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RESUMO

A copaifera glycycarpa(Fabaceae-Caesapinioideaea), popularmente conhecida como
copaiba cuiarana tem seu 6leo utilizado por populacdes indigenas da regido do Xingu para
amenizar inflamacdes e infec¢cdes principalmente de pele e garganta . A atividade
farmacoldgica do o6leo Bruto (OR) de algumas espécies do género copaifera ja
demonstraram  ter atividades ati-inflamatoria, antinociceptiva,  gastroprotetora,
antimicrobiana entre outras, bem como foram isolados sesquiterpenos como cariofilenos e
humulenos e diterpenos como copaenos, acidos caurendicos e poliaticos com atividade anti-
inflamatoria e gastroprotetora. Considerando estes indicativos, este trabalho objetivou
avaliar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio da 6leo-resina(OR) extraido do
tronco de arvores de C.glycycarpa e de seus isolados &cido caurendico e acido polialtico em
modelos farmacoldgicos in vivo, administrados por via oral em camundongos machos
adultos pesando entre 25-35g. Na avaliagdo antinociceptiva pelo teste das contorgdes
abdominais, a OR(10-1000mg/kg) reduziu de maneira dose dependente as
contorgdes(Dlsoy=145,24mg/kg). A OR reduziu ambas fases no teste da formalina, a dor
neurogénica em 42,30% e a dor de origem inflamatoéria 69,01% sendo mais efeciénte na
segunda fase na menor dose em 33,70%. Ainda no teste da formalina, a OR300mg/kg
reduziu o tempo de reatividade dos animais em ambas fases sendo mais eficiente na
segunda fase 84,78%, sendo este efeito parcialmente revertido pela naloxona. No teste da
retirada de cauda utilizado um agonista opidide e OR30-1000mg/kg v.0), apenas a dose
mais alta de 1g/kg(8.100 + 0.5489) aumentou o tempo de retirada da cauda
significativamente frente ao estimulo em relacdo aos seus controles veiculo (5.300+£0.3697)
e fentanil(17.80+2.023) no mesmo tempo de avaliacdo no entanto ndo tanto quanto a droga
de referéncia. A OR 300mg/kg mostrou ter efeito antinociceptivo aumentando o tempo de
retirada da cauda e quando administrada aos grupo pré tratado com PCPA(100mg/Kg i.p),
reverteu o efeito hiperalgésico. Na avaliacdo anti-inflamatoria, o pré-tratamento com doses
crescentes da OR (10-1000mg/kg)inibiu de forma dose-dependente e significativamente a
formacdo do edema de orelha induzida por 6leo de Croton em 79.95% sendo a Dlsgy, de
321,34mg/kg, sendo esta atividade antiedematogénica mais um efeito que evidencia uma
propriedade anti-inflamatdria desta OR. No teste da pleurisia, o pré-tratamento com a OR
(1000mg/kg, acido caurendico 10mg/Kg e acido polialtico 20mg/kg, v.0), foi capaz de
reduzir o nimero de leucécitos migrados para a cavidade pleural em 59,80%; 49,13% e
54,34% respectivamente enquanto a dexametasona inibiu 66,64% em relagdo aos controles,
reforcando com estes resultados, as propriedades anti-inflamatérias da OR e esta inibicdo
pode ser pelo menos em parte atribuida a atividade destes dois acidos diterpenos contidos
na OR. Avaliando a a¢do da OR sobre a atividade motora e Sistema Nervoso Central foi
observado que a OR 300mg/kg teve efeito similar ao da droga de referéncia diazepam
diminuindo a distancia percorrida, o tempo de grooming e rearing e aumentando o tempo
na zona central e de imobilidade no teste do campo aberto caracterizando um possivel
mecanismo anselitico e sedativo. Além disso, no teste da suspensdo pela cauda nos animais
pré-tratados com P-clorofenilalanina (PCPA 100mg/kg,i.p), Inibidor da enzima triptofano
hidroxilases, o tempo de imobilidade foi significativamente maior que nos grupos controles
e quando receberam tratamento com a OR o tempo de imobilidade dos animais retornaram
ao nivel dos controles mostrando uma possivel ativividade antidepresiva dessa mistura.
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ABSTRACT

The copaifera glycycarpa (Fabaceae-Caesapinioideaea), popularly known as copaiba
cuiarana has its oil used by indigenous peoples in the Xingu region to ease inflammation
and infection mainly of skin and throat. The pharmacological activity of Crude Oil (OR) of
some species of the genus copaifera activities were shown to have an anti-inflammatory,
antinociceptive, gastroprotective, and other antimicrobial and were isolated as cariofilenos
and sesquiterpenes and diterpenes as humulenos copaenos, acids and caurendicos poliaticos
with anti-inflammatory activity and gastroprotective. Considering these indicators, this
study aimed to evaluate the potential antinociceptive and anti-inflammatory oleoresin (OR)
extracted from the trunk of trees and their isolated C.glycycarpa, kaurenoic acid and acid
polialtico in pharmacological models in vivo, orally administered in adult male mice
weighing 25-35g. In the evaluation of the test antinociceptive, OR (10-1000mg/Kg)
decreased in a dose dependent manner the writhings (IDsy = 145.24 mg / kg). The OR
decreased both phases in the formalin test, neurogenic pain in 42.30% and pain of
inflammatory origin and 69.01% was more efficient in the second phase at the lowest dose
at 33.70%. Even in the formalin test, the OR300mg/Kg reduced the reactivity of animals in
both phases being more efficient in the second stage 84.78%, the effect being partially
reversed by naloxone. In the tail flick test used an opioid agonist and OR30-1000mg/Kg
v.0), only the highest dose of 1g/kg (8100 + 0.5489) increased the time of withdrawal of the
tail significantly the stimulus in relation to their vehicle controls (5300 + 0.3697) and
fentanyl (17.80 £ 2023) at the time of evaluation, however not as much as the reference
drug. The OR 300mg/kg was shown to have antinociceptive effect by increasing the time to
remove the tail and when administered to group pre-treated with p-clorophenilalanina
(PCPA100mg/kg ip), reversed the hyperalgesic effect. In assessing anti-inflammatory,
pretreatment with increasing doses of OR (10-1000mg/Kg) inhibited dose-dependently and
significantly the formation of ear edema induced by croton oil in 79.95%, IDsy calculed
321,34mg/kg, and this activity antiedematogenic shows one more anti-inflammatory
property of this OR. In pleurisy test, the pre-treatment with OR (1000mg/Kg acid, and acid
kaurenoic 10mg/Kg polialtico 20mg/kg, vo), was able to reduce the number of leukocytes
migrate into the pleural cavity at 59.80%, 49.13% and 54.34% respectively, while
dexamethasone inhibited 66.64% compared to controls, thereby enhancing these results,
anti-inflammatory properties of OR and this inhibition can be at least partly attributed to the
activity of these two acids diterpene contained in the OR. Evaluating the action of OR on
motor activity and CNS was observed that the OR 300mg/kg had an effect similar to the
reference drug diazepam reducing the distance traveled, time of grooming and rearing and



increased time in the central and immobility in open-field test a possible mechanism
featuring anseolitic and sedative. In addition, the tail suspension test animals pretreated
with PCPA, immobility time was significantly higher than in control groups and when
received treatment with OR the immobility time of the animal returned to the level of
controls showing a possible antidepressant activity of this mixture.

Keywords: Copaifera glycycarpa, antinociceptive, anti-inflammatory diterpenes
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camundongos (n=6). Os valores *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 representam os niveis de
significancia estatistica quando comparados 0s grupos indometacina e seus respectivos

controles salina e tween 1%. p. 50

Tabela 11. Influéncia do pré-tratamento com OR 300mg/Kg sobre a contagem total de
leucdcitos no teste da pleurisia induzida por carragenina . Os valores de 8 p<0,05; **
p<0,01 e *** p<0,001 representam o nivel de significancia estatistica quando da

comparagcao entre os grupos dexametasona e OR e seus respectivos controles. p. 52



Tabela 12. Influéncia do pré-tratamento com OR 300mg/Kg sobre o sistema nervoso
central central no teste do campo aberto. Os valores de 8 p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001
representam o nivel de significancia estatistica entre os grupos diazepam e OR e seus

respectivos controles negativos salina e tween 1%. p. 54

Tabela 13. Resumo de algumas espécies do género Copaifera e contribuicédo

farmacoldgica. p. 70

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

°C : Graus Celsius

A : Variacao

uL : Microlitro

Mg : Micrograma

5-HT : 5-hidroxitriptamina (serotonina)
AA : Acido Aracddnico

Ag : Antigeno

AMPc : Monofosfato de adenosina ciclico
AP : A beta

Ad : A delta

BK : Bradicinina

CCC : Cromatografia de contra-corrente

Cg : Carragenina



CGRP: Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
CO,: Gés carbonico

COX : Cicloxigenase

COX-1: Cicloxigenase-1

COX-2 : Cicloxigenase-2

DNA : Acido desoxiribonucléico

E.P.M : Erro padrdo da média

g:grama

h : hora

H,0 : Agua

I.p : Intraperitonial

IASP : International Association for Study of Pain
Cls : Concentracao Inibitéria 50%

Dlsg : Dose Inibitéria 50%

IFN : Interferon

IL : Interleucina

iNOS : Oxido nitrico sintase induzida

IxpB : Inibidor do Fator nuclear de transcri¢do da cadeia leve kappa de células ativadas
kg : kilograma

LC : Locus Coerulus

LOX : Lipoxigenase



LPS : Lipopolissacarideo Bacteriano

m/s : metros por segundo

mg : miligrama

min : minutos

mL : mililitro

mm : milimetro.

mm? : milimetro quadrado

NaCl : Cloreto de sodio

NFxp : Fator nuclear de transcri¢do da cadeia leve kappa de células ativadas
NMR : Ndcleo magno da rafe

NO : Oxido Nitrico

NOS : Enzima 6xido nitrico sintase

PCPA : para-clorofenilalanina metilester
OR : Oleo-resina de Copaifera glycycarpa
p.o : Viaoral

PGE; : Prostaglandina E,

PGI : Prostaciclina

pH : Potencial de hidrogénio

PLA, : Fosfolipase A,

SAL : Solucéo de NaCl 0,9%

SP : Substancia P



TNF-a : Fator de necrose tumoral alfa
TPA : 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
TXA; : Tromboxano A;

TXB,: Tromboxano B,

U.l : Unidade internacional

U.V : Ultavioleta

v/v : Volume por volume
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1. INTRODUCAO

Apesar do progresso nos estudos boténicos, fitoquimicos, farmacoldgicos de plantas é
incontestavel a importancia dos conhecimentos populares de comunidades tradicionais
isoladas que com base em observacGes durante milhares de anos da interacdo do
comportamento animal com espécies vegetais com poderes curativos, forneceu a
pesquisadores ao longo da histéria da farmacologia e da medicina o isolamento de
compostos para sintese de substancias ativas. Assim, foram descobertos produtos como a
morfina, a reserpina, a digoxina, a atropina e inumeros compostos que modificaram a
histéria médica, alicerce da medicina moderna. No Brasil, onde parte da populacdo de
menor poder aquisitivo ndo possui acesso aos medicamentos oficiais, as plantas medicinais
sd0 muitas vezes a Unica alternativa terapéutica na cura e prevencao de doengas.

Na regido amazénica devido a sua maior incidéncia ao longo do territorio brasileiro,
as Copaibeiras (Copaiferas spp.) pertencente a familia das Leguminosas (Fabaceae) sub-
familia Caesalpinioideae representam um género dos mais amplamente utilizados sendo
uma delas a Copaifera glycycarpa conhecida como “copaiba cuiarana” ou “copaiba
branca”. Dentre as diversas espécies de copaiferas e utilizacbes medicinais de uso
freqlente nesta regido, a 6leo-resina (OR) extraida diretamente do tronco de arvores do
género, utilizada com fins medicinais a mais de 500 anos, destacam-se aquelas relacionadas
a atividade anti-inflamatoria e por isso, de fundamental importancia para o entendimento
deste processo o qual propde-se a sua histérica utilizacao.

O processo que inicia-se apds lesdo tecidual com sintese e liberacdo de substancias
induzem a inflamacdo, formacdo de edema, vasodilatacdo e migracdo de células que fazem
parte da resposta inflamatéria e do processo de recuperacdo. Entretanto, estes mediadores
também ativam e/ou sensibilizam os nociceptores e recrutam outros para exacerbar o sinal
de dor. Tais mediadores quimicos incluem aminoécidos excitatorios, 6xido nitrico (NO),
bradicinina, prostaglandinas (PG’s), histamina, substancia P e fator de crescimento neural
(NGF). Também ocorre sensibilizacdo dos nociceptores periféricos por inicio de uma
cascata de eventos que muda as condutancias i6nicas da terminacdo das fibras sensoriais
periféricas.

Nos estudos farmacologicos varios modelos sdo utilizados na investigagdo de

atividades como a analgésica e a anti-inflamatoria, avaliando sinais caracteristicos do



processo inflamatorio, tais como: a evolucdo do edema, permeabilidade capilar, migracao
celular, niveis de citocinas pro- e anti-inflamatorias, atividade de enzimas envolvidas e
também o envolvimento deste processo na génese da dor.

Portanto, utilizando métodos farmacologicos in vivo, o presente estudo tem como
objetivos investigar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria da 6leo-resina extraida
de Copaifera glycycarpa, visando esclarecer os possiveis mecanismos de acao envolvidos
com essas atividades, além disso, contribuir com a avaliacdo farmacoldgica de uma espécie

vegetal ndo estudada.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sensibilidade Dolorosa

A dor é definida como uma experiéncia emocional desagradavel relacionada com
lesdo tecidual real ou potencial, apresentando dois componentes: nocicep¢do e percepcao.
A nocicepcdo resulta na ativacdo das sensacGes nociceptivas de determinadas sub-
populacbes de neurbnios primarios sensoriais que transmitem a informacdo nociceptiva a
medula espinhal de onde sdo retransmitidos para niveis supra espinhal e a percepcdo que é
uma funcdo integradora modulada pelas sensacGes emocionais e motivacionais. (MILLAN
1999; JULIUS & BASBAUM 2001). Pela sua natureza subjetiva, a sensibilidade dolorosa
torna a investigacdo experimental complexa assim como a abordagem clinica (AIRES,
2008).

De forma simplificada, a conducéo do impulso doloroso, pode ser considerada como
uma cadeia de trés - neurénios, com o neurdnio de primeira ordem originado na periferia e
projetando-se para a medula espinhal, o neurdnio de segunda ordem ascende pela medula
espinhal e o neurdnio de terceira ordem projetando-se para o cortex cerebral
(MESSLINGER et.al., 1997).

De acordo com a International Association for the Study of Pain (IASP),quanto ao

aspecto sensorial, a dor pode ser dividida em quatro modalidades principais: dor



nociceptiva, dor inflamatéria, dor neuropética e dor funcional (WOOLF, 2004). A dor
nociceptiva resulta da ativagdo direta de nociceptores por estimulos mecénicos, térmicos e
quimicos supralimiares e tem importante papel adaptativo, conferindo protecdo aos
organismos que a apresentam. A dor inflamatoria esta associada a lesdo tecidual e
consequente producdo de mediadores inflamatorios que ativam ou sensibilizam o0s
nociceptores. Na maioria das vezes, essas alteracfes fenotipicas dos nociceptores
contribuem para o desenvolvimento de um comportamento de esquiva e, assim, facilitam a
recuperacdo do tecido lesado. A dor neuropatica € uma modalidade caracterizada por dor
espontanea e intensa sem funcdes protetoras ou reparadoras aparentes e que resulta de
lesbes do sistema nervoso periférico ou central. A ultima modalidade, dor funcional,
representa um conceito em evolucdo e ndo estd associada a qualquer anormalidade

periférica ou disfuncao neuroldgica aparente (COSTA, 2004).

O aspecto da dor mais frequentemente avaliado nos modelos experimentais é o
sensorial e, portanto, usa-se 0 termo nocicep¢do ou resposta nociceptiva para se referir a
habilidade para detectar e reagir a estimulos nocivos. Outros termos amplamente usados em
estudos clinicos e experimentais para se referir a sensibilizacdo dos nociceptores durante o
processo inflamatorio sdo hiperalgesia e alodinia (COSTA, 2004). De acordo com a IASP,
hiperalgesia € uma resposta aumentada a um estimulo que normalmente € doloroso,
enquanto alodinia é a dor induzida por um estimulo que normalmente ndo provoca dor.
Uma adaptacao dessas definicbes para os modelos experimentais permitiria afirmar que a
hiperalgesia representa uma resposta nociceptiva aumentada a estimulos originalmente
nocivos, enquanto a alodinia é caracterizada pela resposta nociceptiva induzida por

estimulos originalmente indcuos.

De uma forma geral, a resposta nociceptiva se inicia com a ativagdo de um grupo
especial de neurbnios sensoriais por estimulos nocivos térmicos, mecanicos ou quimicos.
Esses neurdnios, também chamados nociceptores, conduzem informagfes para centros
localizados na medula espinhal ou no cérebro. Os corpos celulares desses neur6nios estao
localizados nos ganglios da raiz dorsal (GRD), nodosos ou trigeminais, dependendo da
parte do corpo que inervam. Os nociceptores diferem de outros grupos de neurdnios

sensoriais, principalmente, em relacdo ao limiar para ativacdo. Em situacGes normais, nas



quais ndo ha processo inflamatorio associado, os nociceptores apresentam limiar de
ativagdo bem mais elevado do que aquele dos demais neurdnios sensoriais. Durante o
processo inflamatdrio pode ocorrer diminuicdo do limiar para ativacao dos nociceptores e 0
desenvolvimento de alodinia ou hiperalgesia (WOOLF, 2004; COSTA, 2004).

Os nociceptores polimodais quando estimulados geram potenciais de acdo que séo
conduzidos por fibras A-8 e fibras C, as fibras C (Figura 1) ndo mielinizadas possuem
terminagdes nas laminas I, 11, VI e X do corno dorsal, enquanto as fibras mielinizadas A-3
possuem terminacgdes nas laminas de Rexed I, 11, I11, IV e V do corno dorsal (MILLAN et.
al., 1999) (Figura 1). As fibras AP sdo fibras de didmetro grande (maior que 10 um),
mielinizadas e de conducédo rapida, responsaveis por sensagdes indcuas, tais como tato,
vibragdo e pressdo (KLAUMAN et. al., 2008).

O trato espino-talamico lateral € a principal via que medeia a sensibilidade dolorosa e
térmica e envolve uma cadeia de trés neurénios. O neur6nio de 1% ordem penetra a
medula onde realiza sinapse com o neurdnio de 22 ordem . Os neurbnios de 2% ordem
cruzam o plano mediano pela comissura branca, ganham o funiculo lateral do lado oposto e
ascendem até o tdlamo. Do talamo, os neurdnios de 3* ordem (NUcleo ventral postero
lateral=VVPL) partem para 0 cOrtex somestésico primério situado no giro poscentral e se
dirigem para a é&rea secundaria Lobulo Parietal Superior. Através desta via sensacées
térmicas e nociceptivas sdo trazidas dos membros e do tronco do lado oposto, sendo que
esta via medeia a sensacdo de dor rapida e bem localizada (somatotopia) (AIRES, 2008)
(Figural).

