátil) da 

oleoresina (NAKAMURA et al., 2017). Por outro lado, o ácido ent-8(17)-13E-

labdadieno-15-óico (ácido ent-copálico) (Figura 1) é considerado o principal 

marcador do gênero (GOMES et al., 2010; SANTIAGO et al., 2015; VEIGA et al., 

2007). 
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Figura 1. Estrutura química do ácido ent-8(17)-13E-labdadieno-15-óico (ácido 

copálico), importante marcador químico da oleorresina das espécies de Copaifera. 

 

Além dos marcadores químicos β-cariofileno e óxido de cariofileno, os 

sesquiterpenos α-copaeno, α-humuleno, β-bisaboleno, α e β-selineno e o δ-cadieno  

(Figura 2) ocorreram em grande quantidade nos óleos analisados (DA SILVA et al., 

2020; LEANDRO et al., 2012; SOUZA et al., 2011). 
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Figura 2. Estruturas químicas dos hidrocarbonetos sesquiterpênicos: (1) β-

cariofileno, (2) α-copaeno, (3) α-humuleno, (4) β-bisaboleno, (5) α-selineno, (6) β-

selineno, (7) δ-cadineno. 

No que diz respeito às atividades biológicas das Copaiferas, sabe-se que sua 

oleorresina possuí propriedades medicinais bastante difundidas entre os índios latino-

americanos. Relatos históricos denotam que este bálsamo era extensivamente 

utilizado como cicatrizante de feridas e úlceras, antitetânico, analgésico e anti-

inflamatório (BASILE et al., 1988; BAYLAC; RACINE, 2003; FLORES et al., 2015; 

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

Diversos grupos de pesquisa têm realizado estudos científicos que comprovam 

a eficácia farmacológica destes bálsamos (ARRUDA et al., 2019; LEANDRO et al., 

2012). Alguns estudos tem validado as atividades farmacológicas das oleorresinas, 

como: propriedade antitumoral in vitro e in vivo, leishmanicida, quimiopreventiva, 
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tripanocida, antimicrobiana, cicatrizante e gastroprotetora. (ALBUQUERQUE et al., 

2017; BEZERRA CARVALHO et al., 2014; GOMES et al., 2008; LIMA et al., 2003; 

SENEDESE et al., 2019; TAPPIN et al., 2004; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). 

Contudo, as atividades analgésicas e anti-inflamatórias são as mais pesquisadas, 

dado seu histórico uso popular pelas comunidades indígenas (AMES-SIBIN et al., 

2018; GOMES et al., 2007; PINHEIRO et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018; SÍMARO et 

al., 2020; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). 

1.3 Potêncial antinociceptivo e anti-inflamatório das oleorresinas de Copaifera 

Os primeiros estudos realizados com a finalidade de avaliar a atividade anti-

inflamatória das oleorresinas de copaíba foram realizados por Basile et al (1988) e 

posteriormente, por Veiga-Júnior e Pinto (2002). Este último demonstrou tal atividade 

utilizando oleorresinas de diferentes espécies de Copaifera e fazendo o uso de 

diferentes agentes flogísticos. Baylac e Racine (2003) também encontraram 

resultados importantes com a oleorresina de Copaifera officinalis, quando foi 

observada a inibição da enzima 5-lipoxigenase (5-LOX) que exerce um importante 

papel no processo inflamatório. Além disso, através do teste de edema de pata 

induzido por carragenina e por bradicinina, Veiga-Júnior et al (2007) observaram 

significativa atividade anti-inflamatória da oleorresina de Copaifera multijuga. Pinheiro 

et al (2017) encontraram inibições significativas de mediadores pró-inflamatórios na 

espécie relacionada C. multijuga, o que também foi relatado na etnomedicina para o 

tratamento de doenças inflamatórias.  

Em relação à atividade antinociceptiva, as oleorresinas de C. reticulata e C. 

multijuga apresentaram possível atividade central e periférica. Além disso, a 

oleorresina de C. duckei também mostrou atividades antinociceptivas promissoras 

(GOMES et al., 2007). Ademais, nosso grupo de pesquisa também demonstrou 

recentemente que a oleorresina de Copaifera pubiflora Benth possuí promissoras 

atividades antinociceptivas e anti-inflamatórias (SÍMARO et al., 2020). 

Apesar dos trabalhos científicos acima descritos validarem o potencial anti-

inflamatório e antinociceptivo das oleorresinas de Copaifera, deve-se salientar que 

estes estudos foram realizados apenas com o bálsamo bruto e com frações obtidas 

por processos cromatográficos. De uma maneira geral, esta abordagem 

farmacológica não permite identificar o(s) metabólito(s) ativo(s) responsável(is) pela 



Introdução 6 
 

sua atividade, dificultando assim, a completa validação farmacológica deste recurso 

natural, bem como o estudo do mecanismo de ação e dos parâmetros toxicológicos 

da(s) substância(s) ativa(s) que são de extrema importância  para o desenvolvimento 

dos fitomedicamentos modernos. 

1.4 O ácido ent-hardwíckiico e seu potencial biológico 

Os terpenoides constituem a maior classe de produtos naturais. Os diterpenos 

correspondem a um grande grupo de substâncias com 20 átomos de carbono, 

derivados do pirofosfato de geranilgeraniol. Sua estrutura química pode ser linear, 

bicíclicos (labdanos, clerodanos), tricíclicos (primaranos, abietanos) e tetracíclicos 

(giberelanos, kauranos) (LI; MORRIS-NATSCHKE; LEE, 2016; NEWMAN, 1973). O 

ácido ent-hardwíckiico (ácido ent-15,16-epóxi-3,13(16),14-clerodatrieno-18-óico), 

(Figura 3), é um diterpeno do tipo clerodano muito abundante nas oleorresinas de 

copaíbas. Estudos fitoquímicos realizados com a oleorresina de Copaifera pubiflora 

reportaram o teor de 26% de ácido ent-hardwíckiico nessa espécie (DA SILVA et al., 

2017; LEANDRO et al., 2012).  

 Nos últimos anos, os estudos de várias espécies levaram ao isolamento de 

um grande número de terpenos que possuem variadas propriedades farmacológicas, 

como atividades anti-inflamatória, antibacteriana, leishmanicida, dentre outras 

(ARRUDA et al., 2019; CARNEIRO et al., 2020; PIERI et al., 2012b; PRISINZANO; 

ROTHMAN, 2008; RIBEIRO et al., 2018). 

O ácido ent-hardwíckiico (ácido ent-15,16-epóxi-3,13(16),14-clerodatrieno-18-

óico), (Figura 3), é um diterpeno do tipo clerodano muito abundante nas oleorresinas 

de copaíbas (LEANDRO et al., 2012). Alguns estudos realizados com este metabólito 

demonstraram uma significativa atividade antibacteriana, antifúngica e leishmanicida 

(CARNEIRO et al., 2020; CRENTSIL et al., 2020; DE S. VARGAS et al., 2015). Além 

disso, o potencial antinociceptivo e anti-inflamatório do ácido ent-hardwíckiico foi 

recentemente descrito (CAI et al., 2019; DE S. VARGAS et al., 2015). 
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Figura 3. Estrutura química do ácido ent-15,16-epóxi-3,13(16),14-

clerodatrieno-18-óico, (ácido ent-hardwíckiico).  

1.5 Inflamação – aspectos gerais 

A reação inflamatória é uma resposta do tecido vascularizado a estímulos 

lesivos (físicos, químicos ou mecânicos), caracterizada por uma ação de ativação 

coordenada de várias vias de sinalização que regulam a expressão de mediadores 

pró e anti-inflamatórios no tecido residente. Essa resposta 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. Sabe-se que uma resposta inflamatória controlada 

é benéfica (por exemplo, na proteção contra infecções). Entretanto, pode-se tornar 

prejudicial se ocorrer de forma desregulada (por exemplo, causando choque séptico 

ou inflamação crônica). Desta forma, mecanismos que seriam designados para 

destruir agentes invasores, quando não adequadamente controlados, podem 

danificar tecidos saudáveis, tornando-se causa de injúria e doença (ZHANG et al., 

2010; BRADLEY et al., 2015) 

À nível tecidual, a inflamação é caracterizada por vermelhidão (rubor), edema, 

calor, dor e perda da função tecidual, que resultam de respostas locais de células 

imunes e vasculares a infecção ou lesão (KOTAS; MEDZHITOV, 2015; MEDZHITOV, 

2008).  

1.5.1 Mecanismos envolvidos na resposta inflamatória 

Os eventos microcirculatórios importantes que ocorrem durante o processo 

inflamatório incluem: alterações de permeabilidade vascular, recrutamento e acúmulo 

de leucócitos e liberação de mediadores inflamatórios (BASBAUM et al., 2009; LE 
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BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001; MERTENS et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2009).  

A inflamação também pode ser desencadeada por uma variedade de estímulos 

estéreis (não infecciosos), como toxinas, isquemia, trauma, corpos estranhos, dentre 

outros.  Deste modo, mediante dano físico ou lesão tecidual, ocorre a exposição de 

moléculas intracelulares conhecidas como padrões moleculares associados a danos 

(DAMPs). Algumas moléculas endógenas têm sido descritas, como o grupo de 

proteínas com alta mobilidade-B1 (HMGB-1), trifosfato de adenosina (ATP) e S100 

(BOURS et al., 2006; ZHANG et al., 2010). A ‘’inflamação estéril’’ ocorre mediante o 

reconhecimento de tais moléculas por receptores específicos de células do sistema 

imune inato (CHEN; NUÑEZ, 2010; ZHANG et al., 2010). 

Um dos maiores estimuladores da inflamação é a infecção, que pode ser 

causada por uma série de microrganismos patogênicos como vírus, bactérias e 

fungos. A resposta inflamatória induzida por infecção conta com a participação dos 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) (BRADLEY et al., 2015; HONORE 

et al., 2002; SALTER, 2005). Tais receptores tem a capacidade de efetuar o 

reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e 

algumas moléculas endógenas (DAMPs) (FÜRST, 1999). Exemplos de PAMPs são 

os componentes da parede celular bacteriana como: Peptideoglicano (PGN), 

Lipopolissacarídeos (LPS), ácido lipoteicóico além de algumas lipoproteínas (KOTAS; 

MEDZHITOV, 2015; MEDZHITOV, 2008).  

O reconhecimento de um PAMP é feito por receptores que estão presentes em 

células do sistema imune, levando a ativação celular e estimulando a produção e 

secreção de mediadores inflamatórios como: citocinas, eicosanoides, quimiocinas e 

aminas vasoativas. Dentre os principais PRRs conhecidos destacam-se os receptores 

do tipo Toll (TLR), receptores do tipo NOD :domínio de ligação e oligomerização de 

nucleotídeos (NLRs: NOD-like receptors), receptores de lectina do tipo C, receptores 

do tipo RIG-1: ácido retinóico indutível do gene 1 (RLRs: RIG-1-like receptors) e 

receptores do tipo AIM2: ausente na melanoma 2 (ALRs: AIM2-like receptors) 

(PLATNICH; MURUVE, 2019; SANTONI et al., 2015; SCHAEFER, 2014; TAKEUCHI; 

AKIRA, 2010). Como resultado, os PRRs ativam as vias de sinalização inflamatória 

para induzir a imunidade inata (SANTONI et al., 2015). 

O reconhecimento inicial de uma infecção é mediado por macrófagos e 

mastócitos residentes no tecido, resultando na liberação de uma variedade de 

citocinas pró-inflamatórias que inclui a interleucina -1β (IL-1β), fator de necrose 
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tumoral-alfa (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e interleucina-12 (IL-

12), que são moduladores chave da gênese do processo inflamatório (MILLAN, 2002; 

SCHAIBLE, 2007; WILLIS, 2007).  Em contrapartida, a interleucina-10 (IL-10) liberada 

por macrófagos tem papel regulador, inibindo a produção de mediadores pró-

inflamatórios.  A ativação de macrófagos também leva à produção de grandes 

quantidades de quimiocinas, que por sua vez, irão exercer uma função reguladora na 

migração de monócitos, neutrófilos e linfócitos (TURNER et al., 2014). Deste modo 

macrófagos e mastócitos secretam as quimiocinas KC/CXCL1 e a CXCL2 (MIP-2) que 

irão exercer suas ações quimiotáticas, auxiliando na resposta neutrofílica (DE 

FILIPPO et al., 2013). Como consequência, o principal efeito dos mediadores pro-

inflamatórios é induzir um exsudato inflamatório local onde os leucócitos 

(principalmente neutrófilos) e as proteínas plasmáticas terão acesso aos tecidos 

extravasculares através de vênulas pós-capilares (DUTRA et al., 2013; LI et al., 2003). 

1.6 Papel do TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IFN-γ e IL-10 na regulação da resposta 

inflamatória. 

