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RESUMO

Em face dos diversos usos na medicina popular e do crescente interesse nas atividades
tereapéuticas das diferentes espécies e géneros de Copaifera e Sida. O presente trabalho teve como
objetivo estudar a atividade antiinflamatoria do extrato etandlico da Copaifera luetzelburgii e da
Sida santaremnensis. Bem como avaliar o potencial citotdxico, a toxicidade aguda e identificar os
componentes quimicos da Copaifera luetzelburgii Harms. A atividade antiinflamatoria foi
avaliada utilizando-se modelos de edema de orelha induzido por 6leo de croton, edema de pata por
dextrana em camundongos e edema de pata por carragenina em ratos. Para realizacdo dos testes de
toxicidade foram feitos em Artemia salina e, através de hemolise. Na toxicidade aguda os animais
foram tratados na dose 5g/kg via oral e 2g, 1g, 500mg, 250mg e 125mg/kg via intraperitoneal e
observados por um periodo de 14 dias. A partir dos resultados deste estudo, conclui-se: Os
extratos etanolicos de Sida santaremnensis (SSan-EtOH) e Copaifera luetzelburgii (Cl-EtOH)
apresentam principios ativos responsaveis pela atividade anti-edematogénica evidenciada nos
modelos de edema de orelha e de pata, sendo necessario mais estudos para avaliar os possiveis
mecanismos envolvidos na resposta observada; o extrato etanolico das cascas e folhas de
Copaifera luetzelburgii ndo apresentou toxicidade contra Artemia salina e nem através de
hemolise; a dose de S5g/kg de Copaifera luetzelburgii, administrada pela via oral, apresenta uma
excelente margem de seguranga, enquanto que a dose de 2g/kg, 1 g/kg desta mesma espécie
apresenta uma elevada toxicidade pela via intraperitoneal,com varias alteragdes hepaticas, embora
esta via de administragdo nao seja de uso comum; os principais constituentes presentes nos 6leos
essenciais das folhas e cascas de Copaifera luetzelburgii sao : germacreno-D, y-selineno e 7-epi-

o-selineno.

Palavras-chave: Toxicidade, Artemia salina, Copaifera luetzelburgii, Sida santaremnensis,

inflamagao



ABSTRACT

Given the various uses in folk medicine and the growing interest in the activities tereapéuticas
different species and genera of Copaifera and Sida. This work aimed to study the antiinflammatory
activity of the ethanol extract of Copaifera luetzelburgii and Sida santaremnensis . And to assess
the cytotoxic potential, acute toxicity and to identify the chemical constituents of Copaifera
luetzelburgii Harms. The antiinflammatory activity was evaluated using models of ear edema
induced by croton oil, paw edema in mice by dextran and carrageenan paw edema in rats. To
perform the toxicity tests were done on Artemia salina, and through hemolysis. In acute animals
were treated orally at a dose 5g/kg and 2g, 1g, 500mg, 250mg and 125mg/kg intraperitoneally and
observed for a period of 14 days. The results of this study, we conclude: The ethanol extracts of
Sida santaremnensis (SSan-EtOH) and Copaifera luetzelburgii (Cl-EtOH) showed active ingredient
responsible for anti-edema activity evident in the models of ear edema and rat paw, is necessary
more studies to evaluate the possible mechanisms involved in the observed response; the ethanol
extract of the bark and leaves of Copaifera luetzelburgii showed no toxicity against Artemia salina
and not by hemolysis; the dose 5g/kg of Copaifera luetzelburgii administered orally presents an
excellent safety margin, while the dose of 2g/kg of the same species presents a high toxicity by in
the intraperitoneal route, with several liver changes, although this route of administration is not in
common use; the main constituents present in essential oils from leaves and bark of Copaifera

luetzelburgii are germacrene-D, y-selineno and 7-epi-a-selineno.

Keywords: Toxicity, Artemia salina, Copaifera luetzelburgii, Sida santeremnensis , inflammation



INTRODUCAO

Desde épocas ancestrais da humanidade, as plantas medicinais sdo bastante utilizadas
pelo homem. Deste modo, atualmente ¢ possivel tratar varias enfermidades por meio deste recurso
natural. O emprego da tecnologia farmacéutica proporcionou a difusdo dos medicamentos
industrializados como recurso terapéutico predominante, mas de alto custo para o doente dentro das
condi¢des socio-econdmicas vigentes, principalmente nos paises do terceiro mundo, obrigavam a
procura, pelas classes mais humildes, de alternativas terapéuticas mais baratas e relativamente
seguras, como, por exemplo, as ervas medicinais (OLIVEIRA et al, 2005).

As observagdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de
forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com freqiiéncia,
pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos
conhecidos. Dessa forma, usudrios de plantas medicinais de todo o mundo mantém em voga a
pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas informacdes terapéuticas que foram sendo
acumuladas durante séculos (MACIEL et a/,2002)

Por outro lado, o habito de consumir plantas da flora nativa sem nenhuma
comprovagao de suas propriedades farmacoldgicas pode levar a sérios problemas de satide. Muitas
vezes essas plantas sdo, inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados
pelos silvicolas. Comparada com medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a toxicidade
de plantas medicinais e fitoterdpicos pode parecer trivial. Isto, entretanto, ndo ¢ verdade. A
toxicidade de plantas ¢ um problema sério de saude publica. (VEIGA JUNIOR et al, 2005)

Por isso a comprovagdo cientifica por pesquisadores torna-se essencial nesta area.
Estes estudos devem envolver areas multidiciplinares, como por exemplo, botanica, fitoquimica e
farmacologia, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural:
a flora mundial (MACIEL et a/,2002).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi buscar a comprovacao cientifica da atividade
antiinflamatéria e analgésica das plantas Copaifera luetzelburgii e da Sida santaremnensis,
conhecidas popularmente como copaiba e guanxuma, respectivamente. Uma vez que o uso destes
géneros na medicina popular ¢ freqiiente. Além de estudar a toxicidade aguda destas plantas e as
possiveis lesdes causadas nos principais 6Orgdos de camundongos tratados com Copaifera
luetzelburgii. Assim esta tese foi constituida de trés capitulos na forma de artigos cientificos
apresentados de acordo com as normas da Revista Quimica Nova e da Revista Brasileira de

Farmacognosia.



REVISAO DE LITERATURA

Género Sida - Aspectos gerais

Sida ¢ um género botanico inserido na familia Malvaceae, pertence a ordem Malvales e
esta constituida por 243 géneros e 4225 espécies (STEVENS, 2003; WIKIPEDIA, 2007), que se
apresentam como ervas, subarbustos, arbustos e raramente arvores (BARACHO, 1998).

Espécies desta familia sao amplamente distribuidas em quase todo o mundo, com
excecdo de regides muito frias, ocorrendo predominantemente nas regides tropicais, principalmente
na América do Sul (HEYWOOD, 1993). No Brasil, este género possui cerca de 35 géneros e 400
espécies, muitos representantes nas regioes Nordeste e Sul e, em menor propor¢do, nas regioes
Norte, Centro-Oeste e Sudeste ( BARROSO et al. 1991; SILVA et al, 2006a). Popularmente,
chamadas de guanxuma ou vassoura, apesar desses nomes populares também serem empregados em
outras espécies malvaceas e, até mesmo, de outras familias (PEIXOTO, 2007; WIKIPEDIA, 2007).

Todas as espécies deste género sdo consideradas plantas daninhas, apesar de algumas
representantes serem usadas na medicina popular (CARVALHO et al, 1992; BALASTREIRE et al,
2001; FLECK et al, 2001; ALBERTO et al, 2002; MACEDO et al, 2003; HECTOR ALONSO,
2004; AZANIA et al, 2004; OLIVO et al, 2006).

A literatura cientifica relata o uso de espécies do genero Sida na medicina popular para

uma infinidade de enfermidades, além de seu uso ter sido avaliado por varios pesquisadores (tabela 1).

Estudos fitoquimicos do género Sida relatam a presenga de alcaldides (DUNSTAN et al.,
1997, MEDEIROS et al., 2006), dentre eles a criptolepina, em Sida acuta Burm., com potente
atividade antimalarica (BANZOUZI et al., 2004); a sidaverina, em Sida veronicaefolia Lam., com
atividade contratil em utero isolado de ratas (LUTTERODT et al., 1995); a vasicina, em Sida
cordifolia L., com atividade hipotensora e bradicardica (SANTOS, 2005); e as substancias efedrina,
pseudo-efedrina, vasicinona, e vasicinol, com atividade broncodilatadora, além de esterdides,
saponinas ( GHOSAL et al, 1975; KANTH et al, 2000; PRADO et al,2005; MEDEIROS et al., 2006),
flavonoides (LUTTERODT, 1988a; MEDEIROS et al., 2006; SILVA et al, 2006), fitoecdisteroides
(DINAN et al. 2001; DARWISH; REINECKE, 2003), betainas (GORHAM, 1996; BLUNDEN et al.,
2001; BLUNDEN et al., 2005), e polifendis (LUTTERODT, 1988a). Nas raizes desta mesma planta
encontraram efedrina, vasicinol e triptofano de vasicinona (SUTRADHAR et al, 2006). Outros
estudos com a S. cordifolia mostraram presenca de 6leos, esteroides , acidos de resina e potassio .
Também foram identificados nas espécies S. acuta, S. humilis, S. rhombifolia e S. spinosa a presenca

de alcaloides, esteroides, fenois, taninos e saponinas ( BORTUZZI et al, 1994; PRADO et al, 2005).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil

Tabela 1: Indicacdes etnofarmacoldgicas e farmacoldgicas do uso do género Sida encontrados na

literatura

Indicagbes

Referéncia

Antimicrobiana e anti-viral

Taylor et al., 1996a; Taylor et al., 1996b; Valsaraj et al., 1997;
Medeiros et al., 2006; Shinwari, 2000; khan, 2000; Vuuren;
Viljoen, 2006

Febre Hansen et al., 1995; Bork et al., 1997; Frei et al., 1998; Shinwari;
Khan, 2000; Scarpa, 2004

Malaria Banzouzl et al., 2004; Ignacimuthu et al., 2006;

Anti-fugica Karou et al, 2006; Medeiros et al., 2006; Runyoro et al., 2006;
Hamill et al., 2003

