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RESUMO

PERFIL QUIMICO E ENSAIOS BIOLOGICOS in vivo e in vitro DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO E FRACAO METANOLICA DAS FOLHAS DE Caryocar
coriaceum WITTM. (PEQUIZEIRO).

A maioria das plantas de uso na medicina popular ndo foi estudada quanto a sua composi¢édo
quimica, acdes farmacolodgicas. Patologias de pele e resisténcia microbiana sdo consideradas
problematicas prevalentes na medicina, além do fato de doencas que acometem a pele se
apresentarem de forma bem distinta, com perfis de tratamento e mecanismo variados.
Caryocar coriaceum Wittm. (Caryocaraceae) € uma planta nativa encontrada
predominantemente em regides de cerrado e cerraddo da chapada do Araripe (Ceara, Nordeste
brasileiro). Suas folhas s@o ricas em compostos fendlicos, fornecendo substancia tintorial e
também é empregada na medicina popular no tratamento de gripes, resfriados e disturbios
menstruais. Tendo em vista a viabilidade medicinal da espécie, bem como 0s escassos relatos
na literatura cientifica a respeito dos efeitos bioldgicos e propriedades apresentadas pelas
folhas de Caryocar coriaceum Wittm, vé-se necessario a investigacao fitoquimica, visando
acdo antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante favorecidas pela planta a nivel de
extrato hidroalcoolico e fragdo metandlica (EHFCC e EHFCC-FM). O perfil fitoquimico foi
analisado por métodos prospectivos e cromatograficos, onde se identificou como majoritérios,
0s metabolitos rutina (6.81%) e acido clorogénico (5.68%). Por meio de linhagens bacterianas
e fangicas foi analisado o potencial antimicrobiano de EHFCC e EHFCC-FM, onde
determinou-se uma CIM > 1024pg/mL para ambos o0s extratos, no entanto se observou efeito
modulatério sinérgico em percentual significativo sob cepas multiresistentes de bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Através do modelo de edema de orelha tdpico de
fase aguda, induzido por variados agentes flogisticos e crénico induzido por 6leo de croton,
foi possivel diagnosticar o potencial anti-inflamatorio e sugerir possiveis mecanismos de a¢do
para o extrato hidroalcodlico e fracdo metandlica das folhas de C. coriaceum. Os dados foram
avaliados estatisticamente em media + erro padrdo das médias (E.P.M), numericamente
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Student-Newman
Keuls, sendo aceitos como diferengas significativas valores de p < 0,05. A avaliacdo
antioxidante se deu pelo método de seqliestro de radicais livres DPPH para concentracdes de
EHFCC e EHFCC-FM variando entre 6,25 a 50 pg/mL diluido em etanol. Determinou-se a
CEso = 11,90 + 3,883ug/mL e 7,65 + 1,053 pug/mL respectivamente para extrato e fragdo. De
acordo com os resultados apresentados discute-se que os metabolitos secundarios presentes na
amostra favorecem diretamente para os resultados obtidos, bem como estima-se que a via de
acdo para a atividade anti-inflamatoria topica e antioxidante do extrato e fracdo das folhas de
C. coriaceum se hipotetizem na reducdo por meio da acdo da via lipoxigenase, bem como
subsidia referir ainda, estimulagéo via o0xido nitrico ou através de mecanismos antioxidantes
(como espécies reativas de oxigénio). Dessa forma conclui-se que EHFCC e EHFCC-FM
possuem relevante acdo bioldgica in vitro no que se remete as cepas bacterianas avaliadas e
radicais livres e in vivo, mediante atividade anti-inflamatoria tépica. De forma conclusiva, 0s
resultados permitiram inferir um potencial terapéutico tanto no que diz respeito a uma
atividade antimicrobiana como anti-inflamatéria que requerem estudos futuros mais
detalhados para fins de elucidacédo de hipoteses.

Palavras-chave: Caryocar coriaceum, antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana.
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ABSTRACT

CHEMICAL PROFILE AND BIOASSAY in vivo AND in vitro OF
HYDROALCOHOLIC EXTRACT AND METHANOLIC FRACTION OF Caryocar
coriaceum WITTM (PEQUIZEIRO) LEAVES.

Most plants used in popular medicine has not been studied regarding its chemical
composition, pharmacological actions. Skin pathologies and microbial resistence are
considered a troublesome prevalent in medicine,besides the fact that skin diseases presents
themselves in a distint form, with varied treatments profiles and machanisms. Caryocar
coriaceum Wittm. (Caryocaraceae) it's a native plant mainly found in regions of
Cerrado(Savahnna) of Chapada Do Araripe(Plateau),Ceara Brazil's Northern. Its leaves are
rich in phenolic compounds, used in dyeing amd also used in popular medicine to treat flu,
colds and menstrual disorders. In view of the medical viability of the species as well as the
few reports in the scientific literature about the biological effects and to the properties of
Caryocar coriaceum Wittm leaves, seems necessary a phytochemical research, aiming
antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant effects favored by the plant level of
hydroalcoholic extract and methanolic fraction (EHFCC and EHFCC-FM). The
phytochemical profile was analyzed by prospective and chromatographic methods, where the
majority identified were the metabolites rutin (6.81%) and chlorogenic acid (5.68%).By
means of fungal and bacterial lines was assessed the antimicrobial potential of EHFCC
EHFCC-FM, was determined a MIC = 1024 ug/mL for both extracts, however a synergistic
modulatory effect was observed in a significant percentage of multiresistant strains of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacterias. Using the model of acute ear edema
induced by various phlogistic and chronic agents induced by croton oil, it was possible to
diagnose the anti-inflammatory potential and suggest possible action mechanisms for the
hydroalcoholic extract and methanolic fraction of C. coriaceum leaves. The data were
statistically evaluated on average * standard error of mean (SEM), numerically subjected to
analysis of variance (ANOVA) and compared using the Student-Newman Keuls, significant
differences were accepted as p values <0.05.The antioxidant evaluation used the method of
kidnapping DPPH free radicals for concentrations aof EHFCC and EHFCC-FM ranging from
6.25 to 50 pg/mL diluted in ethanol. The determination of the EC50 = 11.90 + 3.883 pg/mL
and 7.65 + 1.053 pg/mL respectively for the extract and fraction. According to the results
presented it is argued that the secondary metabolites present in the sample directly to favor the
results obtained and it is estimated that the route of action for topical anti-inflammatory
activity and antioxidant of the extract and fraction of the leaves of C. coriaceum hypothesize
reduction through the action of lipoxygenase and subsidizes further noted, stimulation via
nitric oxide or antioxidants(like oxygen's reactive species). Thus we conclude that EHFCC
and EHFCC-FM and have significant biological activity in vitro when it refers to strains of
bacteria and free radicals and in vivo by topical anti-inflammatory. Conclusively, the result
showed a therapeutic potential as regards the anti-microbial and anti-inflammatory activity
that require further detailed studies for the elucidation of hypotheses.

Keywords: Caryocar coriaceum, antioxidant, anti-inflammatory , anti-microbial.
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos naturais para fins terapéuticos € uma pratica realizada desde tempos
remotos. A crenga no poder curativo de certas plantas, bem como substancias provenientes
delas fundamenta-se basicamente no conhecimento tradicional, cultural ou empirico
(LULLMANN et al., 2008), simbolizando muitas vezes o Unico recurso terapéutico de
diversas comunidades e grupos étnicos. Em varias regides do pais, desde as mais precarias em
recurso financeiro até mesmo nos grandes centros brasileiros, plantas medicinais séo
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais
(MACIEL, PINTO e VEIGA Jr., 2002).

A maioria dessas plantas de uso na medicina popular nao foi estudada quanto a sua
composi¢cdo quimica, acbes farmacoldgicas e reais indicagdes terapéuticas comprovada.
Estimando também os vegetais que ainda ndo foram identificados (PEREZ, 2004). As
observacBes populares a respeito do uso e eficacia de plantas medicinais contribuem de forma
relevante para a divulgacao das virtudes terapéuticas dos vegetais, mantendo assim, a pratica
do consumo de fitoterdpicos, validando informacgdes que foram acumuladas durante séculos
(MACIEL, PINTO e VEIGA Jr., 2002).

O Brasil é detentor de um terco da flora mundial, considerando-a em extenséo e
diversificacdo. A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal em crescente
ascendéncia, tendo 20% da populacdo consumido 63% dos medicamentos alopaticos, apesar
de ainda encontrar-se em posicdo desprivilegiada, ndo tendo uma atuacdo destacada no
mercado mundial de fitoterapicos. No contexto, o pais é tratado em condi¢des estruturais
abaixo de paises menos desenvolvidos tecnologicamente, mesmo diante do fato de que ha no
pais um namero significativo de pesquisadores que contribuem para o desenvolvimento da
quimica de produtos naturais, a quimiotaxonomia, a farmacologia de produtos naturais e areas
relacionadas (YUNES et al., 2001; FOGLIO 2006).

O aumento no interesse pela pesquisa farmacoldgica tem como um dos fatores de
contribuicdo a comprovada eficdcia de vérias substancias originadas das espécies vegetais
(FOGLIO, 2006). Os designados metabdlitos secundarios, pertencentes a varias classes de
compostos quimicamente definidos, sdo particularmente benéficos quando aplicados a

enfermidades diversas, como as de origem imunoldgica e inflamatéria (PAULA JUNIOR,
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2004). Diante disso extratos vegetais tém sido pesquisados por apresentarem tais propriedades
(BAKKALI et al., 2008), ressaltando a importancia da analise cientifica no sentindo de
lapidar as substancias naturais aumentando as propriedades benéficas desejadas, minimizando
seus possiveis efeitos toxicos e/ou adversos (SCHULZ, HANSEL & TYLER, 2002).

Os fitoterapicos constituem preparagdes formadas por extratos padronizados de uma
ou mais plantas que apresentam substancias ativas em sua composicdo. Os efeitos
farmacologicos observados referem-se a um Unico constituinte presente ou a interacdo de
varios constituintes quimicos do mesmo extrato (WAGNER & WISENAUER, 2006).

Além da busca de produtos que atuem no combate a doencas infecciosas e /ou
inflamatorias, e de agentes antibacterianos em virtude do aumento da resisténcia bacteriana
(LU et al., 2007), é dedicada atencdo especial aqueles produtos que possam agir como
antioxidantes, ou seja, que combatam o estresse oxidativo, coadjuvante na maioria dos
disturbios anteriormente relacionados (PAULA-JUNIOR, 2004).

O cerrado é o segundo maior tipo de vegetacdo brasileira em termos de area de
ocupacdo, sendo superado apenas pela Floresta Amazodnica (SANO & ALMEIDA 1998),
sendo um complexo vegetacional detentor de grande diversidade biolégica (RODRIGUES e
CARVALHO, 2001). Apresenta-se como a Unica &rea de Cerrado preservada no estado do
Ceara pela FLONA — Floresta Nacional do Araripe (MMA 1991), e tem como destaque a
espécie nativa oleifera Caryocar coriaceum WITTM (FIGUEIREDO, et al., 1989).

Pesquisas apontam 107 espécies vegetais, distribuidas em 41 familias e 85 géneros no
encrave de Cerrado da Chapada do Araripe (COSTA, ARAUJO E LIMA-VERDE, 2004).
Além da abundancia de espécimes, a Chapada se destaca em termos de extrativismo de
subsisténcia a favor das comunidades circunvizinhas, que habitam a &rea entorno da Chapada
do Araripe (AUGUSTO E GOES, 2008). Nesse ambito tem-se como uma das principais
fontes rentaveis e de subsisténcia o extrativismo do pequizeiro. O fruto, pequi, é utilizado
como alimento e remédio, (com indicacdo contra patologias inflamatorias e cicatrizantes)
gerando renda e substrato nutricional para as populagdes de baixo poder aquisitivo, do qual
também ¢é extraido dleo a partir de sua polpa para comercializagdo (MATOS, 2007).

Dessa forma, entende-se de suma importancia a realizagdo dessa pesquisa a respeito da
espécie Caryocar coriaceum Wittm., especialmente em se tratando da sua parte foliar, tendo
em vista também o0s escassos relatos na literatura cientifica a respeito dos efeitos bioldgicos e

propriedades apresentadas pelas folhas dessa espécie. Tal relato proporcionard a toda a
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comunidade cientifica e principalmente as comunidades que residem em torno da Chapada do
Araripe ampliacdo dos conhecimentos a cerca da espécie vegetal, e principalmente a
descoberta de outras propriedades ainda possivelmente desconhecidas da planta, atribuidas ao
uso de suas folhas.

Justifica-se ainda a analise bioldgica da espécie Caryocar coriaceum Wittm. a nivel de
extrato das folhas, devido ao fato de ndo haver na literatura relatos tratando de avaliacdo
bioldgica e quimica para essa especie vegetal, sendo este o primeiro relato biolégico das
folhas da espécie Caryocar coriaceum Wittm. Indicios etnofarmacoldgicos instigam e
favorecem a pesquisa, com o intuito de aprofundar o conhecimento e difundi-lo de forma

inédita a academia e sociedade em geral.
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2. REVISAO DE LITERATURA



2.1. A pele: bases estruturais

A pele se divide basicamente em trés camadas principais, a epiderme, a derme, e a
hipoderme, separadas por uma fina membrana basal. Tais compartimentos séo constituidos
por varios tipos celulares e estruturas especializadas (STRID et al., 2009), representados pela
figura abaixo (figura 1). A estrutura, as propriedades e a composicéo da pele variam conforme
a idade do individuo. O sistema tegumentar desempenha variadas fungdes, como protecdo
contra lesdes fisicas, quimicas e bioldgicas, impedir a perda de &gua, promocao a sensacfes
(dor, pressdo, tato e temperatura), sintetizar tipos de hormoénios e vitaminas (D), além de
promover a regulacdo térmica, metabolizar xenobidticos e excretar determinadas substancias
por meio das glandulas sudoriparas (CHOUNG et al., 2002; SAMPAIO et al., 2000).

Glandula
sebacea &
er,
A ) Camada cornea

Poro

Cor usculo
sudorlparo Sleeh

Epiderme - (queratinizada)
Terminagao
nervosalivre
Derme— Glandula

sudoripara

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Veia Foliculo piloso

Figura 1: Esquema estrutural da pele.

