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RESUMO

Estudo zooterapico do 6leo fixo de Phrynops geoffroanus (Schweigger,
1812) (Testudines: Chelidae) do Nordeste do Brasil, com anélise
quimica e farmacolodgica (in vitro e in vivo)

Répteis sdo usados na medicina tradicional. Phrynops geoffroanus é um quel6nio que
habita lagos, riachos e rios de paises da América do Sul. No Nordeste do Brasil sua
gordura corporal é utilizada para fins etnomedicinais, sendo indicada para o tratamento
de doencas como dor de garganta, dor de ouvido, caxumba, reumatismo e artrose.
Diante disso, este estudo teve por objetivo identificar a composicdo quimica do 6leo da
gordura Phrynops geoffroanus (OPG), além de avaliar sua atividade microbioldgica e
farmacol6gica. Os animais foram coletados na Estacdo Ecoldgica de Aiuaba, Ceard,
Brasil. Em seguida foram anestesiados e sacrificados para remoc¢édo da gordura corporal.
O OPG foi obtido usando hexano como solvente. Os acidos graxos foram determinados
indiretamente usando seus correspondentes esteres metilicos. A identificagdo dos ésteres
metilicos de &cidos graxos foi realizada em cromatografo gasoso acoplado a
espectrometro de massas. A atividade antimicrobiana do OPG foi testada contra
linhagens padrBes e multirresistentes das cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, Klebisiella pneumoniae, Candida albicans e
Candida krusei quando sozinho ou em combinacdo com antibacterianos e antifungicos.
Na determinacdo da CIM, o OPG apresentou atividade antifingica clinicamente
relevante frente a C. krusei ATCC 6258, com CIM 128ug/mL. Na associacdo do OPG
com os antibacterianos e antifingicos foi observado efeito sinérgico apenas quando
combinado com gentamicina frente a linhagem de Pseudomonas aeruginosa 22. Para
avaliar a atividade antiedematogénica foi utilizado o modelo de edema de orelha em
camundongos induzido por 6leo de croton (agudo e crénico). O OPG ndo demonstrou
efeito antiedematogénico no modelo de edema de orelha induzido em camundongos por
aplicacdo Unica do agente flogistico. Entretanto, na aplicacdo multipla do éleo de croton
0 OPG a partir de 168 h promoveu reducéo significativa do edema quando comparado
com o controle negativo, apresentando efeito inibitorio médio de 36,47% (p < 0,01).

Palavras chaves: acidos graxos, atividade antimicrobiana, atividade antiedematogénica,
medicina tradicional, zooterapia.



ABSTRACT

Study zootherapy fixed oil Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812)
(Testudines: Chelidae) of northeastern Brazil, with chemical analysis

and pharmacological (in vitro and in vivo)

Reptiles are used in traditional medicine. Phrynops geoffroanus is a chelonian that
inhabits lakes, streams and rivers of South America countries. In Northeastern Brazil
your body fat is used for ethnomedicinal, is indicated for the treatment of diseases such
as sore throat, earache, mumps, rheumatism and arthrosis. Therefore, this study aimed
to identify the chemical composition oil Phrynops geoffroanus (OPG), and evaluating
its pharmacological and microbiological activity. The animals were collected at the
Ecological Station Aiuaba, Ceard, Brazil. They were then anesthetized and euthanized
for removal of body fat. The OPG was obtained using hexane as solvent. Fatty acids
were determined indirectly using their corresponding methyl esters. The identification
of methyl esters of fatty acids was performed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry. The antimicrobial activity of the OPG was tested against standard strains
and multiresistant strains of Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebisiella pneumoniae, Candida albicans, and Candida krusei when alone
or in combination with antibacterial and antifungal. In determining the MIC, the OPG
showed clinically relevant antifungal activity against C. krusei ATCC 6258 with MIC
128 pg/mL. In the association of OPG with antibacterial and antifungal synergistic
effect was observed only when combined with gentamycin front Pseudomonas
aeruginosa 22. To evaluate the activity antiedematogenic model was used for mouse ear
edema induced by croton oil (acute and chronic). The OPG showed no effect on
antiedematogenic model induced ear edema in mice by applying single agent
phlogiston. However, the application of multiple croton oil from the EPG 168 h resulted
in significant reduction of edema when compared to the negative control, showing
inhibitory effect mean 36.47% (p <0.01).

Keywords: fatty acids, antimicrobial activity, antiedematogenic activity, traditional
medicine, zootherapy.
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INTRODUCAO

Produtos naturais de origem animal representam uma importante alternativa para
o tratamento de doencas humanas em diversas partes do mundo, especialmente nos
paises em desenvolvimento (ALVES & ROSA, 2007a). Plantas e animais tém sido
utilizados como recursos medicinais desde tempos antigos (ANYINAM, 1995; LEV,
2003; ALVES & ROSA, 2005). Embora os materiais derivados de plantas representem
a maioria dos ingredientes utilizados nos sistemas de salde tradicionais ao redor do
mundo, animais também constituem um importante elemento no sentido clinico
(COUTINHO, 2010).

Comunidades humanas desenvolveram um acurado saber acerca das
propriedades terapéuticas e medicinais dos animais, e 0 uso desses recursos naturais
como remédio pode representar uma op¢do na substituicdo de medicamentos que
atualmente a industria farmacéutica coloca a disposic¢ao da populacdo, a precos que nao
condizem com a sua realidade socio-econdémica ou cultural (ALVES & ROSA, 2005).
De acordo com Raskin et al. (2002), 75% da populacdo de paises em desenvolvimento
utilizam os recursos da medicina tradicional prioritariamente em seus sistemas de saude.
Consequentemente, o conhecimento de comunidades tradicionais sobre propriedades
farmacolégicas da biodiversidade € essencial para a descoberta de farmacos
(RAGAVAN, 2008).

E crescente o nimero de trabalhos que investigam quais s30 0s zooterapicos
comercializados para a medicina alternativa (MAHAWAR & JAROLI, 2006),
demonstrando que o uso de remedios preparados a partir de animais € uma préatica
comum em regides carentes. No Brasil, especialmente na regido Nordeste, trabalhos
relatam uma grande variedade de animais utilizados para fins medicinal e magico-
religioso, sendo que o uso e a comercializacdo das espécies ocorrem comumente em
mercados publicos, feiras e comunidades de pescadores (ANDRADE & COSTA-
NETO, 2005, ALVES & ROSA, 2007b, FERREIRA et al., 2012).

A utilizacdo de animais com fins medicinais levanta discussdes sobre a
conservacdo das espécies utilizadas na producdo de remédios, pois muitos deles
encontram-se presentes nas listas de espécies ameacadas (ALVES, 2009). Todavia,
Mesmo Com a preocupacao para conservar as espécies ameacadas, entender as relacdes

sobre 0 uso tradicional de animais € importante, pois, de acordo com Rist & Dahndouh-
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Guebas (2006), associar o conhecimento tradicional ao conhecimento cientifico é
imprescindivel para o desenvolvimento de estratégias de conservacao e gerenciamento
dos recursos naturais.

Trabalhos com o objetivo de avaliar o potencial clinico-farmacolégico de
produtos naturais derivados de animais do Nordeste brasileiro vém apresentando
resultados interessantes: os decoctos da pele dos lagartos Tropidurus hispidus e
Tropidurus semitaeneatus, podem ser uma fonte de produtos naturais com atividade
modificadora da agdo antibidtica para ser utilizada frente a bactérias multirresistentes
(SANTOS et al., 2012). Decocto de Nasutitermes corniger (“cupim”) também mostrou
possuir atividade modificadora da acdo de antibiotica frente a bactérias multirresistentes
(COUTINHO et al., 2009). O dleo da banha do lagarto Tupinambis merianae possui
acdo anti-inflamatéria (FERREIRA et al., 2010). O ninho de espuma da ra
Leptodactylus vastus demonstrou possuir atividades antimicrobiana, larvicida,
hemoaglutinante, hemilitica e surfactante (HISSA et al., 2009).

No Nordeste do Brasil Phrynops geoffroanus (“cagado”) é utilizado por
comunidades tradicionais como zooterapico, sendo a sua gordura corporal indicada para
tratamento de doencas como: dor de garganta, dor de ouvido, caxumba, reumatismo e
artrose (COSTA NETO, 1996; ALVES & ROSA, 2006; ALVES & ROSA, 2007a,
MOURA & MARQUES, 2008; ALVES et al., 2009c, ALVES & ALVES, 2011).

O presente estudo tem como objetivo identificar a composicdo quimica do 6leo
oriundo da gordura corporal de P. geoffroanus, bem como avaliar sua atividade
antimicrobiana in vitro e sua atividade antiedematogénica utilizando o modelo de edema
de orelha in vivo. Este é o primeiro relato sobre a investigacéo das atividades biologicas

acima citadas para produto natural obtido da espécie em questéo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Analisar quimicamente o éleo proveniente da gordura de Phrynops geoffroanus,

bem como verificar as suas atividades antimicrobiana, moduladora e antiedematogénica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter o 6leo oriundo da gordura de P. geoffroanus e caracteriza-lo quimicamente;

. Verificar a concentracéo inibitoria minima (CIM) do 6leo frente a linhagens de bactérias

e fungos;

. Analisar a eficacia do 0leo na modulacdo da resisténcia bacteriana e flangica a

antibioticos e antifingicos comumente utilizados;

. Avaliar a atividade antiedematogénica do 6leo de P. geoffroanus, através do modelo de
edema em orelha, induzido pela aplicacdo topica do agente flogistico 6leo de crdton

(modelo agudo e cronico).
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REFERENCIAL TEORICO

ETNOZOOLOGIA

Ao longo de toda a historia encontramos vérias evidéncias da relagdo entre o0s
seres humanos e 0s outros animais, uma conexao antiga e de extrema importancia para
as sociedades humanas, uma vez que estes mantém estreitas interacdes de dependéncia
ou co-dependéncia dos recursos faunisticos (ALVARD et al.,, 1997; FOSTER &
JAMES, 2002; FRAZIER, 2007; ALVES et al., 2009b). Pinturas rupestres que
representavam animais selvagens e figuras humanas, além da caca, sdo exemplos de
antigas atividades humanas que se tem conhecimento (ALVES & SOUTO, 2011).