O trato espino-reticulo-talamico possui mais neurénios na cadeia, sendo que 0S
neurdnios periféricos penetram a medula do mesmo modo que a via anterior. Os neuronios
de 22 ordem estdo localizados na coluna posterior da medula e seus ax6nios cruzam o plano
mediano, ganham o funiculo lateral do lado oposto, e projetam-se para varios pontos da
formacéo reticular (neurdnios de 3?.ordem), onde ocorrem varias sinapses antes dos
neurodnios reticulares projetarem-se para os nucleos intra laminares do talamo. Os neurdnios

de 22 ordem também sobem pelo funiculo lateral do mesmo lado. Do tdlamo, 0s neur6nios



projetam-se para Véarias regides corticais, sendo que a sensacdo dolorosa mediada por
esta via se torna consciente ja ao nivel do tdlamo. Esta via ao contrério da anterior, néo
estabelece somatotopia e a sensibilidade dolorosa mediada é a difusa e cronica (AIRES,
2008) (Figura 1).

Esses sinais periféricos levam a informacdo as fibras aferentes secundarias que
ascendem e estimulam éareas como talamo e cértex sensorial, bem como a formacéo
reticular, sistema limbico e hipocampo, as quais estdo relacionadas com a experiéncia de
memoria, cognicdo e emocdo, que contribuem para a percepcao global da dor (MILLAN
et.al., 1999) (Figural).

Laminas de Rexed

Trato Espine talamico

Sin.
/O Subsancia
Gelatinosa

Figura 1. Transmissdo e processamento da dor. Adaptado de http://www.fisiosaude-ce.blogspot.com
acesso em 24/07/2012 20:23

Diversos neurotransmissores, aminoacidos e neuropeptidios sdo liberados pelos
terminais dos aferentes primarios no corno dorsal da medula, onde exercem importante
papel na modulacdo da transmissdo nociceptiva. Entre tais substancias destacam-se 0s
aminoacidos excitatorios glutamato e aspartato e diversos outros neurotransmissores e



neuropeptidios, incluindo as taquicininas como substancia P (SP), neurocinina A (NKA) e
neurocinina B (NKB); e outros mediadores como peptidio relacionado ao gene da
calcitonina (Calcitonin  Gene-Related Peptide- CGRP), colecistocinina (CCK),
somatostatina, 6xido nitrico e prostaglandinas, (CARVALHO & LEMONICA, 1998).

A informacdo nociceptiva do neurdnio aferente primario é transferida para a matéria
cinzenta do corno dorsal na medula espinhal e posteriormente esta informacéo € transmitida
para centros supras-espinhas. No corno dorsal da medula, existem interneurénios inibitorios
que modulam a conducao do impulso nociceptivo, dificultando a sua propagacéo devido a
reducdo da liberacdo de substancias excitatorias, principalmente a substancia P, glutamato e
CGRP (KLAUMAN e.t al., 2008). Portanto, esses interneur6nios inibitorios funcionam
como uma ‘“comporta”, suprimindo ou permitindo a transmissdo de dor ou de outras
modalidades sensoriais ao cérebro (MELZACK & WALL, 1965). Estes interneurdnios
inibitérios podem liberar acido gama-aminobutirico (GABA), o aminoacido glicina,

opioides enddgenos e canabindides endogenos.

O neurotransmissor GABA tem acdo em receptores poés-sindpticos GABA A
(receptores ionotrdpicos) nas fibras secundarias aferentes induzindo a abertura de canais de
anions cloreto (CI") com consequente hiperpolarizagédo dificultando assim a transmisséo do
impulso nociceptivo. Quando o GABA estimula receptores pds-sinapticos GABA B
(receptores metabotOpicos) causard também uma hiperpolariza¢do, porém mediada pelo
efluxo de cation potassio (K*) (GIORDANO et.al., 2005).

O aminoédcido glicina pode ser liberado sozinho ou em conjunto com outros
neurotransmissores inibitorios, por exemplo, GABA e opidides endbgenos atuam em
receptores metabotropicos, promovendo o influxo do anion cloreto, promovendo a inibicédo
pos-sinapica, devido a hiperpolarizacdo na célula. Em condigdes de inflamacéao
neurogénica a acdo inibitoéria da glicina pode ser reduzida devido & presenca de
prostaglandinas nesse local, principalmente a PGE2, que pode antagonizar os receptores de
glicina produzindo assim uma tendéncia de facilitacdo da dor (GIORDANO et.al., 2005;
WOOLF, 2004).



Interneurénios inibitorios opioidérgicos, também sdo responsaveis pela modulagdo do
impulso doloroso, estes neurdnios contém encefalinas e dinorfinas que desempenham sua
fun¢do atuando em receptores opidides mu (p), delta (8) e kappa (k) (COGGESHALL &
CARLTON, 1997). A ativacdo destes receptores tera como consequencia inibicdo da
enzima adenilatociclase, reduzido a concentracdo intracelular de AMPc, provocando
abertura de canais de potassio, hiperpolarizacdo do neurbnio nociceptivo, reducdo da
excitabilidade e o blogueio da abertura dos canais de célcio voltagem-dependente
(FERREIRA & FACCIONE, 2005).

O aminodcido glutamato promove a transmissao excitatoria nociceptiva mais rapida
no corno dorsal da medula agindo em receptores pds-sinapicos ionotropicos. Existem trés
tipos de receptores ionotropicos sensiveis ao glutamato: Acido 2-Amino-3-(5-Metil-3-oxo-
1,2-oxazol-4-il) Propandico (AMPA); acido N-Metil-D-Aspartico (NMDA e o &cido
cainico(CAINATO). A interacdo do glutamato com o receptor promovera a abertura de
canais de célcio (NMDA), sddio (AMPA) ou calcio e sédio no caso do receptor CAINATO
causando influxo destes céations e conseqiientemente despolarizacdo do neurénio.
(MILLAN et. al., 1999)

O peptidio relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) é um neuropeptideo que possui
37 aminoacidos sendo amplamente distribuido em todo o sistema nervoso central e
periférico, incluindo neurbnios sensoriais primarios, assim como 0s motoneurdnios na
medula espinhal. Interagem com dois tipos de receptores (CGRP1 e CGRP2) ambos
acoplados positivamente a adenilato ciclase (MILLAN et. al., 1999). O CGRP esta entre 0s
principais mediadores da inflamacdo neurogénica, e apdés a estimulacdo de fibras
nociceptivas aferentes primarias, ocorrera a liberacdo de CGRP, além de taquicininas, que

colaboram para a resposta nociceptiva e formacao de edema (MAGGI et. al., 1995).

As taquicininas que sdo representadas pela substancia P (SP), neurocinina A (NKA) e
neurocinina B (NKB) s&o neuropeptideos envolvidos na modulagéo da dor. Eles estimulam
predominantemente os receptores NK-1, NK-2 e NK-3 que sdo acoplados a proteina G, e
podem ativar a fosfolipase C e esta é inicialmente responsavel pela formacdo das
prostaglandinas que estimulam e potencializam o sinal nos nociceptores. A substancia P é

liberada, juntamente com a NKA, na medula espinhal apés estimulagdo ndxica. A



substancia P produz uma despolariza¢do de longa duragdo nos neurdnios do corno dorsal,
contribuindo para a transmissdo facilitada consequente a estimulacdo continuada de
neurdnios nociceptivos periféricos. Além do fendmeno de facilitacdo central, a substancia P
tem varias outras fungdes centrais e periféricas, contribuindo para a inflamacao, ativacao de
células imunes, atividade de células musculares lisas e secretorias em diferentes 6rgdos e a
génese da enxaqueca no SNC (CARVALHO & LEMONICA, 1998).

Vérios estudos demonstraram que o0 sistema de neurotransmissores como
oxidonitrérgico, GABAGérgico, glutamatérgico, colinérgico, adrenérgico, dopaminérgico,
canabindide, serotoninérgico e outros que podem agir de diferentes maneiras, envolvendo
um ou mais sistemas moduladores durante o processo doloroso (HESS et. al., 2010)
(Figura 2).

Os opiéceos excitam neurdnios contendo 5-HT e encefalinas, que se projetam para o
corno dorsal exercendo influéncia inibitoria sobre a transmissdo, também atuando sobre

terminac0es periféricas de neurdnios aferentes nociceptivos. (RANG, 2007)
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Figura 2. Mecanismos moduladores da via nociceptiva. (5-HT,5 hidroxitriptamina ; NA, noradrenalina
;BK, bradicinina ;PGs, Prostaglandinas ;NGF, Fator de crescimento do nervo; SP, Substancia P ; CGRP,
Peptideo relacionado ao gen da calcitonina ;GABA, éacido gama-aminobutirico; NSAIDs, Farmacos
antiinflamatorios ndo-esteroidais; NO, dxido nitrico. Extraido de Farmacologia (RANG, 2007 p.642 ).



Ao nivel supra-espinhal existem nucleos que projetam neurdnios até o corno dorsal
da medula, mais precisamente na lamina Il que é denominada de substancia gelatinosa,
liberando neurotransmissores nesta regido. [Estes neurotransmissores ativavam
interneurdnios inibitorios, citado anteriormente, diminuindo, assim, a transmissao da dor,
este processo é conhecido como vias descendentes inibitorias da dor. Demonstrou-se que a
via descendente da SCP projeta neurdnios até o nucleo magno da rafe (NMR), estrutura
ventromedial do tronco cerebral rica em serotonina. O NMR projeta neurdnios
seretoninérgicos, percorrendo o funiculo dorsolateral, até a medula, onde a serotonina
liberada ird estimular interneurénios inibitorios ricos em encefalina. Assim a encefalina
liberada na SG interage com receptores opidides, dificultando o impulso doloroso, como
dito anteriormente. Estudos posteriores confirmaram que a estimulacdo elétrica do NMR
também produz analgesia e lesdo do funiculo dorsal (FD) abole os efeitos da estimulacdo
elétrica tanto da SCP quanto do NMR. No entanto, a lesdo do NMR reduz, mas ndo abole
os efeitos da estimulagdo no SCP, sugerindo que a analgesia desta regido possui mais vias
inibitorias. Observando o FD, notaram que além das fibras do NMR, trafegam fibras
oriundas de outras estruturas do tronco cerebral, estes nicleos sédo conhecidos como lucus
coeruleus (LC) ricos em noradrenalina e nucleo paragigantocelular (NPGC) (MILLAN et.
al.,1999; MILLAN et. al., 2002; GRAEFF & GUIMARAES, 2005).

2.2 Inflamacéo

A inflamacdo pode ser definida como “reacdo de um tecido a um irritante”
frequentemente observado em patologias do homem e animais domésticos sendo um
processo complexo que ocorre comumente em processos degenerativos, neoplasicos,
congénitos ou toxicos. O processo inflamatdrio tem sido intensamente investigado desde o
inicio da era cristd, quando Celsus (30 a.C.- a 36 d.C.) definiu os quatro sinais principais ou
cardeais da inflamacdo (rubor, tumor, calor e dor). A estes sinais, Galeno, médico da

antiguidade, segundo alguns autores, ou Virchow, segundo outros, no século XIX,



acrescentou um quinto sinal, a perda de fungdo (functio lesae) da parte afetada (JONES,
2000)

Temporalmente, a inflamacéo é classificada como aguda e cronica, de acordo com a
duracdo, caracteristicas histopatoldgicas, severidade e natureza da resposta inflamatoria e,
apesar de parecerem fases isoladas, o processo inflamatorio e a reparacdo de um tecido sdo
fendmenos dindmicos, constituidos de diversas etapas, sem limite muito bem definido, que
se inter-relacionam no sentido de localizar, tentar eliminar o agente agressor e, por fim,
ajudar a iniciar o reparo do dano tecidual (TIZARD, 1998).

A lesdo tecidual inicia a sintese e liberacdo de substancias que induzem a inflamacéo,
a formacdo de edema, a vasodilatacdo e a migracdo de células como parte da resposta
inflamatdria e do processo de recuperacdo. Entretanto, estes mediadores também ativam
e/ou sensibilizam os nociceptores e recrutam outros para exacerbar o sinal de dor. Tais
mediadores quimicos incluem aminoécidos excitatorios, NO, bradicinina, prostaglandinas,
histamina, substdncia P e fator de crescimento neural (NGF). Também ocorre
sensibilizacdo dos nociceptores periféricos por inicio de uma cascata de eventos que
mudam as condutdncias ibnicas da terminacdo das fibras sensoriais periféricas
(WINKELSTEIN, 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Cascata de alteragdes bioguimicas e celulares no processo inflamatério agudo. Extraido de:
Stefan Silbernagl and Florian Lang Fisiopatologia Texto e Atlas.p.49, 2006

Nos estudos farmacoldgicos varios modelos sdo utilizados na pesquisa de atividade
analgesica ou anti-inflamatoria, avaliando sinais caracteristicos do processo inflamatorio,
tais como: a evolucdo do edema, permeabilidade capilar, migracdo celular, niveis de

citocinas pré-inflamatoérias, atividades enzimaticas e dor.

A resposta inflamatdria € um processo complexo mediado por uma variedade de
moléculas sinalizadoras liberadas por: terminagBes nervosas, mastocitos, plaquetas e
leucocitos. Algumas dessas moléculas e seus precursores sdo utilizados como marcadores
do processo inflamatério em curso, como as enzimas adenosina deaminase e
mieloperoxidase (MPQ), prostaglandinas (PGs), éxido nitrico (NO) (KALKAN et. al.,
1999), neutrdfilos presentes na circulacdo sanguinea alteram o0 seu metabolismo

intermediario e, entdo, a célula ¢é dita “ativada”, neste estado, a enzima mieloperoxidase



(MPO) que é uma peroxidase presente principalmente nos granulos azurdfilos dos
neutrofilos e também em mondcitos, induz o metabolismo oxidativo caracterizado por um
intenso consumo de oxigénio e producdo de substancias reativas (NEVE et. al., 2001; BUT
et. al., 2002).

Contudo, sob certas circunstancias a liberagdo excessiva dessas especies oxidantes
pode promover estresse oxidativo e lesdo tecidual (GAUT et. al., 2001). Portanto, a
liberagdo de MPO a partir de células inflamatorias, ou seja, neutrofilos ativados é um
parametro que pode ser utilizado para avaliar o grau de inflamacdo (ROSEN & MICHEL,
1997). Além de MPO, outras enzimas sdo importantes no processo inflamatério, como as
ciclo-oxigenases(COX). Existem duas isoformas da enzima COX, a COX-1 que é
constitutivamente expressa em muitos tecidos organicos e COX-2, que é rapidamente
induzida por uma variedade de mitdgenos e citocinas (HUSSAIN et. al., 2003), além disso,
a diminuicdo da expressdo da COX-2 constitutiva nos rins resulta em uma reducdo do
filtrado glomerular, conseqlientemente, haverd retencdo de sais e agua promovendo
aumento da pressdo arterial (CHENG & HARRIS, 2004). A oxidagdo de &cidos graxos
catalisada pelas enzimas Lipo-oxigenase (LOX) e COX ¢ altamente regioespecifica e
estereoespecifica. Essas enzimas sdo conhecidas pela geracdo de mediadores inflamatérios
conhecidos como eicosandides (prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos) a partir do

acido araquiddnico.

A COX-1 e COX-2 existem como homodimeros com uma massa molecular de
aproximadamente 70 Kkilodaltons (kDa) por mondmero. As estruturas tercidrias e
quaternarias das duas enzimas sao praticamente idénticas. Cada subunidade é composta por
trés dominios estruturais distintos: um dominio curto N-terminal; um motivo o-helicoidal
da membrana de ligagdo e um dominio catalitico C-terminal. As enzimas COX séo
proteinas de membrana e consistem de uma série de a-hélices anfipaticas, com varios
aminoéacidos hidrofébicos expostos (PICOT et. al., 1994). Porém a COX-2 apresenta um
aminoacido menor na posi¢do 523 em comparagdo ao que se observa na estrutura da COX-
1 (COX-2; valina e COX-1; isoleucina), isto resulta em uma diferenca em relacdo ao

tamanho e forma desta enzima, assim a COX-2 possui uma bolsa lateral maior que a COX-



1. Isto tem implicagdes importantes para a o perfil de seletividade de algumas classes de
anti-inflamatorios nao esterdidais AINEs (KURUMBALIL et. al., 1996).

Em meados do ano 2000 foi descrito em varias espécies de animais, dentre elas,
humanos e roedores, uma enzima variante da COX-1, a ciclo-oxigenase-3 (COX-3) e a
expressao de seu mRNA foi encontrado abundantemente em células do tecido cerebral
(CHANDRASEKHARAN et. al., 2002; KIS et. al., 2003). Esta enzima possui mRNA
idénticos aos da COX-1 exceto pelo fato de que possui 1 intron a mais. O paracetamol,
farmaco analgésico e antipirético, possui seletividade para COX-3, em relacdo a COX-1 ou
COX-2 (KIS et. al., 2005).

As enzimas COX catalisam a conversdo do acido araquidonico (AA) a prostaglandina
G2 (PGG2) e em seguida a prostaglandina H2 (PGH2), que é o precursor biossintético
comuns das prostaglandinas e do tromboxano. Estes lipidios bioativos medeiam inimeros
efeitos fisiologicos e patoldgicos, incluindo dor, febre, inflamagdo, regulacdo da funcédo
renal e manutencdo da integridade da mucosa do estobmago (KURUMBAIL et. al., 2001)
(Figura 4).
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As LOXs (enzima responsavel pela producdo de leucotrienos a partir do acido
araquidbnico) sdo capazes de oxidar &cidos graxos essenciais como 0 &cido
docohexaenoico (DHA) e o acido eicosapentaendico (EPA) gerando hidroperdxidos
especificos da familia dos mediadores lipidicos caracterizadas, sendo 0s compostos mais
bioativos denominados de resolvinas (compostos capazes de promover a resolugdo da
inflamacéo), e protectinas (compostos com alto potencial anti-inflamatorio (SERHAN &
SAVILL, 2005).

O 4cido acetilsalicilico aléem de ser um conhecido inibidor da formagdo de
prostaglandinas proé-inflamatoérias, induz a formagdo de mediadores lipidicos anti-

inflamatdrios, modifica covalentemente o residuo de serina proximo ao sitio ativo da
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enzima, através de uma reacdo de acetilagdo. A COX-1 perde a capacidade de oxidar o
acido araquiddnico, ao passo que a COX-2 acetilada passa a converter o DHA em
mediadores lipidicos, como resolvinas e protectinas (SERHAN, 2006)

Os anti-inflamatorios ndo-esteroidais como a indometacina e o piroxicam, inibidores
ndo seletivos das ciclo-oxigenases sdo eficazes contra dor associada & inflamagéo ou lesdo
tecidual, diminuindo a producdo de prostaglandinas que sensibilizam nociceptores a
mediadores da inflamacdo como a bradicinina (RANG, 2007), mas que em contrapartida
apresentam efeitos colaterais muitas vezes graves. Diversos AINEs inibem tanto a
expressdo constitutiva COX-1 como da COX-2 induzivel, enquanto outros como o
celecoxib tém-se mostrado mais seletivos em inibir a atividade da enzima COX-2
(KRISHNAN et. al., 2009).