Fonte: BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008.
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A interacdo entre as células epiteliais possibilita o desenvolvimento de variadas
funcdes, desempenhadas pela pele, tornando-a capaz de responder a estimulos nocivos
provindos do meio externo; ela é a primeira barreira natural contra organismos invasores
(BURBACH et al., 2000).

A camada mais externa da pele, epiderme (SAMPAIO, 2000) de origem ectodérmica,
é um epitélio de revestimento estratificado e pavimentoso por conter vérias camadas de
células que vdo se achatando a medida que se tornam mais superficiais (KEDE e
SABATOVICH, 2004); Aproximadamente 80/85% da epiderme € constituida por
queratinocitos, 10/13% por melandcitos, 4% por células de langerhans e 1% por células de
Merckel (KOSTER e ROOP, 2004). A manutencdo do numero de células nesta camada
superior depende do balango entre a proliferacdo celular e morte celular dos queratindcitos.
Evento esse, governado pela comunicacdo paracrina e autdcrina via hormonios, fatores de
crescimento e citocinas ou ainda por intermédio de comunicacéo intercelular via célula-célula
e célula-matrix de adesdo ou comunicagdo intercelular na regido da “gap junction” (HAAS e
HERLYN, 2005).

Compreende as barreiras: 1) fisicas, que consiste principalmente do estrato cérneo,
juncdes intercelulares e proteinas do citoesqueleto; 2) quimicas e bioquimicas, que compdem
a funcdo antimicrobiana através dos lipidios, &acidos, enzimas hidroliticas, peptideos
antimicrobianos e células fagociticas; 3) imune-adaptativas, que sdo constituidas pelos
componentes humorais e celulares do sistema imune da pele (PROKSCH et al., 2008). A
principal funcdo da epiderme é a producdo da queratina, e as células que encontram-se
envolvidas nessa funcdo sdo denominadas queratindcitos (KEDE e SABATOVICH, 2004).

A derme consiste num tecido conectivo, cuja espessura é superior ao da epiderme,
porém com uma populacdo celular inferior. De origem mesodérmica, subdivide-se em dois
componentes: a porcao papilar e a porcdo reticular (KEDE e SABATOVICH, 2004). Esta
estrutura confere a pele elasticidade, forca tensil e resisténcia mecanica (HAAKE et al.,
2000). A derme é formada por fibras de colageno, embora menos compacta que a membrana
basal, sendo composta por fibroblastos dérmicos, além de possuir a maior concentracdo de
imundcitos da pele, particularmente visivel dentro das areas perivasculares. Células
dendriticas dérmicas, mastocitos, monaocitos, macrofagos, células T e células NK tambeém
podem estar presentes, bem como uma estrutura linféide ndo-organizada que poderia

assemelhar-se aos foliculos linféides ou placas de Peyer encontradas no intestino
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(SPELLBERG, 2000; STRID et al., 2009). Nesta camada ainda se encontram, glandulas
sudoriparas que secretam &cido lactico e &cido urico, e glandulas sebaceas, que produzem
triglicerideos e acidos graxos, que sdo microbicidas (FORTE, 2007). Durante um processo
inflamatério ou de cicatrizacdo ocorre 0 aumento da proliferacdo e da atividade de
fibroblastos em virtude da acdo de alguns mediadores pro-inflamatérios como a interleucina
la (IL-1a) e interleucina 1P (IL-1B) (FREINKEL e WOODLEY, 2000).

Os vasos sanguineos presentes na derme permitem que ocorra a infiltracdo de células
migratorias importantes no mecanismo de resposta da defesa inata ou imune e cicatrizacao,
como os macrofagos, linfécitos, eosinofilos, neutrdfilos, entre outras (RYAN, 2004). As
interacdes entre os variados tipos celulares presentes nas camadas da pele garantem a esse
orgdo responder efetivamente a uma gama de estimulos nocivos decorrentes na interface do

organismo com o meio externo (BURBACH et al., 2000).

2.2. Inflamacéo

As doencgas dermatoldgicas tém em sua etiologia componentes inflamatérios e/ou
imunologicos, nas quais incluem as dermatites, eczemas e psoriase. Caracterizam-se por
alteracbes cutaneas que conferem um aspecto desagradavel a pele, requerendo tratamento
prolongado, além de envolver componentes emocionais, 0s quais promovem recidivas ou
exacerbacdo das lesbes (SOARES, 1995). As patologias como dermatites e psoriase afetam
varios individuos no mundo e a prevaléncia dessas doencas tem duplicado nos Gltimos 10 a 15
anos (RUSSELJONES et al., 2005; LJUBOJEVIE et al., 2002). Os mecanismos envolvidos
na patogénese das doencas inflamatorias cutaneas podem ser distintos, sendo algumas
doencas iniciadas por um processo alérgico ou irritativo. Assim, as doencas inflamatorias
cuténeas ndo envolvem necessariamente o mesmo perfil e, nem conseqlientemente 0 mesmo
tipo de tratamento (FIRESTEIN, 2004; LEUNG et al., 2004).

De forma geral entende-se por inflamacdo uma resposta de defesa de um tecido vivo
vascularizado a um determinado estimulo nocivo, tais como microorganismos, toxinas,
células necroticas, entre outros (COTRAN et al., 2000). Esses estimulos desencadeiam uma
resposta imediata de protegdo, tendo como finalidade erradicar o agente agressor, evitando

dessa forma sua disseminagdo para outras regifes do organismo, promovendo 0 reparo
27



tecidual e restabelecendo a homeostasia da pele (FIRESTEIN, 2004). Sdo cinco os sinais
classicos considerados a nivel clinico de caracterizacdo da inflamacéo, representados por
calor, eritema, edema, dor e perda de funcédo, dependendo da exacerbacao da resposta (RANG
et al., 2007). Esses sinais sdo consequéncias de eventos vasculares (alteracdo do fluxo e
calibre dos vasos, aumento da permeabilidade ou extravasamento vascular) e celulares
(adesdo celular, quimiotaxia e ativacdo leucocitéria e fagocitose) (COTRAN et al., 2000).

Quando ocorre um dano tecidual o sistema imunologico aciona também quatro
sistemas que produzem mediadores da resposta inflamatdria, séo: sistema quinina,
coagulatorio, fibrinolitico e complemento; eles formam uma rede de processos integrados,
geradores de diversos mediadores (KUBY et al.,, 2008). Essas cascatas enzimaticas
supracitadas modulam o processo inflamatério responsivo produzindo bradicinina, trombina,
plasmina, ativando o sistema complemento, que por sua vez induz a liberacdo de histamina,
por intermédio dos mastécitos e quimiotaxia de neutréfilos, promovendo ativacdo de
mediadores celulares como, serotonina, proteinas dos sistemas, prostaglandinas, leucotrienos,
tromboxanos, fator de ativacdo plaquetaria, citocinas, Oxido nitrico, componentes
lisossémicos dos leucdcitos, neuropeptideos e radicais livres derivados do oxigénio
(COTRAN et al., 2000).

Dependendo do periodo de duragdo, a inflamacdo pode ser considerada aguda ou
cronica (SILVERTHORN, 2003). A resposta aguda resulta em poucos minutos em aumento
do aporte sanguineo e diminui¢do da velocidade do fluxo de sangue. Apds inicio de tais
mudancas vasculares, os neutréfilos se aderem as células endoteliais e migram para fora do
vaso nos espacos teciduais. Os macrofagos teciduais ativados decorrentes dessa migracdo
secretam IL-1, IL-6 e TNF-a indutores de algumas alteragdes sistémicas observadas nesse
tipo de resposta inflamatéria. Uma resposta aguda local pode ocorrer sem o envolvimento
direto do sistema imune; entretanto citocinas liberadas no local da inflamacdo facilitam a
aderéncia de células do sistema imune a células endoteliais vasculares e sua migracdo através
da parede dos vasos (figura 2). A proteina C reativa liga-se a uma ampla variedade de
microrganismos e ativa o complemento, resultando na deposicdo de opsonina C3b que
fagocitard microrganismo (KUBY et al., 2008).

Os eicosandides ndo séo encontrados pré-formados nas células, séo produzidos a partir
de precursores fosfolipidicos quando necessarios. Eles representam o0s mediadores e

moduladores mais importantes da resposta inflamatéria (RANG et al., 2007). O substrato para
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formacdo dos eicosandides é o acido araquiddnico (AA); a partir da lesdo celular ou liberagdo
de estimulos inflamatorios, tais como: acdo da trombina nas plaquetas, do fator do
complemento C5a nos neutréfilos, da bradicinina nos fibroblastos, das reacGes antigeno-
anticorpo nos mastaécitos e da lesdo celular promovida por diferentes agentes (ROS — espécies
reativas de oxigénio, UV-B, agentes quimicos), a enzima fosfolipase A, (PLA,) citosolica é
ativada liberando liso-PAF e AA (MORROW & ROBERTS-II, 2003; RANG et al., 2007).

O AA é o precursor de varios eicosanoides pro-inflamatorios, como as prostaglandinas
PGD2, PGE2, PGI2 (vasodilatadoras, hiperalgésicas, pirogénicas, inibem a agregacao
plaquetéria) e os leucotrienos LTB4 (quimiotaxina), LTC4, 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 € desencadeada pela 5-lipoxigenase (5-LOX) (MORROW & ROBERTS-II,
2003).
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Figura 2: Visdo geral das Células e Mediadores envolvidos em uma Resposta Inflamatoria
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agem como opsoninas, anafilatoxinas e agentes quimiotaticos. Bradicininas e fibrinopeptideos
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induzidos por dano tecidual medeiam as mudancas vasculares. Os neutrofilos geralmente séo
0s primeiros leucécitos a migrarem para dentro dos tecidos, seguidos por mondcitos e
linfocitos. Apenas algumas das interagdes envolvidas no extravasamento de leucécitos estdo
representadas. Fonte: KUBY et al., 2008, p. 370.

Na pele normal, a COX-1 encontra-se distribuida em toda epiderme, enquanto a COX-
2 esta localizada principalmente nos queratindcitos supra-basais, sendo essa isoforma
prontamente induzida frente a um estimulo inflamatério (RAUH, 2008). A prostaglandina E;
(PGE,) ¢ a principal prostaglandina presente no tecido cutaneo, modulando varios eventos
inflamatorios, como aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacd, favorecendo a
formacdo do edema e adesdo e diapedese dos neutréfilos e mondcitos. Entretanto, o trafego
dos linfocitos a partir do lamen pés-capilar para o meio intersticial ja € um processo mediado
em parte pelo LTB4 (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). As PGE, e PGD,, por sua
vez induzem a transcri¢ao de enzimas requisitadas para sintese de outra classe de eicosandides
envolvidos na fase resolutéria da inflamacdo, por exemplo, as lipoxinas (SERHAN e
SAVILL, 2005).

Outros mediadores quimicos também desempenham importante papel no decorrer de
um processo inflamatério cutdneo, como a histamina. Esta atua em vérios evntos fisiologicos
celulares, intervindo também nas reacdes alérgicas e na inflamagdo, sendo esse fato atribuido
como um dos principais motivos dos mastécitos encontrarem-se localizados na
microvasculatura dos tecidos que estdo em contato com o meio externo como a pele, 0s
pulmdes e intestinos. A histamina é liberada através do processo de exocitose durante reacdes
inflamatorias ou alérgicas, por meio da interacdo de fatores do sistema complemento (C3a e
C5a) e de antigenos com anticorpos IgE fixados nos mastocitos. Ap6s a degranulacdo dos
mastocitos, a histamina atua em receptores especificos (receptores histaminérgicos)
promovendo a constri¢cdo do musculo liso, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular
e prurido (RANG et al., 2007; SCHARAMM e THORLACIUS, 2004).

De forma resumida pode-se classificar as vias inflamatorias como dependentes do
acido araquiddnico ou independentes do acido araquidonico. Enzimas envolvidas na producgéo
dos eicosanoides inflamatorios, como a COX, LOX e PLA2, 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
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varios outros fatores, como os receptores TLR ou a presenca de espécies reativas de oxigénio
— ROS), a o6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS) que libera NO, sdo consideradas
integrantes da via inflamatoria independente de AA (ISSA et al., 2006).

A pele serve como um indicador de desordens enddgenas e, nela também, refletem-se
os danos oriundos da producdo excessiva de radicais livres e espécies reativas de oxigénio
(ROS) (PORTUGAL et al., 2007). Os radicais livres e ROS sdo formados por metabolismo
celular e degradacdo quimica espontanea de algumas biomoléculas (GROSS et al., 2002). Um
aumento nos niveis de ROS na pele pode levar a danos celulares que promovem varias
condicBes patoldgicas, como respostas inflamatorias (SONG et al., 2008). Além de que a
superproducdo ou remocao ineficiente de radicais livres, denominada estresse oxidativo,
contribui com o surgimento de lesbes na pele, expressas através de eritemas, edemas,
envelhecimento, inflamacdo, manifestacdo auto-imune, hipersensibilidade, queratinizacdo
anormal e cancer de pele (PORTUGAL et al., 2007).
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Figura 3: Vias inflamatorias dependentes e independentes do &cido araquiddnico (AA).
Fonte: Adaptado de ISSA et al., 2006. Designer autora.
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2.3. Resisténcia bacteriana e a aminoglicosideos

O termo resistente se refere aqueles microrganismos que ndo séo inibidos pelas
concentragdes habitualmente alcancadas no sangue ou tecidos do correspondente
antimicrobiano utilizado, ou aqueles que apresentam mecanismos de resisténcia especificos
para o0 agente estudado ao qual ndo havia uma adequada resposta clinica quando usado como
tratamento (MOTA et al., 2005). A resisténcia bacteriana pode ser transferida por mecanismos
diversificados, estabelecendo-se entre microrganismos de uma mesma populacdo ou de
populagdes divergentes, bem como da microbiota animal para microbiota humana e/ou vice-
versa (MOTA et al., 2005).

Nas décadas de 60 e 70 surgiram linhagens de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina, concomitante ao aparecimento de cepas de Escherichia coli resistentes a
ampicilina; resultantes do uso indiscriminado de penicilinas semi-sintéticas e cefalosporina e
ampicilina respectivamente (ROSSI et al., 2005).

