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RESUMO

Os oleos dos cocos de babacu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng) e licuri (Syagrus
coronata (Mart.) Becc.), duas palmeiras abundantes nas regides Norte e Nordeste do Brasil,
possuem diversos usos etnomedicinais e cosméticos, dentre eles como anti-inflamatério. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatéria topica dos 6leos de babagu e
licuri em camundongos. Os 6leos dos cocos babacu e licuri foram extraidos com a utilizacéo
de uma prensa manual de bancada. As caracteristicas fisico-quimicas e o perfil de acidos
graxos foram determinados. A atividade anti-inflamatoria topica aguda e cronica foi avaliada
em camundongos usando o modelo de edema de orelha induzido por diferentes agentes
flogisticos ap06s aprovacdo dos protocolos experimentais (23076/039887/2014-51). O acido
laurico foi 0 componente majoritario de ambos os 6leos, 0s quais também apresentaram teor
de acidez, indice de peroxido, de refracdo e rancidez dentro dos valores de referéncia. Ao
verificar a atividade anti-inflamatoria tépica aguda induzida por PMA (2,5 pg/orelha), os
Oleos de babacu e licuri foram ativos nas doses de 3 e 10 uL/orelha. Na elucidacdo dos
possiveis mecanismos de acdo, os dois 6leos (10 pL/orelha) e o acido laurico (4 mg/orelha)
reduziram o edema de orelha induzido pelo &cido araquiddnico, fenilpropriolato de etila, e
fenol, mas ndo o edema induzido por capsaicina. No edema cronico, os dois 6leos e o acido
laurico reduziram o edema, a atividade a enzima mieloperoxidase e os indicadores
histomorfométricos, contudo os animais tratados com 4&cido laurico apresentaram
hiperceratose. Ambos o0s 06leos apresentaram atividade anti-inflamatéria, a qual esta
relacionada a presenca de &cido laurico. Contudo, o tratamento com &cido laurico livre causa

efeitos tdxicos na pele.

Palavras-chave: Oleo. Acidos graxos. Pele. Attalea specios. Syagrus coronata. Caatinga.



ABSTRACT

The oils of babassu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng) and licuri (Syagrus coronata
(Mart.) Becc.), two palm trees found in North and Northeast regions of Brazil, have many
ethnomedicinal and cosmetic uses, among them as anti-inflammatory. This work aimed to
evaluate the topical anti-inflammatory activity of babassu and licuri oils in mice. The babassu
and licuri oils were extracted using a benchtop oil expeller. The physico-chemical
characteristics and fatty acid profiles were determined. The acute and chronic topical anti-
inflammatory activities were evaluated using the ear edema induced by different phlogistic
agents in mice after approval by Ethics Committee on Animal Use (23076/039887/2014-51).
Lauric acid was the major compound in both oils, which also presented acidity, peroxide, and
refraction indexes and rancidity values within ANVISA guidelines. In PMA-induced ear
edema (2.5 pg/ear), babassu and licuri oils were active at 3 and 10 plL/ear. Elucidating the
possible mechanisms of action, both oils (10 pL/ear) and lauric acid (4 mg/ear) were active in
arachidonic acid, ethyl phenylpropriolate, and phenol-induced ear edema, but not in
capsaicin-induced ear edema. In croton oil-induced chronic ear edema, both oils and lauric
acid reduced the edema, myeloperoxidase activity, and histomorphometric parameters.
However, animals treated with lauric acid showed hyperkeratosis. In conclusion, both oils
have anti-inflammatory activity, which is related to the presence of lauric acid. However, the

treatment with free lauric acid causes toxic effects on the skin.

Keywords: Oil. Fatty acids. Skin. Attalea speciose. Syagrus coronata. Caatinga.
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1 INTRODUCAO

A humanidade faz uso de plantas medicinais para fins terapéuticos ha muito tempo
visando a cura ou alivio de enfermidades. Nas ultimas décadas, varios estudos sobre o uso de
plantas medicinais e sua eficacia no tratamento de doencas tém sido publicados em diferentes
paises (SHARMA et al., 2017). No Brasil, apesar do desenvolvimento da industria
farmacéutica, a busca por plantas medicinais ainda é muito comum. Em grande parte, essa
busca é influenciada pela dificuldade de acesso ao sistema de saude e ao custo dos
medicamentos, principalmente entre individuos das zonas rurais nas diferentes regides
brasileiras (MACEDO et al., 2018).

A medicina tradicional possui importancia econdmica, principalmente em paises em
desenvolvimento, devido a vasta comercializacdo de matéria prima, oriundas de extrativismo
ou cultivadas. Esta pratica muitas vezes também acarreta um importante impacto ambiental
(SANTOS; LIMA; FERREIRA, 2008, MACEDO et al., 2018). Entretanto, em muitos paises
desenvolvidos, apesar da ampla disponibilidade dos servicos de salde, a busca por
tratamentos naturais tem aumentado. Este aumento é relacionado principalmente a questdes
culturais e historicas (AGRA et al., 2008). Assim, diferentes estudos etnobotanicos tém sido
realizados para o registro do conhecimento local sobre o uso de plantas medicinais e suas
indicacdes terapéuticas. Desse modo, as moléculas obtidas a partir de plantas medicinais tém
contribuido no desenvolvimento de novos farmacos e no tratamento de diferentes doencas
(ARAUJO et al., 2010). Por isso, o uso de plantas para fins terapéuticos tem se difundido
mundialmente e tido o reconhecimento da Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Apoés a
Conferéncia Internacional sobre Cuidados Priméarios de Salde, realizada em Alma-Ata, em
1987, a OMS passou a incentivar os diferentes paises a explorarem suas praticas de medicina
tradicional e emprega-las nos cuidados basicos de saude, principalmente nos paises em
desenvolvimento (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006; AGRA; FREITAS;
BARBOSA-FILHO, 2007)