Os eicosandides sdo importantes mediadores de processos fisiopatoldgicos, dentre
eles, a prostaglandinas E2 (PGE2) que é intensamente aumentada no processo inflamatorio
(APPLETON et. al., 1996). As Prostaglandinas E2 sintase (PGES), que converte 0s
produtos derivados da COX PGH2 a PGE2, ocorre em mdltiplas formas quanto as
propriedades enzimaticas, expressdo e localizacdo. A PGES citosolica (CPGES) é uma
proteina constitutivamente expressa em uma variedade de células e tecidos e associada ao
choque térmico . A PGES microssomal (mPGES), é uma proteina perinuclear e induzivel
tendo sua expressdo reduzida pelos anti-inflamatorios esteroidais. A CcPGES é
predominantemente acoplada a COX-1 enquanto mPGES é preferencialmente ligada a
COX-2(MURAKAMI et. al., 2002) . Geralmente atua em conjunto com a COX-2 e é
fortemente expressa por estimulos pré-inflamatorios, por exemplo, interleucina-1p (IL-1p)
e LPS, bem como em diversas condi¢cGes patolégicas: inflamacdo cronica, dor, febre,
arteriosclerose, acidente vascular cerebral e anorexia (GUAY et. al., 2004)

A prostaglandina D2 (PGD2) é a mais abundante no SNC e o maior metabdlito
derivado da oxigenacdo do &cido araquidénico pela COX. A enzima HPGDS (PGD sintase
hematopoiética) é expressa em células inflamatdrias e imunolégicas (KANAOKA et. al.,
2003), além disso, a PGD, € produzida pelos mastocitos em resposta a estimulos
dependentes de IgE e pode desempenhar um proeminente papel pré-inflamatdrio em vérias
doengas como a rinite alérgica e asma bronquica, (CHARLESWORTH et. al., 1991).



A prostaglandina 12 (PGI12), também conhecida como prostaciclina, é sintetizada no
sistema endovascular e atua como um vasodilatador possui efeitos estimulatorios sobre a
angiogénese, além de inibir a agregacao plaquetaria. O Tromboxano (TXAZ2) é sintetizado
por plaquetas, age como um vasoconstritor e induz a agregacdo plaquetaria e ambos
eicosanoides, PGI2 e TXA2, sdo sintetizados a partir do mesmo precursor, o acido
araquidonico (BUCHANAN et. al., 2004; OKAWARA et. al., 2009). A converséo de
PGH2 em prostaciclina e realizada pelas enzimas PGI sintases (PGIS) (SKILL et. al.,
2008).

As prostaglandinas (PGs) se ligam a receptores metabotropicos acoplados a
membrana, receptores prostandides, que ativam diferentes vias de transducdo de sinal
gerando os diversos efeitos das PGs (BREYER et. al., 2001). O Oxido nitrico (NO),
importante mediador do processo inflamatorio, € um gas e um radical livre, atuantes em
diversas condicdes, tanto fisioldgicas (homeostasia) como patolégicas (inflamacéo). O NO
é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina, o qual esta presente em altas concentragdes
no sangue, no fluido extracelular e também em diferentes tipos de células. Esta sintese é
promovida pela enzima Oxido nitrico sintase (NOS) que é responsavel por promover a

reacao de catalise envolvida nesta conversao.

Sabe-se da existéncia de trés isoformas de Oxido nitrico sintase: NOS neuronal
(nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS induzida (iNOS). As duas primeiras enzimas sao
denominadas NOS | e NOS Ill, e sdo enzimas constitutivas, produzem NO em baixas
concentracdes e a sua ativacao é calcio-dependente (CIRINO et. al., 2003). As iNOS estdo
presentes no local inflamado e liberam grandes quantidades de NO (cerca de 20 vezes mais
do que a NOS constitutiva) e sdo ativadas por estimulos externos como lipopolissacarideos
bacterianos e por estimulos internos como, por exemplo, bradicinina, substancia P,

histamina e 5-hidroxitriptamina.

Outros importantes mediadores inflamatorios sdo as citocinas, que sdo proteinas
secretadas pelas células que participam das reacOes de imunidade inata e adaptativa e por
isto, responsaveis por mediar muitas das funcbes dessas células. As citocinas sao
conhecidas como mediadores solUveis da resposta imunoldgica e inflamatéria. Como

muitas citocinas sdo sintetizadas por leucdcitos, elas também séo chamadas de interleucinas



(IL) e frequentemente suas ag¢bes ndo se limitam a atuarem somente nos leucocitos
(ABBAS & LITCHMAN, 2005).

O dano tecidual causado pela inflamacéo, trauma, tumor ou isquemia, libera uma
mistura de mediadores enddgenos no espago extracelular, tais mediadores inflamatdrios,
como a bradicinina (BK), prostaglandina E2 e 5-HT s&o responsaveis pela geracao de dor e
hiperalgesia (KRESS & REEH, 1996) (Figura 5).
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Os receptores de citocinas podem ser classificados de acordo com suas
semelhancas estruturais como: receptores de classe I, estes receptores apresentam dominios
extracelulares conservados de cisteinas e além disso, possuem seqliéncias conservadas no
dominio intracelular, por exemplo, os receptores para IL-2, IL-6, IL-12, IL-15; receptores
de classe IlI; os receptores desta classe também apresentam dominio extracelular de
cisteinas conservada, mas com diferencas na estrutura quaternéria, por exemplo, 0s

receptores para os interferons e I1L-10); receptores de classe I11; a familia destes receptores
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sdo de cadeias unicas homodimeras, por exemplo, os receptores para: fator de necrose
tumoral - alpha (TNF-a), fator de crescimento do nervo (NGF) e por fim os receptores de
classe 1V, que sao representados pela familia de receptores de IL-1 e IL-18, que apresentam
estrutura no dominio extracelular e regides citosélicas relacionadas com receptores toll-like
(familia de proteinas de membrana que servem como receptores de reconhecimento padrao
para uma variedade de moléculas derivadas de microrganismos e estimulam a resposta
imune inata (ABBAS & LITCHMAN, 2005).

Dentre as citocinas, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ uma citocina
multifuncional que pode regular muitos processos celulares e bioldgicos tais como a funcao
imunoldgica, diferenciacdo celular, proliferacao, apoptose e metabolismo energético, ainda
0 TNF-a pode regular a produgédo de outras citocinas pro-inflamatérias, por exemplo, IL-6 e
IL-1, portanto é capaz de mediar e/ou amplificar seus efeitos em Orgdos periféricos
(CAWTHORN & SETHI, 2008). Durante o processo inflamatorio agudo, a superproducao
de TNF- a ¢ crucial para a indugdo dos genes inflamatdrios, para morte celular e no
recrutamento e ativacdo de células do sistema imunologico (BHATIA et. al., 2005).
Atualmente mais de 40 membros da familia TNFR, receptores de TNF, foram identificados
em humanos e esses receptores possuem dominios extracelulares de cisteina (LOCKSLEY
et. al., 2001). A reducéo da quantidade de TNF-a que se liga ao seu receptor acarretara na
diminuicdo da fosforilacdo da MAPK (Proteina quinase ativada por mitogenos) e a
ativacdo do fator nuclear kappa-Beta (NF-xB), além disso, camundongos estimulados com
TNF-a apresentam um aumento da expressdo de iNOS e conseqlientemente aumento da
producdo de éxido nitrico e da expressdo da COX-2 (CONCETTA et. al., 2009).

Outras substancias que estdo envolvidas no processo inflamatorio sdo as aminas, uma
das principais aminas vasoativas é a serotonina, 5-hidroxitriptamina (5-HT), uma
monoamina conhecida principalmente por seu papel como um neurotransmissor (YU et. al.,
2008). Fora do sistema nervoso central a 5-hidroxitriptamina é encontrada principalmente
em plaguetas e pode ser liberada durante a agregacdo plaquetéria. Além disso, tem sido
demonstrado que os mastdcitos também sdo capazes de armazenar e liberar 5-HT.
(CLOEZI-TAYARANI & CHANGEUX., 2007). A grande variedade de atividades
bioldgicas e farmacoldgicas mediadas pela 5-HT € devida a existéncia de diferentes tipos



de receptores serotoninérgicos (5-HTR) (HOYER et. al., 2002). A administracdo sistémica
ou arterial de antagonistas dos receptores 5-HTR2A desempenha um papel importante no
processo inflamatdrio, mostrando que estes receptores reduzem drasticamente a dor e a
inflamacdo (HONG et. al., 2006). A serotonina tem a capacidade de induzir a adesédo e a
migracdo de mastdcitos, e estes efeitos ocorrem pela ativacdo dos receptores 5-HTR1A
(KUSHNIR SUKHOQV et. al., 2006).

Outra amina vasoativa que atua em sitios inflamatdrios é a histamina, uma amina de
baixo peso molecular produzidas por vérias células, incluindo neurdnios do sistema nervoso
central, células enterocromafins do sistema gastrico, células hematopoéticas; mastocitos,
basofilos, macréfagos e linfocitos (JUTEL et. al., 2005), sendo sintetizada a partir do
aminoacido L-histidina exclusivamente pela acdo da enzima histidina descarboxilase. A
lesdo tecidual pode estimular a células deste tecido lesado a liberar histamina, provocando
dor local, vasodilatacdo e edema (RAFFA, et. al., 2001).

As acles da histamina sdo mediadas por trés receptores distintos, pertencente a
familias de receptores acoplados a proteina G (ASHMAWI et. al., 2009). O receptor H1 € 0
mais conhecido, quando a histamina se liga aos receptores H1, ela ativa a proteina-G, 0s
receptores H2, possuem agdes em secrecdo de acido gastrico e alvo de alguns farmacos
com atividade antiulcerogénica (HILL et. al., 1997) e um terceiro receptor de histamina
estd presente no cérebro, o receptor H3. Estes receptores H3 sdo pré-sinapticos e atuam
como autoreceptores, isto €, quando a histamina se liga a esses receptores, inicia uma
sinalizacdo celular que ird reduzir a liberacdo de vesiculas em que esta armazenada nestas
terminacOes neuronais. Esses receptores sdo também encontrados em terminagdes nervosas
ndo histaminérgicas e sdo présindpticos e quando ativados podem inibir a liberacdo de

neurotransmissores, como a acetilcolina ou noradrenalina (STAHL et. al., 2008).

2.3 O género Copaifera e propriedades farmacolégicas



As espécies conhecidas popularmente como ‘copaiba’, ‘copaibeiras’, ‘pau d* 6leo
entre outros nomes pertencentes ao género Copaifera (Leguminosae-Caesalpinioideae),
nativas da regido tropical da América Latina e também da Africa Ocidental s&o encontradas
facilmente nas Regides Amazobnicas e Centro-oeste, possuem 72 espécies catalogadas
sendo que 16 destas so sdo encontradas no Brasil (PIERI et. al., 2009), dentre algumas
espécies C.langsdorfii ,C. duckei, C.glycycarpa, C. guyanensis, C. martii, C. multijuga, C.
paupera, C. piresii, C. pubiflora e C. reticulata,. Sdo arvores de crescimento lento,
alcancam de 25 a 40 metros de altura, podendo viver até 400 anos. O tronco € aspero,de
coloragdo escura, medindo de 0,4 a 4 metros de didmetro (Figura 6). As folhas séo
alternadas, pecioladas e penuladas. Os frutos contém uma semente ovoide. As flores séo
pequenas, apétalas, hermafroditas e arranjadas em paniculos axilares. A floracdo e
frutificacdo das copaibas ocorrem a partir dos 5 anos de idade. A floracdo ocorre entre
outubro e julho e a frutificagdo entre junho e outubro com variagdes dependendo do clima.
Algumas espécies sdo nectiferas sendo polinizadas por Apis mellifera e a dispersdo de suas
sementes se da principalmente por aves nativas da regido. Sua identificacdo boténica é
dificil, sendo realizada, na maioria das vezes, segundo caracteristicas das flores,
pubenescéncia das sépalas, comprimento dos anteros e a condi¢do glaborosa ou ndo do
pistilo. No Brasil, a espécie C.langsdorfii Desf. é a mais conhecida por estar distribuida por
todo territorio (da Amazénia a Santa Catarina, no nordeste e centro-Oeste) e por possuir
outras variedades (MARTINS-DA-SILVA et. al., 2007).

Figura 6.Copaifera langsdorffii (ITF — indice terapéutico Fitoterapico p.29)



PIERI em 2009 publicou um trabalho onde realizou o levantamento bibliografico do
género suas utilizagBes num periodo de 1792 a 2008. Neste trabalho esta descrito que a
primeira vez que o 0Oleo de copaiba foi citado, provavelmente ocorreu no ano de 1534,
quando foi encontrada uma carta enviada por Pethus Martins ao Papa Ledo X, em que a
droga usada pelos indios nativos era chamada copei, possuia um odor excelente e muito
maior efeito para curar feridas. Supode-se que tal conhecimento advém da observacdo do
comportamento de alguns animais feridos, que se atritavam no tronco das arvores de
copaiba, na busca da cura (MACIEL et. al., 2002; VEIGA JUNIOR et. al., 2002). Em
1560, o padre jesuita José de Anchieta em carta ao padre geral, comenta o poder
cicatrizante do 6leo de copaiba e em meados do século XVI, Pero de Magalhdes Gandavo
foi o primeiro a descrever a eficacia do 6leo como analgésico e cicatrizante resultando em
um comentario mundial, tornando o dleo,um dos quatro produtos mais exportados pelas
provincias do Maranhdo e Grdo Para. Assim, o 6leo continuou sendo explorado ao longo
dos anos até Gabriel Soares de Souza, na obra “Taratado descritivo do Brasil”, registrou o
uso do o6leo pelos europeus e chamou o produto de “arvore ou erva da virtude”. Por volta de
1760, Jacquin descreveu a primeira Copaifera (C.officinalis) de forma errénea sendo dois
anos mais tarde descrita oficialmente por Linnaeus de Copaifera L.. Mais tarde outras
espécies foram sendo descritas até meados do século XX onde Ducke e Dwyer estudaram e
descreveram espécies amazonicas.

O Food and Drug Administration (FDA), 6rgdo de regulamentacdo de farmacos e
alimentos do governo americano, aprovou o 6éleo de copaiba em 1972. Testes de irritacdo e
sensibiliza¢do do 6leo de copaiba foram realizados com 25 voluntérios, ndo se observando
estes tipos de reacdo (VEIGA-JUNIOR et.al., 2002).

Fitoterapico, de acordo com legislacdo sanitaria brasileira, € o medicamento obtido
exclusivamente a partir de matérias-primas ativas vegetais. Os fitoterapicos utilizados pelo
SUS sdo aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e por isso,

sdo considerados seguros e eficazes para utilizagdo pela populagéo.

Relacdo nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) traz uma

lista atualmente com 71 espécies medicinais com potencial para gerar produtos de interesse



ao SUS dentre elas encontra-se a copaifera spp. Algumas destas encontram-se listadas na

Tabela 1 a seqguir.

O objetivo do Ministério da Saude, com a divulgacdo da lista, é orientar estudos e

pesquisas que possam subsidiar a elaboracdo da relacdo de fitoterapicos disponiveis na

assisténcia basica em todo pais.

Tabela 1. Lista de 41 plantas medicinais de interesse do SUS.

Achillea millefolium

Bauhinia spp*

Cordia spp*

Mikania spp*

Allium sativum

Bidens pilosa

Costus spp* (C.

scaber ouC. spicatus)

Passiflora spp*

Aloe spp*(A. vera)

Calendula officinalis

Croton spp

Psidium guajava

Alpinia spp* Carapa guianensis Cynara scolymus Ruta graveolens
Anacardium Casearia sylvestris Erythrina mulungu Salix alba
occidentale

Ananas comosus

Matricaria

chamomilla

Eucalyptus globulus

Solanum paniculatum

Apuleia ferrea

Chenopodium

ambrosioides

Glycine max

Solidago microglossa

Arrabidaea chica Copaifera spp* Kalanchoe pinnata Trifolium pratense
Artemisia absinthium | Carcuma longa (ou | Malva sylvestris Vernonia condensata
curcumina)

Baccharis trimera

Dalbergia subcymosa

Mentha spp*)

Zingiber officinale

O indice Terapéutico Fitoterapico (ITF) traz informacdes sobre a utilizacdo do 6leo de

qualquer espécie de Copaifera, ja que todas possuem as mesmas caracteristicas botanicas e




medicinais e que a diferenca bésica € a cor do 6leo que € extraido de seu tronco e a regiao
do pais onde é encontrada, que pode causar variacfes em suas alturas. As indicacdes
terapéuticas em afeccBes da pele: Ulceras cronicas, feridas, psoriase, urticaria, dermatoses;
doencas do aparelho genito - urinario: infeccdes, blenorragias agudas e cronicas e cistite. A
posologia recomendada é de 5 mL do dleo divididos em 2 a 3 doses diérias diluidos em
leite frio ou quente, aplicacdo topica do Oleo equivalente a uma colher de café e criancas %2
dose. Alem disso, os efeitos colaterais podem ocorrer por hipersensibilidade aos
componentes e a utilizacdo de uma dose 3 vezes maior (15mL ou 300 gotas) pode causar
tremores, dores na virilha e insénia. Ndo hé relatos da sua farmacocinética para uso na
gestacdo e na amamentacdo, também ndo ha relatos sobre interacbes medicamentosas
(LIMA, 2008)

A nomenclatura correta para o 6leo da copaiba é a de 6leo-resina, por ser um
exsudato constituido por acidos resinosos e compostos volateis, chamado comumente de
balsamo, apesar de ndo ser um balsamo verdadeiro por ndo apresentar derivados do acido
benzdico ou cindmico (VEIGA-JUNIOR et. al., 2002). O 6leo de copaiba é encontrado em
canais secretores localizados em todas as partes da &rvore. Estes canais sdo formados pela
dilatacdo de espacos intercelulares (meatos) que se intercomunicam, Segundo alguns
autores, o 6leo é produto da desintoxicacdo do organismo vegetal e funciona como defesa
da planta contra animais, fungos e bactérias. A coleta ndo agressiva € aquela realizada
através de uma incisdo com trado a cerca de 1 metro de altura do tronco inserindo um cano
de PVC de % de polegada no orificio. Terminada a coleta, o orificio é vedado com argila
para impedir a infestacdo por fungos ou cupins. No periodo do Brasil imperial, mais
precisamente em 1818, foi promulgado um ato regulando a extracdo do 6leo, mas essa
extracdo se dava com a derrubada e consequente morte da planta (VEIGA-JUNIOR et. al.,
2002; PIERI et. al., 2009) (Figura 7).



Figura 7. Foto ilustrando a forma de extragéo da 6leo-resina do tronco de Copaifera (PIERI et. al., 2009)

As plantas do género Copaifera sdo utilizadas para diversos fins sendo um deles o uso do
6leo extraido de seu tronco na medicina popular no tratamento de varias afeccdes como
feridas, contusbes (pancadas) e doencas do trato respiratdrio (infecGes de garganta,
bronquites e asma). As populacdes autdctones da regido do Xingu comumente utilizam essa
6leo-resina em escoriacdes, inflamacdo sobre a pele, dores estomacais, contraceptivo e na
palpebra inferior dos olhos, como um dilatador da pupila na atividade de caca noturna
(SOUZA et. al., 2010).