Furinculos Harsha et al., 2003

Asma Krishnaraju et al., 2006; Medeiros et al., 2006

Afecgdes do trato respiratério

Peixoto, 2007

Congestao nasal

Medeiros et al., 2006

Abcessos Hansen et al., 1995; Novy, 1997)
Dores de dente Bork et al., 1997; Al buguerque et al., 2007
Ferimentos Taylor et al., 1996a; Taylor et al., 1996b; Manandhar, 1998;

Katewa et al., 2004; Souza et al., 2004; Muthu et al., 2006; Giday
etal., 2007; Lehman et al., 2007

picadas de cobra

Otero et al., 2000a; Otero et al., 2000b; Otero et al., 2000c; Coe;
Anderson, 2005, Silva et al, 20062

Leucorréia Jadhav; Bhutani, 2005

Dismenorréia Noumi et al., 1999; Jadhav; Bhutani, 2005
Anorexia Balachandran; Govindarajan, 2005

Afta Scarpa, 2004

Infecgdes do trato urinario

Scarpa, 2004; Souza et al., 2004

Pitiriase

Souza et al., 2004; Saikia et al., 2006

Ulcera péptica

Noumi; dibakto, 2000

Estomatites, bronquite asmatica e congestao nasal, analgésico e
atividade hipoglicémica

Bork et al., 1997, Franzotti et al, 2000; Kanth et al , 2000;
Sutradhar et al, 2006, Medeiros et al., 2006, Malairajan et al.,
2006.;Franzotti et al., 2000; Venkatesh et al., 1999

Adstringente, propriedades Toénica,diurética, demulcente

Hansen et al., 1995; Shinwari; khan, 2000

Desinterias

Ali, 1999; Lutterodt, 1988b; Noumi; Yomi, 2001; Peixoto, 2007;

Mal de parkinson

Nagashayana et al., 2000

Depressora SNC

Franco et al., 2005

Reumatismo

Di stasi et al., 2002

Citotoxica e antioxidante

Auddy et al., 2003; Islam et al., 2003; Silva et al., 2006

Hipertensao

Noumi et al., 1999; Hansen te al, 1995

Doengas cardiacas

Hansen et al., 1995, Medeiros et al., 2006, Santos, 2005 ;
Santos et al., 2006; Silveira et al., 2003; Venkatesh et al, 1999,
Polloni et al, 2006,

Abortiva

Ong; Norzalina, 1999; Kamatenesi-Mugisha; Oryem-Origa, 2007;
Teklehaymanot et al., 2007; Lutterodt, 1988a; Lutterodt et al.,
1995

Anti-inflamatéria

Dunstan et al., 1997; Franzotti et al., 2000,Krishnaraju et al.,
2006; Medeiros et al., 2006; Peixoto, 2007, Venkatesh et al.,
1999

Estomaquica

Hansen et al., 1995; Scarpa, 2004

Diurética

Hansen et al., 1995; Shinwari; Khan, 2000;
Scarpa, 2004; Medeiros et al., 2006,

Estudos de toxicidade realizados para a espécie Sida cordifolia L. apontam para uma

toxicidade muito baixa em camundongos (FRANZOTTI et al., 2000) e em Artemia salina
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4
(KRISHNARAJU et al., 2006). A ingestdo da espécie Sida carpinifolia L.f. (Sida acuta Burm.) por
ovinos, caprinos € equinos causa intoxicacao por doenca de armazenamento lisossomal, por agdo do
alcaldide swainsonina (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al. 2002 a/b; LORETTI et al., 2003),
além de desordens neuroldgicas (TOKARNIA et al., 2002; LORETTI et al., 2003). Contudo, muitos

dos usos medicinais e atividades farmacolédgicas relatadas sdo atribuidos a esta espécie.

Outras pesquisas desenvolvidas com S. cordifolia observaram que o extrato desta planta
causa uma elevada taxa de regeneracdo hepatica em ratos submetidos a hepatectomia parcial
(SILVA JUNIOR et al, 2003; SILVA et al, 2006). Trabalhos realizados no extrato da S.
cordifolia no sistema cardiovascular de ratos observaram hipotensdo e bradicardia nestes animais,
principalmente devido a uma estimulacdo directa dos receptores muscarinicos endoteliais vasculares
e ativacgdo indireta de receptores muscarinicos cardiacos (MEDEIROS et al, 2006). Pesquisas com
atividade anticonvulsivante foram testados nesta espécie nao sendo observado efeito significante
( QUINTAS- JUNIOR et al., 2002).

A S. carpinifolia L. (guanxuma, cha-da-india) tem distribui¢do pantropical e ¢ freqiiente
em locais umidos e sombreados das Regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. E uma planta
subarbustiva, perene, ereta, com 0,3 a 0,7 m de altura que se propaga por sementes (LORENZI ef
al, 2000). Surtos naturais de intoxicacao por esta planta foram relatados em caprinos (DRIEMEIER
et al. 2000, COLODEL et al. 2002), em poneis, (LORETTI et al. 2003) e em ovinos SEITZ et al.
2002). Os sintomas, onde observa foram: hipermetria e dismetria, tremores de cabeca e pescoco,
nistagmo, quedas freqiientes e posturas atipicas foram vistos em caprinos ¢ ovinos (DRIEMEIER
et al. 2000, COLODEL et al. 2002; SEITZ et al, 2005).

Pesquisas realizadas com S. galheirensis mostrou uma alta atividade seqiiestradora de
radicais livr es que pode ser justificada pela presenga de pelo menos dois flavonoides (SILVA et al,
2006a).Também foram desenvolvida pesquisas com a espécie S. linifolia no sistema reprodutor
onde utilizaram  ratas gravidas e observaram que o uso do extrato da planta impediram a
implantacdo embriondria. O extrato impediu a ovulogéne e ovulacdo, mas ndo mostrou atividade no
utero, sugere-se que o extrato pode conter constituintes que causem atividade contraceptiva pos-
coito (NWOBODO et al, 1996)

Na espécie S. santaremnensis ndo existem relatos na literatura sobre possiveis atividades
terapéuticas da espécie. Sendo encontradas apenas pesquisas sobre atividade da planta como erva

daninha (BALASTREIRE et a/, 2001; HECTOR ALONSO, 2004; OLIVO ef al, 2006).

Género Copaifera — Aspecto gerais

As arvores popularmente chamadas de copaiba, pertencentes ao género Copaifera, sao
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nativas de regides tropicais da América Latina e também da Africa Ocidental. Na América Latina
sdo encontradas espécies em regides que se estendem desde o México até ao norte da Argentina
(VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Em uma classificagdo mais moderna da familia Leguminosae, hd uma divisdo em trés sub-
familias: Caesalpinioideae, Mimosoideaec e Papilionoideae (ou Faboideae). Através desta
classificagdo, o género Copaifera pertence a familia Leguminosae Juss, sub-familia
Caesalpinoideae Kunth. Segundo o sistema de classificagdo de Cronquist, o género Copaifera
pertence a familia Caesalpiniaceae. A classificacdo deste género apenas como Fabaceae também ¢
encontrada em alguns livros (VEIGA JUNIOR et al., 2002).

Muitos botanicos e cronistas, em épocas de inicio de colonizagdo, estiveram percorrendo
diversas regides do mundo no intuito de descreverem espécies do género Copaifera. Trabalhos mais
recentes sobre descricdo das espécies do género foram realizados por Cascon (2004). De acordo
com a ultima edi¢do do Index Kewensis, o género Copaifera possui 72 espécies identificadas, sendo
que oito destas (tabela 2) s6 sdo encontradas no Brasil (VEIGA JUNIOR et al., 2002).

Tabela 2 — Ocorréncia de algumas espécies brasileiras do género Copaifera

Copaifera ssp. Nomes comuns Caracteristicas Ocorréncia
C. multijuga Hayne cupaiba, copaiba angelim, &rvore grande, 6leo fluido e Amazonia, Manaus,
copaiba roxo claro Mato Grosso

C. reticulata Ducke copaiba marimari, copaiba arvore grande, 6leo espesso Amazonia, Para

jutai
C. officinales L. copaiba verdadeira, jatoba arvore grande Amazonia até Piaui
mirim, 6leo branco
C. langsdorfii Desf.  copaiba vermelha, cupitva, arvore de 10-35 m Parana, Minas Gerais,
oleiro, copaiba da varzea Goias, Mato Grosso do
Sul, Sao Paulo, Guiana,
Venezuela
C. martii Hayne copaiba jutai, copaibarana, arbusto a arvore pequena, Para, Maranhdo, Piaui,
jutai pororoca oleo liquido e claro Goias, Mato Grosso,
Minas Gerais
C. guianensis Desf.  copaiba do Para, copaiba do arvore grande Amazonia
Rio Negro, copaiba branca
C. coriacea Mart. baume de S. Paulo arvore grande e frondosa Piaui até a Bahia, Sdo
Paulo, Minas Gerais
C. glycycarpa Copaiba  preta, copaiba arvore 30-45 m, 6leo viscoso Maués, Xingu, Tapajos
Ducke cuiarana € escuro

Fonte — Cascon, 2004.

No que se refere a identificacdo botanica, varios aspectos morfoldgicos das flores, folhas e
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frutos dificultam a identificagdo das véarias espécies de copaibas. Segundo caracteristicas das flores,
como pubenescéncia das sépalas, comprimento dos anteros e a condi¢ao glaborosa ou nao do pistilo
sao alguns fatores que atrasam o processo de identificagcdo botanica das espécies do género
Copaifera. No geral as arvores deste género apresentam crescimento lento, alcancando de 25 a 40
metros de altura e podendo viver até 400 anos. O caule da planta ¢ aspero, de cor escura, possuindo
diametro médio variando de 0,4 a 4 metros. As folhas da copaiba s3o alternadas, pecioladas e
ovoides, sendo envolvidas por um arilo abundante e colorido. As flores sdo pequenas,
hermafroditas, apétalas e dispostas em paniculos axilares. Os frutos sdo do tipo vagem, geralmente
monospérmico (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

No geral, as arvores de copaiba, apresentam no interior de seu tronco um 6leo ou balsamo.
Popularmente conhecido como o6leo de copaiba, a designacdo correta € 6leo-resina, por ser um
exudato de acidos resinosos € com compostos volateis. O termo balsamo de copaiba também ¢
erroneamente adotado, uma vez que ndo contém derivados de acido benzdico ou cinamico. Em
todas as espécies do género os canais secretores do Oleo-resina acham-se na regido cortical dos
caules, prolongando-se até o lenho, onde existem em grande abundancia, as vezes formando bolsas.
Estes canais sdao formados pela dilatagdao de espagos intercelulares (meatos) que se intercomunicam
no meristema, chamados de canais esquizégenos (OLIVEIRA et al., 2006; MARCATI et al., 2001).
Segundo Veiga Junior et al. (2005), o 6leo ¢ produto da desintoxicacdo do organismo vegetal e
funciona como defesa da planta contra animais, fungos e bactérias.