Enquanto a resisténcia microbiana cresce drasticamente, as pesquisas em termos de
antibioticos estdo tornando-se bem escassas. O percentual de publicacGes referentes a novas
atribuicBes de resisténcias microbianas aumentou de 11% para 34% da década de 70 para
década de 90 (SWARTZ, 2000).

O surgimento da resisténcia a antibi6ticos foi, é e provavelmente continuara a ser uma
das maiores problematicas da medicina; tendo em vista a causa determinada por mutacao
espontanea e recombinagdo génica, o que cria uma variabilidade genética onde atua a selecdo
natural (MOTA et al., 2005). A resisténcia aparece pelo dinamismo do genoma bacteriano.
Embora pequeno e econdmico, as atividades essenciais de uma bactéria sdo codificadas por
um sO cromossomo, e as nao-essenciais como defesas contra drogas e transferéncia génica,
sdo geralmente codificadas por elementos méveis (MOTA et al., 2005). Como consequéncias
da situacdo de resisténcia instaurada estdo o aumento da morbimortalidade entre pacientes, a
reducdo do numero de drogas utilizaveis por futuras geracdes de pacientes, além do impacto
econdmico trazido pelos custos ao combater as novas infec¢cdes (McGOWAN JR, 2004).

Os aminoglicosideos compdem uma classe de moléculas que apresentam um nucleo

aminociclitol, podendo ser estreptidina ou a 2-desoxiestreptamina (JANA et al., 2006). S&o
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ativos preferencialmente contra bacilos Gram-negativos e cocos Gram-positivos aerobicos
(MINGEOT-LECLERCQ et al., 1999).

A ndo uniformidade da resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos de forma geral € o
evento primordial nesse aspecto de resisténcia. Especialmente quando a resisténcia bacteriana
é mediada por enzimas modificadoras, onde se observa um padrdo de inativacdo diferente
para cada enzima em relacdo aos variados aminoglicosideos (BARROS, 2001). Varios
mecanismos podem conferir resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos. Um primeiro
mecanismo, a diminuicdo da permeabilidade, tende a conferir resisténcia em alto nivel a
praticamente todos os aminoglicosideos simultaneamente, como ocorre com o evento de
alteracdo na expressdo da proteina de membrana OppA (uma proteina ligadora de
oligopeptideos) em cepas laboratoriais e clinicas de Escherichia coli (ACOSTA et al., 2000).
As bombas de efluxo, formadas por proteinas triméricas sdo canais constitutivos da membrana
celular, atuando na expulsdo ativa de compostos tdxicos a célula, incluindo antimicrobianos,
sendo potencializado efeito agindo de forma sinérgica a atuacdo das porinas
(CHUANCHUEN, 2002).

Uma modificacdo que tem sido observada no quadro da resisténcia a aminoglicosideos
a nivel mundial é o aumento da complexidade dos mecanismos, geralmente envolvendo a
combinagdo de duas enzimas modificadoras distintas O-fosforilagdo ATP dependente
(fosfotransferases: APH); O-adenilacdo ATP dependente (adeniltransferases, ou
nucleotidiltransferases: ANT); e N-acetilacdo acetil-CoA dependente (acetiltransferases:
AAC) (WARN, 1997).

2.4. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é uma condicao celular ou fisiologica de elevada concentracéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS), causadores de
danos moleculares as estruturas celulares, apresentando consequente alteracdo funcional e
prejuizo das funcdes vitais, em variados tecidos e 6rgdos, como mausculo, figado, tecido

adiposo, vascular e cerebral. O efeito deletério desse evento, entretanto, varia de forma
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consideravel entre os seres vivos, levando em consideracdo fatores como idade, estado
fisiologico e dieta alimentar (VANCINI, 2005).

Radicais livres sdo considerados substancias que carregam um elétron
desemparelhado. S&o espécies altamente reativas e multiplicam-se no curso de varios
processos fisiologicos, em especial eventos da cadeia respiratdria, devido a redugdo parcial de
oxigénio, e oxidagOes catalisadas pelas oxigenases. Tais reagOes ocorrem comumente, uma
vez que 0 oxigénio € excelente aceptador de elétrons, formando as descritas espécies reativas
de oxigénio (EROs), as quais incluem radicais como radicais hidroxil (OH") e anion
superdxido (O,"), dioxido de nitrogénio (NO,™); bem como moléculas nédo radicalares como o
peroxido de hidrogénio (H,0,), peroxinitrito (ONOQ), acido hipocloroso (HOCI’), anion
hidroxila (HO") entre outros. Esses compostos possuem alta reatividade e podem dirigir a
lipoperoxidacdo, oxidacdo de carboidratos, proteinas e DNA (PRATICO e DELANTY,
2000).

A produgdo de radicais livres é controlada nos seres vivos pela agdo de diversos
antioxidantes, podendo ser de origem enddgena (superoxido dismutase) ou provenientes da
dieta alimentar e outras fontes. Entre essas fontes destacam-se os tocoferdis (vitamina E),
acido ascorbico (vitamina C), polifendis, selénio e carotendides. Uma vez havendo limitacao
da disponibilidade de compostos antioxidantes, podem ocorrer lesdes oxidativas de carater
cumulativo. Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar  ou desativar os radicais livres antes
gue estes ataquem os alvos biologicos nas células (SOUSA et al., 2007).

O estresse oxidativo relaciona-se com diversas patologias, uma vez que alteracdes no
equilibrio redox podem ser tdxicas, e determinantes do tempo de vida celular (PARKES et al.,
1998). Os metabdlitos de EROs associam-se a processos neurodegenerativos e outros
patogenias como cancer, catarata, isquemia, efisema pulmonar, envelhecimento precoce, além
de reacdes inflamatorias. Onde nessas condi¢des, macréfagos e neutréfilos produzem EROs
como primeira linha de defesa contra bactérias, virus, metéstases e demais agentes invasores
estranhos ao organismo (HAVSTEEN, 2002; FUJITA et al., 1988). Além disso, a producgéo
de radicais livres acelera a formacdo de eicosandides e citocinas, exacerbando a resposta
inflamatoria. Tal reacdo € um importante mecanismo de defesa, no entanto um excesso na
formagéo de EROs pode levar a oxidacdo e perda de funcdo de moléculas essenciais (grupos
sulfidrilicos de proteinas e enzimas, lipideos de membrana, acidos nucléicos) (HADDAD,
2002).
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2.5. Caryocar coriaceum Wittm. (Caryocaraceae)

Pertencente a ordem Malphighiales, a familia Caryocaraceae contém 25 espécies
(STEVENS, 2008) das quais 15 sdo encontradas na flora brasileira (BARROSO et al, 2002); é
predominantemente neotropical e apresenta dois géneros: Anthodiscus e Caryocar (KERR et
al, 2007). A origem do nome Caryocar provém do grego Karyon=noz, ndcleo + caro= carne
(KERR et al., 2007).

O cerrado, a segunda maior vegetacdo brasileira (SANO e ALMEIDA, 1998) abriga
caracteristicamente espécies comuns do género Caryocar, como Caryocar brasiliense Camb.
(FERNANDES, 2004) e Caryocar coriaceum Wittm. (LORENZI, 1992). H& presenca
marcante de C. brasiliense Camb. em regides do sul dos estados da Bahia, Maranh&o, Para,
norte do Mato Grosso, Goias, Parané e Tocantins, ainda em Minas Gerais, Piaui, Rondénia,
Sao Paulo e Ceara (SANO e ALMEIDA, 1998; EITEN, 1972; KERR et al., 2007). Ja a
espécie C. coriaceum Wittm. € comumente encontrada em regides de cerrado nos estados da
Bahia, Goias, Piaui, Ceara e Pernambuco (LORENZI, 1992).

Localizada na divisa dos estados brasileiros Ceard, Piaui e Pernambuco (figura 4), a
Chapada do Araripe abriga uma Floresta Nacional (1946), uma Area de Protecio Ambiental
(1997) e um Geoparque (2006). Apresenta uma area de 55.000km? (AUGUSTO e GOES,
2007), na regido do Cariri — Crato, Ceara — instiga a atencdo da comunidade cientifica por sua
estrutura geoldgica (bacia sedimentar), suas jazidas fossiliferas, seu clima e suas diferentes
formagdes vegetais (SARAIVA, 2009), as quais podem, de maneira simplificada, ser
estratificadas em mata Umida, cerraddo, cerrado, carrasco e caatinga (AUGUSTO e GOES,
2007). Exclusivamente situa-se uma area preservada do bioma Cerrado (COSTA, ARAUJO e
LIMA-VERDE, 2004) encontrando-se predominantemente a espécie nativa oleifera Caryocar
coriaceum Wittm. (FIGUEIREDO et al., 1989; OLIVEIRA et al., 2004).
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Figura 4: Chapada do Araripe: Localizagdo geografica, entre os limites dos estados de
Ceard, Piaui e Pernambuco. Fonte: <http://maps.google.com.br/maps.

Caryocar coriaceum, é uma espécie arbdrea frondosa, ultrapassando 10 metros de
altura, conhecida popularmente por piquizeiro (py-qui, py-pele, casca; qui-espinho; casca
espinhenta — decorrente da presenca de espinhos no endocarpo interno) (LORENZI, 1992), de
tronco tortuoso, aspero e sulcado, apresentando casca espessa e cor acinzentada (figura 5). Os
ramos sdo grossos e as folhas opostas e trifolioladas, foliolos ovais, verde-luzentes,
aveludados e mais ou menos coriaceas, com auséncia de pelos (figura 6). Suas flores sdo
grandes de pétalas amareladas e adjuntas em cacho (SILVA e MEDEIROS FILHO, 2006;
BRAGA, 1960;). Segundo Silva et al., 2006, as folhas priméarias surgem 30 dias apos a
emergéncias da plantula, seguindo pela formagdo de um novo par, sendo estes simples,
opostos cruzados, glabros, de consisténcia membranacea, nervacdo do tipo peninérvea, apice
arredondado, de base cuneada e margens serradas; surgindo o terceiro par, as folhas assumem

caréater definitivo (descrito acima).
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Figura 5: Pequizeiro (Caryocar coriaceum) — arvore. Localizada na Chapada do Araripe,
Crato-CE. Margo de 2009. Fonte: SARAIVA, 2009.
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Figura 6: Aspecto geral da folha de C. coriaceum Wittm. (pequi). Parte anterior (esquerda) e
posterior (direita). Fonte: autora.

O fruto mostra-se drupaceo, ovoide, constituido de epicarpo, mesocarpos interno e
externo e endocarpo, onde o mesocarpo interno (polpa do fruto) é comestivel, oleaginoso e
aromatico, de coloracdo amarelada; sendo o epicarpo de coloragéo verde-escura e o endocarpo
castanho-escuro, envolvido externamente por espinhos (BARRADAS, 1971; PAULA-
JUNIOR, 2004; BRAGA, 1960).

O C. coriaceum apresenta comportamento sazonal, com periodo de floragdo ocorrente
entre 0os meses de Setembro e Novembro e sua frutificagdo entre os meses de Dezembro e
Abril, periodo tal conhecido como o da safra do pequi (BRAGA, 1960; COSTA; ARAUJO &
LIMA-VERDE, 2004). Comunidades circunvizinhas da cidade de Crato e encostas da
Chapada do Araripe dedicam-se a coleta do fruto do pequizeiro e extracdo de seu 6leo na
floresta de forma artesanal, demonstrando sua atividade rentavel (LIMA et al., 2006). Além
de sua importancia econdmica, possui relevancia nutricional e medicinal verificada mediante
estudos (OLIVEIRA et al., 2004; LIMA et al., 2006). Dentre as atribui¢fes farmacoldgicas
refere-se agdo antiinflamatoria topica e cicatrizante (SARAIVA et al., 2010; QUIRINO,
2009).
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Na medicina tradicional faz-se uso das folhas de Caryocar brasiliense Cambess., na
forma de decocto, contra gripes, resfriados e disfungdes menstruais, podendo atribuir também
tais utilidades a espécie Caryocar coriaceum Wittm (AGRA et al., 2007). Aplicam-se
também, na forma de infusdo, para o tratamento de doencas hepaticas (BEZERRA et al.,
2002). Ainda, o extrato etanolico das folhas apresentou atividade contra sarcoma 180 que €
um tipo de cancer de pele (OLIVEIRA et al., 1968).

Bezerra et al (2002), verificaram atividade tdxica de Caryocar brasiliense contra
Biomphalaria glabrata, quanto a acdo moluscicida. Cardoso (2001) tratou grupos de
camundongos com extrato bruto das folhas de C. brasiliense contra proliferacdo de
Leishmania amazonensis, apesar de ndo terem adiado o desenvolvimento das lesdes,
mantiveram-nas menores comparados ao grupo controle.

Marques et al (2002), investigaram efeito fungitoxico de Caryocar brasiliense
Cambess. sobre a germinacdo de esporos da Botrytis cineria, Colletotrichum truncatum e
Fusarium oxysporum, sendo que de todos os extratos testados entre folhas, botdo floral e
mesocarpo, nenhum apresentou atividade. Da mesma forma, Passos et al (2002), através da
técnica de diluicdo em agar, verificou a atividade antifingica de diferentes constituintes de C.
brasiliensis Cambess. sobre Cryptococcus neoformans, observando inibicéo.

A partir do extrato metanolico das folhas do pequizeiro, Moreira et al (2002), testaram
o0 potencial alelopéatico sobre germinacdo de sementes de Panicum maximum, demonstrando
valores de inibicdo entre 50% e 75%.

Ribeiro et al (2009) realizou prospeccdo fitoquimica do extrato hidroetandlico das
folhas de C. brasiliense, verificando a presenca flavondides, saponinas, taninos e glicosideos
cardiotdnicos, bem como a auséncia de alcal6ides e glicosideos antraquindnicos. Da mesma
forma, Paula-Junior (2004) ao realizar a abordagem fitoquimica do pequi, verificou também
presenca de flavondides e saponinas, além de Oleos essenciais, taninos condensados e
hidrolisaveis.

Ainda no trabalho de Paula-Junior (2004) foi observada atividade antioxidante e
antimicrobiana de C. brasiliense Cambess. O extrato das folhas ainda apresenta acéo
antimicrobiana contra cepas de Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus, avaliada pelo método de difusdo em agar; sendo

também eficiente contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis in vitro, bem
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como contribui para o desenvolvimento dos fungos patogénicos Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Paracoccidiodes brasiliensis.