As diversas pesquisas etnoboténicas realizadas na regido Nordeste possibilitaram a
identificacdo de diferentes espécies de plantas medicinais, bem como o registro de suas
indicacdes terapéuticas, tais como: Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-da-Praia:
inflamacGes e desordens respiratorias); Anacardium occidentale L. (Cajueiro: cicatrizante de
feridas e calmante); Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (Angico: infeccGes, inflamacdes
e expectorante); Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillet (Amburana-de-Cambéo:

infeccOes, problemas respiratdrios e digestivos); Sideroxylon obtusifolium (Humb. ex Roem.
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& Schult.) T.D. Penn. (Quixabeira: inflamacGes e cicatrizante de feridas); Libidibia ferrea
(Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz (Pau-ferro ou Jucd: infeccbes urinarias, problemas na prostata e
inflamacgGes); Coutarea hexandra (Jacq.) K.Schum. (Murta-do-mato ou Quina-quina: dores,
inflamacGes, problemas respiratérios e infecgBes); Ximenia americana L. (Ameixa:
inflamacGes, cicatrizacdode feridas, dores e infec¢Oes); Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.
(Jurema-preta: inflamacOes, infeccOes, dores, cicatrizacdo de feridas e anemia); Attalea
speciosa Mart. ex Spreng. (Babacu: inflamacdes, cicatrizacdo de feridas e problemas
gastrointestinais); Syagrus coronata (Mart.) Becc. (Catolé ou Licuri: inflamacdes, infeccdes e
dores) (FERREIRA; LADIO; ALBUQUERQUE, 2011; ALBUQUERQUE, 2006; MACEDO
etal., 2018).

As palmeiras, no Brasil e no mundo, apresentam uma ampla distribuicdo e tém
importancia econdmica devido a versatilidade de usos das plantas e seus derivados (fibras,
6leo, frutas, material para construcdo, remédios, combustivel e artesanato). Em varias
comunidades da zona rural e indigenas, as palmeiras tém sido muito utilizadas como fonte de
alimentacdo (humana e animal), remédio, na construcdo civil, e na confec¢do de utensilios
variados (domésticos, caca e pesca) (MACIA, 2004; SOSNOWSKA; BALSLEV, 2009).
Além disso, as palmeiras apresentam grande potencial como fontes de substéncias bioativas
que podem ser utilizadas no desenvolvimento de novos protdtipos para tratamento e cura de
enfermidades (PLOTKIN; BALICK, 1984).

Attalea speciosa Mart. ex Spreng (Areaceae) (sin. Orbignya phalerata Mart.), é
conhecida popularmente como babacu. Esta espécie é considerada uma das mais abundantes
na regido do sul da Amazonia, podendo ser encontrada em diferentes estados como:
Maranhdo, Piaui, Tocantins, Goias, Mato Grosso, Pard, Pernambuco e Ceard. Na zona de
transicdo entre a bacia Amazonica e o semiarido Nordestino o babacu é muito utilizado no
extrativismo pelas quebradeiras de coco babacu para obtengdo das améndoas e seus
derivados (GONZALEZ-PEREZ et al., 2012; MAY et al., 1985). Muitas comunidades fazem
uso de diversas partes do babacu, as quais possuem diversas aplica¢cdes, como alimento para o
homem e animais, na confecgdo de artesanatos, na construcdo, na produgdo de cosméticos e
em rituais religiosos (GONZALEZ-PEREZ et al., 2012). Na medicina popular, o babacu
apresenta diferentes indicacbes terapéuticas, tais como: cicatrizante, laxante, anti-
inflamatdrio, também sendo utilizado no tratamento da hepatite, da gastrite, dentre outros. Na
literatura, ha estudos da atividade farmacoldgicas do babagu para cicatrizacdo, inflamacéo,
como antitumoral, imunomodulador, vasculares etc. (SOUZA et al., 2011; SCHEIBE et al.,
2016; AZEVEDO et al., 2007).
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Syagrus coronata (Mart.) Becc. (Arecaceae) (sin. Cocos coronata Mart.; Syagrus
quinquefaria (Barb.Rodr.) Becc.), é conhecida popularmente como licuri, catolé, ouricuri ou
coco-babdo. No Brasil, o licuri pode ser encontrado em diferentes estados tais como:
Pernambuco, Sergipe, Bahia, Alagoas e Minas Gerais, bem como em toda a regido do
semiarido nordestino (IHAA et al., 2014; LEAL et al., 2013; SALLES et al., 2010; BELVISO
et al., 2013). O licuri possui diversos usos etnobotanicos, dentre eles: alimenticio (humano e
animal), paisagistico, forrageio, energético, na confeccdo de artesanatos, além do uso
medicinal (CARVALHO, FERREIRA ALVES, 2014). Na medicina popular, o licuri é
indicado no tratamento de diabetes, micoses, dores, na cicatrizacdo de feridas e em doencas
inflamatorias (HUGHES et al., 2013). Na literatura, ha estudos sobre sua atividade
antimicrobiana e antioxidante (BESSA et al., 2016; BAUER et al., 2013).