Animais sempre foram cacados pelo seu valor utilitario e também pela
necessidade dos humanos se defenderem dos grandes predadores (ALVES & SOUTO,
2010). Ao longo dos séculos essa relacdo de co-dependéncia também contribuiu para a
formacdo de vinculos afetivos, onde muitas espécies foram e continuam sendo mantidas
como animais de estimacdo (HOOVER, 1998; FRANKE & TELECKY, 2001; ALVES
et al., 2010).

A domesticacdo de animais permitiu inicialmente enriquecer a dieta do homem
com uma proviséo regular de carne e leite, e mais tarde, proporcionou uma nova fonte
de energia muscular, além da humana, como montaria ou forca de tracdo de arados e
carros, multiplicando, dessa forma, a capacidade produtiva do homem e sua mobilidade
espacial (RIBEIRO, 1998).

A relacdo com a fauna ultrapassa o mero valor utilitario, existindo também uma
forte relacdo sobrenatural entre os mundos humano e animal desde épocas remotas,
onde todas as culturas humanas produziram mitos, e em todas elas encontramos a
integracdo dos animais no seu imaginario (ALLABY, 2010). A serpente talvez seja o
mais comum simbolo onirico da transcendéncia, representada pelo simbolo terapéutico
do deus romano da medicina, Esculapio, que sobreviveu nos tempos modernos como
simbolo da profissdo médica (BIERLEIN, 2004). Na aurora das civilizacdes do velho
mundo, embora de maneira exagerada, houve o reconhecimento generalizado de que
determinadas espécies de animais compartilhavam importantes caracteristicas com 0s

humanos e, nesse contexto, animais como o cavalo, a cobra e o gado, por exemplo,
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estiveram associados a simbologias de poder/dominacdo ou libido/fertilidade
(SCHWABE, 1994).

A variedade de interacGes pretéritas e atuais que as culturas humanas mantém
com o0s animais é abordada pela perspectiva da etnozoologia, uma ciéncia que busca
compreender como 0S mais variados povos percebem e interagem com 0S recursos
faunisticos ao longo da historia da humanidade (ALVES & SOUTO, 2011).

Historicamente, as publicacbes etnozooldgicas resultaram de estudos
desenvolvidos em diferentes areas, como a zoologia, ecologia humana, sociologia e
antropologia, um reflexo do carater interdisciplinar desta ciéncia (ALVES & SOUTO,
2011). Considerando que a etnozoologia faz parte de uma ciéncia maior, a etnobiologia,
0 histérico de desenvolvimento se sobrepdem (ALVES & SOUTO, 2010).

Estudos etnobioldgicos tém demonstrado que populagbes nativas ou locais
possuem um profundo conhecimento sobre a natureza e sobre a importancia de varios
recursos bioldgicos para os mais variados povos (BEGOSSI et al., 1999; HANAZAKI
et al., 2009, ALVES et al., 2010). Esse conhecimento vem ganhando atencdo em todo o
mundo, uma vez que os saberes e técnicas tradicionais completam o conhecimento
cientifico em areas como: pesquisa e avaliacdo de impactos ambientais; manejo de
recursos e desenvolvimento sustentavel (MORIN-LABATUT & AKATAR, 1992;
JOHANNES, 1993, SILITOE, 1998).

Por muitos anos, os estudos etnobiologicos estavam mais voltados as plantas
medicinais, porém, recentemente, diferentes investigadores demonstraram que na
interacdo cultura/natureza é notavel a utilizacdo da fauna para fins medicinais em
diferentes sociedades humanas (COSTA-NETO, 1994; MARQUES, 1995). Embora o
uso de animais para tratamento de doencas seja um fendémeno historicamente antigo
(COSTA-NETO, 1999), pouco foi investigado sobre esta pratica no Brasil.

ZOOTERAPIA

A medicina popular é um fenémeno que marca a cultura de cada povo (MELO,
1999). Essa pratica médica é transmitida por geracdes, especialmente pela tradi¢do oral
e geralmente praticada por especialistas tradicionais, como erveiros, médiuns, parteiras,

benzedores e curandeiros, que utilizam diferentes recursos vegetais, animais e minerais
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para curar e tratar doencas e enfermidades que afetam ndo apenas 0s seres humanos,
mas também os animais (PEREIRA & SOUTO, 1999).

Incluida no rol das préaticas médicas tradicionais encontra-se a zooterapia, que
pode ser definida como a cura de doengas de humanos e animais por meio do uso de
terapéuticos baseados em remédios obtidos de animais ou derivados destes (ANDRADE
& COSTA-NETO, 2006). A palavra “doenga” ¢ aqui utilizada em um sentido amplo,
referindo-se tanto as enfermidades de origem personalistica (provocada por um agente
humano ou sobrenatural) quanto aquelas de origem naturalisticas (causadas pela
intervencdo de causas ou forcas naturais), incluindo-se desde estados dolorosos a
pertubacGes de origem psiquicas (FOSTER, 1983).

O uso de produtos terapéuticos de origem animal tem constituido parte
significativa do inventario de substancias medicinais presentes em varias culturas
humanas (PINA, 1946; LEV, 2003). No periodo greco-latino os sacerdotes nos templos
de Esculapio recomendavam aos leprosos a carne de viboras (CHEMAS, 2010). Na
Biblia, existe uma passagem em que o Anjo Rafael ensina Tobias a preparar um
remédio com o suco biliar, o coragédo e o figado de um peixe (COSTA-NETO, 1999).
No século XIIl, Alberto Magno prescreve os testiculos dos porcos aos homens
impotentes, o Utero das lebres as fémeas inférteis, e o cérebro dos camelos, ledes e
lebres contra a epilepsia e a loucura (MOUSSON-LANAUZE, 1926). Ja em plena
civilizacdo moderna, em junho de 1889, o médico Charles-Edouard Brown-Séquard
escandalizou o mundo cientifico e leigo, ao relatar para a Societé de Biologie, em Paris,
0 impressionante aumento da forca e vigor fisico e mental, experimentado em si mesmo
ap0s uma injecdo subcutanea de um liquido extraido dos testiculos de cdes e cobaias,
onde esta experiéncia se tornou o marco inicial da endocrinologia (BROWN-
SEQUARD, 1893).

Uma grande variedade animais (selvagens e domesticos) constitui a farmacopéia
de muitos povos ao redor do mundo, sendo que a pratica zooterdpica, por ser
historicamente antiga e geograficamente disseminada, levou Marques (1994) a publicar
a “hipdtese da universalidade zooterapica”, segundo a qual toda sociedade humana que
apresenta um sistema médico utiliza remédios feitos a base de animais.

Nas praticas zooterapicas, 0s animais sdo utilizados integralmente ou em partes,
como pena, perna, couro, dente, banha (gordura), leite, carne, espordo, chifre, espinho,

escama, unha, sangue, pénis, 0ssos, figado, carne, coracdo, cabeca, testiculo, olho, e até
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produtos do metabolismo como fezes e urina sdo recursos medicinalmente utilizaveis
(ALVES & ALVES, 2011). Animais vivos também sdo empregados no tratamento de
doencas. Na cidade de S&o Félix, localizada no estado da Bahia, Andrade & Costa-Neto
(2005) registraram que os moradores cospem na boca de peixes como o cambota
(Callichthys sp.) e o piau (Leporinus sp.), soltando-os em seguida, visando obter o
tratamento de doencas como tuberculose, diabete e cancer. No semiarido dos estados da
Paraiba e Pernambuco, o cancdo (Cyanocorax cyanopogon) ¢é utilizado em “simpatia”
popular para tratar processos asmaticos, devendo essa ave ser alimentada com os restos
alimentares do enfermo (ALVES et al., 2008a; ALVES et al., 2009a).

Diferentes maneiras de preparacdo e administracdo de recursos zooterapicos sao
relatadas. Partes duras como 0ssos e chocalhos de cobras sdo postos para secar ao sol e
em seguida moidas para obter um pd, que serd ingerido como cha ou associado as
refeicbes (ALVES & ALVES, 2011). A cabeca da paca (Agouti paca) € utilizada como
amuleto para facilitar o momento do parto (SILVA, 2008). Secrecdes, banhas e ¢leos
geralmente sdo massageados sobre éareas afetadas por enfermidades ou ingeridos
(ALVES & ROSA, 2006). Alguns produtos zooterapicos podem ser usados em
associagdo com plantas medicinais em “garrafadas”, uma mistura composta por varias
plantas embebidas em cachaca (aguardente de cana-de-aglcar) ou em vinho branco e
armazenadas em garrafas (CAMARGO, 1975; NGOKWEY, 1995; AGRA et al., 2006).