A literatura relata ainda a presenca de varios compostos nas folhas da espécie C.
brasiliense como friedelina, friedelanol, acido oleandico, B-sitosterol, estigmasterol, &cido
elagico, B-amirina e acido oleandlico (OLIVEIRA et al., 1968), heterosideos antocianicos,
saponinas, taninos, flavondides, esterdides e osidios redutores em folhas (MAGALHAES et
al., 1988); acucares redutores, taninos, flavonoides, esterdides, triterpenos e saponinas na
folha e botdo floral (MARQUES, 2001);
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3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Identificar quimicamente e verificar o potencial farmacoldgico in vivo e in vitro do

extrato hidroalcoolico e fracdo metandlica das folhas de Caryocar coriaceum Wittm.

3.2. Objetivos especificos

e ldentificar as principais classes quimicas presentes no extrato e fracdo das folhas de

Caryocar coriaceum Wittm;

e Auvaliar o efeito anti-inflamatorio topico do extrato hidroalcodlico e fracdo metandlica
das folhas de C. coriaceum Wittm. através de modelo de edema de orelha (agudo e

crénico) induzido por diferentes agentes flogisticos;

e Investigar possiveis mecanismos de acdo anti-inflamatoria para o extrato e fracdo
metanolica através de seu efeito sobre variados agentes flogisticos: 6leo de croton,

acido araquidonico, fenol e histamina;

e Verificar o potencial antioxidante do extrato e fracdo, determinando sua concentracdo
eficiente em 50% (CEsy);

e Avaliar agdo antibacteriana e antifungica, bem como efeito modulatério do extrato e

fracdo de C. coriaceum Wittm. frente a cepas Gram-positias e Gram-negativas e

multirresistentes;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais utilizados

4.1.1. Material permanente e equipamentos utilizados

e Balanga analitica de precisdo (Metler Toledo AB204)

e Banho-maria (Modelo 100, Fanem Ltda.)
e Estufa de secagem e esterilizacéo

e Espectrofotdmetro

e Liofilizador

e Materiais de biosseguranca

e Material cirdrgico

e Perfurador de couro (circunferéncia de 6 mm @)
e Pipetas automaticas (Maxipette)

e Placas de microtitulacao

¢ Rotaevaporador (Fisatom)

e Reldgios

e Seringas estéreis (1 mL, 3mL e 5mL)

e Tubos Eppendorffs

e Vidrarias gerais



4.1.2. Substancias, reagentes e soluctes

SUBSTANCIA

Acetato de etila P.A.

Acetona P.A. (propanona)

Acido acético P.A.

Acido araquiddnico

Acido ascorbico

Acido cloridrico10% e 1%

Brain Heart Infusion (BHI)

Cloreto de ferro

Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®)
Cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®)
Draggendorff

Dexametasona (Decadron®)

Etanol P.A.

Eter etilico

Fenol 99%

Hidrdoxido de sodio 40%

Agar Heart Infusion (HIA)
Histamina

Indometacina (Indocid®)

ORIGEM
Dinamica, Brasil
Dinamica, Brasil
Fluka, Alemanha
Sigma, USA
Vetec, Brasil
Vetec, Brasil
Biosystems, Brasil
Dinamica, Brasil
Syntec, Brasil
Syntec, Brasil
Vetec, Brasil
Ache, Brasil
Dinamica, Brasil
Din&mica, Brasil
Sigma-Aldrich, USA
Dinémica, Brasil
Difco, Brasil

Sigma, USA

Merck Sharp & Dohme, Brasil
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Metanol Synth, Brasil
Oleo de créton Sigma, USA

Solugao fisiologica NaCt 0,9% FARMACE, Brasil

4.2. Aspectos éticos da pesquisa

O projeto de dissertacdo foi embasado junto as normas de Bioética reconhecidas pela
lei: 11.794/08, a qual regulamenta o uso de animais para procedimentos cientificos; E cria as
comissdes de ética para uso de animais em instituicbes de pesquisa (GOLDIM e
RAYMUNDO, 2008). Foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da
Universidade de Fortaleza (UNIFOR) para avaliacdo dos protocolos experimentais, sendo

aprovado com nimero de registro: 10-020.
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4. 3. Material botanico

Figura 7: Exsicata de Caryocar coriaceum Wittm. (pequizeiro). Coleta: Outubro de 2008, em
area de Cerrado na Chapada do Araripe, Crato-CE (7°21° S; 39°28°W; Altitude: 892 m)
(SARAIVA, 2009).

As folhas do pequizeiro para preparacdo do extrato liofilizado foram obtidas da
espécie Caryocdar coriaceum Wittm. em &rea de cerrado na Chapada do Araripe (Fazenda
Barreiro Grande, Crato-CE, 7°21° S; 39°28* W; altitude : 892m), coletados no més de margo
de 2010 por intermédio de moradores locais. A exsicata da planta (figura 7) foi identificada
pela Profd. Dra Ligia Queiroz Matias e depositada no Herbario Prisco Bezerra (Universidade
Federal do Ceard), sob n° 44523.
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4.4. Obtengéo do extrato e Fracionamento

As folhas do pequizeiro foram postas para secagem por um periodo de 48h entre
intervalos de sol forte. Em seguida 194.97g das folhas trituradas foram acondicionadas em
frasco de vidro juntamente com 1L da mistura agua/ etanol (1:1). Ap6s 72h, o etanol foi
destilado em evaporador rotativo (rotacdo entre 27 a 30 rpm, 45°C), seguido de liofilizacéo,
concluindo o procedimento.

O extrato obtido foi fracionado por filtracdo a vacuo, utilizando quatro solventes (em
escala de polaridade) hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. O melhor rendimento

foi dado pelo metanol: 15.59% resultando em fracdo metandlica (figura 8).
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194.97g
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A 4

\ 4 A 4

[ Solido desprezado ] [Solugao aquosa ]

2. Concentragdo em evaporador

rotativo
v

[ Liofilizagio ]

A 4
Filtragdo a
Vacuo

3. Fracionamento

\ 4

Funil de buchinner e
kitassato

4. Solventes organicos

\ 4

Fracdo metandlica
15.59%

Figura 8: Etapas de obtencao do extrato das folhas do pequizeiro e fracionamento.
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4.5. Prospeccao fitoquimica

A pesquisa fitoquimica visa o conhecimento dos constituintes quimicos presentes em
espécies vegetais. Podendo ser definido na andlise fitoquimica preliminar grupos relevantes
de metabolitos secundarios da espécie determinada (SIMOES et al., 2007). A prospeccio
fitoquimica seguiu a proposta de Matos, 1997 considerando suas etapas de determinacdo
qguanto a classe e subclasse do metabolito secundario. O processo se refere a exposi¢cdo do
produto natural em meio &cido ou basico resultando em colorimetria e/ou precipitagdo no

referente meio.

4.6. Identificacdo em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

A cromatografia de alta eficiéncia consiste em um dos métodos analiticos mais
utilizados para fins qualitativos e quantitativos, devido a sua adaptabilidade para determinar
quantitativamente com boa sensibilidade, possibilitando a separacéo de espécies ndo volateis
e termicamente instaveis, destacando-se na inddstria farmacéutica, assim como sua
aplicabilidade em determinagdes ambientais e em outros campos da ciéncia (TONHI et al.,
2002).

As analises cromatogréficas foram realizadas na Universidade Federal de Santa Maria
(Rio Grande do Sul), usando sob condicdes de gradiente coluna C;g (octadecilsilica). A fase
movel foi agua contendo 2% de &cido acético e metanol, e o gradiente de composicao: 5%
metanol por 2 min, 25% metanol até 10 min, 40, 50, 60, 70 e 80% metanol a cada 10 min.
Banco de solucdes de referéncias padrdes foram preparados em HPLC de fase movel em um
intervalo de concentracdo de 0,050-0,250 mg/mL para quercetina e rutina, e 0,020-0,200
mg/mL para os acidos galico, clorogénico e caféico. O equipamento basico em CLAE contém
1) reservatorio da fase movel, 2) bomba de alta pressdo, 3) valvula de inje¢do, 4) coluna, 5)
detector e 6) registrador. As fases moveis utilizadas devem conter alto grau de pureza, sendo
dissolvidas, filtradas e desgaseificadas antes do uso. A bomba de alta pressao para eluicdo da

fase mdvel deve proporcionar ao sistema de vazdo continuidade sem pulsos com alta
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reprodutibilidade; as valvulas de injecdo possuem alca de amostragem para introducdo da
amostra com uma seringa; as colunas sdo geralmente de ago inoxidavel, com comprimento
varidvel e reaproveitaveis. O detector mais utilizado é o ultravioleta, sendo também
empregados detectores de fluorescéncia entre outros; o registro de dados pode ser feito através

de um registrador, um integrador ou um microcomputador (DEGANI et al., 1998).

4.7. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

4.7.1. Microorganismos

Os experimentos foram realizados com as linhagens padrdes bacterianas de
Staphylococus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e Klebsiella pneumonae ATCC 4362 e multiresistentes S. aureus
358 (SA358) e E. coli 27 (EC27), e fungicas Candida albicans ATCC 40006, C. krusei
ATCC 6258 e todas obtidas da colecdo de microrganismos do Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Os estoques de culturas foram mantidos em Agar

Heart Infusion (HIA) e armazenado em um refrigerador.

4.7.2. Meios de cultura

Foram utilizados nos ensaios bioldgicos os seguintes meios de cultura: Agar Heart
Infusion - HIA (Difco Laboratories Itda.), Caldo Brain Heart Infusion — BHI (concentragédo
indicada pelo fabricante e 10%) (Acumedia Manufacturers Inc.). Todos 0os meios de cultura

foram preparados segundo as especificacdes do fabricante.
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4.7.3. Drogas

Para avaliar as substancias como moduladores da agdo antibidtica foi utilizados
antibidticos da classe dos aminoglicosideos (canamicina, amicacina, neomicina e
gentamicina), e para avaliar a modulacdo da acdo dos antifungicos foram utilizados

metroniodazol, anfotericina B, nistatina, benzoilmetronidazol.

4.7.4. Concentracgao Inibitéria Minima — CIM

A concentracdo inibitoria minima (CIM pg/mL) foi determinada em BHI 10% pelo
método de microdiluicdo, usando uma suspensdo de 10°> UFC/mL e uma concentracdo da
droga 1024-1pg/mL (JAVADPOUR et al.,, 1996). A CIM foi definida como a menor
concentragdo na qual nenhum crescimento foi observado. Para a avaliacdo das substancias
como moduladoras da resisténcia aos antibidticos, a concentracdo subinibitéria foi
determinada pelo MIC/8 com valores de (16 pg/mL) para EC27 e SA358 (cepas bacterianas)
assim como para as cepas fungicas. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C
utilizando para a leitura das cepas bacterianas o corante resarzurina e turbidez para as cepas

fangicas.

4.7.5. Modulacgao

Para avaliar atividade moduladora da acéo de antibidticos, a solucéo e as drogas teste
foram misturadas em caldo BHI 10% em concentragdes subinibitorias, prreparadas com agua
destilada estéril em concentra¢des de 1024 pg/mL e volumes de 100 pL diluidas seriadamente
1:2. Na placa de microdiluigdo, cada pogo conteve 100 uL. de um preparado de caldo BHI
10% (150 uL do inoculo) e a solucéo na concentracdo determinada pela CIM/8 (concentragao
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inibitoria minima/8) totalizando um conteudo de 1,5 mL. As placas foram incubadas a 37°C e
lidas depois de 24h.

4.8. Ensaios de atividade anti-inflamatdria topica

4.8.1. Animais

Para os ensaios farmacoldgicos foi utilizada espécie de roedor: camundongos Swiss
(Mus musculus), com massa corporea correspondendo a 20-30g aproximadamente, de ambos
0s sexos, cedidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ),
monitorados na Unidade de contencdo de animais da URCA em conformidade com as normas
de Bioética reconhecidas por lei (GOLDIM e RAYMUNDO, 2008). Acondicionados em
gaiolas de propileno, com aclimatizacdo em temperatura média de 22°C (x 3°C), mantidos em
ciclos claro/escuro de 12 horas cada, tendo livre acesso a racdo (Labina, Purina®) e agua

potavel.

4.8.2. Edema de orelha induzido por aplicacdo Unica de 6leo de croton

Esse modelo de inflamac&o cutanea aguda permite identificar inibidores da biossintese
das prostaglandinas e leucotrienos, sendo amplamente utilizado na triagem de compostos
pertencentes a classe dos inibidores da COX e/ou LOX, bem como compostos com atividade
corticoide-simile (GABOR, 2000).

Os animais (camundongos Swiss; n = 7 / grupo) tiveram suas orelhas direitas pre-
tratadas topicamente com salina 0,9%, dexametasona 4mg/mL ou concentragdes 2 e
1mg/orelha de EHFCC ou EHFCC-FM (aplicagdes de 20uL: 10uL face externa e 10uL face
interna das orelhas), esperado 15 minutos para absor¢do. Apds 1h aplicou-se 20uL. do agente
flogistico 6leo de croton 5% (v/v) em acetona nas orelhas direitas e 20uL do veiculo acetona

nas orelhas esquerdas. Decorridas 6h, os animais foram submetidos ao sacrificio por
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deslocamento cervical para posterior retirada das orelhas, cortadas em discos de 6 mm de
didmetro (com perfurador de couro metélico) e pesadas em balanca analitica (TUBARO,
1985).

4.8.3. Edema de orelha induzido por aplicacao multipla de 6leo de croton

Para realizacédo desse estudo cronico, os animais (camundongos Swiss; n = 7 / grupo)
foram submetidos a aplicagdo tdpica de 6leo de créton 5% (v/v) diluido em acetona nas
orelhas direitas e 20uL do veiculo acetona nas orelhas esquerdas em dias alternados durante
nove dias. No quinto dia de experimentacdo, os animais receberam tratamento (via topica-
20puL) com salina 0,9%, dexametasona 4mg/mL ¢ EHFCC ou EHFCC-FM nas concentragdes
2 e Img/orelha completando o ciclo de nove dias de experimentagdo. Sendo esse tratamento
realizado duas vezes em periodos distintos (manha e tarde). Ambas as orelhas tinham
mensuragOes diarias com uso de paquimetro digital durante todo o periodo do teste. Apos 0s
nove dias, os animais forma sacrificados por deslocamento cervical e suas orelhas retiradas
em discos de 6 mm de didmetro (com perfurador de couro metalico) e pesadas em balanga
analitica (STANLEY et al., 1991).