Diferentes plantas medicinais sdo utilizadas para o tratamento de doencas
inflamatorias. O processo inflamatdrio é uma resposta fisioldgica caracterizada pela ativagdo
do sistema imunoldgico quando em contato com um agente lesivo quimico, fisico ou
biolégico, na qual ocorre a liberagdo de mediadores quimicos responsaveis pelos sinais
clinicos de dor, calor, rubor e edema. Ainda que seja de fundamental importancia para
restauracdo da homeostase quando ha uma injdria no tecido, a inflamacdo descontrolada é
responsavel pelo surgimento de diferentes patologias, tanto agudas e quanto cronicas
(REDMAN; SACKS; SARGENT, 1999; OKE; TRACEY, 2007; GHASEMIAN; S. OWLIA;
B. OWLIA, 2016).

Em vista disso, essa pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatoria
topica dos 0Oleos de babacu e licuri, com intuito de determinar se as propriedades curativas
atribuidas pelas comunidades que fazem uso destas plantas medicinais realmente existem, e

quais 0s mecanismos envolvidos na possivel atividade anti-inflamatéria destes 6leos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-inflamatdria tépica dos 6leos de babagu e licuri a partir de

seus usos etnomedicinais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Extrair 6leos fixos das améndoas de A. speciosa e S. coronata;

= Realizar a analise fisico-quimica dos 0leos fixos das améndoas de babacu e licuri;

= Determinar o perfil de acidos graxos em ambos o0s 6leos;

= Investigar a atividade anti-inflamatdria tépica aguda dos 6leos fixos das améndoas de
babacu e licuri e seus possiveis mecanismos de acao;

= Auvaliar a atividade anti-inflamatéria tépica crénica dos 6leos citados.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 ETNOBOTANICA E SUA IMPORTANCIA NA PESQUISA DE PLANTAS
MEDICINAIS

A medicina tradicional é amplamente utilizada em varias partes do mundo e apresenta
sua importancia econémica, principalmente em paises em desenvolvimento, especialmente
pelo uso das plantas medicinais. O interesse pelo uso destas plantas ocorre em virtude do
acesso limitado aos servigos de salde por parte da populacdo, que ndo usufrui de recursos
como consultas e medicamentos industriais, mas também de uma forte carga cultural e
religiosa (AGRA et al., 2008). Segundo Rhaman et al. (2004), as pesquisas com plantas
medicinais possuem importancia econdmica, além de contribuir para conservacdo da
biodiversidade, quando o seu uso acontece de forma sustentavel.

O uso de plantas medicinais faz parte da tradicdo de culturas que buscam nessas
plantas a cura ou o alivio de enfermidades, sendo esse conhecimento repassado através das
geracOes. Assim, no Brasil é recorrente 0 uso de tais plantas como um meio terapéutico
realizado pela populacdo de baixa renda (MATQOS, 2007). Na grande maioria das vezes, esse
uso é feito de forma totalmente empirica baseado em tradi¢fes que sdo repassadas de forma
oral (VANDEBROEK et al., 2011).

A flora presente no bioma da caatinga tem se tornado parte integrante das culturas
presentes nessa regido do Nordeste e seu uso tem sido repassado ao longo das geracdes
(AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007). Os raizeiros sao individuos presentes nessas
culturas, os quais detém o conhecimento sobre o uso de plantas medicinais, no entanto, parte
desse conhecimento vem sendo perdido em virtude do processo de urbanizacdo,
modernizacdo e do aumento do acesso ao sistema de saude (AGRA; FREITAS; BARBOSA-
FILHO, 2007).

A etnobotanica é a ciéncia que estuda as relagdes entre os homens e as plantas, dentre
elas o uso de plantas para tratamento de doencas que acometem homens e animais
(HEINRICH, 2006). Neste contexto, a etnofarmacologia, como ciéncia correlata, busca
validar o uso medicinal de plantas usadas popularmente, a partir de métodos experimentais
reprodutiveis que simulem o uso popular, comparando a eficicia das plantas medicinais com
um tratamento padrdo, normalmente alopatico (GERTSCH, 2009).

Além de Uteis na validacdo da eficécia e seguranca do uso de determinadas espécies na

medicina popular, estas ciéncias estdo um passo a frente das demais no que diz respeito a
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descoberta de novos farmacos, porque buscam estas novas moléculas em espécies que ja
foram “testadas” de modo empirico ao longo das geragdes, o que leva a um percentual de
éxito maior do que a escolha aleatoria de espécies para estudo (HEINRICH, 2006). Assim,
por muitos anos os produtos naturais, dentre eles as plantas medicinais, tém contribuido na
descoberta de novos protétipos que podem ser fornecidos para industria farmacéutica e
utilizados pela medicina moderna (PINHEIRO; BOYLAN; FERNANDES, 2012).

Diferentes familias de interesse ja foram identificadas por meio de estudos
etnobotanicos na regido do Nordeste, tais como: Apocynaceae; Anacardiaceae; Arecaceae;
Asteraceae; Begoniaceae; Brassicaceae; Bromeliaceae; Cactaceae; Convolvulaceae;
Celastraceae; Cucurbitaceae; Euphorbiaceae; e Fabaceae, dentre outras (ALBUQUERQUE et
al., 2007).