Ao longo dos anos, esses Oleos tém sido estudados em sua composicao
quimica e suas atividades biol6gicas comprovadas em laboratério para diferentes espécies
de Copaifera como: anti-inflamatoria (PAIVA et. al., 2003 e VEIGA et. al., 2007),
antiedematogénica (VEIGA et. al., 2002), antimicrobiana (TINCUSI et. al., 2002),
gastroprotetora (PAIVA et .al., 1998), antitumoral (LIMA et. al., 2003) e antinociceptiva
(GOMES, et. al., 2006; 2007 e 2010). Os principais compostos quimicos isolados da 6leo-
resina ligados a estas atividades bioldgicas sdo os sesquiterpenos (cariofilenos e

humulenos) e diterpenos (&cido caurendico e acido polialtico ) (TAPPIN et. al., 2004).

A atividade anti-tumoral de Oleos de Copaifera langsdorfii foi observada contra
carcinoma em camundongos. O fracionamento guiado por bioensaio mostrou que 0S
diterpenos colavenol e o &cido hardwickico apresentam potente atividade anti-tumoral, sem

contudo, apresentarem citotoxicidade contra as mesmas células (VEIGA JUNIOR et. al.,



2002; 2012) Para os 6leos de C. multijuga a atividade anti-tumoral vem sendo estudada in
vivo e in vitro. Nestes estudos, o 6leo de C. multijuga tem inibido o crescimento tumoral
(melanoma murino B16F10) através da reducdo da formacgédo dos nddulos de metastase no
tecido pulmonar (VEIGA JUNIOR et. al., 2002; 2012). Experimentos de viabilidade
celular, realizados in vitro com este mesmo 6leo, mostram uma significativa reducdo no
namero de células de melanoma viaveis (VEIGA JUNIOR et .al., 2002; 2012). O 6leo de
Copaifera multijuga mostrou-se também toxico e com potente atividade antitumoral tempo
e dose dependente em ensaios contra células de mastocitoma murino P815 (VEIGA
JUNIOR et. al., 2002; 2012) .Os o6leos das espécies Copaifera multijuga, Copaifera
cearensis e Copaifera reticulata foram avaliados também quanto a sua atividade anti-
inflamatéria no modelo de pleurisia em camundongos, antineoplasica in vitro e
tripanossomicida (VEIGA JUNIOR et. al., 2002; 2012)

Na avaliacdo da atividade antineoplasica in vitro dos 6leos destas trés espeécies, foi
verificada a capacidade de inibicdo da proliferacdo da linhagem Sp2/0 (mieloma de
camundongo). Os trés Odleos testados (250 mg/pogo) foram capazes de inibir
significativamente a proliferacdo celular (medida através de incorporagdo de timidina
[metil-3H] (VEIGA JUNIOR et. al., 2002).

Entre as propriedades medicinais dos 6leos de copaiba a mais estudada foi a anti-
inflamatdria . Zanini e colaboradores (1988) estudaram a atividade anti-inflamat6ria do
6leo em ratos utilizando diversos modelos, como inibicdo de edema induzido por
carragenina, inibicdo de formacéo de granuloma e diminuicdo da permeabilidade vascular.
Seus resultados indicam que o 6leo possui atividade anti-inflamatéria e baixa toxicidade
(DLso 3.79 mg/kg). Apesar dos efeitos adversos por altas doses do 6leo (irritacdo gastro-
intestinal, diarréia, sialorréia e depressdo do sistema nervoso central), seu uso é plenamente
justificado na medicina popular. O estudo feito por Zanini e colaboradores foi realizado
com oOleo comercial, sem identificacdo boténica da espécie que o produziu. (VEIGA
JUNIOR et. al., 2002)

Fernandes e colaboradores (1992) estudaram o efeito analgésico e anti-inflamatorio
do 6leo de Copaifera cearensis, comparando-0s com o0s da indometacina e com alguns

derivados isolados de 6leos de copaiba como o acido copalico, o éster metilico do &cido



solidago e bisabolol. Os resultados do estudo indicaram que o 6leo possui atividades anti-
inflamatoria e analgésica maiores que aquela dos trés compostos estudados isoladamente,
porém menores do que as da indometacina. (VEIGA JUNIOR et. al., 2002; 2012).

No ensaio de atividade anti-inflamatoria, a pleurisia € induzida por carragenina, LPS
(lipopolissacarideo extraido da parede de E.coli) ou reacdo alérgica. Na reacdo inflamatoria
induzida por carragenina, nenhum dos 6leos testados foi capaz de inibir o extravasamento
de proteinas plasmaticas ou a migracdo de células que ocorre 4 horas ap6s o estimulo
inflamatorio. (VEIGA JUNIOR et. al., 2002) . Na reacdo inflamatdria induzida 24h apos a
injecdo de LPS ou estimulo alérgico (ovoalbumina em animais previamente sensibilizados),
0 Oleo de Copaifera reticulata foi capaz de inibir significativamente a migracdo de
eosindfilos, enquanto os outros dois 6leos ndo apresentaram efeito na dose testada
(100mg/kg) (VEIGA JUNIOR et. al., 2002)

Estudos recentes realizados com diversos 6leos de copaiba comerciais e de Copaifera
multijuga mostram que a fracdo que contém hidrocarbonetos tem maior atividade anti-
inflamatdria do que as fragcdes de alcoois sesquiterpénicos e acidos diterpénicos . (VEIGA
JUNIOR et. al., 2001; 2002; 2012)

Oleos de copaiba comerciais mostraram atividades de protecdo contra a penetracio
de cercérias de Schistosoma mansoni, e como cercaricida, pesticida e repelente de insetos,
sendo ainda descritas atividades antimicrobiana e antibacteriana. Os estudos de atividade
antibacteriana mostraram maiores atividades bactericida e bacteriostatica do 6leo de
Copaifera multijuga, frente a Streptococcus mutans, enquanto o 6leo essencial apresentou
melhor acdo bactericida e a resina apresentou apenas acao bacteriostatica e quando avaliada
a atividade tripanossomicida, os 6leos foram colocados em contato com cultura de formas
tripomastigotas de T. cruzi durante 48h (250 mg/pogo). Observou-se que o Oleo de
Copaifera multijuga foi capaz de matar 100% dos parasitas, enquanto que os Oleos de
Copaifera cearensis e Copaifera reticulata mataram 87% dos T. cruzi, indicando uma
potente atividade (VEIGA-JUNIOR et. al., 2002; 2012).

A atividade gastroprotetora do 0leo de Copaifera langsdorfii foi avaliada em

lesGes gastricas induzidas por etanol e indometacina. Ratos pré-tratados com o Gleo desta



copaiba foram protegidos em doses a partir de 400 mg/kg. Os resultados obtidos sugerem
que a acdo deste Oleo se deve a diminuicdo de acidez gastrica, provavelmente através da
promocdo da secrecdo de muco gastrico e bicarbonato (PAIVA et. al, 2004). Estudos
realizados com 6leo de copaiba comercial em ratos mostraram a ocorréncia de diarréia,
perda de peso e agéo irritante no comportamento de ratos em doses de 0,63 ml/kg (VEIGA-
JUNIOR et. al., 2002; 2012)

As propriedades cicatrizantes de feridas e Ulceras, uma das principais indicagdes dos
6leos de copaiba, foram estudadas em 6leos comerciais por Brito e colaboradores para 0s
Oleos de Copaifera langsdorfii, e por Rao e colaboradores. Nos estudos de Brito,
realizados em modelo de ferida aberta, os ratos que receberam 6leo de copaiba na regido
dorsal apresentaram aumento de tecido de granulacdo e do nimero de vasos sanguineos,
porém, diminui¢do da quantidade de fibras colagenas. Nos experimentos realizados por
Rao, o 6leo mostrou-se bastante ativo nos ratos em modelos de ferida aberta, resisténcia a
tensdo e Ulcera crbnica de estdmago, produzida por acido acético (VEIGA-JUNIOR et. al.,
2002).

Os 28 diterpenos, descritos nos 6leos de copaiba estudados, pertencem aos
esqueletos caurano, labdano e clerodano. Em estudo realizado com diversos 6leos de
copaiba provenientes de varias regifes do Brasil, o acido copalico foi o Unico encontrado
em todos os Oleos analisados. Por esta razdo, este diterpeno acido pode ser usado como
biomarcador de 6leos de copaiba.(VEIGA-JUNIOR et. al., 1997).

Vérios dos compostos ja isolados ou detectados nos éleos de copaiba ja tiveram
propriedades farmacoldgicas, descritas na literatura. O acido caurendico é descrito na
literatura como tripanossomicida, atividade conferida também a 6leos de copaiba que ndo
contém este diterpeno.(VEIGA-JUNIOR et. al., 2002). Estudos realizados com é&cido
caurendico isolado de Copaifera langsdorfii mostram também atividade relaxante do

mausculo liso, sobre contra¢des uterinas induzidas (CUNHA et. al., 2002) .

Paiva e colaboradores em 2003 mostrou a reducéo nos danos da mucosa em célon de

ratos induzida por acido acético apds administracdo do &cido caurenoico isolado de



C.langsdorffii na dose de 100mg/kg tendo maior inibicdo quando administrado por via

retal.

Em 2009 LIM e colaboradores demonstrou a acdo deste &cido isolado de Aralia
continentalis que reduziu a producdo de NO e PGE's também demonstrada por Veiga

Junior (2007) para a 6leo-resina de trés espécies de Copaifera.

Apesar da extensa literatura sobre 6leos de copaiba, poucas referéncias discriminam a
espéecie de Copaifera que estd sendo estudada. Somente 5 espécies tém sua composicao
quimica descrita na literatura. Muitos artigos ndo definem o local da coleta do 6leo e outros
citam locais onde a espécie ndo € endémica. As espécies de Copaifera estudadas com
identificacdo botanica, de acordo com sua localizacédo, sdo: C. multijuga Hayne, abundante
na regido Amazénica, C. langsdorfii Desf., encontrada na regido do cerrado, no nordeste,
centro-oeste e sudeste brasileiro, C. cearensis Huber ex Ducke, nordeste brasileiro e C.
officinalis L. e C. reticulata Ducke encontradas ao norte da Amazonia ocidental na regido
que se estende até a Venezuela (VEIGA JUNIOR et. al., 2002)

2.4 Copaifera glycycarpa (DUCKE 1930)

As plantas da espécie Copaifera glycycarpa sdo arvores de 20-35 m de altura
encontrada apenas no Brasil na regido central da Amazonia brasileira até sudoeste e sul
dessa regido; foi encontrada no sudoeste do Par, leste do Amazonas e noroeste de Mato
Grosso e habita as matas de terra firme (MARTINS DA SILVA et .al, 2008) (Figura 8).



Figura 8. Distribuigéo geografica de C.glycycarpa no Territério Amazonico

Destaca-se por apresentar tricomas na face abaxial da ldamina do foliolo, ovério séssil e
fruto globoso com apiculo rudimentar. Entretanto, devido ao relativamente grande nimero
de foliolos e ao ovario totalmente hirsuto, C. glycycarpa é afim de C. multijuga, sendo
ambas as Unicas, na Amaz0lnia, que possuem o ovario totalmente hirsuto. Porém, C.
glycycarpa difere por apresentar foliolos simétricos, retos e opostos, bem como ovério
séssil e fruto globoso (MARTINS DA SILVA et. al, 2008). Os detalhes da folha, foliolo,

tricomas, brécteas, bractéolas e gineceu foram ilustradas na figura 9.
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Figura 9. Detalhes da folha, foliolo, tricomas, bracteas, bractéolas e gineceu de C.glcycarpa g-I.
C.glycycarpa — g.folha; h.detalhe do foliolo evidenciando venacéo congesta; i.detalhe do foliolo evidenciando
tricomas na face abaxial da Iamina; j.bractéola; k.bréctea; l.gineceu - Rodriguesia 59(3) 455-476, 2008.

Alguns pesquisadores comentam que apesar de inumeros estudos sobre as Oleos-
resina de Copaifera, abordando as diversas aplicagdes, muitos dados sobre a composi¢ao
quimica e atividade farmacoldgica sdo contraditérios. Além disto, poucos sdo 0s artigos
nos quais é encontrada a identificacdo boténica da especie estudada e onde frequentemente
0s Oleos sdo misturados e adulterados ou ainda coletados de espécimes de idades e locais
distintos (VEIGA JUNIOR, et.al., 2002 ; TAPPIN, et.al., 2004; CASCON, et.al., 2004 e
MARTINS-DA-SILVA, et.al., 2008). Através da pressdo regulatoria para se desenvolver



produtos dentro de estritos padrdes sanitarios, alguns esforcos vem sendo direcionados na
tentativa de se manter uma relacdo entre composi¢do quimica minima e ensaios
farmacologicos para que o efeito desejavel seja mantido e, nesta relacdo repousa a
confianca do consumidor na eficacia do produto.(DI STASI, 2007). VEIGA JR. & PINTO
(2002), em uma vasta revisdo de literatura, encontraram 72 sesquiterpenos diferentes e 27
acidos diterpenos, como por exemplo, o acido caurenodico, B-caurendico e polialtico

(VIEIRA et .al., 2008).

Recentemente SOUZA (2010) realizou o estudo fitoquimico da espécie encontrando
0s sesquiterpenos: d-Elemeno, a-Cubebeno , Cyclosativieno, a-Copaeno , b-Elemeno
, Trans-b-caryophylleno ,a-Bergamopteno ,a-Guaieno, Trans-b-farneseno, a-Humuleno, g-
Gurjuneno, b-Selineno, B-Bisaboleno, b-Sesquifelandreneo, Cis-a-Bisaboleno, 6xido de
Cariofileno , isolando diterpénos com importantes atividades bioldgicas como os acidos

caurenoico e polialtico (Tabela 2).

Tabela 2. Composi¢ao Quimica da 6leo-resina de C. glycycarpa (Ducke) por GC-MS (Gas Chromatography-
Mass Spect (adaptado de Souza, et. al., 2010).

Diterpenos Percentual dos Tempo de Retencdo(s)
compostos (%)
Metil-caurenoato 0.98 25.656
Metil-polialtato 19.73 26.082
Metil- copalato 0.38 28.338
3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Validar a eficécia da utilizacdo popular da 6leo-resina (OR) de Copaifera glycycarpa
através do uso de métodos farmacologicos in vivo, tendo como objetivos investigar as

atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria desta Oleo-resina extraida de Copaifera




glycycarpa e de dois compostos diterpendides isolados (&cido caurendico e acido
poliéltico), determinando os possiveis mecanismos de agdo envolvidos com essas

atividades.

3.2 Especificos

e Determinar a atividade antinociceptiva periférica da OR através de métodos como o
das contorc¢des abdominais, formalina e retirada de cauda.

e Determinar os mecanismos envolvidos nesta atividade antinociceptiva da OR
através dos métodos da formalina e da retirada de cauda.

e Determinar a atividade anti-inflamatoria da OR através dos métodos do edema de
orelha e da pleurisia.

e Determinar a atividade anti-inflamat6ria dos compostos isolados da OR através do
método da pleurisia de modo a contribuir para a elucidacdo do mecanismo de acéo
da OR da C. glycycarpa.

o Determinar a potencial atividade da OR sobre o sistema nervoso central através de
métodos como o do campo aberto e da suspensao pela cauda.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos (Mus musculus)
da linhagem SW55 (SwissWebster), machos adultos pesando entre 25-35 gramas (Figura
12) fornecidos pelo biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade
Federal Rural do Rio Janeiro.



Figura 10. Camundongos (Mus musculus), linhagem SW55 (SwissWebster). Extraido de : acervo pessoal

Os animais foram mantidos sob iluminacdo controlada em um ciclo claro/escuro de
12/12h e com regime de &gua e ragdo ad libitum. Todos os experimentos foram realizados
seguindo as normas que envolvem cuidados com animais de laboratério e normas éticas
para seu uso em experimentos que envolvem dor (ZIMMERMANN,1983). Doze horas
antes de cada experimento 0s animais recebem apenas &gua para evitar interferéncia na
absorcéo das substéancias.

Os animais utilizados nos diferentes métodos nos caso de morte tiveram seus
cadaveres armazenados em freezer para posterior encaminhamento, visando a incineracao.
Os animais sobreviventes poOs avaliacbes experimentais ndo foram reutilizados e
eutanasiados por exposicdo ao CO, e em seguida se procedeu de acordo com o descrito
acima para os casos de morte. Esta metodologia foi submetida e aprovada pela Comissédo de
Etica na Pesquisa , sob o protocolo n 001267/COMEP, da Universidade Federal Rural Do
Rio de Janeiro.

4.2 Material Botanico



A C. glycycarpa identificada por Ducke em 1930 possui nome vulgar: “Copaiba
cuiarana” tem sua publicacdo original nos arquivos do Jardim Boténico do Rio de Janeiro
5:128-129.1930. Exsicata depositada sob n” 20218 (Figura 11).

Figura 11. Exsicata de C.glycycarpa, espécie original depositada no herbario do Jardim Botanico do Rio
de Janeiro.

A Gleo-resina de C.glycycarpa foi coletada pelo pesquisador Pierre André de Souza
do Departamento de Quimica Organica, Instituto de Quimica da Universidade Federal do
Rio de Janeiro em junho de 2006, reserva da Nacdo Indigena Kamayura Parque Nacional
do Xingu — Estado do Mato Grosso, Brasil. A espécie foi identificada no Departamento de
Botanica da Universidade Federal do Mato Grosso, onde a espécie foi depositada na
exsicata de identificagdo (HUFMT 15.510).

4.3 Obtencéo dos isolados

Para a obtencdo dos compostos isolados da C. glycycarpa foi utilizada a

cromatografia de contra-corrente (CCC) que é uma técnica rapida e eficiente que evita uma

possivel degradacdo dos constituintes durante o processo, util no isolamento de produtos



naturais biologicamente ativos. Este método é utilizado principalmente em nivel de
preparacdo, mais especificamente, a cromatografia contracorrente de alta velocidade
(“HSCCC: high-speed counter-current chromatography”), atualmente, € o mais utilizado
para isolamento e purificacdo de diversas classes de substancias naturais tais como
saponinas de esteroides e triterpenos, flavonoides, alcaldides dentre outras classes.

Como o 6leo de copaiba é uma mistura complexa de diversos compostos de baixa a
média polaridades, foi utilizado um sistema ndo-aquoso de solvente para analise por
HSCCC acoplado a um detector de massa (GC-MS), Mod. 2010S que permitiu o
isolamento de 0.98% do &cido caurendico (acido Kaur-16-en-18-oic ) e 19.73% do acido
poliéltico contidos na 6leo-resina de acordo com o tempo de retencdo. As estruturas foram
confirmadas através da comparacdo por GC/MS com base na literatura (SOUZA et.al.,
2010). Segundo SOUZA, o uso dessa técnica cromatogréafica foi apresentada pela primeira
vez como promissora no isolamento de compostos diterpénicos dessa 6leo-resina e apos
isolamento e confirmacdo das estruturas foi feita avaliacdo da capacidade de inibicdo do
efluxo de rodamina 6G em Saccharomyces cerevisiae com a enzima Pdr5p (proteina que
confere resisténcia multipla a drogas), com os diterpenos isolados dessa Olea-resina e em
conclusdo o &cido caurendico foi apresentado como um potencial protétipo de novos
inibidores de proteinas carreadoras capazes de conferir resisténcia multipla a drogas
(Figuras 12).