A banha (gordura) destaca-se como um dos recursos zooterapicos de maior uso.
Dos peixes, tem-se o registro da banha do peixe-elétrico (Electrophorus electricus), que
é usada para pancadas, torcdes e picadas de insetos, e da traira (Hoplias malabaricus),
recomendada para problemas oftalmicos (catarata). Répteis tém como citagdo o uso das
banhas de cascavel (Caudisona durissa) e da jibdia (Boa constrictor) para tratar
reumatismo (Figura 1, p. 29). Das aves, registra-se 0 uso da banha de ema (Rhea
americana), que é usada para dores em geral, e da galinha (Gallus domesticus),
recomendada para tratar catarro. Nos mamiferos, cita-se o uso medicinal do sebo de
carneiro castrado (Ovis aries) para tratar tor¢cdes, e a banha da capivara (Hydrochaeris
hydrochaeris) € utilizada para reumatismo (COSTA-NETO & ALVES, 2010; ALVES
& ALVES, 2011).
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Figura 1 — Produtos de origem animal vendidos em cidades brasileiras. A —
cavalos-marinhos secos, B — Sabdo produzido a partir de gordura da tartaruga
Podocnemis expansa e mel de abelha, C — Gorduras de ovelha (Ovis aries) e tartaruga
(P. expansa), D — gordura de Anaconda (Eunectes murinus), E — gorduras de Jibdia
(Boa constrictor) e peixe-boi (Trichecus sp.), F — garrafas de plastico com gorduras de
guaxinim (Procyon cancrivorus), cascavel (Caudisona durissa), jacarés (Paleosuchus
palpebrosus ou Cayman crocodilus) e tatu (Euphractus sexcintus), G — cabeca e gordura
de jiboia (B. constrictor) e chocalho e gordura de cascavel (C. durissa) e H — Ostra em
po (Crassostrea rhizophorae), e as gorduras de diferentes animais prontas para ser
comercializado direto em grandes potes de plastico e em frascos pequenos. (retirado de
ALVES & ALVES, 2011).
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ETNOFARMACOLOGIA

Define-se etnofarmacologia como “a exploracdo cientifica interdisciplinar dos
agentes biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou observados pelo
homem” (BRUHN & HOLMSTEDT, 1982). Esta ciéncia permite a formulacdo de
hipoteses quanto a(s) atividade(s) farmacoldgica(s) e a(s) substancias ativas
responsaveis pelas acGes terapéuticas relatadas (ELISABETSKY & SETZER, 1985;
ELISABETSKY, 1986). Neste aspecto, a selecdo de espécies animais e vegetais para a
pesquisa e desenvolvimento baseados na informacdo de um efeito terapéutico, pode se
constituir num valioso atalho para descoberta de farmacos. Por ser se basear em
informacGes de utilidade terapéutica, a etnofarmacologia pode levar a identificagdo de
produtos com mecanismos de acdo desconhecidos, ao contrario da abordagem
mecanicista, que se baseia na interferéncia dos produtos em teste com mecanismos
farmacodinamicos predeterminados (ELISABETSKY, 1993).

Desde a publicacdo de trabalhos, principalmente a partir da década de 1990
sobre o potencial da etnofarmacologia para a descoberta de novos farmacos, a pesquisa
envolvendo os saberes e praticas “tradicionais” ganhou novo sentido, indo além da
simples compilacdo de plantas e animais (MORAES et al., 2005; MONTEIRO et al.,
2006; ALBUQUERQUE et al., 2007).

Segundo Albuguerque & Hanazaki (2006) vivencia-se um momento propicio e
produtivo para a pesquisa cientifica que envolve a aplicacdo de conhecimentos locais
sobre o0 uso de plantas e animais medicinais. Deixou-se para tras a época em que esse

saber era subestimado, iniciando hoje uma era de cooperagéo de saberes.

FARMACOS ORIUNDOS DE REPTEIS

Répteis estdo entre as espécies animais usadas na medicina popular, e suas
praticas populares relacionadas com a prevencdo ou cura de doencas foram registradas
em diferentes contextos socio-culturais do mundo (ZHOU & JIANG, 2004;
MAHAWAR & JAROLLI, 2006, 2008; VAZQUEZ et al., 2006; ALVES & PEREIRA
FILHO, 2007; ALVES et al., 2008a,b). No Brasil a utilizacdo medicinal destes animais
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é documentada desde o inicio do periodo colonial (SILVA et al., 2004; ALMEIDA,
2005; ALVES et al., 2007). Iguana iguana (camaleédo), C. durissa (cascavel) e Micrurus
ibiboboca (cobra coral) sdo exemplos de répteis utilizados na medicina tradicional
desde o periodo colonial (ALVES et al., 2009b).

Constituintes quimicos e as atividades farmacoldgicas de alguns produtos
animais j& sdo conhecidas, porém, estudos etnofarmacoldgicos focados em remédios de
origem animal sdo muito importantes para indicar o possivel uso terapéutico desses
produtos naturais, bem como suas possibilidades de uso farmacol6gico (KUNIN &
LAWTON, 1996). De acordo com Harvey (2008) 225 drogas estdo em estagio de
desenvolvimento a partir de produtos naturais, onde estas novas drogas estdo sendo
produzidas para combater: cancer, agentes infecciosos, doencas renais, doencas
vasculares, doencgas gastrointestinais, dermatites, doencas metabolicas e hormonais.
Dentre as drogas produzidas nos ultimos anos a partir de produtos naturais, 24 séo
provenientes de substancias derivadas de animais.

Trabalhos vém sendo realizados com o intuito de descrever as propriedades
clinico-farmacoldgicas das substancias isoladas a partir de répteis. O hormdnio
exendina-4, obtido da saliva do lagarto monstro-de-gila (Heloderma suspectum) hoje é
utilizado como nova alternativa terapéutica para o controle da diabetes mellitus tipo 2
(ROBLEJO & DELGADO, 2012). O Captopril (Capoten), usado no tratamento da
hipertensdo, foi desenvolvido a partir da peconha da jararaca comum (Bothrops
jararaca) (FERREIRA, 1993). Outro novo produto é o enpak (sigla para endogenous
pain Kkiller), uma proteina com poder analgésico, obtida do veneno da cascavel
(Crotalus terrificus), cujo efeito pode vir a ser 600 vezes mais poderoso que a morfina
(BELLINGHINI, 2004).

RESISTENCIA MICROBIANA E PRODUTOS NATURAIS

Nos anos 60 e 70, o uso indiscriminado de penicilinas semi-sintéticas resistentes
a penicilinases e de cefalosporinas favoreceu o aparecimento de linhagens de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, e na mesma época, 0 uso extensivo de
ampicilina favoreceu o aparecimento de cepas de Escherichia coli ampicilina —

resistentes. Entre os anos 70 e 80, as bactérias Gram-negativas eram o grande obstaculo
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terapéutico, mas no novo milénio, as Gram-positivas passaram também a ocupar um
lugar de destaque (ROSSI & ANDREAZZI, 2005). Enquanto a resisténcia microbiana
tem crescido de forma significativa, o niUmero de antibidticos em pesquisas diminuiu
drasticamente nos ultimos anos (SWARTZ, 2000).

A situacdo atual da resisténcia as drogas tem sua origem em muitos fatores,
incluindo a selecdo de mutantes resistentes por exposicdo a agentes antimicrobianos,
transferéncia de determinantes genéticos de resisténcia entre cepas bacterianas e
disseminagdo clonal de cepas resistentes entre pacientes hospitalizados e entre
instituices hospitalares. Como consequéncia estd o aumento da morbidade e
mortalidade entre pacientes, a reducdo do nimero de drogas utilizaveis por futuras
geracdes de pacientes, além do impacto econdmico trazido pelos custos com infecgdes
(McGOWAN JR, 2004).

Com o aumento da resisténcia microbiana aos antibidticos, o uso dos produtos
naturais representa uma alternativa interessante para o tratamento de doencas
bacterianas (MBWAMBO et al., 2007). Muitos produtos tém sido avaliados ndo apenas
para a atividade antimicrobiana direta, mas também como agentes moduladores de
resisténcia (GIBBONS, 2004).

Nos ultimos anos, varios estudos foram realizados em diferentes paises para
demonstrar a eficacia de produtos naturais frente as infec¢bes bacterianas (BENOIT-
VICAL, 2006). Diversos compostos obtidos de produtos naturais tém atividade direta
contra muitas espécies de bactérias, aumentando a atividade ou revertendo a resisténcia
natural de uma bactéria especifica para determinados antibioticos (COUTINHO et al.,
2009).

INFLAMACAO E MEDIADORES INFLAMATORIOS

O termo inflamacdo € utilizado para denotar um complexo fenémeno do
organismo frente a um processo, a um antigeno ou lesdo celular ou tecidual, de carater
salutar, com o propdsito de erradicar o agente agressor e promover a reparacdo tecidual
(SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). De modo geral, o processo inflamatério
compreende trés fases: a fase aguda, caracterizada pelos eventos vasculares,

observando-se a vasodilatagcdo local e o aumento da permeabilidade vascular; a fase
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tardia onde se observa a migracdo celular, com a infiltracdo de leucdcitos e células
fagocitérias e a fase proliferativa cronica, na qual ocorre degeneragdo tecidual e fibrose,
podendo causar a dor através da ativagdo e sensibilizacdo de nociceptores (LESS et al.,
2004).

Na fase aguda, a inflamacéo é de curta duragdo e apresenta os sinais cardinais: a
dor, o calor, o rubor, o tumor e a perda da fungdo (ROCK & KONO, 2008). A fase
cronica perdura por um periodo indeterminado, variando de acordo com os tipos de
mediadores celulares humorais envolvidos. As modificacdes decorrentes da liberacao
destes mediadores levam ao intumescimento tecidual, devido ao extravasamento de
proteinas plasmaticas, com consequente saida de agua para o tecido e a penetracdo de
células inflamatdrias, a fim de neutralizar o agente nocivo (LEY, 2002; SPINOSA et al.,
2006).

