REVISTAe
EIENTII'IE;\‘

?DAFAMINAS Artigo recebido em 19 de agosto de 2024.
Aceito para publicacdo em 21 de outubro de 2025.

Ensaio farmacologico das atividades anti-inflamatoria, citotoxica e toxicidade aguda da

Copaifera luetzelburgii, Harms.

Pharmacological assay of anti-inflammatory, cytotoxic and acute toxicity of Copaifera

luetzelburgii, Harms.

Waldilleny Ribeiro de Aratijo Moura!, Cirley Pinheiro Ferreira!?, Sidney Gongalo de Lima,
Francilene Vieira da Silva®, Francilene Vieira da Silva*, Ana Karolinne da Silva Brito?,

Esmeralda Maria Lustosa Barros!-?, Daniel Dias Rufino Arcanjo!?, Maria do Carmo Carvalho

e Martins', Rozeverter Moreno Fernandes’, Rita de Céassia Meneses Oliveira*

! Departamento de Biofisica e Fisiologia, Nucleo de Estudos em Fisiologia Aplicada a Performance e Satde,
Universidade Federal do Piaui

2 Programa de Pés-Graduagio em Biotecnologia do Nordeste (RENORBIO)

3 Laboratério de Geoquimica Organica, Universidade Federal do Piaui

4 Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais, Universidade Federal do Piaui

5 Departamento de Morfofisiologia Veterinaria, Universidade Federal do Piaui

Resumo:

A Copaifera luetzelburgii ¢ uma espécie de copaiba encontrada no nordeste do Brasil, especificamente em regides
quentes e secas de solo arenoso. Estudos sobre essa arvore limitam-se a analise do 6leo resina, ignorando outras
partes da planta. No presente estudo investigou-se o efeito anti-inflamatorio, citotéxico e a toxicidade aguda do
extrato etandlico das folhas (FCL-EtOH) e das cascas (CCI-EtOH) da Copaifera luetzelburgii. Os extratos foram
analisados por cromatografia gasosa de espctrofotometria de massa (CG-EM). A toxicidade aguda foi analisada pelas
doses letais em Artemia salina e atividade hemolitica. Para atividade anti-inflamatdria os animais foram
submetidos aos testes de edema de orelha induzido por 6leo de croton, edema de pata induzido por carragenina e
edema de pata induzido por dextrana. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM), e
comparados utilizando teste ¢ de Student e ANOVA, seguido do teste de Tukey, estabelecendo como nivel de
significancia p<0,05. O extrato etanolico das cascas ndo mostraram toxicidade significativa em Artemia salina,
com auséncia de mortalidade. O CCI-EtOH apresentou um percentual de hemolise de aproximadamente 25%,
sugerindo baixa citotoxicidade. Nos testes histopatologicos, foram observadas alteragdes hepaticas como infiltrado
inflamatorio periportal em doses mais altas. A atividade anti- inflamatéria foi confirmada em modelos de edema,
com inibi¢do significativa do inchago nas doses testadas. Os extratos etandlicos de Copaifera luetzelburgii
apresentaram baixa toxicidade em camundongos e atividade anti- inflamatoria significativa. Mais estudos sdo
necessarios para determinar os possiveis mecanismos de acdo dos extratos estudados.

Palavras-chave: Copaifera luetzelburgii,; Citotoxidade; Atividade anti-inflamatoria.

Abstract:

Copaifera luetzelburgii is a species of copaiba found in northeastern Brazil, specifically in hot and dry regions
with sandy soil. Studies on this tree have been limited to the analysis of the resin oil, disregarding other parts of
the plant. In the present study, the anti-inflammatory, cytotoxic, and acute toxicity effects of the ethanolic extract
of the leaves (FCL-EtOH) and bark (CCI-EtOH) of Copaifera luetzelburgii were investigated. The extracts were
analyzed by gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS). Acute toxicity was assessed through lethal doses
in Artemia salina and hemolytic activity. For anti-inflammatory activity, animals were subjected to croton oil-
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induced ear edema, carrageenan-induced paw edema, and dextran-induced paw edema tests. Data were expressed
as mean * standard error of the mean (SEM) and compared using Student’s t test and ANOVA followed by Tukey’s
test, with a significance level set at p < 0.05. The ethanolic bark extract showed no significant toxicity in Artemia
salina, with no mortality observed. CCI-EtOH exhibited a hemolysis percentage of approximately 25%, suggesting
low cytotoxicity. In histopathological tests, hepatic alterations such as periportal inflammatory infiltrate were
observed at higher doses. Anti-inflammatory activity was confirmed in edema models, with significant inhibition
of swelling at the tested doses. The ethanolic extracts of Copaifera luetzelburgii demonstrated low toxicity in mice
and significant anti-inflammatory activity. Further studies are needed to determine the possible mechanisms of
action of the studied extracts.