3.2 FAMILIA Arecaceae

A familia Arecaceae (Palmae) possui aproximadamente 185 géneros e 2522 espécies
distribuidas nas regides equatoriais, tropicais e subtropicais. No Brasil, ocorrem 37 géneros e
297 espécies, das quais 136 s&o endémicas (FLORA DO BRASIL, 2020; PEREZ, et al., 2012;
GIULIETTI et al., 2005). Esta apresenta uma grande variacdo na distribuicdo geografica e
riqueza quanto a diversas das espécies (EISERHARDT et al., 2011). Em virtude da variedade
de espécies, a familia Arecaceae apresenta grande importancia econémica devido ao uso na
alimentacdo, na confeccdo de artesanato, na medicina e na construcdo civil (SANTOS;
FERREIRA, 2012; RUFINO et al., 2008). Dentre as espécies utilizadas na medicina popular,
sdo citadas Acrocomia intumescens Drude (macalba); Cocos nucifera L. (coco-da-praia);

Syagrus coronata (Mart.) Becc. (licuri) e Attalea speciosa Mart. ex Spreng. (babacu).

3.2.1 Attalea speciosa Mart. ex Spreng

Attalea speciosa Mart. ex Spreng, (sin. Orbignya phalerata Mart.) é conhecida como
babacu ou coco-babagu. Esta espécie esta presente em diversos estados da regido Nordeste,
principalmente no bioma brasileiro conhecido como mata dos cocais, situado nos estados do
Maranh&o, Piaui e Ceara. Nesta regido, o extrativismo do babagu é um importante recurso
econbmico, sendo fonte de renda para cerca de 300 mil familias, devido a uma atividade
predominantemente feminina, realizada pelas quebradeiras de coco babagu (GONZALEZ-

PEREZ et al., 2012). Além da ocorréncia na mata dos cocais, 0 babagu também é encontrado
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em abundancia em outras regiGes mais restritas, como na Chapada do Araripe/CE e no Vale
do Catimbau/PE (Figura 1). Nessas regides, também podem ser encontradas pequenas
comunidades de mulheres quebradeiras de coco babacu (BRAGA, 1976; RUFINO et al.,
2008).

Figura 1 — Espécime da Attalea speciosa Mart. ex Spreng. (sin. Orbignya phalerata) no Parque
Nacional do Catimbau.

Fonte: http://www.cerratinga.org.br/babagu/

A literatura etnobotanica do babacgu relata numerosos usos para as diversas partes da
planta. Dos frutos, as sementes sdo utilizadas para producgdo do 6leo de babagu, 0 mesocarpo
como complemento alimentar para 0 gado e na producdo do leite de babacu, enquanto as
cascas e endocarpo séo utilizados na producdo de carvdo com alto poder calorifico (Figura 2).
As folhas sdo utilizadas na construcdo de telhados e na confecgcdo de artesanatos diversos,
enquanto os estipes (troncos) sao utilizados na construgéo civil (BRAGA, 1976; RUFINO et
al., 2008; SOUZA et al., 2011).
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Figura 2 — Partes do fruto de babacu.

Fonte: http://www.asmubip.org.br/babacu/a-palmeira/

Em relagdo ao uso medicinal, o 6leo, a borra e a farinha do mesocarpo s&o 0s
principais produtos utilizados. O 6leo é empregado na forma topica para o tratamento de
inflamacGes, pancadas, artrite, otite, conjuntivite, leucorreia e na cicatrizacdo de feridas. A
farinha do mesocarpo € utilizada, tanto de forma tdpica, como oral, para tratamento de
gastrite, cicatrizacdo de feridas, leucorreia e inflamagdes. A borra, residuo obtido apds a
extracdo do 6leo pelo método tradicional, € o produto mais utilizando no tratamento de feridas
de pele (RODRIGUES et al 2015; RUFINO et al., 2008; SOUZA et al., 2011). Devido ao
grande potencial terapéutico e biotecnologico do babacu, a espécie foi incluida em 2009 na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). Esta espécie é
referida por Renato Braga, no seu célebre livro “Plantas do Nordeste, especialmente do
Ceara”, como um dos maiores recursos vegetal disponiveis no Brasil (BRAGA, 1976).
Atualmente, a espécie ¢é a principal fonte silvestre de 6leo do mundo, com larga utilizagdo
industrial, sendo considerado um dos principais produtos extrativistas do pais, contribuindo

de maneira significativa para a economia de alguns estados da federagdo (LORENZI, 2010).

3.2.2 Syagrus coronata (Mart.) Becc.

Syagrus coronata (Mart.) Becc. (sin. Cocos coronata Mart.) € conhecida popularmente

como licuri, catolé, Ouricuri ou coco-babdo, e encontrada na distribuida na América do Sul


https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes/-/publicacao/152644/licuri-syagrus-coronata-mart-becc
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(Figura 3). No Brasil, esta presente nos estados de Alagoas, Pernambuco e Sergipe, bem como
em &reas costeiras da Bahia e em parte de Minas Gerais (LINS et al., 2002; RODRIGUES et
al., 2011; ILHA et al., 2014; CARVALHO, FERREIRA ALVES, 2014). Diferentes partes S.
coronata possuem indicagdo terapéutica (Figura 4): o endosperma liquido (agua de coco) é
utilizado para inflamag&o ocular, no processo de cicatrizacdo e como analgésico; parte da
casca do coco € empregada para o tratamento de picada de animais peconhentos (HUGHES et
al 2013); e a inflorescéncia e o fruto sdo indicados para catarata e problemas do trato
digestorio (ALBUQUERQUE et al 2007; RUFINO et al 2008).

Além da empregabilidade medicinal, o licuri € utilizado em ornamentacdo (LINS et al
2002) e tem importancia econdmica na producdo de biodiesel. Sua composi¢do quimica é
comparavel com a do babacgu, com o qual compartilha diversas propriedades (SALLES et al
2010). Além disso, nas comunidades onde sdo realizadas as coletas de S. coronata, este
contribui com a economia de subsisténcia na producdo de diferentes produtos, como ragédo
animal, artesanatos e na producgéo de sabéo e velas (HUGHES et al., 2013).

