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RESUMO

Avaliagdo da composi¢do quimica e atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria do 6leo
extraido da gordura corporal de Spilotes pullatus (Linnaeus, 1758) (Colubridae:
Ophidia) da Chapada do Araripe no Nordeste brasileiro

Spilotes pullatus, popularmente chamada de caninana, € cobra pertencente a familia
Colubridae, com habitos diurnos, denticao aglifa, sendo associado em estudos etnozoolégicos
para fins medicinais e magico-religioso. Esse trabalho objetivou a analise quimica do 6leo
extraido da gordura corporal de Spilotes pullatus, bem como avaliar sua atividade
antimicrobiana, quando isolado e em associacdo com aminoglicosideos, frente a cepas de
fungos e bactérias padrbes e multirresistentes, assim como verificar seu potencial anti-
inflamatdrio em modelos de inflamacgédo topica aguda e crénica. Os animais foram coletados
na encosta da Chapada do Araripe no municipio do Crato, sul do estado do Ceara, regido do
Cariri. O 6leo da gordura corporal foi extraido em aparelho Soxhlet tendo hexano como
solvente. Os ésteres metilicos presentes na amostra foram identificados por meio de
cromatografia gasosa / espectrometria de massas, apresentando porcentagem de acidos graxos
saturados e insaturados de 33,59% e 61,38%, respectivamente, com componentes majoritarios
os acido elaidico (37,26%) e linoléico (17,28%). A atividade antimicrobiana foi realizada pelo
método de microdiluicio em caldo frente linhagens das bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae e entre os fungos
Candida tropicalis, Candida albicans e Candida krusei. O dleo isoladamente néo inibiu o
crescimento de nenhum dos microrganismos, embora tenha demonstrado sinergismo com a
Gentamicina frente a todas as cepas de bactérias e antagonismo a Amicacina e Neomicina em
cepas de E. coli. O aspecto anti inflamatorio foi avaliado a partir do modelo de edema de
orelha tépico induzido pela aplicacdo Unica e multipla de 6leo de croton. O 6leo demonstrou
um carater anti-inflamatério para os dois modelos analisados. No modelo de aplicagcdo Unica
de 6leo de créton os grupos do Oleo de S. pullatus e da dexametasona tiveram a reducao da
inflamacéo de 45,20% e 62,11%, respectivamente, ambos com p < 0,001. Para o modelo de
aplicagdo multipla, o 6leo de S. pullatus reduziu 67,92% (p < 0,01) e a dexametasona 45,68%

(p < 0,001). Mais estudos ainda sdo necessarios visando definir seu mecanismo de acao.

Palavras-chave: Caninana; Etnozoologia; Acidos graxos; Atividade antimicrobiana;
Atividade anti-inflamatoria.



ABSTRACT

Evaluation of the chemical composition and antimicrobial and anti-inflammatory oil
extracted from body fat Spilotes pullatus (Linnaeus, 1758) (Colubridae: Ophidia) of the
Araripe in Northeast Brazil

Spilotes pullatus, popularly called caninana, is snake belonging to the family
Colubridae, with daytime habits, teething aglyph, being associated in studies ethnozoologycs
for medicinal and magical-religious. This study aimed to analyze the chemical oil extracted
from body fat Spilotes pullatus and evaluate its antimicrobial activity when alone and in
combination with aminoglycosides against strains of fungi and bacteria and multiresistant
patterns, as well as verify their potential anti-inflammatory in models of acute and chronic
inflammation topical. The animals were collected in the slope of the Chapada Araripe, the
municipality of Crato, in the southern state of Ceara, region of Cariri. The oil from the fat
body was extracted in Soxhlet apparatus and hexane as solvent. The methyl esters in the
sample were identified by gas chromatography / mass spectrometry, showing the percentage
of saturated and unsaturated fatty acids 33.59% and 61.38%, respectively, with the major
components acids elaidic (37.26%) and linoleic (17.28%). The antimicrobial activity was
performed by broth microdilution against strains of the bacteria Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae between fungi
and Candida tropicalis, Candida albicans and Candida krusei. The oil alone did not inhibit
growth of any microorganisms, although demonstrated synergism with Gentamicin against all
strains of bacteria and antagonism in Neomycin and Amikacin strains of E. coli. The anti
inflammatory aspect was evaluated from the model of ear edema induced by topical
application of single and multiple croton oil. The oil has demonstrated anti-inflammatory in
character for both models analyzed. In the model of single application of croton oil groups oil
S. pullatus and dexamethasone had a reduction of inflammation of 45.20% and 62.11%,
respectively, both p <0.001. For multiple-application model, the oil S. pullatus 67.92%
reduced (p <0.01) and 45.68% dexamethasone (p <0.001). More studies are still needed in

order to define its mechanism of action.

Keywords: Caninana; Ethnozoology; fatty acids; antimicrobial activity; anti-inflammatory
activity.
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INTRODUCAO

A espécie humana apresenta uma empatia intrinseca ao que vem da natureza. Essa
afeicdo é explicada pela hipotese da biofilia e justifica a historica relacdo desenvolvida entre
0s homens e outros seres vivos (Santos-Fita e Costa Neto, 2007). Ainda segundo o autor, 0
conhecimento humano adquirido a respeito das espécies animais reflete-se nas crencas e

praticas culturais relacionadas com a fauna de cada local.

Além do aspecto cultural e religioso, os recursos biol6gicos desempenham importante
papel no tocante a medicina popular (Alves et al., 2009d). Os animais, juntamente com
plantas, constituem importante alternativa terapéutica, sdo a base de sistemas tradicionais de
salde e por muitas vezes configuram o Unico recurso disponivel para as populagdes locais
(Alves et al., 2008b).

A escassez de atendimento medico atrelado as condi¢bes socioecondmicas
impossibilitam a aquisicdo dos medicamentos industrializados, devido aos altos precos, por
parte da populacdo brasileira (Alves et al., 2008b). Estudos etnofarmacoldgicos séo
importantes a fim de esclarecer a eventual utilidade terapéutica dos recursos faunisticos

(Pieroni et al., 2002) e, assim, impulsionar a descoberta de novos farmacos.

Atrelada ao estudo farmacologico, a microbiologia vem depositando nos recursos
naturais uma tentativa de controle da preocupante resisténcia dos microrganismos as drogas
(Sousa et al., 2010). Espera-se que produtos extraidos da natureza possuam maior eficacia no
controle microbioldgico ou, ainda, na potencializacdo do efeito produzido pelos farmacos ja
existentes (Gibbons, 2004).

As multiplas utilizacdes da fauna pela espécie humana ja mostram resultados
negativos. As populacées de répteis estdo em declinio acentuado (Alves e Pereira Filho, 2007;
Alves et al., 2013a) que pode estar relacionado a um misto de fatores, como degradacdo e
destruicdo de habitat e uso de forma ndo sustentavel por populacdes tradicionais (Alves et al.,
2008b). Essa realidade é mais agravante no caso das cobras por sofrerem com antipatia da
populacdo sendo sempre levadas a morte por serem associadas a animais peconhentos e que

colocam em perigo a satde humana (Alves et al., 20093, b; Santos-Fita et al., 2010).
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Alguns estudos farmacoldgicos ja foram desenvolvidos com produtos derivados da
herpetofauna. As gorduras das espécies Tupinambis merianae, Boa constrictor, Rhinella jimi,
Leptodactylus macrosternum e L. vastus ja foram alvo de pesquisas visando avaliar atividades
antimicrobiana e anti-inflamatéria (Falodun et al., 2008; Ferreira et al., 2009; 2011; Cabral,
2012; Sales, 2012).

Spilotes pullatus, popularmente chamada de caninana, € uma cobra pertencente a
familia Colubridae, de habitos diurnos e semi-arboricola, alimenta-se de pequenos
vertebrados, sendo amplamente distribuida por todo o pais (Mendonca et al., 2011). Citado
em pesquisas etnozooldgicas e zooterapicas, alguns estudos relatam seu uso medicinal, mas a
comprovacdo de uma possivel eficacia ainda ndo foi pesquisada (Alves e Rosa, 2007; Alves et
al., 2007a; Alves et al., 20134, b).

Tendo em vista 0 acentuado uso de fauna na medicina popular, especialmente de
répteis, além do aspecto conservacionista em relacdo a exploracdo excessiva dos recursos
naturais, hd a necessidade de isolar e comprovar as propriedades farmacoldgicas dos
zooterapicos devido ao perigo de transmissdes de doencas (Alves e Rosa, 2005; Hunt e
Vincent, 2006) como também pela necessidade de otimizacao desses produtos para justificar o

seu uso na medicina tradicional (Alves, 2009).

Este trabalho visa realizar a analise quimica, avaliar a atividade microbioldgica e anti-

inflamatdria do 0leo extraido da gordura corporal de cobras Spilotes pullatus.