Keywords: Copaifera luetzelburgii; Cytotoxicity, Anti-inflammatory activity.

1. Introducao

As arvores popularmente chamadas de copaiba, pertencentes ao género Copaifera,
familia Fabaceae e subfamilia Caesalpinoideae, sdo nativas de regides tropicais da América
Latina e também da Africa Ocidental (DA SILVA; AGUIAR; BOMFIM, 2023; VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002). Na América Latina s3o encontradas espécies que habitam regides que
se estendem desde o México até ao norte da Argentina (VIRIATO ef al., 2009). No Brasil, mais
precisamente nas regides amazonicas, € possivel encontrar uma ampla diversidade de espécies,
com um total de 16 delas identificadas especificamente no territdrio brasileiro (PIERI; MUSSI;
MOREIRA, 2009; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

A Copaifera luetzelburgii ¢ uma espécie de copaiba encontrada do Brasil,
especificamente na regido nordeste de clima quente e seco de solo arenoso (COSTA;
QUEIROZ, 2010), que pode atingir aproximadamente 1,5 m de altura e que tem preferéncia
por ambientes abertos, podendo atingir um porte arbéreo de 5-8 m de altura em formagdes
florestais (DO SANTOS et al., 2015). Esta espécie ndo teve seus constituintes quimicos
estudados e a maioria dos trabalhos realizados com o género Copaifera se restringem ao estudo
do dleo resina (CARDINELLI ef al., 2023; DIEFENBACH et al., 2018; DO CARMO SILVA et
al.,2020; HAWWAL et al., 2021), sendo poucos aqueles que avaliaram o 6leo essencial bem
como os constituintes dos extratos provenientes de outras partes da planta.

Um estudo de revisdo com andlise cienciométrica realizado por Frazdo et al. (2023)
descreveu uma grande variedade de estudos sobre atividades bioldgicas in vitro e in vivo
desenvolvidas ao longo dos anos, sendo a espécie Copaifera reticulata a mais investigada.
Dentre as propriedades atribuidas as copaibas, destacam-se a a¢do antimicrobiana (SOUZA et
al., 2011); antinociceptiva, gastroprotetora e antiinflamatoria (DA SILVA et al., 2021;
RIBEIRO et al., 2019); antioxidante, citotoxica (SANTOS et al., 2022); hepatoprotetor
(PEREIRA et al., 2018); antiviral (GAMA et al., 2018), o que as torna um grande potencial para
o desenvolvimento de novos farmacos (FERNANDES et al., 2023).

Entretanto, o uso do oleo-resina, que constitui grande parte dos estudos relacionados a
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essas espécies (FRAZAO et al. 2023), tem sua obtengdo dependente do extrativismo, o que

representa um desafio ambiental (NASCIMENTO et al., 2023). Estudos que relatam o uso do

Oleo-resina de Copaifera, tais como a C. langsdorffii, também descrevem dificuldade de

obtencdo desses 6leos a partir de varias espécies do género (BARRETO JUNIOR et al., 2005;

WAUWE; GOOSSENS, 1989). Medeiros e Vieira (2008) destacam que embora seja possivel

extrair o oleo-resina de forma controlada, alguns fatores como o didmetro da arvore podem
limitar seu rendimento.

Além disso, ¢ importante destacar que o oOleo também contém substincias de
propriedades irritantes que podem resultar em efeitos colaterais, como lesdes renais e
inflamagdes no trato urinario (BRITO et al., 2005), distirbios gastrointestinais (PIO CORREA,
1984), e sensibilidade cutanea (VEIGA JUNIOR, V.F.; PINTO, 2002), quando consumido de
forma indiscriminada ou mesmo em doses excessivas.