Uma pratica de coleta da oleo-resina ndo agressiva ¢ aquela realizada através de uma incisao
com trado a cerca de 1-1,5 metro de altura do tronco onde, ap6s a perfuragdo, a Oleo-resina ¢
coletado em um recipiente plastico e o orificio no tronco da arvore pode ser tampado com argila ou
cano PVC isolado. O 6leo in natura de copaiba apresenta certa variedade nos seus componentes,
cuja variacdo parece ser mais sensivel a fatores abioticos (insetos e fungos) do que a luminosidade e
nutrientes. A exploragdo do o6leo apresenta algumas caracteristicas origindrias de seu manejo e
coleta. Esta caracteriza as possibilidades de suas aplicagdes industriais e farmacéuticas e, portanto,
estabelecer o seu padrao de qualidade para o mercado. A principal delas refere-se a eventual mistura
dos o6leos de espécies botanicas variadas, ou ainda de espécimes de idades e locais distintos
(OLIVEIRA et al., 2006).

O oleo-resina das arvores do género Copaifera tem registros de aplicagdes industriais como
0 uso em vernizes, lacas, fixado de odores, fragrancias, amplamente utilizada no Brasil em
cosméticos, aditivos em sabonetes, shampus, cremes, logdes, gel, protetores solares e também em
conservantes de alimentos. Também ¢ utilizado no tratamento de diversas manifestacoes
patoldgicas devido, atuando como anti-séptico, principalmente em oOrgdos do trato urindrio e

digestivo,desinfetante pulmonar, expectorante e cicatrizante. Este Oleo-resina ¢ comercializada
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principalmente na Amazonia, onde pode ser obtida na forma bruta e sendo também o principio ativo
na formulagdo de xaropes expectorantes, mel composto e sabonetes medicinais. A Tabela 3 mostra
o0 uso popular de 6leo-resina de algumas espécies do género Copaifera (CASCON, 2004).

Tabela 3 — Uso popular da dleo-resina de espécies de Copaifera

Copaifera Copaifera Copaifera Copaifera Copaifera Copaifera

Uso Oral multijuga reticulata officinales langsdorfii coriaceae SSp.
antiinflamatorio + + + + +
anti-séptico + + + +
blenorragia + + + + + +
Sifilis + + +
corrimento uretral +
Cistite + + + + +
Diurético + +
expectorante + + + + + +
Asma + +
pneumonia + + +
Bronquite + + + + "
estimulante + + +
Dores abdominais +
vermifugo +
Cancer + +
Febre +

Uso Local

antiinflamatorio + + +
anti-tétano neonatal + + + + + +
Faringite +

Hemorroéidas + +

cicatrizante + + + + + +
dermatose + + + + + +
Tumores + +
Herpes +

Fonte — Cascon, 2004.

Quimicamente o 6leo-resina da copaiba ¢ uma solugdo natural de é4cidos diterpendicos
resinosos (fracdo fixa) em um oOleo essencial (fragdo volatil) composto principalmente de
sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. A composicao quimica dos d6leos de copaiba encontra-
se citada em diversos artigos cientificos, onde foram utilizadas técnicas antigas, bem como

metodologias mais modernas de isolamento e de identificacdo, tais como cromatografia gasosa
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acoplada a espectrometro de massa (CG-EM) com colunas cromatograficas de fase estacionaria
(CASCON et al., 2000 ;VEIGA JUNIOR et a.l, 2002;0LIVEIRA et al, 2006; PEREIRA et al,
2008).

Entre os 6leo-resinas estudadas e analisadas, existe uma grande semelhanga na composi¢ao
de sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados, ocorrendo maiores diferencas na composicdo de
acidos diterpenodicos. A literatura cita como predominantes entre os sesquiterpenos da 6leo-resina o
[B-cariofileno, B-bisaboleno e a-copaeno (CASCON et al., 2000 ; CASCON, 2004;VEIGA JUNIOR
et al, 2002;0LIVEIRA et al, 2006; PEREIRA et al, 2008).

No 6leo essencial extraido das folhas os sesquiterpenos predominam o a-selineno e o f-
selineno, que so ocorreriam como tragos na oleo-resina e aromadendreno e bergamoteno sé ocorrem
na 6leo-resina. Alguns sesquiterpenos como o-humuleno, B-humuleno, y-humuleno, d-elemeno, y-
cadineno, a-cubebeno, B-cubebeno, 6xido de cariofileno, a-multijugenol e cypereno ocorrem tanto
na o6leo-resina como no 6leo essencial das folhas. Acidos diterpendicos comumente citados como
predominante ¢ o acido copalico e, além deste, encontram-se ainda os acidos epertico, kolavénico,
cativico, polidltico, hardwickico, crolechinico e derivados oxigenados de acidos diterpendicos
ciclicos e acido kaurendico de estrutura tetraciclica (CASCON, 2004, VEIGA JUNIOR et al, 2002;
OLIVEIRA et al, 2006; PEREIRA et al, 2008).

Embora muitas substancias contidas no 6leo-resina ja terem sido identificadas, ainda nao
esta bem estabelecida a relagdo entre a atividade bioldgica e a estrutura dos componentes das
diversas espécies de Copaifera, além do fato de que existem poucos trabalhos na literatura que
fazem uma avalia¢do da atividade bioldgica de fragdes analisadas e substincias puras e/ou isoladas
(CASCON, 2004).

O oleo de copaiba apresenta algumas substancias de propriedades irritantes, que podem
causar alguns efeitos colaterais devido ao seu consumo. O 6leo causa, no trato urinario, inflamagoes
e lesdes renais (CASCON, 2004), distarbios gastro-intestinais (PIO CORREA, 1931) e ainda
sensibilidade cutinea (VEIGA JUNIOR et al., 2002).

Doses excessivas do 0leo certamente deve ser a principal causa da manifestacao dos efeitos
colaterais, sendo este um motivo para que o uso da copaiba como medicamento tenha se tornado
obsoleto em algumas regides (CASCON, 2004). O uso de fitoterapicos por grande faixa da
populagdo brasileira dificilmente vem sendo acompanhado do controle de qualidade dessas drogas
vegetais, € muitas vezes até a autenticidade de muitas das plantas usadas ¢ duvidosa, devido a
adulteragdo das mesmas (VEIGA JUNIOR et al., 2002).

Além do 6leo-resina (balsamo de copaiba), obtido através de pequenos cortes na casca
do caule desta planta, o extrato da casca também ¢ utilizado na medicina popular como cicatrizante,

antiinflamatoério, anti-séptico, antitumoral e como agente para tratar bronquites, ulceras e doengas
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de pele (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). Outros estudos farmacologicos com algumas espécies de
Copaifera demonstraram atividade antiinflamatoéria (BASILE et al., 1988; FERNANDES et al.,
1992; VEIGA JUNIOR et al., 2007, CARVALHO et al, 2009), antioxidante (PAIVA et al., 2004) e
antitumoral (OHSAKI et al., 1994; LIMA et al., 2003), além de agdo cicatrizante, potencial anti-
séptico, antitumoral, antibacteriano, expectorante, diurético e analgésico (LOURENCO et al, 2009;
MONTES et al, 2009; MOREIRA, 2009; PARENTE et al, 2009; PIERI et a/, 2009). Também foi
observado atividade larvicida no Oleo-resina de C. reticulata para todos os estadios de C.
quinquefasciatus.(SILVA et al. 2003)

A espécie Copaifera multijuga Hayne (Fabaceae-Caesalpinaceae) ¢ popularmente
conhecida pelo seu 6leo resina, amplamente estudado por suas atividades biologicas. As cascas de
seu caule sdo utilizadas na medicina popular na forma de cha contra diversas patologias, como
inflamagdes, tumores e doengas pulmonares(CARVALHO,1994). Estudos com extrato da casca da
C. multijuga observagdo propec¢do fitoquimica, visto que foram detectados esteroides e triterpenos
além de apresentarem um alto teor de fenois totais (BEZERRA et al, 2001)

Pesquisadores trabalhando com a folha com a de Copaifera langsdorffii, indicam que
ela pode ser uma nova fonte de peroxidase. Além demostrar que o método de extracdo da
peroxidase proposto no trabalho, mostrou ser simples e economicamente vidvel, o que possibilita
contribuir para a obtencao de peroxidase em alta escala e baixo custo (MACIEL et al, 2006).

Estudos utilizando o6leo de copaiba no colo uterino de ratas ooforectomizadas
demonstraram um aumento nas ileiras de células no epitélio, observando- se também a presenca de
células queratinizadas na superficie. Por ndo saber seu mecanismo de agdo, outros modelos
experimentais sdo necessarios para comprovar estes efeitos, assim como conhecer melhor suas
propriedades, pois, embora tenha sido descoberta a¢do antiinflamatéria do o6leo de forma
experimental, nao foi ainda possivel determinar qual ou quais os componentes responsaveis pelas
propriedades descritas (LAMARAO et al, 2002)

A atividade antibacteriana da Copaifera multijuga Hayne frente S. mutans e ao S.
sanguinis em um cimento odontoldégico mostrou-se promisssor, pois a copaiba estudada
apresentou um grande potencial para o uso como veiculo ao cimento odontoldgico, sendo
necessario estudos posteriores no que tange a propriedades fisico-quimicas e de biocompatibilidade
(VASCONCELOS et al, 2008)

Neste sentido, as principais propriedades terapéuticas citadas para a Copaifera sao: a
atividade antiinflamatoria, que tem como principais componentes responsaveis os hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, especialmente o B-bisaboleno e o B-cariofileno, o 6leo-resina de plantas do género
Copaifera recebe indicacdo da medicina tradicional para inimeras finalidades, das mais diferentes

naturezas, ¢ tem sido hé varios anos matéria de diversos estudos, visando comprova-las ou adapta-
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las a novas terapias (PIERI et al, 2009). Em 1972, o Food and Drug Administration, 6rgao
americano regulamentador de drogas, aprovou o 6leo de copaiba, apds ser submetido a testes de
sensibiliza¢do e irritagdo em 25 voluntarios, obtendo-se resultado negativo para ambos os testes
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). Sua toxicidade foi posteriormente determinada por Basile e
colaboradores (1988), cuja dose letal (DLsy) discriminada foi de 3,79 mL/kg.