Na literatura ha relato de diferentes estudos farmacoldégicos com S. coronata tais
como: a atividade antimicrobiana das folhas, inflorescéncia e endosperma solido (HUGHES
et al., 2013), com o6leos fixo e essenciais das améndoas (SANTOS et al., 2019; BESSA et al.,
2016); atividade anti-Leishmania amazonensis da casca do coco de S. coronata
(RODRIGUES et al 2011); atividade antioxidante do 6leo de améndoas de S. coronata
(BAUER et al., 2013); e atividade larvicida do 6leo de améndoas de S. coronata contra Aedes
aegypti (SANTOS et al., 2017).
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Figura 3 — Espécime de Syagrus coronata (Mart.) Becc. (sin. Cocos coronata Mart.) em area de
caatinga.

Fonte: Mércia Vanusa da Silva (Arquivo pessoal).

Figura 4 — Frutos, mesocarpos e améndoas da Syagrus coronata.

Fonte: https://br.pinteres.com/pin/29256300876237827/?nic_v2:1a7fDrUTe


https://br.pinterest.com/pin/291256300876237827/?nic_v2=1a7fDrUTe
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3.3 APLICABILIDADE DOS OLEOS DE PALMEIRAS

Diferentes espécies oleaginosas pertencentes a familia Arecaceae apresentam
aplicabilidade do oOleo, tanto econdmica e quanto farmacoldgica, tais como: Acrocomia
aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart., Acrocomia intumescens Drude, Attalea speciosa, Elaeis
guineensis Jacq., Phoenix canariensis Hort. ex Chabaud, Mauritia flexuosa L.f. e Syagrus
coronata. Assim, os 6leos de palmeiras podem ser fontes promissoras de substancia bioativas
para a industria farmacéutica e cosmética.

Acrocomia aculeata e A. intumescens (macaiba ou macauba) estdo entre as espécies
oleaginosas mais produtivas (MOURA, VENTRELLA, MOTOIKE, 2010). O éleo fixo
extraido do mesocarpo da A aculeata é empregado na producdo de biodiesel em virtude do
grande teor de &cidos graxos insaturados, bem como na producdo de cosméticos devido ao
alto teor de &cido laurico (ABREU et al., 2011; LOPES et al., 2013). Além disso, a presenga
desses acidos graxos também é responsavel pela atividade anti-inflamatéria e diurética deste
6leo (LESCANO et al., 2015).

Elaeis guineensis (dendé), no Brasil ¢ uma espécie de grande importancia econémica
devida sua empregabilidade na producdo de biodiesel. Sua utilizacdo como combustivel esta
relacionada ao elevado valor de aquecimento, auséncia de enxofre na sua composi¢ao
quimica e por ser uma fonte renovavel de alto rendimento (KUSS et al., 2015). Além disso,
0 6leo de palma é um dos mais explorados no mundo, por apresentar um alto rendimento é
responsavel por uma variedade de produtos comercializados tais como: 6leo de cozinha,
margarina, como matéria prima na producdo de sabédo e na area de cosméticos (SYAHMI et
al., 2010; TAN et al., 2009). O dleo extraido das folhas de E. guineensis apresenta efeitos
anti-hipertensivos, cardiovascular, antioxidante e antimicrobiana, bem como, seguranca
quanto a sua toxicidade (JAFFRI et al., 2011; ANYANJI, MOHAMED, HAIR BIN BEJO,
2013; YIN, ABDULLAH, PHIN, 2013).

Phoenix canariensis, conhecida popularmente por tamareira das canarias devido a sua
origem, é empregada principalmente na ornamentacdo de cidades (NEHDI, et al., 2010). O
6leo extraido da tamareira pode ser utilizado na industria de alimenticia, cosméticos, bem
como na produgdo de biodiesel (AMANI, et al.,, 2013; AZEEM et al., 2016; HERCH |,
KALLEL, BOUKHCHINA, 2014). Além da empregabilidade na industria, o 6leo da P.
canariensis apresenta atividade antioxidante (HERCH, KALLEL, BOUKHCHINA, 2014).

Syagrus coronata (licuri) € uma espécie tipica da regido do semiarido e por ser

considerado como fonte oleaginosa é indicada na producdo de biocombustivel, bem como, na
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producdo de cosmeticos, como hidratantes (IHAA et al., 2014, LEAL et al.,, 2013). Na
literatura, o 6leo do licuri apresenta atividade antimicrobiana (BESSA et al., 2016); e
antioxidante (BELVISO et al., 2013).

Attalea speciosa é uma espécie endémica do Brasil e amplamente distribuida na regido
Norte e Nordeste. Por ser uma fonte sustentavel de biomassa, apresenta aplicabilidade em
diferentes &reas, tais como, na industria farmacéutica, alimenticia (producdo de sorvetes,
chocolates e margarinas), na indudstria de cosméticos, assim como, na producao de biodiesel,
tintas e sabdo (TEXEIRA, 2008; VINHAL, LIMA, BARBOSA, 2014; RODRIGUES et al.,
2015). Além disso, no 6leo do babacu podem ser identificados diferentes &cidos graxos
saturados e insaturados de cadeia longa ou média. Estes sdo responsaveis por diferentes
atividades farmacoldgicas, como atividade antioxidante (NOBRE et al., 2018; RODRIGUES
et al., 2015), na hiperplasia prostatica (SOUZA et al., 2011) e na ativacdo do sistema imune
(HONORIO-FRANCA et al., 2014).