Tendo em vista as maltiplas atividades biologicas realizadas, esse trabalho sera
divido, logo apos objetivos e referencial tedrico, em trés partes distintas de metodologia,
resultados e discussdo, cada uma contendo introducdo, material e métodos, resultados e
discussdo. O primeiro refere-se aos aspectos éticos e legais e extracdo e analise quimica do
6leo. O segundo abordara os dados dos testes microbiolégicos e o terceiro 0s experimentos

farmacolégicos.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a composicdo quimica, as atividades microbioldgica e farmacoldgica do 6leo fixo

extraido da gordura corporal de Spilotes pullatus (OFSP).

Objetivos Especificos

1. Realizar a obtencdo do Oleo fixo extraido da gordura corporal de Spilotes pullatus e a

analise quimica dos seus constituintes;

2. Avaliar a Concentracdo Inibitéria Minima do 0leo fixo de Spilotes pullatus (OFSP)

frente a linhagens padrbes de bactérias e fungos;

3. Verificar o efeito combinado do OFSP com aminoglicosideos em cepas de bactérias

multirresistentes;

4. Analisar a acdo anti-inflamatéria do OFSP em aplicacdo topica.
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REFERENCIAL TEORICO

Etnozoologia e Zooterapia

Os recursos bioldgicos disponiveis na natureza sdo experimentados por comunidades
humanas das mais diversas formas, como fonte de energia na alimentacdo, materiais para
construcdo civil, no vestuario, uso medicinal e magico religioso (Alves et al., 2007a; Ribeiro
et al., 2010). A conexdo de culturas humanas com a fauna especificamente é bastante

diversificada e data desde tempos remotos (Alves, 2007; Alves e Souto, 2010).

Essas interagdes (passadas e atuais) entre homens e animais sdo abordadas pela
perspectiva da Etnozoologia (Alves e Souto, 2010). Embora o termo s6 tenha aparecido na
literatura em 1914 por Henderson e Harrigton, a primeira definicdo de Etnozoologia foi dada
por Manson (1899) como a zoologia tal como narrada pelo selvagem. Com o avango das
pesquisas, outros elementos foram incorporados ao estudo etnozooldgico. Em uma
perspectiva mais atual, Alves e Souto (2010) afirmam que a Etnozoologia busca compreender
como 0s mais variados povos percebem e interagem com 0s recursos faunisticos ao longo da

historia humana.

Diante das variadas utilizagdes dos animais, o uso especificamente para fins
medicinais é conhecida como Zooterapia (Alves e Rosa, 2005; Marques, 1994). Esta deve ser
compreendida como o0 uso de remedios elaborados a partir de partes do corpo dos animais, de
produtos de seu metabolismo (como secrecdes corporais e excrementos) ou de materiais
construidos por eles, como ninhos e casulos (Costa Neto e Alves, 2010). Supostamente esta é
uma pratica presente em todas as culturas humanas, como afirma Marques (1994) em sua

“hipotese da universalidade zooterapica”.

Esses conhecimentos e préaticas zooterapéuticas sdo passados através de geracGes por
meio da oralidade, estando ligados e variando de acordo com a cultura de cada regido e o
modo como as pessoas veem 0s animais (Fleming-Moran, 1993; Alves e Rosa, 2006; Santos-
Fita e Costa Neto, 2007; Sassi et al., 2007).

Segundo Alves et al., 2013b, os recursos faunisticos utilizados na medicina popular no

Brasil compreendem um total de 354 espécies, distribuidos em doze grupos taxondmicos
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distintos, distribuidos em cnidérios, anelideos, moluscos, equinodermos, aracnideos, insetos,
crustaceos, peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos (Figura 1). Os répteis sdo apontados

como o terceiro grupo com maior niamero de espécies, com 57 citadas.

Anelideos; 1 Moluscos; 18

Cnidarios; 2 Equinodermos; 7

Aracnideos; 1

rustaceos; 17

Peixes; 93

Anfibios; 6

Figura 1 — Animais usados para fins medicinais no Brasil, com os grupos e a quantidade de
espécies de cada. Adaptado de Alves et al. (2013b).

Tais produtos zooterapicos sdo prescritos popularmente para os mais variados fins,
abrangendo todos os sistemas humanos e condi¢des espirituais. Como mais citados destacam-
se 0s sistemas respiratorio (asma e bronquite) e gastrointestinal (Costa Neto, 1999; Alves e
Pereira-Filho, 2007; Alves e Rosa, 2007; Alves et al., 2008a, 2009c; Ferreira et al., 2011).

Assim como as patologias, as partes utilizadas e modo de preparo sdo bastante
diversificados, variando de acordo com o animal e a condigdo a ser tratada (Alves et al.,
2009d; Alves et al., 2013a). Varios estudos apontam a utilizagdo do mesmo animal para o

tratamento de variadas condicgdes (Alves et al., 2013b).

O preparo dos produtos pode ser feito a partir de animais inteiros ou partes como pena,

perna, pélo, couro, dente, banha (gordura), leite, carne, esporao, chifre, espinho, escama,
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unha, sangue, pénis, 0ssos, figado, coracdo, cabeca, testiculo, tutano, olho, orelha, entre outros
(Costa Neto e Alves, 2010). Dentre essas partes, a banha destacou-se como a mais citada
(Costa Neto, 1999; Lima, 2000; Silva et al., 2004), podendo ser colocado diretamente no local
alvo ou ingerido oralmente (Alves e Rosa, 2006; Alves et al., 2008b; 2013b). Geralmente
partes duras sdo secas e transformadas em pé que pode ser misturado a comida ou feito cha
(Alves, 2007; Alves et al., 2008b; 2013b). Outra forma é a mistura de varios produtos,
inclusive plantas, chamadas de garrafadas (Alves, 2007; Alves et al., 2008c).

No Brasil, assim como em outras partes do mundo, os produtos naturais Sao
comercializados abertamente em mercados publicos (Alves et al., 2009c, d; 2013b). Belém,
Fortaleza, Salvador e Recife foram apontadas em estudo de Alves et al. (2008c) como centros
fornecedores de produtos. Ferreira et al. (2012) acrescentou Maceid e Aracaju.

A atividade comercial de produtos zooldgicos, embora ndo represente a maior ameaca
a diversidade de espécies, € um fator importante a ser enfatizado. O desenvolvimento de
politicas de conservacdo e uso sustentdvel da fauna é de fundamental importancia,
especialmente observando a proporc¢do de animais ameacados de extingdo entre os utilizados

por populacdes humanas (Alves et al., 2013a).

Répteis

Anfibios e répteis tem se relacionado com as comunidades humanas durante milénios
(Alves et al., 2013a). As diferentes formas que as culturas humanas se relacionam com esses
animais constitui o objeto de estudo da Etnoherpetologia, uma subdivisdo da Etnozoologia
(Alves, 2006; Alves e Pereira Filho, 2007; Alves et al., 2007a, 2009b; Alves e Santana, 2008;
Santos-Fita et al., 2010).

Dentre a fauna herpetoldgica, Alves et al. (2013a) enumeram um total de 284 espécies
de répteis utilizadas para fins medicinais no mundo todo. Nesse total, as cobras destacaram-se
COmMO 0 grupo mais numeroso com 123 espécies relacionadas (Alves et al., 2013a). E atribuido
aos répteis o tratamento de 194 condi¢bes e patologias, sendo as mais citadas: asma,

reumatismo, feridas, trombose e bronquite (Alves et al., 2013b).
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Além de listar a quantidade de espécies utilizadas, pesquisas vém sendo desenvolvidas
com o intuito de relacionar as partes dos animais e as condicGes a serem tratadas. Silva et al.
(2004) associam o uso de diferentes partes como banha, couro e guizo de cobra cascavél
(Crotalus durissus), jacaré (Alligatoridae) e tartaruga (Chelonia) para o tratamento de dores
nas pernas, cansago, osteoporose, reumatismo, artrite e luxacdo. Alves et al. (2007b) ainda
citam o “chocalho™ (da cauda) da cascavél para a asma. Silva (2008) destaca o uso da banha
de sucuri (Eunectes murinus) e de jacarés em uma diversidade de condi¢fes, como problemas

6sseos, musculares, respiratérios, inflamatorios e circulatorios.

Atrelado ao uso como alimento e na medicina tradicional, os répteis tém sido
explorados de diversas formas, como a comercializacdo, animais de estimacdo e em rituais
magico-religiosos (Alves e Pereira Filho, 2007; Alves et al., 2009b; 2010). Imagens
(representacdes culturais), mitos e crencas sobre esta classe estdo presentes em muitas
sociedades e desempenham um importante papel em rituais afro-brasileiros (Santos-Fita et al.,
2010). Sua utilizagdo varia entre o tratamento de problemas fisicos e espirituais, oferta as

divindades, ou como agradecimento pelas béncéos alcancadas (Alves e Pereira Filho, 2007).

Tais utilizacBes tem gerado impactos em populagdes de répteis notoriamente refletidos
na reducao de sua abundancia constatada nos ultimos anos (Alves e Pereira Filho, 2007; Alves
et al., 2013a). A atencdo a este tocante é ainda mais importante quando levada em
consideracdo que entre as espécies utilizadas mundialmente na medicina popular, 182 estdo
listadas nas IUCN (Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza) e 93 relacionadas
em algum dos apéndices de CITES (Convencao sobre o Comércio Internacional de Espécies

Ameacadas da Fauna e Flora Selvagem) (Alves et al., 2013a).