Estudos de toxicidade realizados para a espécie Copaifera reticulata demonstraram qua a
dministracdo do 6leo nao causou mortalidade at¢ a dose de 2g/kg além de ndo apresentar efeitos
neurotoxicos (SACHETTI et al. , 2009). Além disso, Paiva et al (2004) relataram que o 6leo-resina de
Copaifera langsdorffii impede a isquemia associada a dano tecidual no intestino de ratos e sugerem
que este efeito protetor pode, pelo menos em parte, ser devido a suas propriedades antioxidantes e anti-

lipoperoxidativa.

Em face das diversas atividades bioldgicas e do crescente interesse terapéutico nas
mais diferentes espécies dos géneros Copaiferas e Sida, busca-se através desta revisdo salientar a
necessidade da ampliagdo de pesquisas nas espécies Sida santaremnensis H. Monteiro e Copaifera

luetzelburgii Harms, encontradas no Piaui.
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* Elaborado segundo as normas da Revista Quimica Nova
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CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO QUIMICO E BIOFARMACOLOGICO DA

ESPECIE Copaifera luetzelburgii Harms ENCONTRADA NO ESTADO DO PIAUi

ABSTRACT: We report the first characterization of the chemical constituents of essential oil and
cytotoxic activity of extracts of Copaifera luetzelburgii Harms, found in the state of Piaui, Brazil. A
extracdo do material vegetal foi feita em aparelhagem tipo Clevenger. To perform the toxicity tests
were done on Artemia salina, and hemolysis by using the bark of Copaifera luetzelburgii, in which
the extract was prepared by cold maceration and rotaevaporayion to ethanol withdrawal. The major
constituents in the leaf oil were germacrene D (27.12%), B-caryophyllene (16.43%) and germacrene
B (12.58%), whereas in the stem bark were y-selinene (26.79%) 7-epi-a-selinene (24.73%) and B-
selinene (14.63%). There was cytotoxic action of leaf extracts of leaves and bark (LCsy of 0.1002
pg/mL and 0.2798 pg/mL, respectively) of C. luetzelburgii microcrustaceans front of Artemia

salina, revealing potential therapeutic effect.

Keywords: Copaifera luetzelburgii Harms, essential oil, citotoxicity.

INTRODUCAO

As arvores de copaiba, pertencentes ao género Copaifera, sao nativas de regides tropicais da
América Latina e também da Africa Ocidental. Na América Latina sdo encontradas espécies em
regides que se estendem desde 0 México até ao norte da Argentina®

Em uma classificagdo mais moderna da familia Leguminosae, ha uma divisdo em trés sub-
familias: Caesalpinoideae, Mimosoideae e Papilionoideae (ou Faboideae). Através desta
classificagdo, o género Copaifera pertence a familia Leguminosae Juss., sub-familia
Caesalpinoideae Kunth. Segundo o sistema de classificagdo de Cronquist, o género Copaifera
pertence a familia Caesalpiniaceae. A classificacdo deste género apenas como Fabaceae também ¢

encontrada em algumas literaturas™**"*,
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As arvores de copaiba, assim denominadas vulgarmente, apresentam no interior de seu
tronco um 6leo ou balsamo. Popularmente conhecido como 6leo de copaiba, a designacdo correta &
a de oleo-resina, por ser um exudato de acidos resinosos e compostos volateis. O termo balsamo de
copaiba também ¢ erroneamente adotado, uma vez que ndo contém derivados de acido benzodico ou
cindmico. Em todas as espécies do género Copaifera, os canais secretores do 6leo-resina acham-se
na regido cortical dos caules, prolongando-se até o lenho, onde existem em grande abundéncia, as
vezes formando bolsas. Estes canais sdo formados pela dilatacdo de espagos intercelulares (meatos)

7,8,10,26

que se intercomunicam no meristema, chamados de canais esquizogenos . O ¢6leo ¢ produto da

desintoxica¢do do organismo vegetal e funciona como defesa da planta contra animais, fungos e
bactérias'®,*.

A exploragdo do 6leo de copaiba apresenta algumas caracteristicas originarias de seu manejo
e coleta vao caracterizar as possibilidades de suas aplicagdes industriais e farmacéuticas e, portanto,

estabelecer o seu padrdo de qualidade para o mercado'*">"

. A composi¢do quimica dos o6leos de
copaiba encontra-se definida em diversos trabalhos, sendo uma solucdo natural de acidos
diterpendicos resinosos (fracdo fixa) em um o6leo essencial (fragdo volatil) composto principalmente
de sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados”*'***A composi¢do quimica dos 6leos de copaiba
encontra-se citada em diversos artigos cientificos, onde foram utilizadas técnicas antigas, bem como
metodologias mais modernas de isolamento e de identificacdo, tais como cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) com colunas cromatograficas de fase estaciondria. J&
foram identificados 72 tipos diferentes de sesquiterpenos e 28 tipos de diterpenos em Oleo-resinas
de copaiba®. No entanto, a C. luetzelburgii ainda é uma espécie que ndo teve seus constituintes
quimicos estudados. Além disso, a maioria dos trabalhos realizados com o género copaifera se
restringem ao estudo do 6leo resina®,*'** sendo poucos aqueles que avaliaram o 6leo essencial bem
como os constituintes dos estratos provenientes de outras partes da planta.

Por outro lado, hd muitos anos a populac¢do utiliza plantas para o tratamento de varias

doengas. Entretanto, a maioria das espécies ndo sdo amplamente investigadas tanto quimica quanto
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biologicamente, e mesmo as plantas ja analisadas requerem estudos clinicos adicionais'**. Estudos
fitoquimicos sobre a espécie de Copaifera encontrada no estado do Piaui estdo em decurso e ¢é
pioneiro, visto que, na literatura, ndo ha trabalhos sobre esta espécie.

Dentro desta perspectiva e face as diversas atividades biologicas e do crescente interesse
terapéutico, o presente estudo teve por objetivo identificar os constituintes quimicos do odleo
essencial e avaliar o potencial citotdxico de extratos etanolico de partes aéreas e casca da espécie de

copaiba (Copaifera luetzelburgii Harms) encontrada no estado do Piaui, centro-norte do estado.

METODOLOGIA
Material vegetal

A coleta de Copaifera luetzelburgii Harms foi realizada no més fevereiro nos anos de 2008
e 2009 na comunidade Quilombola dos Macacos, a 26 km do municipio de Sao Miguel do Tapuio
(5°30'14" S, 41°19'22" W), no estado do Piaui. A exsicata da espécie foi identificada pela Prof. Dr*.
Ana Luiza Du Bocage Neta e depositada no acervo do Herbario Graziela Barroso (N°26.235) da

Universidade Federal do Piaui, em Teresina, Piaui.

Extracao de constituintes volateis:

A extragdo do material vegetal foi feita em aparelhagem tipo Clevenger. As folhas e as
cascas do caule foram submetidas separadamente ao processo de hidrodestilagdo durante 3 horas,
em processo continuo, € os 6leos foram extraidos de seus hidrolatos por particdo com éter etilico. A
fase etérea foi seca com sulfato de sodio anidro e o éter foi eliminado em rota-evaporador. A parte
quimica foi realizada em parceria com nossos colaboradoes do Departamento de Quimica da UFPI,

sob a supervisdo e coordenagdo do professor Dr. Sidney Gongalo Lima.

Analise por Comatografia Gasosa em Espectrofotometria de Massa (CG-EM)
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As amostras de Oleos foram analisadas por CG-EM, sistema Shimadzu GC-17A/MS

QP5050A: coluna DB-5HT, com 30 m x 0,25 mm , espessura do filme interno de 0,10 pm e hélio
como gés carreador a 1,7 mL/min, temperatura do injetor 270 °C; temperatura do detector 290 °C;
temperatura da coluna 60 °C (1 min) — 180 °C (1 min) em 4 °C/min, 180-270 °C em 10 °C/min
(10min). Os espectros de massas foram produzidos por impacto eletronico (70 eV) e comparados
com os padrdes existentes na biblioteca Willey 229 do computador no aparelho. A identificacdo dos
constituintes foi feita por interpretacdo de seus respectivos espectros de massas e indice de retengdo
linear (Indice de Kovat), e por comparagio com dados da literatura.
Obtencao dos extratos etandlico das folhas e cascas

Para obteng¢do do extrato etandlico das folhas e cascas secas, separadamente, fez-se a
trituracdo das amostras utilizando-se um moinho tipo Willis e realizou-se quatro extracdes de
maceragdo a frio frio, em intervalos de 24h cada extragdo e, em seguida, fez-se a filtragcdo com
papel filtro convencional e a concentragdo do extrato foi feita por evaporacdo dos solventes

utilizando um rota-evaporador a temperatura média de 40 °C.