4.8.4. Edema de orelha induzido por &cido araquiddnico

Para avaliagdo da atividade topica neste modelo, os animais (camundongos Swiss; n =
7 | grupo) tiveram suas orelhas direitas pré-tratadas com 20ul de solugdo salina,
indometacina 100mg/mL, EHFCC ou EHFCC-FM nas concentracfes 2 e 1mg/orelha,
esperando 15 minutos para absor¢do. Em seguida, 20 pL de acido araquidonico 0,1 mg/puL em
acetona foi aplicado na orelha direita e 20 pL do veiculo acetona foi aplicado na orelha
esquerda. Apos 1h deu-se o sacrificio por deslocamento cervical e discos de 6 mm de
diametro foram obtidos das orelhas para analise conforme supracitado no itens anteriores
(YOUNG et al., 1984; CRUMMEY et al., 1987).
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4.8.5. Edema de orelha induzido por fenol

Nessa avaliacdo, as orelhas direitas de camundongos Swiss (n = 7 / grupo) foram pré-
tratadas, topicamente, com 20 pL de solucdo salina, dexametasona 4 mg/mL ou concentragdes
de 2 e 1mg/orelha de EHFCC ou EHFCC-FM, esperando 15 minutos para absor¢do. Em
seguida, 20 pL de fenol 10% (v/v) diluido em acetona foi aplicado na orelha direita e 20 pL.
do veiculo acetona foi aplicado na orelha esquerda. Apds 1 hora, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, obtendo-se discos de 6 mm de didmetro para analise
do edema conforme supracitado (GABOR, 2000).

4.8.6. Edema de orelha induzido por injecédo subcutanea de histamina

Inicialmente, cada animal (n = 8 / grupo) foi anestesiado com cloridrato de cetamina
0,02 mL (i.p.) e cloridato de xilazina 0,01 mL (i.p.). Em seguida, receberam pré-tratamento
topico com 20ul. de salina, dexametasona 4mg/mL ou EHFCC. Apds 30minutos, foi
administrado um volume de Sul. de uma solu¢do 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 recebia 0 mesmo volume de
salina, também intradermicamente. Apds 2 horas, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical para posterior avaliagdo do edema a partir das massas dos discos

obtidos, conforme item citado anteriormente (BRAND et al., 2002).

4.8.7. Quantificacio do edema e do efeito inibitorio médio

Para quantificar o percentual de inflamag&do em cada animal testado, o edema de
orelha, expresso em percentual de aumento da massa da orelha, foi calculado utilizando a

férmula:
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Percentual de edema (%) = Mog-Moe 1099

moe

onde mod é a massa (em gramas) do disco obtido da orelha direita e moe é a massa (em
gramas) do disco obtido da orelha esquerda. Ja o calculo do efeito inibitério médio da

inflamacao (EIM, em %), da-se aplicando a formula a seguir:

EIM (%) = [ MPEcont = MPEtrat] X 100
MPEcont

onde MPEtrat (em %) é a média do percentual de edema do grupo submetido a tratamento
com extrato e fracdo ou farmaco padrdo e MPEcont (em %) é a média do percentual de
edema do grupo controle negativo (tratado com salina).

4.9. Avaliacao de atividade antioxidante por sequestro de radicais livres

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada através de sua habilidade em
extinguir o radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhdrazil (DPPH), de acordo com Choi et al
(2002), com pequenas modificagdes. EHFCC e EHFCC-FM em concentragdes que variam de
6,25-50 pg / mL diluido em veiculo etanol foram incubadas na auséncia (em branco) ou
presenca de 0,3 mM de DPPH solugéo de etanol no escuro e em temperatura ambiente. Acido
L-ascorbico (em concentracbes que variam 1,1-5,5 pg / mL) foi utilizado como controle
positivo. Ap6s 30 minutos, a absorbancia foi medida em 518 nm. Limpeza ou a capacidade

inibitéria em porcentagem (% IC) foi calculado através da seguinte equagdo:
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CE% = 100 - [(AbSamostra - AbSbranco) X 100/Ab5(;ontro| ]

onde Absamostra € @ absorbancia obtida na presenca de concentragdes diferentes de EHFCC ou
EHFCC-FM na presenca de DPPH solucdo de etanol, Abspance € a absorbancia obtida na
presenca de concentracdes diferentes de EHFCC ou EHFCC-FM, na auséncia de DPPH
solucdo de etanol (em branco) e Abscontrol que € a obtida na auséncia de extratos e na presenca
de DPPH solucdo de etanol sem qualquer extrato ou controle positivo. A capacidade de
sequestrar radicais livres (FRSC) de EHFCC e EHFCC-FM foi calculada como seus valores
CEsp (a concentragdo necessaria para inibir 50% na formacéo de radicais), usando o método

de Dixon e Webb. Os testes foram realizados em quadruplicata.

4.10. Anédlise estatistica para experimentacéo in vivo

Os resultados sdo expressos em média * erro padrdo das médias (E.P.M).Os dados
numeéricos sao submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de
Student-Newman Keuls, sendo aceitos como diferencas significativas valores de p < 0,05.
Para 0s ensaios cuja avaliacdo das amostras se deu em varios dias, as diferencas entre 0s
grupos foram submetidas a ANOVA de duas vias, com medidas repetidas, seguindo-se do
teste de Bonferroni. Foram consideradas diferencas significativas valores de P < 0,05.
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5. CAPITULO |

Perfil fitoquimico e acdo sensibilizante in vitro
do extrato e fracdo das folhas de Caryocar
coriaceum Wittm. na presenca de

aminoglicosideos e antifungicos.
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RESUMO

Inimeros estudos relatam eficacia de extratos de plantas em tratamentos terapéuticos, devido
a suas propriedades quimicas. A espécie Caryocar coriaceum Wittm. (Caryocaraceae) é
conhecida popularmente no Brasil por pequizeiro, comumente encontrada em regides de
cerrado, na Chapada do Araripe, sul do Ceara. O presente trabalho tem como objetivo
conhecer parte da composicdo quimica, identificando principais os compostos presentes e
avaliar acdo antibacteriana e moduladora do extrato hidroetandlico das folhas de C. coriaceum
Wittm. (EHFCC) e fracdo metandlica (EHFCC-FM), na presenca de aminoglicosideos. A
composicdo quimica foi realizada por método colorimétrico e cromatografico e para analise
antibacteriana foi seguido o teste de microdiluicdo em caldo, realizados com as linhagens
bacterianas padrdes de Staphylococus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 10536,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Klebsiella pneumonae ATCC 4362 e
multiresistentes S. aureus 358 (MRSA) e E. coli 27 (EC27). ). Para os testes de modulacédo
foram utilizados os antibiéticos aminoglicosideos e o antifungico Anfotericina B. O extrato e
fracdo ndo demonstraram efeito inibitério minimo para as cepas testadas. Foi demonstrada
atividade moduladora sinérgica para E. coli multiresistente e S. aureus 358 para 0 extrato
(EHFCC) e fracdo (EHFCC-FM). Foram determinados majoritarios os componentes rutina e
acido clorogénico. O resultado é visto como subsidio eficaz no combate a resisténcia a
aminoglicosideos e passivel de desenvolvimento de trabalhos futuros com as substancias
majoritarias, a fim de afirmar sua agéo.

Palavras chave: sinergismo, prospeccdo, antibacteriana, extrato, folhas, Caryocar coriaceum.
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Introducéo

Os produtos naturais sao utilizados na medicina tradicional desde tempos remotos. A
crenca no poder curativo das plantas estd fundamentada no conhecimento cultural e/ou
empirico (LULLMANN et al., 2008). Apesar das observacbes populares deterem uma
relevante contribuicdo para as atribuicOes e virtudes da substancia natural (MACIEL et al.,
20020), a grande maioria desses vegetais ainda ndo foi estudada quanto a sua composi¢ao
quimica e reais indicagdes terapéuticas (PEREZ, 2004).

O uso intenso de antibioticos favorece o desenvolvimento de defesas relacionadas a
agentes antibacterianos, direcionando o organismo a resisténcia (PIETRO et al., 2002). Tal
fato limita o tratamento de determinadas patologias, estimulando voltar a atencdo para o
estudo de novas substancias promissoras ao desenvolvimento de multidrogas (KEITH et al.,
2005). Substancias naturais derivadas de plantas representam alternativas interessantes no
combate a resisténcia de agentes infecciosos (LU et al., 2007). Inimeros estudos relatam
eficdcia de extratos de plantas em tratamentos terapéuticos, devido a suas propriedades
quimicas (GURIB-FAKIM et al., 2006).

A espécie Caryocar coriaceum Wittm. (Caryocaraceae) é conhecida popularmente no
Brasil por pequizeiro, comumente encontrada em regides de cerrado, na Chapada do Araripe,
sul do Ceara (COSTA et al., 2004), onde exerce importante papel sécio-econémico, estendido
aos estados circunvizinhos Pernambuco e Piaui (DE OLIVEIRA et al., 2010). Suas folhas sédo
utilizadas na medicina tradicional no combate a gripes e resfriados (AGRA et al., 2007). O
extrato das folhas de C. brasilienses demonstrou agdo antimicrobiana ao inibir o crescimento
de enterobactérias (PAULA-JUNIOR etal., 2006).

Os aminoglicosideos sdo potentes alvos de ribossomos bacterianos, e 0 aumento dos
casos de resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos é avaliado como ameaca grave a saide
(JANA et al., 2006).

O referido trabalho tem como objetivo conhecer parte da composi¢cdo quimica,
identificando os principais compostos presentes, também avaliar acdo antibacteriana e
moduladora do extrato hidroetanolico das folhas de C. coriaceum Wittm. (EHFCC) e fracdo
metandlica (EHFCC-FM), na presenca de aminoglicosideos, bem como subsidiar

conhecimento a respeito dessa espécie, ainda pouco estudada considerando sua parte foliar.
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Materiais e Métodos

Material botanico: As folhas de Caryocar coriaceum Wittm. foram coletadas em éarea de
Cerrado na Chapada do Araripe, Crato, Ceara, Nordeste, Brasil (S 7°21°53,17; W
39°28°42,6”) em abril de 2009. A espécie foi confirmada pela profa. Dra. Ligia Queiroz
Matias e depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara, com
namero 44523,

Obtencdo do extrato: Foi realizada uma extracdo hidroetandlica a frio do material coletado,
em proporc¢do 1:1 por um periodo de 72h. A mistura obtida foi concentrada em evaporador
rotativo e banho-maria, seguido de liofilizacdo. Para obtencéo da fracédo, utilizaram-se quatro
solventes (em escala de polaridade), tendo como método a filtragdo a vacuo, utilizando funil

de Buchinner e kitassato. O melhor rendimento foi dado pelo metanol.

Analise fitoguimica: A analise dos constituintes quimicos seguiu a proposta de Matos, 1997
onde a partir de uma solucdo do extrato, sdo distribuidas porcdes para verificar por meio de
reacdo acido ou base de coloracdo e/ou precipitacdo a presenca ou auséncia de compostos
fendlicos, flavondides e taninos. Para o teste de alcaldides, utiliza-se um funil de decantagéo

em meio cloroférmico.

Quantificacdo de compostos fendlicos e flavonodides por HPLC-DAD: As andlises
cromatograficas de fase reversa foram realizadas sob condicdes de gradiente usando coluna
Cis (4,6 mm x 250 mm) empacotada com particulas de diametro de 5uM, a fase madvel foi
agua contendo 2% de acido acético e metanol, e o gradiente de composicao: 5% metanol por 2
min, 25% metanol até 10 min, 40, 50, 60, 70 e 80% metanol a cada 10 min. Todas as amostras
e a fase movel foram filtrados em membrana de 0.45uM filtro (Millipore) e desgaseificadas
em banho de ultra-som antes do uso. Banco de solugdes de referéncias padrbes foram
preparados em HPLC de fase movel em um intervalo de concentracdo de 0,050-0,250 mg/ml
para quercetina e rutina, e 0,020-0,200 mg/ml para os &cidos géalico, clorogénico e caféico.

Cepas bacterianas: Os experimentos foram realizados com as linhagens padréo de bactérias
Staphylococus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e Klebsiella pneumonae ATCC 4362 e multiresistentes S. aureus

62



358 (MRSA) e E. coli 27 (EC27), e fungos Candida albicans ICB 12 e Candida krusei
ATCC 6258, obtidas da colecdo de microrganismos do Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Todas as cepas foram mantidas em Heart Infusion
Agar slants (HIA; Difco), sendo cultivadas durante 24h a 37°C em Brain Heart Infusion (BHlI,
Difco) anteriormente ao ensaio. O isolado clinico EC27 é resistente a neomicina e
gentamicina (baixo nivel) e a amicacina e canamicina (COUTINHO et al., 2005). O S. aureus

(MRSA) apresenta resisténcia a meticilina.

Drogas: Utilizaram-se os antibiéticos aminoglicosideos: amicacina, canamicina, gentamicina
e neomicina. E como antifungicos utilizou-se metronidazol, anfotericina B, nistatina,
benzoilmetronidazol. As solugbes das drogas foram preparadas seguindo as recomendacdes
do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (NCCLS 2003).

Preparo das soluces iniciais: A amostra foi inicialmente solubilizada em Dimetilsulfoxido
(DMSO- Merck, Darmstadt, Alemanha), sendo observadas as seguintes propor¢des: 200 mg
da amostra solubilizados em 1ml de Dimetilsulfoxido DMSQO, para obter uma concentracao
inicial de 200 mg/ml. A partir desta concentracdo, sera efetuada uma diluicdo 1:20 em agua
destilada estéril (10 mg/ml). Em seguida, esta solucdo serd diluida para concentracdo
1024pg/ml, da mesma forma e a partir desta, efetuaram-se dilui¢Bes seriadas 1:2 em meio de

cultura, obtendo-se concentra¢des variando de 512 a 0,4 pg/mL.