Outra ameaca a biodiveridade é a comercializacdo dos animais selvagens. Embora a
legislacdo brasileira proiba, a venda e 0 uso de produtos e subprodutos de cobras (e outros
animais) é generalizada em todo o pais, estando em expansdo para areas urbanas em mercados
e feiras abertas nas grandes cidades (Alves et al., 2008c, 2009c, d; Ferreira et al., 2012).
Apesar de ser pratica frequente, ainda ndo € possivel avaliar a gravidade do impacto causado
as populacBes de répteis consequente dessa interferéncia humana (Alves e Pereira Filho,
2007). Os produtos a base de animais ndo ficam expostos como as plantas, fator que mostra
gue os comerciantes estdo conscientes da ilegalidade dessa atividade e a possibilidade de

fiscalizag&o por autoridades ambientais (Alves e Pereira Filho, 2007; Alves e Rosa, 2007).
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Spilotes pullatus (Linnaeus, 1758)

Spilotes pullatus (Linnaeus, 1758) (Figura 2) € uma cobra ovipara, de grande porte,
chegando a medir 3m de comprimento, tem atividade diurna e habitos terrestres e arbéreos
(Bernarde e Abe, 2006; Franca et al., 2008; Marques et al., 2001). Sua dieta consiste
basicamente de pequenos mamiferos, anuros, aves e seus ovos (Marques et al., 2001;
Bernarde e Abe, 2006; Franca e Aradjo, 2007; Franca et al., 2008). Embora muito temida
pelas populages rurais pela sua agressividade, possui denticdo aglifa e, portanto, ndo inocula
veneno (Marques e Sazima, 2004).

Figura 2 — Espécime jovem de Spilotes pullatus (Linnaeus, 1758). Foto: Avila, R.W.

Considerada uma espécie generalista, possui ampla distribuicdo em toda a América do
Sul (Marques et al., 2001), podendo ser encontrada inclusive em 4areas urbanas e

aparentemente adapta-se bem a meios alterados pela agdo humana (Costa et al., 2010).
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Varios estudos etnozooldgicos associam a utilizagdo de S. pullatus para fins
medicinais, magico-religioso, bem como com relag¢6es conflituosas com a espécie humana e
caracterizam-se por um choque de interesses humanos com as necessidades ou
comportamento dos animais (Alves et al., 2010; 2012). Essa incompatibilidade é um fator
precursor a predacdo de espécimes, merecendo atencdo na tentativa de medidas de
preservacdo que beneficiem ambas as partes (Alves et al, 2010). Nas indicacdes
zooterapéuticas, faz-se uso de todo o corpo do animal no combate a dor causada pela picada
de insetos e cobras (Alves e Pereira Filho, 2007; Alves e Rosa, 2007; Alves et al., 2009a;
2009d).

Segundo o método de pesquisas etnobiolégicas quimiotaxondmico ou filogenético,
taxons proximos podem compartilhar mesmas propriedades farmacoldgicas. Oxyrhopus
trigeminus é citada em estudos zooterapeuticos para o tratamento de reumatismo (Alves et al.,
2009d) e em 2011 estava incluida na familia Colubridae (Bérnils e Costa, 2011), atualmente
compartilhando com a S. pullatus a super familia Caenophidia (Bérnils e Costa, 2012),

segundo a Sociedade Brasileira de Herpetologia.

Resisténcia Microbiana

O uso indiscriminado e abusivo de medicamentos alopaticos no controle de
microrganismos nos ultimos anos vem resultando em uma questao de satde publica, tendo em
vista a evolucdo da resisténcia de fungos e bactérias as drogas e consequentemente a perda da

eficacia dos antimicrobianos (Dias e Monteiro, 2010).

A resisténcia microbiana é um problema tanto para a populacdo, como para as
instituicbes de salde, pois o aumento da morbidade e mortalidade implica em 6énus
financeiros (Coutinho et al., 2005). O abuso do uso de medicamentos antimicrobianos esta
presente, inclusive, em paises desenvolvidos. Duarte (2006) alertou para 0 consumo de mais

de uma tonelada de antibidticos por dia na Europa.

Na tentativa de um controle mais eficaz de microrganismos, algumas atitudes estéo
sendo tomadas, como a reducdo do uso de antibidticos. Atrelada a isso, pesquisadores tem

testado produtos naturais isolados e em associacdo com 0s medicamentos originais (Salvat et
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al., 2001; Shin e Pyun, 2004; Sousa et al., 2010), almejando uma potencializacdo da ac&o dos

mesmos e minimizacao dos efeitos indesejaveis (Gibbons, 2004; Gurib-Fakim, 2006).

O interesse cientifico pela quimica e estudos farmacoldgicos e microbioldgicos de
produtos naturais tem se acentuado nos Ultimos anos, com pesquisas voltadas a descoberta de
novas drogas devido a crescente resisténcia apresentada aos farmacos (Coutinho et al., 2008).
Baquero e Blazquez (1997) ja alertavam para o risco do retorno a uma era pré-antibiotico. Em
contraponto ao reduzido nimero de novos antibacterianos, os antimicéticos tém aumentado,
embora ainda encontrem-se em desvantagem em relacdo a eficacia e quantidade dos
antibiéticos. InfeccBes flngicas oportunistas tém aumentado e a dificuldade no tratamento

pode estar associada a resisténcia desenvolvida as drogas (Aradjo et al., 2004).

Esse conhecimento do potencial antimicrobiano de produtos naturais faz-se necessario
para um melhor entendimento das suas propriedades, comprovacdo de sua eficacia e

desenvolvimento de drogas mais complexas, de dificil adaptagio (Daferera et al., 2003).

Descoberta de Novos Farmacos e Conservacao

Animais sdo utilizados por populacdes humanas de variadas formas (Alves et al.,
2007a; Ribeiro et al., 2010). Répteis, especialmente as cobras, representam uma importante
parte desse uso (Alves et al., 2013a). Na maioria das vezes a exploracdo € excessiva e sem
preocupacdo com a conservacdo, estando algumas espécies ja sofrendo com esse impacto
(Alves e Pereira Filho, 2007).

O declinio e extincdo das espécies observado e acentuado nos Gltimos anos é
preocupante, estando associado a um misto de fatores que resultam quase sempre de impactos
antropicos ao meio ambiente sem a preocupacdo com a conservacdo. Destruicdo,
fragmentacdo, degradacdo de habitat (incluindo poluicdo), superexploracdo das espécies para
uso humano, introducdo de espécies exoticas e aumento da ocorréncia de doencas sdo as
maiores ameacas a diversidade biologica causadas pelas acdes dos homens (Gibbons et al.,
2000).

A utilizacdo de produtos de origem animal e vegetal por comunidades tradicionais

vem sendo alvo de estudos etnofarmacoldgicos na tentativa de esclarecer e comprovar suas
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possiveis utilidades terapéuticas, estimulando a atencdo de inddstrias farmacéuticas voltadas
para a descoberta de novos farmacos (Alves e Rosa, 2005). Existem 225 drogas que estdo
sendo desenvolvidas a partir de produtos naturais abrangendo o combate a diversas
patologias, como cancer, agentes infecciosos, doengas neurais, cardiovasculares,

gastrointestinais, dermatites, doencas metabdlicas e hormonais. (Harvey, 2008).

Os répteis vém ganhando cada vez mais espaco nos trabalhos realizados para a
descoberta de novas drogas, ja tendo espécies com alguma utilizacdo na medicina moderna
(Alves et al., 2013a). Dentre as cobras, Bisset (1991) destaca que o veneno de alguns
representantes das familias Viperidae, Crotalidae e Elapidae apresenta atividade analgésica

mais forte que a morfina, podendo ser usado em pacientes terminais com cancer.

O processo de prospeccdo dos recursos naturais para a producdo de novos farmacos
pode levar a exploracdo da biodiversidade com impactos negativos (Hunt e Vincent, 2006). A
utilizacdo de espécies sem uma base sustentavel cria preocupacdes para a conservagdo e
manejo. E atribuido ao Brasil a presenca de 15 a 20% da diversidade biolégica do mundo e o
maior numero de espécies endémicas (Alves et al., 2013b). O potencial médico da fauna
brasileira e as possibilidades de exploracdo excessiva, ou mesmo a extincdo de espeécies,
requer com urgéncia uma avaliagcdo ecoldgica, ndo apenas pela sua dimensdo zooldgica, mas
também cultural, para melhor compreensdo do uso e estratégias de preservacdo dos animais
(Alves et al., 2008c). O cuidado com os impactos negativos causados a biodiversidade além
de voltar-se a utilizacdo tradicional dos animais ou seus produtos, deve compreender também

a utilizacdo pela industria farmacéutica (Marques, 1997).

Considerando-se que a maioria das espécies medicinais usada compreende animais
silvestres, sendo geralmente necessaria a morte dos mesmos para obtencdo dos produtos
zooterapicos (Alves et al., 2009c), a inclusdo da zooterapia na multidimensionalidade do
desenvolvimento sustentavel é interpretada como um componente fundamental para garantir a

sustentabilidade de uso dos recursos faunisticos (Costa Neto, 1999; Alves et al., 2008Db).