Neste sentido, o estudo de outras partes da planta tem despertado o interesse, uma vez
que seu uso também ¢ amplamente utilizado na medicina popular (RIOS, MARY NAVES DA
SILVA; PASTORE JUNIOR, 2011). Estudo de Reis et al. (2024) identificaram a presenga dos
compostos quimicos sesquiterpenos e o acido caurenoico a partir de folhas de C. langsdorffii, o
que sugere que outras partes da planta como cascas e folhas podem constituir uma potencial
fonte de novas aplicacdes farmacologicas.

Embora o uso das espécies de Copaifera seja difundido para fins medicinais, existem
poucos estudos sobre os efeitos toxicos, por via topica e oral (CARDINELLI et al., 2023).
Analisar a toxicidade de uma planta ou produtos bioativos ¢ fundamental para o estabelecimento
de um regime de doses nas pesquisas envolvendo toxicidade subaguda e cronica, pois pode
fornecer subsidios sobre o modo de acgdo toxica da planta ou produtos bioativos advindos dela
(BARDAII et al., 2016; PAVAN et al., 2018).

O estudo de substancias com agdo antiinflamatorias também apresenta importancia
clinica dado que as doengas inflamatdrias apresentam altas taxas de prevalencia e mortalidade
(ZHAI et al. 2024) Além disso uma grande variedade de outras doencas que incluem as
autoimunes, cardiovasculares, diabetes e cancer apresentam mecanismos inflamatérios como
parte de sua fisiopatologia (LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2024).

Nesse sentido, torna-se necessario investigar as caracteristicas fitoquimicas e o potencial
farmacologico da espécie Copaifera luetzelburgii encontrada em nossa regido, uma vez que nos
levantamentos bibliograficos realizados ndo ha relatos de estudos dessa atividade na referida
espécie. No presente estudo investigou-se o efeito antinflamatdrio, citotoxico e toxicidade
aguda do extrato etanolico das folhas e das cascas da Copaifera luetzelburgii (CCl- EtOH).
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2. Materiais e Métodos

2.1 Material vegetal

As folhas e as cascas de Copaifera luetzelburgii Harms. foram coletadas no municipio
de Sao Miguel do Tapuio, estado do Piaui, Brasil, na latitude 5°30°14” S e longitude 41°19°22”
W. A exsicata da espécie foi identificada e depositada no acervo do Herbario Graziela Barroso

(n® 26.235) da Universidade Federal do Piaui, Teresina, Piaui, Brasil.

2.2 Obtenc¢ao do extrato

O processo de extracdo do material vegetal foi realizado no Departamento de Quimica
da UFPI em aparelho do tipo Clevenger. As folhas e as cascas do caule foram separadas, trituradas,
extraidas por maceragao a frio, filtradas apos 24 h da extragdo e concentrada no rota-evaporador
a 40°C.

A obtencdo do extrato etanolico das folhas e¢ das cascas do caule ocorreram
separadamente por meio de processo de hidrodestilagao durante 3 horas, em processo continuo.
A seguir, realizou-se secagem em estufa de circulagdo de ar for¢ada durante 72 h a temperatura
maxima de 45°C (£1), e trituracdo em moinho tipo Willis, seguida de quatro extracdes de
maceragdo a frio em intervalos de 24h. As amostras foram filtradas com papel filtro
convencional e o extrato concentrado por evaporacdo dos solventes em rota-evaporador a

aproximadamente 40 °C.

2.3 Analise POR CG/EM

As amostras do 6leo das folhas e da casca do caule de copaiba foram analisadas pelo
espectrometro de massa Shimadzu GC-17A/MS, com ionizagao por impacto eletronico (70 eV).
A separacdo foi obtida com coluna DB-5HT (30 m x 0,25 mm), espessura do filme interno de
0,10 um e hélio como gas carreador a 1,7 mL/min. A temperatura do injetor foi 270 °C, do
detector 290 °C e da coluna 60 °C (1 min) — 180 °C (1 min) em 4 °C/min, 180-270 °C em 10
°C/min, por 10 min. A interpretagao e identificagdo dos espetros de massa foram realizados por

compara¢do com o banco de dados de espectro de massa Willey 229 do equipamento CG/EM.