Concentracdo inibitéria minima: A concentracdo inibitéria minima (CIM pg/mL) foi
determinada em BHI 10% pelo método de microdiluicdo, usando uma suspensdo de 10°
UFC/mL e uma concentragdo da droga 1024-1pg/mL (JAVADPOUR et al., 1996). A CIM
foi definida como a menor concentracdo na qual nenhum crescimento foi observado. Para a
avaliacdo das substancias como moduladoras da resisténcia aos antibioticos, a concentragéo
subinibitoria foi determinada pelo CIM/8 com valores de (16 ug/mL) para EC27 e MRSA. As

placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C utilizando para a leitura o corante resarzurina.

Teste de Modulagdo: Para avaliar atividade moduladora da ac¢éo de antibidticos, a solucdo e
as drogas testes foram misturadas em caldo BHI 10% em concentracdes subinibitorias,
prreparadas com agua destilada estéril em concentra¢des de 1024 pug/ml e volumes de 100 pl
diluidas seriadamente 1:2. Na placa de microdiluicdo, cada pog¢o conteve 100 ul de um

preparado de caldo BHI 10% (150 ul do inoculo) e a solu¢do na concentragdo determinada
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pelo CIM/8 totalizando um contetddo de 1,5 ml. As placas foram incubadas a 37°C e lidas
depois de 24h.

Resultados

A prospeccdo fitoquimica permitiu verificar a presenga de compostos fendlicos,
flavonoides e taninos concernentes ao EHFCC e EHFCC-FM (tabela 1), destituindo-se
especificamente apenas algumas subclasses desses metabolitos. Em ambos 0s extratos
analisados notou-se a auséncia de alcaldides. Quatro compostos foram identificados por
cromatografia de alta eficiéncia, tendo como majoritarios rutina com percentual de 6.81%
para EHFCC e acido clorogénico percentualmente correspondendo a 5.68% em EHFCC-FM
(tabela 2).

Na avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato hidroetandlico e fracdo metanolica
das folhas de C. coriaceum Wittm., respectivamente EHFCC e EHFCC-FM para as cepas
citadas anteriormente, foi determinada concentragdo inibitoéria minima (CIM pg/mL) > 1024,
evidenciando que o extrato e a fracdo ndo possuem acdo antibacteriana significativa contra as
cepas testadas.

Apesar da ineficacia diante concentracdo inibitéria minima, o EHFCC e EHFCC-FM
detiveram efeito potencializador quando na presenca de antibiéticos aminoglicosideos.
Combinado a amicacina e gentamicina, o0 EHFCC apresentou sinergismo contra S. aureus
358, com percentuais respectivos, 50% e 75% e contra E. coli 27, demonstrou efeito sinérgico
apenas combinado a neomicina com percentual de inibicdo de 75% (valores expressos na
tabela 3).

Para EHFCC-FM foi observado efeito sinérgico quando em combinagdo com
amicacina contra S.aureus 358 em 87,5% de inibicdo; ja contra E. coli 27 o sinergismo se deu
na presenca de amicacina (87,5%) e neomicina (75%) (valores expressos na tabela 4).

Evidencia-se dessa forma o efeito modulador sinérgico para o extrato e fracdo das
folhas de pequi (EHFCC e EHFCC-FM) em juncdo a determinados antibidticos
aminoglicosideos.

Referente a acdo antifingica, pode-se observar na concentracao inibitéria minima uma

CIM >1024, o que significa que o EHFCC ¢ EHFCC-FM ndo demonstram atividade
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significativa contra as cepas fungicas testadas. Bem como na analise modulatéria ndo se pode
destacar efeito sinérgico ou antagbnico, em ambas as cepas e extratos testados a concentracao

determinada foi >1024.

Discussao

Extratos sdo misturas complexas, logo, o uso de tais substdncias como agentes
antimicrobianos expdem baixo risco de aumento da resisténcia microbiana a sua agéo,
dificultando assim a adaptabilidade microbiana (DAFERERA et al., 2003). Produtos naturais
de origem vegetal podem alterar o efeito de antibidticos, seja aumentando a sua atividade ou
revertendo a resisténcia (COUTINHO et al., 2008a).

Nesse aspecto, a caracterizacdo fitoquimica estad de acordo com a literatura tratada a
respeito dos componentes quimicos encontrados na familia Caryocaraceae, foi detectada a
presenca de taninos e flavondides nas folhas de Caryocar brasiliense (RIBEIRO et., 2009).
Taninos sdo polifendis de alto peso molecular, soliveis em agua (SANTOS et al., 2007),
atuam na captacdo de radicais livres, além de promoverem acao antimicrobiana (MONTEIRO
et al., 2005a). Sua capacidade de complexacdo junto a proteinas e seu poder em sequestrar
ions metalicos, especialmente o ferro, resulta em sua acdo contra o desenvolvimento de
microorganismos (SCALBERT 1991); por este mecanismo de a¢do, € atribuido a essa classe
inibir diretamente os processos microbianos (SELVAKUMAR et al, 2007). Taninos
condensados ligam as paredes celulares de bactérias rumnais, impedindo o crescimento e
atividade de protease (ELIOZONDO et al., 2010).

Ja os flavonoides constituem uma classe importante de polifendis (ZUANAZZI et al.,
2007), sdo sintetizados por plantas em resposta a infeccdo microbiana (DIXON et al., 1983).
Tais metabolitos tém atraido muito interesse recentemente, devido acdo testada in vitro e in
vivo, como, antioxidantes, varredores de radicais livres e quelantes de metal, incluindo anti-
inflamatdrios (GUARDIAN et al. 2001), antialérgico, anticarcinogénicas, anti-hipertensivos ,
efeito antiartrite e antimicrobianos (HAN 2009). VAQUERO et al (2007) demonstra o efeito
antimicrobiano de sete compostos fendlicos puros: quatro acidos fenolicos, galico, vanilico,

flavonoides protocatecuico e caféico e trés, rutina, catequina e quercetina contra o S.
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marcescens, P. mirabilis, E. coli, K. pneumoniae e Flavobacterium sp. O estudo mostra que a
E. coli ATCC 25922 foi mais resistente que as outras bactérias e glicosideo flavonoide, rutina
foi o menos eficaz; nenhum efeito inibitério foi observado contra as cepas de S. aureus em
sua presenca. Demonstrou ainda que a quercetina foi o Gnico dos compostos fenolicos a exibir
efeito antibacteriano contra todas as bactérias testadas.

Rutina e quercetina estdo presentes na composi¢do de EHFCC e EHFCC-FM, sendo
acido clorogénico predominante na fracdo. A rutina, por ser um flavondide possui biossintese
iniciada a partir da combinacéo das duas principais vias dos compostos fenolicos (shiquimato
e acetato); apresenta um dissacarideo e exerce importante papel na absor¢do de compostos
lipofilicos (PEDRIALI 2005). Tem se destacado por apresentar varias atividades, dentre as
quais anti-candida (HAN 2009), anticarcinogénica (MACHADO 2006) e antiinflamatdria
(GUARDIA et al., 2001).

O écido clorogénico é um compostos fendlico derivado do &cido cafeico (MARTINS
et al., 2009), familia esta em que existem controvérsias a respeito da possibilidade de acéo
antimicrobiana, apesar de haver relatos de atividade em avaliacdo de difusdo em &gar
(ALMEIDA 2007).

SINGH et al (2008) mostrou a atividade antimicrobiana de rutina contra toda a flora
bacteriana patogénica do trato gastrointestinal, comparada com a eritromicina para verificar se
0 principio ativo envolvido é rutina ou algum outro componente. Os estudos mostraram que a
rutina exibiu potente atividade contra B. cereus, P. aeruginosa e K. pneumoniae com 0s
valores de CIM de 0,03 mg / ml. No estudo do COBAS et al (2007) envolvendo atividade
antimicrobiana de Cydonia oblonga Miller e pad6es fendlicos puro, como &cido clorogénico,
rutina, quercetina, observou-se que a atividade antimicrobiana foi superior contra S. aureus e
P. aeruginosa, encontrados mais suscetiveis a polifendis do que E. coli e C. albicans. As
substancias fendlicas puras padrdo neste trabalho mostraram baixa atividade antibacteriana,
quando utilizado nos testes de difusdo em concentracfes normalmente presentes nos extratos
de marmelo. Parece que os polifenois, especialmente o acido clorogénico, agem em sinergia
com outros componentes dos extratos para expor sua total atividade antimicrobiana que
explicam o efeito sinérgico para a fragdo metanolica presente.

Paula Janior, 2004 em avaliagéo sobre folhas da espécie C. brasiliensis, observou acéo
antibacteriana das folhas do pequizeiro contra S. aureus, E. coli, entre outras, através do

método de difusdo em agar, assim como detectou influéncia sobre o crescimento de fungos,
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entre outros Candida albicans. O fator determinante da ndo correlacdo entre tais dados pode
ser atribuido especialmente no sentido das diferentes concentracdes estabelecidas pelos
diferentes métodos de avaliacdo antimicrobiana, tendo em vista que o método utilizado no
presente trabalho trata-se de microtitulacao, ou seja, em escala de grandezas micro.

A acéo potencializadora dos extratos avaliados nesse trabalho contra cepas bacterianas
relacionadas remete alusdo a polaridade dos farmacos aminoglicosideos, assim como devido a
presenca das classes de metabdlitos j& esclarecidas. Em suma nossos dados mostram que o
principal constituinte do extrato € a rutina e da fracdo o acido clorogénico. Baseado na
literatura podemos sugerir, que possivelmente esses dois compostos estejam diretamente

relacionados aos efeitos modulatorios sinérgicos combinados a aminoglicosideos.
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Tabela 1: Prospeccéo fitoquimica: Classes de metabdlitos secundarios.

Metabolitos secundarios

Presenca/auséncia

EHFCC EHFCC-FM
Compostos Fendlicos + +
e Flavonas + +

flavondis + +

xantonas + +
Flavondides < chalconas e auronas - -

flavonondis - +

antocianinas - -

antocianidinas - -

leucoantocianidinas - -

catequinas - -

\. flavononas - +
Taninos pirogalicos + -
Taninos hidrolizaveis - +
Alcalbides - -
(+) : Presenca; (-): Auséncia.
Tabela 2: Composicdo das folhas de Caryocar coriaceum.
EHFCC EHFCC-FM
Compostos
mg/g Percentual (%) mg/g Percentual (%)

Acido galico 19.0+0.15 1.90 11.2 +£0.34 1.12
Acido clorogénico 31.4+0.26 3.14 56.8 +0.16 5.68
Acido caféico 18.7 £1.02 1.87 7.5+0.09 0.75
Rutina 68.1 +0.04 6.81 32.5+0.05 3.25
Quercetina 26.9+0.17 2.69 18.5+0.03 1.85

Valores expressos em + E.P.M.
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Tabela 3: Avaliacdo da atividade moduladora do EHFCC bruto.

Atividade moduladora (pg/mL)

S. aureus 358

AMI KAN GEN NEO AMI
EHFCC 312,5 1250 4,88 3125 2500
C+ 625 3125 19,53 3125 2500
Y%EHFCC 50% -300 75% 0 0

E. coli 27
KAN GEN NEO
2500 19,53 156,25
2500 19,53 625

0 0 75%

C+: somente 0 antibidtico; * valores negativos: antagonismo; %: percentuais de inibigao.

AMI: amicacina, KAN: kanamicina, GEN: gentamicina, NEO: neomicina.

Tabela 4: Avaliacdo da atividade moduladora da fragdo metandlica do pequi (EHFCC-FM).

Atividade moduladora (ng/mL)

S. aureus 358

AMI KAN GEN NEO AMI
EHFCC-FM 78,125 1250 19,53 3125 3125
C+ 625 3125 19,53 312,5 2500
%EHFCC-FM 87,5% -300 0 0 87,5%

E. coli 27
KAN GEN NEO
2500 312,25 156,25
2500 19,53 625

0 -1498,8 75%

C+: somente o antibidtico; * valores negativos: antagonismo; %: percentuais de inibigao.

AMI: amicacina, KAN: kanamicina, GEN: gentamicina, NEO: neomicina.
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6. CAPITULO Il

Atividade anti-edematogénica topica e
antioxidante do extrato hidroalcodlico e fracao
metanolica das folhas de Caryocar coriaceum

Wittm. (Caryocaraceae).
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Resumo

Diversas as patologias que caracterizam um processo inflamatério com ou sem um
componente imunoldgico. Caryocar coriceum Wittm. (Caryocaraceae) é uma planta arbérea,
preservada em ambiente de Cerrado, nativa oleifera da Chapada do Araripe (sul do Ceara,
regido do Cariri) conhecida popularmente por pequizeiro. Por ndo haver relatos na literatura a
respeito das atividades bioldgicas das folhas desse vegetal, esse artigo traz a possibilidade de
destacar um possivel efeito antiinflamatorio tépico do extrato hidroalcodlico e fracdo
metanolica das folhas do pequizeiro, a partir de modelos in vivo e sugerir vias de mecanismos
pelo qual essa atividade esteja se desenvolvendo, bem como visa diagnosticar acéo
antioxidante dessa planta correlacionando as bases efetivas de ambos os testes. Foi realizado
teste de edema de orelha induzido por agentes flogisticos diferentes (6leo de croton, acido
araquidonico, fenol e histamina); e para verificagdo de acdo antioxidante realizou-se atividade
sequestrante de DPPH. O EHFCC e o EHFCC-FM demonstraram atividade anti-
edematogénica tdpica, variando em mecanismo de agente flogistico, sugerindo efeito anti-
inflamatorio. Em relacdo a atividade antioxidante, apresentou CEsg significativamente inferior
a 500 pg/mL.

75



Atividade anti-inflamatdria topica e antioxidante do extrato hidroalcodlico e fracéo
metanolica das folhas de Caryocar coriaceum Wittm. (Caryocaraceae).

Mariana Késsia Andrade Araruna®, Gerlania de Oliveira Leite!, Rogério de Aquino Saraiva®,
Aline A. Boligon®, José Galberto Martins da Costa?, Margareth L. Athaide®, Jodo Batista
Teixeira da Rocha®, Irwin Rose Alencar de Menezes'

1 Universidade Regional do Cariri, Programa de Pos-graduacdo em Bioprospeccéo
Molecular, Laboratorio de Farmacologia e Quimica Molecular, 63105-000 Crato, CE,
Brasil.