3.4 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacdo é uma resposta complexa do organismo, sempre com intuito de eliminar
o0 causador de lesdes tecidual ou areas de necrose. Assim, a inflamacdo tem funcéo protetora
contra acdo de agentes lesivos (ex. micro-organismos, toxinas, radiacfes), a fim de elimina-
los. Desta forma, sem essa resposta, as infeccBes poderiam prosseguir e a cicatrizagdo nédo
existiria (PATIL, K. R.; PATIL, C. R., 2017; CHEN et al., 2018). Todavia, a atuacdo da
resposta inflamatoria na remocgdo do agente lesivo e inicio do reparo, ativando o sistema
imune (celular e humoral), também pode causar dano consideravel ao tecido sadio, em virtude
da liberacdo de mediadores quimicos e da acdo dos fagocitos (EL-DEMERDASH, 2011;
IMANIFOOLADI; YAZDANI; NOURANI, 2010; BABU; PANDIKUMAR,;
IGNACIMUTHU, 2009).

As principais caracteristicas da resposta inflamatoria s&o: reconhecer o agente lesivo;
promover o0 recrutamento dos leucdcitos; realizar a remocdo do agente causador da les&o;
estabelecer o controle da resposta; e por fim reparar o dano (FIGURA 5). A presenca das
células e o tempo de duracdo da resposta pode caracterizar a inflamag¢éo como aguda, quando
rapida e de curta duracdo, ou crénica quando o tempo de duracdo é maior (dias a anos)
(SILVA et al., 2014; WALEAVA et al., 2007).
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Figura 5 — Componentes da resposta inflamatdria aguda e cronica.
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Fonte: Kumar (2008, p. 35).

3.4.1 Inflamacao Aguda

Uma reacdo inflamatéria aguda é uma resposta rapida a uma injaria ou a agressdo de
um microrganismo tipificada com os sinais clinicos de edema, eritema, dor e calor (CALDER,
2006; FEGHALI; WRIGHT,1997; CHEN et al., 2018). A presenca de um agente lesivo pode
promover alteracbes vasculares, com vasodilatacio e aumento da permeabilidade nos
capilares, elevacdo do fluxo sanguineo, levando formacdo de edema e eritema. Além dos
eventos celulares, com migracdo leucocitaria, recrutamento e ativacdo das células de defesa
(leucdcitos polimorfonucleares) dos vasos para o tecido, a o deslocamento de citocinas e
proteinas, aumentando assim a concentracdo dos mesmos no tecido circundante (Figura 6)
(BABU; PANDIKUMAR; IGNACIMUTHU, 2009; KUSHNER, 1993; NASCIMENTO et
al., 2006; HORADAGODA et al 1999).



26

Figura 6 — Eventos vasculares na inflamagéo aguda.
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Fonte: Kumar (2008, p. 35).

As alteracdes vasculares sdo amplificadas pela liberacdo de mediadores quimicos, tais
como histamina, serotonina, prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, citocinas pro-
inflamatdrias, dentre outros. Assim a resposta inflamatdria atua desencadeando a ativagédo do
sistema imunoldgico de modo que possa promover a eliminacdo do agente lesivo com a
reparacao do dano tecidual (CALDER, 2006; FEGHALI; WRIGHT,1997; HORADAGODA
etal., 1999).

A migracdo das células de defesa do vaso para o tecido é favorecida pelo processo de
recrutamento dos leucdcitos, envolvendo as etapas de rolamento, adesdo e diapedese na qual
ha um aumento de moléculas quimioatrativas e da adesdo celular. O tipo de leucdcitos
presente no local da leséo varia com o tempo e depende do estimulo. Entre 6 e 24 horas,
predominam os neutrofilos, passado esse tempo, entre 24 a 48 horas (SADIK; KIM,;

LUSTER, 2011). Diferentes células que participam da resposta inflamatdéria sdo os
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neutréfilos, mondcitos, macréfagos e linfocitos, cada célula atua desempenha uma fungédo
especifica.

Na presenca de um agente lesivo, os neutrdfilos sdo as primeiras células do sistema
imune que respondem as quimiocinas. Dentre as que estdo na corrente sanguinea, € a que
apresenta maior concentracdo e consegue aderir a células endoteliais de forma mais rapida
(COLLINGTON; WILLIAMS; WELLER, 2011; MELNICOFF; HORAN; MORAHAN,
1989; INGERSOLL, et al., 2011; SADIK; KIM; LUSTER, 2011).

Assim, como os neutréfilos, 0s mondcitos estdo presentes na resposta inflamatoria e
respondem a sinais enddgenos (quimiocinas e citocinas) e exdgenos (toxinas), tais substancias
sdo responsaveis pela migracdo dos mondcitos e diferenciacdo em macrofagos ou células
dendriticas (SADIK; KIM; LUSTER, 2011). Alem disso, diferentes funcGes podem ser
atribuidas aos macréfagos. Estes sdo responsaveis pela eliminacdo de microrganismos e
células mortas, e favorecem o processo de cicatrizagdo e a resposta adaptativa gerando
memoria imunolégica (INGERSOLL, et al., 2011; ZIEGLER-HEITBROCK, 2006; YRLID;
JENKINS; MACPHERSON, 2006).

Em concentracgdes significativas no sangue, os mondcitos podem estar presentes tanto
em resposta inflamatéria aguda quanto na crénica. 1sso pode ser observado em uma linhagem
de mondcitos do tipo CD14 e CD16 que foram identificadas no sangue de pacientes com
artrite reumatoide, aterosclerose, doenca de Kawasaki, pancreatite e infec¢des por bactérias
qgue levam a inflamacdo. Entretanto, a ativacdo dos macrdéfagos por meio de presenca de
toxinas, injuria no tecido ou citocinas € responsavel por promover a liberacdo de citocinas
como fator de necrose tumoral e IL (ZIEGLER-HEITBROCK, 2006).