Avaliacao da concentracio letal média sobre Artemia salina

Para realizacdo dos testes de citotoxicidade em Artemia salina, ovos das larvas de camarao
de 4gua salgada foram colocados em recipiente contendo dgua do mar artificial e, apés um periodo
de 24h, tempo correspondente ao periodo de eclosdo dos ovos, este mantido a temperatura ambiente
(25-30 °C) e sob luz artificial, as larvas eclodiram e foram coletadas para o teste com auxilio de
pipeta.”” Solugdes padrdes dos extratos hexanico e etanolico foram preparadas por dissolugio de 50
mg de cada extrato e adicionado tween-40, um tensoativo para solubilizar os extratos organicos em
agua. Dez larvas de Artemia salina foram transferidas para os tubos de ensaio contendo solugdes
salinas dos extratos hexanico e etandlico das folhas e cascas de Copaifera luetzelburgii Harms em
diferentes concentragdes. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os tubos de ensaio foram

mantidos sob ilumina¢do e as larvas sobreviventes foram contadas apds 24h. A concentracao letal
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média (CLsy) foi determinada por regressao linear, em modelo Probit a 95% de confianca. Foram
realizados os testes em Artemia salina com quatro extratos, conforme tabela 1.
Determinaciao da atividade hemolitica

No ensaio citotoxico, utilizou-se o extrato etandlico (CI-EtOH) da casca da Copaifera
luetzelburgii no qual o extrato foi preparado através de maceragdes a frio e rotaevaporagdo para
retirada do etanol. Para a obten¢do do sangue, os ratos foram sacrificados por deslocamento
cervical, decapitados e o sangue coletado imediatamente em um béquer com 30 mL de solucdo de
salina 0,9% com CaCl, 10 mM sob agitagdo. As hemécias foram lavadas duas vezes por
centrifugagdo a 5000 rpm/3 min. O sedimento da Ultima centrifugagdo foi ressuspenso em salina a
0,5% e borbulhada com mistura carbogénica por 30 min. A atividade hemolitica foi avaliada para
as concentragdes de, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/ml do extrato CI-EtOH. A montagem dos tubos
foi feita em triplicata para todos os produtos testes nas concentracdes desejadas e o volume foi
completado para 0,5 mL com solugdo salina. Para o controle positivo, foi adicionado 100 puL de
Triton X-100 1% (100% de hemolise). A cada tubo foi adicionado 100 puL de suspensdo de
eritrocitos e incubou-se por uma hora a temperatura ambiente sob agitacdo constante. Centrifugou-
se as amostras a 5.000 rpm durante 3 min., sendo a hemolise medida pela absorbancia do

sobrenadante a 540 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise dos constituintes quimicos

A andlise do 6leo volatil por CG-EM obtido das folhas frescas de C. luetzelburgii
permitiu a identificagdo de 27 constituintes quimicos (Tabela 2), representando 90% do total,
enquanto que para as cascas identificou-se 20 constituintes. Nesta observamos que o germacreno-D
(27.12%) foi o constituinte majoritario no oleo essencial das folhas, seguido do B-cariofileno
(16.43%) e do germacreno-B (12.58%). Foram identificados, também, os sesquiterpenodides 6xido

de cariofileno (0.33%), viridiflorol (1.94%), guaiol (0.94%), carotol (0.26%), torreyol (2.49%) e a-
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cadinol (2.41%) em menores quantidades. Nosso resultados sdo semelhantes aos encontrados nos
estudos quimicos e farmacoldgicos dos dleos essenciais dos frutos e das cascas dos frutos de C.
langsdorffii onde foram observado, constituintes principais identificados para o 6leo essencial dos
frutos foram: y-muuroleno (29,8%) e B-cariofileno (14,8%), enquanto que para o 6leo das cascas
dos frutos o constituinte principal era o 6xido de cariofileno (47,3%) "+

Também foram realizados trabalhos com o 6leo essencial do pericarpo da C. langsdorfi
onde podemos citar a-copaeno, [-selineno e o6xido de cariofileno com os principais

componentes'**.

Sendo que varios constituintes quimicos encontrados nestes trabalhos'"'* sdo
similaridades aos encontrados no o6leo essencial das folhas e da casca da C.luetzelburgii
Comparado os resultados entre as espécies € possivel identificar discretas variagdes na composicao
quimica, senso que observou-se a presenca de determinados constituintes ndo vistos nos outros

oleos'" 2

. Além de, também terem sido visto diferencas nas percentagens dos compostos quimicos.
Este fato pode estar relacionado a fatores genotipicos' ou ambientais'®, como diferentes tipos de
solo ou adaptacdo as condi¢cdes ambientais distintas entre as areas de coleta.

Dentre os constituintes detectados no oleo essencial obtido das cascas, o y-selineno
(26.79%) e 7-epi-a-selineno (24.73%) foram os constituintes mais abundantes , resultado diferente
de um trabalho® que observou uma maior concentra¢do de 6xido de cariofileno.

Acredita-se que os sesquiterpenos presentes nos Oleos da folha (a copaeno, p-
cariofileno e germacreno-D) sejam responsaveis pela inibi¢do do processo inflamatério, sendo que
a literatura cita que o cariofileno também possui atividade anti-tumoral, anti-edematosa '*****,
Desta forma podemos sugerir que esta planta possua atividade antiinflamatoria ja que a mesma
possui uma porcentagem bastante elevada de cariofileno e germacreno D, destacando-se ainda uma
uma possivel atividade antibacteriana deste 6leo essencial, pois varios autores atribui esta atividade

a germacreno D, constituinte de maior percentagem visto por nas folhas***"".

Concentracao letal mediana sobre Artemia salina e citoxicidade através de hemolise
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Ao observamos as figuras 1 e 2 verificamos que os extratos etanodlicos da folhas e das
casca foram incapazes de causar a mortalidade das larvas de Artemia, indicando um auséncia de
toxicidade. Portanto, ndo foi possivel determinar a CLs,. Estes resultados sugerem que C.
luetzelburgii Harms possui um baixo potencial de toxicidade. Apesar de dos testes com Artemia
salina serem um bioensaio preliminar de baixo custo sobre a toxicidade geral de uma espécie
vegetal com atividade biofarmacologica®>'”.

Os resultados do teste citoxicidade mostrou que o extrato etandlico das cascas de copaiba
apresentou um percentual de hemolise em torno de 25%, sendo um percentual baixo. Podendo-se
dizer que ndo apresentaram atividade toxica através da metodologia utilizada (figura 3).

Este resultado ¢ semelhante aos testes da Artemia salina com o mesmo tipo e extrato.
Podendo-se perceber que o extrato etanolico em ambas metodologias demonstra-se bastante seguro
para seu uso.

Ressalta-se que a auséncia de toxicidade dos extratos no teste de letalidade contra Artemia
salina e citoxicidade através de hemolise sdo indicadores de que a planta pode ser bem tolerada

frente ao sistema biologico. Entretanto, estudos mais detalhados para a avaliagdo da toxicidade dos

extratos bioativos empregando-se outros modelos (in vitro e in vivo) se fazem necessarios.

CONCLUSAO

Ao observamos os resultados obtidos com a avaliagdo dos componentes das fragdes volateis
dos extratos da casca e folha de Copaifera luetzelburgii, e a avaliagdo toxicologica sobre Artemia
salina e citotoxica sobre hemacias, podemos concluir que:

Os principais constituentes presentes nos Oleos essenciais das folhas e cascas de C.
luetzelburgii sdo : germacreno-D, y-selineno e 7-epi-a-selineno.

O extrato etandlico das cascas e folhas ndo apresentaram toxicidade contra Artemia
salina. Nem citotoxicidade através de hemdlise, apresentando portanto uma certa seguranga para

seu uso terapéutico.
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Tabela 1. Determinagdo das concentragdes em ppm usados no teste de toxicidade em

Artemia salina da Copaifera luetzelburgii

Extratos Solu¢do Padrao (ppm) Concentragoes
Extrato etanolico 12,5
Folha (EEFC) 25,0
50,0
2000 100,0
200,0
Extrato etanolico casca 12,5
do caule (EECC) 25,0
2050 50,0
100,0
200,0
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Tabela 2 - Composic¢do quimica do 6leo essencial das folhas e das cascas de C. luetzelburgii e areas

relativas (%) correspondentes a cada um dos constituintes

Constituintes Folhas Cascas
p-cimeno 0,08 -
Limoneno 0,09 -
Cis-f-ocimeno 0,26 -
o-elemeno 0,77 -
o-cubebeno 051 0,40
a —ylangeno 0,22 -

o copaeno 5,31 1,87
[-cubebeno 0,55 -
[-elemeno 2,05 0,88
[-patchouleno 0,66 -
o-gurjuneno - 0,29
[-cariofileno 16,43 -
y-cadineno 0,60 -
Elemeno 0,37 -
o-guaieno - 0,38
Deihidroaromadendreno - 1,70
o-humuleno 1,80 -
Aromadendreno 0,24 0,36
[-chamigreno - 1,38
y-selineno - 26,79
germacreno-D 27,12 -
o-cadineno 7,89 1,68
[-selineno - 14,63
germacreno-B 12,58 -
a-muuroleno 2,99 0,51
7-epi-a-selineno - 24,73
Spathulenol 0,78 0,84
oxido de cariofileno 0,33 2,45
Viridiflorol 1,94 0,26
Guaiol 0,94 -
Elemol 0,73 -
Carotol 0,26 -
Globulol - 1,07
a-cadinol 2,49 -
Torreyol 2,41 -
Rimueno - 015
oxido de manoyl - 1,34

Kaureno - 1,64
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Figura 1. N2 de larvas de Artemia salina que sobreviveram a diferentes concentracdes do

EEFC (200ppm) em diferentes concentra¢des durante 24 horas de observagao
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Figura 2. N2 de larvas de Artemia salina que sobreviveram a diferentes concentracdes do

EECC (200 ppm) em diferentes concentra¢des durante 24 horas de observagao
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Figura 3. Percentual de hemolise apdés a exposicdo ao EECC (1160 ug/mL) em diferentes

concentracgdes ocorrido no periodo de 24 horas de observacgado
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Investigacio da toxicidade aguda do extrato etanolico da Copaifera luetzelburgii

Harms (Fabaceae) em camundongos (Mus musculus)

Waldilleny R. A. Moura®*, Rozeverter M. Fernandes', Maria do Carmo C. Martins®

RESUMO: O estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade aguda em camundongos apods o
tratamento comextrato etandlico de Copaifera luetzelburgii. Os animais foram divididos em grupos
de dez animais ( 5 machos e 5 fémeas) e tratados com dose 5g/kg via oral e 2g, 1g, 500mg, 250mg
e 125mg/kg via intraperitoneal. Estes foram observados por um periodo de 14 dias para observagao
de alteragdes comportamentais e mortalidade. Apos esse periodo, os animais foram eutanasiados e
as visceras foram fixadas em formalina tamponada e apds 24 horas, resseccionadas para
processamento histopatologico. A partir dos resultados deste estudo, conclui-se que: a dose de
5g/kg, administrada pela via oral ndo apresentou mortalidade. No entanto pela via intraperitoneal
encontrou-se uma DL50 de 311mg/kg, onde as doses de 2g/kg e 1g/kg apresentaram uma elevada
toxicidade demonstrada nas varias lesdes hepaticas encontradas em exames histopatologico.
Unitermos: Toxicidade, Copaifera luetzelburgii, alteragdes histopatologicas