1.6.1 IL-1β 

Essas citocinas são expressas principalmente por macrófagos, monócitos e 

células dendríticas. Para a produção e liberação da IL-1β são necessários dois 

fenômenos distintos: 1) a ativação do receptor TLR, resultando na indução da pro-IL-

1β e consequentemente em sua síntese que por sua vez ocorre principalmente via 

fator nucelar-kappaB (NF-κB), 2) pela ativação de um complexo celular multiproteico 

denominado de inflamassoma, que irá ativar proteases da família das caspases 

(ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004). Um dos inflamassomas que tem sido 

descrito como particularmente importante para a ativação da IL1-β é denominado de 

NLRP3 ou NALP3. A ativação do desse complexo culmina na ativação da caspase-1, 

que  é uma das mais importantes cisteinas proteases responsáveis por clivar a pro-

interleucina IL-1β em sua forma biologicamente ativa (GONZÁLEZ-HERNÁNDEZ et 

al., 2013; SCHAIBLE, 2007). 

A IL-1β irá promover efeitos biológicos locais e sistêmicos. Esses efeitos serão 

mediados através da ligação da IL-1β a seu receptor de membrana chamado receptor 

tipo-1 de IL-1 (IL-1R1) (BURGESS et al., 2002; GEBHART, 2004; PORRECA; 
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OSSIPOV; GEBHART, 2002; STEEDS, 2013). O domínio funcional do componente 

citosólico de IL-1R1 é denominado de TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor). Esse domínio 

compartilha alta homologia com  os domínios TIR encontrados nos receptores do tipo 

Toll (TLR). Portanto, respostas inflamatórias fundamentáis como a ativação dos 

fatores de transcrição NF-κB também pode ocorrer mediante a estimulação do 

receptor de IL-1 (PORRECA; OSSIPOV; GEBHART, 2002). 

Com relação aos efeitos biológicos, a  IL-1β promove o recrutamento de células 

até o sítio da inflamação. Essa citocina também induz a produção de enzimas como: 

fosfolipase A2, ciclo-oxigenase 2 (COX-2), oxido nitrico sintase induzida (iNOS), 

acarretando na liberação de mediadores inflamatórios como a prostaglandina E2 e 

óxido nítrico (NO), contribuindo com a resposta inflamatória local e sistemica (GABAY; 

LAMACCHIA; PALMER, 2010; VEZZANI; VIVIANI, 2015). 

1.6.2  TNF-α 

O TNF-α é liberado após a ocorrência de processos inflamatórios e/ou danos 

celulares. Esse mediador é produzido por macrófagos, monócitos, células natural 

killers (NK) e Linfócitos T ativados. A produção do TNF-α é regulada 

transcricionalmente pelo NF-κB, proteína ativadora tipo-1 (AP-1), c-Jun e fator nuclear 

de células T ativadas (NFAT) (PORRECA; OSSIPOV; GEBHART, 2002; SATOR-

KATZENSCHLAGER, 2014). O TNF-α liga-se a dois tipos de receptores, o TNFR1 e 

o TNFR2. A ligação do TNF-α a seu receptor pode contrubuir com a ativação do NF-

κB, que é um fator de transcrição que controla uma grande quantidade de genes 

inflamatórios. Além disso a interação do TNF-α com seu receptor TNFR1 também tem 

a capacidade de regular eventos apoptóticos (BALIKI et al., 2010; FIELDS, 2004; 

LABUZ et al., 2015).  

Fisiologicamente, a ativação do TNF-α induz o metabolismo do acido 

araquidonico, dando origem aos leucotrienos e prostaglandinas. Além disso o TNF 

promove a diferenciação de monócitos/macrófagos, aumenta a proliferação de 

linfócitos B ativados, induz a proliferação de fibroblastos, aumenta a expressão de 

moléculas de adesão como a molécula tipo-1 de adesão intercelular (ICAM-1), E-

selectina e a molécula tipo-1 de adesão vascular (VCAM-1) e auxilia na migração 

celular (principalmente neutrófilos) induzindo a síntese de várias quimiocinas. O TNF-

α também é um potente indutor de IL-6, IL-1, IL-18 e GM-CSF. Outrossim, o TNF-α é 
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considerado um dos maiores indutores da inflamação (BRADLEY, 2008; PAGE; 

BESTER; PRETORIUS, 2018; SEDGER; MCDERMOTT, 2014). 

1.6.3  IL-6 

A IL-6 é um mediador solúvel produzido principalmente por hepatócitos. Ao ser 

secretada a IL-6 se liga ao seu receptor-α (IL-6R). Esse mediador induz a síntese de 

proteínas da fase aguda como a proteína C-reativa (PCR), proteína amiloóde sérica 

A (PAS), fibrinogenio e haptoglobina (HEINRICH; CASTELL; ANDUS, 1990; 

TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). Caso a resposta de fase aguda for 

mantida por um tempo prolongado, com níveis elevados de IL-6 que levaria a altas 

concentrações de PAS, podem ocorrer complicações graves relacionadas a 

inflamação crônica. A deposição de fibrilas de amiloide causa deterioração 

progressiva em vários orgãos. A IL-6 também está envolvida na regulação dos níveis 

séricos de ferro e zinco por meio do controle de seus transportadores, isso pode gerar 

complicações como hiperzincemia e anemias associadas a inflamação crônica 

(GILLMORE et al., 2001; LIUZZI et al., 2005). 

Seus efeitos relacionados a migração celular incluem: alteração do 

recrutamento de neutrófilos por monócitos suprimindo quimiocinas atraentes para 

polimorfonucleares como CXCL8 (IL-8), CXCL1e CX3CL1, aumentando a liberação 

de quimiocinas atrantes de monócitos, como CCL8, CCL2, CXCL5 e CXCL6 

(CHAPMAN; TUCKETT; SONG, 2008; KRAYCHETE; GOZZANI; KRAYCHETE, 

2008; KUNER, 2010). Em combinação com o fator de crescimento tumoral-β (TGFβ) 

induz a diferenciação de células Th-17 (BETTELLI et al., 2006; KORN et al., 2009). A 

IL-6 também induz a expressão do receptor do fator estimulante de colônia monócito 

(M-CSF), promovendo a diferenciação de monócitos para macrófagos no sítio da 

inflamação. Além disso, a IL-6 juntamente com o TNF e a  IL-1β, estimulam a 

produção de quimiocinas que levam a ativação de fagócitos (FALEIRO et al., 2014; 

KAPLANSKI et al., 2003; LIUZZI et al., 2005).  

1.6.4  IL-8/CXCL-8 

Dentre as classes das citocinas existe a superfamília das quimiocinas, que são 

pequenas moléculas de baixo peso molecular com a capacidade de promover 
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ativação celular e quimiotaxia. Além disso, também atuam na proliferação, maturação, 

apoptose e diferenciação celular (RUSSO et al., 2014; ZLOTNIK; YOSHIE, 2000). 

Os efeitos biológicos da IL-8 são mediados através da ligação desse mediador 

com seus receptores CXCR1 e CXCR2. A IL-8 é considerada um potente 

quimioatraente e ativador de neutrófilos em respostas inflamatórias, além de regular 

suas funções efetoras antimicrobianas através da geração de superóxido e de 

peróxido de hidrogênio, liberando enzimas lisossomais (DE OLIVEIRA et al., 2013; 

HERBOLD et al., 2010; WALZ et al., 1987). Além disso, a IL-8 tem propriedade 

quimioatraente de linfócitos T e atividade angiogenica. A IL-8 pode ser liberada por 

uma variedade de células após estimulação apropriada, incluindo monócitos,  

linfócitos T, fibroblastos, celulas tumorais, células epiteliais, hepatócitos, macrófagos 

e células sinoviais. Sua expressão  é regulada principalmente pelo NF-κB e ocorre 

em neutrófilos, monócitos, linfócitos T CD8+, mastócitos, basófilos e células natural 

killer (RIBEIRO et al., 2000).  

1.6.5  Interferon-gama (INF-γ) 

Uma vez que a inflamação é iniciada, o IFN-γ é produzido e atua por meio de 

várias moléculas e vias do sistema imunológico afim de intesificar o processo 

inflamatório. Essa citocina é produzida predominantemente por células natural killer 

(NK), linfócitos T CD4+ Th1 e T CD8+ citotóxicos (GILCHRIST; BEFUS, 2008). 

Os macrófagos e células dendríticas ativados na fase inicial da resposta imune 

inata produzem altas quantidades de IL-12. A IL-12 por sua vez, estimula a produção 

de IFN-γ pelas células NK e promove a diferenciação de linfócitos CD4+ para Th1 que 

é produtor de IFN-γ (FENIMORE; YOUNG, 2016; MÜLLER et al., 2017).   

Biológicamente, o IFN-γ tem a capacidade de interagir com linfócitos B 

induzindo a produção de anticorpos igG oposonizantes, ativa macrófagos, estimula a 

produção de NO, estimula o aumento da expressão do complexo maior de 

histocompatibilidade classe I e II (MHC-I e MCH-II), ativa moléculas de adesão, induz 

moléculas co-estimuladores (B7 e CD40) além de aumentar a atividade de 

quimiocinas, incluindo a IL-8  e a CCL1 (DENZLINGER et al., 1985). 
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1.6.6  IL-10 

A Interleucina-10 (IL-10) é uma citocina crucial para a regulação adequada da 

resposta inflamatória. Essa citocina pode ser produzida por várias células imunes 

ativadas, incluindo linfócitos B, mastócitos, granulócitos (neutrófilos, basófilos, 

eosinófilos), macrófagos, células dendríticas e vários subconjuntos de linfócitos T. 

Suas ações principais são consideradas anti-inflamatórias, uma vez que a IL-10 afeta 

o controle da fase resolutiva da inflamação por meio de mecanismos autócrinos e 

parácrinos (O’GARRA et al., 2008). A sinalização da IL-10 ocorre mediante interação 

com o receptor IL-10R. As ações imunossupressoras da IL-10 ocorrem 

majoritariamente limitando as ações pro-inflamatórias das células dendríticas e dos 

macrófagos. À nível celular a IL-10 atua como um agente regulador pós-transcricional, 

suprimindo a proteína HuR (antígeno humano R) que é estabilizadora do  do RNA 

mensageiro (mRNA) de citocinas pro-inflamatórias (KOSTER; MCGREGOR; 

MACKANESS, 1971). A IL-10 também promove a ativação de macrófagos M2, que 

diferentemente dos macrófagos M1, irão atuar promovendo respostas anti-

inflamatórias. Os macrófagos M2 irão auxiliar no reparo do tecido, estimulando a 

formação de uma nova matriz extracelular, promover a produção de colágeno e 

fibrose (ALON et al., 1996; ROSEN, 1993). 

1.7 Sinalização via NF-κB 

A via de sinalização do fator nuclear-kappaB (NF-κB) é uma importante via da 

imunidade inata e é crucial para a modulação da resposta inflamatória e proliferação 

celular (APLIN et al., 1998; VESTWEBER, 2000). O NF-κB representa uma família de 

fatores de transcrição que apresentam homologia estrutural e que regulam uma 

grande variedade de genes envolvidos em diferentes processos do sistema 

imunológico e inflamatório. Essa família é composta por cinco membros, incluindo NF-

κB1 (p50), NF-κB2 (p52), RelA (p65), RelB e c-Rel (SUN; CHANG; JIN, 2013; ZHANG; 

SUN, 2015).  

O NF-κB apresenta-se em sua forma inativada ligada a inibidores presentes do 

citoplasma, denominados inibidores-κ-B (IκB), formando um complexo inativo no 

citoplasma. A ativação do NF-κB envolve dois principais mecanismos de sinalização: 

o canônico e o não-canônico. Ambos são importantes na regulação da resposta imune 
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e inflamatória, porém possuem diferenças em seus mecanismos de sinalização 

(BASBAUM et al., 2009; BURNS et al., 2014). A via de sinalização canônica ocorre 

mediante a resposta a diversos estímulos, incluindo ligantes de vários receptores de 

citocinas, PRRs e sinalização de receptores de linfócitos T e B (TCR e BCR 

respectivamente). A ativação do NF-κB por essa via envolve a degradação do IκB 

pelo complexo trimérico IκB quinase (IKK), que é composto das subunidades IKKα, 

IKKβ e IKKγ (CUNHA et al., 2005). Essa degradação resulta na liberação de 

subunidades NF-κB ativadas (predominantemente os dímeros p50/RelA e p50/c-Rel) 

que translocam para o núcleo onde ocorrerá a ligação com sequências específicas 

de DNA, que resultará em ativação ou repressão da transcrição (BARON, 2006; 

KRAYCHETE; GOZZANI; KRAYCHETE, 2008; SALTER, 2005). 

A via não-canônica do NF-κB responde seletivamente a um grupo específico 

de estímulos, incluindo ligantes de um subgrupo de membros da superfamília do 

receptor de TNF (TNFR), como LTβR, BAFFR, CD40 e RANK (MACGLASHAN, 

2003). A ativação por essa via não envolve a degradação do IκB, mas depende do 

processamento da proteína p100, que é precursora do NF-κB2. A indução da NF-κB 

quinase (NIK) resulta na cooperação funcional com o IKKα, mediando a fosforilação 

e processamento da p100, resultando no NF-κB2 (p52) e sua translocação para o 

núcleo onde promoverá transcrições através da interação com o DNA (HERBERT; 

JUST; SCHMIDT, 2001). Acredita-se que o mecanismo canônico esteja relacionado 

com praticamente todas as respostas imunológicas, enquanto o mecanismo não-

canônico está envolvido na regulação de funções específicas do sistema imunológico 

adaptativo (HERBERT; JUST; SCHMIDT, 2001) . 