A preocupacdo de conhecer melhor as reagdes inflamatdrias progrediu apos a
descoberta do primeiro mediador da inflamacdo — a histamina. Dai em diante, 0s
estudos experimentais se multiplicaram, possibilitando ndo s6 melhor compreensédo do
processo inflamatorio, mas também na investigacdo de drogas anti-inflamatdrias, muito
Uteis no tratamento das inflamagdes. Os mediadores da inflamacdo sdo liberados em
tempos diferentes durante o processo inflamatorio. 1sso significa que os fenbmenos
irritativos ndo atuam somente no inicio, mas pode perdurar por tempo variavel durante o
processo, razdo pela qual a duracdo das inflamagdes é varidvel de caso para caso
(PEREIRA & BOGLIOLO, 1993).

INTERFERENCIA DOS ACIDOS GRAXOS NO PROCESSO INFLAMATORIO

Os acidos graxos foram vistos até o inicio do século XX exclusivamente como
uma forma eficiente de armazenar energia, podendo estes ser sintetizados pelo
organismo a partir de proteinas e carboidratos. Desde entdo, vérias evidéncias
apontaram que uma dieta pobre em acidos graxos esta associada a sindromes que podem
levar a morte. Criou-se entdo o conceito de acidos graxos essenciais — acidos graxos
imprescindiveis ao organismo, que ndo podem ser sintetizados pelo mesmo e que,
portanto, devem ser oferecidos na alimentacdo (CARMO & CORREIA, 2009).
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Duas “familias” de 4cidos graxos sdo essenciais: os acidos graxos 6mega-3 € 0S
acidos graxos 6mega-6 (CARMO & CORREIA, 2009). Os principais representantes dos
acidos graxos Omega-3 sdo: o acido linolénico (Figura 2, p. 34), o é&cido
eicosapentaenoico (ou EPA) e o 4cido docosahexaendico (ou DHA); e os principais
representantes dos &cidos graxos 6mega-6 sdo: o &cido linoléico (Figura 2, p. 34) e 0
acido araquidénico (AA) (ANDRADE & CARMO, 2006). Estes acidos podem
modular interacdes célula-célula e a sinalizacéo intracelular. Desta forma, a alteracdo de
fosfolipideos de membrana quanto a composicao de acidos graxos podem modular a sua
fluidez, o que modifica a ligacdo de citocinas aos seus receptores especificos. Os efeitos
dos acidos graxos em atenuar o processo inflamatério podem ocorrer de diversas
maneiras: vasoconstriccdo, quimiotaxia, adesdo, diapedese, ativacdo e morte celular,
sendo que a maioria destes eventos ocorre sobre a via dos derivados do &cido
araquiddnico como prostraglandinas, leucotrienos, tromboxanos e lipoxinas (POMPEIA
et al., 2000; CALDER, 2003). Além disso, 0s acidos graxos sao precussores primarios
de mediadores lipidicos importantes durante o processo inflamatorio, como é&cido
araquidénico (AA), prostraglandinas (PG), tromboxanos (TX) e leucotrienos (LT)
(CALDER, 2003).

Figura 2 - Estruturas quimicas dos acidos linoléico e linolénico
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DESCRICAO ZOOLOGICA
Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812)

Entre as 278 espécies de queldnios que existem no mundo, aproximadamente
20% delas ocorrem na América do Sul, representando um total de 20 familias, na qual

encontramos a familia Chelidae, cujos membros sdo conhecidos popularmente como
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“cagados”, sendo esta a mais rica, contendo um total de 23 espécies, sendo que 19 delas
ocorrem no Brasil (SOUZA, 2004).

Phrynops geoffroanus (Figura 3, p. 35) é um cégado cuja dieta €
predominantemente carnivora (MOLINA, 1991). Popularmente é conhecido como
cagado-de-barbela ou cégado-de-pescoco-de-cobra (VOGT, 2008). A espécie P.
geofroanus estéd inserida ao complexo Phrynops geoffroanus (composto por Phrynops
hilarii, Phrynops tuberosus, Phrynops wiliamsi e Phrynops geoffroanus) (PRITCHARD
& TREBBAU, 1984). Possui carapaca baixa que oferece pequena resisténcia ao
deslocamento na &gua, e patas anteriores modificadas em remo auxiliando sua
locomocgdo (POUGH et al., 1999). Linhas negras sobre o pesco¢o permitem diferencia-
lo de Phrynops tuberosus, que possui no pescoc¢o linhas alternadas bragas e pretas
(PRITCHARD & TREBBAU, 1984). Encontra-se largamente distribuido nos paises da
América do Sul (IVERSON, 1992), onde parece habitar preferivelmente lagoas, riachos
e rios de maior volume (PRITCHARD & TREBBAU, 1984). A reprodugdo ocorre
durante a estacdo seca (de dezembro a abril), quando o nivel dos rios desce e surgem
praias arenosas (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). As desovas sdo isoladas e podem
ocorrer até quatro vezes por periodo reprodutivo (VOGT, 2008).
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Figura 3 — A espécie Phrynops geoffroanus. Foto: do autor

Casco, sangue, ovos e gordura provenientes de queldnios de agua doce séo

citados como zooterapicos utilizados nas regides Norte e Nordeste do Brasil (ALVES &
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SANTANA, 2008; FERREIRA et al., 2009a,b). No estudo realizado por Almeida
(2007), este demonstrou que ja no século XVII havia relato do uso medicinal de
cagados (Phrynops spp.) no nordeste brasileiro. Comunidades tradicionais utilizam P.
geoffroanus como zooterapico para o tratamento de doencas em humanos e animais
domésticos (ALVES et al., 2002; ALVES & ALVES, 2011; SOUTO et al., 2011;
SOUTO et al., 2012). O principal material extraido deste animal para fins medicinais é a
banha, porém a literatura cientifica disponivel revelou a inexisténcia de dados

publicados sobre testes farmacoldgicos com a banha desta espécie.
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MATERIAL E METODOS

COLETA DOS REPTEIS

Através do método de coleta ativa, técnica descrita por Auricchio & Salomao
(2002), os queldnios foram coletados (permissdo para coleta SISBio/IBAMA: n° 30223-
1, processo n° 76197587) na Estacdo Ecoldgica de Aiuaba ( 06°36’S e 40°07°W ),
Ceara, Brasil, em Setembro de 2011. Os animais foram anestesiados através da
associacdo entre quetamina (60mg/Kg) e xilazina (6mg/Kg) (VIANA, 2003), e em
seguida sacrificados para remocdo da gordura corporal. As espécimes testemunhos
foram fixadas em alcool a 70% e depositadas na colecdo de zoologia da Universidade
Regional do Cariri — URCA (LZ-URCA 1328 e LZ-URCA 1329).

Materiais laboratoriais utilizados

As substancias utilizadas nos ensaios encontram-se relacionadas a seguir:

SUBSTANCIAS ORIGEM
Acido acético P.A. Fluka, Alemanha
Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®) Syntec, Brasil
Cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®) Syntec, Brasil
Dimetilsulféxido Merck, Alemanha
Etanol P.A. Dinamica, Brasil
Metanol Dinamica, Brasil
Hexano Dinamica, Brasil
Brain Heart Infusion (BHI) Merck, Alemanha
Neomicina Sigma-Aldrich, USA
Gentamicina Sigma-Aldrich, USA
Amicacina Sigma-Aldrich, USA
Anfotericina B Sigma-Aldrich, USA
Mebendazol Lasa, Brasil
Nistatina Teuto, Brasil
Metronidazol Prati, Brasil
Resazurina sddica Sigma-Aldrich, USA
Acido Cloridrico Dinamica, Brasil
Hidroxido de Sédio Dinamica, Brasil
Etanol 70% Dinamica, Brasil
Eter etilico Dinamica, Brasil
Hidroxido de potéassio Vetec, Brasil
Cloroformio Dinamica, Brasil

Sulfato de Sédio Anidro Vetec, Brasil
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Material permanente e equipamentos utilizados

Equipamentos utilizados durante a execugdo dos ensaios:

Equipamentos Modelo/Marca/Quantidade
Balanga Analitica de precisao Metler Toledo AB204
Banho Maria 100, Fanem Ltda.
Cronbmetros digitais LivStar
Extrator de Soxhlet Quimis
Materiais de biosseguranca -
Material cirtrgico Pakistan
Paquimetro digital Jomarca, Ref. N° 205509
Perfurador de couro (punch) Circunferéncia de 6 mm @
Pipetas automaticas Maxipette
Rotaevaporador Fisatom
Seringas estéreis Becton Dickinson (BD)
Autoclave de esterilizacdo a vapor quente Phoenix Luferco
Estufa de secagem e esterilizagéo Solab SL 100
Placas de microdiluicéo estereis Biofil
Tubos Eppendorff Eppendorff
Tubos Falcon Cralplast
Vidrarias gerais Pyrex

OBTENCAO DO OLEO FIXO DE Phrynops geoffroanus (OPG)

O oleo foi extraido da gordura corporal localizada na regido ventral dos
quelbnios. A extracdo foi realizada por 6h em aparelho Soxhlet usando hexano como
solvente. Apos a mistura ser filtrada e decantada, o 6leo foi seco em banho-maria a 70
°C por 2h e posteriormente armazenado em baixa refrigeracao (< 4°C) até o momento

dos testes.

DETERMINACAO DOS ACIDOS GRAXOS

Os éacidos graxos foram determinados indiretamente utilizando os seus
correspondentes ésteres metilicos. O éleo (0,2g) foi saponificado por 30 minutos sob o

refluxo com solugdo de hidroxido de potassio em metanol, seguindo o método descrito
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por Hertman e Lago (1973). Apos adequado tratamento e ajuste de pH, os &cidos livres
foram metilados com metanol por catélise &cida a fim de obter os respectivos ésteres

metilicos.

ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG/EM)

A andlise dos constituintes fixos do OPG foi realizada por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de massas (CG/EM) Hewlett-Packerd, modelo 5971, usando
coluna capilar ndo-polar DB-1 de silica fundida (30 m x 0,25 mm id., pelicula de 0,25
pum); carreado por gas helio; velocidade de fluxo 0,8 mL/min e modo de divisdo. A
temperatura do injetor foi de 250°C e a do detector de 200°C. A temperatura da coluna
foi programada de 35°C para 180°C em 4°C/min em seguida 180°C para 250°C em 10
°C/min. Os espectros de massa foram gravados a partir de 30-450 m/z. Os componentes
individuais foram identificados por correspondéncia de seus espectros de massa, 70 eV,
com os da base de dados usando a biblioteca construida através do espectrémetro
(Wiley, 229) e outros dois computadores utilizando indices de retengcdo como uma pre-
selecdo (ALENCAR et al., 1984; ALENCAR et al., 1990), bem como por comparacéo
visual de fragmentacdo padrdo com aqueles relatados na literatura (STENHAGEN,
1974; ADAMS, 2001).

TESTE MICROBIOLOGICO

Preparo da solucdo inicial e das solugdes de teste

No preparo da solucdo inicial, o OPG foi solubilizado em dimetilsulféxido
(DMSO - Merk, Darmstadt, Alemanha), observando a seguinte proporcdo: 20mg do
OPG solubilizado em 1mL de dimetilsulfoxido, obtendo assim uma concentracao inicial
de 20mg/mL. Posteriormente esta solucdo foi diluida em agua destilada, atingindo assim

a concentracdo de 1024pg/mL e reduzindo a concentracdo de DMSO para 10%, e a
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partir desta efetuaram-se diluigdes seriadas 1:2, durante o teste de microdiluicdo,
obtendo-se as concentragdes de extrato variando de 512 a 8ug/mL e DMSO para 5% de

concentragéo.

Microrganismos

Os experimentos foram realizados com isolados clinicos de Escherichia coli
(EC27), resistentes a neomicina e gentamicina (baixo nivel) e a tobramicina, amicacina
e neomicina, Staphylococcus aureus 358 (SA358), resistente a varios aminoglicosideos
e Pseudomonas aeruginosa (PA22) (Tabela 1, p. 41). As linhagens de Escherichia coli
ATCC 10536, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Klebisiella pneumoniae ATCC 4362, foram usadas como controle positivo. Para
a avaliacdo da atividade antifungica foram testadas cepas de Candida albicans ICB 12 e
Candida krusei ATCC 6258. Todas as linhagens foram mantidas em meio Heart
Infusion Agar slants (HIA, Difco). Antes dos ensaios, as células foram cultivadas por 24

horas a 37°C em Brain Heart Infusion (BHI, Difco).

Tabela 1 — Origem bacteriana e perfil de resisténcia a antibioticos.

Origem Perfil de Resisténcia
Bactéria

Escherichia coli 27 Ferida cirurgica  Aztreonan, Amoxacilina, Ampicilina,
Amicacina, Amoxilina, Cefadroxil, Cefaclor,
Cefalotina, Ceftazidima, Ciprofloxacina,
Cloranfenicol, Imipenem, Canamicina,
Sulfametrin, Tetraciclina, Tobramicina

Escherichia coli ATCC 10536 - Auséncia de resisténcia

Staphylococcus aureus 358 Ferida cirurgica  Oxacilina, Gentamicina, Tobramicina,
Amicacina, Canamicina, Neomicina,
Paramomicina,  Butirosina,  Sisomicina,
Netilmicina

Staphylococcus aureus - Auséncia de resisténcia

ATCC 25923

Pseudomonas aeruginosa 22 Ponta de cateter Polimixina B, Cfepime, Cftazidime,
Imipenem,  Ciprofloxacina, Piperacilina,
Levofloxacina, Meropenem

Pseudomonas aeruginosa - Auséncia de resisténcia

ATCC 15442

Klebsiella pneumoniae - Auséncia de resisténcia

ATCC 4362
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Meios de cultura

Nos ensaios microbioldgicos foram utilizados os seguintes meios de cultura:
Agar Heart Infusion — HIA (Difco laboratories Ltda), Brain Heart Infusion broth — BHI
(concentracdo indicada pelo fabricante e 10%) (Acumedia Manufactures Inc.). Todos 0s
meios de cultura foram preparados segundo as especificacbes do fabricante e

esterilizados em autoclave.

Preparo e padronizacdo dos in6culos bacterianos

As culturas de bactérias foram mantidas a 4°C em HIA. Antes dos testes, as
linhagens foram repassadas para 0 meio acima citado e incubadas a 35°C por 24 horas.
As linhagens replicadas a serem testadas foram inoculadas em BHI na concentragéo
recomendada pelo fabricante e incubadas nas mesmas condicdes citadas anteriormente.
Suspensdes com crescimento bacteriano foram diluidas em Caldo BHI em concentracao
de 10% até a obtencao de 10° céls/mL (NCCLS, 2000).

Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana: determinacdo da Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM)

Os ensaios para a determinacdo da CIM do OPG foram efetuados através do

método de microdiluicdo em caldo, com concentragdes variando de 512 a 8 pug/mL.

CIM pelo método de microdiluicdo em caldo: Execucédo e Leitura dos Ensaios

Este método utiliza pequenos volumes de meio e de amostra, distribuidos em
cavidades de microplacas estéreis. Na concentracdo de 1024 pg/mL, volumes de 100 pL

foram diluidos seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%. A Gltima cavidade foi usada como
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controle. As placas preenchidas foram incubadas a 35°C por 24 horas (JAVADPOUR et
al., 1996).

Para evidenciar a CIM das amostras foi preparada uma solugédo indicadora de
resarzurina sodica (Sigma) em éagua destilada estéril na concentracdo de 0,01 % (p/v).
Apos a incubagdo, 20 pL da solucdo indicadora foram adicionados em cada cavidade e
as placas passaram por um periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura ambiente. A
mudanca de coloracdo azul para rosa devido a reducdo do pH da resazurina indicou o
crescimento bacteriano (MARKHAN, 1998; PALOMINO et al., 2002), evidenciado
pela cor azul inalterada. Para a determinacdo do crescimento ou inibicdo das linhagens
fungicas foi utilizado o método da turbidez, que indica que houve crescimento dos
fungos quando ocorre a turvagao dos pocos.

Avaliacéo da interferéncia do OPG sobre a resisténcia aos antibioticos e antifingicos:
execucdo e leitura dos ensaios

Para avaliar o OPG como modulador da agédo antibiotica e antifungica, a CIM
dos antibidticos da classe dos antibidticos da classe dos aminoglicosideos (amicacina,
neomicina e gentamicina) e antifingicos (anfotericina B, mebendazol, nistatina e
metronidazol) foram avaliados na presenca e na auséncia dos 6leos em microplacas
estéreis.

Os 06leos foram misturados em caldo BHI 10% em concentracfes subinibitorias
(MIC/8). A preparacdo das solucdes de antibidticos e antifingicos foi realizada com a
adicdo de agua destilada estéril em concentracdo dobrada (2500 pg/mL) em relacdo a
concentracdo inicial definida e volumes de 100uL diluidas seriadamente 1:2 em caldo
BHI 10%. Em cada cavidade com 100 puL do meio de cultura continha a suspensdo
bactericida e fungicida diluida (1:10). Os mesmos controles utilizados na avalia¢do da
CIM para os Oleos foram utilizados (SATO et al.,, 2004, modificado). As placas
preenchidas foram incubadas a 35°C por 24 horas e a leitura evidenciada pelo uso de

resazurina sodica para bactérias e turbidez para fungos como citado anteriormente.
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TESTE FARMACOLOGICO: AVALIAC,‘AO DA ATIVIDADE
ANTIEDEMATOGENICA DO OLEO DE P. geoffroanus (OPG)

Modelo de edema de orelha

O modelo de edema de orelha é bastante Gtil na avaliacdo da atividade anti-
inflamatoria topica de compostos, uma vez que é uma metodologia bastante simples e
que permite verificar a atividade de compostos no edema induzido por diferentes
agentes irritantes, e ainda identificar compostos que tenham a capacidade de penetrar na
pele (GABOR, 2000).

Aspectos éticos da pesquisa

Este projeto foi submetido e aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Regional do Cariri (CEUA-URCA), com parecer 004/2012 (anexo).

OPG (Oleo de Phrynops geoffroanus)

Na realizacdo dos testes farmacologicos o OPG foi utilizado na concentracdo pura.

Animais de laboratério

Foram utilizados nos ensaios in vivo para a avaliagdo da atividade
antiedematogénica pelo modelo de edema de orelha, camundongos (Mus musculus), da
linhagem Swiss, adultos, de ambos 0s sexos, cuja massa corporea variou entre 25-35g,
aclimatizados em temperatura média de 22°C (+ 3°C) e umidade controlada (60-80%),
mantidos em ciclos claro/escuro de 12 horas, além de livre acesso a agua e racao
comercial para roedores (Labina, Purina®). Os animais foram cedidos pelo Biotério da

Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ) e mantidos no Biotério
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Experimental da Universidade Regional do Cariri — URCA, em concordancia com as
normas e procedimentos de biosseguranga para biotérios (CARDOSO, 1998-2001) e
bioéticas (BAZZANO, 2006). Os camundongos foram mantidos no laboratorio de
experimento durante pelo menos uma hora antes da realizagdo dos testes, para

adaptacéo.

