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RESUMO

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DO OLEO FIXO DO MESOCARPO INTERNO DE
Caryocar coriaceum WITTM. SOBRE O EDEMA INDUZIDO POR AGENTES
FLOGISTICOS EM MODELOS ANIMAIS.

Caryocar coriaceum Wittm. (Caryocaraceae), popularmente conhecido como pequi
do Nordeste, € uma planta comumente encontrada em areas de cerrado da
Chapada do Araripe (Ceara, Nordeste do Brasil), cujo fruto € muito utilizado na
culinaria regional. Desde tempos remotos, a medicina popular local tem utilizado o
6leo do mesocarpo interno (polpa do fruto) do pequi no tratamento de inflamacdes
cuténeas, problemas respiratérios, cicatrizacées, reumatismo, dores musculares e
contusdes. Diante disso, este estudo objetivou avaliar o efeito topico e sistémico do
6leo fixo do mesocarpo interno de C. coriaceum (OFCC), através de modelos
animais de edema de orelha induzido por diferentes agentes irritantes (6leo de
croton, capsaicina, acido araquidénico, fenol, histamina) e efeito sistémico através
do edema de pata induzido por carragenina em ratos Wistar. A analise do OFCC por
CG/EM revelou a presenca dos seguintes acidos graxos: palmitoleico (0,27%),
palmitico (34,18%), linoleico (1,80%), oleico (55,79%), estearico (1, 73%),
heptadecenoico (5,86%) e 11-eicosenoico (0,37%). O OFCC bruto (20 pL/orelha)
demonstrou efeito antiedematogénico significante (P < 0,05) sobre o edema de
orelha induzido pela aplicacdo uUnica de éleo de croton (efeito inibitério médio de
32,0%), aplicagao multipla de 6leo de croton (a partir de 48 h até 96 h apds o
primeiro tratamento topico, com efeito inibitério médio de 41,4% apds 96 h da
primeira aplicacao de OFCC), acido araquiddnico (efeito inibitério médio de 49,7%) e
fenol (efeito inibitério médio de 38,8%), enquanto que o tratamento topico do OFCC
ndao demonstrou reducao significativa no edema de orelha induzido por capsaicina e
histamina (P > 0,05). Os dados apresentados e a analise histol6gica sugerem que os
constituintes do OFCC, quando aplicados topicamente, provavelmente influenciam
na diminuicao de eicosanoides inflamatérios, seja por inibicao das enzimas COX ou
LOX ou por sintese de eicosanoides anti-inflamatérios, contribuindo para uma
diminuicdo do influxo de células inflamatérias e outros efeitos edematogénicos,
como também provavelmente diminuiu ROS (devido a sua atividade antioxidante),
outros mediadores da inflamacao importantes. De acordo com o ensaio de atividade
fotossensibilizante do OFCC sobre linhagens de micro-organismos expostos a luz
ultravioleta A, ficou claro que o OFCC nao demonstrou atividade fototéxica contra
cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus na presenca ou auséncia de
UVA, indicando sua seguranca em aplicacdes tépicas. Por outro lado, o tratamento
por via oral do OFCC em Tween 80 2% nas concentracées 200 e 400 mg/kg nao
demonstrou inibicdo significativa do edema de pata induzido por carragenina,
concluindo que o OFCC nao demonstra efeito anti-inflamatério sistémico nas
concentragdes testadas.

Palavras-chave: éleo de pequi, produtos naturais, atividade anti-inflamatéria, acidos
graxos.

XVii



ABSTRACT

ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF Caryocar coriaceum WITTM. INTERNAL
MESOCARP FIXED OIL ON PHLOGISTIC AGENTS-INDUCED EDEMA IN ANIMAL
MODELS.

Caryocar coriaceum Wittm. (Caryocaraceae), popularly known as pequi do Nordeste
(in Portuguese), is a plant commonly found in cerrado areas from Araripe plateau
(Ceara State, Northeastern Brazil) whose fruit is very appreciated in the local cuisine.
Since early times, local folk medicine have applied the use of C. coriaceum fruit pulp
oil in the treatment of skin inflammation, respiratory affections, wound healing,
rheumatism, muscle pain and hurts. This research aimed to evaluate the topical and
systemic anti-inflammatory effect of C. coriaceum internal mesocarp (fruit pulp) fixed
oil (CCFO), using mouse models of ear edema induced by different irritant agents
(croton oil, capsaicin, arachidonic acid, phenol, histamine) and carrageenan-induced
paw oedema in Wistar rats. GC/MS analysis revealed the presence of following fatty
acids: palmitoleic acid (0.27%), palmitic acid (34.18%), linoleic acid (1,80%), oleic
acid (565.79%), stearic acid (1.73%), heptadecenoic acid (5.86%) and 11-eicosenoic
acid (0.37%). Crude CCFO (20 plL/ear) demonstrated significant (P < 0.05) topical
antioedematous effect on ear oedema induced by croton-oil single application (mean
inhibition effect of 32.0%), croton oil multiple application (from 48 h to 96 h after the
first topical treatment, with final mean inhibition effect of 41.4% after 96 h to first
topical CCFO application), arachidonic acid (mean inhibition effect of 49.7%) and
phenol (mean inhibition effect of 38.8%), while the topical treatment on capsaicin and
histamine-induced ear oedema did not show significant reduction compared to
control group (P > 0.05). The present data and the histological analysis suggest that
the topical application of CCFO have probably influenced on decrease of
inflammatory eicosanoids, by COX or LOX inhibition or by synthesis of anti-
inflammatory eicosanoid, whose decrease the influx of inflammatory cells and the
edematous effect, as well decrease ROS (because of its antioxidant activity), another
important inflammation mediators. According to photosensitivity activity in vitro
bioassay of CCFO on microorganisms exposed to ultraviolet-A light, it was clear that
CCFO did not show toxicity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus
strains in presence or absence of UVA, indicating its safety in topical skin
applications. In the other hand, the per os treatment of CCFO in Tween 80 2% at 200
and 400 mg/kg did not show significant inhibition on carrageenan-induced paw
oedema, concluding that CCFO did not have systemic anti-inflammatory effect at
concentrations tested.

Keywords: Caryocar coriaceum oil; natural products; anti-inflammatory activity; fatty
acids.
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RESUMEN

EFECTO ANIINFLAMATORIO DEL ACEITE FIJO DEL MESOCARPIO INTERNO
DE Caryocar coriaceum WITTM. SOBRE EL EDEMA INDUCIDO POR AGENTES
FLOGISTICOS EN MODELOS ANIMALES.

Caryocar coriaceum Wittm. (Caryocaraceae), popularmente conocido como pequi do
Nordeste (en portugués), es una planta comln en areas de cerrado de la meseta del
Araripe (Provincia de Ceara, nordeste de Brasil), cuyo fruto es muy apreciado en la
gastronomia local. Hace mucho tiempo, la medicina popular local ha utilizado el
aceite del pulpo de pequi en el tratamiento de la inflamacién de la piel, afecciones
respiratorias, la cicatrizacién de heridas, reumatismo, dolor muscular y duele. Con
eso, esta investigacién tuvo como objetivo evaluar los efectos antiinflamatorios
tépicos y sistémicos del aceite fijo obtenido del mesocarpio interno (pulpa del fruto)
de C. coriaceum (AFCC), utilizando modelos animales de edema de oreja inducido
por diferentes agentes irritantes (aceite de croton, capsaicina, acido araquidénico,
fenol, histamina) y el edema de la pata inducido por carragenina en ratones Wistar.
Andlisis de GC/MS revel6 la presencia de los siguientes acidos grasos: acido
palmitoleico (0,27%), acido palmitico (34,18%), acido linoleico (1,80%), acido oleico
(55,79%), acido estearico (1,73%), acido heptadecenoico (5,86%) y acido 11-
eicosenoico (0,37%). EI AFCC bruto (20 pL/oreja) demostré diferencias significativas
(P < 0,05) en el efecto antiedematogénico del edema de oreja inducido por la
aplicacién unica de aceite de croton (media del efecto de inhibicion de 32,0%),
aplicacién mudltipla de aceite de crotéon (de 48 h a 96 h después del primero
tratamiento tépico, con media del efecto de inhibicion final de 41,4% después de 96
horas a la primera aplicacion tépica de AFCC), acido araquiddnico (media del efecto
de inhibicion de 49,7%) y fenol (media del efecto de inhibicion de 38,8%), mientras
que el tratamiento topico del edema de oreja inducido por la capsaicina y histamina
no mostraron reduccién significativa en comparacién con el grupo control (P> 0,05).
Los datos presentados y el analisis histolégico indican que la aplicacion tépica de
AFCC probablemente han influido en la disminucion de eicosanoides inflamatorios,
por inhibicion de la COX o LOX o mismo en la sintesis de eicosanoides
antiinflamatorios, que contribuyen para la disminucién de la afluencia de células
inflamatorias y otros efectos edematosos, como también la probable disminucién de
ROS (debido a su actividad antioxidante), otros importantes mediadores de la
inflamacion. De acuerdo con el teste in vitro de actividad fotosensible del AFCC
sobre microorganismos expuestos a los rayos ultravioleta-A, es evidente que el
AFCC no mostré fototoxicidad contra cepas de Escherichia coli y Staphylococcus
aureus en presencia o ausencia de los rayos UVA, con indicacién de su seguridad
en las aplicaciones topicas de piel. En el otro lado, por el tratamiento oral de AFCC
diluido en Tween 80 al 2% en las concentraciones 200 y 400 mg/kg no mostré una
inhibicién significativa en el edema de pata inducido por carragenina, concluyendo
no tener efecto antiinflamatorio sistémico significativo en las concentraciones
probadas.

Palabras clave: aceite de pequi; productos naturales, actividad anti-inflamatoria;

acidos grasos. _
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

1.1 Bioprospeccao molecular e desenvolvimento de novos farmacos

Desde os tempos mais remotos, o ser humano busca na natureza recursos
para o desenvolvimento de tecnologias necessarias com fins a aumentar suas
chances de sobrevivéncia. Tal acdo resultou em melhorias na sua qualidade e
expectativa de vida ao longo da histéria (LORENZI & MATOS, 2002; GURIB-FAKIM,
2006). Considerando-se este fato, é atribuida aos elementos da biodiversidade uma
grande relevancia, por propiciar forte estratégia para a seguranca alimentar,
econbmica e ecoldgica para a humanidade: é dela que dependera a sobrevivéncia
das geracbes futuras e os interesses econémicos das nacdes. Por isso, ha uma
grande preocupacdao quanto a manutencdo, avaliagdo e troca da diversidade
genética em ambito mundial (RIBEIRO & RODRIGUES, 2006; GUERRA & NODARI,
2007).

Uma forma de conhecer e investigar os elementos potenciais da
biodiversidade € através da bioprospeccao. A bioprospeccao é definida como uma
pesquisa de material biol6égico que objetiva a exploracdo dos seus recursos
genéticos, garantindo o uso sustentavel, a utilizacdo de estratégias de conservacao,
a garantia de distribuicdo justa e igualitaria dos beneficios advindos de sua
utilizacdo, como também a promocao e regulamentacdo de novas tecnologias
(AZEVEDO, 2003). A partir deste conceito, a bioprospecgdo molecular, de forma
multidisciplinar (envolvendo as ciéncias biolégicas e da saude), objetiva levantar
informacdes importantes quanto a aplicabilidade de moléculas e substancias
quimicas provenientes de material biolégico para fins diversos, ao mesmo tempo
salientando a importancia do seu uso sustentavel e de sua conservagcdo para as
futuras geracoes.

O Brasil, por possuir cerca de 20% do numero total de espécies de todo o
mundo, é considerado o pais de maior biodiversidade do planeta. O numero de
espécies nativas conhecidas esta em torno de 55 mil no total, distribuidas entre os
seis maiores biomas ocorrentes: Floresta Amaz6nica (30 mil), Cerrado (10 mil),
Caatinga (4 mil), Mata Atlantica (10 mil), Pantanal (10 mil) e Floresta Subtropical (3
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mil) (VIEIRA, 1999). Nesse sentido, nosso pais ocupa uma posicao privilegiada e
importante, ja que detém uma matéria-prima consideravel para o fornecimento de
produtos naturais com fins terapéuticos (sobretudo plantas medicinais), justificando
assim a necessidade de se realizar maiores estudos, guardar e proteger amostras
significativas dos mais diversos ecossistemas contra os mais diversos desastres
ambientais (TAKEDA et al, 2001).

Os produtos naturais sdao definidos como material biolégico que fornece
substancias com moléculas bioativas, podendo ser Unicas a um organismo ou
comuns a um grupo de organismos filogeneticamente relacionados (MANN, 1987).
Essas moléculas bioativas sdo provenientes do metabolismo primario ou secundario
e pertencem a classes quimicas definidas (SANTOS, 2007).

O uso de produtos naturais, sobretudo das plantas medicinais pelo ser
humano é tdo remoto quanto a sua prépria existéncia e o conhecimento tradicional é
repassado, nas diferentes culturas, através das gerag¢des (PHILLIPSON, 2001). Nos
ultimos anos, a fitoterapia ganhou destaque como alternativa ao tratamento das mais
diversas enfermidades, sobretudo nos paises em desenvolvimento, onde existe
grande acessibilidade da populagédo as plantas medicinais € os servigos publicos de
saude sao limitados (AGRA et al, 2007).

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de
seus constituintes, tais como flavondides, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos,
taninos, lignanas, etc, tem sido objeto de incessantes estudos, onde ja foram
comprovadas as acOes farmacoldgicas através de testes pré-clinicos com animais
(CECHINEL FILHO & YUNES, 1998). Sabe-se que ja foram isolados e
caracterizados até o momento cerca de 140 mil metabdlitos intermediarios de
aproximadamente 10% da biodiversidade mundial estudada. No entanto, muitos
desses compostos ainda ndo foram avaliados biologicamente (CALIXTO, 2003). E
possivel que muitas destas substancias ainda n&o avaliadas biologicamente possam
futuramente ser aproveitadas como agentes medicinais (CECHINEL FILHO &
YUNES, 1998).

O isolamento de principios ativos s6 ocorreu a partir do século XIX, com o
desenvolvimento da quimica organica paralelo ao estudo de plantas com
potencialidade terapéutica (PHILLIPSON, 2001). Esses estudos propiciaram o
isolamento e a caracterizacdo quimica de muitos principios ativos consagrados até

hoje pela sua eficacia no tratamento de doengas. Prova disso é a quantidade de
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farmacos atualmente utilizados que foram isolados ou sintetizados a partir de plantas
medicinais, como, por exemplo, a morfina (analgésico opidide), o taxol (antitumoral),
a aspirina (anti-inflamatério e analgésico), a quinina (antimalarico) e a pilocarpina
(tratamento de glaucoma) (MONTANARI & BOLZANI, 2001).

Além da produgdo de farmacos originados de moléculas bioativas, é
importante destacar também a producéo de fitoterapicos ou fitomedicamentos. Os
fitoterapicos sao preparacbes que apresentam extratos padronizados de uma ou
mais plantas que possuem substancias ativas presentes. Os efeitos farmacol6gicos
de um fitoterapico sédo atribuidos a um unico constituinte quimico presente ou a uma
interacdo de varios constituintes quimicos do mesmo extrato (WAGNER &
WISENAUER, 2006).

Na atualidade, o grande desafio para o aproveitamento racional da
biodiversidade brasileira visando a producdo de medicamentos €, sem davida, como
transformar um imenso patriménio genético natural em riquezas, criando industrias
de base tecnoldgica e gerando empregos qualificados. No Brasil, apesar das
iniciativas de desenvolvimento tecnocientifico em areas relacionadas ao estudo de
novos farmacos (principalmente através de grupos de pesquisa vinculados a
programas de poOs-graduagcdo, que se destacam pelo numero significativo de
pesquisas publicadas), é necessario ainda uma ampliagcdo dos nucleos de pesquisa,
com maior investimento, incentivos e formagao de novos cientistas (MONTANARI &
BOLZANI, 2001).

1.2 Inflamacao

A inflamacgédo é um dos processos fisiolégicos mais antigos conhecidos pelo
ser humano, por apresentar sinais caracteristicos e ser uma das patologias mais
frequentes em humanos e outros vertebrados. As primeiras civilizagdes
(Mesopotamia e Egito, datadas de 3000 a.C.) ja descreviam a inflamacéao a partir da
observacédo de uma lesao na pele avermelhada, quente e dolorosa, comparando-a a
algo de sensacéao ardente, que queima como se estivesse em contato com chamas.
A prépria palavra inflamacao vem do grego phlegmoné ou do latim inflammatio que
significa “algo flamejante, que queima” (RYAN & MAJNO, 1977).