Figura 12. llustracdo da estrutura quimica dos 2 diterpenos isolados da 6leo-esina de C.glucycarpa 1. acido
caurendico; 2. acido polidltico . Extraido de Souza et.al. 2010.

4.4 Farmacos, Reagentes e Solventes



Oleo-resina de C. glycycarpa diluido em Tween 1%; indometacina diluida em
solugéo de bicarbonato 6% e carragenina (Sigma Chemical Co., St.Louis, MO, USA)
diluida em salina estéril; Dexametasona (Decadron®, Ache Lab. Farm., Sdo Paulo, Brasil)
diluida em solucdo salina (NaCl 0,9%) agua destilada, solucdo salina 0,9%, formaldeido
2,5%v/v diluida em solucdo salina, éter, solucdo de PBS, Solucdo de turk, heparina,
Tween® 80 (Sigma Chemical Co., St Louis, USA) Fentanil 50ug/mL diluido em solucéo
salina (0,3 mg/kg) ou morfina (Dimorf ®, Cristélia, Sdo Paulo — Brasil), naloxona 1 mg/Kg
diluido em solucéo salina; é&cido acético 1.2% v/v diluido em solucdo salina ; 6leo de
croton/acetona 2,5% v/v ; p-Cloro-fenilalanina (PCPA, Sigma Chemical Co., St.Louis,
USA).

4.5 Métodos de Avaliacdo da Atividade Antinociceptiva Periférica

45.1 Método das Contorcdes abdominais induzidas por &acido acético 1.2%
(“Abdominal Writhings”)

O modelo das contor¢Ges abdominais descrito por Koster e colaboradores (1959)
baseia-se na contagem das contracGes na parede abdominal seguida de tor¢éo do tronco e
extensdo dos membros posteriores produzidas como resposta reflexa a irritacdo peritoneal,
amplamente utilizado na pesquisa de novos farmacos com acdo analgésica e anti-
inflamatoria. Os camundongos foram distribuidos em 8 grupos experimentais (n=6/grupo),
0s quais foram tratados por via oral (gavagem, p.o, per 0s), como descrito a seguir: solucéo
salina (NaCl 0,9%), tween 1 % (veiculo de diluicdo da OR), utilizando 0,01mL/g de animal
controles negativos, indometacina 10 mg/kg (controle positivo) e OR de C. glycycarpa nas
doses de 10, 30, 100, 300 e 1000 mg/kg. Uma hora ap6s os tratametos, foi injetado acido
acético 1,2 % diluido em NaCl 0,9% por via intraperitoneal (i.p). A seguir 0s animais
foram colocados em caixas de vidro espelhadas e individuais, medindo 16 cm de largura,
24,3 cm de comprimento e 15 cm de altura de vidro, sendo efetuada a contagem das

contorgdes abdominais acumuladas (c.a.a) durante os 30 minutos subsequentes.



4.5.2 Método da Dor induzida pela formalina (“Formalin Test”)

Os camundongos foram agrupados (n=6/grupo) e tratados por via oral (p.o),
constituindo os seguintes grupos experimentais: solucdo salina (NaCl 0,9%) e tween 1%
(0,01mL/g de animal, controles negativos), indometacina 10 mg/kg (controle positivo) e a
OR nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg. Uma hora ap0s os tratamentos foi injetada por via
intraplantar (i.pl.) 20 uL de formalina 2.5% v/v no membro posterior direito de todos os
animais.

Apos a injecdo intraplantar de formalina, os camundongos sdo colocados em caixas
de vidro espelhadas e individuais, medindo 16 cm de largura 24,3 cm de comprimento e 15
cm de altura de vidro, para facilitar a observacdo do comportamento nociceptivo de lamber,
morder ou sacudir a pata (DUBISSON; DENNIS,1977). Foi entdo avaliado o tempo de
reacdo a nocicepc¢do/dor (em segundos) nos dois periodos em que esta se manifesta. Nos
primeiros 5 minutos apés a injecdo da formalina temos a primeira fase (dor neurogénica) e
a seguir segunda fase ocorre entre 15 e 30 minutos apds a injecdo da formalina
(HUNSKAAR; HOLE, 1987). A primeira fase representando a resposta ao estimulo
nociceptivo quimico direto e a segunda e Ultima a resposta ténica a dor, acompanhada de
uma resposta inflamatoria relacionada a liberacdo de mediadores quimicos inflamatorios.
Para a avaliacdo da participacdo do sistema opiodide foi realizada a administracdo de
fentanil 0,3 mg/kg (agonista opidide ndo-seletivo) por via subcutanea (s.c), naloxona

1mg/kg (antagonista opidide ndo-seletivo, i.p), e a OR 300mg/kg v.o.

4.5.3 Método da Retirada da cauda (“Tail-flick Test”)

Neste método descrito por Lindneer and Vogel (1963) utiliza-se um analgesimetro
térmico modelo 7360 V-115 (Ugo - Basile, ITALY) na avaliacdo da atividade
antinociceptiva de farmacos de acéo central (infra-espinhal) por meio de uma fonte radiante
de luz infravermelha na regido ventral do 1/3 médio da cauda e ap0s o correto
posicionamento sobre a fonte de luz com poténcia previamente estabelecida em 50 Watts,



foi acionada juntamente com o crondmetro eletrénico até que o animal retirasse a cauda
(tempo de reacdo), momento no qual a fonte de luz e reldgio paravam automaticamente. Os
camundongos foram colocados em contentores para evitar 0 estresse da manipulacéo,
esperando-se um periodo de adaptacdo de 10 minutos antes de medir-se a reatividade ao
calor. Em caso de analgesia intensa, a incidéncia do raio é interrompida com no maximo 20
segundos, medindo-se o tempo de reacdo 30 minutos antes (tempo -30), imediatamente
apos o tratamento com as substancias teste (tempo 0) e apos 30, 60, 90 e 120 minutos dos
tratamentos. No tempo 0, os animais foram tratados por via oral (p.o) através de gavagem
sendo divididos nos seguintes grupos experimentais: solucéo salina (NaCl 0,9%), tween 1%
(0,01 mL/g — controles negativos), fentanil 0,3 mg/kg s.c (controle positivo) e OR na
doses de 30, 100, 300 e 1000 mg/kg. Para avaliarmos a participacdo do sistema
serotoninérgico no efeito antinociceptivo da OR 300mg/kg camundongos foram pré-
tratados com PCPA 100mg/kg i.p (inibidor da enzima triptofano hidroxilase) por 3 dias
consecutivos( HESS et. al., 2010).

4.6 Métodos de Avaliacdo da Atividade Anti-inflamatdria

4.6.1 Método do Edema de orelha induzido por dleo de croton (“Ear Edema Test”)

Este modelo descrito por Schiantarelli e colaboradores (1982) é utilizado na pesquisa
da atividade de agentes anti-inflamatérios de uso tdpico, mas também responde a
administragdo sistémica de anti-inflamatdrios esteroidais e ndo esteroidais. Neste caso , 0s
camundongos foram divididos em 8 grupos experimentais (n=6/grupo) foram tratados por
via oral (p.o) constituindo os seguintes grupos tratados: solucdo Salina (NaCl 0,9%), tween
1% (0,01 mg/mL - controles negativos), dexametasona 2 mg/kg (s.c, controle positivo) e
OR nas doses de 10, 30, 100, 300 e 1000 mg/kg. Uma hora apés os tratamentos foi feita a
aplicacdo do 6leo de croton/acetona a 2,5% v/v tdpico na orelha esquerda e apenas acetona
(veiculo) na orelha direita. Decorridas 4 horas da aplicagdo, para que pudesse observar a
formagdo do edema ou a inibicdo do mesmo com o tratamento, os animais foram

eutanasiados. Foi feita a remogédo de uma pedaco de 6 mm de didmetro das orelhas direita e



esquerda que foram entdo entdo pesados e a seguir determinada a diferenga de peso entre as
orelhas (A de peso = peso OE (mg) — peso OD (mg)), sendo os resultados expressos como

média erro padréo da média (E.P.M.).

4.6.2 Método da Pleurisia induzida por carragenina 1% (“Pleurisy Induced by

Carrageenan”)

A pleurisia induzida em camundongos pela injecdo intra-pleural de carragenina € um
modelo de inflamacdo aguda amplamente utilizado na pesquisa de drogas antiinflamatorias.
Isso ocorre porque é possivel medir no exsudato formado na cavidade pleural,a quantidade
de leucocitos migrados para a area, bem como os mediadores inflamatorios liberados com o
estimulo lesivo.Além disso,esse modelo é sensivel a acao de antiinflamatorios esteroidais e
ndo-esteroidais. Os animais sdo tratados com o composto de estudo (6leo-resina), 0s
isolados desta 6leo-resina; &cido caurendico 20mg/kg e polidltico 10mg/kg v.0 e 0s
controles (solucédo Salina (NaCl 0,9%), DMSO 0,1% dexametasona 2 mg/kg) administrados
1 hora antes do estimulo lesivo. Apds 4 horas, 0s animais sdo eutanasiados e segue com
abertura e lavagem da cavidade toracica. Apos a lavagem, o liquido recolhido (exsudato) é
depositado em eppendorf e imerso em gelo. A contagem de leucdcitos totais feita em

camara de Neubauer, sob microscopia optica. (COSTA et. al., 2006).

4.7 Metodo de Avaliagdo da Atividade locomotora e sobre sistema nervoso central
4.7.1 Método do Campo aberto (“Open-Field”)

Este método permite avaliar atividade estimulante ou depressora do sistema nervoso
central provocada pela Oleo-resina. Este ensaio farmacologico foi realizado em uma caixa
de acrilico com paredes transparentes medindo 30 cm de largura 30 cm de comprimento e
15 cm de altura e base preta, dividida em nove quadrados iguais. O campo aberto é usado
para avaliar a atividade exploratéria dos animais e para tanto os camundongos foram
tratados por via oral (p.0o) com : solucédo salina (NaCl 0,9%) e tween 1% (0,01mL/g -

controles negativos), diazepam 1 mg/kg controle positivo) i.p e OR 300 mg/kg .



Decorridos 60 minutos do tratamento, os animais foram observados por 5 minutos, sendo
avaliados os seguintes parametros: distancia total percorrida, tempo total de permanéncia
no quadrante central (atividade ansiolitica ou sedativa), rearing (apoiar-se nas patas
traseiras), grooming (auto-limpeza), o tempo que permanece parado (imobilidade = sedacao
ou medo) e numero de bolos fecais (emocionalidade). A tendéncia natural do animal em um
novo ambiente é a de exploré-lo, apesar do conflito com o medo provocado por este hovo
ambiente (MONTGOMERY, 1955).

4.7.2 Método da Suspenséo pela Cauda

O procedimento consiste em suspender os animais pela cauda, por um periodo de 5
min sendo registrado o tempo total de imobilidade, em segundos. Por 3 dias consecutivos
os animais foram tratados com PCPA que aumenta o tempo de imobilidade neste teste
contribuindo para avaliar um possivel mecanismo anti-depressivo ou depressor da OR
sobre 0 SNC. Os camundongos pré-tratados via oral com solugdo salina (NaCl 0,9%) e
tween 1% (controles negativos), PCPA 100 mg/kg i.p (controle positivo) e a OR na dose de
300 mg/kg (v.0) e a seguir foram suspensos por suas caudas 1h apds o tratamento e
observados um a um durante 5 min. Foi medido entdo o tempo total de imobilidade
(STERU, 1985).

5. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica dos resultados experimentais foi utilizado o programa
GraphPad Prism versdo 5.0 for Windows, GraphPad Software, San Diego Calférnia USA,
com a comparagédo entre os diferentes grupos experimentais determinada pela ANOVA-
ONE_WAY com pds-teste de Tukey. Sendo os resultados expressos como média aritmética
* erro padrdo da média (E.P.M) e considerando-se como estatisticamente significativos o0s
resultados dos grupos tratados com OR que mostraram diferengas dos grupos controle com
valor de P < 0.05.



6. RESULTADOS

6.1 Avaliacdo da Atividade Antinocieptiva Periférica
6.1.1 Contor¢bes Abdominais induzidas por acido acético 1,2%

Ap0s o pré-tratamento (p.o) dos grupos experimentais (n=6) com a OR nas doses de
10, 30, 100, 300 e 1000 mg/kg, indometacina (10 mg/kg), observou-se reducdo dose
dependente do nimero de contor¢es abdominais acumuladas (c.a.a) de 19,14 % (43,67 +
2,30 c.a.a), 20,37 % (43,00 = 3,35c.a.a), 54,32 % (24,67 + 2,09 c.a.a), 61,11 % (21,00 +
1,46 c.a.a), 70,99 % (15,67 = 1,31 c.a.a) e 46,50 % (19,50 + 1,65 c.a.a) respectivamente,
qguando comparado ao grupo controle veiculo tween 1% (50,00 + 0,77 c.a.a). NO0ss0s
resultados permitiram a construgcdo de uma curva dose-resposta e a consequente
determinacédo da Dls para a OR da C. glycycarpa que foi calculada apresentando um valor
de 145,24 mg/kg (Tabela 2 e Figura 10 e 11). Estes resultados demonstaram ainda que esta
atividade antinociceptiva mostrou-se dependente da dose uma vez que observamos uma
diferenga estatisticamente significativa entre as doses da OR neste método. (Tabela 3 ,
Figuras 13 e 14).
Tabela 3. Influéncia do pré-tratamento com a OR nas doses de 10-1000 mg/kg sobre o nimero de
contorgdes no teste das contor¢des abdominais induzidas por &cido acético. Os valores *p<0,05; **p<0,01 e

***p<0,001 representam os niveis de significancia estatistica quando comparados os grupos indometacina e
seus respectivos controles salina e tween 1%.

Tratamentos Numero de ContorcGes % dos controles % de inibicao
Salina 54,00+1,033 108,000+1,033 --

Tween 1% 50,0040,7746 100,000+0,7746 --

Indometacina 19,50 +1,648 39,000+1,648 46,50 £ 5,21 ***
10 mg/kg

OR 10 mg/kg 43,67%2,305 87,340+2,305 19,14 + 427*
OR 30 mg/kg 43,00 +3,347 86,000+3,347 20,37 +6,20*
OR 100 mg/kg 24,67+2,092 49,340+2,092 54,32 £3,87***




OR 300mg/Kg 21,00 1,461 42,000+£1,461 61,11 £2,70***
OR 1000mg/Kg 15,67+1,308 31,340+1,308 70,99 £2,42%**
60
554 - I—I 3 Salina
504 * * =3 Tween 1%
1 ; @ Indometacina 10 mg/kg
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Figura 13. Efeitos da OR da C. glycycarpa sobre o nimero de contorgdes abdominais induzidas pé &cido
acético acumuladas em 30 minutos. As barras verticais representam as médias = E.P.M. Os valores *p<0,05;
**p<0,01 e ***p<0,001 representam os niveis de significancia estatistica quando comparados 0s grupos
indometacina e seus respectivos controles salina e tween 1% (ANOVA One-Way, com pds- teste de tukey).
Os valores # p<0,05 e ### p<0,001 representam o nivel de signficancia estatistica quando a comparacéo foi

feita entre as doses.
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Figura 14. Curva dose-resposta para o efeito antinociceptivo da OR de C.glycycarpa em difeentes
concentragfes (10-1000mg/kg). O efeito esta representado como % de inibicdo das contor¢bes abdominais
versus dose da OR em relagdo a média do grupo veiculo tween 1%. Os valores estdo expressos como média




E.P.M.. curva em vermelho (---) representa a curva experimental enquanto que curva em azul (---) representa
a curva tedrica utilizada para determinagdo da Dlsy cujo valor determinado experimentalmente foi de
145,24mg/kg.

6.1.2 Método da Dor induzida por Formalina 2,5%

Foram avaliadas as fases da dor neurogénica (Fase 1) e dor inflamatoria (Fase 2). Os
resultados na fase 1, mostraram que 0s animais pré-tratados (n=6/grupo) com a OR de 100,
300, 1000 mg/kg apresentaram reducdo do tempo de reatividade (segundos) de 28,25 %
(143,00 * 5,09 segundos, p<0,001), 40,54 % (118,50 * 9,65 segundos, p<0,001) e 42,30 %
(115,00 £ 13,17 segundos, p<0,001) respectivamente, quando comparados ao grupo
controle negativo Tween 1% (199,30 + 3,80 segundos). Por outro lado, o grupo controle
positivo Indometacina (199,20 + 15,16 segundos) ndo foi capaz de causar modificacdo na
fase 1 deste método se comparado seu grupo controle negativo salina (215,2 + 6,57
segundos) (Tabela 4 e Figura 15).

Tabela 4. Influéncia do pré-tratamento com a OR nas doses 100 -1000 mg/kg sobre o tempo de reatividade
(segundos) dos animais, na primeira fase do teste da formalina. Os valores ***p<0,001 representam 0s niveis
de significancia estatistica quando comparados os grupos indometacina e OR com seus respectivos controles
salina e tween 1%.

Tratamentos Dose (mg/Kg) Reatividade (segundos) | % Inibicéo
Salina - 215,2 + 6,570 -
Tween 1% - 199,3 + 3,801 -
Indometacina 10 mg/Kg 199,2+ 15,16 -
100 mg/Kg 143,0 + 5,086 28,25 +2,552
(=)
300 mg/Kg 118,5 + 9,650 40,54 +4,842
(*%)




OR 1000 mg/Kg 115,0 + 13,17 42,30 6,607

(***)
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Figura 15. Efeito de diferentes doses da OR da C.glycycarpa sobre o tempo de reatividade (segundos) dos
animais na 1 fase do teste da formalina. Os valores *** p<0,001 representam os niveis de significancia
estatistica quando comparados os grupos indometacina e seus respectivos controles salina e tween 1%
(ANOVA One-Way, com pos- teste de tukey).

Na fase 2, o pré-tratamento dos animais com OR nas doses de 100, 300 e 1000
mg/kg foi capaz de reduzir o tempo de reatividade (segundos) em 33,70 % (294.50 + 38.46
segundosp<0,05), 55,24 % (198.80 * 21.44 segundos, p<0,001) e 69,01% (137.7 = 34.97
segundos, p<0,01) respectivamente em comparagdo com 0 grupo controle negativo tween 1
% (444.20 + 14.87 segundos). O controle positivo indometacina 10mg/kg foi capaz de
reduzir o tempo de reatividade em 63,70 % (176,30 + 43,35 segundos) se comparado ao seu
controle negativo o grupo salina (-i 16.88 segundos) . Estes resultados permitiram a
construcdo de uma curva dose-resposta antinociceptiva foi determinada obtendo-se o valor
de Dls% de 260,01 mg/kg (Tabela 5 e Figuras 16 e 17).