Na resposta inflamatória aguda ocorre a ativação da via canônica do NF-κB 

mediante a sinalização dos PRRs, que induzirá a transcrição de citocinas pro-

inflamatórias, quimiocinas e mediadores inflamatórios (Figura 4). Nos macrófagos o 

NF-κB é um fator de transcrição chave, sendo necessário para indução de um grande 

número de genes inflamatórios, incluindo aqueles que codificam IL1-β, TNF-α, IL-6, 

IL-12p40, ciclooxigenase-2 (COX-2) dentre outros (GOADSBY; LIPTON; FERRARI, 

2002). O NF-κB também promove o aumento de expressão de moléculas de adesão 

e aumento do migração de neutrófilos (MANCINI et al., 2001). Além disso, estudos 

recentes tem demonstrado que o NF-κB também participa da expressão de genes 

anti-inflamatórios e da indução à apoptose, sendo importante na fase de resolução do 

processo inflamatório (MANCINI et al., 2001; TANIKAWA et al., 2002). 
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Figura 4. Genes alvo do NF-κB envolvidos no desenvolvimento e progressão 

da inflamação. Adaptado de Chandrasekharan et al (2002). 

1.8 Nocicepção e dor 

O sistema sensorial, não é somente responsável pelo processamento dos 

estímulos provenientes do meio ambiente externo e interno do organismo, como 

também desempenha o papel de detectar e desencadear reações frente a esses 

meios. Esse sistema capacita o indivíduo à nocicepção e a dor. Em termos fisiológicos 

há diferença entre nocicepção e dor. A nocicepção está relacionada a manifestações 

neurofisiológicas geradas por um estímulo nocivo, enquanto a dor envolve um 

estímulo potencialmente nocivo, possui conotação individual e é representada por 

experiências subjetivas, as quais incluem fatores afetivos, emocionais e sociais 

(POSADAS et al., 2004). A relação entre a ativação de nociceptores e a percepção 

da dor envolve um complexo processamento pelas vias sensoriais, sendo 

característico de cada indivíduo, o que dificulta a sua compreensão e o seu tratamento 

clínico (MISCHKOWSKI et al., 2019).  
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A dor é definida pela Associação Internacional do Estudo da Dor (do inglês 

International Association for the study of pain – IASP) como uma ‘’experiência 

sensorial e emocional desagradável associada a um dano tecidual real ou potencial’’. 

Por outro lado, a nocicepção depende de neurônios especializados, chamados 

nociceptores, que detectam e respondem estímulos potencialmente prejudiciais 

como: calor, mecânico e químico. Os corpos celulares dos neurônios nociceptores 

são encontrados no sistema nervoso periférico na raiz dorsal e nos gânglios 

trigêmeos. O nociceptor conduz a informação através de fibras sensoriais para o 

cérebro por meio de vias neuronais ascendentes, onde a informação pode ser 

percebida como dor (DENZLINGER et al., 1985). 

1.8.1 Mecanismos periféricos da transmissão sensorial 

Os nociceptores respondem a diversos estímulos que se iniciam na periferia 

(pele, articulações e vísceras), e através de fibras sensoriais conduzem essa 

informação até o corno dorsal da medula espinhal (SMITH, 1992).  

No sistema nervoso sensorial periférico a informação é conduzida através das 

fibras Aβ, Aγ e fibras C. Essas terminações periféricas são divididas de acordo com 

o papel exercido pelas fibras na transdução da informação sensorial, velocidade de 

condução, diâmetro e espessura de mielinização. A maioria das fibras Aβ respondem 

a estímulos mecânicos não nocivos de baixo limiar, possuem diâmetro largo (> 10 

μm) e são densamente mielinizadas, apresentando alta velocidade de condução do 

potencial de ação. Os corpos celulares de diâmetro pequeno e médio dão origem a 

maioria dos nociceptores, incluindo as fibras C não mielinizadas e as fibras Aγ 

(GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003). As fibras Aγ possuem um pequeno 

diâmetro (2 – 6 μm), são pouco mielinizadas e são responsáveis pela condução dos 

estímulos nocivos térmicos, mecânicos e químicos com uma velocidade 

intermediária. As fibras C são não mielinizadas e representam as fibras de menor 

diâmetro (0,4-1,2 μm), apresentando uma baixa velocidade de condução. A maioria 

dos nociceptores de fibra C são polimodais, uma vez que essas fibras respondem a 

estímulos nocivos mecânicos e térmicos (acima de 43ºC) (BASBAUM et al., 2009; 

HUNT; ROSSI, 1985; MILLAN, 1999; MISCHKOWSKI et al., 2019). 

Frente a um estímulo, o sinal nocivo externo é traduzido em atividade elétrica 

e os potenciais de ação são conduzidos pelas fibras sensoriais até o corno dorsal da 
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medula espinhal, no corno dorsal da medula espinhal, os neurônios de primeira ordem 

fazem sinapse com neurônios de segunda ordem, que formam as vias ascendentes 

(TONG; MACDERMOTT, 2014). Os neurônios aferentes primários liberam no corno 

dorsal da medula substâncias que estão envolvidas na modulação e transmissão da 

resposta nociceptiva para o SNC. Dentre essas substâncias, destacam-se a 

substância P (SP), glutamato, peptídeo relacionado ao gene de calcitonina e o óxido 

nítrico (SAHBAIE et al., 2010; WOZNIAK et al., 2012).  

Os neurônios de segunda ordem projetam-se para estruturas supra espinhal 

onde transmite a informação por diferentes tratos nervosos, incluindo os tratos espino-

talâmico, epinoreticulotalâmico e espinomesencefálico, até o tálamo, onde ocorre o 

processamento do componente sensorial e discriminativo da dor, refletindo assim, a 

origem da dor, sua localização, duração e intensidade (BASBAUM; JESSEL, 2000; 

HUNT; MANTYH, 2001). 

1.8.2 Dor Inflamatória 

A resposta inflamatória é normalmente desencadeada por um trauma ou lesão 

periférica. Durante o processo inflamatório ocorre a liberação de mediadores químicos 

por células residentes no tecido lesionado (ZHANG et al., 2010).  

Dentre os mediadores nociceptivos podemos destacar o TNF-α, IL-6, IL-1β, 

leucotrienos e as aminas simpatomiméticas (noradrenalina e dopamina), que 

desempenham um papel direto na geração e manutenção da dor, facilitando a 

sensibilização central e hiperalgesia. Ademais, mediante a lesão, ocorre a liberação 

do ácido araquidônico, que subsequentemente, é convertido em prostanoides através 

da ação das enzimas ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2). A ação da enzima 

COX-2 no ácido araquidônico da origem a prostaglandina E2 que irá aumentar a 

sensibilização dos nociceptores através de sua ligação com o receptor de 

prostaglandina (EP) (BURIAN; GEISSLINGER, 2005). Tal sensibilização resulta em 

um processo hiperalgésico, ou seja, ocorre um aumento na sensação dolorosa 

(WINTER, 1962). A IL-1β também pode induzir hiperalgesia mecânica, uma vez que 

a ativação da caspase-1 induz sua maturação local e consequentemente à indução 

da COX-2 e produção de PGE2 (COLLIER et al., 1968; KOSTER; ANDERSON; 

DEBEER, 1959).  
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Outro mediador liberado durante o processo inflamatório é a bradicinina. Esse 

mediador se liga em receptores localizados em todos os tecidos, incluindo os 

receptores de bradicinina 2 que são expressos constitutivamente em neurônios, 

induzindo hipernocicepção mecânica por meio de uma cascata de citocinas liberadas 

por células residentes ou migrantes (CUNHA et al., 2005).  A desgranulação de 

mastócitos residentes também pode desencadear nocicepção, tanto por meio da 

interação direta com os terminais nervosos periféricos, quanto indiretamente por meio 

de liberação de histamina, bradicinina e outros mediadores vasodilatadores 

(HOFMAN et al., 2016). Desse modo a inibição de um ou mais desses mediadores 

pode resultar na redução do processo nociceptivo e atenuação do processo 

inflamatório. 
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2- OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

Avaliar as atividades anti-inflamatória, antinociceptiva e citotóxica da 

oleorresina de Copaifera pubiflora Benth, bem como de seu metabólito majoritário, o 

ácido ent-hardwíckiico por meio de ensaios farmacológicos específicos.  

2.2 Objetivos específicos 

 Isolar o metabólito secundário ácido ent-hardwíckiico da oleorresina de 

Copaifera pubiflora utilizando-se da cromatografia líquida à vácuo (CLV) e 

cromatografia líquida de alta eficiência, bem como e identificação da estrutural 

deste metabólito por meio de análises espectroscópicas de Ressonância 

Magnética Nuclear unidimensional e bidimensional de 1H e 13C; 

 Avaliar, in vitro, a atividade citotóxica da OCP e do AH, frente a duas linhagens 

celulares normais (L929 e CHO-k1) e uma linhagem tumoral (THP-1), utilizando-

se o método da fosfatase ácida; 

 Avaliar a atividade motora dos animais, através do teste do campo aberto 

(open-field) e Rota Rod; 

 Avaliar o efeito antiedematogênico da OCP e do AH e sobre a hipernocicepção 

inflamatória através dos testes de edema de pata induzido por carragenina e 

hiperalgesia induzida por carragenina; 

 Identificar os efeitos do AH e da OCP sobre a liberação dos mediadores INF-

γ, IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α em sistema multi-spot utilizando a linhagem celular 

imortalizada THP-1 

 Analisar o efeito do AH e da OCP sobre o edema articular, hiperalgesia articular 

e migração de neutrófilos, utilizando o método da artrite induzida por zymozan; 

 Avaliar o efeito antinociceptivo da OCP e do AH através dos testes de formalina 

e contorções abdominais induzidas por ácido acético; 

 Avaliar possíveis efeitos centrais da OCP e do AH utilizando o teste de retirada 

de cauda (Tail-flick).
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3 – MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Autorização de pesquisa 

Para a realização de estudos científicos com espécies vegetais da 

biodiversidade brasileira recebemos a autorização do Conselho Brasileiro de 

Autorização e Informação em Biodiversidade (SIBIO/ICMBio/MMA/BRASIL) e da 

Gestão do Patrimônio Genético (CGEN/MMA/BRASIL) sob os números 35143-1 e 

010225/2014-5, respectivamente. 

3.2 Coleta da oleorresina de Copaifera pubiflora  

A coleta da oleorresina de Copaifera pubiflora Benth foi realizada pelo Dr. 

Jonas Joaquim Mangabeira da Silva, no município de Mucajaí, RR (N 02º 36.205’ W 

060º 56.767’). A taxonomia botânica foi confirmada pela Dra. Silvane Tavares 

Rodrigues, da Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuárias, Amazônia Oriental, 

EMBRAPA, Belém, PA, onde um exemplar de voucher (número 180231) foi 

preservado para referência.  

Para a coleta da oleorresina utilizou-se um perfurador manual (trado, medindo 

1,2 m de comprimento e 2 cm de diâmetro). As árvores possuíam 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 (DA SILVA MEDEIROS; 

VIEIRA, 2008).  

3.3 Isolamento do ácido ent-hardwickiico 

O isolamento do ácido hardwiíkiico a partir da oleoresina de C. publifora foi 

realizado no Núcleo de Pesquisa em Ciência e Tecnologia da Universidade de Franca 

em colaboração com a Doutoranda Luiza Junqueira. Para tanto 100 g de oleorresina 

de C. pubiflora foram submetidos à cromatografia líquida a vácuo (18 x 25 cm), 

resultando em 9 frações. A fração 3 (44.5 g) foi submetida novamente a cromatografia 

líquida a vácuo, obtendo-se 12 frações. A fração 12 apresentou pureza 

cromatográfica (> 95%) avaliada por cromatografia líquida de alta eficiência-DAD e 
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foi então submetida a análise por Ressonância Magnética Nuclear. A identidade do 

composto foi confirmada como o ácido ent-hardwíckiico resultando em 5.9 g de 

composto puro, dentre os quais, 1,7 g foram utilizados para avaliação das atividades 

antinociceptivas e anti-inflamatórias. 

3.4 Delineamento experimental 

Para a avaliação dos efeitos farmacológicos in vivo da OCP e do AH foram 

empregados diferentes protocolos com base nos mecanismos envolvidos na 

fisiopatologia da resposta inflamatória. As doses empregadas para este estudo foram 

de 1, 3 e 10 mg/kg da OCP e do AH, as quais foram estabelecidas com base na 

literatura e em estudos prévios realizados na Universidade de São Paulo – USP 

(ARRUDA et al., 2019; RIBEIRO et al., 2018; SÍMARO et al., 2020). 