24

No sentido geral, a inflamacao é definida como uma resposta de defesa de
um tecido vivo vascularizado a um estimulo nocivo (microorganismos, toxinas,
células necroticas, etc.), podendo também estar associado a doencas infecciosas,
imunoldgicas, vasculares ou trauma (LARSEN & HENSON, 1983; COTRAN et al,
2000).

No geral, uma resposta imediata da inflamacao desencadeia cinco sinais
descritiveis, denominados de sinais cardinais da inflamagao': dor, calor (aumento da
temperatura local), tumor (inchagco ou eritema), rubor (vermelhiddo — aumento do
fluxo sanguineo) e a perda da funcio da regiao afetada (por afetar as terminacdes
nervosas). Esses sinais sao consequéncias de eventos vasculares (alteracdo do
fluxo e calibre dos vasos, aumento da permeabilidade ou extravasamento vascular)
e celulares (adesao celular, quimiotaxia e ativacao leucocitaria e fagocitose). Esses
eventos sado desencadeados pela ativacdo de varios mediadores quimicos
(histamina, serotonina, proteinas do sistema complemento, do sistema cinina e da
coagulagdo, prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, fator de ativacéao
plaquetaria, citocinas, 6xido nitrico, componentes lisossémicos dos leucdcitos,
neuropeptideos e radicais livres derivados do oxigénio, etc.), que mantém e
modulam todo o processo inflamatério (COTRAN et al., 2000).

De acordo com o tempo de duracdo, a inflamacdo pode ser denominada
aguda (resposta imediata, relativamente curta, de duracdo entre minutos a alguns
dias) ou cronica (de longa duracédo, com persisténcia dos eventos inflamatérios, de
semanas a meses). Muitas patologias sao caracterizadas com inflamacéao crénica,
como a artrite reumatoide, a asma e muitas doencas autoimunes (SILVERTHORN,
2003).

A reacao inflamatoria aguda apresenta dois componentes: uma resposta inata
(ou nao-adaptativa), que corresponde a um conjunto de mecanismos de defesa
imediata do proprio organismo capaz de reconhecer e destruir o agente agressor; e
uma resposta imunoldgica adaptativa (adquirida ou especifica), que é somente
desencadeada apdés um patdégeno ter sido reconhecido pelo sistema inato. A
resposta adaptativa € constituida por um conjunto de respostas especificas contra o

'0s quatro primeiros sinais cardinais (dor, calor, rubor e tumor) foram descritos ha cerca de 2000
anos pelo romano Cornelius Celsus. Ja perda da funcao (Functio leesa) foi complementada por Rudolf
Virchow em 1858 no livro Patologia Celular, estabelecendo assim as bases patolégicas da inflamacao
(RYAN & MAJNO, 1977).



25

patégeno e também torna a imunidade inata mais eficiente, gragas ao sistema de
meméria (mediados por linfécitos) (HENSON, 2005).

A etapa final do processo inflamatorio visa a reparacdo da estrutura tecidual
lesada, com a regeneracao de células parenquimatosas nativas, e/ou a formacéao de
fibroblastos, que vao repor as substancias intercelulares na regido, além de nova
vascularizacdo (CORMACK, 1991).

1.2.1 Eventos na inflamacdo aguda local

Os macro6fagos teciduais e as células dendriticas sao células apresentadoras
de antigenos (CAA) e, numa situacdo normal, sdo capazes de reconhecer agentes
estranhos ao organismo. No caso de micro-organismos patdégenos, o
reconhecimento se da gracas aos receptores especificos de membrana conhecidos
por Toll ou TLRs (do inglés Toll like-receptors, ou receptores semelhantes ao Toll)
presentes nas CAA’s. Os TLRs interagem com estruturas especificas de membrana
altamente conservadas em bactérias, virus e fungos, denominadas de padrées
moleculares associados ao patogeno (PAMPs, do inglés pathogen-associated
molecular patterns). Uma vez existindo a interagdo de um PAMP com os TLRs de
macréfagos ou células dendriticas, ocorre uma transducao de sinais que ativa o fator
de transcricao nuclear NF-kB que, ao migrar para o nucleo, ativa a transcricao de
varios genes necessarios para a liberacdo imediata de quimiocinas (responsaveis
pela quimiotaxia de neutréfilos), citocinas pré-inflamatérias e enzimas ligadas a
producéo de eicosanoides inflamatérios (HENSON, 2005; KINDT et al, 2008).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas (IL)-1 e -6 séo
exemplos de citocinas liberadas por macréfagos apds reconhecimento de agentes
agressores. Estas sdo responsaveis pela indugdao da coagulacdo e do aumento da
permeabilidade vascular pelo extravasamento de exsudato liquido. Esse exsudato é
rico em componentes de quatro cascatas enzimaticas proteoliticas: sistema da
coagulacgédo, sistema fibrinolitico, sistema das cininas e sistema do complemento
(LAWRENCE et al., 2002).
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FIGURA 1. Visao geral das células e mediadores envolvidos na resposta
inflamatéria aguda local. O dano tecidual leva a formacdo dos produtos
complementares que agem como opsoninas, anafilatoxinas e agentes quimiotaticos.
A bradicinina e os fibrinopeptideos induzidos pelo dano endotelial medeiam as
alteracbes vasculares. Os neutrofilos sdo geralmente os primeiros leucécitos a
migrarem para o tecido, seguidos pelos mondcitos e linfocitos. Apenas algumas das
interagbes envolvidas no extravasamento de leucdcitos s&o retratadas. Fonte:
KINDT et al., 2008, p. 351.

Varios produtos finais das cascatas enzimaticas proteoliticas influenciam o
processo inflamatério: a bradicinina (produzida na cascata das cininas), é potente
vasodilatador, aumenta a permeabilidade vascular, que por compressdo de
nociceptores, provoca dor, produz eicosanoides e estimula a sintese de éxido nitrico
(NO) endotelial (também vasodilatador); produtos dos sistemas fibrinoliticos e da
coagulagédo, juntamente com outros ativadores, induzem a cascata do complemento,
liberando peptideos importantes: C3a e C5a, que ativam os mastécitos para liberar
histamina (amina vasoativa responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular e
tem acdo vasodilatadora) e que também funcionam como substancias

quimiotaxoras, recrutando leucécitos para o local do foco inflamatério; e C3b, uma
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opsonina que adere a superficie de micro-organismos para facilitar a fagocitose
pelos leucdcitos. O peptideo C5a também age como uma quimiotaxina, recrutando
leucocitos para o local do foco inflamatorio (KINDT et al., 2008).

Além de induzir aumento de permeabilidade vascular, o TNF-a e a IL-1
também atuam nas células endoteliais de vénulas pds-capilares, provocando a
expressdao de moléculas de adesado celular (CAMs, do inglés cell adhesion
molecules): selectinas e integrinas, objetivando a migracdo de neutréfilos para o
local inflamado, por diapedese (ROITH et al, 2003).

Os eicosanoides, diferentemente de aminas vasoativas (como a histamina),
nao sao encontrados pré-formados nas células, mas sdo produzidos a partir de
precursores fosfolipidicos quando ha necessidade. Eles estdo envolvidos em varios
processos homeostaticos no organismo e sdo os moduladores e mediadores mais
importantes da resposta inflamatéria (RANG et al, 2007). O substrato essencial para
a producao dos eicosanoides é o acido araquidénico (AA), um &cido graxo poli-
insaturado 20:4 (com ligacbes duplas nos carbonos 5, 8, 11 e 14 da cadeia).
Inicialmente, o AA encontra-se esterificado nos fosfolipidios de membrana da
maioria das células (sua concentracéo livre € pequena). Quando ocorre lesao celular
ou liberacdo de estimulos de um processo inflamatério (transducdo de sinais,
trombina, Cb5a, bradicinina, reagdes antigeno-anticorpo), a enzima fosfolipase A,
(PLA,) citosélica é ativada, liberando duas substancias importantes para o processo
inflamatério: a lisogliceril-fosforilcolina (liso-PAF), o precursor do fator de ativagéao
plaquetaria (PAF) e o AA. O PAF é outro importante mediador inflamatério: € uma
quimiotaxina que além de possuir uma acao vasodilatadora, age aumentando a
permeabilidade vascular e também apresenta acao broncoconstrictora (MORROW &
ROBERTS-II, 2003).

O AA liberado é o precursor de varios eicosanoides pré-inflamatérios, como
as prostaglandinas PGD,, PGE,, PGl, (vasodilatadoras, hiperalgésicas, pirogénicas,
inibem a acao plaquetaria) e os leucotrienos LTB,4 (quimiotaxina), LTCy4, LTD4 e LTE4
(aumentam a permeabilidade vascular) (LAWRENCE et al., 2002). A sintese de
prostaglandinas e tromboxanos é promovida pelas enzimas cicloxigenase 1 e 2
(COX-1 e COX-2) e a sintese de leucotrienos é desencadeada pela 5-lipoxigenase
(5-LOX) (MORROW & ROBERTS-II, 2003).

Tendo em vista a influéncia dos eicosanoides e de outros mediadores nao-
derivados do AA no processo inflamatério, pode-se resumidamente classificar as
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vias inflamatérias como dependentes do &cido araquiddnico ou independentes do
acido araquidénico (YOON & BAEK, 2005; ISSA et al., 2006). Enzimas envolvidas
na producao dos eicosanoides inflamatérios, como a COX, LOX e PLA,, fazem parte
da via inflamatéria dependente de AA. Ja estruturas moleculares como, por exemplo,
o fator de transcricdo NF-kB (que ativa genes responsaveis pela expressdo de
quimiocinas, e citocinas e € ativado por varios outros fatores, como os receptores
TLR ou a presengca de espécies reativas de oxigénio — ROS), a o6xido nitrico
sintetase induzivel (iNOS) que libera NO, sdo consideradas integrantes da via
inflamatéria independente de AA (ISSA et al., 2006).

ROS
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FIGURA 2. Vias inflamatérias dependentes e independentes do acido
araquidénico (AA). Na via inflamatéria dependente do AA, uma variedade de
agentes provocam a liberacao de AA da membrana celular (fosfolipidios) pela acao
da PLA,. A agao subsequente da COX-1, COX-2 e 5-LOX inicia a conversao de AA
em uma variedade de mediadores inflamatérios e muitos outros processos. Na via
inflamatéria independente de AA, outras estruturas moleculares expressam
mediadores inflamatdrios importantes no processo (por exemplo, 0 NF-kB e 0 iNOS).
Adaptado de: ISSA et al., 2006.

De uma forma geral, a inflamagdo é um importante conjunto de respostas de
protecdo a um agente estranho invasor ao organismo e fundamental para o combate
de infeccoes, cicatrizacdo de feridas e o reparo tecidual de 6rgaos afetados. Por
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outro lado, a inflamacéo e a reparacao tecidual podem ser potencialmente nocivas,
gerando dor, fibrose, reacdes de hipersensibilidade, entre outros fatores, trazendo
sofrimento ao paciente (COTRAN et al, 1996). Diante disso, busca-se o
desenvolvimento de farmacos que minimizem os efeitos negativos da inflamacéo,
contribuindo para um tratamento com menos sofrimento. Dentre os farmacos mais
frequentemente empregados para este fim, citam-se os anti-inflamatorios esteroides
ou corticoesteroides (inibem a atividade da PLA)), e os anti-inflamatérios nao-
esteroides (AINE’s), cuja acdo principal é a inibicdo direta das enzimas COX,
influenciando assim a sintese de eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos) (RANG et al, 2007).

1.3 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria de produtos naturais por modelos

animais

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

Devido ao grande numero de amostras a serem analisadas, alguns aspectos
devem ser observados quando se procura principios ativos em plantas. Neste
contexto, devem ser levados em consideragcdo a simplicidade, a rapidez, a
reprodutibilidade e o baixo custo dos testes biolégicos. Usualmente, séo feitas
triagens com modelos experimentais menos complexos e apdés a selecdo das
substancias puras ativas, estas sdao avaliadas em ensaios mais especificos, e
posteriormente submetidas a andlise do mecanismo de acao bioldgica (CECHINEL-
FILHO & YUNES, 1998).

O screening de compostos com propriedades anti-inflamatérias € possivel
gragas a uma infinidade de técnicas in vitro (cultura de células e dosagem de

mediadores inflamatorios; inibicdo de enzimas) e in vivo (indugéo de inflamacao por
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substancias denominadas agentes flogisticos ou irritantes em modelos animais
variados), amplamente utilizados na pesquisa pré-clinica.

O modelo in vivo de edema de orelha é amplamente utilizado para demonstrar
a atividade tépica de substancias bioativas em inflamagdes cutaneas (BLAZSO &
GABOR, 1995; GABOR, 2000). Esse modelo se caracteriza por demonstrar
resultados rapidos, simplicidade da técnica, reprodutibilidade e baixas possibilidades
de erros quando bem aplicado, além de ser um modelo que minimiza uso de animais
e de substancias (GABOR, 2000).

Os agentes flogisticos ativam quimicamente um processo inflamatério.
Diferentes substancias com esse potencial podem ativar vias diversas da cascata
inflamatéria, desencadeando os sinais caracteristicos como edema, aumento de
permeabilidade, vasodilatagdo, eritema. Por ativar vias diversas, a aplicacdo de
diferentes agentes flogisticos (éleo de croton, acido araquiddnico, capsaicina, fenol,
histamina) é justificada por seus mecanismos especificos, ja conhecidos, na indugao
do processo inflamatério, cujos resultados obtidos podem sugerir um provavel
mecanismo da ac¢do anti-inflamatéria da substancia em estudo (GABOR, 2000).

1.4 Oleos fixos

Os o6leos fixos sdo substancias insoluveis em agua (hidrofébicas) e soluveis
em substancias organicas apolares, formadas predominantemente por triglicerideos
ou triacilglicerois (moléculas que provém do metabolismo primario, formadas por trés
acidos graxos esterificados com glicerol e que pelo menos um deles seja insaturado)
e com ponto de fusdo inferior a 20 °C (MORETTO & FETT, 1998). E importante
salientar que os 0leos fixos sdo quimicamente diferentes dos 6leos essenciais. Os
Oleos essenciais (ou etéreos), apesar de possuirem aparéncia oleosa a temperatura
ambiente, sao volateis, soluveis em vapor d’agua e apresentam na sua composicao
substancias como terpenoides e fenilpropanoides, e n&o triacilglicerois (SIMOES &
SPITZER, 2007).

A maioria dos Oleos fixos é obtida a partir de sementes, casca do caule e
polpa de frutos de vegetais (MORETTO & FETT, 1998; MOYNA & HEINZEN, 2007).
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Além dos triacilglicerois, os éleos fixos podem apresentar outros constituintes
quimicos, s6 que em menor quantidade: esterois (B-sitosterol, campesterol e
estigmasterol), cerideos (palmitato de cetila), hidrocarbonetos incolores (esqualeno),
carotenoides, tocoferois, lactonas e metilcetonas. Os carotenoides (B-caroteno) dao
a coloracdo amarelada ou avermelhada caracteristica dos 6leos. Os tocoferdis agem
como antioxidantes, impedindo a rancidez oxidativa. As lactonas e metilcetonas
conferem odor ao 6leo. J& os esterois, os cerideos e os hidrocarbonetos incolores
nao influenciam as propriedades organolépticas dos 6leos fixos (MORETTO & FETT,
1998).

1.4.1 Acidos graxos

Os acidos graxos (Figura 1) sao longas cadeias alifaticas de atomos de
carbono ligados a hidrogénios, possuindo um grupo carboxila (—COQOH) em uma
das extremidades da cadeia. Podem ocorrer na natureza como substancias livres ou
esterificadas (a maior parte com glicerol, formando os glicerideos) (MOYNA &
HEINZEN, 2007).