3.4.2 Inflamacéo crénica

A inflamacéo crbnica € uma resposta prolongada, na qual diferentes células de defesa
atuam de forma desorganizada, acarretando hiperplasia e persisténcia de infiltrado
inflamatorio no tecido lesado. Este processo leva a eventos simultdneos de destruicdo tecidual
e cicatrizacdo. Além disso, a concentracao e a natureza do infiltrado vai determinar o dano no
tecido (BUCKLEY et al., 2001). Deste modo, uma inflamacao cronica é caracterizada por
infiltracdo de células mononucleadas, tais como macrofago, plasmacitos, linfdcitos, além das
células dendriticas e fibroblastos. Tal processo inflamatério também é responsavel pela
destruicdo do tecido induzido pelas substancias liberadas pelas células de defesa podendo

ocorrer o0 reparo com a ativacdo da angiogénese e fibrose. Assim, a ativacdo da inflamacéo
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cronica pode ser resultado de infeccbGes persistentes por micro-organismos de dificil
erradicacdo ou exposicdo prolongadas a agentes potencialmente toxicos (PATEL et al., 2014;
PATIL, K. R.; PATIL, C. R,, 2017).

Diferentes doencas sdo caracterizadas como inflamacdo cronica tais, como: artrite
reumatoide, asma, esclerose multipla, gastrite associada a Helicobacter pylori, doenca
inflamatoria intestinal, aterosclerose, sindrome de resposta inflamatdria sistémica, psoriase,
dentre outras. A liberacdo e ativacao de citocinas e quimiocinas sdo responsaveis por sinalizar
células do sistema imunoldgico, e estas pela ativacdo da resposta inflamatoria (BARNES;
KARIN, 1997; HAN et al., 1998; INGERSOLL et al., 2011).

A interacdo de fatores genéticos e ambientais é um fator contribuinte para o
aparecimento de doencas inflamatdrias. Assim, sinais ambientais s@o responsaveis por ativar a
expressao de genes que atuam na producdo de RNA mensageiro e proteinas. Um dos
principais fatores de transcri¢do que atua na regulacdo de doencas autoimune e inflamatorias é
o fator nuclear kB (NF-kB). Este, uma vez ativado é responsavel por estimular a producéao e
liberacdo de quimiocinas, citocinas pro-inflamatdrias (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-0) bem como a
ativacdo das enzimas COX-2 e iNOS, com consequente liberacdo de mediadores quimicos,
prostaglandinas e Oxido nitrico, respectivamente (TAK; FIRESTEIN, 2001; BARNES;
KARIN, 1997; HAN et al., 1998).

Outra célula que participa da resposta inflamatdria cronica sao os fibroblastos, os
quais sdo responsaveis pela producdo de quimiocinas que atuam na ativacdo do sistema
imunoldgico inato e adquirido, e por isso sdo tidas como células determinantes da intensidade
e do tipo de infiltrado inflamatdrio existente. Isto porque, uma resposta inflamatéria pode ser
der desencadeada na presenca ou auséncia de um agente infeccioso. Micro-organismos
patogénicos atuam liberando toxinas que ativam as células do sistema imune inato e adquirido
de modo a isolar ou eliminar o agente lesivo como verificado em granulomas. Em
contrapartida, uma inflamacéo cronica pode ser expressa sem presenca de uma infeccdo ou
pouca relacdo antigeno-anticorpo, sendo caracterizada apenas pela persisténcia de um
infiltrado inflamatério (BUCKLEY, et al., 2001; INGERSOLL et al., 2011).

3.4.3 Mediadores quimicos da inflamacéo
A ocorréncia da resposta inflamatoria é caracterizada por alteracdes fisioldgicas que

ocorrem gracas a liberacdo de diferentes mediadores quimicos e substancias correlatas

pertencente ao grupo dos autacoides. Estes sdo compostos por aminas vasoativas, citocinas,
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cininas, eicosanoides, 6xido nitrico, fator ativador de plaquetas, dentre outros. Assim uma vez
produzido pelo organismo, os mediadores quimicos podem atuar nas funcdes fisiologicas
(homeostase) e patoldgicas, agindo de forma autdcrina (atuacdo na mesma célula) ou
paracrina (atuacdo em células adjacentes) (PATEL et al., 2014; CLAUDIANO et al., 2013).

3.4.3.1 Aminas vasoativas

As aminas vasoativas compreendem a histaminas e serotonina. Formada partir da
histidina, a histamina esta presente nos mastdcitos em granulos na forma pré-formada
podendo ser encontrada em maior concentracdo na pele, pulmdo e mucosa intestinal. Esta
entre os primeiros mediadores da resposta inflamatéria (WHITE, 1999). Além dos mastdcitos,
a histamina pode ser liberada por basofilos e plaquetas. O processo de degranulacéo que leva
liberacdo das aminas vasoativas pode ser ativado por meio de injdria nos tecidos, quando
ocorre a ativacao sistema complemento, bem como dos neuropeptidios e citocinas (WHITE,
1999; PATIL, K. R.; PATIL, C. R., 2017). Desta forma, a liberacdo das aminas vasoativas é
responsavel pela dilatacdo das arteriolas e contracdo das células endoteliais, levando ao
aumento da permeabilidade vascular (TING et al., 2007; SILVA, 2006).