2.4 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (180 - 220 g) e camundongos Swiss albinos (25 — 35 g),
machos e fémeas. Para determinacdo do nimero de animais (n) para ser usados no protocolo de
atividade antiinflamatoria utilizou-se o célculo estatistico que ajuda a estimar o n ideal, com
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aplicagdo da seguinte formula: N = 1 + [2C*(s/d) 2], onde C ¢ dependente dos valores
escolhidos para for¢a ou poder do teste (1- B; chance de encontrar uma diferenca existente) e
nivel de significancia (a; a chance de considerar dois grupos diferentes quando eles ndo sao); s
¢ o desvio padrao aceitavel de acordo com a proje¢ao do pesquisador e d ¢ diferenca esperada
esperada entre grupos. Considerando s=0,10 mL, d=0,15 mL, a=0,05 (bicaudal), poder=80%, e
C=7,84, tem-se n= § animais por grupo.

Os animais foram acondicionados em grupo de dez, sendo cinco por gaiola plastica,
separados por sexo, em ambiente climatizado (23 + 2°C), recebendo agua e ragdo ad libidum,
com condigdes controladas do claro/escuro de 12 em 12 horas, provenientes dos biotérios do
Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM) e 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 Experimenta¢io Animal

(Parecer N° 004/08 e 026/09).

2.5 Determinacio da toxicidade aguda em camundongos

A toxicidade aguda foi realizada conforme o método de Miller e Tainter (1944). Foram
utilizados camundongos (n = 80), divididos em grupos de 10 animais (5 machos e 5 fémeas).
Os animais foram tratados conforme os grupos: Controle 1 (C1, tratado com 10 mL/kg de
solucao fisioldgica 0,9%, via oral, n = 10) e Controle 2 (C2, tratado com 10 mL/kg de solugdo
fisiologica 0,9%, via intraperitoneal, n = 10); Tratamento 1 (T1, tratado com 5 g/kg de extrato
de folhas por via oral, n = 10) e tratamentos com administracdo do extrato das cascas nas doses
de 2000 mg/kg (T2, n=10), 1000 mg/kg (T3, n = 10), 500 mg/kg (T4, n = 10), 250 mg/kg (TS,
n = 10) e 125 mg/kg (T6, n = 10), respectivamente, por via intraperitoneal (1% de DMSO
adicionado ao extrato).

A mortalidade foi avaliada aos 30, 60, 120, 360 min e a cada 24 h ap6s o tratamento até
o 14° dia. Durante o experimento, foi observada a presenca ou auséncia de 22 sinais, conforme
protocolo empregado por Carlini (1972). Apods o 6bito dos animais, durante o experimento e no
14° dia ap6s o tratamento, foram coletados os principais 6rgaos (figado, rins, coragao e pulmao).
Os animais sobreviventes foram eutanasiados sob efeito anestésico para coleta dos 6rgaos. Os
orgdos coletados foram seccionados por incisdo sagital, armazenados em solugdo de formol a
10% e posteriormente fixados com formalina tamponada. Apds 24 h, os tecidos seccionados
foram reprocessados para processamento histopatologico: desidratacdo com séries crescentes
de alcool (70° a 100°), seguida de diafanizag¢do em xilol, impregnacado e inclusdo em parafina,
segundo os métodos habituais (LUNA, 1968). Em micrétomo, seccionaram-se os fragmentos
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tissulares em espessura de 3,0 um, com subsequente coloragdo por hematoxilina-eosina e
tricromico, para exame microscopico.

A determinacdo da DL50 foi feita através da interpolacdo semi-logaritmica, sendo
postos no eixo das ordenadas os valores correspondentes ao percentual de mortes e, no eixo das
abcissas, as doses administradas de extrato etandlico da casca de Copaifera luetzelburgii (CCl-

EtOH).

2.6 Ensaio de citotoxicidade com Artemia

A citotoxicidade foi testada em Artemia salina. Os ovos das larvas de camardo de agua
salgada foram mantidos em recipiente com agua salgada artificial, a temperatura ambiente (25—
30 °C) sob iluminagado artificial. Vinte e quatro horas apds a eclosdo, 15 solucdes padrao dos
extratos etandlicos foram preparadas por dissolugdo de 50 mg de cada extrato e Tween-40, um
tensoativo utilizado para solubilizar os extratos organicos em agua. Dez larvas de Artemia
salina foram transferidas para os tubos de ensaio contendo solugdes salinas dos extratos
etanolicos das folhas e cascas de Copaifera luetzelburgii Harms em cinco niveis de dosagem
(Tabela 1). Os ensaios foram realizados em triplicata. Apds 24 h, foi quantificada a taxa de
mortalidade das larvas. A concentragdo letal média (CL50) foi determinada por regressao linear,

em modelo Probit com 95% de confianca.