ABSTRACT: The study aimed to evaluate the acute toxicity in mice after treatment of Copaifera
luetzelburgii comextrato ethanol. The animals were divided into groups of ten animals (five males
and five females) treated with oral dose S5g/kg and 2g, lg, 500mg, 250mg and 125mg/kg
intraperitoneally. These were observed for a period of 14 days for observation of behavioral
changes and mortality. After this period, the animals were euthanized and the viscera were fixed in

formalin and after 24 hours, resected for histopathological processing. The results of this study, we
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conclude that: a dose of 5 grams / kg administered orally did not show mortality. However
intraperitoneally met an LD50 of 311mg/kg, the doses of 2 g / kg and 1 g / kg showed a high
toxicity demonstrated in various liver lesions found in histopathological

Keywords:Toxicity, Copaifera luetzelburgii, histopathological changes

INTRODUCAO

As observagdes populares sobre o uso e a eficicia de plantas medicinais contribuem de
forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais pelos efeitos medicinais
que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos. Dessa forma, usuarios
de plantas medicinais de todo o mundo mantém em voga a pratica do consumo de fitoterapicos,
tornando validas informagdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos (Maciel et
al, 2002).

Embora o uso das espécies de Copaiferas seja difundido tanto pela populagdo quanto
pelo meio médico, ndo existem estudos sobre atividades tdxicas e terapéuticas da objeto de estudo,
ndo sendo encontrado até entdo nenhuma literatura especifica na drea médica sobre esta arvore.

A toxicidade aguda ¢ o efeito que produz uma substancia dentro de um curto periodo de
tempo e que resulta da administragdo de uma Unica dose ou de varias doses. Serve de base ainda
para o estabelecimento de um regime de doses para pesquisas sobre a toxicidade subaguda e
cronica, além de fornecer subsidios sobre o0 modo de agdo toxica da substancia-teste (Brito, 1994).

A determinagdo da toxicidade da C. langsdorffii se fez necessdria uma vez que, o uso da
casca e do Oleo desta espécies e de outras do mesmo género de copaiba destaca-se dentre as
substancias medicinais de uso popular principalmente na Amazdnia como antinflamatdrio,
cicatrizante e antiinfeccioso por via oral, topica ou vaginal(Veiga et al, 2005; Brito et al, 1999;
Carvalho , 1994; Fernandes et al, 1992; Albuquerque et al, 1989; Basile et al, 1988; Fernandes,

1949).
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Viérias pesquisas relatam o uso do dleo-resina de Copaifera, tais como a C. langsdorffii,
em como os 6leo-resinas obtidos a partir de varias espécies do género. Sendo dificil a obten¢do do
oleo ( Brito ef al, 1999; Barreto Junior et al, 2005). Optamos pelo estudo da casca, uma vez que
seu uso também ¢ amplamente utilizado na medicina popular.

Apesar do amplo conhecimento a respeito das demais espécies do género, ndo existem
relatos na literatura sobre possiveis atividades terapéuticas e ou toxicas de Copaifera luetzelburgii.
Assim, o presente trabalho justifica-se por ter como objetivo a toxicidade aguda desta espécie de

copaiba na qual os estudos sobre ela ainda sdo escassos.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material

A coleta de Copaifera luetzelburgii Harms foi realizada no més fevereiro nos anos de
2008 e 2009 na comunidade Quilombola dos Macacos, a 26 km do municipio de Sao Miguel do
Tapuio (5°30'14" S, 41°19'22" W), no estado do Piaui. A exsicata da espécie foi identificada pela
Prof. Dr". Ana Luiza Du Bocage Neta e depositada no acervo do Herbario Graziela Barroso

(N°26.235) da Universidade Federal do Piaui, em Teresina, Piaui.

Preparacio do Extrato Etanolico

As cascas foram picadas, dessecadas em uma estufa de circulagdo de ar forcada durante
72 horas a uma temperatura maxima de 45° C (= 1). O material foi triturado e o p6 obtido
acondicionado em frasco de vidro ambar hermeticamente fechado até o momento do preparo dos
extratos. O extrato etandlico (EE) foi obtido colocando-se de 1000g da matéria vegetal em etanol
PA, onde ficavam durante quatro dias em temperatura ambiente num processo de maceragao a frio,
passado este periodo, o extrato obtido foi separado da matéria vegetal e filtrado, processo repetido

a cada quatro dias, totalizando quatro extragdes sucessivas. A solucdo obtida foi colocada no
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evaporador rotativo a 40 °C (x1) acoplado a um banho termostatizado para retirada do etanol e

posteriormente no liofilizador para retirada da agua restante no extrato.

Animais

Foram utilizados 70 camundongos (Mus musculus), pesando entre 25 e 30 gramas,
provenientes do Biotério do Departamento de Morfofisiologia Veterinaria do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Estes animais foram divididos em grupos de dez
animais, separados por sexo, em gaiolas plésticas e alimentadas com rac¢do e dgua ad libidum em
ambiente climatizado (temperatura de 23+2°C) com condi¢des controladas de luminosidade
(12h/12h, claro/escuro). Antes do inicio do experimento, os animais foram submetidos a um jejum
solido de 12 horas. Os protocolos utilizados obdeceram a norma do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV) e passaram por aprovagido pelo Comité de Etica na Experimentagio Animal

desta Institui¢ao sob o n°026/09.

Determinacio da toxicidade aguda em camundongos

A toxicidade aguda foi realizada seguindo-se o método de Miller e Tainter (1944), onde
utilizou-se grupos de 70 camundongos, divididos em grupos de 10 animais ( 5 machos, 5 fémeas).
Estes foram tratados com doses de Copaifera luetzelburgii Harms da seguinte forma: Grupo
Controle 1 e 2 — animais tratados solugao fisioldgica 0,9% administrada por via oral com o auxilio
de uma sonda intragéstrica e pela via intraperitoneal com volume de 0,1ml’kg. O grupo T1-
animais tratados com 5g/kg de extrato por via oral. Os grupos T2, T3, T4, T5 foram administrados
por via intraperitoneal nas seguintes doses 2000, 1000, 500, 250, 125mg/kg, respectivamente.
Sendo que em todos os grupos tratados pela via intraperitoneal foi adicionado 1% de DMSO ao

extrato.
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A mortalidade foi avaliada aos 30, 60, 120, 360 minutos e a cada 24 horas apos o
tratamento até o 14° dia. Foi observada a presenca ou auséncia de 22 sinais de acordo com o
protocolo empregado por Carlini (1972), durante todo o periodo do experimento.

A coleta dos principais orgaos (figado, rins, cora¢do e pulmdes) ocorreu apos o Obito de
cada animal durante o experimento e no décimo quarto dia apds o tratamento, dos animais que
sobreviveram foram anestesiados e eutanaseados, por deslocamento cervical, para coleta dos
orgdos. ApoOs a retirada seccionou-se o coragao, o figado, baco, pulmao e os rins por incisdo sagital
e colocou-se em solucao de formol a 10%. As seccoes teciduais foram fixadas em formalina
tamponada e apds 24 horas, resseccionadas para processamento histopatologico: desidratagdo com
séries crescentes de alcool (70° a 100°) seguida de diafaniza¢do em xilol impregnagdo e inclusdo
em parafina, segundo os métodos habituais (Luna, 1968). Em micrétomo, seccionou-se 0s
fragmentos tissulares em espessura de 3,0 uM com subseqiiente coloracdo por hematoxilina-eosina
e tricomico, para exame microscopico.

A determinacdo da DLs foi feita através da interpolagdo semi-logaritmica, sendo postos no
eixo das ordenadas os valores correspondentes ao percentual de mortes e, no eixo das abcissas, as
doses administradas de Coifera luetzelburgii (C1-EtOH).

A andlise estatistica foi expressa como média + erro padrdo da média (EPM) e os resultados
comparados pelo teste T de Student, utilizando-se o programa SPSS 15.0 for Windows, sendo que o

nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desde 1927 foi desenvolvido o teste da dose letal média para a padronizacdo biologica
de drogas toxicas. Desde entdo, foi incorporado ao protocolo de rotina toxicoldgica de outros
compostos quimicos classicos, sendo agora usado nos modelos governamentais, os quais regulam

os testes toxicologicos de substincias quimicas. Por isso, iniciou-se as nossas pesquisas com C.
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luetzelburgii, a presenca ou ndo de toxicidade, ja que € uma espécie vegetal bastante difundida na
terapéutica popular, principalmente com atividade antinflamatoria.( Fernandes ef al, 2004)).

Os resultados obtidos demonstram que a planta ndo ¢ toxica por via oral, pois todos os
animais que receberam o extrato da C. luetzelburgii pela via oral (5g/kg), dose mdaxima
recomendada pela literatura, ndo apresentaram altera¢cdes no comportamento, mantendo atividade
geral dentro da normalidade e ndo houve nenhum 6bito (Carlini,1972) . Resultados semelhantes ao
descrito por, Sachetti ef al. (2009) estudando o 6leo-resina da C. reticulata nas doses de Smg/kg a
2000mg/kg.

No entanto, os camundongos que receberam o extrato etandlico (CI-ETOH) por via
intraperitoneal nas doses de 125mg, 250mg, 500mg,1000mg e 2000mg apresentaram uma
ortalidade variando de 20,40, 70 e 90%, respectivamente, sendo que a DLs, calculada para a via
intraperitoneal foi de 311mg/kg (tabela 1). A tabela 1 demonstra que a dose letal média foi de 311
mg/kg, se extrapolarmos isso para um homem de 70 kg a dose toxica seria de 2,8 g/kg o que ndo ¢
um percentual muito dificil de se alcancar.