Embora as cobras sejam consideradas seres sagrados em algumas culturas, na maioria
das vezes sdo vistas como criaturas abominaveis e associadas a imagem de animais
peconhentos que sdo capazes de causar grandes danos, muitas vezes levando a morte (Alves et
al., 2010). Consequentemente, essa Visdo provoca matancas desnecessarias e colocando

cadeias alimentares sensiveis em risco (Alves et al., 2009a; b; Santos-Fita et al., 2010).
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Visto o impacto negativo que a interacdo humana exerce na biodiversidade e a ainda
dificil avaliacdo da sua magnitude para a sobrevivéncia das espécies envolvidas (Souto et al.,
2001; Almeida e Albuquerque, 2002; Alves e Rosa, 2005; Alves e Pereira Filho, 2007; Alves
et al., 2008c), estudos etnozooldgicos podem auxiliar nesse contexto, bem como no
desenvolvimento de planos de manejo sustentavel para conservacao da diversidade bioldgica
(Alves e Souto, 2011; Alves et al., 2013a).
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METODOLOGIA,
RESULTADOS E DISCUSSAO




PARTE | - Aspectos Eticos da Pesquisa, Coleta Animal, Extracdo e Analise Quimica do

Oleo Fixo de Spilotes pullatus

Introducéo

Os triglicerideos sdo compostos formados pela unido de trés &cidos graxos a um
glicerol. Oleos e gorduras, por sua vez, sio misturas de triglicerideos de diferentes
composicdes em acidos graxos. Os acidos graxos sdo uma cadeia de carbonos com um grupo
carboxilico (COOH) em um extremo e no outro um grupo metila (CH3). De acordo com a
presenca, ou ndo, de ligacdes duplas entre os carbonos, os acidos graxos sao divididos em
saturados (sem a presenca de ligacdo dupla) e insaturados (com ligag6es duplas) (Vianni e
Braz-Filho, 1995; Brand&o et al., 2005). Acidos graxos insaturados podem ser capazes de
inibir a atividade microbiana (Nobre et al.,, 2002; Agorammorthy et al., 2007) e o
conhecimento desse tipo de acido graxo pode ser indicativo de eficAcia no controle

microbiano.

Material e Métodos
Licenca de coleta

A captura de espécimes de Spilotes pullatus teve a autorizacdo do Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo) através do Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), sob nimero 29838-1, emitida em 19/08/2011
(Anexo I).

Aspectos Eticos da Pesquisa

Este estudo encontra-se em conformidade com as normas de Bioética para
procedimentos envolvendo animais para fins cientificos, reconhecidas pela lei 11.794/08. O
projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Regional do Cariri (URCA), com parecer N° 16/2012 (Anexo I1).
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Material zooldgico

A coleta dos quatro espécimes utilizados foi realizada na encosta da Chapada do
Araripe, no municipio do Crato, regido do Cariri, sul do Ceara, onde o clima semiérido
domina grande parte da regido, com temperatura variando entre 16 e 29°C.

Na coleta dos répteis foram utilizadas armadilhas de queda (“pit-fall traps™) seguindo
modelo padrdo descrito por Auricchio e Salomdo (2002). De forma complementar,
realizaram-se coletas ativas vasculhando microambientes propicios a ocorréncia desses

animais (troncos caidos, folhigo, buracos no solo).

Os espécimes coletados vivos foram sacrificados por congelamento para posterior
retirada da gordura localizada na regido ventral do animal. Um espécime testemunho foi
fixado em formol 10%, conservado em alcool 70% e depositado na colecdo de vertebrados do
Laboratorio de Zoologia da Universidade Regional do Cariri- URCA (LZ-URCA), sob
numero de tombo URCA-2096.

Extracdo do oleo fixo de Spilotes pullatus

A extracdo foi realizada com 119,569 de gordura em aparelho de Soxhlet utilizando o
hexano como solvente durante 4 horas. Em seguida o hexano foi destilado em evaporador
rotativo e posteriormente em banho-maria por 2 dias, obtendo rendimento de 27,39%. O

contetdo foi acondicionado e mantido em freezer para posteriores analises.

Determinacéo dos acidos graxos

Os acidos graxos foram determinados indiretamente utilizando 0s seus
correspondentes ésteres metilicos. O 6leo foi saponificado por 30 minutos sob o refluxo com
solucdo de hidroxido de potassio em metanol, seguindo o método descrito por Hartman e
Lago (1973). Depois de adequado tratamento e ajuste de pH, os &cidos livres foram metilados

com metanol por catalise acida, obtendo-se os respectivos ésteres metilicos.
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Analise do 6leo fixo de Spilotes pullatus por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG/EM)

A andlise dos constituintes volateis do éleo foi realizada por Cromatografia Gasosa
acoplado a Espectrometria de Massas (CG/EM) Hewlett-Packard, modelo 5971, usando-se
coluna capilar ndo-polar DB-1, de silica fundida (30m x 0,25mm i.d., pelicula de 0,25um);
carreado por géas hélio; velocidade de fluxo 0,8mL/min e modo de divisdo. A temperatura do
injector e do detector foram 250°C e 200°C, respectivamente. A temperatura da coluna foi
programada de 35°C para 180°C em 4°C/min e em seguida 180°C para 250°C em 10°C/min.
Os espectros de massas foram gravados a partir de 30 - 450m/z. Os componentes individuais
foram identificados por correspondéncia de seus espectros de massa, 70eV, com os da base de
dados usando a biblioteca construida através do espectrometro (Wiley, 229) e outros dois
computadores utilizando indices de retencdo como uma pré-selecdo (Alencar et al., 1984;
1990), bem como por comparacgédo visual da fragmentacdo padrdo com aqueles relatados na
literatura (Stenhagen, 1974; Adams, 2001).

Resultados e Discussao

A andlise da composicdo quimica do Oleo fixo de Spilotes pullatus (OFSP) por
CG/EM possibilitou a identificacdo, a partir dos ésteres metilicos de &cidos graxos, de dez
constituintes, em 94,97% da amostra (Tabela 1). Do resultado encontrado, a prevaléncia
refere a acidos graxos insaturados representando um total de 61,38%, tendo como
componente majoritario acido elaidico (37,26%), seguido de acido linoléico (17,28%). A
porcentagem de acidos graxos saturados foi de 33,59%, sendo mais expressivos &cido

palmitico com 19,01% e &cido esterearico com 10,58% (Figura 3).

As proporc¢des achadas dos acidos saturados e insaturados seguem uma tendéncia de
estudos anteriores da herpetofauna, como os de Ferreira et al. (2009, 2011) com Tupinambis
merianae e com Boa constrictor, McCue (2008) com vérias espécies de répteis e Sales (2012)
com Rhinella jimi. Cabral (2012) testou duas espécies de anfibios do género Leptodactylus,
que divergiram quanto ao nivel de saturacdo dos &cidos graxos, Leptodactylus macrosternum

apresentou mais insaturacdo, porém em L. vastus os saturados sobressairam.
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Tabela 1 — Esteres metilicos de acidos graxos identificados do 6leo de Spilotes pullatus por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.

/:;:JO:S;:;:: TR (min) (%) Constituintes
Saturados
Acido miristico 19,48 1,28 Miristato de metila
Acido palmitico 22,97 19,01* Palmitato de metila
Acido estereérico 25,37 10,58* Estereato de metila
Acido nonadecilico 27,07 2,72 Nonadecanoato de metila
Insaturados
Acido palmitoleico 22,64 4,02 Palmitoleato de metila
Acido linoleico 25,09 17,28* Linoleato de metila
Acido elaidico 25,12 37,26* Elaidado de metila
Acido araquidico 26,68 1,48 Araquidonato de metila
Acido eicosandico 26,85 0,88 Eicosa-7,10,13-trienoato de metila
Acido docosahexaendico 28,40 0,46 Docosahexaenoato de metila
TOTAL SATURADOS 33,59
TOTAL INSATURADOQOS 61,38
TOTAL GERAL 94,97

(*) Acidos graxos majoritarios.
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Figura 3 — Estruturas quimicas dos acidos graxos presentes no 6leo fixo de Spilotes pullatus.
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A presenca dos &cidos miristico, palmitico, estereérico, palmitoléico e linoleico ja foi
evidenciada anteriormente em outros estudos sobre a composi¢do quimica da gordura corporal
de animais (McCue, 2008; Cabral, 2012; Sales, 2012).

O composto majoritario do OFSP foi o acido elaidico com 37,26%. Este € o isdmero
trans do &cido oleico, com apenas uma ligacdo dupla (Lottenberg, 2009). E originado
principalmente no processo de hidrogenacdo industrial da gordura poli-insaturada
(Lottenberg, 2009, Camolas e Sousa, 2010). Acidos graxos trans estdo associados com o
aumento do colesterol total e reducdo do HDL, sendo fator prejudicial e agravante
especialmente em doencas cardiovasculares (Cibeira e Guaragna, 2006; Bortolotto, 2007).
Bray et al. (2002) acrescentam ainda que os &cidos graxos trans podem induzir a resisténcia a

insulina de forma aguda.