3.5 Animais 

Para a realização dos experimentos foram utilizados animais Balb/C machos, 

pesando entre 20±5 g, provenientes do Biotério Central do Campus da Universidade 

de São Paulo, Ribeirão Preto – PCARP-USP. Os animais foram mantidos em caixas 

de polipropileno (49Cx34Lx16A cm, com área total de 1666 cm2, representando 

277,67 cm2 para cada animal), em salas com controle de temperatura (20-24 ºC), 

umidade natural (40-60%) e ciclos controlados (12 h claro/escuro), com oferta de 

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 (COBEA), sendo que 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. 16.1.788.60.8 (Anexo 1). Durante os 

experimentos, os animais foram mantidos em jejum de no máximo 8 h. 

3.6 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 
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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]) foram cultivadas em meio DMEM (Sigma-Aldrich, Merck, Saint Louis, MO, 

USA). 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)  foi 

cultivada em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Merck, Saint Louis, MO, USA) 

(COOPER et al., 2010; WANG et al., 2014). As linhagens utilizadas 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. Os meios foram suplementados com 10% de SFB, 1% de antibiótico 

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

3.7 Ensaios de citotoxicidade in vitro 

3.7.1 Delineamento experimental 

Os experimentos de cultura celular 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 

em parceria com a Dra. Marivane Lemos e com a Profa. Dra. Helen Sheridan na 

School of Pharmacy & Pharmaceutical Sciences, Faculty of Health Sciences, Trinity 

College, Dublin, Irlanda. Avaliaram-se os efeitos toxicológicos da OCP e do AH in 

vitro, sendo investigadas atividades citotóxicas em células não-tumorais (CHO-k1 e 
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L929), bem como na linhagem neoplásica THP-1, visando complementar os 

resultados obtidos na investigação da atividade anti-inflamatória e antinociceptiva. 

3.7.2 Citotoxicidade por fosfatase ácida 

A atividade citotóxica foi determinada pelo ensaio de fostatase ácida (MARTIN; 

CLYNES, 1991). As placas foram lavadas com 100 µL de PBS, sendo posteriormente 

incubadas por 1 h a 37 ºC, 5% de CO2 com 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 e pH 5,5. Após essa incubação, adicionaram-se 50 µL de NaOH 

a 1 M para interromper a reação. A absorbância foi determinada em leitor de 

microplacas a 405 nm. 

A viabilidade celular foi determinada de acordo com a equação a seguir: 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) =  
(𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝐴𝐵𝑆𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜 −  𝑀é𝑑𝑖𝑎𝐴𝐵𝑆𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜

𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
 

 

3.7.3 Citotoxicidade 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 24 h, as células foram 

tratadas com concentrações de 3, 10, 30, 100 e 300 µg/poço para a OCP e de 0,1, 

1,0, 3,0, 10,0, e 30 µM/poço de AH, sendo utilizados como controles positivos 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. Após o 

tempo de incubação, as placas foram avaliadas quanto à viabilidade celular através 

do teste por fosfatase ácida (MARTIN; CLYNES, 1991, 1993). 
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3.7.4 Citotoxicidade 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, 2 µg/mL) na 

concentração de 10 µL/mL de meio (2 µL/poço).  Após 48 h, as células foram tratadas 

com concentrações de 3, 10, 30, 100 e 300 µg/poço para a OCP e de 0,1, 1,0, 3,0, 

10,0, e 30 µM/poço de AH, sendo utilizados como controles positivos 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. Após o tempo de incubação, as 

placas foram avaliadas quanto à viabilidade celular através do teste por fosfatase 

ácida (MARTIN; CLYNES, 1991, 1993). 

3.8 Avaliação da atividade locomotora 

3.8.1 Campo aberto – Open field 

Para verificação dos efeitos da OCP e do AH sobre a atividade motora dos 

animais, foi 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 central (SNC) do animal, causando a ausência de resposta aos estímulos e 

resultando em um falso-positivo para a atividade antinociceptiva. Os animais (n=6) 

foram pré-tratados via intraperitoneal (i.p.) com diazepam 1 mg/kg (controle positivo), 

via oral (v.o.) com o veículo (controle negativo, solução de Cremofor 10%), OCP (10 

mg/kg) e AH (10 mg/kg). Uma hora após os tratamentos (com exceção do diazepam, 

administrado 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 (Figura 5). 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 (HALL; BALLACHEY, 1932).  
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                   Figura 5. Teste do campo aberto (Open-field) 

3.8.2 Rota Rod 

Para verificação dos efeitos da oleorresina de Copaifera pubiflora e do ácido 

ent-hardwíckiico sobre a coordenação motora dos animais foi 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 SNC 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=6) foram pré-

tratados via i.p. com diazepam 1 mg/kg (controle positivo), veículo (v.o.; controle 

negativo, solução de Cremofor 10%), OCP (v.o.; 10 mg/kg) e AH (v.o.; 10 mg/kg). 

Uma hora após os tratamentos (com exceção do diazepam, administrado 30 min 

antes ao experimento), os animais foram submetidos ao teste do Rota Rod. O 

aparelho 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 min, sendo registrado o tempo de permanência (em 

segundos) (Figura 6). 
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     Figura 6. Equipamento Rota Rod 

3.9 Edema de pata induzido por carragenina 

 O edema de pata induzido por carragenina é um modelo experimental de 

inflamação aguda bem conhecido, sendo amplamente utilizado para avaliação da 

atividade anti-inflamatória de diferentes compostos. Para realização deste teste, os 

animais foram pré-tratados 60 min antes do experimento com OCP (v.o.; 1, 3 e 10 

mg/kg), AH (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg) e cremofor 10% (v.o.; veículo). A indometacina 

(v.o.; 10 mg/kg) e a dexametasona (s.c.; 5 mg/kg) foram usados como controles 

positivos. Uma hora após os tratamentos, o edema foi induzido pela injeção i.p. de 20 

μL de carragenina (300 μg/pata). Na pata contralateral foram administradas 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. Para a 

mensuração foi utilizado um pletismômetro 7140 (Ugo Basile) (Figura 7) nos tempos 

1, 2, 4, 6, 12, 24 e 48 h após a injeção de carragenina (SADEGHI et al., 2011). 
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Figura 7. Teste do edema de pata induzido por carragenina. 

3.10 Avaliação da hiperalgesia mecânica através do monofilamento de Von Frey 

Para realização da avaliação da hipernocicepção mecânica foram utilizados os 

animais previamente submetidos ao edema de pata induzido por carragenina. 

Portanto, os 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 por meio de 10 aplicações 

(duração de 1 segundo cada) do filamento de Von Frey 0,6 g (VFH, Stoelting, Chicago, 

USA). Os estímulos foram realizados na superfície plantar da pata traseira direita e, 

também, da pata traseira esquerda do animal, quando necessário, com o objetivo de 

determinar o limiar mecânico basal. Todos os grupos de animais foram submetidos à 

avaliação prévia e novamente reavaliados em diferentes tempos após a injeção de 

carragenina. Deste modo, os animais acondicionados em plataforma de Von Frey 

foram avaliados quanto à hipernocicepção com monofilamento de Von Frey nos 

tempos 1, 2, 4, 6, 12, 24 e 48 h após a injeção de carragenina (Figura 8). 
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Figura 8. Teste de estimulação mecânica na pata de camundongos com o 

monofilamento de Von Frey 0,6g 

3.11 Determinação de interferon-gama (INF-γ), interleucina 1-beta (IL-1β), 

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

α) em sistema multi-spot utilizando a linhagem celular imortalizada THP-1 

Alíquotas de 600 µL/poço da suspensão celular contendo 28 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 (6 µL/poço). Após 48 h, as células foram tratadas 

com a OCP nas concentrações de 30 e 100 µg/poço e AH nas concentrações de 3,0 

e 10,0 µM/poço, os controles positivos com as substâncias celecoxib e indometacina, 

nas concentrações de 10 e 50 µM/poço, e infliximab 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 72 h. O sobrenadante (alíquotas de 60 µL) foi coletado para dosagem 

de interferon-gama (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. 
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3.12 Artrite induzida por zymozan 

A indução da artrite por zymozan foi realizada conforme descrito por Schneider 

et al. (2019), com algumas alterações. Deste modo, 10 μL de suspensão de zymozan 

(30 μg/μL) em solução salina estéril (NaCl a 0,9%; veículo) foram injetados na 

articulação femoral-tibial (intra-articular) de ambos os joelhos de camundongos sob 

anestesia leve com isoflurano (1,5%) 1 h antes dos tratamentos com o veículo, OCP 

(10 mg/kg) e AH (10 mg/kg). 

3.12.1 Determinação da hiperalgesia articular 

A articulação femorotibial foi ultilizada para a determinação da hiperalgesia 

articular conforme destrito por Pinto et al. (2010). Para adaptação ambiental, trinta 

minutos antes do teste, os animais foram colocados em uma sala silenciosa, em 

gaiolas de acrílico (12 × 10 × 17 cm de altura) com um piso de arame. As estimulações 

foram realizadas com os animais quietos, não apresentando movimentos 

exploratórios ou defecação e não apoiados nas patas. Foi utilizado um medidor de 

pressão que consiste em um transfutor de força portátil equipado com uma ponta de 

propileno (4.15 mm2) (IITC Inc., Life Science Instruments, Columbia, MD, USA). Uma 

força perpendicular crescente foi aplicada à  área central da superfície plantar da pata 

traseira para induzir a flexão da articulação femorotibial, seguida pela retirada da pata 

(PINTO et al., 2010). A pressão da força aplicada pela pata foi registrada pelo medidor 

de pressão. O teste foi repetido até que três medições consecutivas consistentes 

(variação <1 g) fossem obtidas. O limiar mecânico é expresso em gramas (g) e a 

hiperalgesia é equiparada a uma redução desse limiar. 

3.12.2 Edema articular 

Após seis horas (h), as espessuras das articulações do joelho foram medidas 

em milímetros (mm) por meio de um paquímetro (Marberg, Brasil). Os resultados 

foram expressos como a média ± EPM da diferença entre o diâmetro antes (basal) e 

após a administração do zymozan (Δmm). 
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3.12.3 Migração de neutrófilos 

Após a medição da formação do edema, os camundongos foram sacrificados 

por deslocamento cervical sob anestesia com isoflurano e, em seguida, a articulação 

do joelho foi aberta e lavada com solução salina contendo EDTA (1 mM). Alíquotas 

das lavagens resultantes foram diluídas em solução Turk. Os leucócitos foram 

contados com o auxílio da câmara de Neubauer e microscópio de luz. A hematoxilina-

eosina foi ultilizada para corar as células, possibilitando a realização da contagem 

diferencial em microscópio de luz.  

3.13 Atividade específica sobre NF-κB em macrófagos RAW-264.7-Luc (Ensaio 

da luciferase)  

Visando investigar o possível efeito da oleorresina de C. pubiflora e do ácido 

ent-hardwíckiico 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) 

(COOPER et al., 2010; WANG et al., 2014). Alíquotas de 500 µL/poço da suspensão 

celular contendo 4 x 105 células/mL foram acondicionadas em placas de 96 poços.  

Após 24 h, as células foram tratadas com oleorresina de C. pubiflora nas 

concentrações de 30 e 100 µg/poço e com o ácido ent-hardwíckiico 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) durante 6 h, à 

37 ºC e 5% de CO2. Após este período, o meio foi removido, lavado com PBS gelado 

e as células foram lisadas com auxílio de êmbolo de seringa de insulina, utilizando 50 

µL de tampão de lise celular TNT (Tris-HCl 10 mM a pH 8,5, EDTA 5 mM, NaCl 200 

mM e Triton a 1%, sendo centrifugadas durante 5 min a 4 °C. Em seguida, 10 µL desta 

solução for aliquotados em placa de 96 poços e adicionados  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). 

Em seguida, foi levado ao luminomêtro para o registro da intensidade luminosa (Victor 

X5, PerkinElmer, Waltham, MA, USA). A atividade da luciferase foi expressa através 

do aumento do fold de luciferase comparado com o controle, correspondente à 
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ativação do NF-κB. No sobrenadante, foi determinada a concentração de TNF-α 

através de ensaio de ELISA. 

3.14 Avaliação da nocicepção espontânea produzida por formalina  

Considerado um modelo de dor associado à lesão tecidual provocada pela 

injeção de formalina (2,5% de formaldeído em solução salina) na pata do 

camundongo, esse teste segue um padrão bifásico constituído por uma fase inicial 

aguda (dor neurogênica) e um período mais prolongado (dor inflamatória) de atividade 

comportamental aumentada, sendo amplamente utilizado para screening das 

atividades analgésica e anti-inflamatória (DUBUISSON; DENNIS, 1977). Para sua 

realização, os animais foram divididos em diferentes grupos (n=6), e pré-tratados 

utilizando a via subcutânea (s.c.) com morfina 5 mg/kg (controle positivo); 

indometacina 10 mg/kg (v.o.; controle positivo); cremofor 10 % (v.o.; controle 

negativo); OCP (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg); e AH (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg). Após 30 min, os 

animais receberam uma injeção intraplantar (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. 

3.15 Teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

O teste consiste no fato de que uma injeção intraperitoneal do ácido acético a 

0,6% provoca uma reação nociceptiva, caracterizado pela contração da musculatura 

abdominal, juntamente com a extensão das patas posteriores (COLLIER et al., 1968; 

KOSTER; ANDERSON; DEBEER, 1959). Para a realização do mesmo, os animais 

foram pré-tratados com indometacina 10 mg/kg (v.o; controle positivo), cremofor 10% 

(v.o.; controle negativo), OCP (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg) e AH (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg). 