Tabela 5. Influéncia do pré-tratamento com a OR nas doses 100-1000 mg/kg sobre o tempo de reatividade
(segundos) dos animais na segunda fase do teste da formalina. Os valores *** p<0,001 representam 0s niveis
de significancia estatistica quando comparados os grupos indometacina e seus respectivos controles salina e

tween 1%
Tratamentos Dose (mg/Kg) Reatividade (segundos) % Inibicéo
Salina - 486.0+ 16.88 -
Tween 1% - 4442+ 14.87 -
Indometacina 10 mg/Kg 176.3+ 43.35 63,70+ 43,35
100 mg/Kg 294.5+ 38.46 33,70 +8.658
(*)
OR 300 mg/Kg 198.8+ 21.44 55,24 +4.826
(***)
1000 mg/Kg 137.7+ 34.97 69,01 +7.873
(***)
Fase 2
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Figura 16. Tempo de reatividade (segundos) dos animais na segunda fase do teste da formalina. As
colunas e barras verticais representam as médias o erro padrdo em grupos experimentais de 6 animais.
***p<0,001; * P<0,05; #p<0,01

100IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

go_Drwzﬁﬂ.Oimg/kg.. ................ -
80 :

70
60
50
40
30
20
10

% de Inibicéo

1.5 2.0 2.5 3.0 35
log Dose OR (mg/kg)

Figura 17. Curva dose resposta determinagio da Dls, através da % de inibigo versus log dose da 6leo-
resina da segunda fase no teste da formalina (n=6). A Dls, determinada graficamente possui o valor de
260,01 mg/kg.

A reducdo do tempo de reatividade nas fase 1 e 2 promovida pela OR, nos levou a
investigar a possibilidade de inibicdo desta atividade antinociceptiva pelo pré tratamento
com o antagonista opidide naloxona. Logo, executamos um prococolo no qual a um grupo
tratado com OR 300 mg/kg foi prétratado com a naloxona 1 mg/kg. Os resultados
experimentais mostraram que na fase 1, os animais pré-tratados com a OR 300mg/kg e o
fentanil 0,3 mg/kg reduziram o do tempo de reatividade em 49,93 % (103,00 + 18,33
segundos) e 93,03 % (14,33 + 1,50 segundos) respectivamente e quando prétratadas com
naloxona estes valores retornaram aos valores de 1,64 % (204,20 + 12,04 segundos) e 14,03
% (176,80 + 8,90 segundos) respectivamente. Os controles negativos, salina (205,70 + 5,67
segundos) e tween 1% (206,7+8,044segundos), neste protocolo ndo apresentaram

capacidade de modificar o tempo de reatividade dos animais (Tabela 6 e Figura 18).



Tabela 6. Influéncia do pré-tratamento com a OR na dose de 300mg/kg sobre o sistema opidide no tempo
de reatividade (segundos) dos animais na primeira fase do teste da formalina utilizando fentanil (agonista
opidide 0,3mg/kg s.c ) e reversdo pela naloxona (antagonista opidide 1mg/kg i.p ). O valor de *** p<0,001
representa o nivel de significancia estatistica quando da comparacdo entre os grupos fentanil e OR e seus

respectivos controles.

Tratamentos Salina Tween 1% Fentanil Fentanil+ OR OR 300mg/kg
0,3mg/kg Naloxona 1 300mg/kg+
mag/kg Naloxona
Temposde | 205,745,673 | 206,718,044 | 14,33+1,498 | 176,848,905 | 103,0+18,33 | 204,2+12,04
reatividade
(média +
erro)
% de inibicéo - - 93,03+0,7283 | 14,03+4,329 | 1,637+4,864 | 49,93+8,909
o 250p ki .
8 H#itt | 1 Salina
B 3 Tween 1%
= 0
§g 10 o Bl Fentanil 0,3 mg/kg
=]
o 9 100F I Fentanil 0,3 mg/kg + Naloxona 1 mg/kg
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o -
£ 20 sk OR 300 mg/kg + Naloxona 1 mg/kg
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Figura 18. Tempo de reatividade (segundos) dos animais na Fase 1 do método da formalina. As colunas e
barras verticais representam as medias + e.p.m. (n=6). O simbolo exprime o nivel de significancioa estatistica
entre 0s grupos teste, sem pré-tratamento, em comparagdo com os seus controles *** P < 0,001 e o simbolo
### P < 0,001 exprime o nivel se significancia estatistica entre os grupos pré-tratados precedidos ou ndo com
naloxona.

Na Fase 2, os animais pré-tratados com a OR 300 mg/kg e fentanil 0,3 mg/kg
reduziram significativa do tempo de reatividade em 84,78 % (56,00 + 23,55 segundos) e 81,16
% (69,33 + 12,80 segundos) respectivamente, quando 0s animais ndo haviam sido pré-
tratados com naloxona. Por outro lado, quando precedidos do tratamento com naloxona 1
mg/kg os pré-tratamentos com OR e fentanil apresentaram percentuais de redugéo de 63,99



% (132,50 + 22,88 segundos) e 15,35 % (311,50 + 10,02 segundos) respectivamente. Se
comparados aos seus controles negativos respectivos tween 1 % (206,70 + 8,04 segundos) e
salina (368,00 + 10,15 segundos) (Tabela 7 e Figura 19)

Tabela 7. Influéncia do pré-tratamento com a OR na dose de 300mg/kg sobre o sistema opi6ide no tempo
de reatividade (segundos) dos animais na segunda fase do teste da formalina utilizando fentanil (agonista
opidide 0,3mg/kg s.c ) e reversao pela naloxona (antagonista opidide 1mg/kg i.p ). O valor de *** p<0,001
representa o nivel de significancia estatistica quando da comparagdo entre os grupos fentanil e OR e seus
respectivos controles.

Tratamentos Salina Tween 1% Fentanil Fentanil+ OR + OR
Naloxona Naloxona
Temposde | 368,0+10,15 | 384,749,834 | 69,33+12,80 | 311,5+10,02 | 132,5+22,88 | 56,00+23,55
reatividade
(média +
erro)
% de inibicdo - - 81,16+3,478 | 15,35+2,723 | 63,99+6,218 | 84,78+8,909
50GQ- HiH
of o ‘ ) [ salina
= Tween 1%
300~
Bl Fentani 0,3 mg/kg
20
Y M Fentanil 0,3 mg/kg + Naloxona 1 mg/kg
10¢- s ok == OR 300 mglkg
¢ 1 = i é OR 300 mg/kg + Naloxona 1 mg/kg

Figura 19. Tempo de reatividade (segundos) dos animais na Fase 2 do método da formalina. As colunas e
barras verticais representam as médias = E.P.M.. mbolo *** P < 0,001 exprime o nivel de significancia
estatistica entre os grupos OR e fentanil e seus respectivos controles negativos, tween 1 % e salina. Os
simbolos # P < 0,05 e ### P < 0,001 exprimem 0s niveis de significancia entre os grupos tratados e nao
tratados com naloxona antes do pré-tratamento (n=6/grupo).




6.1.3 Método de Retirada da cauda

Ap0s o pré-tratamento (p.o) de grupos de camundongos ( n = 6/grupo ) com a OR

nas doses de 30, 100, 300 e 1000 mg/kg ou com o controle positivo fentanil (0,3mg/kg s.c)

produzindo um aumento (17.800+ 2.0230 segundos) apds 30 minutos da administracdo do

fentanil e observou-se aumento no tempo de reacdo dos animais quando aplicado estimulo
térmico na cauda de (7.167 = 0.2951) e (8.100 + 0.5489) para as doses de 300 e
1000mg/Kg respectivamente, sendo o efeito observado aos 60 minutos aos administracao

da OR e este efeito permanece até o fim do experimento, ndo produzindo qualquer

diferenca estatistica na dose de 30 ou 100 mg/kg quando comparado ao grupo controle

veiculo tween nos tempos avaliados.(Tabela 8 e figura 20)

Tabela 8. Influéncia do pré-tratamento com OR (30-1000mg/kg) o tempo de retirada da cauda no
teste de retirada da cauda (hiperalgesia térmica) O valor de *** p<0,001 representa o nivel de significancia
estatistica quando da comparacéo entre os grupos fentanil e OR e seus respectivos controles.

Tratamento

Tempo de Avaliacdo da Reatividade (minutos)/Tempo de Reacédo (segundos)

-30

30

60

90

120

Salina

4,02 +£0,27

4,40+ 0,17

5,55+0,51

4,80+ 0,42

5,22 + 0,57

5,28 £ 0,54




Tween 1% 4,95+0,30 4,78+0,53 |5,03+0,54 | 5,30+0,37 |5,15+0,89 | 5,78+0,70
Fentanil 4,45+0,30 5,28+0,36 | 17,80+2,08 | 9,62+1,17 | 5,68+0,90 | 5,90+0,69
0,3mg/kg
(***) (***)

OR 30mg/kg | 3,80+0,18 4,23+0,22 | 4,38+0,51 | 5,01+0,31 |5,33+0,23 | 5,68+0,35
OR 100mg/kg | 3,82+0,23 4,50+0,21 |4,42+0,32 | 5,82+0,45 |5,62+0,19 | 5,38+0,14
OR 300mg/kg | 4,05+0,19 3,68+0,28 | 4,03+0,35 |7,17+0,30 | 6,98+0,27 |6,83x011
OR1000mg/kg | 3,75+0,18 3,97+0,45 | 3,58+0,26 |8,10+0,55 | 7,98+0,29 |7,62+0,24
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Figura 20. Influéncia do tratamento com OR (10-1000mg/Kg) sobre o tempo de retirada da cauda no teste

de retirada da cauda As barras verticais representam as médias E.P.M.. O valor de *** p<0,001 representa o

nivel de significancia estatistica quando da comparacdo entre os grupos fentanil e OR e seus respectivos

controles.




Ainda utilizando o teste da retirada de cauda e avaliado a possivel contribuicdo da
serotonina no mecanismo antinociceptivo da OR 300mg/Kg v.0 quando administrado
PCPA (inibidor da triptofano hidroxilase)100mg/Kg i.p por 3 dias consecutivos. Sabe-se
que o PCPA diminui os significativamente os estoques de serotonina corticais e reverte o
efeito de farmacos opiodides como o fentanil. A OR mostrou ter efeito antinociceptivo
aumentando o tempo de retirada da cauda frente ao estimulo térmico e quando
administrada aos grupo pré tratado com PCPA revertendo o efeito hiperalgésico (Figura
21).

Tabela 9. Influéncia do pré-tratamento com OR (30-1000mg/kg) o tempo de retirada da cauda no teste de
retirada da cauda (hiperalgesia térmica) e influéncia do PCPA sobre o efeito hiperalgésico. O valor de ***
p<0,001 representa o nivel de significancia estatistica quando da comparacéo entre os grupos fentanil e OR e
seus respectivos controles.

Tempo de Avaliacdo da Reatividade (minutos)/Tempo de Reac¢do (segundos)

Tratamento

-30 0 30 60 90 120

Salina 557+0,19 [533+0,22 |5,78+0,18 | 4,80+ 0,42 | 4,72 +1496+0,35
0,36




OR +PCPA

Tween 1% 4,95+0,30 4,78+0,53 | 4,53+0,59 4,51+0,37 | 4,65+0,66 | 4,78+0,25
Fentanil 4,16+0,16 5,28+0,36 | 19,60+10,00 | 8,28+0,63 | 5,57+0,29 | 5,18+0,26
0,3mg/kg
(***) (***)
PCPA 100 3,13+0,37 3,37+0,44 | 3,05+0,39 3,170,317 | 3,35+0,28 | 3,30%0,15
mag/kg
Fentanil+ 6,10+0,64 6,23+0,59 | 13,58+1,71 | 7,89£1,60 |5,18+0,41 | 4,72+0,27
PCPA (%)
100mg/kg
OR 300mg/kg | 4,52+0,24 4,73+0,36 | 4,00+0,23 6,70£0,50 | 5,90+0,13 | 4,83+0,52
OR+PCPA | 3,60%0,20 4,02+0,42 | 3,70+0,26 8,48+0,41 | 7,62+0,53 | 6,20+0,20
100mg/kg
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Figura 21. Avaliagdo da influéncia da via serotoninérgica no mecanismo antinociceptivo da OR na dose
de 300mg/Kg v.o e fentanil 0,3mg/Kg (agonista opidide) quando foram camundongos pré-tratados com
PCPA 100mg/Kg i.p por 3 dias consecutivos) no teste da retirada de cauda . O valor de *** p<0,001




representa o nivel de significancia estatistica quando da comparacéo entre os grupos fentanil e OR e seus
respectivos controles.

6.2. Avaliacdo da Atividade Anti-inflamatéria

6.2.1. Método do Edema de orelha induzido por éleo de créton

Ap0s o pré-tratamento (p.o) de grupos de camundongos ( n =6 ) com a OR nas doses
de 10, 30, 100, 300 e 1000 mg/kg ou com o controle positivo dexametasona (2mg/kg, s.c)
66,67% (2,200 £ 0,2864 mg, p<0,001) observou-se reducdo dose dependente da formacéo
do edema de orelha de 8.45% (6,317 £ 0,3005 mg, p<0,05); 26.57% (5,067 = 0,2917 mg,
p<0,05); 45.65%( 3,750 + 0,3374 mg, p<0,01); 79.95% (1,383 + 0,2301 mg, p<0,001)
respectivamente, ndo produzindo qualquer efeito na dose de 10mg/kg e 30mg/kg quando
comparado ao grupo controle veiculo (6,989 £ 0,6100), sendo permitido calcular a DI50
que foi de 369,94mg/kg(Tabela 9, Figuras 22 e 23).

Tabela 10. Influéncia do pré-tratamento com OR nas doses 10-1000 mg/Kg (p.0) na formagcéo do edema
apds aplicacdo topica de 6leo de croton 2,5% na orelha de camundongos (n=6). Os valores *p<0,05;
**p<0,01 e ***p<0,001 representam os niveis de significancia estatistica quando comparados 0s grupos
indometacina e seus respectivos controles salina e tween 1%.

Tratamento Dose (mg/KQ) A Peso da orelha (mg) % inibicao
Salina - 6,600 + 0,4592 -
Tweenl% - 6,989 + 0,6100 -
Dexametasona 2 2,200 + 0,2864 66,67+ 4,339
10 7,200 + 0,6792 -
30 6,317 + 0,3005 8.45+4.35
100 5,067 £ 0,2917 26.57+ 4.22




OR 300 3,750 £ 0,3374 45.65+ 4.89
1000 1,383 + 0,2301 79.95+ 3.33
#HH
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Figura 22. Avaliagio da formagdo do edema induzido por 6leo de créton 2,5% apds tratamento com
diferentes doses da dleo-resina. As barras verticais representam as médias + E.P.M. Os valores *p<0,05;
**p<0,01 e ***p<0,001 representam os niveis de significancia estatistica quando comparados 0s grupos
indometacina e seus respectivos controles salina e tween 1% (ANOVA One-Way, com po6s- teste de tukey).
Os valores # p<0,05 e ### p<0,001 representam o nivel de signficancia estatistica quando a comparacéo foi
feita entre as doses.
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Figura 23. Curva dose-resposta para o efeito anti-inflamatério da OR de C.glycycarpa em difeentes
concentragdes (10-1000mg/kg). O efeito esté representado como % de inibi¢do do edema versus dose da OR
em relacdo a média do grupo veiculo tween 1%. Os valores estdo expressos como média E.P.M.. curva em
vermelho (---) representa a curva experimental enquanto que curva em preto) representa a curva tedrica
utilizada para determinagéo da Dls, cujo valor determinado experimentalmente foi de 321,32 mg/kg.

6.2.2. Pleurisia induzida por carrargenina 1%

Apl6s o pré-tratamento (v.0) de grupos de camundongos (n = 6) com a OR
(1000mg/kg) ou com o controle positivo dexametasona (2mg/Kg), observou-se inibi¢do da
migracdo leucocitaria para a cavidade pleural de 59,80% (4050 + 385,7x 10°
leucécitos/mL) e 66,64% (3425 + 281,0x10° leucécitos/mL) respectivamente, quando
comparado aos grupos veiculo salina (10267 + 951,7x 10° leucécitos/mL) e DMSO (10075
+ 2183 x 10° leucécitos/mL) (Tabela 10 e Figura 24).

Tabela 11. Influéncia do pré-tratamento com OR 300mg/Kg sobre a contagem total de leucdcitos no teste
da pleurisia induzida por carragenina . Os valores de 8 p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001 representam o nivel



de significancia estatistica quando da comparagdo entre 0os grupos dexametasona e OR e seus respectivos

controles.
Grupos n | N. de Leucdcitos | % dos controles % de inibicao
x10%/mL(media
* erro)
Salina 7 | 10267+951,7 91,49+11,57 -
DMSO 0,0125% 5 |10075+2183 75,55+15,59 -
Dexametasona 2mg/Kg 6 | 3425+281,0 33,36+2,373 66,64+2,737
OR 1000mg/Kg 5 | 4050+385,7 40,20+3,028 59,80+3,828
Acido Caurendico 10mg/kg 5 | 5125+869,5 50,87+8,630 49,13+8,630
Acido Polialtico 20mg/Kg 5 |4600£711,5 45,66+7,062 54,34 +7,062
-
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Figura 24. Avaliagdo da migragdo leucocitaria através da contagem de leucécitos totais no teste da
pleurisia induzida por carragenina. As colunas e barras representam as médias e o E.P.M. dos grupos
experimentais (n=6). Os asteriscos exprimem os valores de significancia esatistica dos grupos experimentais
guando comparados aos seus controles negativos (* p<0,05; **p<0,01 e *** p<0,001).