Acidos graxos, principalmente laurico, palmitico, linoleico, oleico, esteérico e
miristico sdo conhecidos por terem propriedades antibacterianas e antifungicas
(Agoramoorthy et al., 2007), sendo eficazes nesse controle por afetar a sintese bacteriana
endogena de é&cidos graxos, segundo Zheng et al. (2005). Nobre et al. (2002) ainda
acrescentam que acidos graxos organicos podem efetuar o controle de fungos, por modificar
as condicdes locais. De acordo com Zheng et al. (2005) os acidos graxos insaturados sao mais
eficazes no controle microbiano. Nessa perspectiva um maior indice de insaturacdo da

gordura pode ser um indicativo para a comprovacdo de uma possivel eficacia terapéutica.
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PARTE Il - Ensaios Microbiol6gicos

Introducéo

A utilizacdo de recursos animais constitui uma alternativa terapéutica importante
(Alves et al., 2007b), sendo citada no combate de doencgas que podem ter sido causadas por
microrganismos patogénicos (Lima et al., 2006; Aguiar et al., 2008; Salvagnini et al., 2008).
Uma preocupante realidade com o controle de bactérias e fungos € a resisténcia desenvolvida
aos farmacos existentes, com perda de sua eficacia (Dias e Monteiro, 2010).

Visando auxiliar nesse controle, produtos zooterapicos podem vir a ser compostos
potencialmente eficazes de forma direta ou associados a antibioticos sintéticos na tentativa de
ampliar seu espectro de acéo e minimizar os efeitos indesejaveis (Salvat et al., 2001; Gibbons,
2004; Shin e Pyun, 2004; Gurib-Fakim, 2006; Sousa et al., 2010). O desenvolvimento de
novos medicamentos, bem como a bioprospeccdo por novas substancias antimicrobianas a
partir de fontes naturais vem aumentando o interesse das companhias farmacéuticas (Duarte,
2006).

Um possivel efeito antimicrobiano de recursos naturais isoladamente é investigado
através do teste de concentracdo inibitéria minima (CIM), onde é registrada a menor
concentracdo na qual o produto inibiu o crescimento bacteriano. Em outra perspectiva, a
modulacdo avalia, através de uma associacdo do zooterapico com antimicrobianos, uma

possivel interferéncia na acdo dos mesmos frente a cepas bacterianas e fangicas.

Espécies de fungos do género Candida, embora facam parte da microbiota natural,
podem tornar-se patogénica em casos como imunodeficiéncia congénita ou adquirida e
imunossupressao induzida pelo estresse grave (Colombo e Guimardes, 2003; Dignani et al.,
2003). Candidiase ou candidose € a infeccdo oportunista mais frequente causada por esse
género (Portillo et al., 2001; Zhang et al., 2002). A dificuldade no tratamento esta relacionada
a aquisicdo de resisténcia, por parte de seus agentes etiologicos, frente a acdo de antifungicos
(Araujo et al., 2004).

As bactérias sdo organismos simples encontrados em todos 0s ambientes, mas podem

se tornar patogénicas e de dificil controle. De acordo com a constituicdo da parede celular
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(como permeabilidade e componentes), podem ser classificadas em gram-positiva e gram-
negativa. (Tortora et al., 2008).

Bactérias do género Staphylococcus sdo distribuidas na natureza, assim como na
microbiota normal da pele e da mucosa, podendo se tornar patogénica, principalmente no caso
de intoxicagcdes e infec¢Oes oportunistas, humanas e hospitalares. (Nostro et al., 2004;
Coutinho et al., 2009). Staphylococcus aureus € o agente etiolégico mais comum causador de
infecgBes. Seu controle torna-se mais dificil visto sua resisténcia a varios antibidticos
(Coutinho et al., 2009).

Escherichia coli é a espécie mais comum do género Escherichia, sendo uma das
principais causas de doencas infecciosas humanas, especialmente em pacientes
imunossuprimidos. Esta associada a infeccbes do trato urinario, bacteremia, meningite e
diarréia (Bopp et al., 1999; Luciano et al., 2004; Murray et al., 2004).

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa, pertencente ao género que pode
estar presente em organismos sadios, como tambeém tornar-se nociva, desenvolvendo infeccéo
em pessoas imunocomprometidas (Desimoni et al., 2004; Martinez, 2004). Esta associada a
infeccbes hospitalares e devido ao seu mecanismo de resisténcia as drogas, é de dificil

controle (Keynan e Rubinstein, 2007).

Pseudomonas aeruginosa € responsavel por uma variedade de infec¢des, sendo a
principal causadora de infecgBes hospitalares, da pele, trato urinario, ouvidos e olhos. E muito
resistente aos antibioticos mais comuns, explicando a dificuldade em seu controle (Murray et
al., 2004).

Tendo em vista 0 acentuado uso da fauna na medicina popular, especialmente de
répteis, além do aspecto conservacionista em relacdo a exploracdo excessiva dos recursos
naturais, hd a necessidade de isolar e comprovar suas propriedades farmacologicas, almejando
uma otimizacdo desses produtos, bem como uma possivel justificativa para o seu uso na

medicina tradicional.
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Material e Métodos
Material Bacteriano

Nos ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima foram utilizadas bactérias de
linhagens padrdo Escherichia coli ATCC 10536, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Klebsiella pneumoniae ATCC 4362. Para a
modulacdo foram usados isolados clinicos multirresistentes de E. coli (EC 27), S. aureus (SA
358) e P. aeruginosa (PA 03), com origem e perfil de resisténcia identificados na Tabela 2.
Todas as cepas foram mantidas em Heart Infusion Agar (HIA, Difco) e antes do ensaio foram
colocados para crescimento, durante 24 horas a uma temperatura de 37° C, em Brain Heart
Infusion (BHI, Difco) (Freitas et al., 1999; Coutinho et al., 2005). Todas as linhagens
utilizadas foram doadas pela Universidade Federal da Paraiba.

Tabela 2 — Origem das linhagens e perfil de resisténcia das bactérias a antibidticos

Bactéria Origem Perfil de resisténcia
_ . . Ast, Ax, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf,
Escherichia coli 27 Ferida cirurgica Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob.
. Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para,
Staphylococcus aureus 358 Ferida cirurgica But, Sis, Net.
Pseudomonas aeruginosa 03 Urocultura ifnnll Ctz, Imi, Cip, Ptz, Lev, Mer,

Ast-Aztreonan; Amx-Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicilina; Amox-Amoxilina, Ca-Cefadroxil; Cfc-
cefaclor; Cf-Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciprofloxacin; Clo-Clorafenicol; Imi-Imipenem; Can-
Canamicina; Szt-Sulfametrim; Tet-Tetraciclina; Tob-Tobramicina; Oxa-Oxacilina; Gen-Gentamicina; Neo-
Neomicina;  Para-Paramomicina; But-Butirosina; Sis-Sisomicina; Net-Netilmicina; Com-Cfepime; Ctz-
Ceftazidime; Ptz-Piperacilina-tazobactam; Lev-Levofloxacina; Mer-Merpenem.

Material Fungico

Para a avaliacdo da atividade antifingica foram utilizadas as linhagens de Candida
tropicalis (13803), Candida albicans (40046) e Candida krusei (6258) que foram mantidos
em HIA e armazenados a 4°C. Antes do ensaio, as células foram cultivadas para crescimento

em BHI por 24 horas a 37°C.
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Drogas

Os antifungicos utilizados foram Nistatina, Anfotericina B, Mebendazol e
Benzoilmetronidazol, na concentracdo de 1024pug/mL. Os antibidticos usados foram
Amicacina, Gentamicina e Neomicina, estando a uma concentracdo de 5000ug/mL. Todos
foram preparados de acordo com as indicagOes do fabricante.

Teste de atividades bactericida e fungicida

Para a realizacdo do teste foi utilizada uma solugcdo preparada em uma concentragédo de
100mg/mL de 6leo solubilizados em 1mL de Dimetilsulfoxido (DMSO — Merck, Darmstadt,

Alemanha), posteriormente diluida em agua destilada até uma concentragéo de 1024ug/mL.

Em uma placa de microdiluicdo com 96 pocos, foi distribuido 100uL de cada uma das
linhagens suspensas em BHI em cada poco e depositado 100pL da solucdo do 6leo, em
diluicdo seriada, tendo suas concentracdes finais variando entre 512-8ug/mL. No controle
negativo foi utilizado DMSO. Em seguida, as placas foram incubadas por 24h a 37°C
(Javadpour et al., 1996). Para evidenciar o CIM das amostras bacterianas, foi preparada uma
solucdo indicadora de resazurina, e colocada 20uL em cada poco. A mudanca de coloragédo
azul para rosa indica o crescimento bacteriano (Palomino et al., 2002). Para os fungos foi

utilizada a técnica de turbidez, indicando crescimento.