De acordo com a presenca de ligacdes duplas entre os carbonos da cadeia
alifatica, os acidos graxos podem ser classificados como saturados (ndo possuem
ligacdes duplas entre carbonos); monoinsaturaturados (possuem uma unica ligagao
dupla entre carbonos) ou poli-insaturados (possuem mais de uma ligagcdo dupla
entre carbono) (MORETTO & FETT, 1998).
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FIGURA 3. Estruturas de acidos graxos. Os acidos graxos apresentam uma longa
cadeia carbbnica alifatica e um grupo carboxila (—COOH) em uma das
extremidades. Os acidos graxos podem ser saturados (ndo apresentam ligacdes
duplas) ou insaturados (apresentam ligagdes duplas, monoinsaturados ou poli-
insaturados). Acidos graxos saturados: (1) acido palmitico; (2) acido estearico.
Acidos graxos monoinsaturados: (3) acido palmitoleico; (4) acido oleico. Acidos
graxos poli-insaturados: (5) acido linoleico; (6) acido araquidénico.

1.4.2 Acgbes bioldgicas de dleos fixos

Os oleos fixos, por serem fonte de substancias energéticas e reguladoras
(acidos graxos, precursores de vitaminas e esterois), sdo amplamente utilizados na
alimentacdo humana. No caso da ingestdo de acidos graxos, o consumo de 6leos
fixos é importante, tendo em vista que sao fontes de acidos graxos essenciais (como
o &cido oleico e linoleico), que nao sao sintetizados nos animais, mas sao
precursores de acidos graxos importantes para a homeostase organica (por
exemplo, o &cido araquidénico) (CALDER, 2001; SIMPOULQS, 2006).

Além da importancia nutricional, é atribuida aos 6&leos propriedades
nutracéuticas. Atualmente, sao relatados varios beneficios da ingestdo de acidos
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graxos poli-insaturados da série dmega-3 (n-3), sob a forma de alimentos fontes e
até mesmo de 6leo de peixe, que passou a ser consumido em maior abundancia,
estando relacionado com a prevencdo e tratamento de enfermidades
cardiovasculares (no combate a arteriosclerose), com as doencas inflamatérias
agudas e crbnicas, com infecgdes e ultimamente, prevenindo lesées e alteracdes
imunolégicas em atletas (RANG et al, 2007; SIMPOULQOS, 2006). Tém-se verificado
na literatura o estudo das potencialidades farmacolégicas de alguns 6leos de origem
vegetal e animal e seus acidos graxos livres: O 6leo de primula (Oenothera bienis
L.), borago (Borago officinalis L.) e tulase (Ocimum sanctum L.), ricos em &cido a-
linolénico e y-linolénico, demonstram efeito anti-inflamatério em modelos animais
(SINGH et al., 1996; CALDER, 2001). O 6leo de peixe, rico em acidos graxos poli-
insaturados (PUFA, do inglés Polyunsaturated Fatty Acid) n-3 (acido
eicosapentaenoico e acido docosaexaenoico), possui efeitos potencialmente
importantes quando ingerido na dieta: inibicdo da funcao plaquetaria, prolongamento
do tempo de sangramento, efeitos anti-inflamatérios, acao antiarritmica e reducao do
fibrinogénio plasméatico (CAMPQOS et al., 2002; JAMES et al., 2001; CALDER, 2001).
O éleo de mamona (Ricinus communis L.) tem acao laxante, propriedade atribuida
ao &cido ricinoleico (AWOUNTERS et al., 1978).

Além disso, os dleos fixos também podem ser utilizados como veiculos de
outros medicamentos, na preparacao de pomadas e linimentos, por seu carater
lipofilico que proporciona boa absor¢gdo (WAGNER & WISENAUER, 2006).

1.5 Pequi do Nordeste (Caryocar coriaceum Wittm): um fruto da Chapada do

Araripe com importancia econémica

A Chapada do Araripe, localizada entre os limites dos Estados do Ceara,
Pernambuco e Piaui (Figura 3), chama a atencado da comunidade cientifica por sua
estrutura geoldgica (bacia sedimentar), suas jazidas fossiliferas, seu clima e suas
diferentes formagbes vegetais concentradas num mesmo local, cada uma com
fatores bibticos e abidticos especificos: (1) floresta Umida semi-perenifélia, (2)
transicao floresta iumida / cerrado, (3) carrasco, (4) floresta Umida com incidéncia de
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incéndios e (5) cerradao. (LIMA et al, 1984). Dentre as espécies arbdreas
encontradas na biorregido do Araripe, destaca-se o Caryocar coriaceum Wittm,,
oleaginosa da familia Caryocaraceae e de grande importancia econémica para a
regiao.

(A) (B)

FIGURA 4. Chapada do Araripe. (A) Localizacdo geografica (em verde), entre os
limites dos Estados Ceara, Piaui e Pernambuco; (B) vista da Chapada do Araripe.
Fontes: Adaptado de  <http:/maps.google.com.br/maps?hl=pt-BR&tab=wl>;
<http://www.geocities.com/cariri_ce/mapa3db.gif>;<http://cariricult.blogspot.com/2009
_02_01_archive.html>.

1.5.1 Aspectos botanicos, etnobotanicos e etnofarmacolégicos de Caryocar

coriaceum

A familia Caryocaraceae (ordem Malphighiales) compreende um conjunto de
plantas de héabito arbéreo e frutos oleaginosos, endémicas da América tropical e
representadas por dois géneros: Caryocar e Anthodiscus, com uma média de 25
espécies (BARROSO et al., 1978; STEVENS, 2008). Dentre as espécies do género
Caryocar, destacam-se no Brasil as espécies: C. brasiliense, C. villosum, C.
coriaceum, C. cuneatum e C. glabrum. (ARAUJO, 1995; PRANCE & SILVA, 2006;
PAULA-JUNIOR, 2004).

A espécie Caryocar coriaceum Wittm. possui um fruto de polpa oleaginosa
conhecido popularmente por pequi, piqui, piqui-brabo, piqui da serra, piqui do arisco



35

ou pequi do Nordeste (SILVA & MEDEIROS-FILHO, 2006ab; RIZZINI, 1978;
FERNANDES, 2005; PINTO, 1993). Esta espécie é genuinamente do Nordeste
brasileiro e predominante de areas de cerrado e cerradao da Chapada do Araripe
(COSTA et al., 2004), também podendo ser encontrada em chapaddes quartziticos
que se estendem desde o Piaui até a Bahia (RIZZINI, 1995). Seu fruto é bastante
apreciado na culinaria regional, com importancia econémica (FIGUEIREDO et al.,
1989).

O nome Caryocar vem do grego caryon (= nucleo, noz) e kara (= cabeca),
referindo-se ao fruto globoso (BARROSO et al, 1978). J& 0 nome “pequi” tem origem
indigena (py-qui, py = pele, casca; qui = espinho), significando “casca espinhenta”,
decorrente dos espinhos do endocarpo (BRAGA, 1960).

Possui habito arbéreo, podendo atingir 15 metros de altura e tronco de até 2
metros de diametro, revestido de casca escura, grossa e sulcada (Figura 5). As
folhas sao opostas, ternadas, de foliolos ovais, glabros (sem pelos), verde-luzentes,
mais ou menos coriaceas. As flores sdo grandes, amareladas, com estames
vermelhos, reunidas em cachos terminais (Figura 6-B) (BRAGA, 1960). O fruto é
drupaceo, ovoide, de consisténcia carnosa, com epicarpo de coloracdo verde
escura, medindo cerca de 0,1 cm de espessura. O mesocarpo externo, de coloracédo
verde clara, oleaginoso, possui em média 0,8 cm de espessura. O mesocarpo
interno, carnoso e de coloracdo amarelada, é oleaginoso, possuindo forte odor
caracteristico e espessuras médias de 1,0 cm, envolvendo o endocarpo de textura
lenhosa. O endocarpo é recoberto externamente por aculeos (espinhos)
apresentando em média 0,5 cm de comprimento, encravados na por¢ao carnosa do
mesocarpo, de coloragdo castanho escuro externamente e castanho escuro metalico
internamente com 0,2 cm de espessura (Figura 6) (BRAGA, 1960; PAULA-JUNIOR,
2004; SILVA & MEDEIROS-FILHO, 2006a).

E importante salientar que nao se deve confundir o C. coriaceum Wittm. com
outras espécies diferentes, mas do mesmo género e também conhecidas
popularmente por pequi no Brasil e que sdo amplamente utilizadas na culinaria: C.
brasiliense Camb., predominante das regides de cerrado do sul da Bahia, Minas
Gerais, Sao Paulo, Parana, Goias, Pard, Maranhdo, Mato Grosso e Tocantins
(ARAUJO, 1995; KEER et al., 2007), difere de C. coriaceum por possuir foliolos
providos de pelos e espesso (C. coriaceum apresenta foliolos glabros, sem barbelas
axilares nas nervuras e apice obtuso) (RIZZINI, 1978); C. villosum (Aubl.) Pers.,
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conhecido como pequia e comum na Amazénia Central (PRANCE & SILVA, 2006;
MARTINS & GRIBEL, 2007), também possui foliolos providos de pelos, mas de
espessura fina, diferindo de C. brasiliense (RIZZINI, 1978).

FIGURA 5. Arvore de Caryocar coriaceum Wittm (pequizeiro). Localizada numa
area de cerrado da Chapada do Araripe. Crato-CE. Marco de 2009.
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FIGURA 6. Aspecto das folhas, frutos e flor de C. coriaceum Wittm. A folha é
trifoliolada e glabra (A e B). As flores (B) s&o amareladas, com estames
avermelhados e reunidas em cachos terminais. Os frutos sdo drupaceos. Notar os
aspectos externo (A e C) e interno (D, E e F, corte mediano sagital) dos frutos. Ep —
epicarpo; Me — mesocarpo externo; Mi — mesocarpo interno (polpa); En — endocarpo
(com aculeos ou espinhos); Se — semente (améndoa).
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Quanto ao periodo de floragdao e frutificacdo, o C. coriaceum tem
comportamento sazonal, sendo que a floracdo ocorre entre os meses de Setembro e
Novembro e a frutificacdo entre os meses de Dezembro e Abril, periodo este
conhecido como safra do pequi € que coincide com os altos indices pluviométricos
no interior do Nordeste brasileiro (BRAGA, 1960; COSTA et al., 2004).

E no periodo da safra do pequi onde as comunidades préximas a chapada do
Araripe realizam atividades extrativistas (em condicdes precarias de trabalho),
coletando os frutos para comercializagdo (AUGUSTO & GOES, 2007). A coleta ndo
¢é feita com a retirada do fruto diretamente da arvore; espera-se que o fruto caia no
chao para que se possa coleta-lo posteriormente, pois 0 sabor da polpa do fruto
coletado “do chao” é mais agradavel. A polpa e a améndoa (porcdes oleaginosas
comestiveis do fruto), por seu sabor caracteristico e por ser fonte de lipidios e
vitaminas antioxidantes (A e E), sdo bastante aproveitadas como alimento e na
preparacdo de molhos e temperos, acompanhando pratos regionais e substituindo
outras fontes de lipidios, como a banha ou o toucinho. Devido ao prego acessivel, o
pequi constitui um precioso recurso alimentar para a populacdo de baixa renda
(FIGUEIREDO et al., 1989; BRAGA, 1960; SILVA & MEDEIROS-FILHO, 2006a).

Além de ser utilizado como alimento, o pequi também é aproveitado para a
producédo de 6leo, complementando o trabalho na pés-colheita e sendo mais uma
fonte de renda (AUGUSTO & GOES, 2007). O 6leo, produzido de forma artesanal, é
extraido através de fervura intensa do fruto sem casca em uma panela de ferro com
agua, por algumas horas, até obter um sobrenadante da parte gordurosa. Retira-se
com uma colher a parte oleosa que, aos poucos, sobe a tona da agua, obtendo-se
dessa forma o 6leo de pequi (FIGUEIREDO et al., 1989).

O conhecimento popular atribui ao éleo de pequi grande aplicabilidade
medicinal. Estudos etnofarmacoldgicos e etnobotanicos apontam sua utilizacao no
tratamento de gripes e infeccdes bronco-pulmonares (puro ou em associacdo com
mel de abelha), inflamacdes da garganta, reumatismo, Ulceras externas, dores
musculares e inflamagdes da pele (FRANCO & BARROS, 2006; SILVA &
MEDEIROS-FILHO, 2006b; OLIVEIRA et al., 2007; AGRA et al., 2007). O 6leo
também tem aplicabilidade veterinaria, sendo usado em cortes, contusdes,
pisaduras e inchagos de animais (BRAGA, 1960; FIGUEIREDO et al., 1989).
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Ao fruto também ¢é atribuido propriedades afrodisiacas e antiabortivas
(FIGUEIREDO et al., 1989). Além da polpa do fruto, as folhas do pequizeiro também
sdo utilizadas, na forma de decocto, contra gripes, resfriados e disfungdes
menstruais (AGRA et al., 2007). As mesmas aplica¢des populares citadas acima sao
observadas também em trabalhos de etnoboténica e etnofarmacologia abordando o
6leo obtido do fruto de outras espécies do género Caryocar, como o C. brasiliense e
C. cuneatum. Os estudos etnobotanicos ainda apontam o uso do 6leo de C.
brasiliense contra tumores (AGRA et al., 2007; RODRIGUES & CARVALHO, 2001;
GUARIM-NETO & MORAIS, 2003; SOUZA & FELFILI, 2006).

1.5.2 Estudos fitoquimicos do género Caryocar

Nos ultimos anos, alguns estudos tém identificado o perfil fitoquimico de
plantas do género Caryocar. As avaliagbes realizadas por Perez (2004) demonstram
a presenca de varias substancias na espécie Caryocar brasiliense Camb: o
mesocarpo interno mais endocarpo do fruto apresentam heterosideos flavénicos,
heterosideos saponinicos, acidos fixos, taninos condensados e acgucares; 0
exocarpo do fruto sugeriu a presenca de esterbides e triterpenos, heterosideos
antraquindnicos, heterosideos flavénicos; heterosideos saponinicos, aminogrupos,
taninos condensados e hidrolisaveis e agucares (PEREZ, 2004).

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) dos 6leos essenciais da semente e da folha de C. brasiliense revelou uma
série de compostos, sendo que o componente majoritario do 6leo essencial das
sementes de C. brasiliense foi 0 hexanoato de etila, enquanto que o 6leo essencial
das folhas apresentou octacosano, heptadecano e hexadecanol (PASSOS et al.,
2003).

Ao identificar carotendides na polpa de C. brasiliense por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) e espectrometria de massas (EM), os estudos de
Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004) revelaram a presencga de violaxantina,
luteina, zeaxantina e pequenos percentuais de -criptoxantina, B-caroteno e

neoxantina.
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Sao poucos os estudos fitoquimicos de C. coriaceum Wittm. Figueiredo e
colaboradores (1989) analisaram a composi¢cdo quimica do 6leo da polpa do pequi
obtido de duas formas: artesanal e em laborat6rio (com solvente organico hexano) e
identificaram em ambos a presenca de acidos graxos mono e poli-insaturados: acido
oleico, palmitico, estearico e linoleico. O &cido oleico foi a substancia majoritaria
encontrada (em torno de 54%), ndo havendo diferencas significativas entre os
percentuais de cada substancia no 6leo obtido das duas formas (FIGUEIREDO et
al., 1989).

1.5.3 Atividades bioldgicas de produtos naturais do género Caryocar

A partir das observagdes etnobotanicas, muitos estudos foram realizados com
0 objetivo de identificar possiveis atividades biolégicas do género Caryocar. Por sua
localizagdo geografica (estando mais acessivel a grandes centros de pesquisa
brasileiros), o C. brasiliense é a espécie mais estudada. Foram comprovadas varias
atividades biol6gicas de extratos de C. brasiliense, como a acdao moluscicida de
controle ao vetor da esquistossomose (Biomphalaria glabrata) (BEZERRA et al.,
2002) e a verificacdo de baixa citotoxicidade de fracdes de pequi sobre organismos
aquaticos (MOTTER et al., 2004), a acao antibactericida sobre colénias de Bacillus
cereus, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus; (ALVES et al., 2000); a
acao antifungica no combate ao Criptococcus neoformans, Paracoccidioides
brasiliensis e Candida albicans (PASSOS et al., 2002), a acao antiprotozoaria no
combate ao Tripanosoma cruzi, Leishmania amazonensis e Toxoplasma gondii
(HERZOG-SOARES et al., 2002; PAULA-JUNIOR, 2004), as propriedades
antioxidantes e preventivas de tumores (PAULA-JUNIOR, 2004; KHOURI et al.,
2007), efeitos contra o Sarcoma 180 em animais pelo conteido de &cido oleandlico
e indicios de atividade proteasica e hemolitica de lectinas de C. brasiliense, bem
como atividade enterotéxica in vivo em camundongos (PEREZ, 2004).