Tabela 1. Determinacdo das concentragdes em ppm usados no teste de toxicidade em Artemia salinada

Copaifera luetzelburgii

Extratos Solucio Padrio (ppm) Concentracoes (mg/Kg)
12,5
25,0

Etanélico da casca do caule (EECC) 2000 50,0
100,0

200,0

12,5

25,0

Etanélico da Folha (EEFC) 2000 50,0
100,0
200,0

Fonte: Autor (2024).
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2.7 Teste de hemolise
O sangue de trés ratos Wistar foi coletado e lavado duas vezes com solugdo salina (NaCl
0,9% + CaCl: 10 nM) por centrifugacdo a 5000 rpm/3 min. O pellet de eritrécitos foi
ressuspenso em solucdo salina (0,5%) para preparo da suspensdo eritrocitdria. A atividade
hemolitica foi avaliada em diferentes concentracdes (3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL) do
extrato da casca de Copaifera luetzelburgii (CCI-EtOH). A montagem dos tubos foi feita em
triplicata para todos os produtos testados nas concentragdes desejadas, € o volume foi
completado para 0,5 mL com solugao salina. Para o controle positivo, foi adicionado 100 puL de
Triton X-100 a 1% (100% de hemolise). A cada tubo foi adicionado 100 uL. de suspensdo de
eritrocitos. As amostras foram incubadas por 60 min a temperatura ambiente (25-30 °C) sob
agitacdo constante e centrifugadas a 5000 rpm por 3 min. A hemodlise foi medida pela

absorbancia do sobrenadante a 540 nm.
2.8 Atividade antiinflamatoria da Copaifera

2.8.1 Edema de orelha induzida por éleo de cr6ton em camundongo

O edema de orelha foi induzido através da aplicacdo de 10 uL de 6leo de croton (0,05%)
na orelha direita de camundongos machos e fémeas (n = 32), conforme método de Shiantarelli
et al. (1982). Os animais foram previamente anestesiados com tiopental sddico (25 mg-kg™) e,
apds 1 h do tratamento, foram aplicados topicamente dexametasona (0,2 mL/orelha, n = §),
veiculo (salina, NaCl 0,9%, n = 8) e extratos etanolicos da casca (CCI-EtOH) nas doses de 250
mg/kg (n=8) e 500 mg/kg (n = 8). Na orelha esquerda foi aplicada somente acetona. Apos 4 h,
os animais foram eutanasiados, as orclhas seccionadas em discos circulares de 6,0 mm de
didmetro e pesadas (mg). A porcentagem de inibi¢cdo do edema foi calculada comparando o

aumento percentual médio do peso da orelha do grupo controle com o grupo tratado.

2.8.2 Edema de pata induzido por carragenina em ratos

O edema de orelha foi induzido através da aplicacdo de 10 uL de 6leo de croton (0,05%)
na orelha direita de camundongos machos e fémeas (n = 32), conforme método de Shiantarelli
et al. (1982). Os animais foram previamente anestesiados com tiopental soédico (25 mg-kg™) e,
ap6s 1 h do tratamento, foram aplicados topicamente dexametasona (0,2 mL/orelha, n = 8),
veiculo (salina, NaCl 0,9%, n = 8) e extratos etanolicos da casca (CCI-EtOH) nas doses de 250
mg/kg (n=8) e 500 mg/kg (n = 8). Na orelha esquerda foi aplicada somente acetona. Apos 4 h,
os animais foram eutanasiados, as oreclhas seccionadas em discos circulares de 6,0 mm de
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diametro e pesadas (mg). A porcentagem de inibicdo do edema foi calculada comparando o

aumento percentual médio do peso da orelha do grupo controle com o grupo tratado.

2.8.3 Edema de pata induzida por dextrana

Grupos de 7 camundongos machos e fémeas (n = 32) foram separados e tratados por via
oral com veiculo (solugdo salina 0,9%, n = 8), CCI-EtOH nas doses de 250 mg/kg (n = 8) e 500
mg/kg (n = 8) ou ciproheptadina (10 mg/kg, n = 8), uma hora antes da aplicacdo do agente
inflamatoério (100 pg/pata de dextrana). O volume em mL da pata foi medido usando o método
descrito por Winter et al. (1962), com adaptagdes, imediatamente apds 1 h da injecdo de
dextrana. Os animais foram eutanasiados com superdose de tiopental sodico (150 mg)
endovenosa, as patas foram retiradas e pesadas. A inibi¢ado do edema foi calculada pela

diferen¢a do peso (mg) da pata que recebeu o estimulo em relagdo a pata contralateral.