Teste de suscetibilidade as drogas

Em uma placa de microdiluicdo foi semeado 100uL das linhagens microbianas em
cada poco e posteriormente, através da técnica de diluicdo seriada, aplicadas as drogas
correspondentes para cada tipo de microrganismo. A variagdo das concentragdes dos
antifangicos foi de 1024-0,5ug/mL e dos antibidticos de 2500-1,22ug/mL. Em seguida foi
acrescentado o produto animal na concentracdo determinada pela CIM. Posterior a isso, as
placas foram incubadas por 24h a 37°C (Javadpour et al., 1996). A visualizacdo do resultado

foi semelhante a CIM.
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Resultados e Discussao

O OFSP ndo inibiu o crescimento de fungos e bactérias em nenhuma das cepas
utilizadas (Figura 4), revelando que esse produto isolado ndo tem nenhuma eficacia no
controle de microrganismos. A ineficacia do OFSP sozinho no controle microbiano segue a
tendéncia de estudos microbioldgicos realizados anteriormente com 6leo fixo extraidos da
gordura corporal de representantes da fauna herpetoldgica, como o de Ferreira et al. (2009)
com Tupinambis merianae, Sales (2012) com Rhinella jimi e Cabral (2012) com

Leptodactylus macrosternum e L. vastus.

PA- EC SA KP

Controle

Figura 4 — Placa de microdiluicdo com resultados da concentracdo inibitéria minima, uma
hora ap0s a aplicacdo de resarzurina. Na qual PA: Pseudomonas aeruginosa; EC: Escherichia
coli; SA: Staphylococus aureus; KP: Klebsiella pneumoniae; CT: Candida tropicalis; CK:
Candida krusei; CA: Candida albicans. Foto da autora.

OFSP também foi testado em associagdo com antimicrobianos em cepas
multirresistentes. Para os antifingicos, ndo foi observada nenhuma atividade significativa, de

acordo com o valor da CIM > 1024, para todas as linhagens testadas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Resultado do OFSP utilizado como modulador da agdo dos antifungicos
microdiluidos, e o Controle, onde ndo foi utilizado o OFSP, todos os resultados em pg/mL.
No qual CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei; CA: Candida albicans.

. C.T. 13803 C.A.40046 C.K.6258
Antifungicos
OFSP Controle OFSP Controle OFSP Controle
Benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

A associagdo do OFSP com antibioticos demonstrou um efeito sinérgico quando
combinado com a Gentamicina em todas as linhagens testadas. Para Staphylococus aureus
(SA 358) e Pseudomonas aeruginosa (PA 03) nao foi evidenciada nenhuma interacéo
clinicamente significativa com os antibioticos Amicacina e Neomicina. Entretanto, nas cepas
de Escherichia coli (EC 27) um efeito antagbnico foi observado para esses aminoglicosideos
(Tabela 4, Figura 5).

Tabela 4 — Valores da CIM (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e na presenca do 0leo
de S. pullatus frente a Staphylococcus aureus 358 (SA 358) Escherichia coli 27 (EC 27) e
Pseudomonas aeruginosa 03 (PA 03).

SA 358 EC 27 PA 03
Antibidticos
Controle OFSP Controle OFSP Controle OFSP
Amicacina 39,06 39,06 9,76 78,125* 156,25 78,125
Gentamicina 39,06 2,44% 39,06 9,76* 39,06 9,76*
Neomicina 9,76 19,53 39,06 156,25* 625 3125

(*) Resultados significativos.
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Teste Controle Teste Controle Teste Controle
AGN A GN A G N A GN A G N A G N

S. aureus E. coli P. aeruginosa

Figura 5 — Placas de microdiluicdo com resultados da modulacdo de antibidticos, uma hora
apos aplicado resarzurina. Da esquerda para a direita Staphylococcus aureus, Echerichia coli
e Pseudomonas aeruginosa. Na qual A — Amicacina; G — Gentamicina; N — Neomicina. Fotos
da autora.

Esse resultado indica que OFSP, pode atrapalhar um tratamento de controle da
bactéria E. coli realizado com o antibiético Neomicina. Por outro lado, é clinicamente eficaz

quando associado a Gentamicina, potencializando sua acéo.

Conforme Agoramoorthy et al. (2007) e Nobre et al. (2002), acidos graxos podem ser
potentes agentes no controle microbiano. Ainda segundo Agoramoorthy et al. (2007), os
acidos palmitico, linoleico, estearico e miristico sdo conhecidos por seu poder antimicrobiano.
Embora ndo observada nenhuma eficacia do OFSP quando utilizado sozinho, os resultados
positivos associados ao seu uso combinado com aminoglicosideos pode estar relacionado a
este fato.
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PARTE Ill - Ensaios Farmacoldgicos

Introducéo

A inflamacdo aguda é uma resposta rapida a microrganismos ou a lesdo tecidual, que
envolve recrutamento local e ativacdo de neutrofilos. Uma falha nessa resposta de inibi¢do
pode levar a desregulacdo da homeostase, predispondo a uma inflamacdo cronica
(Debenedictis et al., 2001). O 6leo de créton é extraido da planta Croton tiglum e pode causar
irritagdo quando aplicado topicamente induzindo a inflamacéo local aguda. Com persisténcia
do contato (aplicacdo multipla), seu efeito torna-se semelhante a inflamacéo cronica.

A pele, maior 6rgdo do corpo, estd em contato com o0 meio externo e sujeita a
processos nocivos de inflamagdo como lesbes e invasdo de patdgenos (Sampaio et al., 2000).
Com o desenvolvimento de alguns sinais inflamatorios como rubor (vermelhiddo), calor,
edema (inchaco) e dor (Serhan et al., 2008), celulas cutaneas, auxiliadas por vasos sanguineos
infiltrantes, exercem a funcdo de protecdo, desencadeando uma resposta a esses estimulos,
permitindo a infiltracdo de células migratorias, como macréfagos e leucdcitos (linfocitos,

eosindfilos, neutrdfilos e mondcitos), importantes na defesa inata ou imune (Ryan, 2004).

O estudo de modelos de inflamacdo cutanea em animais leva a identificacdo de
compostos potencialmente Gteis no tratamento de doencas inflamatdrias da pele (Ferreira et
al., 2010). Nessa perspectiva, produtos naturais sdo testados almejando um auxilio na acéo

anti-inflamatoria atraves dos testes de edema de orelha induzido por éleo de créton.

Material e Métodos
Animais

Os experimentos in vivo foram realizados com camundongos albinos (Mus musculus),
de ambos 0s sexos, pesando entre 25-30g, cedidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina de
Juazeiro do Norte (FMJ). Os animais foram mantidos no Biotério da Universidade Regional
do Cariri (URCA) em caixas de polipropileno, com agua (Labina, Purina®) e racdo a vontade,

obedecendo o fotoperiodo de 12 horas, com temperatura média 26°C.
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Edema de orelha induzido por aplicagdo unica de dleo de créton

Para avaliar a atividade anti-inflamatoria topica de OFSP, em um processo agudo, 0s
grupos de camundongos Swiss (n = 8), tiveram suas orelhas direitas pré-tratadas topicamente
com 20uL do 6leo de S. pullatus, dexametasona 4mg/mL (controle positivo) e solucdo salina
0,9% (controle negativo), sendo 10uL aplicados na face interna e externa, respectivamente.
Apos o tempo de absorcéo de quinze minutos, foi aplicado na orelha direita, o 6leo de créton
5% (v/v) em acetona e na orelha esquerda, para igualar o stress sofrido, aplicou-se o veiculo
acetona, sempre seguindo as mesmas medidas. Passadas 6h, tempo necessario para formacgéo
do edema, os camundongos foram sacrificados por decapitacdo, tendo circulos de 6mm de
didmetro retirados das orelhas, com o auxilio de um Punch (perfurador de couro metalico),

para posterior avaliacdo do edema (Tubaro et al., 1985).

Edema de orelha induzido por aplicagdo multipla de 6leo de croton

O modelo de aplicacdo maultipla foi utilizado buscando verificar a eficacia do OFSP
em um processo inflamatorio pré-estabelecido. O edema foi induzido em grupos de
camundongos Swiss (n = 8) pela aplicacdo, na orelha direita, de 20puL de 6leo de créton 5%
(v/v) em acetona em dias alternados, durante nove dias, seguindo-se sempre da aplicacdo do
veiculo acetona na orelha esquerda. A partir do quinto até o nono dia de experimento foram
aplicados via tdpica, duas vezes ao dia, 0 OFSP, dexametasona 4mg/mL (controle positivo) e
solucdo salina 0,9% (controle negativo), estabelecendo-se 1 hora de intervalo entre as
aplicacGes quando fosse também administrado o dleo de créton (Tabela 5). A espessura da
orelha foi medida diariamente proxima a extremidade medial com o auxilio de um paquimetro
digital, sendo a variacdo da espessura indicativo do desenvolvimento do edema. No nono dia
do experimento, passadas quatro horas do ltimo tratamento, as orelhas foram mensuradas, 0s
animais sacrificados e discos de 6mm de didmetro foram coletados e pesados em balanca

analitica para avaliacdo do edema (Stanley et al., 1991).
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Tabela 5 — Cronograma de execugdo do teste de edema de orelha induzido pela aplicagéo
multipla de 6leo de croton.