Ensaios pré-clinicos do 6leo fixo de C. coriaceum realizados por nosso grupo
apontam a atividade gastroprotetora em roedores com significativa reducdo de
Ulceras induzidas por etanol e aspirina (PENHA, 2007; QUIRINO, 2009) e
cicatrizante (QUIRINO, 2009).



41

Enfim, perante os dados fitoquimicos, etnobotanicos, etnofarmacolégicos e
quimiossistematicos disponiveis, fica demonstrada a relevancia quanto a busca de
se conhecer potencialidades farmacoldgicas de extratos do C. coriaceum, podendo
assim descobrir nessa planta, tdo importante economicamente, um poderoso
fitoterapico aliado ao desenvolvimento de novas terapias e, ao mesmo tempo,
salientar a importancia de sua conservacao.
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2 OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar o efeito antiedematogénico do 6leo fixo (extracdo em acetato de
etila) do mesocarpo interno (polpa do fruto) do pequi do nordeste (C. coriaceum
Wittm) (OFCC) sobre inflamagbes induzidas por diferentes agentes irritantes em

modelos in vivo.

2.2 Objetivos especificos

J Verificar a seguranca da administragdo do OFCC em tratamentos topicos

através de ensaio de atividade fotossensibilizante in vitro;

J Conhecer a dose terapéutica do OFCC nos modelos animais;

J Avaliar a atividade anti-inflamatéria do OFCC por via tépica (acédo local)

através do modelo de edema de orelha induzido por 6leo de croton (modelo

agudo e crbnico), acido araquiddnico, capsaicina, fenol e histamina;

o Avaliar a atividade anti-inflamatéria do OFCC por via oral (agao sistémica)
através do modelo de edema de pata induzido por carragenina.

o Propor possiveis mecanismos de acao anti-inflamatéria do OFCC com base
nos resultados in vivo obtidos e nos estudos fitoquimicos;

. Correlacionar os dados observados com informacoes da literatura.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Aspectos éticos da pesquisa
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Toda a proposta da pesquisa estda em conformidade com as normas e

diretrizes bioéticas vigentes para ensaios envolvendo seres vivos: Guide for the care

and use of laboratory animals, do NIH - National Institute of Health-EUA; Lei Federal

N 11.794/2008; Principios Eticos da Experimentagdo Animal do Colégio Brasileiro
de Experimentacado Animal — COBEA; e Lei Federal N® 9605/1998 (BAZZANO, 2006;
MACHADO et al., 2006; BRASIL, 2008). O projeto com protocolos referentes a este

estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade

de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ), com parecer N° 2009_0218.

3.2 Materiais utilizados

3.2.1 Drogas, reagentes e solugées

As substancias utilizadas nos ensaios encontram-se relacionadas, com suas

respectivas procedéncias, na tabela 1:

TABELA 1. Substéncias utilizadas nos ensaios bioldgicos.

SUBSTANCIA ORIGEM
e 8-metoxipsoraleina Galderma, Alemanha

e Acetato de etila P.A. Dinamica, Brasil

e Acetona P.A. (propan-2-ona) Dinamica, Brasil

e Acido acético P.A. Fluka, Alemanha

e Acido araquiddnico Sigma, USA

e (Capsaicina Sigma, USA
Sigma, USA

e (Carragenina
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TABELA 1 (Continuacao). Substancias utilizadas nos ensaios bioldgicos.

SUBSTANCIA

ORIGEM

Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®)
Cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®)
Dexametasona (Decadron®)
Dimetilsulfoxido

Etanol P.A.

Eter etilico

Fenol 99%

Formalina

Histamina

Indometacina (Indocid®)

Oleo de croton

Norfloxacina

Solucao fisiol6gica NaCt 0,9%

Tween 80

Syntec, Brasil
Syntec, Brasil
Ache, Brasil

Merck, Alemanha
Dinamica, Brasil
Dinadmica, Brasil
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Alemanha
Sigma, USA

Merck Sharp & Dohme, Brasil
Sigma, USA
Laborclin, Brasil
FARMACE, Brasil
Sigma-Aldrich, USA

3.2.2 Material permanente e equipamentos utilizados

Balanca analitica de precisao (Metler Toledo AB204)

Banho-maria (Modelo 100, Fanem Ltda.)

Cronbmetros digitais (LivStar)

Céanulas de gavagem para ratos e camundongos

Estufa de secagem e esterilizacao

Extrator de Soxhlet

Hidropletismografo

Lampadas Sylvania F20T12-BLB

Materiais de biosseguranca

Material cirargico

Paquimetro digital (Jomarca, Ref. N® 205509)
Perfurador de couro (circunferéncia de 6 mm J)

Pipetas automaticas (Maxipette)
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e Rotaevaporador (Fisatom)
e Seringas estéreis (1 mL, 3mL e 5 mL)
e Tubos Eppendorffs

e Vidrarias gerais

3.2.3 Material botanico

Os frutos utilizados para obtencédo do 6leo fixo do mesocarpo interno (polpa)
foram obtidos a partir de espécies de C. coriaceum Wittm. existentes numa area de
cerrado da Chapada do Araripe (Fazenda Barreiro Grande, Crato-CE, 7°21°53,1” S;
39928°42,6” W; altitude: 892 m), adquiridos no més de janeiro de 2009 através de
moradores locais. A exsicata da planta (Figura 7) foi coletada em outubro de 2008
(periodo de floragao), identificada pela prof? Dr? Ligia Queiroz Matias e depositada
no Herbario Prisco Bezerra (Universidade Federal do Ceard), sob o N® 44523.

FIGURA 7. Exsicata de pequizeiro (C. coriaceum Wittm). Coletada em outubro de
2008 (periodo de floracdo), numa area de cerrado da chapada do Araripe, Crato-CE
(7°21°53,1” S; 39°28'42,6” W, altitude: 892 m).



48

3.2.4 Animais

Foram utilizadas nos ensaios in vivo duas espécies de roedores:
camundongos Swiss (Mus musculus), com massa corpérea entre 25-35 g e ratos
Wistar (Rattus norvegicus) albinos, com massa corpérea entre 200-300 g, de ambos
0s sexos, cedidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte
(FMJ) e pela Faculdade Ledao Sampaio (FLS) e monitorados no Biotério
Experimental da URCA, em conformidade com as normas e procedimentos de
biosseguranca para biotérios (CARDOSO, 1998-2001) e bioéticas (BAZZANO,
2006). Os mesmos foram acondicionados em gaiolas de polipropileno e mantidos
em ambiente com temperatura entre 23 = 2 °C, ciclo claro/escuro de 12 h e com livre
acesso a agua potavel e racao especifica para roedores (Labina, Purina®).

3.2.5 Micro-organismos para teste de atividade fotossensibilizante

Para o teste de atividade fotossensibilizante do OFCC, foram utilizados micro-
organismos obtidos através do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) da Fundacao Oswaldo Cruz, Ministério da Saude. Foram utilizadas
duas linhagens padrdao de bactérias: Escherichia coli (ATCC 10536) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Os ensaios de atividade fotossensibilizante foram conduzidos pelo prof. Dr.
Henrique Douglas de Melo Coutinho, da Universidade Regional do Cariri (URCA), no
Laboratério de Genética e Microbiologia, Departamento de Biologia Molecular da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
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3.3 Obtencao do dleo fixo do mesocarpo interno de Caryocar coriaceum

A polpa in natura dos frutos de C. coriaceum foi retirada manualmente com
auxilio de um objeto cortante (faca), separando o mesocarpo interno do endocarpo
(porcao resistente do fruto, onde apresenta espinhos e améndoa). A polpa obtida
(104,14 @) foi colocada num extrator de Soxhlet em contato com solvente acetato de
etila por 3 horas (extracdo a quente). No final do processo, obteve-se uma solucéo
de cor amarelada (6leo + acetato de etila), com um precipitado de cor amarelo-
alaranjado. O precipitado foi separado da solugcdo amarelada por decantacao,
através de um funil de separagcao. Posteriormente, a solucdo amarelada foi
submetida a rotaevaporacao (rotaevaporador Fisatom), seguido de aquecimento em
banho-maria com temperatura controlada (70 + 2°C), objetivando retirar o acetato de
etila residual e evitar a decomposicao de substancias termossensiveis do 6leo. O
6leo demonstrou rendimento de 5,17%.

Para posterior utilizacdo nos ensaios, aliquotas do OFCC foram estocadas
em tubos Eppendorff (250 pL) e armazenadas a — 20 °C.

3.4 Identificacao dos acidos graxos do OFCC

Os acidos graxos componentes foram obtidos como seus ésteres metilicos,
apos a remocao do solvente. Uma amostra de 0,2 g do OFCC foi submetida a
refluxo durante 30 min, com hidroxido de potassio metandlico (HARTMAN & LAGO,
1973). Em seguida, os acidos graxos livres e totais do OFCC foram convertidos em
ésteres metilicos por metandlise com catalisador acido. Posteriormente, os ésteres
metilicos dos acidos graxos foram analisados por cromatografia gasosa (GC) em um
Hewlett-Packard 5971, equipado com coluna capilar e detector de ionizacdo de
chama (FID). As condi¢des operacionais foram: forno em temperatura de 35-180°C a
uma taxa de 4°C/min, em seguida, aquecida a uma taxa de 10°C/min até 250°C e
depois mantida isotermicamente; temperatura do injetor e do detector de 250 e
200°C, respectivamente, gas hidrogénio (H2) como gas de transporte e com fluxo de
0,8 mL/min. A identificacdo foi realizada por co-injecdo de compostos auténticos e
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pelos tempos de retencdo. Valores de percentagem da superficie foram obtidos por
via eletrbnica a partir da resposta GC-FID.

3.5 Atividade fotossensibilizante dos constituintes do OFCC sob Iluz
ultravioleta A (UVA) em cultura de linhagens de micro-organismos

Em aplicacbes cutaneas, substancias fotossensiveis (capazes de se tornarem
toxicas apds exposicao a luz ultravioleta A (UVA) podem desencadear reacoes
cutaneas indesejaveis, desencadeando lesdes locais e inflamagao (TISSERAND &
BALACS, 1995). A possibilidade de interagcdo dos compostos do OFCC com a luz
UVA foi testada seguindo procedimentos in vitro padronizados por Lopes e
colaboradores (2001), utilizando micro-organismos.

O preparo da solucéao inicial da amostra observou as seguintes proporcoes:
200 mg do OFCC foram solubilizados em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO), para
obter uma concentracao inicial de 200 mg/mL. A partir desta concentracao, foi
efetuada uma diluicdo 1:20 em 4gua destilada estéril (10 mg/mL) (modificado a partir
de NAIR et al., 2005 e SAHIN et al., 2004).

Nestes ensaios foram utilizadas as linhagens padrao de E. colie S. aureus. O
ensaio foi realizado através do método de difusdo em agar, modalidade em disco
(Agar Disk Diffusion). Foram utilizados como controles positivos discos de
norfloxacina (10 pg) e discos Blank com 20 mL de 8-metoxipsoraleina (8-MOP)
dissolvida em etanol para fotoativacao. Para visualizar o efeito fototoxico, cada placa
foi preparada em réplica: uma réplica foi exposta a luz UVA (A = 320—400 nm, quatro
lampadas Sylvania F20T12-BLB, emissdo maxima: 350 nm) por 2 horas. Apds isso,
as placas expostas a luz foram incubadas a 37°C por 24 h. A outra réplica foi
diretamente colocada na estufa a 37°C para incubagédo, sem contato com a luz UVA
enquanto a outra foi mantida no escuro. A leitura foi realizada através da afericao do
tamanho das zonas de inibicdo (mm) e a atividade fototoxica foi avaliada através da
comparacao entra as duas réplicas.
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3.6 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria topica do OFCC através de
modelos de edema de orelha induzido por agentes irritantes em camundongos

Swiss

3.6.1 Edema de orelha induzido pela aplicacao tnica de dleo de croton

O d6leo de croton é um agente flogistico que possui como constituintes
quimicos ésteres de forbol, sendo o TPA (acido 13-acetato de 12-o-tetracanoilforbol)
o agente com potencial irritante. Sua aplicacdo estimula a liberacdo de varios
mediadores da inflamacdo, como aminas vasoativas (histamina e serotonina) e
derivados do acido araquidbnico (LAPA, 2003). Pelas caracteristicas visiveis de
inflamacao cutanea, esse modelo também é bem representativo de dermatites como
a psoriase (GABOR, 2000).

Para avaliar a atividade tépica por tratamento agudo do OFCC neste modelo,
grupos de camundongos Swiss (n = 6) tiveram suas orelhas direitas tratadas,
topicamente, com 20 pL de Tween 80 2 % em salina, indometacina 100 mg/mL (2
mg/orelha), dexametasona 4 mg/mL (0,08 mg/orelha), OFCC em Tween 80 2% nas
concentracdes 50, 100, 200 e 400 mg/mL (1, 2, 4 e 8 mg/orelha, respectivamente)
ou OFCC bruto (20 pL = 13 mg de OFCC), esperando 15 minutos para absorgao.
Em seguida, 20 yL de oOleo de croton 5% (v/v) em acetona foram aplicados
topicamente na orelha direita e 20 uL do veiculo acetona na orelha esquerda. Apos 6
horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e discos de 6 mm de
didmetro foram obtidos das orelhas através de um punch (perfurador de couro
metalico) para avaliacdo do edema, conforme item 3.6.7 (TUBARO, 1985).

Num outro momento, buscou-se também avaliar se o0 OFCC é capaz de
potencializar o efeito de um inibidor da sintese de prostaglandinas. Para isso, as
orelhas direitas de camundongos Swiss (n = 6 / grupo) foram pré-tratadas,
topicamente, com 20 pL de salina, indometacina 1 mg/orelha (50 mg/mL), OFCC 4
mg/orelha e associagao indometacina 1 mg/orelha + OFCC 4 mg/orelha, esperando
15 minutos para absor¢cao. Em seguida, 20 pL de 6leo de croton 2,5% (v/v) diluido
em acetona foi aplicado na orelha direita e 20 pL do veiculo acetona foi aplicado na
orelha esquerda. Ap6és 6 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento
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cervical e discos de 6 mm de didametro foram obtidos das orelhas para analise do

edema conforme item 3.6.7.

3.6.2 Edema de orelha induzido pela aplicacao multipla de éleo de croton

No intuito de avaliar o efeito anti-inflamatério do OFCC em um processo
inflamatério crénico, j4 estabelecido, foi utilizado um modelo com a aplicagéo
multipla do dleo de croton. O processo inflamatério crénico foi induzido pela
aplicacdo de 20 pyL de 6leo de croton 5% (v/v) em acetona em dias alternados,
durante 9 dias, em camundongos Swiss (n = 6/grupo). O OFCC (13 mg/orelha) e a
dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo) foram aplicados por via tépica
durante 4 dias (2 vezes ao dia) a partir do 5° dia do experimento, sendo o edema
avaliado diariamente através de medicao da espessura da orelha direita. No 9° dia
do experimento, os animais foram sacrificados e circulos de 6 mm de tecido das

orelhas foram coletados para avaliacao do edema (STANLEY et al., 1991).

3.6.3 Edema de orelha induzido por acido araquidénico

O acido araquidénico € um acido graxo importante na produgcdo de
eicosanodides mediadores da inflamacao (prostaglandinas e leucotrienos). Drogas,
como os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINE’s) ou inibidoras da 5-lipoxigenase
(5-LOX), demonstram reducdo significativa no percentual de inflamacao induzido
neste modelo. Para avaliar a atividade topica do OFCC neste modelo, as orelhas
direitas de camundongos Swiss (n = 6 / grupo) foram tratadas, topicamente, com 20
UL de solugéo salina (controle negativo); indometacina 100 mg/mL, dexametasona 4
mg/mL (controles positivos) ou OFCC bruto, esperando 15 minutos para absorgao.
Em seguida, 20 yL de acido araquidénico 0,1 mg/uL diluido em acetona foi aplicado
na orelha direita e 20 pL do veiculo acetona foi aplicado na orelha esquerda. Apés 1

hora, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e discos de 6 mm de
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didmetro foram obtidos das orelhas para avaliacdo do edema, conforme item 3.6.7
(YOUNG et al, 1984; CRUMMEY et al, 1987).