Drogas e reagentes

O oleo de créton foi adquirido da Sigma Chemical (USA), dexametasona
(Decadron®) foi adquirido da Ache (Brasil) e a acetona de grau analitico a partir da

Dindmica (Brasil).

Edema de orelha induzido pela aplicacdo Unica de 6leo de croton

O oleo de croton € um agente flogistico que possui como constituintes quimicos
ésteres de forbol, sendo o TPA (acido 13-acetato de 12-0-teracanoilforbol) o agente com
potencial irritante. Varios mediadores da inflamacgéo sdo estimulados pela sua aplicacéo,
ocorrendo liberacdo de aminas vasoativas e de derivados do acido araquiddnico (LAPA,
2003). Assim, para avaliar a atividade topica por tratamento agudo do OPG, grupos de
camundongos (n = 6/grupo) tiveram suas orelhas direitas tratadas topicamente com
20uL de acetona, dexametasona 4mg/mL (0,08mg/orelha) e OPG na concentracao pura,
esperando 30 minutos para absorcao. Posteriormente, 20uL de éleo de créton 5% (v/v)
foram administrados topicamente nas orelhas direitas e 20puL do veiculo acetona nas
orelhas esquerdas. Apds 6 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e discos de 6 mm de diametro foram obtidos das orelhas utilizando um punch

(perfurador de couro metalico) para a avaliacdo do edema (TUBARO, 1985).
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Edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de créton

O processo inflamatério crénico foi produzido pela administracdo de 20uL de
6leo de créton 5% (v/v) nos camundongos (n = 8/grupo) em dias alternados, por um
periodo de 9 dias. O OPG (puro) e a dexametasona (0,08 mg/orelha, controle positivo)
foram administrados por via tépica durante 4 dias (2 vezes ao dia) a partir do 5° dia do
experimento. O edema foi avaliado diariamente através de medicdo da espessura da
orelha direita utilizando um paquimetro digital. No 9° dia do experimento, 0s animais
foram sacrificados e em seguida com o perfurador de couro metélico, circulos de 6 mm
de tecido das orelhas foram coletados para avaliagdo do edema (STANLEY et al.,
1991).

Quantificacdo do edema

Buscando avaliar o percentual de inflamacdo em cada animal analisado, foram
obtidos discos de 6 mm de diametro: um da orelha direita (tratado com 6leo de croton) e
outro da orelha esquerda (tratado com o veiculo do agente flogistico). Cada disco obtido
teve sua massa determinada com a utilizacdo de uma balanca analitica (modelo Metler
Toledo AB204). O edema de orelha, expresso em percentual de aumento da massa da

orelha, foi calculado utilizando a seguinte formula:

% inflamagdo = Mmyg — Mg X 100
moe
onde My € a massa (em gramas) do disco obtido da orelha direita e mgy. a massa (em
gramas) do disco obtido da orelha esquerda.
Ja para calcular o efeito inibitorio médio da inflamacdo (EIM, em %) de cada

tratamento, procedeu-se aplicando a férmula a seguir:

EIM (%) =| MPEcont — MPE 4 | X 100
MPEcont
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onde MPE representa a média do percentual do edema do grupo submetido ao
tratamento com OPG ou dexametasona (controle positivo) e MPE, a média do
percentual de edema do grupo controle negativo (acetona ou salina).

Analise estatistica dos dados

Os valores obtidos foram expressos em média e erro padrdo da média (E.P.M.).
Para os testes que possuem trés ou mais grupos e uma Unica avaliacdo das amostras, as
diferencas obtidas entre os grupos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA)
de uma via, seguindo-se do teste de Student-Newmann-Keuls. Nos ensaios que possuem
trés ou mais grupos, e cuja avaliacdo das amostras se deu em varios intervalos de tempo
(edema provocado pela aplicagdo multipla de 6leo de créton), as diferengas entre 0s
grupos foram submetidas a ANOVA de duas vias, seguindo-se do teste de Bonferroni,
considerando diferencas significativas valores de p < 0,05. As analises estatisticas e
apresentacdo grafica dos resultados foram realizadas utilizando o programa GraphPad

Prism (versdo 5.0).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Acidos graxos presentes no OPG

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas
(CG/EM) permitiu identificar 98,01% dos constituintes do 6leo de P. geoffroanus. O
6leo fixo deste quelénio apresentou uma porcentagem de 83,64% de éacidos graxos
insaturados e 13,38% de &cidos graxos saturados, onde 0s componentes majoritarios
foram o éacido palmitoléico (58,39%) e o0 &cido oléico (15,70%) (Tabela 2, p. 50).

Segundo Pathak & Dey (1956), o alto teor de acidos graxos insaturados, como o
encontrado no 6leo de P. geoffroanus, é mais comumente encontrado em quel6nios de
agua salgada. Em estudo realizado por Ackman et al. (1971), os autores fizeram uma
comparagdo entre a composicdo dos acidos graxos presentes em 3 espécies de tartarugas
marinhas e 6 espécies de tartarugas de 4gua doce, onde apenas uma das espéecies de agua
doce, a Dermatemys mawi, apresentou elevada quantidade de &cidos graxos insaturados
(64,9%), condicdo esta justificada por a espécie obter os &cidos graxos insaturados
atraveés da dieta, sendo a Unica herbivora entre as espécies de tartarugas de agua doce
analisadas.

Mesmo sendo P. geoffroanus uma espécie predominantemente carnivora
(MOLINA, 1991), frutos também s&o consumidos por este quelénio (FACHIN-TERAN
et al., 1995). Assim, a inclusdo de vegetais na sua dieta pode ser um indicativo para a

grande quantidade de acidos graxos insaturados presentes no OPG.



50

Tabela 2 — Esteres metilicos identificados no 6leo fixo da gordura corporal de P.

geoffroanus.

Nome Tr (min) (%)

Acido perlag6nico 11,43 2,04
Acido pentadecilico 19,09 3,68
Acido palmitoléico* 22,31 58,39
Acido caprilico 23,98 0,84
Acido linoléico* 24,63 4,50
Acido linolénico* 24,72 2.28
Acido oléico* 24,83 15.70
Acido er(cico* 24,90 3,76
Acido palmitico 25,13 6,82
Esteres saturados - 13,38
Esteres insaturados - 84,63
Total - 98.01

Tr (tempo de retencdo); * acidos graxos insaturados

Atividade antimicrobiana e moduladora de antibidticos do 6leo de P. geoffroanus

No teste in vitro verificou-se que o Oleo teve atividade inibitoria frente a C.

krusei ATCC 6258, com CIM 128ug/mL. Todavia, o 6leo ndo apresentou atividade

antimicrobiana em concentrac@es clinicamente relevantes frente as linhagens de E. coli
ATCC 10532, S. aureus ATCC 25923, K. pneumoniae ATCC 4362 e C. albicans ICB

12, com CIM > 1024 pg/mL para estes microrganismos (Tabela 3, p. 51).

Espécies de Candida sdo responsaveis por causar infeccGes oportunistas em

pacientes imunocomprometidos e podem causar desde infeccGes superficiais até

infeccdes sistémicas (SHAO et al., 2007). As classes de antifungicos apresentam baixa

eficdcia, alta toxicidade e frequentemente levam a resisténcia (ANDERSON, 2005).

Diante disso, a busca por produtos naturais com atividade antifungica frente a espécies
de Candida vem sendo alvo de muitos estudos (GIORDANI et al., 2004; DUARTE et

al., 2005).
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Tabela 3 — Valores da CIM (ug/mL) do 6leo fixo de P. geoffroanus frente a

microrganismos padrdes e multirresistentes.

CIM (png/mL)

Microorganismos
P. geoffroanus

E. coli ATCC 10532 >1024
S. aureus ATCC 25923 > 1024
K. pneumoniae ATCC 4362 > 1024
P. aeruginosa ATCC 15442 > 1024
C. albicans ICB 12 > 1024
C. krusei ATCC 6258 128

Acidos graxos sdo conhecidos por possuirem propriedades antibacterianas e
antifungicas (AGARAMOOTRHY et al., 2007). Em estudo recente, Silva et al. (2011)
demonstraram que acidos graxos de Ra-touro (Rana catesbiana) apresentaram atividade
antifangica frente as linhagens de Candida albicans, Candida tropicalis, Candida guil-
liermondii. Em outro estudo, Bergsson et al. (2001) também demonstraram que acidos
graxos apresentaram atividade para linhagens de Candida albicans, onde os mesmos
destruiram estes microrganismos através da ruptura ou desintegracdo das suas
membranas plasmaticas.

Nossos resultados indicam que o 6leo apresentou eficiéncia do ponto de vista
clinico frente a C. krusei ATCC 6258, sendo este o primeiro relato de atividade
antifangica do 6leo de P. geoffroanus.

Na atividade modificadora de antibidticos evidenciamos uma auséncia de
atividade inibitéria quando combinamos o OPG com os aminoglicosideos frente as
linhagens de S. aureus 358 e E. coli 27. Todavia, efeito sinérgico foi observado na
associacdo do OPG com a gentamicina frente a cepa de P. aeruginosa 22 (Tabela 4, p.
52). Na modulacdo dos antifingicos, o0 OPG nao demonstrou atividade clinicamente
relevante, com CIM > 1024 pg/mL frente as linhagens de C. albicans ICB 12 e C.
krusei 6258.
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Tabela 4 — Valores da CIM (ug/mL) de aminioglicosideos na auséncia e na presenca de
128 pg/mL do Oleo de P. geoffroanus frente Escherichia coli 27(EC 27),
Staphylococcus aureus 358 (SA 358) e Pseudomonas aeruginosa 22 (PA 22).