Dias 10 20 30 40 50 6° 7° 8° 9o

M M M M M M M M M

. T T T T T

MANHA
S S S

oC oC oC oC oC

A A A A A

M M M M M M M

TARDE T T T

S S S S S

M

NOITE

Sac

No qual M: medicéo; T: tratamento; S: solucdo salina; OC: Oleo de créton; A: acetona; Sac:

sacrificio.
Quantificacédo do edema

A quantificacdo do edema foi calculada a partir da pesagem de discos de 6mm de

didmetro das orelhas direitas (mod) e esquerdas (moe), utilizando a seguinte formula:

% inflamagcdo = Mog = Moe x100
m

oe

O célculo do efeito inibitério médio da inflamacdo (EIM) deu-se aplicando a formula a
seguir, onde MPEgy (em %) é a média do percentual de edema do grupo submetido a
tratamento com OFSP, ou farmaco padrdo e MPEcn: (em %) é a média do percentual de

edema do grupo controle negativo (tratado com salina), conforme:

EIM (%) = MPEcont — IV”:)Etrat %100

MPE

cont
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Analise estatistica dos dados

Os resultados foram apresentados em média + erro padrdo da média (EPM), dos
diferentes grupos. Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e comparados
com o teste post hoc de Student Newmann-Keuls (p < 0,05) através do software GraphPad
Prism 5.0.

Resultados e Discussao

A Figura 6 demonstra o efeito antiedematogénico do OFSP apds 6 horas da aplicacdo
topica Unica de Oleo de créton em camundongos. Em relacdo ao controle negativo,
dexametasona (controle positivo) e OFSP mostraram uma reducdo significativa do edema
inflamatdrio. A reducdo do edema do grupo do OFSP ficou muito préxima quando comparada
ao grupo da dexametasona, ambos com p < 0,001. O efeito inibitorio médio da inflamacao
esta demonstrado na Tabela 6.
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Figura 6 - Efeito tdpico do oleo fixo de Spilotes pullatus (OFSP) sobre o edema de orelha
induzido pela aplicacéo unica de 6leo de croton (OC) em camundongos Swiss. Os animais
foram pré-tratados com salina, 0,9% (Controle), dexametasona (DEX), OFSP e ap6s 15
minutos, receberam topicamente solucdo de dleo de croton 5% (v/v) em acetona. O efeito
antiedematogénico das substancias foi analisado atraves do edema calculado a partir das
massas de discos de 6mm de diametro obtidos das orelhas apds 6 horas de aplicacdo do 0Oleo
de créton. Cada grupo representa a media de 8 animais e as barras verticais 0 E. P. M. As
médias foram comparadas com o0 grupo controle negativo e foram consideradas
significativamente diferentes para p < 0,05 (***p < 0,001 comparadas ao controle negativo.
Andlise estatistica: ANOVA de uma via seguido do teste de Student-Newman-Keuls).

Tabela 6 — Porcentagem do edema de orelha induzido por aplicacdo Unica de Oleo de créton
em camundongos e o efeito inibitério médio (EIM) apds aplicacdo topica dos tratamentos
Dexametasona e OFSP.

Oleo de Créton

Tratamento
Percentagem do edema* EIM (%)
Controle Negativo 141,82 +14,06 -
Dexametasona 53,74 £ 9,02 62,11%
OFSP 77,72 £ 6,28 45,20%

* Dados expressos em média + erro padrdo da média
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Conforme observado na Figura 7, o tratamento tépico com OFSP e dexametasona (2
vezes ao dia, durante 4 dias), quando comparados ao grupo controle negativo, reduziram a
espessura das orelhas dos camundongos a partir do sexto dia do inicio do teste, estendendo-se
aos dias subsequentes. Quando relacionado o OFSP com o controle positivo, notou-se a maior
eficacia anti-edematogénica da dexametasona. Ao final do experimento, confirmou-se a
reducdo do edema da inflamacéo para os grupos do OFSP e da dexametasona (p < 0,05e p <
0,001, respectivamente), com a confirmagdo do resultado evidenciado com a pesagem das
orelhas no ultimo dia de experimento, conforme observado na Figura 8. O efeito inibitdrio
médio da inflamac&o est4 demonstrado na Tabela 7.
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Figura 7 - Curva tempo-resposta do efeito do OFSP sobre o0 edema de orelha induzido
pela aplicacdo multipla de 6leo de créton (OC) em camundongos Swiss. Os animais
receberam OC em acetona na orelha direita em dias alternados e veiculo acetona na orelha
esquerda. A espessura da orelha tratada com o agente flogistico foi mensurada com
paquimetro digital antes da aplicacdo do OC, quatro horas apds a primeira aplicacdo do OC
(fase aguda) e nos tempos 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 192 horas ap0s a primeira aplicacdo
do OC. No 5° dia do experimento (96 horas ap0s a primeira aplicacdo de OC), a orelha direita
de cada animal recebeu veiculo salina (controle negativo), dexametasona (DEX) ou OFSP
bruto (20uL, 2 vezes ao dia), prosseguindo o tratamento durante os 4 dias posteriores. O
efeito antiedematogénico das substéncias foi analisado através da variacdo da espessura da
orelha. Os pontos representam a média de 8 animais e as barras verticais o0 E. P. M. As médias
foram comparadas com o grupo controle negativo e foram consideradas significativamente
diferentes para P < 0,05 (*p < 0,05, **P < 0,01; ***P < 0,001 comparadas ao controle
negativo, ANOVA de duas vias seguido do Teste de Bonferroni).
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Figura 8 - Efeito topico do 6leo fixo de OFSP sobre o edema de orelha induzido pela
aplicacdo multipla de 6leo de créton (OC) em camundongos Swiss. A aplicacdo de OC foi
conduzida em dias alternados, durante 9 dias. No 5°, 6°, 7°, 8° e 9° dias do experimento, a
orelha direita de cada animal recebeu salina (controle negativo), dexametasona (DEX) ou
OFSP bruto (20uL, 2 vezes ao dia). O efeito antiedematogénico das substancias foi analisado
através do percentual de edema calculado a partir das massas de discos de 6 mm de diametro
obtidos das orelhas apds 192 horas da primeira aplicacdo do OC. Cada grupo representa a
média de 8 animais e as barras verticais o E. P. M. As médias foram comparadas com o grupo
controle negativo (C) e foram consideradas significativamente diferentes para p < 0,05 (** p
< 0,01; ***p < 0,001 comparadas ao controle negativo. Analise estatistica: ANOVA de uma
via seguida do teste de Student-Newman-Keuls).

Tabela 7 — Porcentagem do edema de orelha induzido por aplicagdo maultipla de 6leo de
croton em camundongos e o efeito inibitério médio (EIM) apds aplicacdo topica dos
tratamentos Dexametasona e OFSP.

Oleo de Créton

Tratamento
Percentagem do edema* EIM (%)
Controle Negativo 132,27 £14,5 -
Dexametasona 42,43 + 6,62 67,92%
OFSP 71,85+ 21,13 45,68%

* Dados expressos em média * erro padrdo da média
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Vérios outros estudos associam uma atividade anti-inflamatoria aos &cidos graxos
insaturados, apontando ainda sua eficacia em tratamentos de inflamacdo da pele (Calder,
2005; Das, 2006, 2008; Ferreira et al., 2010).

Os resultados obtidos seguem a tendéncia de estudos anteriores do carater anti-
inflamatorio com gordura corporal de animais pertencentes a herpetofauna, apresentando
resultados semelhantes aos de Ferreira et al. (2010) e Sales (2012). Esses estudos relacionam
o caréter anti-inflamatorio da gordura de Tupinambis merianae e Rhinella jimi com a presenca
do &cido linoléico. Esse fator também pode estar associado ao efeito antiedematogénico
apresentado pelo OFSP, visto que a porcentagem de &cido linoéico presente em Spilotes
pullatus (17,28%) supera as de T. meriane (15,89%) e R. jimi (8,98%).

O potencial terapéutico e avaliacdo clinica dos medicamentos tradicionais ainda sao
pouco estudados (Alves et al., 2009d). Apesar de demonstrada algumas utilidades
farmacologicas de produtos derivados de animais, a efetiva utilizagdo desses requer cautela e
conhecimento mais aprofundado. Essa investigacdo faz-se necessaria visto que produtos
naturais sdo capazes de produzir reacdes adversas, como toxicidade, alergias e transmissdo de
zoonoses, com impactos a salde ainda mais graves que a préopria doenca em tratamento
(Alves e Rosa, 2005).

A conservacao da diversidade bioldgica esta intrinsecamente relacionada com a satde
humana. O carater anti-inflamatério apresentado por S. pullatus remete a possibilidade da
descoberta de novas drogas com o auxilio dos animais. Assim, o desenvolvimento de politicas
de protecdo a natureza ganha ainda mais importancia com a comprovacéo farmacologica que

a fauna é detentora de agentes potencias para a descoberta de novos farmacos.
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CONCLUSOES




Conclusdes

1. O dleo da gordura de Spilotes pullatus apresentou ésteres metilicos correspondentes a

variados &cidos graxos, sendo o0s insaturados em maior quantidade.