3.6.4 Edema de orelha induzido por capsaicina

A capsaicina, quando aplicada topicamente, induz a liberacdo de varios
mediadores pro-inflamatérios neurogénicos (substéncia P, taquicininas), que
promovem vasodilatacao e eritema como resposta imediata, seguido da formacao de
edema. Na avaliacao da atividade topica do OFCC nesse modelo, as orelhas direitas
de camundongos Swiss (n = 6 / grupo) foram tratadas, topicamente, com 20 pL de
salina, dexametasona 4 mg/mL ou OFCC bruto e esperou-se 15 minutos para
absorcdao. Em seguida, 20 uL de capsaicina 0,01 mg/uL diluido em acetona foi
aplicado na orelha direita e 20 pL do veiculo acetona foi aplicado na orelha
esquerda. Ap6s 30 minutos (pico maximo de formacao de edema), os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e discos de 6 mm de diametro foram obtidos
das orelhas para avaliagdo do edema, conforme item 3.6.7 (GABOR & RAZGA,
1992).

3.6.5 Edema de orelha induzido pela injecao subcutdnea de histamina

Este modelo visa a avaliacido do efeito do OFCC na reacao de
hipersensibilidade imediata. Inicialmente, cada animal (n = 6 / grupo) foi anestesiado
com cloridrato de cetamina 0,02 mL (i.p.) e cloridato de xilazina 0,01 mL (i.p.). Em
seguida, os animais foram pré-tratados topicamente com 20 uL de salina,
dexametasona 4 mg/mL (0,08 mg/orelha) ou OFCC bruto (13 mg/orelha). Apés 30
minutos, administrou-se um volume de 5 pL de uma solucdo de histamina (100
mg/mL de salina), intradermicamente, na regido ventral da orelha direita dos
camundongos com o auxilio de uma agulha hipodérmica 29 G, enquanto que a
orelha esquerda recebeu o mesmo volume de salina, também intradermicamente

(Sham). Apéds 2 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e
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para posterior avaliacdo do edema a partir das massas dos discos obtidos, conforme
item 3.6.7 (BRAND et al, 2002).

3.6.6 Edema de orelha induzido por fenol

O fenol é um irritante cuja aplicacdo topica desencadeia uma inflamacgao
semelhante a dermatite de contato irritativa. Nessa avaliagdo, as orelhas direitas de
camundongos Swiss (n = 6 / grupo) foram pré-tratadas, topicamente, com 20 uL de
solucao salina, dexametasona 4 mg/mL ou OFCC bruto, esperando 15 minutos para
absorcao. Em seguida, 20 uL de fenol 10% (v/v) diluido em acetona foi aplicado na
orelha direita e 20 pyL do veiculo acetona foi aplicado na orelha esquerda. Ap6s 1
hora, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e discos de 6 mm de
didmetro foram obtidos das orelhas para analise do edema conforme item 3.6.7
(GABOR, 2000).

3.6.7 Quantificagdo do edema e do efeito inibitério médio

Para quantificar o percentual de inflamacao em cada animal analisado, foram
obtidos discos de 6 mm de didmetro: um da orelha direita (tratada com agente
flogistico) e outro da orelha esquerda (tratada com veiculo do agente flogistico). Em
seguida, cada disco obtido teve sua massa mensurada com a utilizacdo de balanca
analitica (Metler Toledo AB204). O edema de orelha, expresso em percentual de

aumento da massa da orelha, foi calculado utilizando a férmula:

Percentual de edema (%) = n]"‘;n;m“x 100

oe
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onde myg € a massa (em gramas) do disco obtido da orelha direita € mee € a massa
(em gramas) do disco obtido da orelha esquerda.

Ja o célculo do efeito inibitério médio da inflamacao (EIM, em %) de cada
tratamento, procedeu-se aplicando a féormula a seguir:

cont MPE

EIM (%) = o

(P P, )

cont

onde MPEya (em %) € a média do percentual de edema do grupo submetido a
tratamento com OFCC ou farmaco padrao e MPEc,nx (em %) é a média do
percentual de edema do grupo controle negativo (tratado com salina ou salina em
2% de Tween 80).

3.6.8 Analise histopatologica

As amostras dos discos das orelhas cujo edema foi induzido pela aplicacdo
aguda de 6leo de croton e acido araquidénico foram fixadas numa solucao de etanol
70% por 24 horas e depois conservadas em formol 10%. Posteriormente, as orelhas
foram desidratadas, blocadas em parafina e em seguida seccionadas num
micrétomo em cortes de 5 ym, seguidas da coracdo em hematoxilina e eosina. A
partir de areas representativas dos tecidos observados, avaliou-se parametros
qualitativos como: infiltracdo de leucdcitos, intensidade do edema e a espessura da
epiderme e derme, através de microscopia 6ptica com aumento de 200x.



56

3.7 Avaliacao do efeito anti-inflamatério do OFCC com tratamento por via

oral: edema de pata induzido por carragenina em ratos Wistar

A carragenina € uma substancia que, quando aplicada, induz no local a
liberacao de varios mediadores da inflamacéo, como aminas vasoativas (histamina e
serotonina), cininas e metabdlitos derivados do acido araquidénico (prostaglandinas
e leucotrienos). Grupos de 6 ratos Wistar, de ambos os sexos, tiveram o volume
inicial (Vi) da pata posterior direita registrado através de um hidropletismégrafo. Em
seguida, os animais foram pré-tratados, por via oral, com veiculo Tween 80 a 2% em
salina, 10 mg/kg (grupo controle negativo); indometacina 10 mg/kg ou OFCC
solubilizado em Tween 80 a 2% em solucao salina nas doses de 200 e 400 mg/kg.
Apds 1 hora, receberam uma injecao intraplantar de carragenina 2% (p/v) na pata
posterior direita (0,2 mL/pata). O volume da pata traseira direita de cada animal foi
avaliado novamente através do hidropletismografo apés 1, 2, 3 e 4 h da injecédo do
agente flogistico (carragenina). Os resultados foram expressos como a diferenca
entre o volume final da pata a cada tempo (V) € o volume inicial (V;), representados
pela férmula: Ve = Vi — Vi, onde V. representa o volume do edema (em mL).
(WINTER et al., 1962).

3.8 Analise estatistica dos dados

Os dados apresentados sao expressos em média + erro-padrdao da média
(E.P.M.). Para os ensaios que possuem trés ou mais grupos e uma unica avaliacao
das amostras, as diferengas obtidas entre os grupos foram submetidas a anélise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguindo-se do teste de Student-Newman-Keuls.
Para os ensaios que possuem trés ou mais grupos e cuja avaliacao das amostras se
deu em varios intervalos de tempo (edema de pata induzido por carragenina e
edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de croton), as diferencas
entre os grupos foram submetidas a ANOVA de duas vias, com medidas repetidas,
seguindo-se do teste de Bonferroni. Foram consideradas diferengas significativas

valores de P < 0,05.
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Acidos graxos presentes no OFCC

A partir da andlise de CG/EM, o OFCC foi caracterizado por um teor elevado
de acidos graxos insaturados (64,9%), sendo os acidos oleico e palmitico os
componentes majoritarios. Outros componentes encontrados foram: &cido
palmitoleico (0,27%), acido estearico (1,73%), acido linoléico (1,80%), acido
heptadecenoico (5,86%) e acido 11-eicosenoico (0,37%). Os acidos graxos, com
seus respectivos percentuais, sdo mostrados na tabela 2.

TABELA 2. Acidos graxos identificados no OFCC através de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

ACIDO GRAXO ESQUELETO CARBONICO* PERCENTUAL (%)
Acido palmitoleico 16:1(A%) 0,27
Acido palmitico 16:0 34,18
Acido linoleico 18:2(A%"?) 1,80
Acido oléico 18:1(A°%) 55,79
Acido estearico 18:0 1,73
Acido heptadecenoico 17:1(A°%) 5,86
Acido 11-eicosenoico 20:1(A™) 0,37

* Notacao: na representacdo a:b(A°), “a” corresponde ao nimero de carbonos da cadeia
alifatica, “b” representa o nimero de insaturagdes (duplas ligagbes) e “c” os carbonos nos
quais apresentam a insaturagao).
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4.2 Efeito fotossensibilizante / fototoxico do OFCC sob luz UVA em cultura de

linhagens de micro-organismos

O OFCC (em veiculo DMSO) nao demonstrou atividade fototdxica contra
cepas de E. coli e S. aureus quando em contato com a luz UVA, nem atividade
antimicrobiana, por ndo demonstrar halo de inibicao. A 8-MOP demonstrou atividade
fototoxica nas duas cepas com presencga da luz UVA (devido a observacao de halo
de inibicdo), mas ndo na auséncia. A norfloxacina (quinolona de atividade
antibacteriana) demonstrou atividade inibitéria das cepas testadas tanto na presenca
quanto na auséncia da luz UVA. O DMSO (veiculo) também nao demonstrou
atividade fototéxica nem inibitoria das cepas (Tabela 3).

TABELA 3. Atividade fototéxica do OFCC em ensaios fotomicrobiolégicos com
cepas de S. aureus e E. coli. Os dados numéricos apresentados correspondem ao
tamanho do halo de inibicdo de crescimento bacteriano (em mm) em cada placa.

Tratamento!" S. aureus E. coli
Escuro® Luz UVA® Escuro® Luz UVA®
OFCC + DMSO - — — -
8-MOP - 16 - 13
NOR 25 32 28 33
DMSO - - - —

'OFCC + DMSO: Oleo fixo de C. coriaceum em dimetilsulféxido; 8-MOP: 8-metoxipsoraleina; NOR:
norfloxacina; DMSQO: dimetilsulfoxido.
®Resultados expressos pela auséncia (—) ou presenga de zona de inibigdo de crescimento (dado

numeérico: tamanho do halo em mm).



60

4.3 Efeito do tratamento tépico do OFCC nos modelos de inflamacao cutanea

4.3.1 Edema de orelha induzido pela aplicagcdo unica de dleo de croton

Apos 6 horas, observou-se intenso edema e eritema na orelha direita tratada
com solucdo de 6leo de croton, comparando a orelha tratada apenas com veiculo
acetona. O percentual de edema (PE) no grupo tratado com veiculo 2% de Tween
80 em salina (controle negativo) foi o maior entre todos os grupos (167,3 £ 9,6%). A
aplicagédo do OFCC bruto (20 pL/orelha) (PE: 113,8 + 14,4%) e solubilizado em 2%
de Tween 80 na concentracdo 400 mg/mL (8 mg/orelha) (PE: 119,7 £ 9,5%) foi
capaz de reduzir significativamente (P < 0,05) o percentual de edema de orelha
comparado com o grupo controle negativo, demonstrando efeito inibitério médio de
inflamacéao (EIM) de 32,0% e 28,5%, respectivamente (Figura 8).

A indometacina e a dexametasona, aplicadas topicamente, também
demonstraram reduc¢ao significativa comparada com o controle negativo, sendo que
o grupo tratado com dexametasona apresentou o menor percentual de edema
(24,50 = 2,7%) e maior EIM (85,4%), diferindo significativamente do grupo tratado
com indometacina (PE: 109,2 £ 15,0%; EIM: 34,7%), do OFCC 8 mg/orelha e do
OFCC bruto (Figura 8). O efeito do OFCC nao ocorreu de forma concentragao-

dependente.
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FIGURA 8. Efeito topico do OFCC sobre o edema de orelha induzido pela
aplicacao unica de o6leo de croton (OC) em camundongos Swiss. Os animais
foram pré-tratados com salina em Tween 80 2% (C), indometacina (IND),
dexametasona (DEX), OFCC em Tween 80 2% nas doses 1, 2, 4 e 8 mg/orelha e
OFCC bruto (13 mg/orelha) e apés 15 minutos, receberam topicamente solucéo de
6leo de croton 5% (v/v) em acetona. O efeito antiedematogénico das substancias foi
analisado através do edema calculado a partir das massas de discos de 6 mm de
didmetro obtidos das orelhas ap6s 6 horas de aplicacdo do éleo de croton. Cada
grupo representa a média de 6 animais e as barras verticais o E. P. M. As médias
foram comparadas com o grupo controle negativo e foram consideradas
significativamente diferentes para P < 0,05 (*P< 0,05 e ***P < 0,001 comparadas ao
controle negativo; #P<0,01 comparados ao grupo tratado com dexametasona.
Analise estatistica: ANOVA de uma via seguido do teste de Student-Newman-Keuls).
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Ao analisar os cortes histolégicos das orelhas submetidas a aplicacao Unica
de 6leo de croton, observou-se na orelha inflamada tratada com veiculo (Tween 80,
Figura 9-A) um significativo aumento da espessura da derme acompanhado de
afrouxamento do tecido conjuntivo por desorganizacao das fiboras da matriz
extracelular, hiperplasia epidérmica e um grande numero de infilirado de células
inflamatérias, quando comparados a orelha nao inflamada (Figura 9-E, veiculo
acetona). As orelhas tratadas com dexametasona, indometacina e OFCC bruto
demonstraram uma reducao no infiltrado de células inflamatérias e menor espessura
da derme (Area 2, Figuras 9-B,C,D) quando comparadas a orelha inflamada tratada
com salina (Figura 9-A), sendo que nas orelhas tratadas com dexametasona (Figura
9-C) o efeito foi mais evidente. Os cortes histolégicos das orelhas tratadas com
OFCC demonstraram discreta melhora quando comparada a orelha inflamada
controle.
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FIGURA 9. Fotomicrografia de cortes transversais de orelhas de camundongos
sensibilizadas com aplicacao aguda tépica de oleo de croton (6 h), coradas
com hematoxilina-eosina e analisadas em microscopia de luz (aumento de
200x). As orelhas de A a D foram sensibilizadas com éleo de croton 5% (v/v) em
acetona; (A) orelha tratada com veiculo (Tween 80 2%), (B) indometacina, (C)
dexametasona, (D) OFCC bruto. A orelha E (ndo inflamada) recebeu somente
veiculo acetona. O numero 1 aponta a epiderme e o niumero 2 a derme. As setas
indicam células inflamatérias (neutréfilos polimorfonucleares) na derme. As seccgoes
mostradas sao representativas de seis animais por grupo.
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4.3.2 Associagdo do OFCC com indometacina no edema de orelha induzido pela
aplicacao unica de dleo de croton

A figura 10 demonstra que o OFCC em baixa concentracdo e associado a
indometacina em baixa concentracdo demonstrou efeito antiedematogénico
significativo comparado ao grupo controle tratado com veiculo, com inibicdo de
47,0%, sugerindo participagdo dos constituintes do OFCC sobre a inibicdo da
sintese de prostaglandinas. O OFCC e a indometacina em baixas concentracdes e

testadas isoladamente ndo demonstraram redug&o de edema significativa.
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FIGURA 10. Potencializacao do OFCC no efeito topico da indometacina sobre o
edema de orelha induzido pela aplicacao unica de dleo de croton (OC) em
camundongos Swiss. Os animais foram pré-tratados com salina (controle
negativo), indometacina (IND) 1mg/orelha, OFCC 4 mg/orelha e associacao OFCC 4
mg/orelha + IND 1 mg/orelha. Apés 15 minutos, receberam topicamente solucao de
6leo de croton 5% (v/v) em acetona. O efeito antiedematogénico das substancias foi
analisado através do edema calculado a partir das massas de discos de 6 mm de
didmetro obtidos das orelhas ap6s 6 horas de aplicacdo do 6leo de croton. Cada
grupo representa a média de 6 animais e as barras verticais o E. P. M. As médias
foram comparadas com o grupo controle negativo e foram consideradas
significativamente diferentes para P < 0,05 (*P< 0,05 comparadas ao controle
negativo. Analise estatistica: ANOVA de uma via seguido do teste de Student-
Newman-Keuls).
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4.3.3 Edema de orelha induzido pela aplicacao multipla de éleo de croton