Antibidticos EC 27 SA 358 PA 22
CIM CIM CIM CIM CIM CIM
Combinado Combinado Combinado
Amicacina 4,9 4,9 19,5 19,5 312,5 312,5
Neomicina 4,9 4,9 19,5 19,5 312,5 312,5
Gentamicina 2,44 2,44 9,8 9,8 39,1 9,8

Outros trabalhos demonstraram a agdo antimicrobiana de produtos naturais
oriundos de répteis. Falodun et al. (2008) e Ferreira et al. (2011) mostraram que a
gordura da serpente Boa constrictor possui atividade antibacteriana e moduladora de
antibioticos, respectivamente. Porem, nos dois estudos, apenas Falodun et al. (2008)
buscaram avaliar a atividade antifungica, onde a gordura deste réptil ndo foi capaz de
inibir o crescimento de C. albicans.

A associacdo de produtos naturais a medicamentos industrializados vem sendo
documentada na literatura cientifica. Podemos citar como exemplos os relatos de
Calvet-Mir et al. (2008), que relataram a associacdo de produtos da medicina tradicional
da etnia Tsimane (que habitam as provincias Ballivian e Yacuma, na Bolivia) a
medicina ocidental para o tratamento de distlrbios gastrointestinais, e o0s de
Vandebroek et al., (2008), que documentaram a combinacdo de produtos naturais e
medicamentos industrializados para o tratamento de doencas dos tratos respiratorio e
digestorio na comunidade rural de Quechua, na Bolivia. Os &cidos graxos podem
demonstrar atividade antibacteriana, principalmente os insaturados, por afetarem a
sintese enddgena dos acidos graxos bacterianos (ZHENG et al., 2005). A concentracdo
de &cidos graxos insaturados no OPG é de 84,63%.

Os resultados obtidos indicam que o 6leo de P. geoffroanus demonstrou possuir
atividade antimicrobiana quando sozinho ou associado a antibioticos, sugerindo poder
vir a representar um interessante produto no tratamento de infeccGes causadas por

fungos e bactérias.
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ATIVIDADE DO OLEO FIXO DE P. geoffroanus ATRAVES DOS MODELOS DE
INFLAMACAO CUTANEA

Edema de orelha induzido por aplicacdo Unica do 6leo de créton

A Figura 4 (p. 53) e a Tabela 5 (p. 54) mostraram que o OPG puro néo
apresentou efeito antiedematogénico apés 6 horas de aplicacdo topica do éleo de croton,
quando comparado com o grupo tratado com acetona (controle negativo). Apenas o
grupo tratado com a dexametasona (0,08 mg/orelha) demonstrou reducdo significativa
quando comparado ao controle negativo, com efeito inibitério médio da inflamacgdo de
65,08% (p < 0,001).

i )
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Edema (mg)
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o
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0- T
C 0.08 OPG puro
—
DEX

lAplica(;é'lo Unica de Oleo de Créton:

Figura 4 — Efeito do OPG puro administrado topicamente nas orelhas de
camundongos induzidos pela aplicacdo Unica do 6leo de créton. Os animais foram
previamente tratados com o controle acetona (C), dexametasona 0,08 mg/orelha (DEX)
e OPG puro. Apo6s 15 minutos receberam topicamente éleo de créton 5% (v/v) em
acetona. O grafico representa a média do edema de orelha (%) e as barras verticais o
E.P.M. de 6 animais registrados ao final de 6 horas de aplicacdo topica do 6leo de
créton. *** p < 0,001 vs controle (ANOVA e Teste de Student — Newman — Keuls).
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Tabela 5 — Efeito do OPG sobre o edema induzido pela aplicagdo Unica de 6leo de

croton.
Grupo Dose (mg/mL) Edema (mg) Inibicdo (%)
Controle Negativo — 12,6 £ 0,47 -
Dexametasona 8 44+047 65,08%

OPG Puro 11,7 + 0,64 7,14%

Valores expressos em média + E.P.M. (" p<0,001 vs controle); (ANOVA e Teste de
Student-Newman-Keuls).

Uma estratégia Util no desenvolvimento de farmacos a partir de produtos
naturais é, justamente, utilizar o vasto conhecimento popular em relacdo ao uso de
plantas e produtos de origem animal em diversas enfermidades, pois este tipo de
informacao permite guiar a quimica de produtos na busca de novos agentes terapéuticos.
Muitos dos medicamentos atualmente disponiveis no mercado que sdo derivados de
produtos naturais provém desta informacdo, definida como informacao
etnofarmacologica (CLARK, 2002). Na literatura, trabalhos citam que répteis como
Tupinambis merianae, Caudisona durissa, Boa constrictor e P. geoffroanus vem sendo
usado para o tratamento de diversas doencas (ex: feridas, reumatismo, asma, inflamacéo
de garganta) que podem estar associadas a processos patolégicos de origem inflamatoria
(ALVES et al., 2009; ALVES & ALVES, 2011).

Diversos modelos experimentais de inflamacédo podem ser utilizados para avaliar
a atividade anti-inflamatdria de drogas. No presente estudo foi analisado o possivel
efeito antiedematogénico do OPG por meio de modelos experimentais de inflamacéo
aguda e cronica, induzidos por 6leo de créton em camundongos. O modelo de edema de
orelha é bastante (til na avaliacdo da atividade anti-inflamatoria de compostos, uma vez
que é uma metodologia bastante simples e que permite verificar a atividade de
compostos no edema induzido por diferentes agentes irritantes, e ainda identificar
compostos que tenham a capacidade de penetrar na pele (GABOR, 2000). Também é
um modelo bem estabelecido para a investigacdo dos efeitos de compostos anti-
inflamatdrios esteroidais e ndo esteroidais (TOWBIN, 1995). Farmacos inibidores das
COX e 5-LOX, antagonistas de LTB,, inibidores seletivos de iINOS e corticosteroides
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podem demonstrar acdo anti-inflamatdria topica, com reducdo significativa do edema
em modelos animais de inflamacao cutanea induzido por 6leo de créton (MURAKAWA
et al, 2006; MEDEIROQOS et al, 2009).

O agente flogistico 6leo de créton, extraido das sementes de Croton tiglium, tem
como constituinte majoritario o 13-acetato de 12-o-tetracanoilforbol (TPA) (LAPA,
2003). Estudos afirmam que a inflamag&o aguda induzida pela aplicacéo topica do TPA
ocorre devido ao aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagdo, resultando em
migracdo de leucdcitos polimorfonucleares (principalmente neutréfilos), liberacdo de
histamina e serotonina, além de moderada sintese de eicosanoides (6-ceto-PGF,,, PGE;
e LTB4) (PUNGERO et al., 1998.; BADILLA et al., 2007). O mecanismo pelo qual o
TPA exerce seu efeito é devido a ativacdo da proteina quinase C (PKC), bem como da
ativacdo sequencial da via MAP quinase (MAPK), fosfolipase A, (PLA,), inducdo da
expressdo da COX-2 e translocacdo/ativagdo da LOX, que por sua vez culmina na
sintese e liberagdo de diversos mediadores pro-inflamatorios responsaveis pela
formacdo do edema, migracdo de leucdcitos para a derme e hiperproliferacdo celular,
sendo estas as caracteristicas da resposta inflamatoria induzida pela aplicagéo tépica do
TPA (MURAKAWA et al.,, 2006; DE BERNARDIS et al., 1994). O TPA também
parece induzir a expressao de citocinas pré-inflamatorias em queratindcitos da pele,
desencadeando o processo inflamatorio (WILMER et al., 1994; REDONDO et al.,
1997).

Nabas et al. (2009) avaliaram a acdo do 6leo de peixe aplicado de forma topica
usando o modelo de edema de orelha induzido pelo éleo de croton. Foi observado nesse
ensaio que o grupo de animais (n=10) tratado topicamente com 0 6leo de peixe ndo
demonstrou reducdo significativa do edema em comparacdo com o grupo controle

negativo, com percentual de inibicdo de 7,3%.

Edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de créton

Conforme demonstrado na Figura 5 (p. 56), Figura 6 (p. 57) e a Tabela 6 (p. 57),
a aplicacdo tdépica do OPG puro (2 vezes ao dia, durante 4 dias) nas orelhas dos

camundongos promoveu uma significativa reducdo em relagdo ao controle negativo. O
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controle negativo apresentou um edema de 17,0 = 1,39 mg. A dexametasona, e 0 OPG
demonstraram diminuicdo significativa de 6,4 + 1,12 mg (p < 0,001), 10,8 + 1,22 mg (p
< 0,01), respectivamente com um percentual de inibicdo de 62,35 % para dexametasona,
32,47 % para o OPG.