2 Universidade Regional do Cariri, Programa de Pds-graduacdo em Bioprospecgdo
Molecular, Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais, 63105-000 Crato, CE, Brasil.

3 Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Departamento de Quimica, Laboratério de
Bioguimica Toxicolégica, 57900-000 Santa Maria, RS, Brasil.

76



Introducéo

A pele apresenta-se constantemente sujeita a estimulos externos como patégenos,
agentes mecanicos e quimicos e resposta auto-imune. Tais estimulos podem desencadear uma
resposta inflamatdria, cuja finalidade é eliminar o agente invasor, a fim de evitar sua
disseminacdo entre os 6rgdos, promovendo reparo tecidual e restabelecimento da funcéo
protetora da pele (FIRESTEIN, 2004). Esse processo € iniciado atraves de uma cascata de
eventos caracterizada pela ativacdo coordenada de vias de sinalizacdo que regulam a
expressao de mediadores pro e antiinflamatdrios, ambos com importantes fungdes no processo
(LAWRENCE e GILROY, 2007).

Sdo diversas as patologias que caracterizam um processo inflamatério com ou sem um
componente imunoldgico. Mesmo pertencendo a um grupo similar, a sintomatologia, bem
como 0s mecanismos envolvidos na patogénese sdo divergentes; sendo assim o perfil de
estudo sobre patologias cutaneas ndo inferem o estudo de doengas com o mesmo perfil ou
mesma forma de tratamento (BRUNTON et al., 2006).

Caryocar coriceum Wittm. (Caryocaraceae) € uma planta arbdrea, preservada em
ambiente de Cerrado, nativa oleifera da Chapada do Araripe, regido situada no Nordeste
brasileiro (sul do Ceard, regido do Cariri) conhecida popularmente por pequizeiro (COSTA,
ARAUJO e LIMA-VERDE, 2004; OLIVEIRA et al, 2004; LORENZI, 1992). O 6leo fixo
extraido da polpa do fruto (pequi) tem acdo anti-inflamatdria topica e gastroprotetora
comprovada experimentalmente in vivo (SARAIVA et al., 2010; QUIRINO, 2009). Ja suas
folhas s&o popularmente utilizadas para fins medicinais na forma de decocto em combate a
gripes, resfriados e disfuncGes hormonais (AGRA et al., 2007).

Na literatura cientifica ndo ha relatos a respeito de atividade bioldgica para as folhas do
C. coriaceum. Dessa forma esse artigo traz a possibilidade de destacar um possivel efeito
antiinflamatério tépico do extrato hidroalcodlico e fracdo metandlica das folhas do
pequizeiro, a partir de modelo in vivo e sugerir vias de mecanismos pelo qual essa atividade
esteja se desenvolvendo, bem como visa diagnosticar acdo antioxidante dessa planta

correlacionando as bases efetivas de ambos os testes.
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Materiais e Métodos

Material botanico

As folhas de cariocar coriaceum Wittm. foram coletadas em &rea de Cerrado na Chapada do
Araripe, Crato, Estado Ceard, Brasil (7°21_53,1”; 66 W39°28 42,6”) em abril de 2010. A
espécie foi identificada pela Prof. Dra. Ligia Queiroz Matias e catalogado em exscicata no
herbario indexado Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceara, com nimero de registro
44523.

Reagentes quimicos

O d6leo de croton, o acido araquidodnico, o fenol, a histamina e a indometacina foram
adquiridos da Sigma Chemical Co (St. Louis, EUA). Dexametasona (Decadron ®) foi
comprado (Brasil). O cloridrato de Cetamina e cloridrato de xilazina foram adquiridos da
Syntec (Brasil). Acetona, etanol e metanol foram adquiridos da Dinamica
(Brasil).

Animais

Camundongos Swiss (Mus musculus) de ambos 0s sexos, com peso variando entre 25-35g,
mantidos em caixas de propileno, sob condi¢Ges controladas em temperatura (22 + 2°C) e
ciclo de claro-escuro de 12h, recebendo &gua e racdao (Labina, Purina, Brasil) ad libitum. O
projeto de dissertacdo devidamente enviado com aprovagdo pelo comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade de Fortaleza (Brasil), portando nimero de registro 10-020. Estando
de acordo com as normas de Bioética reconhecidas pela lei: 11.794/08, a qual regulamenta o
uso de animais para procedimentos cientificos (GOLDIM et al., 2008).
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Obtencéo do Extrato e fracionamento

O extrato hidroalcoolico foi preparado no Laboratdério de Pesquisa de Produtos Naturais da
URCA, sob coordenacao do Prof. Dr. José Galberto Martins da Costa. A extracao realizada a
frio em concentracdo 1:1 foi embebida por solvente etanol P.A acrescido de agua destilada
por um periodo de 72h. Apds esse periodo, a mistura liquida obtida foi filtrada e concentrada
em aparelho rota evaporador (27 — 30rpm) em temperatura 45°C para destilacdo do solvente.
Posteriormente foi levado ao banho-maria, congelado e liofilizado. Para obtencéo da fracéo,
utilizaram-se quatro solventes (em escala de polaridade), tendo como método a filtracdo a
vacuo, utilizando funil de Buchinner e kitassato. O melhor rendimento foi dado pelo metanol.

Quantificacao quimica por HPLC

As analises cromatogréaficas de fase reversa foram realizadas sob condicGes de gradiente
usando coluna Cig. A fase mdvel foi agua contendo 2% de &cido acético e metanol, e o
gradiente de composi¢do: 5% metanol por 2 min, 25% metanol até 10 min, 40, 50, 60, 70 e
80% metanol a cada 10 min. Banco de solugbes de referéncias padrbes foram preparados em
HPLC de fase mdvel em um intervalo de concentracdo de 0,050-0,250 mg/ml para quercetina

e rutina, e 0,020-0,200 mg/ml para os acidos galico, clorogénico e caféico.

Edema de orelha induzido por aplicacédo Unica de 6leo de croton

Os animais (camundongos Swiss; n = 7 / grupo) tiveram suas orelhas direitas pré-tratadas
topicamente com salina 0,9%, dexametasona 4mg/mL e concentracfes 2 e 1mg/orelha de
EHFCC ou EHFCC-FM (aplicagdes de 20uL: 10uL face externa e 10uL face interna das
orelhas), esperado 15 minutos para absorcdo. Apds 1h aplicou-se 20uL do agente flogistico
oleo de créton 5% (v/v) em acetona nas orelhas direitas e 20uL do veiculo acetona nas orelhas
esquerdas. Decorridas 6h, os animais foram submetidos ao sacrificio para posterior retirada
das orelhas, cortadas em discos de 6 mm de didametro (com perfurador de couro metélico) e
pesadas em balanca analitica (TUBARO, 1985).
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Edema de orelha induzido por aplicacdo multipla de éleo de croton

Para realizacdo desse estudo crénico, os animais (camundongos Swiss; n = 7 / grupo) foram
submetidos a aplicacdo topica de 6leo de créton 5% (v/v) em acetona nas orelhas direitas e
20uL do veiculo acetona nas orelhas esquerdas em dias alternados durante nove dias. No
quinto dia de experimentacdo, 0s animais receberam tratamento (via topica-20ul) com salina
0,9%, dexametasona 4mg/mL e EHFCC ou EHFCC-FM nas concentracfes 2 e 1mg/orelha
completando o ciclo de nove dias de experimentacdo. Ambas as orelhas tinham mensuracoes
diarias com uso de paquimetro digital durante todo o periodo do teste. Apds os nove dias, 0s
animais forma sacrificados e suas orelhas retiradas em discos de 6 mm de didmetro (com

perfurador de couro metélico) e pesadas em balanca analitica (STANLEY et al., 1991).

Edema de orelha induzido por acido araquiddnico

Para avaliacdo da atividade topica neste modelo, os animais (camundongos Swiss; n = 7 /
grupo) tiveram suas orelhas direitas pré-tratadas com 20uL de solugdo salina, indometacina
100mg/mL, EHFCC ou EHFCC-FM nas concentracdes 2 e 1mg/orelha, esperando 15 minutos
para absor¢ao. Em seguida, 20 puL de acido araquidonico 0,1 mg/uL em acetona foi aplicado
na orelha direita e 20 pL do veiculo acetona foi aplicado na orelha esquerda. Apés 1h deu-se
o sacrificio e discos de 6mm de diametro foram obtidos das orelhas para analise conforme
supracitado no itens anteriores (YOUNG et al, 1984; CRUMMEY et al, 1987).

Edema de orelha induzido por fenol

Nessa avaliacéo, as orelhas direitas de camundongos Swiss (n = 7 / grupo) foram pré-tratadas,
topicamente, com 20 pL de solucdo salina, dexametasona 4 mg/mL, EHFCC ou EHFCC-FM
2 e Img/orelha, esperando 15 minutos para absor¢do. Em seguida, 20 pL de fenol 10% (v/v)

em acetona foi aplicado na orelha direita e 20 pL do veiculo acetona foi aplicado na orelha

80



esquerda. Apds 1 hora, os animais foram sacrificados, obtendo-se discos de 6 mm de didmetro
para analise do edema conforme item acima (GABOR, 2000).

Edema de orelha induzido por histamina

Inicialmente, cada animal (n = 7 / grupo) foi anestesiado com cloridrato de cetamina 0,02 mL
(i.p.) e cloridato de xilazina 0,01 mL (i.p.). Em seguida, receberam pré-tratamento topico com
20uL de salina, dexametasona 4mg/mL, EHFCC ou EHFCC-FM 2 e 1mg/orelha. Apds
30minutos, foi administrado um volume de SpuL de uma solug@o 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 0 mesmo
volume de salina, também intradermicamente. Apds 2 horas, 0s animais foram sacrificados
para posterior avaliacdo do edema a partir das massas dos discos obtidos, conforme item
acima (BRAND et al, 2002).

Atividade sequestradora de radicais livres DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada através de sua habilidade em extinguir o
radical livre estavel 2,2-difenil-1- picrilhdrazil (DPPH), de acordo com CHOI et al (2002),
com pequenas modificacdes. EHFCC e EHFCC-FM em concentracdes que variam de 6,25-50
ug / mL diluido em veiculo etanol foram incubadas na auséncia (em branco) ou presenca de
0,3 mM de DPPH solucéo de etanol no escuro e em temperatura ambiente. Acido L-ascorbico
(em concentracGes que variam 1,1-5,5 pg / mL) foi utilizado como controle positivo. Apos 30
minutos, a absorbancia foi medida em 518 nm. Limpeza ou a capacidade inibitdria em

porcentagem (% IC) foi calculado através da  seguinte equacéo:

IC% = 100 - [(AbSamostra - AbSbranco) X lOO/AbSCQntrol ]
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onde Absamostra € @ absorbancia obtida na presenca de concentragdes diferentes de EHFCC ou
EHFCC-FM na presenca de DPPH solucdo de etanol, Abspance € a absorbancia obtida na
presenca de concentracdes diferentes de EHFCC ou EHFCC-FM, na auséncia de DPPH
solucdo de etanol (em branco) e Abscontrol que € a obtida na auséncia de extratos e na presenca
de DPPH solucdo de etanol sem qualquer extrato ou controle positivo. A capacidade de
sequestrar radicais livres (FRSC) de EHFCC e EHFCC-FM foi calculada como seus valores
ICs (a concentragédo necessaria para inibir 50% na formagéo de radicais), usando o método de

DIXON E WEBB. Os testes foram realizados em quadruplicata.

Andlise estatistica

Os resultados séo expressos em média * erro padrdo das médias (E.P.M).Os dados numéricos
sdo submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Student-Newman

Keuls, sendo aceitos como diferencas significativas valores de p < 0,05.
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Gréfico 1: Perfil cromatografico de alta eficiéncia desempenhado por a) EHFCC e b) EHFCC-
FM para compostos fenélicos e flavonéides. Acido galico (pico 1), 4cido clorogénico (pico 2),
acido caféico (pico 3), rutina (pico 4) e quercetina (pico 5).
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Gréfico 2: Efeito do tratamento tépico de EHFCC e EHFCC-FM sobre influéncia da aplicacdo
Unica de 6leo de croton apds 6h. O edema foi analisado através do célculo da massa (peso em
gramas) das orelhas (discos de 6mm de didmetro), mensuradas em balanca analitica. As
médias E.P.M foram comparadas em fungdo do grupo controle negativo (C), consideradas

significativamente divergentes para p < 0,05 (* p<0,05 e *** p<0,001). Analise ANOVA
seguida do Teste de Student-Newman-Keuls.
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Gréfico 3: Efeito do tratamento tépico de EHFCC e EHFCC-FM sobre influéncia de éacido
araquidénico apds 1h. O edema foi analisado através do calculo da massa (peso em gramas)
das orelhas (discos de 6mm de didmetro), mensuradas em balanca analitica. As médias E.P.M
foram comparadas em funcdo do grupo controle negativo (C), consideradas significativamente
divergentes para p < 0,05 (* p<0,05 e *** p<0,001). Anélise ANOVA seguida do Teste de
Student-Newman-Keuls.
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Gréfico 4: Efeito do tratamento tépico de EHFCC e EHFCC-FM sobre influéncia de fenol

apo6s 1h. O edema foi analisado através do calculo da massa (peso em gramas)das orelhas

(discos de 6mm de diametro), mensuradas em balanca analitica. As médias E.P.M foram
comparadas em funcdo do grupo controle negativo (C), consideradas significativamente
divergentes para p < 0,05 (* p<0,05 e *** p<0,001). Analise ANOVA seguida do Teste de

Student-Newman-Keuls.
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Gréfico 5: Efeito do tratamento topico de EHFCC e EHFCC-FM sobre influéncia de
histamina apds 2h. O edema foi analisado através do calculo da massa (peso em gramas) das
orelhas (discos de 6mm de didametro), mensuradas em balanca analitica. As médias E.P.M
foram comparadas em funcdo do grupo controle negativo (C), consideradas significativamente
divergentes para p < 0,05 (* p<0,05 e *** p<0,001). Anélise ANOVA seguida do Teste de

Student-Newman-Keuls.
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Gréfico 6: Efeito do tratamento tépico de EHFCC e EHFCC-FM sobre influéncia da aplicacéo
maultipla de 6leo de croton apo6s 9 dias. A) Grafico referente a espessura das orelhas dos
camundongos sobre aplicacdo mdaltipla em dias alternados de 6leo de croton. B) Percentual
médio referente a massa final (peso em gramas) das orelhas de camundongos, calculada a
partir de pesagem em balanga analitica. As médias E.P.M foram comparadas em funcéo do
grupo controle negativo (C), consideradas significativamente divergentes para p < 0,05 (*
p<0,05 e *** p<0,001). Analise ANOVA seguida do Teste de Student-Newman-Keuls.
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Tabela 5: Efeito antioxidante de EHFCC e EHFCC-FM em funcéo de radicais livres (DPPH)

in vitro.