A aplicacao do OFCC bruto (20 uL = 13 mg/orelha, 2 vezes ao dia, 4 dias)
apds 96 horas do inicio do ensaio e em um processo inflamatério ja estabelecido,
demonstrou redugéo significativa, comparado ao grupo controle (20 plL/orelha, no
mesmo periodo de tratamento do OFCC) apés 48 (P < 0,001), 72 (P < 0,01) e 96
horas (P < 0,001) do inicio do tratamento (correspondendo aos tempos 144, 168 e
192 horas ap6s a primeira aplicacdo de éleo de croton). A dexametasona (0,1 mg/
orelhna, mesmo periodo de tratamento do OFCC) foi efetiva em reduzir
significativamente o edema estabelecido apos 24, 48, 72 e 96 horas (P < 0,001) do
inicio do tratamento (correspondendo aos tempos 120, 144, 168 e 192 horas apos a
primeira aplicacao de éleo de croton) (Figura 11), sendo confirmado pela avaliagao
do PE e EIM no ultimo dia do experimento (Figura 12).
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FIGURA 11. Curva tempo-resposta do efeito do OFCC sobre o edema de orelha
induzido pela aplicacao multipla de 6leo de croton (OC) em camundongos
Swiss. Os animais receberam OC em acetona na orelha direita em dias alternados e
veiculo acetona na orelha esquerda. A espessura da orelha desafiada com o agente
flogistico foi mensurada com paquimetro digital antes da aplicacdo do OC, quatro
horas apés a primeira aplicacado do OC (fase aguda) e nos tempos 24, 48, 72, 96,
120, 144, 168 e 192 horas apdés a primeira aplicacdo do OC. No 5° dia do
experimento (96 horas apds a primeira aplicagdo de OC), a orelha dos animais
recebeu veiculo salina (controle negativo), dexametasona (DEX) ou OFCC bruto (20
UL, 2 vezes ao dia), prosseguindo o tratamento durante os 3 dias posteriores (setas
apontam os dias em que houve tratamento). O efeito antiedematogénico das
substancias foi analisado através da variacdo da espessura da orelha. Os pontos
representam a média de 6 animais e as barras verticais o E. P. M. As médias foram
comparadas com o grupo controle negativo e foram consideradas significativamente
diferentes para P < 0,05 (**P < 0,01; ***P < 0,001 comparadas ao controle negativo,
ANOVA de duas vias seguido do Teste de Bonferroni).
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FIGURA 12. Efeito tépico do OFCC sobre o edema de orelha induzido pela
aplicacao multipla de 6leo de croton (OC) em camundongos Swiss. A aplicacao
de OC foi conduzida em dias alternados, durante 9 dias. No 5%, 6°, 7° e 8° dias do
experimento, a orelha dos animais recebeu salina (controle negativo), dexametasona
(DEX) ou OFCC bruto (20 pL, 2 vezes ao dia). O efeito antiedematogénico das
substancias foi analisado através do percentual de edema calculado a partir das
massas de discos de 6 mm de diametro obtidos das orelhas apds 192 horas da
primeira aplicacdo do OC. Cada grupo representa a média de 6 animais e as barras
verticais o E. P. M. As médias foram comparadas com o grupo controle negativo (C)
e foram consideradas significativamente diferentes para P < 0,05 (**P < 0,01;
***P < 0,001 comparadas ao controle negativo. Anélise estatistica: ANOVA de uma
via seguida do teste de Student-Newman-Keuls).
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4.3.4 Edema de orelha induzido por acido araquidénico

O OFCC bruto aplicado por via tépica (13 mg/orelha) demonstrou reducao
significativa no percentual de edema de orelha apds 1 hora em contato com &cido
araquidénico, comparada com o grupo tratado com agua destilada (efeito inibitorio
médio de 49,7%, P < 0,001). A indometacina e a dexametasona, aplicadas
topicamente, também demonstraram redugdo significativa comparada com o
controle negativo, sendo que o grupo tratado com indometacina apresentou 0 menor
percentual de edema diferindo significativamente do grupo tratado com
dexametasona, com leve efeito inibitorio (efeito inibitério de 70,8% versus 28,9%,
P < 0,05). Nao ha diferencas significativas entre o grupo tratado com indometacina e

dexametasona (Figura 13).
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FIGURA 13. Efeito topico do OFCC sobre o edema de orelha induzido por acido
araquidénico (AA) em camundongos Swiss. Os animais foram pré-tratados com
salina, indometacina (IND), dexametasona (DEX) e OFCC concentrado (12,5
mg/orelha). Apés 15 minutos, receberam topicamente acido araquidénico (AA) 0,1
ug/mL em acetona. O efeito antiedematogénico das substéncias foi analisado
através do percentual de edema calculado a partir das massas de discos de 6 mm
de diametro obtidos das orelhas apés 1 hora de aplicacdo do AA. Cada grupo
representa a média de 6 animais e as barras verticais o E. P. M. As médias foram
comparadas com o grupo controle negativo (C) e foram consideradas
significativamente diferentes para P < 0,05 (*P< 0,05; **P < 0,01 ¢ ***P < 0,001
comparadas ao controle negativo; # P < 0,01 comparadas ao grupo tratado com
indometacina. Analise estatistica: ANOVA de uma via seguido do teste de Student-
Newman-Keuls).
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Ao analisar os cortes histolégicos das orelhas submetidas a aplicacdo de AA,
verificou-se que a orelha sensibilizada com AA tratada com salina (Figura 14-A)
apresentou significativo aumento da espessura da derme e de infiltrados de células
inflamatorias, comparados a orelha ndo inflamada (veiculo acetona, Figura 14-E). As
orelhas tratadas com dexametasona (Figura 14-C) demonstraram leve reducdo no
infiltrado de células inflamatérias, enquanto que o tratamento com indometacina
(Figura 14-B) e OFCC (Figura 14-D) demonstrou menor espessura da derme e
reducao significativa no infiltrado de células inflamatérias comparadas a orelha que
recebeu AA e salina (Figura 14).
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FIGURA 14. Fotomicrografia de cortes transversais de orelhas de
camundongos sensibilizadas com aplicacao topica de AA (1 h), coradas com
hematoxilina-eosina e analisadas em microscopia de luz (aumento de 200x). As
orelhas de A a D foram sensibilizadas com AA 0,1 mg/uL em acetona; (A) orelha
tratada com salina, (B) indometacina, (C) dexametasona, (D) OFCC bruto. A orelha
E (ndo inflamada) recebeu somente veiculo acetona. O numero 1 aponta a epiderme
€ 0 numero 2 a derme. As setas indicam células inflamatérias (neutréfilos
polimorfonucleares) na derme. As secgdes mostradas sao representativas de seis
animais por grupo.
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4.3.5 Edema de orelha induzido por capsaicina

O OFCC bruto aplicado por via topica (13 mg/orelha) ndo demonstrou
reducado significativa no percentual de edema de orelha apdés 30 minutos da
aplicacao tépica de capsaicina, comparada com o grupo tratado com agua destilada
(controle negativo). Somente o grupo tratado com dexametasona demonstrou
reducao significativa comparada com o controle negativo, com efeito inibitério médio
da inflamacao de 58,5 % (P < 0,01) (Figura 15).
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FIGURA 15. Efeito topico do OFCC sobre o edema de orelha induzido por
capsaicina em camundongos Swiss. Os animais foram pré-tratados com salina
(controle negativo), dexametasona (DEX) 0,08 mg/orelha e OFCC bruto (13
mg/orelha). Apés 15 minutos, receberam topicamente capsaicina 0,01 pg/mL em
etanol 90%. O efeito antiedematogénico das substancias foi analisado através do
percentual de edema calculado a partir das massas de discos de 6 mm de didmetro
obtidos das orelhas ap6s 30 minutos de aplicacdo da capsaicina. Cada grupo
representa a média de 6 animais e as barras verticais o E. P. M. As médias foram
comparadas com o0 grupo controle negativo (salina) e foram consideradas
significativamente diferentes para P < 0,05 (**P < 0,01 comparadas ao controle
negativo. Analise estatistica: ANOVA de uma via seguido do teste de Student-
Newman-Keuls).
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4.3.6 Edema de orelha induzido por histamina

O OFCC bruto aplicado por via tépica (13 mg/orelha), apesar de discreta
reducéo no percentual de reducédo do edema de orelha (efeito inibitério de 13,8%)
apoés 2 horas da aplicacao intradérmica de solugcédo de histamina, néo foi significativo
comparado ao grupo controle tratado com salina. A dexametasona inibiu 0 edema
(P < 0,05), com efeito inibitério médio de 65,7% (Figura 16).
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FIGURA 16. Efeito topico do OFCC sobre o edema de orelha induzido pela
aplicacao intradérmica de histamina em camundongos Swiss. Os animais,
previamente anestesiados, foram pré-tratados com salina (C), dexametasona (DEX)
e OFCC concentrado. Apds 15 minutos, receberam intradermicamente na orelha
direita uma injecdo de 5 pL de solugdo de histamina 100 mg/mL. O efeito
antiedematogénico das substancias foi analisado através do percentual de edema
calculado a partir das massas de discos de 6 mm de diametro obtidos das orelhas
apds 2 horas de aplicacdo da histamina. Cada grupo representa a média de 6
animais e as barras verticais o E. P. M. As médias foram comparadas com o grupo
controle negativo (C) e foram consideradas significativamente diferentes para P <
0,05 (*P < 0,05 comparadas ao controle negativo. Analise estatistica: ANOVA
seguida do teste de Student-Newman-Keuls).
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4.3.7 Edema de orelha induzido por fenol

O OFCC bruto aplicado por via tépica (13 mg/orelha) demonstrou reducao
significativa no percentual de edema de orelha apés 1 hora da aplicacéo tépica de
fenol 10% em acetona, comparada com o grupo tratado com salina (controle
negativo), com efeito inibitério médio de 38,8% (P < 0,001). O grupo tratado com
dexametasona também demonstrou reducéao significativa (EIM de 29,5%, P < 0,01)
comparada com o controle negativo (Figura 17).
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FIGURA 17. Efeito tépico do OFCC sobre o edema de orelha induzido por fenol
em camundongos Swiss. Os animais foram pré-tratados com salina,
dexametasona (DEX) e OFCC concentrado. Apdés 15 minutos, receberam
topicamente 20 uL de fenol 10% (v/v) em acetona. O efeito antiedematogénico das
substancias foi analisado através do percentual de edema calculado a partir das
massas de discos de 6 mm de diametro obtidos das orelhas apdés 1 hora de
aplicacdo do fenol. Cada grupo representa a média de 6 animais e as barras
verticais o E. P. M. As médias foram comparadas com o grupo controle negativo
(salina) e foram consideradas significativamente diferentes para P < 0,05 (**P < 0,01
e P < 0,001. Andlise estatistica: ANOVA seguida do teste de Student-Newman-
Keuls).
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4.4 Efeito do OFCC no edema de pata induzido por carragenina — tratamento
agudo por via oral

O tratamento agudo por via oral do OFCC em 2% de Tween 80 nas
concentragdes de 200 e 400 mg/kg, comparado ao controle negativo (tratamento
com salina em Tween 80 2%), ndo demonstrou diferenca estatistica significativa em
nenhum horario de avaliacado (1 a 4 horas ap6s inducao do edema), apesar de que é
possivel perceber uma tendéncia de reducao pela dose de 400 mg/kg (com melhor
efeito), mas nao estatisticamente significante (P > 0,05). O controle positivo
(indometacina 10 mg/kg, v.0.) demonstrou reducao significativa no volume do edema
comparado ao controle negativo nos tempos 2 (0,17 £ 0,04 mL versus 0,34 + 0,03
mL, P < 0,01), 3 (0,22 =+ 0,04 mL versus 0,49 + 0,03 mL, P < 0,001) e 4 horas (0,20
0,04 mL versus 0,54 £ 0,03 mL, P < 0,001) ap6s indugdo do edema pelo agente
flogistico (Figura 15).
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FIGURA 18. Curva tempo-resposta do efeito do OFCC (tratamento por via oral)
sobre o edema de pata induzido por carragenina em ratos Wistar. Os animais
foram pré-tratados com veiculo salina em Tween 80 2% (controle negativo),
indometacina ou OFCC nas doses 200 e 400 mg/kg e ap6s 1 hora, receberam a
administragcdo intraplantar de carragenina. O efeito antiedematogénico das
substancias foi analisado através da variacdo do volume da pata medido através do
hidropletismégrafo nos tempos 0, 1, 2, 3 e 4 horas ap6s a administracdo da
carragenina. Os pontos representam a média de 6 animais e as barras verticais o E.
P. M. As médias foram comparadas com o grupo controle negativo e foram
consideradas significativamente diferentes para P < 0,05 (**P < 0,01; ***P < 0,001
comparadas ao controle negativo, ANOVA de duas vias seguido do teste de
Bonferroni).
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5 DISCUSSAQ
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5 DISCUSSAO

Os poucos dados etnofarmacolégicos relatam a utilizagdo do 6leo de pequi,
por comunidades do interior do Nordeste brasileiro, no tratamento de gripes,
afeccbes da garganta, contusdes, inchacos, inflamagdes cuténeas, ferimentos,
reumatismo e dores musculares (BRAGA, 1960; OLIVEIRA et al., 2007), sendo que
tais doencas representam processos patolégicos de origem inflamatéria. Segundo
Matos (2003), a aplicacao secular e a constatacéo popular da eficacia de um produto
natural j& demonstram sua relevancia como um importante fitoterapico. No entanto,
observa-se que os estudos acerca do possivel potencial farmacoldgico do éleo desta
espécie de pequi sdo escassos, ndo sendo encontrados na literatura especializada
indexada, até o momento deste estudo, nenhum registro que aborde o potencial anti-
inflamatério do 6leo da polpa de C. coriaceum.

O emprego de produtos naturais na medicina popular para o tratamento de
inflamacdes sugere que tais substancias possam ter principios ativos importantes
para o desenvolvimento de novos farmacos com esse objetivo.

A extracdo do 6leo da polpa de C. coriaceum (OFCC) se procedeu pelo
método de extracdo a quente com arraste dos constituintes por solvente organico
(acetato de etila) em extrator de Soxhlet, amplamente utilizado em laboratério para a
obtencdo de 6leos fixos. O 6leo obtido pelas comunidades tradicionais de forma
artesanal ocorre por intensa fervura de muitos frutos de pequi sem a casca e
mesocarpo externo (polpa com carogo), por um periodo de muitas horas
(FIGUEIREDO et al., 1989). Durante esse processo de fervura, o 6leo se desprende
da polpa dos frutos e, devido a sua baixa densidade e sua imiscibilidade a agua,
ocorre a formacdo de um sobrenadante, constituindo o 6éleo. Lima (1980) e
Figueiredo et al., (1989), ao compararem o 6leo fixo da polpa de C. coriaceum obtido
por extracao artesanal e com extrator de Soxhlet, constataram nao haver diferencas
significativas entre constantes fisicas, quimicas e o percentual de &cidos graxos
presentes em ambos os 6leos. O método de extracdo laboratorial foi adotado nesse
estudo por demonstrar maior rendimento comparado ao método artesanal (usando
um namero menor de frutos) e por ser um procedimento mais rapido de obtencao de
6leo fixo.
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A analise de uma amostra do OFCC através de CG/EM revelou a presenca de
acidos graxos saturados e insaturados (dados fornecidos na tabela 2), além de que
dados da literatura também confirmam a presenca de compostos carotenoides
(FIGUEIREDO et al, 1989). Essas substancias sugerem que o OFCC tenha
potencial antioxidante (HENRY et al, 2002; BARREIROS et al., 2006).

As espécies reativas derivadas do oxigénio (ROS) sao produzidas,
essencialmente, durante a fosforilacdo oxidativa e por ativacao de células fagociticas
durante uma explosado oxidativa. A producao excessiva de ROS e a peroxidacao
lipidica podem levar ao dano em lipidios, proteinas, membranas e acidos nucleicos e
também serve como um importante sinalizador intracelular que amplifica respostas
inflamatérias. Inimeros estudos demonstram o envolvimento de ROS nos processos
inflamatérios, como na patogénese das artropatias crbnicas inflamatérias, como a
artrite  reumatoide. Acredita-se que as ROS possam atuar como segundos
mensageiros para ativagdo do fator de transcricio NF-kB, que orquestra a
expressao de varios genes que perpetuam a resposta inflamatéria (SURH, 2005;
FILIPPIN et al., 2008).

Moléculas bioativas, tais como tocoferdis e carotenoides, entre outras, tém
por funcao impedir o ataque de ROS ou regenerar os danos causados em sistemas
biolégicos essenciais, contribuindo para reduzir cancer, doengas do coracao e outros
problemas degenerativos associados ao envelhecimento que pode ser causado pela
presenca de radicais livres (BARREIROS et al., 2006).