2.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por meio do programa SPSS 15.0 for
Windows. Os resultados foram expressos em média+e.p.m, € comparados através do teste ¢ de
Student. As diferencas entre os grupos foram avaliadas pela analise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguida pelo teste post hoc de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados

indicativos de significancia.
3. Resultados

3.1 Concentracao letal mediana sobre artemia salina e citoxicidade através de hemolise
Ao observarmos as figuras 1 e 2, verificamos que os extratos etandlicos das folhas (FCI-
EtOH) e das cascas (CCI-EtOH) foram incapazes de causar a mortalidade das larvas de Artemia,

indicando uma auséncia de toxicidade. Portanto, nao foi possivel determinar a CL50.
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Figura 1. N° de larvas de Artemia salina que sobreviveram a diferentes concentrag¢des do

FCI-EtOH (200 ppm) durante 24 horas de observacao.
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Figura 2. N° de larvas de Artemia salina que sobreviveram a diferentes concentragdes do

CCI-EtOH (200 ppm) durante 24 horas de observacao.
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Os resultados do teste citotoxicidade mostraram que o extrato etandlico das cascas de
copaiba (CCI-EtOH) apresentou um percentual de hemodlise em torno de 25%, demonstrando

que ndo apresenta atividade toxica através da metodologia utilizada (figura 3).
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Figura 3. Percentual de hemolise apos a exposi¢ao ao CCI-EtOH (1160 pg/mL) em diferentes

concentragdes ocorrido no periodo de 24 horas de observagao.
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Fonte: Autores

3.2 Determinaciao da DLso

Os animais que receberam o extrato etanolico da casca (CCI-EtOH) por via
intraperitoneal nas doses de 125 mg, 250 mg, 500 mg, 1000 mg e 2000 mg apresentaram uma
mortalidade variando de 20%, 40%, 70% e 90%, respectivamente, sendo que a DL50 calculada
para a via intraperitoneal foi de 311 mg/kg (Tabela 2). Foi demonstrado que a dose letal média
foi de 311 mg/kg; se extrapolarmos esse valor para um homem de 70 kg, a dose toxica seria de
aproximadamente 2,8 g/kg, o que ndo ¢ um percentual muito dificil de se alcangar.

O exame histopatologico dos animais tratados por via oral, na dose de 5 g, revelou uma
leve infiltracdo inflamatoria periportal no figado, com predominancia de mononucleares e
eosinofilos. Por outro lado, no grupo controle submetido a mesma via de administracdo, ndo
foram observadas alteracdes significativas. J& os animais que receberam administracdo
intraperitoneal do extrato na dose de 2 g, 80% apresentaram um infiltrado periportal discreto a
moderado no figado, com predominancia de células mononucleares distribuidas de forma focal
e multifocal. Nao foram identificadas altera¢des em outros 6érgaos, como bago, pulmao, coragdo

e rim.
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Tabela 2. Determinagao da DLso do extrato etanolico da casca de Copaifera luetzelburgii

(CCI-EtOH) em camundongo.

GRUPOS DOSES mg/kg N°ANIMAIS/OBITOS
Tl 2000 10/9
T2 1000 10/9
T3 500 10/7
T4 250 10/4
T5 125 102
CI - 10/0

Limite de confianga para DLso (o = 0,05)
DLsymédia = 311 mg/kg

Limite superior DLso = 499 mg/kg
Limite inferior DLso= 157 mg/kg

Fonte: Autor (2024).

No grupo de camundongos que recebeu por via intraperitoneal 1 g/kg de CCI-EtOH,
observou-se que 70% apresentaram degeneracao periportal discreta a moderada no figado, sem
alteracdes nos demais 6rgaos. Ja no grupo cuja dose foi de 500 mg, constatou-se que os figados
de 40% dos animais apresentaram degeneracgao periportal de discreta a moderada. Em um deles,
foi observada degeneragdo discreta centrolobular. Todos apresentaram infiltrado inflamatorio
periportal moderado, principalmente de eosinofilos.