Após 30 min, os animais receberam a injeção intraperitoneal (i.p.) de ácido acético a 

0,6% (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 resposta nociceptiva. 
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3.16 Teste de retirada de cauda (Tail-flick) 

Para avaliar o tempo de reação ao calor foi utilizada uma fonte radiante de 

calor que emite somente um ponto a 55 °C (D’ARMOUR, F. SMITH, 1992; 

MANSOURI; NAGHIZADEH; GHORBANZADEH, 2014). Primeiramente, os animais 

foram avaliados para determinar o limiar térmico basal e o tempo de latência à reação 

do calor (Figura 9). 

Esses dados serviram de parâmetro de tempo(s) que cada animal levou para 

retirar a cauda (tempo de latência), o qual foi cronometrado. Os animais foram 

selecionados 24 h antes do experimento e aqueles que apresentaram resposta curta 

e rápida ao estímulo doloroso foram selecionados para o teste. Para a realização do 

mesmo, os animais foram pré-tratados via i.p com morfina 5 mg/kg (controle positivo), 

veículo (v.o.; controle negativo, solução de Cremofor 10%), OCP (v.o.; 1, 3 e 10 

mg/kg) e AH (v.o.; 1, 3 e 10 mg/kg). Além disso, três diferentes grupos foram incluídos 

para investigar os possíveis efeitos antagônicos da OCP e do AH: o primeiro foi 

tratado via i.p. com naloxona (1 mg/kg), administrado em conjunto com AH (v.o.; 10 

mg/kg), o segundo foi tratado com naloxona (i.p.; 1 mg/kg) administrado juntamente 

com a OCP (v.o.; 10 mg/kg) e o terceiro foi tratado com naloxona (i.p.; 1 mg/kg) em 

conjunto com a morfina (s.c.; 5 mg/kg). 

  

 

 

             Figura 9. Teste de retirada de cauda (Tail-Flick). 
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3.17 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). Como pós-teste foi utilizado o Teste de Bonferroni  

Dunett ou Tukey. Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism, 

versão 5.0 ou Origin, versão 9.1, admitindo como significativamente estatístico o p 

<0,05 ou menor. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Determinação estrutural do ácido ent-hardwíckiico 

As análises dos espectros de RMN 1H e 13C permitiram identificar o metabólito 

da classe dos clerodanos, conhecido como ácido ent-hardwíckiico (ácido ent-15,16-

epóxi-3,13(16),14-clerodatrieno-18-óico), (Figura 10).  

 

Figura 10. Estrutura química do metabólito ácido ent-hardwíckiico 

 

O espectro de RMN 1H desta substância (Apêndice 1) apresentou diversos 

sinais na região compreendida entre δ 0,6 e 2,6, característicos dos hidrogênios 

metílicos, metilênicos e metínicos, presentes na maioria dos diterpenos. Os 

hidrogênios relativos ao anel furânico presentes na estrutura desse diterpeno (H-14, 

H-15 e H-16) foram atribuídos respectivamente aos sinais em δ 6,26 (1H, m), δ 7,35 

(1H, t, J14-15 = J15-16 = 1,6 Hz) e δ 7,20 (1H, s(l)). É possível também observar um dd 

(1H, J2a-3 = 4,0; J2b-3 = 2,8), em δ 6,86, que foi atribuído ao hidrogênio olefínico H-3. 

Finalmente, os hidrogênios metílicos H-17, H-19 e H-20 foram atribuídos aos sinais 

em δ 0,83 (3H, d, J8-17 = 6,4), δ 1,26 (3H, s) e δ 0,76 (3H, s), respectivamente.  

Em relação ao espectro de RMN 13C (Apêndice 2) destacam-se os sinais 

relativos aos carbonos pertencentes ao anel furânico (C-13, C-14, C-15 e C-16), os 

quais aparecem em δ 125,6, 111,0, 142,7 e 140,3, respectivamente. Destacam-se 

ainda os sinais em δ 138,4 e 141,5 atribuídos aos carbonos olefínicos C-3 e C-4 e o 

carbono carbonílico C-18 em δ 172,9.  
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Todos os dados espectroscópicos de RMN 1H e 13C obtidos foram comparados 

aos dados da literatura  (MCCHESNEY; CLARK; SILVEIRA, 1991; PINTO et al., 2000) 

e encontram-se dispostos nas Tabelas 1 e 2. 

 

Tabela 1. Dados de RMN 1H do AH (400 MHz, CDCl3, multiplicidade, J em Hz) 

            1H                                             McChesney et al., 1991                           AH 

          3                                                    6,90 t (J = 3,0)        6,86 dd (J 2a-3 = 4,0; J2b-3 = 2,8) 

          14                                                      6,25 m 6,26 m 

          15                                                       7,37 m          7,35 t (J14-15 = 1,6; J15-16 = 1,6) 

          16                                                       7,23 s (l)                                                                                  7,20 s (l) 

          17                                                    0,85 d (J = 6,0)              0,83 d (J8-17 = 6,4) 

          19                                                        1,27 s                    1,26 s 

          20                                                        0,80 s        0,76 s 
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Tabela 2. Dados de RMN 13C do AH (100 MHz, CDCl3) 

            13C                                             McChesney et al ., 1991                           AH 

          1                                                       17,5                            17,4 

          2                                                       27,3                         27,5 

          3                                                       136,8                            138,4 

          4                                                        142,5                                                                                        141,5 

          5                                                         37,3                              37,6 

          6                                                         35,9                              35,8 

          7                                                         27,1                              27,3 

          8                                                         36,3                               36,2 

          9                                                         38,8                              38,8 

         10                                                        46,6                              46,6 

         11                                                        38,6                               38,6 

         12                                                        18,6                               18,3 

         13                                                        125,6                              125,6 

         14                                                        111,0                              111,0 

         15                                                        142,7                              142,7 

         16                                                        138,4                              140,3 

         17                                                          15,9                               16,0 

         18                                                         167,9                              172,9 

         19                                                          20,7                                20,5 

         20                                                          18,2                                18,2 
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4.2 Avaliação do potencial citotóxico da oleorresina de Copaifera pubiflora e do 

ácido ent-hardwíckiico 

Os resultados obtidos após a realização do teste de fosfatase ácida 

demonstraram que a citotoxicidade da OCP (IC50 = 121,27 – 378,19 µg/mL) e do AH 

(IC50 = 45,01 – 653,56 µM) nas três linhagens testadas foi significantemente menor 

do que a do paclitaxel (IC50 = 0,082 – 0,112 µM) e da camptotecina (IC50 = 0,124 – 

0,518 µM) (Tabela 3). 

O potencial citotóxico de diferentes oleorresinas de copaíba foi avaliado em 

diversos estudos. De modo geral, os melhores resultados de citotoxicidade vieram de 

constituintes sesquiterpênicos (FURTADO et al., 2018; PFEIFER BARBOSA et al., 

2019). A avaliação da citotoxicidade dos diterpenoides geralmente resulta em efeitos 

citotóxicos fracos a moderados e não seletivos. Estudos realizados por Pfeifer 

Barbosa et al. (2019) mostraram que os diterpenos ácido ent-poliáltico (isômero do 

ácido ent-hardwíckiico), ácido ent-agático, ácido ent-caurenóico, ácido colavenico e o 

ácido (13E)-labda-7,13-dien-15-óico, isolados da oleorresina de Copaifera reticulata, 

não apresentaram citotoxicidade nas linhagens celulares tumorais HEP-G2, HT-29, 

A-375, HCT-116, A-549, MDA-MB-231, e HaCaT. Cavalcanti et al. (2006) relataram 

que o ácido ent-caurenóico apresentou citotoxicidade relacionada a danos 

inespecíficos à membrana, interagindo com o DNA em fibroblastos de hamster 

(células V79). Posteriormente, o mesmo autor relatou que o composto possui 

potencial terapêutico reduzido devido à sua toxicidade não seletiva (CAVALCANTI et 

al., 2006). Carneiro et al. (2020) avaliaram 14 terpenoides não voláteis, incluindo o 

ácido ent-hardwíckiico. Tais diterpenos foram isolados de três oleorresinas de 

espécies de copaifera (C. multijuga, C. pubiflora e C. trapezifolia). Os resultados 

demonstraram que nenhum nos diterpenos testados apresentou alta citotoxicidade 

contra quatro linhagens de células tumorais (A559, ACP01, HeLa e MCF-7). A única 

exceção foi o ácido ent-labda-5,13-dien-15-óico, que exibiu efeito citotóxico relevante 

contra a maioria das linhagens testadas (CARNEIRO et al., 2020). Além disso, o ácido 

diterpênico AH não apresentou citotoxicidade contra seis diferentes linhagens 

celulares tumorais em estudo realizado por Vargas et al. (2015). Por outro lado, 

Carneiro et al. (2020) mostraram que a oleorresina de Copaifera pubiflora exibiu 

valores de IC50 promissores contra células de adenocarcinoma de mama (MCF-7), 

mas não foi citotóxico contra a linhagem tumoral A549.  
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A presença de compostos sesquiterpênicos na oleorresina pode justificar 

essas atividades, por desempenhar um papel importante na citotoxicidade das 

oleorresinas de Copaifera. Em nosso estudo, nenhum potencial citotóxico foi 

encontrado para o OCP, mas é importante observar que diferentes linhagens 

celulares podem gerar diferentes resultados de citotoxicidade, conforme relatado 

anteriormente. Portanto, a avaliação citotóxica em diferentes linhagens celulares é 

necessária para expandir o banco de dados e investigar a possível seletividade a uma 

linhagem celular específica. 

Tabela 3. Citotoxicidade da oleorresina de Copaifera pubiflora e do ácido ent-

hardwíckiico nas linhagens celulares L929, CHO-k1 e THP-1. 

 

Linhagens 

celulares 

OCP 
(µg/mL) 

AH 
(µM) 

Paclitaxel 
(µM) 

Camptotecina 
(µM) 

Celecoxibe 
(µM) 

Indometacina 
(µM) 

L929 154,34±6,17 653,56±58,64 0,082±0,019 0,124±0,036 0,311±0,041 0,082±0,013 

CHO-k1 378,19±45,87 167,33±28,17 0,135±0,092 0,192±0,0121 0,614±0,024 0,536±0,051 

THP-1 121,27±9,92 45,01±9,80 0,112±0,013 0,518±0,0351 0,043±0,014 0,037±0,015 

 

4.3 Avaliação da atividade locomotora 

Dois modelos animais foram escolhidos para verificar se a OCP e o AH 

promovem depressão do sistema nervoso central, resultando em efeitos na 

coordenação neuromuscular. Essa avaliação evita resultados falso-positivos nas 

avaliações anti-inflamatória e antinocieptiva. Outrossim, os testes do campo aberto 

(open-field) e Rota Rod fornecem uma primeira estimativa rápida e direta da 

ocorrência de depressão no sistema nervoso central. 

O tratamento subcutâneo com diazepam (1 mg/kg) afetou a atividade 

locomotora dos animais após 30 min. Em contraste, a OCP e o AH (10 mg/kg) não 

afetaram a capacidade locomotora dos animais, como apresentado na Figura 11 (A 

e B). No teste do Rota Rod, os animais tratados com OCP e AH não apresentaram 

alterações significativas na coordenação motora (Figura 11, C).  

Portanto, a partir dos resultados obtidos no teste ao campo aberto e Rota Rod, 

foi possível sugerir que a OCP e o AH não possuem efeitos depressores ou 
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estimulantes do sistema nervoso central, caracterizados por uma diminuição ou 

aumento da locomoção espontânea. 
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Figura 11. Efeitos da administração de diazepam (1 mg / kg), oleorresina de 

Copaifera pubiflora (10 mg/kg) e ácido ent-hardwíckiico (10 mg/kg) sobre a atividade 

locomotora dos animais nos testes campo aberto (A e B) e Rota Rod (C). Os dados 

representam a média ± E.P.M. (n = 6). Diferença significativa em relação ao grupo 

controle, ANOVA, teste a posteriori de Dunnett (* p <0,01 e *** p <0,001). 

4.4 Edema de pata induzido por carragenina 

Inicialmente, investigamos os efeitos do AH e da OCP sobre a inflamação e 

hiperalgesia inflamatória ultilizando o modelo clássico de inflamação induzida por 

administração intraplantar de carragenina.  

A carragenina é um polissacarídeo sulfatado proveniente de algas marinhas. A 

inflamação induzida pela carragenina pode ser usada para avaliar a produção de 

mediadores inflamatórios em locais de inflamação, as propriedades anti-inflamatórias 

de agentes como anti-inflamatórios não esteróides (AINEs) e a eficácia de compostos 
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analgésicos  para reverter a hipersensibilidade (LI et al., 2011). Ademais, a indução 

da inflamação pela injeção de carragenina é geralmente caracterizada por um 

acúmulo de exsudato e intensa migração de células inflamatórias com o consequente 

desenvolvimento de hiperalgesia e edema (POSADAS et al., 2004). 