Henry et al (2002), ao testar a atividade antioxidante de varios acidos graxos
através da anadlise do modelo de oxidacao lipossdbmica usando espectroscopia de
fluorescéncia, constatou que os acidos palmitico, palmitoleico, linoleico, oleico, e cis-
11-eicosenoico (todos presentes no OFCC, ver tabela 2) demonstraram efeito
antioxidante na concentracédo de 60 ppm, comparados ao efeito antioxidante do BHA
(hidroxianisolbutilado, 1,8 ppm), BHT (hidroxitolueno-butilado, 2,2 ppm) e TBHQ
(terc-butil-hidroxiquinona, 1,66 ppm). Dos constituintes do OFCC testados
isoladamente, somente o acido estearico ndo demonstrou atividade antioxidante.

A radiagcdo UV é responsavel por numerosos danos a pele como, por
exemplo, o eritema calérico, a queimadura solar, o fotoenvelhecimento, a
fotossensibilidade e o cancer de pele. A fotossensibilidade pode gerar reacdes
fototoxicas e fotoalérgicas, que ocorrem quando substadncias quimicas sao

transformadas em metabdlitos toxicos através da biotransformacdo enzimatica
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causada pela acao da radiacao UV (SANTOS et al, 2001). As reacoes fototdxicas
desencadeiam eritemas, edemas, esfoliagbes e hiperpigmentacdo na pele,
decorrentes de exposicao & radiacdes solares e radiacoes de comprimento de onda
entre 200 e 400 nm. Ja as reacoes fotoalérgicas envolvem uma ativacdo do sistema
imune por promocgao de reagdes entre as substancias alergénicas e as proteinas da
pele em meio a luz solar, gerando uma resposta imunolégica e posterior producao
de anticorpos especificos (RAMOS et al, 2005). Substadncias como o 8-MOP
desencadeia atividade fotossensibilizante em micro-organismos (pela inibicdo das
colénias) e na pele (pela producdo de eritema, esfoliacdo e hiperpigmentagéo)
devido a geracado de substancias fototdxicas quando expostas a radiagcdo UVA. O
OFCC nao apresentou atividade fotossensibilizante, comprovando que o uso tépico
nao oferece esse tipo de risco para aplicacao tépica mesmo sob exposicao solar.

A atividade fotossensibilizante de uma substancia pode ser testada tanto por
métodos in vitro (ensaio de fototoxicidade microbioldégica) como in vivo
(fotossensibilizacao de substancia aplicada no dorso de roedores apds exposicao a
radiacao UVA). Segundo Ramos et al. (2005), em ambos os ensaios sao verificadas
0s mesmos resultados quanto a fototoxicidade. Optou-se por testar o ensaio de
fototoxicidade microbiolégica porque, além de ser uma alternativa a utilizacdo de
animais, ainda pode-se detectar a existéncia de atividade antimicrobiana da
substancia em estudo (0 que nao foi observado atividade antimicrobiana do OFCC
contra as cepas analisadas).

O potencial anti-inflamatério tépico do OFCC foi verificado com a aplicacédo do
modelo de edema de orelha induzido por varios agentes irritantes (GABOR, 2000).
Esses testes objetivam verificar o potencial antiedematogénico de substancias
aplicadas por via topica. Além de apontar possiveis propriedades terapéuticas de
substancias no tratamento de inflamacgdes cutdneas agudas, esses modelos também
fornecem indicios de propriedades importantes, como a absorcédo e a possivel acéo
local da substancia em estudo, devido a sua aplicacao direta no foco inflamatério
(VANE, 2000). Justifica-se a utilizacdo de diferentes agentes irritantes (6leo de
croton, capsaicina, AA, fenol) devido ao seu mecanismo de acdo edematogénica
distintos, simulando afeccbes cutaneas caracteristicas ou sugerindo o possivel
mecanismo de acdo antiedematogénica da substancia em estudo (BLAZSO &
GABOR, 1995).
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O 6leo de croton, extraido da planta Croton tiglum, tem como principios
irritantes ésteres de forbol, destacando-se como majoritario o 13-acetato de 12-o-
tetracanoilforbol (TPA, do inglés 12-o-tetracanoilphorbol-13-acetate) (LAPA, 2003).
Estudos afirmam que a inflamagdo aguda induzida pela aplicacao topica de TPA
ocorre devido ao aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagdo, resultando
em migracao de leucécitos polimorfonucleares (principalmente neutréfilos), liberacdo
de histamina e serotonina e moderada sintese de eicosanoides (6-ceto-PGF14, PGE>
e LTB4) (PUNGERO et al., 1998; BADILLA et al, 2007). O mecanismo pelo qual o
TPA exerce seu efeito € decorrente da ativacdo da proteina quinase C (PKC), que
por sua vez ativa outros grupos enzimaticos, como as proteinas quinases ativadas
por mitdgenos (MAPK) e a PLA,, que induz a liberacdo de PAF e AA que,
consequentemente, desencadeia a producdo de eicosanoides inflamatérios via
enzimas COX e LOX (FERRANDIZ et al., 1996; WANG et al., 2001; MURAKAWA et
al, 2006). O TPA também parece induzir a expressao de citocinas pré-inflamatérias
em queratinécitos da pele, desencadeando o processo inflamatério (WILMER et al.,
1994; REDONDO et al, 1997). Trabalhos recentes ainda apontam que o TPA
também ativa vias de sinalizagao intracelulares dependentes da enzima 6xido nitrico
sintetase induzivel (iNOS), que tem um papel fundamental no controle da resposta
inflamatéria na pele pela produgao de NO (MEDEIROS et al., 2009).

O edema de orelha induzido por 6leo de croton é um modelo bem
estabelecido para a investigacdo dos efeitos de compostos anti-inflamatérios
esteroidais e ndo esteroidais (TOWBIN et al., 1995). Farmacos inibidores das COX e
5-LOX, antagonistas de LTB,, inibidores seletivos de iINOS e corticoesteroides
podem demonstrar acado anti-inflamatéria tépica, com reducgao significativa do edema
em modelos animais de inflamacéao cutanea induzido por 6leo de croton ou TPA
(MURAKAWA et al, 2006; MEDEIROS et al., 2009). No entanto, ao comparar o
efeito antiedematogénico de anti-inflamato6rios esteroidais (ou corticoesteroides,
como a dexametasona) e ndo-esteroidais (AINE, como a indometacina), percebe-se
que corticoesteroides tem potencial antiedematogénico maior que os AINE
(BADILLA et al., 2007). Isso se justifica devido aos mecanismos distintos: os
corticoesteroides inibem a PLA,, interferindo na liberagdo de AA e liso-PAF
(precursor do PAF); impedem a producéao, por multiplas células, de fatores que sao
criticos na geracao da resposta inflamatéria; ocorrendo assim liberagdo diminuida de

fatores vasoativos e quimiotaxicos; secrecdo diminuida de enzimas disponiveis para
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sintese de intermedidrios de prostaglandinas; extravasamento diminuido de
leucécitos e fibrose diminuida. Os AINE ndo afetam a mobilizagdo de neutrdfilos,
mas impedem a sintese de intermediarios de prostaglandinas via inibicdo das
enzimas COX-1 e COX-2 (mediadores tardios), contribuindo assim para uma
diminuicdo do edema (RANG et al., 2007; STRUEBE, 1997). Tal situagao foi
constatada na quantificacdo do percentual de edema (Figura 8) e na analise
histopatolégica (Figura 9), tendo em vista que a dexametasona teve reducao maior
do edema comparada a indometacina (Figura 8).

Pode-se contatar na figura 8 que o OFCC demonstrou reducdo somente nas
concentracdes mais elevadas de 8 mg/orelha e éleo bruto (13 mg/orelha). O efeito
nao diferiu significativamente do efeito da indometacina, sugerindo uma acgao
inibitéria de mediadores tardios (STRUEBE, 1997). A observacao dos cortes
histoldégicos das orelhas tratadas com OFCC bruto também apresenta aspectos
semelhantes as orelhas tratadas com a indometacina (Figura 9). Com base nessas
observacdes, objetivou-se verificar se o OFCC em concentragdo menor (4
mg/orelha) é capaz de potencializar o efeito da indometacina (um inibidor da sintese
de prostaglandinas), também em concentracdo menor, no modelo agudo de edema
de orelha induzido por 6leo de croton. De acordo com a figura 10, a associacao das
duas substancias demonstrou reducdo significativa de 47,0%, o que sugere a
participacdo do OFCC na inibicao da sintese de prostaglandinas.

Os dados da curva de concentracao-resposta (figura 8) sugerem que a
disponibilidade dos acidos graxos presentes no OFCC apresentam atividade anti-
inflamatoria tépica satisfatéria somente em concentracées acima de 8 mg. Quirino
(2009), ao investigar o efeito cicatrizante do OFCC, constatou eficacia do 6leo bruto
na aplicacao local. Diante dessas observacoes, escolheu-se o OFCC bruto para a
investigacdo dos demais mecanismos nos demais modelos, objetivando também
minimizar o numero de animais utilizados.

Enquanto que uma aplicagcédo unica de 6leo de croton fornece dados quanto a
atividade antiedematogénica de uma substancia num processo inflamatério agudo, a
aplicagdo multipla de Oleo de croton, em dias alternados, avalia a atividade
antiedematogénica num processo inflamatério ja estabelecido, com caracteristicas
semelhantes a uma inflamacao crénica. A aplicacdo multipla de 6leo de croton
promove uma reacao inflamatéria persistente acompanhada do aumento da massa
das orelhas, intensa migracao de neutréfilos, macréfagos e linfocitos T (CD4, € CDg,)
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e hiperproliferagdo  epidérmica (acantose), demonstrando caracteristicas
encontradas em algumas doencgas inflamatérias cronicas da pele (STANLEY et
al.,1991). Corticoesteroides e inibidores da LOX demonstram atividade nesse
modelo, enquanto que os inibidores da COX e anti-histaminicos demonstram pouco
ou nenhum efeito (GREEN & SHUSTER, 1987). Por isso, esse modelo demonstra
acao de farmacos que influenciam a liberacdo de leucotrienos (STANLEY et al.,
1991). O OFCC foi capaz de inibir significativamente o efeito antiedematogénico da
aplicacao multipla de éleo de croton na orelha de camundongos apés 48 horas do
inicio do tratamento (figura 11).

Uma das caracteristicas que os 6leos vegetais, ricos em acidos graxos
normalmente apresentam, € uma composi¢cdo semelhante aos lipidios encontrados
na pele humana. O 6leo vegetal, quando aplicado na pele, ndo forma pelicula
continua devido a sua tensao superficial e imiscibilidade com agua, dispondo-se em
goticulas nos espacos interfoliculares e entre os poros sudoriparos. Apesar de haver
diferentes meios de permeacdo percutanea (absorcao), como por exemplo, por
difusdo através das células — penetragdo transcelular (através dos cornedcitos e
matriz lipidica intercelular), por difusdo entre as células — penetracéo intercelular (por
entre 0s cornedcitos e pela matriz lipidica) ou por difusdo através dos foliculos
pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas, e anexos pilosebaceos — penetracao
transanexal (ALLEN-JUNIOR et al., 2007) pode-se confirmar, com base nos dados
dos tratamentos agudos e cronicos, que a baixa biodisponibilidade local deve-se
provavelmente pela dificuldade de permeacao cutanea. O &cido linoleico (presente
no OFCC) tem sido relatado em varios trabalhos como importante na regulacao das
funcdes na barreira da pele (FORSLIND et al.,1997).

Segundo Crummey e colaboradores (1987), Young e colaboradores (1984) e
Punger6 e colaboradores (1998), a aplicacdo local de AA estimula uma resposta
inflamatéria rapida (comparada ao modelo induzido por 6leo de croton), sendo
possivel observar vasodilatagdo imediata e eritema nos 5 primeiros minutos, seguida
por desenvolvimento de edema apds 40-60 minutos e até 1 hora, coincidindo com
extravasamento de proteinas e leucécitos. O AA é o precursor de eicosanoides
inflamatérios, tais como a PGE,, LTB4, LTC4 € LTD4 (via producao pelas enzimas
COX-1, COX-2 e 5-LOX) que induzem a vasodilatacdo, quimiotaxia (principalmente
pelos leucotrienos), aderéncia leucocitaria, agregracao plaquetaria, edema, dor e
febre (IVERSEN & KRAGBALLE, 2000; MARCHIONNI et al., 2006). A literatura
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relata que inibidores da COX e LOX demonstram reducgéao significativa no percentual
de edema induzido por AA, enquanto que corticoesteroides demonstram menor
reducdo do edema ou nenhum efeito, comparada aos AINE’s (CARLSON et al,
1985; GABOR, 2000; BADILLA et al, 2007). Vale ressaltar que ha metabélitos do AA
também responsaveis por degranulacdo dos mastécitos, liberando histamina: isso
significa afirmar que o modelo de edema induzido por AA ndo € especifico para
identificar compostos que inibem exclusivamente a COX ou LOX, pois antagonistas
da histamina e antioxidantes também sao capazes de reduzir o edema induzido por
AA (YOUNG et al, 1984; CRUMMEY, 1987; BLASZO & GABOR, 1995).

Observamos na figura 13 que o OFCC bruto reduziu significativamente o
edema de orelha induzido por AA, demonstrando um percentual de edema menor do
que o grupo tratado com a dexametasona. A analise histolégica das orelhas
sensibilizadas com AA e tratadas com OFCC (figura 14) revelou pouco infiltrado de
células inflamatérias, semelhante ao observado nas orelhas tratadas com
indometacina. A dexametasona, como era de se esperar, tem maior quantidade de
infiltrado de células inflamatérias nesse modelo (GABOR, 2000). Os dados
sustentam que substancias do OFCC podem influenciar na producdo de
eicosanoides inflamatérios, que impediriam a quimiotaxia de células inflamatérias ou
aumento de permeabilidade vascular. A indometacina foi capaz de demonstrar o
menor edema, porém ela ndo impede que sejam produzidos leucotrienos, ja que ela
€ inibidora apenas de COX-1 e COX-2 (tendo mais seletividade para COX-1) (RANG
et al, 2007).

A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) € um alcaloide irritante presente
em plantas do género Capsicum (pimentas) e é responsavel pelo sabor picante dos
frutos dessas espécies. Quando em contato com a pele, a capsaicina exerce efeito
imediato sobre um alvo especifico, os receptores vaniloides TRPV1, também
localizados em fibras aferentes primarias do tipo C e parte das fibras do tipo Ad, que
produz resposta rapida através da liberacdo de neuropeptideos, como o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), substancia P (SP), taquicininas e as
monoaminas como a histamina e a serotonina (via ativacdo de receptores 5-HT))
(GABOR & RAZGA, 1992; INOUE et al, 1993; INOUE et al, 1995), que aumentam a
resposta inflamatéria neurogénica imediata, caracterizada por vasodilatacdo das
arteriolas, aumento do fluxo sanguineo e consequente extravasamento plasmatico e
sensibilizacdo a dor (GABOR, 2000).
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As pesquisas apontam que os farmacos inibidores de metabdlitos do &cido
araquidénico ndo apresentam reducao no edema de orelha induzido por capsaicina,
enquanto que a dexametasona, antagonistas da histamina e da substancia P sao
efetivos inibidores do edema induzido por capsaicina. Além do mais, bloqueadores
dos canais de Ca** e o vermelho de ruténio (um inibidor da capsaicina) também
demonstram acao antiedematogénica no modelo induzido por capsaicina, mas nao
no modelo induzido por AA (INOUE et al, 1993). Antagonistas do receptor de
bradicinina BK; também reduzem o edema de orelha induzido por capsaicina
(MANTIONE & RODRIGUES, 1990).

O OFCC nao demonstrou reducao significativa do edema de orelha induzido
por capsaicina (P > 0,05), sugerindo nao influenciar nas vias inflamatérias ativadas
pela capsaicina, como a ativagao dos receptores vaniloides ou da prépria capsaicina
(Figura 15).

A histamina é uma amina vasoativa liberada por mastécitios ativados pelas
proteinas do complemento C3a e Cb5a e por leucécitos ativados por IgE, sendo
responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular e tem acao vasodilatadora
(RANG et al., 2007; KINDT et al., 2008). A histamina, por sua acao rapida, também
esta envolvida nas reacgdes de hipersensibilidade do tipo imediata (BRAND et al.,
2002). Anti-histaminicos e corticoesteroides apresentam reducdo do edema nesse
modelo, o0 que se confirma com a reducdo do edema no grupo tratado com
dexametasona (Figura 16).