Na dose de 250 mg/kg de CCI-EtOH, ocorreu uma infiltragao focal ou periportal discreta
a acentuada, constituida principalmente de eosinéfilos. Em um deles, observou-se degeneracao
periportal difusa. No grupo que recebeu 125 mg/kg, 60% apresentaram infiltrado focal discreto
com predomindncia de mononucleares.

Na avaliacdo do edema de orelha induzido por 6leo de créton, o extrato etandlico da
casca de C. luetzelburgii (CCI-EtOH) ndo mostrou efeito anti-edematogénico significativo

quando comparado ao grupo controle (Figura 4), em nenhuma das doses avaliadas.
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Figura 4. Efeito do extrato etanolico da casca (CCI-EtOH) sobre o edema de orelha induzido

por aplicagdo topicado 6leo.
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Legenda: Efeito do extrato etandlico da casca (CCI-EtOH) sobre o edema de orelha induzido por aplicagdo
topicado 6leo decrdton (10uL, 0,05 %) em camundongos, 1 h apds tratamento topico com dexametasona (0,2

mg/orelha) e veiculo em camundongo. ANOVA one-way seguida do teste de Tukey, *p < 0,05. Fonte: Autores.

No extrato etandlico da casca de Copaifera luetzelburgii (250 e 500 mg/kg), ndo foi
observado efeito significativo do tempo (em horas), indicando que o efeito ndo ¢ dose-

dependente.

No modelo de edema de pata induzido por dextrana, o extrato CCI-EtOH mostrou
atividade anti-inflamatodria significativa apenas na maior das doses testadas (500 mg/kg),

conforme apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Efeito do extrato CCI-EtOH e ciproeptadina sobre o edema de pata induzido por

dextrana em camungongos adultos.
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Legenda: Efeito do extrato CCI-EtOH e ciproeptadina (10mg/kg) sobre o edema de pata induzido por dextrana
(100 pg/pata) em camungongos adultos. ANOV Aone-way seguida do teste de Tuckey, **p< 0,01 e ***p <
0,001. Fonte: Autores.

4. Discussao

Nossos resultados com C. [uetzelburgii mostraram que a avaliagao da concentragao letal
média dos extratos etanolicos das folhas e cascas ndo resultou na mortalidade das larvas de
Artemia, indicando auséncia de toxicidade. Consequentemente, ndo foi possivel determinar a
CL50. Esses achados sugerem que C. luetzelburgii Harms apresenta baixo potencial de
toxicidade. E importante destacar que os testes com Artemia salina sio bioensaios preliminares
de baixo custo, amplamente utilizados para avaliar a toxicidade geral de espécies vegetais com
potencial biofarmacolégico (ALVES LUSTOSA et al., 2023; ARCANJO et al., 2012).

O extrato etandlico das cascas da copaiba apresentou um baixo indice de hemdlise no
teste de citotoxicidade, indicando a auséncia de atividade toxica de acordo com a metodologia
utilizada. Este resultado ¢ semelhante aos testes em Artemia salina utilizando o mesmo tipo de
extrato. Isso sugere que o extrato etandlico € seguro para uso em ambas as metodologias. Vale
ressaltar que a auséncia de toxicidade nos testes de letalidade em Artemia salina e citotoxicidade
por hemolise indica que a planta pode ser tolerada pelo sistema biologico. No entanto, estudos
mais abrangentes para avaliar a toxicidade dos extratos bioativos, por meio de outros modelos
(in vitro € in vivo), sa0 necessarios.

No teste de toxicidade aguda, os resultados demonstraram auséncia de toxicidade da

planta por via oral. Isso foi corroborado pelo fato de que os animais que receberam a dose
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maxima recomendada pela literatura do extrato de C. luetzelburgii por via oral ndo exibiram
quaisquer alteragdes comportamentais € ndo ocorreu nenhum o6bito (CARLINI, 1972).

Resultados semelhantes foram descritos com o 6leo-resina da C. reticulata nas doses de
300 mg/kg a 2000 mg/kg (SACHETTI; CAMILE GIARETTA; FASCINELI; MARIA LUIZA;
SAMPAIO; JULIANA ALVES; LAMEIRA; OSMAR ALVES; CALDAS, 2009).