Tratamento topico

w

o

o
)

-+ Controle Negativo
-& Dexametasona 0.08 mg/orelha

-+ OPG Puro
2004

100+

Variagio da espessura das orelhas (um)
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® ® P ®
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Figura 5 — curvas tempo-resposta do efeito do tratamento com OPG puro no
modelo de edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de croton
(OC) em camundongos. O experimento foi conduzido por 9 dias. Os animais
receberam dleo de croton em acetona na orelha direita em dias alternados, indicados por
pontos pretos, e o veiculo acetona na orelha esquerda. A espessura da orelha (um) foi
mensurada com paquimetro digital antes da aplicacdo do OC, quatro horas apos a
primeira aplicacdo do OC (fase aguda) e nos tempos 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 192
horas apo6s a primeira aplicacdo do OC. No 5° dia do experimento (96 horas apos a
primeira aplicacdo do OC), a orelha dos animais recebeu veiculo salina, dexametasona
(DEX) e OPG bruto (20uL, 2 vezes ao dia), prosseguindo o tratamento durante os 3 dias
seguintes (as setas indicam os dias em que houveram tratamento). O efeito
antiedematogénico dos compostos foi verificado através da variacdo da espessura da
orelha. Os pontos representam a média de 8 animais, e as barras verticais o E.P.M. (* p
< 0,05; *** p < 0,001 vs veiculo (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de
Bonferroni).
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Figura 6 — Efeito do OPG administrado topicamente nas orelhas de camundongos
induzidos pela aplicacdo multipla do 6leo de croton. A aplicacdo do dleo de créton
foi realizada em dias alternados, por um periodo de 9 dias. A partir do 5° dia as orelhas
direitas dos camundongos receberam acetona (C), dexametasona 0,08 mg/orelha e OPG
puro 2 vezes ao dia. O grafico abaixo representa a media do edema de orelha (%), e as
barras verticais, o E.P.M. de oito animais que foram utilizados neste teste de
administracdo maultipla do dleo de créton. ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs controle
(ANOVA e Teste de Student — Newman — Keuls).

Tabela 6 — Efeito do OPG sobre 0 edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla do
0leo de croton.

Grupo Dose (mg/mL) Edema (mg) Inibicdo (%)
Controle Negativo - 17,0 £1,37 -
Dexametasona 8 6,4+112" 62,35%
OPG Puro 10,8 1,227 36,47%

Valores expressos em média = E.P.M. (" p<0,001 vs controle); (ANOVA e Teste de
Student-Newman-Keuls).
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A administracdo repetida do Oleo de créton promove a instalacdo de uma
resposta inflamatoria persistente, que é caracterizada pelo aumento no peso das orelhas,
intensa infiltracdo celular, mas principalmente por uma hiperproliferacdo epidérmica
(aumento na espessura da epiderme com desenvolvimento de acantose), sendo estes
parametros similares aos que ocorrem em algumas doencas inflamatdrias crbnicas
(STANLEY et al., 1991; LEE et al., 2009). Corticosterdides e inibidores da LOX
demonstraram atividade nesse modelo, enquanto que inibidores da COX e anti-
histaminicos demonstraram pouco ou nenhum efeito (GREEN & SHUSTER, 1987). Por
isso, este modelo demonstra acdo de farmacos que influenciam a liberacdo de
leucotrienos (STANLEY et al., 1991).

Por meio do modelo de edema cronico provocado pelo 6leo de créton foi
observado que o OPG promoveu a diminui¢do das espessuras das orelhas 168 horas
apos o inicio do teste, reduzindo o percentual do edema até o ultimo dia do experimento
(Figura 5, p. 55). A atividade anti-inflamatoria de produtos naturais oriundos de animais
vem sendo comprovada em alguns estudos (FALODUN et al., 2008; ABREU, 2008 e
MARTINS et al., 2011).

Alguns dos acidos graxos identificados no OPG sédo citados na literatura como
possuidores de propriedades anti-inflamatérias. O acido linoléico aplicado topicamente
possui grande capacidade de ser absorvido pelo estrato corneo, podendo em cinco dias,
restaurar a pele humana com varios distarbios dermatologicos (LONE &
STOUGHTON, 1977). O o0leo de primula (Oenothera bienis L), borago (Borago
officinalis L.) e tulase (Ocimum sanctum L.), ricos em acido a-linolénico e y-linolénico,
demonstraram efeitos antiinflamatorio em modelos animais (SINGH et al., 1996;). Em
estudo realizado por Cardoso et al. (2004), foi avaliada a influéncia da administracédo
topica dos acidos a-linolénico (n-3), linoléico (n-6) e oléico (n-9) no processo de
cicatrizacdo de feridas de ratos. Os autores observaram que animais tratados
topicamente com o &cido oléico e acido linoléico apresentaram reducéo significativa da
area do ferimento a partir do quinto dia de tratamento e inibicdo da producdo de 6xido
nitrico local, nas primeiras 48 horas poés-cirargica. Neste estudo foi sugerido um
potencial terapéutico importante dos &cidos linoléico e oléico no processo de

cicatrizacao.
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Tomando como base o conhecimento dos acidos graxos presentes no OPG
(Tabela 2, p. 49), ha um indicativo que os &cidos: linolénico, linoléico e oléico podem
estar envolvidos na diminuicdo do edema produzido pelo 6leo de créton.

Apos a realizacdo dos testes observamos que 0s dados e resultados apresentados
sdo promissores sobre as atividades antibacteriana e anti-inflamatéria, e poderdo
incentivar futuras pesquisas in vivo e in vitro sobre os aspectos quimicos e

farmacoldgicos do 6leo fixo da gordura de P. geoffroanus.
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CONCLUSAO

O dleo de P. geoffroanus apresentou uma maior propor¢do de acidos graxos insaturados

que a de &cidos graxos saturados.

Os resultados dos testes microbioldgicos indicam que o OPG, quando analisado
isoladamente frente as cepas de fungos e bactérias testadas, apresentou atividade
antifingica do ponto de vista clinico para Candida krusei ATCC 6258.

O OPG quando combinado com antibacterianos e antifingicos demonstrou atividade

sinérgica para Pseudomonas aeruginosa (PA 22) quando associado a gentamicina.

. A administracdo topica do OPG diminuiu a atividade edematogénica induzida por

aplicacdo multipla do 6leo de croton.
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ANEXO A - COMPROVANTE DE PARECER DO CEUA — URCA

@ UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI | 3
Comisso de Experimentacio e Uso de Animais
|

PARECER DO RELATOR DA CEUA
Processo n * 0472012

Tilo do Proicto de Pesquisy: FEstudo etnozooldgico ¢ experimental (microbioldgico e
farmacolégico) do uso na medicina popular do cégado Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812)
(Testudines) no Nordeste brasilciro.

Pesquisadores: Waltécio de Oliveira Almeida (Pesquisador Orientador)
Didgenes de Queiroz Dias (Pesquisador participante)

FINALIDADE DO PROJETO: [ ] Ensino [X'] Pesquisa
ITENS METODOLOGICOS E ETICOS:

Titalo [X] Adequado [ | Comentirios
Objetivos [X'] Adequados || Comentirios
Introdugio ¢ Justificativa [X ] Adequadas || Comentdrios
Cronograma para execugo da pesquisa [X ] Adequado [ Comentirios
Orgamento ¢ fonte financiadora [X] Adequados | | Comentarios
Referéncias Bibliogrificas [X ] Adequadas || Comentirios

O PROJETO DESTA PESQUISA ESTA
ADEQUADO A LEGISLACAO VIGENTE: [X] Adequado [ | Comentarios

INFORMAGCOES RELATIVAS AOS ANIMAIS:

Grau de severidade: (X ] Leve X | Moderado || Severo
Justifique:

Este trabalho envolve procedimentos em que os animais experienciam dor, sofrimento ou desconforto moderados, ou
dor, sofrimento ou desconforto leves, porém, prolongados.

Espécie:  Mus musculus Nimero Amostral: 180
Redugio Amostral: [] sim [X] Noo
Justifique:
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Substituicie de Metodologia: [ ] Sim [X] Nso
Se achar necessdrio, justifique ¢ sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia: [ Sim [X'] N#o
Se achar necessdrio, justifique ¢ sugira aprimoramentos da metodologia:

Acomodagiio ¢ manutengio dos animais: [X]Adequdo [ Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessdrias.

Manipulagio dos animais: [X] Adequado [ Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessdrias.

Analgesia dos animais (sc aplicavel): [X] Adequado || Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessdrias com analgésico substituto:

Anestesia dos animais (se aplicavel): [X'] Adequado || Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessdrias com anestésico substituto:

Eutandsia dos animais (sc aplicivel): [X] Adequado [ | Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessdrias com metodologia substinuta:

Anilise ¢ Parecer do relator:

O presente projeto tem como finalidade comprovar o uso popular do éleo fixo proveniente da
gordura de Phrynops geoffroanus para o tratamento de infecgdes ¢ inflamagdes. Os estudos
envolvendo produtos naturais de origem animal slio escargos na literatura, portanto, 0 presente
projeto apresenta releviincia cientifica. Este projeto abrange também o conhecimento que podera
contribuir para 0 uso sustentével ¢ para 8 conservagiio da espécic. O estado da arte atual presente
neste trabalho levantard possibilidades para comprovar a eficicia do uso popular da espécic. A
metodologia empregada ¢ pertinente ¢, segundo o “Expert working group on severity classification
of scientific procedures performed on animals™ este procedimento é considerado de grau leve a
moderado. O experimento serd realizado usando um total de 180 camundongos (Mus muscudos),
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com média de peso entre 20-30g ¢ divididos em 18 grupos diferentes. Os animais scriio obtidos do
biotério da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte ~ CE ¢ mantidos em regime ad libidum de
dgua ¢ raglo, em ciclo claro ¢ escuro de 12/12h. O experimento consiste no tratamento topico do
Oleo fixo em diferentes concentragdes em uso agudo ¢ crdnico segundo metodologia de Gabbor
adaptada por Saraiva (2010) ¢ sua influéncia no perfil anti-inflamatério induzido por diferentes
agentes flogisticos. Observamos que o cronograma de execuglio do projeto ¢ adequado para o
alcance dos objetivos propostos.

RECOMENDACAO FINAL:
[X]Apmvado
D Aprovado com recomendagdes
[ ] Com Pendéncia
[ ] Niio aprovado

7
g Crato, 30 de Maio de 2012.
do Relator da CEUA
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