De acordo com a figura 16, o OFCC bruto nao foi capaz de demonstrar
reducado significativa do edema induzido por histamina, comparada ao controle
negativo salina (P > 0,05). Este dado sugere nao haver envolvimento do OFCC em
vias relacionadas com a histamina, acreditando-se ndo haver envolvimento do éleo
na inibicao de histamina produzida na acao edematogénica induzida por AA, e sim
na influéncia da produgédo de eicosanoides inflamatérios. Essa hip6tese ainda é
sustentada com o dado de potencializacdo do efeito da indometacina associada ao
OFCC.

O edema de orelha induzido por fenol € um bom modelo para simular uma
dermatite de contato. Quando ha o contato do fenol com a pele, os queratindcitos
produzem mediadores quimicos importantes na irritacdo primaria de contato,
incluindo citocinas associadas a propriedades pro-inflamatoérias, tais como IL-1q,
TNF-a e IL-8 (LIM et al, 2004). Essas citocinas pro-inflamatérias sdo produzidas por
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um mecanismo diferente das vias dependentes da PKC (como ocorre na inflamacgao
induzida por 6leo de croton). E provavel que a irritacdo cutanea seja desencadeada
pela ruptura da membrana plasmatica dos queratinécitos, que resulta na liberacao
da IL-1a pré-formada e de outros mediadores inflamatérios como os metabdlitos do
AA e de ROS, estes ultimos também formados devido ao estresse oxidativo
(WILMER et al, 1994; MURRAY et al., 2007).

O OFCC bruto reduziu de maneira significativa o edema induzido por fenol
(Figura 17) quando comparado com o grupo controle. Essa atividade pode estar
relacionada com a influéncia na producao de metabdlitos do AA e com sua atividade
antioxidante, por possuir acidos graxos com tal atividade (HENRY et al, 2002). Esse
dado também sugere a possivel utilizacdo do OFCC em dermatites de contato
irritativas.

De acordo com os modelos de edema de orelha induzidos por éleo de croton,
AA, capsaicina e fenol, observa-se que o OFCC demonstra comportamento
semelhante a farmacos que reduzem a producao de metabdlitos do AA. Sugere-se,
portanto, que a acao antiedematogénica do OFCC esteja ligado a fatores que
modifiquem a producdo de eicosanoides inflamatérios, podendo sua acao estar
relacionada com a inibicdo das enzimas COX e LOX ou com a producdo de
eicosanoides anti-inflamatorios (PGE+, lipoxinas ou outros).

Na literatura, alguns trabalhos tém destacado o efeito dos acidos graxos
encontrados no OFCC sobre eventos relacionados a processos inflamatérios.
Hoéhlfeld e colaboradores (2008) demonstraram que o os acidos oleico (AO) e
palmitico (AP) inibiram moderadamente a agregacdo plaquetaria induzida por AA
(7517 e 43+18% do controle, respectivamente, com P < 0,05), com pequena inibigao
da formacédo de tromboxanos. Henry e colaboradores (2002) observaram que o
acido oleico, na concentracado de 100 ppm, demonstrou atividade inibitéria moderada
para a COX-1 em torno de 25%. A partir do conhecimento dos acidos graxos
presentes no OFCC (Tabela 1), pode-se sugerir que o AO e o AP, componentes
majoritarios do OFCC, podem ser em parte relacionados a diminuicao da atividade
inflamatéria topica.

O &cido linoleico (AL), um n-6 poli-insaturado e também presente no OFCC,
tem sido apontado na literatura como pré-inflamatério e anti-inflamatério. O efeito
pré-inflamatério € apontado por ser precursor do AA via enzima A6-desaturase. Por

outro lado, o efeito anti-inflamatério se justifica pelas seguintes razdes: (1) o AL é
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precursor do acido 13-hidroxi-octadecaenoico (13-HODE) via 15-LOX, substancia
que inibe a producao de superoxidos, reduz a migracao de leucécitos PMN através
do endotélio ativado por citocinas, promove vasodilatacdo na artéria aorta € modula
as acgdes de leucotrienos e prostanoides (FRITSCHE, 2008); (2) os trabalhos de
Ringbom et al. (2001) e Henry et al. (2002) apontam o AL como inibidor da COX-1 e
COX-2 in vitro; (3) células humanas monociticas THP-1 in vitro tratadas com AL
tiveram reducéo significativa na secrecao de IL-6, IL-1B e TNF-a, comparadas com
células THP-1 tratadas com &cido palmitico (P < 0,05), diminuindo também a
expressao do gene do TNF-a e do fator de transcricdo NF-kB (ZHAO et al., 2005).
Além do mais, Ziboh e colaboradores (2000) afirmam que a enzima A6-desaturase €
deficiente na epiderme, concluindo, portanto, que ndao ha influéncia significativa do
AL na producao de AA via enzima A6-desaturase nesse local. O trabalho de Doherty
et al. (1988), no intuito de verificar o potencial edematogénico de acidos graxos
isolados em orelhas de camundongos, concluiu que somente o AA demonstrou
edema maior que outros acidos graxos testados (AL, DHA, EPA). Todos esses
dados sugerem a participagdo do AL na atividade antiedematogénica tépica do
OFCC.

Nao se pode descartar também o possivel envolvimento de lipoxinas,
substancias recentemente descritas que sao oriundas do metabolismo do AA via 15-
LOX e 5-LOX com potente atividade anti-inflamatéria (LAWRENCE et al., 2002;
FRITSCHE, 2008), nem a atividade antioxidante dos constituintes presentes, que
podem contribuir com a atividade anti-inflamatéria via reducao das ROS (conforme ja
fora comentado).

Em relacdo ao modelo de edema de pata induzida por carragenina, ndo se
observou diferencas significativas, em nenhum dos intervalos de tempo analisados,
no volume do edema dos animais tratados com OFCC solubilizado em salina em
Tween 80 2% nas concentracdes 200 e 400 mg/kg (v.0.), comparado com os valores
do edema dos animais tratados com salina em 2% de Tween 80.

A carragenina, usada como agente flogistico no modelo de edema de pata, é
uma substancia que provoca vasodilatagdo, aumento de permeabilidade e dor.
Observa-se 0 aumento do volume da pata ja na primeira hora apds a aplicacdo da
carragenina, devido a liberacdo de aminas vasoativas (histamina e serotonina) e
mediadores iniciais. O pico maximo do edema num grupo nao tratado com
substancias anti-inflamatdrias ocorre entre 3 e 4 horas, periodo que coincide com o
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aumento de eicosanoides pré-inflamatérios (mediadores tardios). (DI-ROSA et al.,
1971). Os animais tratados com corticosteroides (por exemplo, dexametasona)
demonstraram reducdo do edema ja na primeira hora de avaliagdo quando
comparados ao grupo nao-tratado; ja os animais tratados com anti-inflamatérios nao-
esteroides (por exemplo, indometacina) demonstraram reducdo do edema
significativa apdés 2 horas o que corrobora com o indicio de reducdo de
prostaglandinas e tromboxanos (mediadores tardios da inflamacao) via inibicdo das
enzimas COX e LOX (WINTER et al., 1962; DI-ROSA et al., 1971).

No modelo de edema de pata induzido pela aplicacdo intraplantar de
carragenina, observou reducédo significativa do edema dos animais tratados com
indometacina (P < 0,001) nos tempos 2, 3 e 4 horas apdés a aplicacao de
carragenina, comparados ao grupo tratado com salina em Tween 80 2% (Figura 18).
Tal observacao é esperada, pois a indometacina, quando administrada por via oral,
€ inibidora da COX-1 e COX-2, inibindo a sintese de prostaglandinas e tromboxanos
e, consequentemente, contribuindo para a reducdo do edema (VANE, 1971). O
tratamento agudo do OFCC por via oral nas concentragcdes 200 e 400 mg/kg nao
demonstrou reducédo estatisticamente significativa do edema de pata comparado ao
grupo controle (P > 0,05). Este fato se deve, possivelmente, a baixa concentracdo
de constituintes bioativos (acidos graxos) presentes no 6leo ao atingir a corrente
sanguinea, uma vez que, 0os acidos graxos ingeridos por via oral sdo metabolizados
no figado em moléculas importantes para varias vias metabdlicas, com importancia
nutricional ao individuo (SILVERTHORN, 2003).
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6 CONCLUSOES

e Os constituintes presentes no OFCC ndo apresentam atividade
fotossensibilizante na presenca de luz UVA sobre micro-organismos E. coli e
S. aureus. Também foi possivel observar auséncia de atividade
antimicrobiana contra os organismos testados. O ensaio sugere seguranca na
aplicacao tépica em contato com a luz UVA;

e O OFCC bruto e em concentracbes acima de 8 mg/orelha (edema induzido
por éleo de croton) possuem efeito anti-inflamatério quando administrado
topicamente em camundongos (efeito local);

e O OFCC demonstrou eficacia na redugdo de inflamagao induzida por
aplicagdao multipla de 6leo de croton cutanea crénica, com tratamento crdnico;

e A reducgao do percentual de edema induzido por &cido araquiddnico em orelha
de camundongos e a potencializacao do efeito da indometacina pelo OFCC
na aplicacdo tépica sugerem a diminuicdo dos efeitos de metabdlitos
inflamatérios do AA, podendo sua acgéo estar ligada a inibicdo de COX e LOX
ou receptores de prostaglandinas e/ou a producdo de eicosanoides anti-
inflamatdrios;

e O OFCC bruto nao foi capaz de reduzir o edema induzido pela capsaicina
nem pela histamina, sugerindo que o extrato bruto ndo inibe a liberacdo de
mediadores vasoativos como CGRP, substancia P, taquicininas, histamina e

serotonina;

e A aplicacdo de OFCC bruto em dermatites de contato irritativas demonstrou
ser eficaz pela reducao de edema induzido por fenol;

e A administrag&o por via oral do OFCC solubilizado em 2% de Tween 80 até a

concentragdo 400 mg/kg ndo demonstrou atividade anti-inflamatéria em ratos,
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demonstrando ndo haver efeito sistémico dos constituintes quimicos do
OFCC.

e Correlacionando os dados observados com a literatura, os &cidos graxos
presentes no OFCC (como o &cido oleico e linoleico) e os carotenoides
podem estar envolvidos na atividade anti-inflamatéria observada em
camundongos, seja pelo efeito antioxidante do 6leo (capaz de reduzir ROS)
e/ou por influéncia na producéo de metabdlitos derivados do AA.
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APENDICE A - TABELAS

Tabela A1. Percentual de edema de orelha (PE) induzido pela aplicacao unica
de 6leo de croton (OC) em camundongos Swiss e efeito inibitério médio da
inflamacao (EIM) apos tratamento com OFCC.

Tratamento!” OLEO DE CROTON

PE" (%) EIM (%)
Controle 167,3+9,6 —
IND 109,2 £15,0 * # 34,7 * #
DEX 245 +27 *** 85,4 ***
OFCC 1 mg/orelha 145,3 £ 18,7 13,2
OFCC 2 mg/orelha 143,2 + 10,1 14,4
OFCC 4 mg/orelha 149,8 £9,7 10,5
OFCC 8 mg/orelha 119,7+9,5 * # 28,5 * #
OFCC 12,5 mg/orelha (bruto) 113,8+144 * # 32,0 " #

) Controle: Salina + 2% Tween 80; IND: indometacina; DEX: dexametasona; OFCC: éleo fixo de C.
coriaceum.

® Dados expressos em média + E.P.M.

*P < 0,05 e ***P<0,001 comparadas ao controle; #P < 0,05 comparadas a DEX (ANOVA e Teste de
Student-Newman-Keuls).

Tabela A2. Percentual de edema de orelha (PE) induzido pela aplicacao
multipla de 6leo de croton (OC) em camundongos Swiss e efeito inibitério
médio da inflamacao (EIM) apdés tratamento multiplo com OFCC avaliados apoés
192 horas da primeira aplicacao de OC.

Tratamento!” OLEO DE CROTON

PE"® (%) EIM (%)
Controle 90,40 + 9,1 —
DEX 36,02 £ 3,8 *** 60,2 ***
OFCC bruto 53,01 +7,9 ** 41,4 **

) Controle: Salina; DEX: dexametasona; OFCC: dleo fixo de C. coriaceum.
® Dados expressos em média + E.P.M. **P<0,01; ***P<0,001 comparadas ao controle (ANOVA e
Teste de Student-Newman-Keuls).



107

Tabela A3. Percentual de edema de orelha (PE) induzido pela aplicacao de
acido araquidénico (AA) em camundongos Swiss e efeito inibitério médio da
inflamacao (EIM) apos tratamento com OFCC.

M AA
Tratamento PE? (%) EIM (%)
Controle 147,4 +7,2 —
IND 43,133 *** 70,8 ™
DEX 104,7 £13,4 *# 28,9 "#
OFCC bruto 74,09 £ 14,3 *** 49,7 ***

) Controle: Salina; DEX: dexametasona; OFCC: éleo fixo de C. coriaceum.

® Dados expressos em média £ E.P.M.

*P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 comparadas ao controle; #P < 0,05 comparadas a IND (ANOVA e
Teste de Student-Newman-Keuls).

Tabela A4. Percentual de edema de orelha (PE) induzido pela aplicacao de
capsaicina (CAP) em camundongos Swiss e efeito inibitério médio da
inflamacao (EIM) apos tratamento com OFCC.

(1) CAP
Tratamento PED (%) EIM (%)
Controle 35,11 £3,2 —
DEX 14,56 +1,4 ** 58,5 **
OFCC bruto 34,51 +5,7 1,7

""Controle: Salina; DEX: dexametasona; OFCC: éleo fixo de C. coriaceum.
® Dados expressos em média + E.P.M. **P<0,01 comparadas ao controle (ANOVA e Teste de
Student-Newman-Keuls).

Tabela A5. Percentual de edema de orelha (PE) induzido pela aplicacao
intradérmica de histamina em camundongos Swiss e efeito inibitério médio da
inflamacao (EIM) apos tratamento com OFCC.

Tratamento!” HISTAMINA

PE@ (%) EIM (%)
Controle 53,87 £12,3 —
DEX 18,4519 * 65,7 *
OFCC bruto 46,40 +7,5 13,8

" Controle: Salina; DEX: dexametasona; OFCC: éleo fixo de C. coriaceum.
@ Dados expressos em média £ E.P.M. *P<0,05 comparadas ao controle (ANOVA e Teste de
Student-Newman-Keuls).
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Tabela A6. Percentual de edema de orelha (PE) induzido pela aplicacao de
fenol em camundongos Swiss e efeito inibitério médio da inflamacao (EIM)
apos tratamento com OFCC.

) FENOL
Tratamento PE? (%) EIM (%)
Controle 188,7 £ 3,7 —
DEX 133,0 £8,7 ** 29,5 **
OFCC bruto 115,4 £ 152 *** 38,8 ***

) Controle: Salina; DEX: dexametasona; OFCC: 6leo fixo de C. coriaceum.
® Dados expressos em média + E.P.M. **P<0,01; ***P<0,001 comparadas ao controle (ANOVA e
Teste de Student-Newman-Keuls).



109

APENDICE B - PUBLICACOES

Submissao de Pedido de Patente:

Titulo: OLEO DA POLPA DO FRUTO DO PEQUI DO NORDESTE (Caryocar
coriaceum Wittm) OBTIDO COM SOLVENTES ORGANICOS: UM PRODUTO DE
ORIGEM NATURAL PARA USO EM SUPLEMENTOS VITAMINICOS, COMO
ANTIOXIDANTE E APLICADO AO TRATAMENTO DE INFLAMACOES
CUTANEAS AGUDAS E CRONICAS.

Autores: Rogério de Aquino Saraiva, Mariana Késsia Andrade Araruna, Glauberto da
Silva Qurino, José Galberto Martins da Costa, Marta Regina Kerntopf, Adriana Rolim
Campos Barros, Irwin Rose Alencar de Menezes.

Pedido submetido ao Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI, Brasil), no
dia 06/07/2009.

Apresentacoes de trabalhos em congressos:
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MENEZES, I. R. A. Topical anti-inflammatory activity of Caryocar coriaceum
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