6.3. Atividade motora e sobre o sistema nervoso central
6.3.1. Teste do Campo aberto

O teste de campo aberto € um dos instrumentos mais utilizados na avaliacdo
comportamental e da funcdo motora de animais. Os animais que receberam OR 300mg/kg e
diazepam 1mg/kg obtiveram uma resposta similar nos parametros analisados, ou seja,
aumentaram o namero de bolos fecais (1,17+0,31 e 1,38+0,17 bolos fecais, n=6, p<0,001;
Tabela 11 e Figura 25) se comparados aos seus respectivos controles salina e tween 1%
(0,53 £ 0,33 bolos fecais, percorreram uma distancia menor (7,07 £ 0,55 e 6,75 £ 0,36
metros, n=6, p<0,001; Tabela 11 e Figura 25) se comparados aos Seus respectivos
controles salina e tween 1% (11,61 + 0,61 e 11,68 £ 1,01 metros), permaneceram mais
tempo na zona central (7,10 + 1,10, n=6, p<0,05 e 9,20 + 1,64 segundos, n=6, p<0,01;
Tabela 11 e Figura 25) quando comparados aos seus respectivos controles salia e tween
1% (2,52 + 0,44 e 2,90 * 0,82 segundos), passaram mais tempo imoveis (109,60 + 9,60 e
123,00 = 14,99 segundos, n=6, p<0,05; Tabela 11 e Figura 25) se comparados aos
controles salina e tween 1% (61,28 £ 6,24 e 74,28 + 7,40 segundos) e diminuiram o tempo
gasto durante os comportamentos de levantar com apoio nas patas traseiras (“rearing”)
(0,32 £ 0,15 e 1,48 + 0,26 segundos, n=6, p<0,001; Tabela 11 e Figura 25) se comparados
aos controles salina e tween 1% (21,83 + 4,80 e 22,72 + 1,78 segundos, n=6, p<0,001 e
reduziram o tempo de comportamento de autolimpeza (“grooming”) (11,40 + 1,07; p<0,001
e 21,62 £ 3,04 segundos, p<0,01; Tabela 11 e Figura 25) em relagdo aos seus controles
negativos salina e tween 1% (48,13 + 6,43 e 46,45 + 3,22 segundos) sugerindo uma

atividade anseolitica e sedativa da OR nesta dosagem



Tabela 12. Influéncia do pré-tratamento com OR 300mg/Kg sobre o sistema nervoso central
central no teste do campo aberto. Os valores de 8 p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001 representam o nivel
de significancia estatistica entre os grupos diazepam e OR e seus respectivos controles negativos salina e

tween 1%
Parametros/grupos salina Tween 1% Diazepam 1mg/kg OR 300mg/kg
N. de bolos fecais | 0,3333+0,2108 | 0,6667+0,3333 2,167+0,3073 1,833+0,1667
(***) (***)
Distancia 11,61+0,6127 11,68+1,015 7,072+0,5479 6,750+0,3608
percorrida(m) (%) (%)
Tempo na zona 2,517+0,4438 | 2,900+0,8181 7,100+1,102 9,200+1,645
central (s)
(*) **)
Tempo de 61,28+6,240 74,28+7,399 109,649,595 123,0+14,49
imobilidade(s)
(*) (*)
Tempo de 21,83+4,798 22,72+1,776 0,3167+0,1493 1,483+0,2638
rearing(s)
(***) (***)
Tempo de 48,13+6,435 46,45+3,218 11,401,073 21,62+3,038
grooming(s) () ()
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Figura 25. Influéncia do pré-tratamento com OR 300mg/KG no niimero de bolos fecais no teste do campo
aberto. As barras verticais representam as médias e E.P.M. e *** p<0,001 representa o nivel de significancia
estatistica entre os grupos diazepam e OR e seus respectivos controles negativos Salina e tween 1%
(ANOVA-One-Way, com teste de Tukey) (n=6).
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Figura 26. Influéncia do pré-tramento com OR 300mg/kg na distancia total percorrida no teste do campo
aberto.As barras verticais representam as médias e E.P.M. e *** p<0,001 representa o nivel de significancia
estatistica entre os grupos diazepam e OR e seus respectivos controles negativos Salina e tween 1%
(ANOVA-One-Way, com teste de Tukey) (n=6).
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Figura 27. Influéncia do pré-tratamento com OR 300mg/kg no tempo total de permanéncia na zona central
no teste do campo aberto. As barras verticais representam as médias e E.P.M. e os valores de *p<0,05 e **
p<0,01 representa o nivel de significancia estatistica entre os grupos diazepam e OR e seus respectivos
controles negativos Salina e tween 1% (ANOVA-One-Way, com teste de Tukey) (n=6).
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Figura 28. Influéncia do pré-tratamento com OR 300mg/kg no tempo de imobilidade no teste do campo
aberto. As barras verticais representam as médias e E.P.M. e * p<0,05 representa o nivel de significancia
estatistica entre os grupos diazepam e OR e seus respectivos controles negativos Salina e tween 1%
(ANOVA-One-Way, com teste de Tukey) (n=6).
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Figura 29. Influéncia do pré-tratamento com OR 300mg/kg no tempo total de rearing (apoiar-se nas
paredes da caixa) no teste do campo aberto. As barras verticais representam as médias e E.P.M. e ***
p<0,001 representa o nivel de significAncia estatistica entre os grupos diazepam e OR e seus respectivos
controles negativos Salina e tween 1% (ANOVA-One-Way, com teste de Tukey) (n=6).
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Figura 30. Influéncia do pré-tratamento com OR 300mg/kg no tempo total de grooming (limpeza) no teste
do campo aberto. As barras verticais representam as médias e E.P.M. e os valores de ** p<0,001 e
***p<0,001 representam o nivel de significancia estatistica entre os grupos diazepam e OR e seus respectivos
controles negativos Salina e tween 1% (ANOVA-One-Way, com teste de Tukey) (n=6).
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6.3.2 . Teste da Suspenséao pela Cauda

Os camundongos pré-tratados com PCPA 100mg/kg i.p por 3 dias consecutivos
obtiveram media de tempo de imobilidade aumentado de 56,55%( 138,7 + 3,442 , p<0,001)
guando os animais foram tratados com a OR300mg/kg esse tempo foi reduzido em 23,35%
(66,30+1,832 segundos, p<0,001) se comparados aos seus controles negativos salina (
88,60+ 4,17 segundos) e tween (86,50+5,180). Quando pré-tratados com PCPA 100mg/kg
o efeito da OR por sua vez foi intensificado para 35,26 % (56,00+ 1,89 segundos, p<0,001

se comparado com tween 1%.



Tabela 13. Influéncia do tratamento com OR na dose de 300 mg/Kg v.o sobre o sistema nervoso central em

camundongos submetidos ao pré-tratamento com PCPA 100mg/Kg i.p por 3 dias consecutivos no teste da

suspensao pela cauda. Os valores *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 representam os niveis de significancia

estatistica quando comparados os grupos indometacina e seus respectivos controles salina e tween 1%.

Tratamentos Salina Tween PCPA OR OR+ PCPA
1%
Tempo de 88,60+4,172 86,50+5,180 138,7+3,442 66,30+1,832 56,00+1,386
imobilidade (s)
média e erro (***) (***) ***)
inibicdo de
25,17 %
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Figura 31. Efeito da OR 300 mg/kg v.0 apds pré-tratamento com PCPA 100mg/kg i.p por 3 dias
consecutivos no tempo de imobilidade no teste da suspenséo pela cauda. As barras verticais representam as
médias e E.P.M. e *** p<0,001 representa o nivel de significancia estatistica entre os grupos diazepam e OR e
seus respectivos controles negativos Salina e tween 1% (ANOVA-One-Way, com teste de Tukey) (n=6).




7. DISCUSSAO

A comprovacdo de atividades biologicas de plantas como medicamento hoje
vem dos resultados de experiéncias realizadas pelo homem em seu proprio corpo ao longo
de sua evolucdo, identificando indmeras plantas medicinais que passam de geracdo a
geracdo de forma que esse conhecimento ndo pode ser desconsiderado ainda mais em
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento como o Brasil, grande parte da populacao
se utiliza dessas praticas de salide como Unica alternativa de tratamento, ja que ndo tem
acesso a assisténcia medica e muito menos aos medicamentos oficiais do mercado e
principalmente pela enorme biodiversidade vegetal, essas plantas, na verdade, sdo fonte
inesgotavel de novas substancias, e muitas vezes sdo muito bem aceitos por determinado
grupo mas nao recebem o devido respaldo por parte da comunidade cientifica (DI STASI
2007).

A elucidacdo dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como seus
mecanismos de acdo, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica farmacéutica,
bioquimica e a farmacologia. As plantas contém inimeros constituintes e seus extratos,
quando testados podem apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes principios ativos
devido a presenca de compostos de classes ou estruturas diferentes contribuindo para a
mesma atividade (MACIEL et.al., 2002).

Entre as vérias espécies utilizadas pela populacdo estdo as plantas do género
Copaifera que consta de 72 espécies, sendo 16 destas nativas e amplamente distribuidas,
principalmente no territério Amazonico, conhecida como Copaiba. A 6leo-resina apresenta
inimeras utilizagbes na medicina tradicional, como a maioria voltadas para doencas
inflamatdrias (PIERI et.al., 2009).

Utilizando métodos farmacoldgicos in vivo, o presente estudo tem como objetivos
investigar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria da Gleo-resina extraida de
Copaifera glycycarpa e de dois compostos diterpendides isolados (&cido caurendico e acido
polialtico) desta 6leo-resina, determinando 0s possiveis mecanismos de a¢do envolvidos

com essas atividades.



Este trabalho tem como justificativa a comprovagdo de algumas utilizacbes das
plantas do género Copaifera na medicina tradicional através da avaliagdo da atividade
farmacologica do 6leo bruto de C.glycycarpa e dois diterpenos isolados. Além disso,
contribuir com a avaliacdo farmacoldgica de uma espécie vegetal ndo estudada. A
utilizacdo de produtos naturais de forma segura tanto em humanos como em animais é
resultado de intensos estudos de farmacéuticos, médicos veterinarios e outros profissionais
na identificacdo de seus potenciais farmacoldgicos, dosagens e vias de administracao
garantindo sua eficécia.

O teste das contor¢des abdominais apesar de ser considerado um modelo de
antinocicepgdo ndo-seletivo, é sensivel aos anti-inflamatdrios ndo-esteroidais e/ou opidides
¢ apropriado para avaliar este efeito como forma de triagem j& que os efeitos algésicos
induzidos por acido acético esta relacionado com a liberacdo de diversos mediadores
quimicos como citocinas e eicosandides com aumento dos niveis de prostaglandinas no
fluido peritoneal.(Koster, 1959).

Considerando que um dos parametros que indicam a especificidade de uma atividade
farmacoldgica é a obtencdo da relacdo dose x efeito, utilizando o teste das contor¢des
abdominais induzidas pelo &cido acético em camundongos foi avaliada a efetividade
antinociceptiva da oOleo-resina. A administracdo oral dessa 6leo-resina (10, 30, 100, 300,
1000 mg/kg) reduziu de forma dose-dependente o nimero de contor¢des abdominais
(IDsp=145,24 mg/kg em relacdo a porcentagem de inibicdo do grupo veiculo tween) .
Entetanto neste mesmo modelo utilizando a dipirona como controle positivo do teste,
Gomes e colaboladores 2007), demonstraram a atividade antinociceptiva para duas espécies
diferentes de copaiba (C.reticulata e C multijuga) obtendo significativa inibicdo das
contorgdes abdominais em todas as doses testadas, propondo um efeito méximo entre as

doses de 100 e 150 mg/kg quando administradas oralmente.

A atividade antinociceptiva dos 6leos de copaiba pode ser relacionado com a
inibicdo da cascata do acido araquidénico reduzindo os produtos das ciclooxigenases e
lipoxigenases. Seus constituintes quimicos podem ter acdo similar aos antiinflamatorios
ndo-esteroidais ou drogas opidides (GOMES et. al, 2006). Posteriormente, esse mesmo
grupo testou a 6leo resina e 3 fragcdes diferentes do oOleo utilizando desta metodologia, a



6leo-resina demonstrou ser mais efetiva ao reduzir o nimero de contor¢Ges abdominais do
que as fracBes desse mesmo Oleo e que esse efeito s6 eram significativos quando
administrados oralmente em doses maiores que 30mg/kg com efeito maximo em
100mg/kg.(GOMES et. al., 2010)

Para iniciar a investigacdo dos possiveis mecanismos envolvidos na antinocicepg¢éo
dessa Oleo-resina, foi realizado o teste da dor induzida pela injecdo intraplantar de
formalina 2,5%, véalido, confidvel e sensivel a varias classes de farmacos com propriedades
analgésicas sendo avaliada dois periodos distintos de nocicepc¢do: uma fase inicial ou
primeira fase (dor neurogénica), que corresponde aos primeiros 5 minutos de reatividade
imediatamente apds o estimulo pela formalina, e uma fase tardia ou segunda fase (dor

inflamatoria), compreendida entre 15 e 30 minutos apos a injecdo da formalina.

Farmacos como a indometacina (inibidor ndo-seletivo das enzimas COX) e a
dexametasona (anti-inflamatério esteroidal) possuem a capacidade de inibir o processo
inflamatdrio e por isso podem ser demonstrado pela reducédo prioritaria da segunda fase do
teste enquanto farmacos com acdo analgésica central reduzem ambas as fases do teste.
Nossos resultados neste método demonstraram que a OR de C.glycycarpa fo capaz de
reduzir tanto a primeira como a segunda fase sugerindo que esta éleo-resina possui mais de
um mecanismos de acdo agindo tanto na reducdo da dor neurogénica como na dor
inflamatdria. Estes resultados estdo de acordo com o0s obtidos por outros autores que
avaliaram anteriormente outras espécies de Copaiferas (GOMES et. al., 2006 e GOMES et.
al., 2010).

No presente estudo a administracdo oral da éleo-resina (300mg/Kkg v.0) reduziu o
tempo em que os animais lambiam, sacudiam ou mordiam o membro injetado com a
formalina (tempo de reatividade) em ambas a fases do teste, tendo o efeito revertido
parcialmente pela naloxona (antagonista opidide ndo-seletivo) de maneira semelhante ao
fentanil (agonista opidide), Esses resultados corroboram com o efeito inibidrio da

OR no método das contor¢des abdominais.

Interessantemente, foi que a 6leo-resina (100, 300 e 1000mg/kg v.0) reduziu o tempo

de reatividade aparentemente de forma dose-independente na primeira fase e de forma



dose-dependente na segunda fase do método, possivelmente este efeito inibitdrio observado
para 6leos provenientes de diferentes espécies de copaifera em modelos de dor poderia ser
em parte devido a acdo direta sobre receptores opidides (subtipo u) na medula espinhal
assim como compostos morfina-like ou ainda sobre a atividade das fibras C de ax6nios
ascendentes pela diminui¢do da producdo de PG’s responsaveis pela estimulacdo de fibras
C (GOMES et. al., 2007), assim, algum componente presente no éleo poderia estar atuando
no controle das condutancias iénicas entre as células e o meio alterando sua polaridade
favorecendo a hiperpolarizacéo inibindo assim a transmissdo do impulso nociceptivo de
vias aferentes periféricas ou antagonizar o efeito de alguns mediadores liberados logo ap6s
dano tecidual(histamina/5-HT) ndo retirando a possibilidade de participacdo em outras vias
modulatorias nos processos dolorosos. Estes resultados reforcam a idéia inicial de um efeito
antinociceptivo para a OR como sugerido com os efeitos inibitorios da OR no método das
contorgOes abdoinais. Além disso, a inibicdo de ambas as fases do método da formalina e a
reversdo parcial pela naloxona observada somente na segunda fase, sugerem a existéncia de
outros mecanismos envolvidos nesta atividade antinociceptiva. Este achado esta de acordo
com o observado para as espéecies C.multijuga e C.reticulata (GOMES et. al., 2007 ;
GOMES et .al., 2010)

Para testar se o 6leo de copaiba poderia desenvolver efeito antinociceptivo central, foi
utilizado o método da retirada de cauda (analgesia espinhal). Diferencas caracteristicas
ocorreram no tempo de curso temporal da alteracdes produzidas pela OR no método da
retirada de cauda. Ao contrario do obeservado para o fentanil, o nosso controle positivo,
que produziu um efeito rapido (aos 30 e 60 minutos apds tratamento) e intenso neste
método, a OR mostrou uma tendéncia a um efeito temporalmente mais lento quanto a sua
génese e decaimento, tendo atingido valores préximos da significancia estatistia nas
maiores doses testadas (300mg/kg e 1000mg/kg). A acdo e efeito maximo rapidos s&o
caracteristicas de agonistas opioides (morfina, fentanil ) que causam analgesia via
mecanismos centrais descritas em ambas as condi¢cdes normais e/ou patologicas como 0s
processos inflamatdrios. Neste sentido, uma possivel explicagdo para esta acdo mais
prolongada, poderia ser uma lenta eliminag&o pelo cérebro baseada na sua alta solubilidade
conforme discutido para outra espécie de Copaifera utilizando dets mesma metodologia
(GOMES et. al., 2007).



Ainda utilizando o teste da retirada de cauda e avaliado a possivel contribui¢do da
serotonina no mecanismo antinociceptivo/antihiperalgésica da OR 300mg/kg v.o quando
administrado PCPA (inibidor da triptofano hidroxilase)100mg/kg i.p por 3 dias
consecutivos. Sabe-se que o PCPA diminui os significativamente os estoques de serotonina
corticais e reverte o efeito de farmacos opidides como o fentanil. Os animais tratados com
PCPA, deveriam apresentar uma maior sensibilidade a dor, uma vez que a deplecdo dos
estoques de 5-HTdiminuem a modulacdo negativa em modelos de dor como outilizado.
Contudo., esta droga embora tenha reduzido o efeito antinociceptivo do fentanil, nao foi
capaz de reverte-lo por completo quando utilizada previamente ao tratamento como este e
outros opioides (HESS, et.al., 2010).. A OR por sua vez, curiosamente, apresentou na
presenca do PCPA um interessante tendéncia a intensificacdo de seu efeito sobre a
sensibilidade dolorosa dos animais, manifestando um aumento no tempo de retirada da
cauda frente ao estimulo térmico e quando pré tratado com PCPA e posteriormente com
OR. Contudo estas observagdes ndaopuderam ser comprovadas em funcdo da auséncia de

significancia estatistica.

Os resultados no método da formalina além de indicarem a possivel acdo
antinociceptiva da OR, que aparentemente ndo tem participacdo clara de mecanismos
opidides. Em modelos de inflamacdo in vivo em ratos, ja foi observada significante
atividade nas fases proliferativas e exsudativas da inflamagdo, como por exemplo na
demonstracédo da inibicdo do edema de pata por carragenina e do edema de orelha induzido
pelo 6leo de croton (DI CARLO et. al.,, 1999). Sendo o edema um sinal precoce da
inflamacédo aguda, e considerando que diversos farmacos anti-inflamatérios sdo capazes de
inibir a formacdo do edema, foi utilizado o éleo de créton como agente flogistico, sendo
avaliada a capacidade da OR em reduzir a formacao do edema na orelha de camundongos.

A formacdo do edema ocorre devido ao fluxo transvascular de fluido rico em
proteinas plasmaticas, dos compartimentos intravasculares para o intersticio devido ao
aumento da permeabilidade vascular de capilares e vénulas, como resultado da liberagéo de
histamina, bradicinna, leucotrienos, fatores do complemento, substancia P e fator de

agregacao plaquetaria (PAF) no sitio inflamatorio.



O pré-tratamento de camundongos com doses crescentes da OR (10-1000mg/kg)
inibiu de forma dose-dependente e significativamente a formagéo do edema em 79.95% e a
ID calculada foi de 321,34mg/kg, sendo esta atividade antiedematogénica mais um efeito
que evidencia uma propriedade anti-inflamatéria desta OR. Resultado similar foi
encontrado por Gomes (2010) no modelo de edema de pata induzido pelos mediadores
serotonina e histaminaem  ratos utilizando OR e as fragcBes hexanica, cloroférmica e

metanolica com inibicéo de 80% do edema induzido por estas substancias.