As principais alteragdes de comportamento foram observadas apds 60 minutos da
administracdo do extrato nas doses de 2000mg/kg e 1000mg/kg onde houve uma diminuicao da
atividade geral (Carlini, 1972). Também observou neste grupo o maior nimero de obitos, sendo que
o tempo de 120 minutos foi o periodo que ocorreu a maior quantidade de mortes no grupo T1 e
apods 48 horas no grupo T2.

Por outro lado, obsevou-se que quando administrou pela via intraperitoneal o percentual
de mortalidade aumentou de forma gradativa conforme o aumento da dose, demonstrando tendéncia
a uma mortalidade dose dependente. Provavelmente a baixa toxicidade ocorrida pela via oral deva-
se a fatores como taxa de esvaziamento géstrico, pH gastrointestinal e concentracdo enzimatica.
Desta forma acredita-se que o extrato tenha sido biotransformado em primeira passagem pelo
figado, reduzindo assim seu potencial toxico. (Spinosa et al, 2006). Por outro lado a via

intraperitoneal oferece um padrdo de absor¢do erratico, havendo sustancias que penetram
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rapidamente na circulagdo,e podendo escapar da primeira passagem no figado, fato que pode
explicar a maior mortalidade dos grupos submetidos ao extrato por esta via, principalmente os das
doses elevadas (Osorio-de-castro, 2000).

Ao exame histopatoldgico dos animais tratados por via oral na dose de 5g observou-se
no figado infiltrado inflamatorio periportal discreta com predominancia de mononucleares, € em um
eosinéfilos. No entanto, o grupo controle por esta via ndo apresentou altera¢do digna de nota.

Por outro lado, o figado dos animais tratados com o extrato na dose de 2g via
intraperitoneal apresentaram na sua maioria, ou seja, 80%, infiltrado periportal discreto a moderado
com predominancia de células mononucleares distribuidas de maneira focal amultifocal. Nos
demais 6rgdos (baco, pulmao, coracio e rim) ndo foram observados alteragdes.

No grupo de camundongos que receberam por via intraperitoneal 1g observou-se que
70% apresentaram degeneragdo periportal discreta a moderada no figado. Sem alteragdes nos
demais 6rgdos. Ja no grupo que a dose foi 500mg constatamos que os figados de 40% dos animais
apresentaram degeneragdo periportal de discreta a moderada. Em um deles foi visto degeneragao
discreta centrolobular. E todos, apresentaram infiltrado inflamatorio periportal moderado
principalmente de eosinofilos.

Na dose de 250mg ocorreu uma infiltragdo focal ou periportal discreta a acentuada,
constituida principalmente de eosindfilos. Em um deles observou-se degeneracdo periportal difusa.
E no grupo que foi utilizado 125mg, 60% apresentaram infiltrado focal discreto com predominancia
de mononucleares.

Em todas as doses estudadas verificou-se que o figado por ser o principal 6rgdo
metabolizado foi o maior afetado quando se usou a via intraperitoneal. Fato ndo observado nos
animais do grupo controle desta mesma via, pois nenhuma alteragdes no figado e nos demais

orgaos estudados (rim, bago, pulmao, coragdo) foram constatados.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados deste estudo, conclui-se que a dose de 5g/kg de C. luetzelburgii,
administrada pela via oral, apresenta uma excelente margem de seguranca. Porém a medida em que
se aumentou a dose pela via intraperitoneal, houve também um aumento das alteragdes, embora esta
esta via de administra¢do nao seja de uso comum, sendo o figado o principal 6rgao afetado pelo

extrato.
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Tabela 01: Determinagdo da DLs, do extrato etandlico da Copaifera luetzelburgii (Cl-

EtOH) em camundongo

GRUPOS DOSES N° ANIMAIS
mg/kg /OBITOS

T1 2000 10/9
T2 1000 10/9
T3 500 10/7
T4 250 10/4
T5 125 10/2
CI - 10/0

Limite de confianca para DLs, (o =0,05)

DLs, média = 311mg/kg

Limite superior DLs, = 499mg/kg

Limite inferior DLsy= 157 mg/kg
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RESUMO: Objetivou-se investigar o efeito dos extratos etandlicos de Sida santaremnensis e
Copaifera luetzelburgii na atividade antiinflamatoria. Estas espécies sdo utilizadas na medicina
popular devido, principalmente as suas atividades antiinflamatdéria. A reducdo do processo
edematogénico nos grupos de animais tratados foi observada para todos agentes inflamatdrios
testados (Carragenina, dextrana) e topica através do oleo de croton. Pode-se concluir que estas
espécies apresentam principios ativos responsaveis pela atividade anti-edematogénica abrindo um
leque de estudos para avaliar os possiveis mecanismos envolvidos nas respostas observadas.
Unitermos: Sida santaremnensis, Copaifera luetzelburgii, edema, inflamacao

ABSTRACT: The objective was to investigate the effect of ethanol extracts of Sida
santaremnensis and Copaifera luetzelburgii on antiinflammatory activity. These species are used in
folk medicine, mainly due to their anti-inflammatory activities. The reduction process edematogenic
in groups of treated animals was observed for all tested inflammatory agents (Carrageenan, dextran)
and by topical croton oil. It can be concluded that these species have active principles responsible
for anti-edema activity by opening a range of studies to evaluate the possible mechanisms involved
in the responses observed.

Keywords: Sida santaremnensis, Copaifera luetzelburgii, edema, inflammation

INTRODUCAO

Embora a utilizagdo de plantas medicinais como recurso terapéutico esteja bastante
difundida no Brasil e no mundo, sdo necessarios estudos para comprovar certas atividades

preconizadas para determinados vegetais. Além disso, para se obter éxito na busca por novos

2 Departamento de Biofisica e Fisiologia, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Piaui, CEP 64049-550,
Teresina -Pi, Brasil
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farmacos com atividade biologica, deve-se buscar maior integracio entre as informagdes obtidas em

comunidades tradicionais e aquelas obtidas através de pesquisas laboratoriais (Yunes et a/, 2001).

No Brasil, plantas do género Sida (Malvaceae), como a Sida cordifolia, sdo usadas na
medicina popular para o tratamento de estomatites, da asma e de congestio nasal (Balbach, 1978).
Enquanto algumas espécies do género Sida destacam-se por seus usos como adstringentes, antidotos
para as pegonhas do escorpido e cobra, agentes anti-tuberculosos, febrifugos, antiinflamatorios,
dentre outros (Gunatilaka et al., 1980; Venkatesh et al., 1999). Na andlise fitoquimic prévia de
Sida cordifolia (Malvaceae) foi encontrado a presenca de alcaldides, 6leos, esteroides, resinas,
acidos, mucina e nitrato de potassio (Diwan; Kanth, 1999). O extrato etandlico obtido de outra
espécie do género Sida (Sida acuta) apresentou atividade analgésica no teste da placa quente
(Diwan; Kanth, 1999).
Dentre as plantas aromaticas que vem despertando o interesse dos pesquisadores, visto
0 seu uso bastante disseminado na medicina popular brasileira, tém-se o género Copaifera
(Leguminosae — Caesalpinioideae), popularmente conhecidas como “copaiba”, “copaibeiras” ou
“pau d’6leo”. O o6leo-resina (balsamo de copaiba), obtido através de pequenos cortes na casca do
caule desta planta, ¢ o extrato da casca sdo utilizados na medicina popular como cicatrizante,
antiinflamatério (Basile et al., 1988; Fernandes et al., 1992; Veiga Junior et al., 2005), antioxidante
(Paiva et al., 2004), antitumoral (Ohsaki ef al., 1994; Lima et al., 2008), anti-séptico, como agente
para tratar bronquites, ulceras e doencas de pele, antibacteriano, expectorante, diurético e analgésico
(Veiga Junior; Pinto, 2002). Sendo os principais componentes quimicos responsaveis por estas
atividades os hidrocarbonetos sesquiterpénicos, especialmente o B-bisaboleno e o P-cariofileno
(Pieri et al, 2009)
Com base nos dados apresentados na literatura, tanto da analise fitoquimica quanto das
atividades farmacoldgicas atribuidas as espécies de Sida e Copaifera, ¢ de grande importancia

investigar o potencial farmacologico das espécies Sida santaremnensis e Copaifera luetzelburgii
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encontradas em nossa regido, uma vez que nos levantamentos bibliograficos realizados nao ha

relatos de estudos dessa atividade nas referidas espécies.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivos, investigar o efeito antinflamatério do
extrato etanoOlico da Sida santaremnensis (Ssan-EtOH) e Copaifera luetzelburgii (Cl-EtOH),
utilizando-se modelos de edema de orelha induzido por 6leo de créton em camundongos, edema de

pata induzido por carragenina em ratos, edema de pata induzido por dextrana em camundongos.

MATERIAL E METODO
Coleta do material

As cascas do caule da Copaifera luetzelburgii Harms foram coletadas na comunidade
Quilombola dos macacos, a 26 km do municipio de Sao Miguel do Tapuio (5°30'14" S, 41°19'22"
W) e partes aéreas da Sida santaremnensis no municipio de Teresina, ambas no estado do Piaui. As
espécies foram identificadas e encontram-se depositadas no acervo do Herbario Graziela Barroso da
Universidade Federal do Piaui, em Teresina, Piaui, sob o n° 26.235 e 21.860 das excicatas.
Preparacio dos Extratos Etandlicos

As cascas e folhas foram picadas foram, dessecadas em uma estufa de circulacio de ar

forcada durante 72 horas a uma temperatura maxima de 45° C (£ 1), em seguida o material foi
triturado em moinho de faca tipo Willis. Os extratos foram obtidos através de maceracao a frio com
quatro extragdes sucessivas. Apos este procedimento os extratos obtidos foram colocados no
evaporador rotativo a 40 °C (£1) acoplado a um banho termostatizado para retirada do etanol e

posteriormente no liofilizador para retirada da agua restante nos extratos.

Animais
Foram utilizados ratos Wistar (180 - 220 g) e camundongos Swiss albinos (25 - 35 g)

machos e fémeas, provenientes do biotério do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM)
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e Biotério do Departamento de Morfofisiologia Veterinaria do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de

Etica em Experimentagdo Animal (Parecer N° 004/08 e 026/09).