CONTROLE NEGATIVO 0,8535+0,012

Concentrac0es EHFCC EHFC-FM Concentrac0es Acido ascorbico
pg/mL pg/mL (AAS) (AAS)
6,25 0,556+0,122** 0,53025+0,079** 11 0,4595+0,033***
Controle 12,5 0,30675+0,142***  (,20425+0,036*** 2,2 0,09225+0,007***
negativo
0,8535 + 0,012 25 0,33725+0,071***  0,11125+0,043*** 4.4 0,1285+0,0227***
50 0,0635+0,010***  0,0645+0,0185*** 55 0,04275+0,010***

**P < 0,01 e ***P < 0,001 comparados ao controle, ANOVA one-way followed by Student-

Newman-Keuls test.
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Resultados e Discussao

O modelo de inflamagdo cutinea, edema de orelha, propicia o estudo “in vivo” do
carater antiedematogénico de substancias para finalidade de uso topico. Além de definir
objetivamente propriedades terapéuticas, € um método importante por possibilitar o estudo
das respostas inflamatdrias, ao sugerir local de acdo e absorcao da substancia avaliada, devido
a aplicabilidade no foco do processo inflamatorio (VANE, 2000). A partir dessa justificativa,
se relaciona os variados agentes flogisticos (6leo de croton, AA, histamina e fenol) utilizados
para fins da pesquisa antiinflamatoria, pois cada um deles retém propriedades especificas que
caracterizardo o possivel mecanismo efetor da substancia (GABOR, 2000).

O dGleo de croton extraido da planta croton tiglum, tem como principio irritante
majoritario o TPA (13-acetato de 12 —o-tetracanoilforbol) (LAPA, 2003). O modelo de edema
induzido por aplicacdo Unica desse agente consiste na triagem de acdo de compostos atuantes
na fase aguda do processo inflamatorio, envolvendo além da formacdo de edema, resultando
em vasodilatacdo e intensa infiltracdo leucocitaria, uma alteracdo do crescimento e
diferenciacdo dos queratindcitos, identificando tipica resposta hiperproliferativa (GABOR,
2000). O mecanismo pelo qual o TPA exerce seu efeito decorre da ativacdo da proteina
quinase C (PKC) que ativa sequencialmente outras enzimas como as proteinas quinases
ativadas por mitdgenos (MAPK) e a fosfolipase A, (PLA) que induz a liberacdo de PAF e
AA, as quais desencadeiam sucessivamente eicosanoides inflamatérios via COX e LOX
(WANG et al., 2001; MURAKAWA et al, 2006). Estudos recentes apontam que o TPA
também ativa vias de sinalizacdo intracelulares dependentes do 6xido nitrico sintetase
induzivel (iNOS), o qual tem um papel fundamental no controle da resposta inflamatéria na
pele pela producdo de NO (MEDEIROS et al., 2009).

No modelo de aplica¢gdes multiplas de 6leo de croton, caracterizando uma inflamacéo
crénica, busca-se demonstrar acdo de farmacos que influenciam a producéo de leucotrienos
(STANLEY et al., 1991); portanto corticosterdides e inibidores da LOX sdo eficazes nesse
modelo, enquanto que os inibidores da COX e anti-histaminicos demonstram pouco ou
nenhum efeito (GREEN e SHUSTER, 1987). Como verificado (grafico 2) o EHFCC e
EHFCC-FM néo demonstraram efeito inibitorio em aplicacdo Unica de OC, j& no tratamento

maltiplo em dias alternados, observou-se reducéo significativa para EHFCC-FM, permitindo
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sugerir acdo da enzima lipoxigenase ou vias dependentes de 6xido nitrico no processo
inflamatorio, tendo em vista a significancia inibitéria apresentada pelo o extrato e fracéo,
quando avaliado o efeito edematogénico a partir mensuracdo final das massas das orelhas
(tabela 5), ou seja, a acdo do produto natural quando instalado o processo inflamatério crénico
(gréfico 6 A e B).

O edema induzido por AA é um modelo preferencial de identificacdo de inibidores da
Lipoxigenase (RECIO et al.,, 2000). Entretanto, ha metabdlitos do AA que promovem
degranulacdo de mastdcitos, liberando histamina, concluindo que esse modelo ndo é
especifico para compostos que inibem exclusivamente a COX e/ou LOX, pois devido a
histamina contribuir na formacdo do edema, agentes como antagonistas da histamina e
antioxidantes também reduzem o edema induzido por AA (CRUMMEY, 1987; BLASZO e
GABOR, 1995). Dessa forma, os dados (grafico 3) mostram reducdo edematogénica
significativa em todas as concentracdes testadas para o extrato e fragdo. As significancias dos
dados firmam a hipotese de reducdo edematogénica por vias de mecanismos antioxidantes,
tendo em vista a liberacdo espécies reativas de oxigénio, oxido nitrico induzivel por vias
independentes do AA. Além de antagonistas da histamina e antioxidantes serem capazes de
reduzir o edema induzido por AA (BLASZO e GABOR, 1995).

O extrato e a fracdo metandlica das folhas de C. coriaceum, tiveram um dos seus
melhores resultados com o efeito em potencial exercido sobre a indugéo de edema de orelha
pelo agente irritante fenol (grafico 4), configurando similaridade estatistica ao efeito da fracdo
com a inducdo por AA; isso possibilita relatar a eficiéncia de tal produto natural mimetizando
processos inflamatérios decorrentes da aplicacdo tdpica de variadas substancias irritativas
sobre dermatite de contato (RAUH, 2008). A partir do contato com o fenol, os queratindcitos
produzem mediadores quimicos de eximia importancia na irritacdo primaria de contato,
incluindo citocinas, tais como IL-1 a, TNF- a e IL-8 (LIM, et al., 2004). Um dos mecanismos
sugeridos para atuacdo do fenol é desencadeada pela ruptura da membrana plasmatica dos
queratindcitos por efeito direto, resultando na liberacdo da IL-1 a pré-formada, além de outros
mediadores inflamatorios como os metabolitos do AA e ROS, sendo estes dois Ultimos
provenientes também do estresse oxidativo. Vale ressaltar que as citocinas pro-inflamatdrias
sdo produzidas por um mecanismo distinto das vias dependentes da PKC (WILMER et al.,
1994; MURRAY et al., 2007), fato que permite confirmar sugestivamente a acéo

91



desencadeada pelo extrato e sua fracdo sobre vias relacionadas mecanismos oxidantes
antioxidantes, por considerando o estresse oxidativo.

A histamina € uma amina vasoativa liberada por mastécitos ativados pelas proteinas
do sistema complemento C3a e C5a e por leucdcitos ativados por IgE. So responsaveis pelo
aumento da permeabilidade vascular e acdo vasodilatadora (RANG et al., 2007; KINDT et al.,
2008), encontrando-se envolvida nas reacfes de hipersensibilidade imediata, devido sua a¢ao
rapida (BRAND et al., 2002). O modelo de edema de orelha induzido por histamina
demonstrou efeito significativo para EHFCC em ambas as concentracfes (grafico 5),
atividade essa semelhante significativamente a apresentada pelo modelo induzido pelo AA; no
entanto em se tratando de EHFCC-FM ndo apresentou nenhum efeito antiedematogénico
significativo (grafico 5). Tal ineficiéncia pode ser suposta devido a capacidade de compostos
fenolicos, especialmente o &cido clorogénico, quelar-se com o ferro, cabendo ressaltar
também que seu composto majoritario acido clorogénico, possui mecanismo distinto de
quelacdo comparado a flavonoides com a rutina (majoritario do EHFC) (ANDJELKOVIC’ et
al., 2006). Estudos apontam que o acido clorogénico pode ser Gtil no tratamento de doencas
alérgicas, devido sua capacidade inibitoria sobre o composto 48/80 ou complexo IgE-
antigénico, o qual induz a liberacdo de mastdcitos em processos alérgicos; sugerindo que 0
acido clorogénico tende a apresentar resultados positivos no tratamento de patologias de pele
(HUI-DI QIN, et al., 2010; TRINH, et al., 2009; ARIDOR et al., 1990).

O perfil cromatografico (grafico 1) mostra o indice cromatografico da presenca dos
compostos rutina e acido clorogénico em amostras de EHFCC e EHFCC-FM de forma
majoritaria respectivamente. A partir dessa informacdo pode-se atribuir possivelmente o
potencial antiinflamatério apresentado pelas folhas de C. coriaceum a presenca de tais
compostos nos extratos; ambos os extratos possuem rutina e acido clorogénico em sua
composicdo, alternando entre eles maior concentracdo, por isso é valido ressaltar tais
componentes como base de efeito antiinflamatdrio. Recentes pesquisas in vitro avaliaram que
a rutina apresenta atividade exercida na superficie ou camadas superficiais da pele, atuando
assim de forma topica em pele de Crotalus durissus (BABY, 2007; BABY et al., 2008). O
acido clorogénico é o éster que mais apresenta estudos relacionados a sua bioatividade (UN-
HO et al., 2005), é um dos compostos fendlicos mais encontrados em vegetais (HYNES e
O’COINCEANAINN, 2004). Estudos apontam o &cido clorogénico como composto fendlico

detentor de potencial antioxidante em frutas (TSAO et al., 2005), bem como seu isémero 5-
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ACQ (&cido 5-cafeoilquinico) com propriedades antiinflamatorias devido capacidade de
inibicdo de processo inflamatorio mediado por citocinas (KRAKAUER, 2002). Rutina e
quercetina também possuem excelentes propriedades antioxidantes. Inibem a peroxidacao
lipidica e aumentam os sistemas antioxidantes endogenos, principalmente o da glutationa
(GSH), além disso a quercetina que é um produto da rutina, inibe a producgdo de 6xido nitrico
e a expressao da NOSi (RICE EVANS et al., 1995).

Radicais livres podem atacar proteinas, levando a diversas mudancas em seus
aminoéacidos, sua fragmentagdo, agregacao e conseqientemente diminuicdo de sua atividade
biolégica. Como o composto fendlico tem capacidade de quelar-se junto ao Cu+, este
mecanismo seria promotor da acdo antioxidante, visto que o ion Cu+ é um importante
catalisador da formacdo de radicais livres; fato comprovado em pesquisa ao demonstrar
atividade antioxidante do &cido clorogénico ao proteger proteinas do ataque de radicais livres
(KISS et al.,, 1989). Em anélise de atividade antioxidante para EHFCC e EHFCC-FM,
observou-se efetiva acdo das folhas do pequizeiro em todas as concentracOes testadas (tabela
6), 0 que certamente infere alusdo a natureza antioxidante de compostos fendlicos que tem
sido referenciada em uma série de vegetais (BHAKTA e GANJEWALA 2009). Tal potencial
antioxidante tem destaque estatistico de significancia semelhante ao controle positivo acido
ascorbico. Essa acdo estimula ainda mais a correlacdo de agentes ou vias de mecanismos
antioxidantes, bem como estresse oxidativo junto ao efeito antiinflamatério também
apresentado de forma significativa para as folhas do pequizeiro. Segundo Campos et al., 2003,
considera-se de potencial antioxidante uma amostra representada por CEsy < 500 pg/mL. Ou
seja, as amostras provenientes das folhas de C. coriaceum, demonstram ser detentoras de alto
valor antioxidante com CEsp = 11,90 £ 3,883ug/mL e 7,65 + 1,053 pg/mL para EHFCC e
EHFCC-FM respectivamente (tabela 2), ficando acima da média requerida; além do fato que
tais resultados sdo precursores em relatos de atividades bioldgicas representadas por extratos

foliares da espécie Caryocar coriaceum Wittm.
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7. Conclusotes

v" Foi detectada a presenca de classes de metabdlitos secundarios correspondentes a
compostos fendlicos, flavondides e taninos; tambeém foi possivel determinar os
constituintes majoritarios da planta em termos de seu extrato hidroalcodlico e fragdo
metanolica, tendo respectivamente na sua composicdo 0s compostos rutina e acido

clorogénico;

v" EHFCC e EHFCC-FM néo apresentaram efeito de CIM sobre as cepas bacterianas e
fangicas testadas, e também ndo apresentaram eficacia modulatoria diante as cepas
fangicas; entretanto ambos os extratos demonstraram significancia sinérgica frente as

cepas bacterianas avaliadas em funcdo de aminoglicosideos;

v" EHFCC e EHFCC-FM nao demonstraram efeito anti-edematogénico topico mediante
aplicacdo Unica de 6leo de croton; entretanto em aplicacdo maltipla ambos os extratos

apresentaram significancia anti-inflamatéria;

v Na presenca de &cido araquidonico e fenol, EHFCC e EHFCC-FM demonstram
eficacia anti-edematogénica topica nas concentracdes avaliadas, sugerindo acdo de
mediadores inflamatdrios como AA e ROS e mecanismos dependentes da inibi¢do de

produtos do AA e radicais livres.;

v' EHFCC apresentou efeito anti-inflamatério tdpico sobre aplicagdo subcutanea de
histamina sugerindo mecanismos dependentes da inibicdo de receptores
histaminérgicos ou de eventos induzidos pela histamina, no entanto EHFCC-FM néo
demonstrou significancia edematogénica, 0 que remete a diferenca entre 0s

componentes majoritarios presentes, devido a suas divergentes formas de acdo;
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v' EHFCC e EHFCC-FM apresentaram eficiente a¢do antioxidante em funcéo de radicais
livres de DPPH, sugerindo interligacdo entre o efeito antiedematogénico j& observado

em funcéo da presenca de agentes ROS e antioxidantes;
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