Para confirmacdo deste indicativo de atividade anti-inflamatéria demonstrada no
teste da formalina e do edema de orelha da OR foi realizado o teste da pleurisia induzida
por carragenina. A pleurisia é uma metodologia que provoca na cavidade pleural reacdo
semelhante a que ocorre em conseqiiéncia a infecgbes e inflamagdes com liberacdo de
mediadores sendo difundidos para o tecido pleural e subpleural, resultando em ativacdo de
células constitutivas. Como consequiéncia observa-se aumento de células inflamatorias na
cavidade pleural, causando aumento no nimero de células no espacgo pleural. Contudo o
acometimento da pleura por certas doengas, conforme observado de maneira semelhante
neste método experimental, esta associado com a infiltracdo de células do sistema imune,
como neutréfilos, eosinoéfilos ou linfocitos, aumentando o numero das mesmas (COSTA et.
al., 2006).

A inflamac&o induzida pela carragenina tem sido um modelo Util para a determinagéo
da atividade anti-inflamatorios administrados por via oral e a pleurisia induzida pela
carragenina tem sido extensivamente usada para investigar os mecanismos envolvidos na
inflamacdo aguda, bem como no desenvolvimento de drogas anti-inflamatérias. A
carragenina é absorvida na pleura causando danos teciduais nas células pleurais e liberagdo
de enzimas vasoativas. Isto resulta no aumento da permeabilidade vascular e no
desenvolvimento de um pequeno edema no tecido subpleural, que é seguido por diapedese
de neutrdfilos e mondcitos para este sitio. A subsequente fagocitose da carragenina pelos
neutrofilos resulta em degranulacdo e liberacdo de enzimas lisossomais decorrentes do
aumento da permeabilidade dos vasos. A sintese e liberacdo de PG’s vasoativas completa o
desenvolvimento da primeira fase da exsudacéo pleural (COSTA et. al., 2006).



Para avaliarmos mais detalhadamente o mecanismo envolvido na atividade
antiedematogénica/anti-inflamatoria descrita para a OR seria importante utilizarmos
substancias isoladas a partir desta OR. Souza e colaboradores (2010) mostraram que dos 72
compostos identificados na OR de C.glycycarpa, a maior parte pertence a fracdo volatil do
6leo composta por sesquiterpenos e a fragdo resinosa basicamente composta por acidos
diterpenos, descrito no 6leo de copaiba estudado. Estes ultimos pertencem aos esqueletos
caurano, labdano e clerodano e que uma analise fitoquimica e isolamento de dois destes

acido diterpénicos, acido caurendico e acido polialtico foi realizado para a 6leo-resina de C.

glycycarpa.

Assim, utilizando o método da pleurisia efetuamos o pré-tratamento de camundongos
por via oral com a OR na dose de 1000 mg/kg, &cido caurendico 10mg/kg e acido polialtico
20mg/kg, v.0), foi capaz de reduzir o nimero de leucécitos totais migrados para a cavidade
pleural em 59,80%; 49,13% e 54,34% respectivamente enquanto a dexametasona inibiu
66,64% em relacdo aos controles, reforcando com estes resultados, os achados observados
com os métodos da formalina e de edema de orelha. Temos ainda que tais propriedades
antiedematogeénicas/anti-inflamatérias descritas para a OR parecem ter o envolvimento
destes dois acidos diterpénicos contidos na OR, explicando em parte o efeito descrito
inicialmente. Contudo os mecanismos moleculares envolvidos na a¢do destes compostos
necessitam maior investigacdo, pois poderiam envolver a inibicdo por exemplo de enzimas
como as cicloxigenases, lipoxigenases ou ainda a acdo direta ou indireta sobre alguns dos
sistemas neurotransmissores envolvidos no desenvolvimento do processo inflamatério.
Devemos ainda considerar outras possibilidades como a inibicdo de citocinas pré-
inflamatérias produzidas por células que migram para o local onde tal processo se
desenvolve, cabendo portanto uma investigacdo detalhada deste efeito anti-inflamatorio em

nivel mais molecular.

Paiva (2003) demonstrou a reducdo nos danos da mucosa em coélon de ratos induzida
por acido acético apos administracdo do acido caurengico isolado de C.langsdorffii na dose
de 100mg/Kg tendo maior inibicdo quando administrado por via retal. Em 2009 LIM,
demonstrou a acdo deste &cido isolado de Aralia continentalis em reduzir a producdo de
NO e PGE's que também foi demonstrada por Veiga Junior (2007) para a Oleo-resina de



trés espécies de Copaifera sendo este diterpeno abundante nestes 6leos em diferentes
concentragOes. Este mesmo diterpeno isolado de Baccharis illinita reduziu o edema de
orelha de camundongos e a atividade da mieloperoxidade de forma similar a dexametosona
e segundo Boller (2010) essa atividade antiedematogénica pode ser resultado da inibicdo da
inflamac&o através da inibicdo do NFKB e interacdo das MAPK com receptores de TNF-a.
Mais tarde, CHOI (2011) comprovou a atividade deste &cido em inibir o NF-KB e inibindo
assim também a expressdo de iINOS e COX-2 em macrdfagos. Adicionalmente, segundo
Paiva (2004) a oleo-resina de C. langsdorffii apresentou atividade gastroprotetora em
modelos de Ulcera e contra os danos inflamatérios induzidos por &cido acético em célon de
ratos. Estes danos sugerem que o0s componentes presentes na OR podem inibir
preferencilamente COX-2 ao invés de COX-1 diminuindo assim os efeitos indesejaveis
causados pela inibicdo desta enzima constitutiva ou ainda provocando um aumento de

muco permitindo uma atividade protetora sobre mucosas.

Em relacdo ao acido polialtico apenas a atividade antimutagénica isolado de Vitex
Rotundiforia por Miyazawa (1995) foi descrita para a substancia e mais recentemente um
grupo da universidade do México estudou a atividade anti-Ulcera desse acido isolado de
Croton reflexiflolius e o papel do NO, PG’s e sulfidrilas no mecanismo gastroprotetor no
modelo de Ulcera induzida por etanol em ratos tratados com L-NAME (inibidor da enzima
Oxido nitrico sintase), NEM (bloqueador de compostos sulfidrilas), indometacina e
carbenoxolona e foi observado que as PG’s ndo participam do mecanismo gastroprotetor do
acido polialtico, bem como o efeito desse composto ndo alterou com o pré-tratamento com
indometacina, um inibidor de ciclooxigenase, ja no grupo tratado com L-NAME ouve
inibicdo de 76.77% e quando tratados com NEM 67.70% concluindo que 0os mecanismos
gastroprotetores do &cido polialtico estdo relacionados ao 6xido nitrico enddgeno e grupos
sulfidrila mas ndo com as prostaglandinas.

Como pdde ser observado, os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério da OR e
compostos isolados da C. glycycarpa sdo evidentes embora neste estudo ndo tenhamos sido
capazes de evidenciar por exemplo, o envolvimento de acdes e efeitos similares aos
opidides. Visto que alguns métodos aqui utilizados envolvem observacoes
comportamentais e plena capacidade do animal de desenvolver suas habilidades motoras,

decidimos avaliar também a possibilidade de esta OR estar influenciando parte de nossos



resultados através de uma atividade sobre o sistema nervoso central que poderia estar
determinando algum comprometimento da atividade motora dos mesmos. Assim,
escolhemos o método do campo aberto e da suspensdo pela cauda, o primeiro € um dos
instrumentos mais utilizados na avaliacdo comportamental e da funcdo motora de animais.
Dados como aumento do tempo despendido na parte central do campo aberto € indicacéo de
ansiolise, locomogdo aumentada pode ser um indicativo de um efeito estimulante, enquanto
diminuicdo da locomocédo e da frequéncia com que o animal permanece sobre as patas
traseiras € relatada como sedagdo. Além disso, a auséncia de movimento (tempo de parada)
é um parametro utilizado como indicativo de alto nivel de estresse e a defecacédo reflete o
indice de emocdo, sendo relacionada a ativacdo do sistema simpatomimético ( SACHETTI
et. al., 2009).

Neste método os animais que receberam OR 300mg/kg e diazepam1mg/kg obtiveram
uma resposta similar nos parametros analisados, ou seja, percorreram uma distancia menor,
permaneceram mais tempo na zona central, passaram mais tempo imdveis e diminuicdo do
nimero de rearings (levantamento) e groomings (autolimpeza) em relagdo aos seus
controles sugerindo uma atividade anseolitica e sedativa da OR nesta dosagem.

Curio em 2009 demonstrou atividade anseolitica do 6leo de Copaifera reticulata
Ducke em ratos utilizando o modelo do labirinto em cruz elevado nas doses de 100, 400 e
800 mg/kg. Em um estudo publicado em 2009 de toxicidade aguda e potencial neurotoxico
do oleo-resina de copaiba (Copaifera reticulata de um pool de amostras extraidas de
plantas do Campo Experimental do Mojd-PA, seguindo o Guia OECD-423/2001 de

“Toxicidade Aguda de Classe”(OECD, 2001), nas doses de 300 e 2000mg/Kg v.o
por 14 dias em ratas wistar , sendo aplicado o teste do campo aberto, labirinto em cruz
elevado monitora peso corpoéreo e consumo de ragdo, e como resultado ndo foi observado
qualquer diferenca estatistica entre 0s grupo mesmo na maior dose testada até o
ualtimo dia de experimento (SACHETTI, et.al., 2009). Portanto, nossos resultados estdo de
acordo com os descritos por Curio e colaboradores que em 2009, demosntraram um efeito
da OR de C.reticulata contribuindo para explicar em parte o efeito antinociceptivo da OR
de C.glycycarpa. Todavia, ndo esta claro o efeito desta OR sobre as fases 1 e 2 do método
da formalina e sua reversdo pela naloxona, um classico antagonista opidide, cabendo uma

investigacdo mais detalhada destes achados iniciais.



Além disso, ndo foi observado toxicidade aguda ou letalidade quando administrado
na maior dose de 1000mg/Kg durante o periodo de experimentacdo e apesar de alguns
trabalhos demonstrarem um efeito citotoxico, outros efeitos adversos ja haviam sido
descritos principalmente sinais gastro-intestinais e depressdo do sistema nervoso central.
(MACIEL et. al., 2002).

Outro método utilizado para avaliacdo da ativiade sobre o SNC foi o da suspensdo pela
cauda. Este teste € baseado no fato do animal ser submetido ao estresse de ndo poder
escapar sendo suspenso pela cauda, desenvolvendo uma postura de imobilidade. Vérias
medicacdes antidepressivas sdo capazes de reverter essa postura de imobilidade e promover
a ocorréncia de um comportamento de fuga (CRYAN et. al., 2005). Quado executamos
este método com o tratamento dos animais pela OR na dose de 300mg/kg, observamos que
0s animais apresentavam menor tempo de imobilidade se comparados aos animais do grupo
controle negativo sugerindo um efeito antidepressivo desta OR.

Neste mesmo método os animais depletados de serotonina (pré-tratados com PCPA)
tiveram um tempo de imobilidade significativamente maior do que os grupos controles e
quando receberam tratamento com PCPA + OR 300mg/kg o tempo de imobilidade dos
animais reduziram mais intensamente mostrando que esta ativividade antidepresiva da
OR,a principio, ndo parece envolver a participacdo direta da 5-HT.

Um importante sesquiterpeno o B-cariophileno, um Oxido comum dos 6leos de
copaiba e também presente nesta Oleo-resina possui atividade anti-inflamatéria , anti-
oxidante e antimicrobiana (VEIGA-JUNIOR, et .al., 2012).

Com isto, alguns pesquisadores que estudaram atividades bioldgicas de outras
espécies do género propdem um possivel sinergismo entre as substancias contidas no 6leo.
No entanto esta hipotese ainda nédo foi testada talvez devido a grande variedade destas
sustancias presentes em menor ou em maior concentragdo no oOleo.(PAIVA, et.al., 2003;
GOMES, et.al., 2006; 2007; VEIGA - JUNIOR, et.al., 2012).

Diante das evidéncias relatadas nos artigos que tratam sobre a acdo farmacoldgica,
medicinal e industrial dos 6leos de copaiba percebemos que ainda ha muitas controvérsias

sobre a sua real eficacia e propriedades.



Hé& descri¢do quimica de varios de seus componentes direcionadas a industria, porém
toda a abordagem de tratdos sobre as copaibeiras deixam evidéncias de que é necessaria a

comprovacao mais contudente sobre as asuas reais propriedades farmacoldgicas.

Apesar dos diversos estudos e comprovacdo da atividade antinociceptiva do dleo,
fracbes e substdncias isoladas em diferentes metodologias que torna dificil fazer
comparagdes somando a enorme acervo de trabalhos e tamanha diversidade de espécies do
género Copaifera com variag0es qualitativas e quantitativas de seus constituintes. No
entanto, com a multidisciplinaridade, estudos etnofarmacoboténicos vém langando mao de
estratégias e técnicas apostando no mercado do fitomedicamento que mantém a idéia dos
baixos custos de producdo quando comparados as substancias sintéticas, com a vantagem
de ter menos efeitos colaterais. Todavia, cada vez mais se faz necesséria a investigacao

farmacoldgica garantindo o efeito e aseguranga na utilizacdo de produtos naturais.

Neste sentido, estudos futuros com a OR e suas substancias isoladas deverdo ser
realizadas visando a investigacdo dos mecanismos antinocceptivos e anti-inflamatérios
moleculares utilizando diferentes protocolos e metodologias in vivo e in vitro como
bloqueio farmacologico de receptores, avaliando a atividade enzimas ‘“chave” que
participam do processo inflamatério como a COX-1, COX-2 e dosagem de citocinas que

estdo diretamente ou indiretamente envolvidas na evolucdo deste.

Por fim podems dizer que o 6leo de copaiba e seus constituintes embora ja
amplamente estudado sob varios aspectos demandam uma investigacdo mais detalhada de
suas propriedades farmacoldgicas e que em nosso entender, o presente estudo pdde
contribuir para a comprovacgdo da existéncia de algumas das propriedades relacionadas ao
uso popular desta OR. Entretanto, embora Gtil em algumas situacdes, alguns dos efeitos
descritos no presente estudo sugerem o seu uso de modo controlado como qualquer
medicamento demanda. Alguns dos achados obtidos no presente estudo estdo sumarizados

na Tabela 13 juntamente com dados de outros autores.



Tabela 13. Resumo de algumas espécies do género Copaifera e contribuigdo farmacoldgica.

Espécie Ativ.farmaco- Modelo farmacoldgico | Fragéo/isolado dose Resultado Dlsy/ICs, /%inibicdo Referéncia
légica testada
c.a.a(i) 20 e 30mgrkg Gomes,2007
C.multijuga Antinociceptiva formalina(ii) Oleo bruto(OB) 30 e 50mg/kg
C.reticulata placa quente(iii) 1-150mg/kg 45 e 55mg/kg
retirada da cauda(iiii) V.0 100mg/kg
C.multijuga Antinociceptiva e i; ii; iiii ,edema de OB; FH; FC;FM 1- (1)27,3mg/kg Gomes,2010
antinflamatéria pata(EP),Permeabl. 150mg/kg v.0 25,9mg/kg; 90mg/kg (ii)49,3; 48,5
C.langsdorffi i;iii OB/fragdo volatil 27% e 53% Santos;1996
Antinociceptiva 200-400mg/kg
C.langsdorffi Colite induzida por AA | OB 200-400mg/kg |infiltrado edema;MPO/MDA;>400mg
Antinflamatéria 4% (v.ofi.r) i.r Paiva,2004
C.langsdorffi Colite induzida por AA | Ac.caurendico 50- infiltrado;edema;MPO/MDA
Antinflamatéria 4% 100mg/kg(v.o/i.r) ,100mg/kg (i.r)52% Paiva,2003
C.cearencis Pleurisia,Producéo NO OB100-200- CM (-)leuc.totais
C.reticulata Antinflamatéria em M@ in vitro 400mg/kg e[ ] (-)NOna<[]e \Veiga,2007
C.multijuga 5,50,500ug/mL CR>efeito(-)85%na >dose
C.duckei Edema de
Antinflamatéria [pata(EP),granuloma ratos EP18% ;gran.42%na >dose ;62%EO
Edema de orelha(EO) e | OB tdpico(517,1035, | e 62%c.a.a Carvalho, 2005
c.a.a camundongos 1802mg/kg
C.langsdorffii cicatrizante Cicatz.feridas
abertas,cicatz.em OB Acelerou até 9° dia,acelerou até 5° dia [Paiva, 2002
incisbes
C.langsdorffii Cicatriz. Reparo de ferida OB tépico Balb/c Influenciou(-)// processo de reparo |Vieira, 2008
cirargica c/CE machos e fémeas
OB(10-1000mg/kg)[l; [1] DI=145,24mg/kg
Contorgdes abd.(1) V] [111DI=260,01mg/kg
Formalina(ll) (100-1000mg/kg)[ ] inibicdo das fases 1 e 2
(Il)+naloxona 300mg/Kg[ll1+ + reversdo parcial pela naloxona
Retirada de cauda(lll) | naloxona; Il e VI] [111] e [1I]+PCPA tendéncia Em andamento
Antinociceptiva (1IM+PCPA (30-1000mg/Kg)[ 1] a aumento no tempo de reagdo para publicagio
Anti-inflamatéria | Edema de orelha(1V) 1000mg/Kg[V] [IV] DI=321,32 mg/kg
C.glycycarpa | Ativ. Sobre o SNC Pleurisia(V) Ac. Caurendico [V] dimnuigdo nimero de
Campo aberto(VI) 10mg/Kg[V] Leucacitos totais
Suspenséo pela Acido polialtico | sedativo; anseolitico sugere atividade
cauda+PCPA(VII) 20mg/Kg[V] antidepressiva




8. CONCLUSOES
Os resultados demonstram que:

e A Odleo-resina extraida de C. glycycarpa possui atividade antinociceptiva
periférica, conforme observado nos métodos das contor¢des abdominais
induzidas por &cido acético 1,2% e da inducdo de dor pela injecdo intraplantar
de formalina 2,5%.

e A atividade antinociceptiva observada para a OR, a priori, ndo parece
envolver diretamente o sistema opiodérgico uma vez que ndo foram
observados claramente efeitos anti-hiperalgesia no método de retirada da
cauda.

e A atividade antinociceptiva observada € dose-dependente conforme

comprovado pelos métodos das contor¢es abdominais e formalina.

e A OR da C. glycycarpa possui em seus mecanismo antinociceptivo, o
envolvimento de mecanismos periféricos diretamente relacionados a reducao
no desenvolvimento do processo inflamatorio pois, esta OR foi capaz de inibir
a formacdo do edema de orelha de camundongos induzido por 6leo de créton
2,5% e posteriormente, foi capaz de inibir a migracdo leucocitaria para o foco
inflamatério como demonstrado no método da pleurisia induzida por

carragenina 1%.

e Os dois &cidos diterpénicos isolados, caurendico e polialtico, arecem estar
contribuindo para esta atividade antiedematogénica/antin-inflamatoria
observada para a OR de C. glycycarpa pois estes separadamente foram
capazes de reduzir a migragdo leucocitaria demonstrado pelo método da

pleurisia.

e Parte do efeito antinociceptivo da OR pode estar diretamente relacionado a
sua capacidade de promover efeitos anseoliticos e sedativos conforme

demonstrado pelo método do campo aberto.



e A OR possui efito antidepressivo caracterizado pela diminuicdo do tempo de
imobilidade dos animais quando executado o método da suspensdo pela

cauda.
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