A administra¢do do extrato etandlico da casca (CCI-EtOH) de C. luetzelburgii por via
intraperitoneal causou alteracdo de comportamento nos animais, com diminui¢do da atividade
geral apds 60 min da administragdo, conforme descrito por Carlini (CARLINI, 1972). O
percentual de mortalidade aumentou gradativamente conforme o aumento da dose administrada,
demonstrando tendéncia a uma mortalidade dose-dependente. Provavelmente, a baixa
toxicidade ocorrida pela via oral deve-se a fatores como taxa de esvaziamento gastrico, pH
gastrointestinal e concentracdo enzimadtica. Dessa forma, acredita-se que o extrato tenha sido
biotransformado em primeira passagem pelo figado, reduzindo assim seu potencial toxico
(SPINOSA; H. S.; GORNIAK, S. L.; BERNARDI, 2006). Por outro lado, a via intraperitoneal
oferece um padrao de absorcao erratico, havendo substancias que penetram rapidamente na
circulacdo e podem escapar da primeira passagem pelo figado, fato que pode explicar a maior
mortalidade dos grupos submetidos ao extrato por esta via, principalmente nas doses elevadas
(OSORIO-DE-CASTRO, 2000).

O modelo de edema de orelha induzido por 6leo de croton tem sido amplamente
estudado para prospectar novos farmacos com acdo anti-inflamatéria (ALMEIDA JUNIOR,
2019; F. ARRUDA et al., 2018; FERNANDES et al., 2015; TUBARO et al., 1986). Em nossos
achados, o extrato CCI-EtOH ndo demonstrou efeito anti-edematogénico significativo quando
comparado ao grupo controle, sugerindo que o extrato ndo possui atividade anti-inflamatoria
topica, diferente dos resultados evidenciados com Copaifera langsdorftii, onde se concluiu que
altas diluicdes do 6leo de copaiba apresentam efeitos anti-inflamatorios (VIRIATO et al.,
2009).

No ensaio de atividade anti-edematogénica sistémica, o processo inflamatério induzido
pela carragenina atinge seu pico entre a terceira e a quarta hora. A resposta inflamatoria aguda
compreende trés fases distintas: na primeira fase ocorre a liberagdo simultdnea de histamina e
serotonina; na segunda fase, ha a liberagao de cininas, como a bradicinina; e na fase final, ocorre
a liberacdo de prostaglandinas (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971; ROWLEY;
BENDITT, 1956; SOUSA-NETO et al., 2018). Em nossos resultados, o extrato CCI-EtOH
apresentou efeito até a quinta hora de administracdo, quando comparado com o controle,
indicando que esse extrato pode conter principios ativos que estariam inibindo o processo
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inflamatorio em diferentes etapas da resposta inflamatéria, envolvendo varios mediadores
quimicos da inflamag¢do (histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas). Vale ressaltar
que, na dose de 250 mg/kg, o extrato ndo apresentou efeito significativo em nenhum momento
das analises, demonstrando que o efeito ndo ¢ dose-dependente.

Estudo que analisou o potencial anti-inflamatorio da C. reticulata em ratos verificou que
0 6leo-resina com alta concentragdo de B-bisboleno demonstrou atividade anti-inflamatoria,
reduziu a permeabilidade vascular e, consequentemente, a formacao de edema de pata induzido
por carragenina, diminuindo a migracao celular e a produgdo de citocinas inflamatorias (DE
ALMEIDA JUNIOR et al., 2021).

O dextrano ¢ um agente inflamatdrio, caracterizado por extravasamento de fluidos e
forma¢do de edema em ratos (WAUWE; GOOSSENS, 1989). No modelo de edema de pata
induzido por dextrana, o extrato etandlico da casca (CCI-EtOH) mostrou atividade anti-
inflamatoria apenas na maior dose testada. Ja a dose do extrato da casca semelhante ao teste
com carragenina também nao demonstrou efeito, confirmando a informagdo anterior

(METCALFE, 2008).

5. Conclusdes

Conclui-se que os extratos analisados demonstraram atividade anti-edematogénica
evidenciada nos modelos de edema de orelha e de pata, sem apresentar atividade toxica contra
Artemia salina ou citotoxicidade através de hemolise. Dentro desta perspectiva, sugere-se

realizar mais estudos para determinar os possiveis mecanismos de ac¢ao dos extratos estudados.
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