Neste modelo experimental, o tratamento oral dos animais com a OCP nas 

doses de 1, 3 e 10 mg/kg causou inibições máximas de 67 ± 6%, 74 ± 4% (p <0,05) e 

76 ± 6% (p <0,01). A dose de AH de 1 mg/kg foi a menos eficaz, causando inibição 

de 46 ± 4%. As doses de 3 e 10 mg/kg causaram inibições máximas de 52 ± 6% e 58 

± 8% respectivamente (p <0,05). A indometacina (10 mg / kg) e a dexametasona (5 

mg/kg), usadas como controles positivos, também inibiram significativamente a 

resposta edematogênica com inibição de 77 ± 3% e 86 ± 8%, respectivamente (p 

<0,01) (Figura 12, A e B). 

Estes resultados sugerem que os efeitos da OCP e do AH ocorram sobre a 

redução de mediadores pró-inflamatórios, que favorecem a gênese e a manutenção 

do edema. Nesse sentido, faz-se imperativo ressaltar que as ações de tais 

mediadores são dependentes da presença de neutrófilos (KOLACZKOWSKA; 

KUBES, 2013). Estudos demonstraram por meio de análise histológica que a injeção 

intraplantar de carragenina promove a infiltração de neutrófilos no tecido subcutâneo 

da pata do animal (SOKOLOVA et al., 2016; VINEGAR; TRUAX; SELPH, 1973).   

As oleorresinas de C. reticulata e C. multijuga também inibiram o edema 

quando avaliadas nesse mesmo teste (CASTRO GHIZONI et al., 2017; PINHEIRO et 

al., 2017). Além disso, é importante destacar que estudos realizados por VEIGA et al. 

(2007) demonstraram que as oleorresinas de Copaifera cearensis e Copaifera 

multijuga inibiram a produção de NO, que possui um importante papel regulatório no 

estágio agudo da inflamação, promovendo uma potente ação vasodilatadora 

auxiliando no aumento da permeabilidade vascular e, consequentemente, na 

chegada das células ao local da lesão (VEIGA et al., 2007; ZHAN et al., 2016). A 

oleorresina de Copaifera reticulata também foi capaz de promover redução nos níveis 

de NO (SENEDESE et al., 2013). 

Os resultados obtidos nos estudos citados, associados aos resultados obtidos 

para OCP e para o AH no teste de edema de pata induzido por carragenina, 

contribuem para a sugestão de que a oleorresina de C. pubiflora pode agir reduzindo 

a ação dos mediadores envolvidos no processo inflamatório, uma vez que estudos 

realizados relatam também que a resposta celular induzida pela carragenina envolve 
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a participação de importantes mediadores pró-inflamatórios como prostaglandina E2 

(PGE2), TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6, bem como o aumento da expressão das moléculas 

de adesão ICAM-1 e p-selectina. Outrossim, a inibição desses mediadores podem 

estar resultando na redução da migração dos neutrófilos e consequente formação do 

edema (DALMARCO; MEDEIROS; FRÖDE, 2008; SOKOLOVA et al., 2016; 

VAZQUEZ et al., 2015).  
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Figura 12. Efeitos anti-inflamatórios da OCP administrada por via oral (1, 3 e 

10 mg/kg) (A), e do AH (1, 3 e 10 mg/kg) (B) no edema de pata induzido por 

carragenina em camundongos. Os dados representam a média ± E.P.M. (n = 6) 

quando comparado com o controle. 
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4.5 Avaliação da hiperalgesia mecânica através do monofilamento de Von Frey 

Os experimentos baseados em testes mecânicos permitem a avaliação do 

aumento da sensibilidade do nociceptor a estímulos inócuos (alodinia) ou nocivos 

(hiperalgesia). Porém, além do estímulo de nociceptores de fibras Aδ e nociceptores 

de fibras C, também podem ser ativados mecanorreceptores, resultando em 

estímulos inespecíficos que nem sempre refletem a neurofisiologia da nocicepção. 

Particularmente, o teste de von Frey é usado para avaliar, por meio do estímulo 

mecânico inócuo e crescente (alodinia mecânica), a sensibilidade tecidual (CHAPON 

et al., 2019; COUTAUX et al., 2005; VERGNOLLE et al., 2001; VON FREY, 1896). 

Desse modo, para avaliar a hipernocicepção mecânica, os animais 

previamente submetidos ao teste de edema de pata induzido por carragenina foram 

avaliados quanto a hiperalgesia.  

O pré-tratamento com a OCP e com o AH (1, 3 e 10 mg/kg) diminuiu a 

intensidade da hipernocicepção inflamatória mecânica na hiperalgesia induzida por 

carragenina.  Nas doses de  1 e 3 mg/kg, a OCP causou inibições máximas de 59 ± 

9% e  65 ± 6% (p <0,05). A dose de 10 mg/kg foi a mais eficaz, registrando inibição 

de 76 ± 3% (p <0,01). O AH (1, 3 e 10 mg/kg) também registrou altas inibições (67 ± 

12%, 69 ± 6% e 74 ± 2% respectivamente, p <0,05) em comparação com os controles 

indometacina e dexametasona 77 ± 11% (p <0,05) e 80 ± 2% (p <0,01), 

respectivamente  (Figura 13, A e B). A área sob a curva (AUC) calculada até 4 h após 

a injeção de carragenina mostrou que o AH (3 mg/kg e 10 mg/kg) e a OCP (3 mg/kg 

e 10 mg/kg) inibiram significativamente a hipernocicepção no animais testados (p 

<0,05) (Figura 13, C). 

Como descrito anteriormente, na hiperalgesia inflamatória, ocorre a 

sensibilização de neurônios nociceptores aferentes primários por mediadores 

inflamatórios, culminando na dimunuição do limiar noiceptivo e ocorrencia de 

episódios de dor.  

Estudos anteriores demonstraram que a oleorresina de Copaifera pubiflora 

inibiu significativamente a hiperalgesia induzida por carragenina (SÍMARO et al., 

2020). Além disso, a oleorresina de Copaifera officinalis também apresentou efeito 

anti-alodínico (DALENOGARE et al., 2019). 

Portanto, os resultados observados corroboram com os efeitos vistos 

anteriormente no teste de edema de pata induzido por carragenina, uma vez que a 
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maioria dos mediadores envolvidos na formação do edema induzido por carragenina 

em camundongos, como bradicinina, fator de necrose tumoral-α (TNF-α), 

prostaglandinas e IL-1β, também contribuem para a estimulação e sensibilização de 

nociceptores aumentando a excitabilidade de neurônios aferentes primários (KHALIL 

et al., 2018; ROECKEL et al., 2016). 
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Figura 13. Efeitos da administração oral de indometacina (10 mg/kg), 

dexametasona (0,5 mg/kg), OCP (1, 3 e 10 mg / kg) (A) e AH (1, 3 e 10 mg / kg) (B) 

na hiperalgesia mecânica induzida por injeção de carragenina (300 μg, 20 μL/pata) 

em camundongos. (C) Área sob a curva calculada 4 h após a indução com 

carragenina. Os dados representam a média ± E.P.M. (n = 6). Diferença significativa 

em relação ao grupo controle, ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni (*p<0,05 e 

**p<0,01). 
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4.6 Efeitos da OCP e do AH sobre a concentração de interferon-gama (INF-γ), 

interleucina 1-beta (IL-1β), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α), e em sistema multi-spot em células THP-1 

Multi-spot ou multi-array é uma tecnologia que utiliza a técnica de 

eletroquimioluminescência acoplada a microchips, que permite a execução de 

diversas análises biológicas em um curto intervalo de tempo. Existem chips que são 

inseridos nos poços das placas, permitindo análises multipontuais de vários analitos, 

tais como biomarcadores e citocinas, em uma única amostra, e com uma única 

plataforma de dados. Este sistema utiliza volumes de amostra extremamente baixos 

(10 a 20 µL), com grande sensibilidade, precisão e exatidão (pg/mL).  

Outrossim, esta técnica foi utilizada para mensurar os níveis de INF-γ, IL-1β, 

IL-6, IL-10 e TNF-α, usando a linhagem celular imortalizada THP-1 para aferir se a 

OCP e o AH estão interferindo na produção de mediadores pró-inflamatórios. 

A IL-1β é conhecida por ser uma importante citocina pro-inflamatória, tendo 

papel crucial na gênese do processo inflamatório. Essa citocina tem como função 

regular a resposta de fase aguda mediante a um dano tecidual, seja por agentes 

infecciosos ou não infecciosos.  

Foi possivel observar que os níveis de IL-1β foram diminuídos com o 

tratamento da OCP e do AH (p<0,001) (Figura 14). Esse resultado é importante, uma 

vez que a IL-1β participa de processos chaves na regulação do processo inflamatório 

como  recrutamento de células inflamatórias, expressão de moléculas de adesão nas 

células endoteliais, liberação de quimiocinas e produção de prostanóides (GABAY; 

LAMACCHIA; PALMER, 2010). A diminuição da IL-1β também é interessante em 

doenças autoinflamatórias hereditárias como hiperalgesia, diabetes tipo 2 e mieloma, 

uma vez que participa ativamente da patogênese de tais doenças (DINARELLO, 

2018; GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010). 
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Figura 14. Gráfico do efeito da oleorresina de Copaifera pubiflora, na 

concentração de 30 e 100 µg/mL, ácido ent-hardwíckiico, nas concentrações de 10 e 

30 µM e os controles celecoxibe e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, 

e infliximabe, nas concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de IL-1β (pg/mL por 

ug/mL de proteínas totais) na linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) 

determinadas pelo método de multi-spot. Cada barra representa a média com E.P.M. 

Diferença significativa em relação ao grupo controle (**p<0,01 e ***p<0,001), ao grupo 

controle do solvente (DMSO 2%) ($p<0,05) e grupo LPS (&p<0,05, &&p<0,01 e 

&&&p<0,001). Dados normalizados pela transformação de Box-Cox, ANOVA, teste a 

posteriori de Bonferroni. 

 

O INF-γ, por sua vez, aumenta a sinalização pró-inflamatória ao ativar 

macrófagos, que induzem a produção de óxido nítrico (NO), além de participar do 

processo de regulação da diferenciação das células dendríticas afim de intesificar o 

processo inflamatório (KOPITAR-JERALA, 2017).  

Os resultados apresentados demonstraram que a OCP e o AH promoveram 

redução na produção desta citocina nos períodos avaliados (24 e 72 h) (p<0,01 e 

p<0,001 respectivamente) (Figura 15). Tal inibição se mostra significativa quando é 
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realizada a comparação de seus dados com aqueles obtidos pelos controles 

celecoxibe, indometacina e inflimixabe.  

A espécie Copaifera officinalis também apresentou efeito imunomodulador 

sobre os mediadores inflamatórios H2O2, NO, IFN-γ, TNF-α e IL-17. Além disso, 

estudos recentes mostraram que o AH pode inibir a síntese de NO, podendo ter 

relação com a inibição do INF-γ  e da IL-1-β, já que ambos são importantes 

reguladores da produção de NO (DE S. VARGAS et al., 2015; GELMINI et al., 2013; 

KOPITAR-JERALA, 2017; MÜLLER et al., 2017). 
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Figura 15. Gráfico do efeito da oleorresina de Copaifera pubiflora, na 

concentração de 30 e 100 µg/mL, ácido ent-hardwíckiico, nas concentrações de 10 e 

30 µM e os controles celecoxibe e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, 

e infliximabe, nas concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de INF- γ (pg/mL por 

ug/mL de proteínas totais) na linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) 

determinadas pelo método de multi-spot. Cada barra representa a média com E.P.M. 

Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05 e **p<0,01), ao grupo 

controle do solvente (DMSO 2%) ($p<0,05 e $$p<0,01) e grupo LPS (&p<0,05, 

&&p<0,01 e &&&p<0,001). Dados normalizados pela transformação de Box-Cox, 

ANOVA, teste a posteriori de Bonferroni. 

 

Juntamente com a IL-1β e o TNFα, a IL-6 auxilia na produção das quimiocinas, 

as quais auxiliam na migração dos neutrófilos na fase inicial da inflamação. A IL-6 

posteriormente irá promover uma mudança de recrutamento. Se primeiramente as 

células atraídas eram neutrófilos, em um segundo momento, mediante o 

processamento proteolítico do IL6R ocorre a redução da atração dos neutrófilos e 

aumento da atração de monócitos. Esse recrutamento é auxiliado por um estimulo na 

produção de quimiocinas atraentes de monócitos (CCL8, CCL2, CXCL5 e CXCL6) 

(KAPLANSKI et al., 2003; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). Além disso, 
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moléculas de adesão celular como ICAM-1, VCAM-1 e CD62E (E-selectina) nas 

células endoteliais, bem como L-selectina (CD62L) nos linfócitos são reguladas 

positivamente pela trans-sinalização de IL-6, aumentando assim a transmigração de 

leucócitos (CHAPMAN; TUCKETT; SONG, 2008; KAPLANSKI et al., 2003). 