Avaliacao da atividade antiinflamatoria

Edema de orelha induzido por dleo de croton em camundongos

Seguindo-se 0 método de Schiantarelli et al. (1982), grupos de 5-10 camundongos (machos
e fémeas) foram anestesiados com tiopental sodico (25 mg/kg) para a aplicag@o topica do dleo de
créton (10 pL, 0,05 %) na orelha direita, apés uma hora do tratamento aplicou-se topicamente
dexametasona (0,2 mL/orelha), veiculo (salina, NaCl 0,9 %) ou extratos CI-EtOH ou Ssan-EtOH
(0,05 a 5 mL/orelha). A orelha esquerda recebeu apenas acetona. Apds quatro horas da aplicagdo do
0leo de crdton, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e suas orelhas cortadas
com perfurador (6 mm de didmetro) para medida do edema (mg). Calculou-se a porcentagem de
inibi¢do do edema, comparando-se o aumento percentual médio do peso da orelha do grupo

controle, com aquele do grupo tratado.

Edema de pata induzido por carragenina em ratos

Seguindo-se 0 método de Yesilada et al. (2002), grupos de 5-8 ratos (machos e fémeas)
foram tratados por via oral com veiculo, extrato (Ssan-EtOH: doses 50mg/kg ou 200mg/kg; Cl-
EtOH: doses 250mg/kg ou 500mg/kg) ou indometacina (5 mg/kg), v.o.. Apds uma hora ocorreu a
aplicagdo de carragenina (1 %; 0,1 mL, i.pl.). O edema da pata foi medido a cada 60 minutos por
um paquimetro digital durante 6 horas apos indugdo da inflamag¢do. A diferenca do volume da pata

no tempo final (V) e tempo zero (Vi) foram determinados para cada animal.

Edema de pata induzida por dextrana
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Grupos de 5-8 camundongos (machos e fémeas) foram tratados via oral com veiculo
( solucao salina 0,9%), extrato ou ciproheptadina ( 10mg/kg). Apoés 1 hora ocorreu injegao de
dextrana (100 pg/pata). O volume em mL da pata foi medido usando o método descrito por Winter
et al., (1962) com adaptagdes. O edema da pata foi medido apos 1 hora de administracdo da
dextrana, seguindo método descrito por Winter et al com adaptagdes (1962). Os animais foram
eutanasiados com superdose de tiopental sddico, as patas foram retiradas epesadas. A inibicdo do
edema foi calculado pela diferenca do peso (mg) da pata que recebeu o estimulo com a pata contra

lateral e os valores expressos em mg.

Analise Estatistica
Os dados obtidos foram expressos como média + e.p.m. e analisados por ANOVA, seguida

de pos-teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O edema ¢ um mecanismo de defesa local exclusiva dos tecidos mesenquimais lesados; a
evolucdo do edema passa por vdrias etapas, entre elas, estdo os fendomenos basicos do agente
inflamatorio que envolve a mediacdo quimica de firmacos e que podera ocorrer em qualquer
inflamacao sendo ela aguda ou cronica (Tubaro ef al., 1985).

O edema de orelha induzido por 6leo de croton representa um modelo muito usado para
estudar a atividade antiinflamatéria de drogas esteroidais e ndo esteroidais (Tubaro et al., 1985),
assim como o edema de pata por carrragenina.

Na avaliacdo do edema de pata induzido por d6leo de croton, um agente irritante que induz a
sintese e liberagdo de histamina, serotonina, Ssan-EtOH na dose de 0,05 mg/orelha ndo demonstrou
efeito anti-edematogénico significativo, quando comparado ao grupo controle (grafico 1), mas nas
doses de 0,1 e 0,2 mg/orelha observou-se efeito anti-edematogénico significativo quando
comparado com o grupo controle (grafico 1), sugerindo assim que os principios ativos presentes no

extrato (Ssan-EtOH) interferiram com a liberacdo ou a propria agdo de varios mediadores
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inflamatorios, como prostaglandinas, bradicinina, PAF, substincia P, dentre outras (Lapa, 2003). J&
CI-EtOH nao demonstrou efeito anti-edematogénico significativo, quando comparado ao grupo
controle (grafico 2) em nenhuma das doses avaliadas, sugerindo que o extrato ndo possui atividade
antiinflamatoéria topica diferente dos resultados evidenciados com Copaifera langsdorffi, onde se
concluiu que altas dilui¢des do 6leo de copaiba apresentam efeitos anti-inflamatorios (Viriato et al,
2009).

No ensaio da atividade antiedematogénica sistémica, O processo inflamatorio induzido por
carragenina tem seu pico entre a 3* e a 4 hora. Na resposta inflamatoria aguda estao envolvidas trés
fases distintas. Na primeira fase ocorre liberagdo simultanea de histamina e serotonina; na segunda
fase ocorre liberagdo de cininas, como a bradicinina; e na fase terminal ocorre liberacdo de
prostaglandinas (Rowley et a/, 1959 ; Di Rosa & Willoughby, 1971; Williams, 1995; Salvemini et
al, 1996; Lapa, 2003).

Qualquer substancia que iniba a a¢do da carragenina no modelo utilizado ¢ considerada
como tendo agdo antiinflamatoria. Foram avaliados os efeitos dos extratos Ssan-EtOH e CI-EtOH
administrados por via oral, sobre a resposta inflamatéria induzida por carragenina (1% subplantar),
no modelo de edema de pata em ratos. Os resultados obtidos demonstram que Ssan-EtOH na dose
de 50 mg/kg e CI-EtOH na dose de 500 mg/kg tiveram efeitos significativos até a quinta hora,
quando comparados ao controle (graficos 3 e 4), indicando que estes extratos podem conter
principios ativos que estariam inibindo o processo inflamatorio em diferentes etapas da resposta
inflamatoria em que estariam envolvidos varios mediadores quimicos da inflamagdo (histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas). A dose de 250mg/kg do extrato Cl-EtOH nao apresentou
efeito significativo em nenhum hora, mostrando que o efeito ndo ¢ dose dependente.

No modelo de edema de pata induzida por dextrana nao foi observado reducdo significativa
do edema pelo extrato Ssan-EtOH (50mg/kg e 200mg/kg), mostrando que sua atividade
antiinflamatdria estd relacionada ao sinergismo positivo dos varios mediadores envolvidos na

inflamacao, pois este efeito antinflamatorio foi encontrado no ensaio com carragenina (grafico 5). O
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extrato CI-EtOH mostrou atividade antinflamatdria significativa por dextrana apenas na maior dose
testada (500 mg/kg), nos levando a afirmar que esta ¢ a dose recomendada para a inibicdo da
resposta inflamatoria (grafico 5). A dose de 250mg/kg semelhante ao teste com carragenina também

nao demostrou efeito, confirmando a informacao anterior.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos com o extrato etanolico de Sida santaremnensis
(SSan-EtOH) e Copaifera luetzelburgii (CI-EtOH), pode-se concluir que estas espécies apresentam
atividade anti-edematogénica evidenciada nos modelos de edema de orelha e de pata. Dentro desta
perspectiva verifica-se a necessidade de estudo para determinar os possiveis mecanismos de acao

dos extratos estudados.
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Grafico 1: Efeito do extrato Ssan-EtOH sobre o edema de orelha induzido por aplicacido
topica do dleo de créoton (10 pL, 0,05 %), 1 h apos tratamento topico com dexametasona (0,2
mg/orelha) e veiculo em camundongo. ANOVA one-way seguida do teste de Tuckey, *p < 0,05;
**p<0,01e ***p<0,001.

15.01
<) [ Jsalina
% 12.5- [ CI-EtOH 250 mg/kg
€ 10.0- I CI-EtOH 500 mg/kg
= )
S Il dexametazona
o 757
©
© _
e 5.0
3
S 251

0.0

Grifico 2: Efeito do extrato CI-EtOH sobre o edema de orelha induzido por aplicagio topica
do dleo de croton (10 pL, 0,05 %), 1 h apos tratamento topico com dexametasona (0,2
mg/orelha) e veiculo em camundongo. ANOVA one-way seguida do teste de Tuckey, *p < 0,05.
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Grafico 3 : Efeito do extrato Ssan- EtOH sobre o edema de pata induzido por carragenina
(100 pL, 1% ) em ratos Wistar adultos. Os animais foram tratados com salina e veiculos e
indometacina v.0. 60 min antes do estimulo. ANOVA one-way seguida do teste de Tuckey,
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Grafico 4 : Efeito do extrato CI-EtOH sobre o edema de pata induzido por carragenina (100
pL, 1% ) em ratos Wistar adultos. Os animais foram tratados com salina e veiculos e
indometacina v.o. 60 min antes do estimulo. ANOVA one-way seguida do teste de Tuckey, *p

<0,05; ***p <0,001.
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Grafico 5: Efeito do extrato CI-EtOH e ciproeptadina (10mg/kg) sobre o edema de pata
induzido por dextrana (100 pg/pata) em camungongos adultos. ANOVA one-way seguida do

teste de Tuckey, **p <0,01 e ***p <0,001.
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Grifico 6: Efeito do extrato Ssan-EtOH e ciproeptadina (10mg/kg) sobre o edema de pata
induzido por dextrana (100 pg/pata) em camungongos adultos. ANOVA one-way seguida do

teste de Tuckey, *p < 0,05.



51
CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:
Os extratos etandlicos de Sida santaremnensis (SSan-EtOH) e Copaifera luetzelburgii (Cl-
EtOH)s apresentam principios ativos responsaveis pela atividade anti-edematogénica
evidenciada nos modelos de edema de orelha e de pata, sendo necessario mais estudos para
avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na resposta observada.
O extrato etanodlico das cascas e folhas de Copaifera luetzelburgii nao apresentou
toxicidade contra Artemia salina.
O extrato etanolico das cascas nao apresentou citotoxicidade através de hemolise.
A dose de 5g/kg de Copaifera luetzelburgii, administrada pela via oral, apresenta uma
excelente margem de seguranca, enquanto que a dose de 2g/kg, 1 g/kg desta mesma espécie
apresenta uma elevada toxicidade pela via intraperitoneal,com varias alteracdes hepaticas,
embora esta via de administragdo ndo seja de uso comum.
Os principais constituentes presentes nos oleos essenciais das folhas e cascas de Copaifera

luetzelburgii sdo : germacreno-D, y-selineno e 7-epi-a-selineno.
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