2. O 6leo fixo de S. pullatus ndo apresentou nenhum efeito inibitério frente as linhagens
fungicas e bacterianas testadas.

3. A associagdo do o6leo com antimicoticos ndo apresentou nenhuma atividade
significativa. Quando combinado com antibiéticos, demonstrou um efeito sinérgico
com a Gentamicina em todas as linhagens testadas. Para Escherichia coli (EC 27) foi

evidenciado um efeito antagdnico com Amicacina e Neomicina.

4. O O6leo da gordura de S. pullatus apresentou efeito anti-inflamatorio topico em

processo de inflamacdo aguda e crénica no modelo animal estudado.
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Nome da Instituigéo : UFPB - UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA CNPJ: 24.098.477/0001-10

Cronograma de atividades

#] Descricao da atividade [ Inicio (mé&s/ano) [Fim (més/ano)
1| Pesquisa Cientifica | 07/2011 [12/2013
De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto.

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integranies da cultura nativa e culiura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difus&o ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizagéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anu@ncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela rea, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagéo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacgéo
federal cujo processo de regularizagdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrucdo Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagao, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

A autorizagdo para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrdnico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
4 | Licenga para importagao ou exportagao de flora e fauna - CITES e nao CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportacdo.

O titular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condig¢do in situ.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na
6 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgao e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administragdo da unidade a fim de CONFIRMAR

7 AS DATAS das expedigdes, as condigdes para realizagéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Equipe

# Nome Fungao CPF Doc. Identidade Nacionalidade

1 | Waltécio de Oliveira Almeida Pesquisador, Parasitologista [ 572.981.651-00 2608186 SSP-PB Brasileira

2 | Daniel Oliveira Mesquita Orientagao, Pesquisa, 196.288.298-58 20427850-3 SSP-SP Brasileira

Herpetologista

3 | Jodo Antonio de Araujo Filho Pesquisa, Apoio 100.938.194-63 8.748.426 SDS-PE Brasileira

4 | JOSE GUILHERME GONGALVES DE SOUSA Pesquisa, Apoio 030.444.143-00 2004034084316 SSP-CE Brasileira
i Pesquisa, Parasitologista, ] j _ap. L

5 | Robson Waldemar Avila Herpetologista 272.249.088-94 28716304-0 SSP-SP-SP Brasileira

6 | Diégo Alves Teles Pesquisa, Apoio 043.935.763-22 2004034065443 SSPDS-CE | Brasileira

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# Municipio UF | Descrigao do local Tipo

1 |CRATO CE AREA DE PROTECAO AMBIENTAL CHAPADA DO ARARIPE UC Federal

2 |BARBALHA CE AREA DE PROTECAO AMBIENTAL CHAPADA DO ARARIPE UC Federal

3 |CRATO CE FLORESTA NACIONAL DE ARARIPE-APODI UC Federal

4 |EXU PE AREA DE PROTECAO AMBIENTAL CHAPADA DO ARARIPE UC Federal

5 | VARZEA ALEGRE CE Propriedade particular Fora de UC

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticagéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 29838-1 Data da Emissio: 19/08/2011 14:17

Dados do titular

Nome: Samuel Cardozo Ribeiro CPF: 010.038.123-50

Titulo do Projeto: Estrutura de comunidades de répteis e anfibios da Chapada do Araripe

Nome da Instituigdo : UFPB - UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA CNPJ: 24.098.477/0001-10

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
Anura, Amphisbaenidae, Anguidae, Boidae, Colubridae, Elapidae, Gekkonidae,
1 | Captura de animais silvestres in situ Gymnophthalmidae, Iguanidae, Leptotyphlopidae, Polychrotidae, Scincidae, Teiidae, Tropiduridae,

Typhlopidae, Viperidae

Viperidae (*Qtde: 10), Anguidae (*Qtde: 30), Teiidae (*Qtde: 30), Polychrotidae (*Qtde: 30),
Leptotyphlopidae (*Qtde: 10), Gymnophthalmidae (*Qtde: 30), Tropiduridae (*Qtde: 30), Scincidae
(*Qtde: 30), Iguanidae (*Qtde: 5), Gekkonidae (*Qtde: 30), Elapidae (*Qtde: 10), Boidae (*Qtde: 4),
Amphisbaenidae (*Qtde: 20), Colubridae (*Qtde: 10), Anura (*Qtde: 20), Typhlopidae (*Qtde: 10)

2 | Coletal/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ

Viperidae, Typhlopidae, Tropiduridae, Teiidae, Scincidae, Polychrotidae, Leptotyphlopidae,
3 | Observagédo e gravagdo de imagem ou som Iguanidae, Gekkonidae, Gymnophthalmidae, Elapidae, Colubridae, Boidae, Anguidae,
Amphisbaenidae, Anura

* Qtde. de individuos por espécie/localidade/unidade de conservagéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1 [ Método de captura/coleta (Anfibios) Captura manual, Armadilha de queda “pit fall*, Pu¢a, Peneira

Estilingue, Outros métodos de captura/coleta(Arma de pressA£o ), Elastico, Coleta manual, Puga,

2 | Método de capturalcoleta (Répteis) Armadilha de queda “pit fall*, Captura manual

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
1 _[Universidade Regional do Cariri colecdo
2 | UFPB - UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA colecdo

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagéo abaixo, qualquer cidadédo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 35395555 “|||||||“||||H|||||||
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Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato nao
contemplado na autorizacdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasifo da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biologico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegédo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegbes Biologicas (CCBIO).

Téxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime na nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 35395555 “||H|||“‘”|Hl|||‘|‘
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ANEXO I

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI

Comisséo de Experimentacéo e Uso de Animais

PARECER DO RELATOR DA CEUA

Processo n ° A6 /2012

Titulo do Projeto de Pesquisa: Andlise quimica e estudo experimental (microbiolégico e
farmacolégico) do dleo fixo de Spilotes pullatus (Linnaeus, 1758) na medicina popular no Nordeste
brasileiro

Pesquisadores: Waltécio de Oliveira Almeida (Pesquisador Orientador)
Olga Paiva Oliveira (Pesquisador participante)

FINALIDADE DO PROJETO: [ ] Ensino [ X | Pesquisa

ITENS METODOLOGICOS E ETICOS:

Titulo Adequado |___| Comentarios
Objetivos Adequados | | Comentarios
Introducio e Justificativa Adequadas |:| Comentarios
Cronograma para execugciio da pesquisa Adequado ]:] Comentérios
Orc¢amento e fonte financiadora Adequados D Comentarios
Referéncias Bibliograficas Adequadas D Comentérios

O PROJETO DESTA PESQUISA ESTA
ADEQUADO A LEGISLACAO VIGENTE: Adequado | | Comentérios

INFORMACOES RELATIVAS AOS ANIMAIS:
Grau de severidade: Leve Moderado D 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
Reduc¢iio Amostral: D Sim Nao
Justifique:
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Substituicio de Metodologia: I:I Sim Nio
Se achar necessdrio, justifique e sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia: D Sim Nao
Se achar necessdrio, justifique e sugira aprimoramentos da metodologia:

Acomodacio e manuten¢io dos animais: Adequado |:| Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessdrias:

Manipulacio dos animais: Adequado I__—_] Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessdrias:

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

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

Eutanasia dos animais (se aplicavel): Adequado |____| Inadequado
Se achar inadequado cite abaixo as melhorias necessdrias com metodologia substituta:

Analise e Parecer do relator:

O presente projeto tem como finalidade comprovar o uso popular do éleo fixo proveniente da
gordura de Spilotes pullatus para o tratamento de infecgdes e inflamagdes. Os estudos envolvendo
produtos naturais de origem animal s80 escassos na literatura, portanto, o presente projeto apresenta
relevancia cientifica. Este projeto abrange também o conhecimento que podera contribuir para o uso
sustentdvel e para a conservacdo da espécie. O estado da arte atual presente neste trabalho levantara
possibilidades para comprovar a eficacia do uso popular da espécie. A metodologia empregada é
pertinente e, segundo o “Expert working group on severity classification of scientific procedures
performed on animals” este procedimento € considerado de grau leve a moderado. O experimento
sera realizado usando um total de 180 camundongos (Mus musculos), com média de peso entre 20-

71



Comissao de Experimentacio e Uso de Animais

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI ‘ %

30g e divididos em 18 grupos diferentes. Os animais serfio obtidos do biotério da Faculdade de
Medicina de Juazeiro do Norte — CE e mantidos em regime ad libidum de 4gua e ragdo, em ciclo
claro e escuro de 12/12h. O experimento consiste no tratamento tépico do 6leo fixo em diferentes
concentragdes em uso agudo e cronico segundo metodologia de Gabbor adaptada por Saraiva
(2010) e sua influéncia no perfil anti-inflamatorio induzido por diferentes agentes flogisticos.
Observamos que o cronograma de execugdo do projeto é adequado para o alcance dos objetivos

propostos.

RECOMENDACAO FINAL:

Aprovado

D Aprovado com recomendagdes
[ ] Com Pendéncia

[:I Néo aprovado

Crato, 29 de Novembro de 2012.
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