No presente estudo, a  OCP e o AH inibiram de maneira significante (p<0,001) 

os níveis de IL-6. Ademais, Vargas et al. (2015) demonstraram que o AH e o ácido 

copálico, ambos presentes na OCP, foram capazes de inibir a produção de NO e IL-

6 (Figura 16). 

Portanto, o estudo de possíveis bloqueadores da produção da IL-6 é de grande 

interesse, uma vez que a redução dessa interleucina resulta na atenuação dos efeitos 

pro-inflamatórios importantes para a manutenção do processo inflamatório.  
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Figura 16. Gráfico do efeito da oleorresina de Copaifera pubiflora, na 

concentração de 30 e 100 µg/mL, ácido ent-hardwíckiico, nas concentrações de 10 e 

30 µM e os controles celecoxibe e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, 

e infliximabe, nas concentrações de 10 e e 50 nM sobre os níveis de IL-6 (pg/mL por 

ug/mL de proteínas totais) na linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) 

determinadas pelo método de multi-spot. Cada barra representa a média com E.P.M. 

Diferença significativa em relação ao grupo controle (**p<0,01 e ***p<0,001), ao grupo 

controle do solvente (DMSO 2%) ($$p<0,01 e $$$p<0,001) e grupo LPS 

(&&&p<0,001). Dados normalizados pela transformação de Box-Cox, ANOVA, teste 

a posteriori de Bonferroni. 

 

Os receptores do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) podem ser expressos 

em várias células e tecidos. Dentre seus efeitos pró-inflamatórios destacam-se 

aqueles exercidos no endotélio vascular, que facilitam a adesão e transmigração 

leucocitária. Deste modo o TNF-α promove a expressão das moléculas de adesão, 

incluindo a E-selectina, molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1) e a molécula de 

adesão intercelular vascular (VCAM-1). Além disso, o TNF-α é um potente indutor de 
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IL-6, IL-1, IL-18 e GM-CSF (BRADLEY, 2008; PAGE; BESTER; PRETORIUS, 2018; 

SEDGER; MCDERMOTT, 2014). 

Tanto a OCP quanto o AH inibiram a liberação de TNF-α (p<0,001) (Figura 

17). Os dados encontrados são consistentes com aqueles registrados por Gelmini et 

al. (2013), no qual uma fração purificada de Copaifera langsdorffi contendo diterpenos 

e sesquiterpenos foi capaz de inibir as citocinas IL-6, IL-1β e TNF-α na linhagem THP-

1.  
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Figura 17. Gráfico do efeito da oleorresina de Copaifera pubiflora, na 

concentração de 30 e 100 µg/mL, ácido ent-hardwíckiico, nas concentrações de 10 e 

30 µM e os controles celecoxibe e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, 

e infliximabe, nas concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de TNF-α (pg/mL por 

µg/mL de proteínas totais) na linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) 

determinadas pelo método de multi-spot. Cada barra representa a média com E.P.M. 

Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05 e ***p<0,001), ao grupo 

controle do solvente (DMSO 2%) ($p<0,05 e $$$p<0,001) e grupo LPS (&&p<0,01 e 

&&&p<0,001). Dados normalizados pela transformação de Box-Cox, ANOVA, teste a 

posteriori de Bonferroni. 
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A IL-10, ao contrário dos outros mediadores, é uma citocina anti-inflamatória, 

e suas principais atividades parecem ser exercidas por macrófagos (M2) e células 

dendríticas. A IL-10 inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias nessas células, 

como IL-1, IL-6, IL-12 e fator de necrose tumoral (TNF-α).  Portanto, diferentemente 

dos demais, a inibição dessa citocina não contribui para a diminuição do processo 

inflamatório, uma vez que a IL-10 participa ativamente do processo de resolução do 

processo inflamatório com grande atividade imunossupressora, auxiliando ativamente 

a diminuição de mediadores que participam da fase aguda da inflamação  (CAO et 

al., 2008; O’GARRA et al., 2008; SARAIVA; O’GARRA, 2010). 

Nesse sentido, os tratamentos com OCP e AH diminuíram os níveis de IL-10 

(Figura 18), curiosamente, as oleorresinas de C. reticulata, C. dukey e C. multijuga 

também exerceram uma ação inibitória significativa na produção de IL-10 (SANTIAGO 

et al., 2015).  

Embora esses dados sejam preliminares e outros mecanismos efetores devam 

ser investigados, os resultados obtidos indicam que a oleorresina de C. pubiflora e o 

ácido ent-hardwíckiico podem estar atuando nas vias do NF-κB, uma vez que o NF- 

κB tem importante papel na regulação dos níveis de IL-10, conforme descrito por 

vários pesquisadores (BANERJEE et al., 2006; CAO et al., 2008; CHAKRABARTI et 

al., 2008; VANDEUSEN et al., 2006). 
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 Figura 18. Gráfico do efeito da oleorresina de Copaifera pubiflora, na 

concentração de 30 e 100 µg/mL, ácido ent-hardwíckiico, nas concentrações de 10 e 

30 µM e os controles celecoxibe e indometacina, nas concentrações de 10 e 50 µM, 

e infliximabe, nas concentrações de 10 e 50 nM sobre os níveis de IL-10 (pg/mL por 

ug/mL de proteínas totais) na linhagem celular THP-1 estimuladas por LPS (1 µg/mL) 

determinadas pelo método de multi-spot. Cada barra representa a média com E.P.M. 

Diferença significativa em relação ao grupo controle (*p<0,05 e ***p<0,001), ao grupo 

controle do solvente (DMSO 2%) ($$p<0,01) e grupo LPS (&p<0,05 e &&p<0,01). Dados 

normalizados pela transformação de Box-Cox, ANOVA, teste a posteriori de 

Bonferroni. 

4.7 Artrite induzida por zymozan 

Conforme citado anteriormente, com exceção da IL-10, os mediadores 

analisados têm papel essencial na ativação e recrutamento das células para o local 

da lesão, desencadeando a resposta inflamatória aguda. A redução dos níveis dessas 

citocinas pode resultar na redução da migração celular. Portanto, para averiguar essa 

hipótese, a artrite induzida por zimosan foi realizada para compreender os 

mecanismos de inflamação envolvidos. 
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O AH e o OCP diminuíram o edema articular e o limiar mecânico durante a 

artrite experimental (p <0,05) (Figura 19, A e D), corroborando com os resultados 

encontrados nos testes de edema de pata e hiperalgesia induzidos por carragenina. 

Esses resultados reforçam a sugestão de que o OCP e o AH podem promover 

mecanismos anti-inflamatórios levando a redução da hipernocicepção. Ademais, os 

dados apresentados demonstram que AH e OCP foram capazes de diminuir o total 

de leucócitos nas articulações de camundongos com artrite induzida (p <0,05) (Figura 

19, B). Além disso, ambas as amostras também diminuíram o número de neutrófilos 

nas articulações de camundongos com artrite (p <0,05) (Figura 19, C). Estudos 

prévios demonstraram que as  oleorresinas de C. cearensis, C. reticulata e C. 

multijuga inibiram o acúmulo de leucócitos e neutrófilos totais na pleurisia induzida 

por zymosan. É importante mencionar que o AH é um dos principais metabólitos da 

C. Cearensis (VEIGA et al., 2007). Esses resultados reforçam a hipótese que a OCP 

e o AH promovam a inibição de mediadores pro-inflamatórios que controlam etapas 

cruciais na fase aguda da inflamação, como a migração celular. 
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Figura 19. Efeitos anti-inflamatórios in vivo do AH e da OCP. (A) Efeitos do AH 

e OCP sobre o edema das articulações. (B) Efeitos do tratamento com OCP e AH no 

número total de leucócitos na articulação de camundongos com artrite. (C) Número 

total de neutrófilos na articulação de camundongos artríticos após o tratamento com 

AH e OCP. (D) Efeitos do AH e OCP no limiar mecânico durante a artrite experimental. 

* p <0,05 comparado ao controle; # p <0,05 em comparação com zymosan (one-way 

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). 

4.8 Atividade específica sobre NF-κB em macrófagos RAW-264.7-Luc (Ensaio da 

luciferase) 

Para investigar os mecanismos intracelulares pelo qual a OCP e o AH reduzem 

a liberação de citocinas pró-inflamatórias foram utilizados macrófagos RAW 264.7. 

Macrófagos RAW 264.7 são derivados de leucemia de Abelson induzida por vírus em 

camundongos Balb/C, sendo amplamente utilizada em estudos in vitro para a 

investigação de atividades anti-inflamatórias. Estas células foram geneticamente 

modificadas com uma integração estável de um gene repórter de NF-κB, que resulta 

na liberação de luciferase. A concentração de luciferase é proporcional a quantidade 
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de NF-κB no sobrenadante e interior de células expostas a estímulos, tais como 

lipopolissacarídeo (LPS) ou peptídeoglicano (PGN) (LICHTMAN et al., 1998). 

Como dito anteriormente, a ativação do NF-κB envolve duas vias de 

sinalização principais, as vias canônicas e não canônicas (ou alternativas). A via 

canônica do NF-κB é estimulada por citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-1β, 

e está envolvida em quase todos os aspectos das respostas imunes. Por outro lado, 

a via NF-κB não canônica parece cooperar com a via NF-κB canônica para regular as 

funções específicas do sistema imune adaptativo (LIU et al., 2017). 

Na resposta pró-inflamatória, o NF-κB é um fator de transcrição crucial dos 

macrófagos M1. É necessário para a expressão de moléculas de adesão, como E-

selectina, VCAM-1, ICAM-1 e para a indução de apoptose em alguns tipos de células, 

síntese de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL- 1β, IL-6 e IL-8, IL-12p40 e 

ciclooxigenase-2 (HAYDEN; GHOSH, 2011). 

No ensaio da luciferase, tanto o AH quanto a OCP reduziram significativamente 

a atividade da luciferase (p <0,05 e <0,001, respectivamente), o que indica uma 

diminuição na atividade do NF-κB (Figura 20, A e C). Nesse mesmo ensaio a 

concentração de TNF-α também foi determinada, através da qual, foi possível 

observar que o AH  e a OCP promoveram inibição significativa em seus níveis (p 

<0,05 ) (Figura 20, B e D). 

Em relação ao processo inflamatório, esses resultados são de grande 

relevância, uma vez que o NF-κB é um fator de transcrição crucial de mediadores pró-

inflamatórios.  Além disso, estudos evidenciaram o potencial dos diterpenoides como 

agentes anti-inflamatórios devido à sua capacidade de inibir o NF-κB (DE LAS 

HERAS; HORTELANO, 2009). 

Os resultados obtidos nessa avaliação são condizentes com os resultados 

obtidos através da análise em sistema multi-spot, onde foi possível aferir que a OCP 

e o AH inibiram as citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6 e INF-γ. Outrossim, é possível associar 

tal resultado com a inibição ao NF-κB, uma vez que a ativação da via do NF-kB conduz 

a iniciação da resposta imune pela produção de citocinas inflamatórias. Assim, é 

provável que a OCP e o AH interfiram nos processos de sua ativação, impedindo a 

transcrição de genes que resultam em várias proteínas com atividade pro-

inflamatória.  
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Figura 20. Efeito do tratamento com AH na concentração de 30 μM (A e B) e 

OCP na concentração de 60 µg/mL (C e D) no teste de atividade específica em NF-

κB em macrófagos RAW-264.7-Luc induzidos por LPS 1 µg/mL (ensaio de luciferase) 

e níveis de TNF-α. Cada barra representa a média com E.P.M. * p <0,05, ** e *** p 

<0,001 comparado ao controle (médio); # p <0,05 e ## p <0,01 em comparação com 

DMSO. 

4.9 Avaliação da nocicepção espontânea produzida por formalina 

A nocicepção espontânea produzida por formalina consiste na injeção 

intraplantar (i.pl) da formalina, que causa a estimulação de nociceptores, induzindo o 

animal a comportamentos típicos como lamber e/ou morder a pata na qual a formalina 

foi injetada (DUBUISSON; DENNIS, 1977; HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985). 

Esse teste é composto de duas fases de nocicepção. A primeira é de origem 

neurogênica e é observada imediatamente após a injeção de formalina, durando 
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cerca de 5 min. Nessa fase ocorre a estimulação química direta dos nociceptores das 

fibras sensoriais aferentes, principalmente as do tipo C, devido à ação de mediadores, 

como por exemplo, o glutamato e a substância P (HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 

1985). A segunda fase é de origem inflamatória, que se inicia 15 min após a 

administração da formalina e termina em 30 min. A segunda fase resulta da reação 

inflamatória nos tecidos periféricos que ocorre através da liberação de mediadores 

pró-inflamatórios como interleucinas, bradicinina, prostaglandinas, dentre outros (HU 

et al., 2018; VANEGAS; SCHAIBLE, 2001). 

Nas duas fases do teste da formalina, a OCP e o AH reduziram 

significativamente o comportamento nociceptivo. As doses de 1, 3 e 10 mg/kg da OCP 

produziram inibição da dor neurogênica induzida por formalina (75 ± 2%, 80 ± 3% e 

87 ± 1%, respectivamente, p <0,001). O AH (1, 3 e 10 mg/kg ) inibiu 66 ± 6%, 71 ± 

5% e 72 ± 4%, respectivamente, p <0,001 (Figura 21, A). Na segunda fase, a OCP 

(1, 3 e 10 mg/kg) causou inibições máximas de 81 ± 4%, 82 ± 4% e 87 ± 1% 

respectivamente, p <0,001. O AH (1, 3 e 10 mg / kg) apresentou inibições de 73 ± 6%, 

77 ± 5% e 81 ± 2% respectivamente, p <0,001 (Figura 21, B). A indometacina (10 

mg/kg) causou inibições máximas de 59 ± 5% e 76 ± 6% na primeira e segunda fases, 

respectivamente (p <0,001). A morfina (5 mg/kg) também produziu inibições 

significativas de 96 ± 1% e 99 ± 1% na primeira e segunda fases, respectivamente (p 

<0,001). 

Na primeira fase do teste, durante a qual ocorre uma estimulação direta da 

fibra nociceptiva, a administração da OCP e do AH resultou em efeitos superiores ao 

controle indometacina em todas as doses testadas. Esses resultados, por sua vez, 

mostram-se mais expressivos se comparados aos resultados obtidos por Gomes et 

al. (2007), uma vez que as oleorresinas de Copaifera multijuga Hayne e Copaifera 

reticulata Ducke, quando avaliadas nesse mesmo teste, não inibiram a primeira fase 

(neurogênica), apresentando inibição somente da segunda fase, nas doses de 50 e 

100 mg/kg. 

De acordo com um estudo recente realizado por Cai et al. (2019), o AH é capaz 

de inibir o canal de sódio do gene SCN9A (Nav1.7), que é altamente expresso em 

neurônios sensoriais periféricos, desempenhando um papel essencial na regulação 

da excitabilidade dos neurônios aferentes primarios nociceptivos (CAI et al., 2019; DE 

LERA RUIZ; KRAUS, 2015; HOCKLEY et al., 2017). Portanto, é possível que a ação 

do AH nesse canal seja responsável pelas altas inibições na primeira fase do teste da 
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formalina. A redução dos mediadores pró-inflamatórios possívelmente também 

contribui para a redução da dor inflamatória. 
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Figura 21. Efeitos da administração de indometacina (10 mg/kg), morfina (5 

mg/kg), oleorresina de Copaifera pubiflora (1, 3 e 10 mg/kg) e do ácido ent-

hardwíckiico (1, 3 e 10 mg/kg) no teste de formalina (2,5%; 20 μL/pata) em 

camundongos. (A) 0-5´; 1ª fase; dor neurogênica, (B) 15-30´; 2ª fase; dor inflamatória. 

Os dados representam a média ± E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação ao 

grupo controle, ANOVA, teste a posteriori de Dunnett (***p<0,001). 
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4.10 Teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

O teste de contorções abdominais por ácido acético consiste na administração 

de um agente irritante na membrana serosa, que causa um comportamento 

estereotipado em camundongos e ratos, caracterizado por contorções abdominais e 

falta de coordenação da atividade motora, o que, por sua vez, evidencia dor visceral 

(LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). Avalia-se a ação antinociceptiva por dor 

neurogênica periférica, dor neurogênica central ou dor induzida por liberação de 

mediadores inflamatórios de maneira não específica. 

As contorções evocadas pela injeção de ácido acético foram significativamente 

reduzidas pelo pré-tratamento com a OCP em doses de 1, 3 e 10 mg/kg (78 ± 1%; 85 

± 1% e 86 ± 2% respectivamente, p <0,001). O AH também apresentou resultados 

notáveis neste teste, as doses de 1, 3 e 10 mg/kg inibiram 70 ± 1%; 78 ± 2% e 82 ± 

1%, respectivamente p <0,001. O controle indometacina (10 mg/kg) inibiu de 73 ± 2%, 

p <0,001 (Figura 22). 

A partir destes resultados, destaca-se que a OCP (1, 3 e 10 mg/kg) e o AH (3 

e 10 mg/kg) foram mais eficientes em inibir as contorções do que o controle positivo 

(indometacina). Comparando esses resultados com os dados descritos por Gomes et 

al. (2010), as oleorresinas de C.multijuga e C.reticulata possuem atividades frente ao 

modelo estudado. Ademais, a oleorresina obtida da Copaifera duckei também 

apresentou respostas significativas quando foi avaliada no teste de contorções 

abdominais induzida por ácido acético (CARVALHO et al., 2005). 

 Os resultados encontrados nessa avaliação corroboram com aqueles 

observados no teste de formalina. Portanto, assim como foi discutido anteriormente, 

é possível que o efeito antinociceptivo tenha relação com a capacidade do AH em 

inibir o canal de sódio Nav1.7, sendo tal efeito potencializado pela inibição de 

mediadores pro-inflamatórios, uma vez que a injeção de ácido acético promove a 

liberação de mediadores que estão envolvidos no processo inflamatório como a 

bradicinina, substância P, prostaglandinas, IL-1β e TNFα, estimulando diretamente os 

nociceptores quimiosensíveis (BAGDAS et al., 2016; FARRELL; CALLISTER; 

KEELY, 2014; IKEDA et al., 2001). 

Em ambos os testes usados para avaliar a dor, a OCP foi a mais ativa. Tais 

resultados podem estar relacionados à sua composição química, pois a OCP é 
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composta por uma mistura de diterpenos (fração não volátil) e sesquiterpenos (fração 

volátil) que podem interferir na atividade do AH por um efeito sinérgico. 
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Figura 22. Efeitos da administração de indometacina (10 mg/kg), OCP (1, 3 e 

10 mg/kg) e AH (1, 3 e 10 mg/kg) nas contorções abdominais induzidas por ácido 

acético 0,1 N em camundongos. Os dados representam a média ± E.P.M. (n = 6). 

Diferença significativa em relação ao grupo controle, ANOVA, teste a posteriori de 

Dunnett (*** p <0,001). 

4.11 Teste de retirada de cauda (Tail-flick) 

Por fim, o teste do tail-flick foi realizado para investigar uma possível ação 

central causada pela OCP e pelo AH. O teste de tail-flick ou teste de retirada da cauda, 

consiste na aplicação térmica de uma fonte radiante de calor na cauda do animal 

como estímulo nociceptivo, que provoca o seu movimento de retirada, caracterizando-
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se por uma nocicepção aguda não-inflamatória (MANSOURI; NAGHIZADEH; 

GHORBANZADEH, 2014). 

Para a realização do referido teste, os animais foram colocados no aparelho 

com a cauda sobre a lâmpada e o tempo que os animais levaram para retirar a cauda 

após a aplicação do estímulo térmico foi cronometrado. A retirada da cauda acontece 

através de um movimento reflexo de origem espinhal, rápido e vigoroso em resposta 

ao estímulo térmico. Substâncias com atividades antinociceptivas que atuam por 

mecanismos semelhantes aos opioides aumentam o tempo de latência em resposta 

à este estímulo (ACEVES; MATHAI; HOOK, 2016; CECCHI et al., 2008). O aumento 

do tempo de resposta é considerado um parâmetro importante para a avaliação da 

atividade antinociceptiva, já que a resposta envolvida é o bloqueio da nocicepção 

aguda e não a diminuição do processo inflamatório, tais como os opioides, que não 

possuem atividade anti-inflamatória, mas atuam por suprimir a resposta de neurônios 

espinhais. 

A administração da OCP e do AH (10 mg/kg) não afetou significativamente as 

latências de retirada da cauda em camundongos (30 ± 2% e 29 ± 1%, 

respectivamente) em comparação com a morfina utilizada como controle (72 ± 1%, p 

<0,001) (Fig 23, A). A administração concomitante da OCP e do AH com a naloxona 

afetaram as latências da retirada da cauda apenas parcialmente (38 ± 2% e 30 ± 1%, 

respectivamente), mas por outro lado, a naloxona antagonizou os efeitos da morfina 

(Fig. 23, B). Assim, podemos sugerir que a oleorresina de C. pubiflora e o ácido ent-

hardwíckiico não possuem efeitos antinociceptivos sobre o sistema nervoso central, 

já que seu efeito não foi alterado com a administração de um antagonista de receptor 

de opioide, a naloxona (ACEVES; MATHAI; HOOK, 2016; LE BARS; GOZARIU; 

CADDEN, 2001). 

Esse mesmo comportamento ocorre com os anti-inflamatórios não esteroidais, 

como diclofenaco, ibuprofeno e indometacina, uma vez que não sofrem os efeitos 

antagonistas da naloxona, já que seus mecanismos antinociceptivos interferem em 

outras vias como, por exemplo,  na inibição das enzimas COX-1 e COX-2 (DOGRUL 

et al., 2007; HERNÁNDEZ-DELGADILLO; CRUZ, 2006).  

Desta forma, os resultados obtidos no ensaio de retirada de cauda demonstram 

que a resposta antinociceptiva apresentada pela OCP e pelo AH nos testes de 

nocicepção espontânea produzida por formalina e de contorções abdominais 
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induzidas por ácido acético possivelmente ocorrem devido à redução dos mediadores 

inflamatórios responsáveis pela sensibilização dos nociceptores.  

0 1 2 3
0

2

4

6

8

10

Controle (Veículo)

Morfina 5 mg/kg

OCP 10 mg/kg

AH 10 mg/.kg

(A)

***
***

***

***

Tempo (h)

T
e
m

p
o

 d
e 

re
aç

ã
o

 (
s)

0 1 2 3
0

2

4

6

8

10

Controle (Veículo)

Morfina 5 mg/kg

Naloxona+Morfina (1+5 mg/kg)

Naloxona+OCP (1+10 mg/kg)

(B)

***
***

***

****

Naloxona+AH (1+10 mg/kg)

Tempo (h)

T
e
m

p
o

 d
e 

re
aç

ã
o

 (
s)

  

Figura 23. Efeitos da administração de morfina (5 mg/kg), naloxona (1 mg/kg) 

e OCP (1, 3 e 10 mg/kg) e AH (1, 3 e 10 mg/kg) por injeção de formalina (2,5%; 20 

μL/pata) em camundongos para resposta nociceptiva no teste de movimento da 

cauda. (A) Efeitos da OCP (1, 3 e 10 mg/kg), AH (1, 3 e 10 mg/kg) e morfina (5 mg/kg). 

(B) Efeitos da morfina (5 mg/kg) com naloxona (1 mg/kg), OCP (10 mg/kg) com 

naloxona (1 mg/kg) e AH (10 mg/;kg) com naloxona (1 mg/kg). Os dados representam 

a média ± E.P.M. (n=6). Diferença significativa em relação ao grupo controle, ANOVA, 

teste a posteriori de Bonferroni (*p<0,05,  e ***p<0,001). 
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Os resultados obtidos neste estudo são corroborados pelos resultados de 

outros estudos publicados na literatura, nos quais podemos aferir que as substâncias 

presentes nas oleorresinas de Copaifera spp. apresentam atividade anti-inflamatória 

(ARRUDA et al., 2019; CASTRO GHIZONI et al., 2017; GOMES et al., 2007; RIBEIRO 

et al., 2018; SANTIAGO et al., 2015; SÍMARO et al., 2020). Ademais é importante 

ressaltar que os resultados apresentados no presente estudo foram recentemente 

publicados (SÍMARO et al., 2021).  

Portanto, através dos ensaios realizados, foi possível observar que a 

oleorresina de Copaifera pubiflora Benth, bem como seu metabólito majoritário ácido 

ent-hardwíckiico provavelmente exerçam seus efeitos mediante a inibição da ativação 

da via do NF-κB e assim, diminuem as concentrações de algumas citocinas, como 

INF-γ, IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α.  Entretanto, não podemos descartar que a OCP e o 

AH possam atuar sobre a modulação da transmissão do sinal nociceptivo a nível 

periférico, sendo necessário mais estudos para a confirmação desta hipótese.  
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5. CONCLUSÕES  

O presente estudo demonstrou as atividades analgésica e anti-inflamatória da 

oleorresina de Copaifera pubiflora Benth (OCP) e seu principal metabólito ácido ent-

hardwíckiico (AH) usando ensaios farmacológicos in vivo e in vitro. Ambos exibiram 

atividades analgésicas e anti-inflamatórias significativas nas doses testadas. Nossos 

achados sugerem que a OCP e o AH podem inibir a produção de citocinas 

inflamatórias suprimindo a via de sinalização de NF-κB. Entretanto, mais estudos são 

necessários para elucidar seu exato mecanismo de ação. Também foi demonstrado 

que a OCP e o AH não foram citotóxicos para as linhagens de células normais e 

tumorais testadas. Assim, o presente estudo validou o uso da oleorresina de C. 

pubiflora no tratamento da dor e dos distúrbios inflamatórios, fornecendo a base 

farmacológica para seu uso tradicional. 
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Apêndice 1. Espectro de RMN 1H do ácido ent-hardwíckiico (CDCl3/400 MHz) 
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Apêndice 2. Espectro de RMN 13C do ácido ent-hardwíckiico (CDCl3/100 MHz).
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ANEXO 

Anexo 1 - Termo de autorização para ensaios farmacológicos in vivo 

 