A histamina enddgena esta envolvida em diversos processos fisioldgicos responsaveis
por conferir a homeostase, bem como, nas respostas alérgicas e agressao tecidual. No cérebro,
ela atua como neurotransmissor desempenhando diferentes funcdes como no controle de
neuroendocrino, termorregulacdo e vigilia, bem como na regulacdo cardiovascular. No
estomago, a histamina é responsavel por estimular a producgéo do suco gastrico (TABAREAN
et al.,, 2012; WHITE, 1999). Por ser um mediador vasoativo, a serotonina age de forma
semelhante a histamina, esta presente na forma pré-formada e pode ser encontrada em
granulos de corpos densos de plaquetas, sendo liberada junto com a histamina durante a
agregacao plaquetaria ou na degranulacdo dos mastocitos e basofilos (WHITE, 1999; SILVA
2006).

3.4.3.2 Citocinas

As citocinas séo polipeptidios pleiotropicos liberados por diferentes células que atuam
como mediadores quimicos durante a resposta imune (inata e adaptativa) e inflamatéria.
Diferentes citocinas participam da resposta inflamatéria, as quais podem atuar como proé-

inflamatdrias ou anti-inflamatorias, tais como, as interleucinas (IL-1, IL-8, IL-6, IL-12), TNF-
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a, interferon-y e quimiocinas. Quimiocinas sdo um sub-grupo de citocinas consideradas
quimioatrativa. As agdes das citocinas no organismo podem se expressar de forma autocrina,
paracrina e endocrina (CALIXTO et al., 2004; WHITE, 1999; LEE et al., 2009).

As principais citocinas envolvidas na inflamacdo aguda sdo TNF-a e IL-1p, as quais
sdo produzidas pelos macrofagos, mastocitos e células endoteliais. A libera¢do das citocinas
pode ocorrer na presenca de produtos oriundos dos linfocitos, durante a resposta do sistema
imune, e de endotoxinas liberadas por micro-organismos. Assim, a principal funcdo do TNF-a
e da IL-1B é promover a ativagdo das células endoteliais, favorecendo o recrutamento e
adesdo dos leucdcitos, com subsequente ativacdo e liberacdo das quimiocinas
(MCGETTRICK et al., 2012; CALIXTO et al., 2004).

Estas sdo pequenas proteinas que desempenham a funcdo de quimioatrativas para
diferentes tipos de células (neutrofilos, eiosinofilo ou linfocitos), no processo inflamatério
promove o recrutamento dos leucdcitos. Os interferons sdo citocinas pro-inflamatorias
produzidas pelos linfocitos T CD** e CD®" ativados pelas células natural killer. Além disso,
as citocinas podem induzir outras enzimas que participa da inflamacdo como a COX-2 e
INOS (WHITE, 1999; MUHL; KAMPFER et al., 2003).

3.4.3.3 Eicosanoides

Os eicosanoides sdo representados por prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e
lipoxinas (FIGURA 7). Trata-se de mediadores que apresentam um importante papel na
fisiologia do organismo e nos processos patoldgicos. A producdo destes mediadores ocorre
pela via do metabolismo do &cido araquiddnico, um acido graxo do tipo édmega 6, derivado
dos fosfolipidios da membrana plasmatica (SILVA, 2006). O acionamento da via para
producdo dos mediadores ocorre quando enzimas fosfolipase Az ou outras lipases sdo ativadas
por estimulos fisiologicos (ex. angiotensina, noradrenalina) ou patoldgicos (ex. leséo tissular)
em um determinado tecido (PATIL, K. R.; PATIL, C. R., 2017).

O é&cido araquidénico quando metabolizado por acdo da enzima cicloxigenase leva a
producdo das prostaglandinas (PGEz, PGF.., PGD2, PGl;) e tromboxanos (TXa e TXp). A
enzima cicloxigenase pode ser do tipo constitutivo (COX-1), produzindo mediadores que
participam da homeostase, ou do tipo indutiva e/ou constitutiva (COX-2), se expressando na
maioria dos tecidos apenas no momento da inflamacéo (SILVA, 2006; NICOLAOU, 2013;
BATLOUNI, 2010; SHAIKH; PUND; GACCHE, 2016). Qutra classe de enzimas que pode

participar do metabolismo do acido araquiddnico sdo as lipoxigenases (5-LOX, 12-LOX e 15-
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LOX). Estas sdo responsaveis pela liberacdo dos leucotrienos (LTAs, LTB4, LTC4, LTDa,
lipoxinas e substancias correlatas. A inativacdo dos eicosanoides € realizada pela enzima 15-
hidroxiprostaglandina desidrogenase (15-PGDH), dentre outras enzimas, através de uma ou
duas passagens pela circulacéo sanguinea (SILVA, 2006; MURI et al., 2009).

Em processos patoldgicos, as prostaglandinas sdo responsaveis pela sensibiliza¢do das
terminacGes nervosas, devido a agdo sinérgica com agentes responsaveis pela dor, como
histamina e bradicinina. Além disso, PGE1, PGE: e PGl sdo potentes vasodilatadores e tem
sua acdo potencializada pelos LTD4, LTB4, bradicinina e histamina na indugdo do aumento da
permeabilidade vascular e formagdo do edema. Os leucotrienos (LTA4, LTC4) desempenham
diferentes papeis, sdo responsaveis por atuar na broncodilatacdo, no aumento da secre¢do
brénquica e na vasoconstricgdo. Além disso, 0 LTB4 € um potente quimiotatico, contribuindo

com o recrutamento de leucocitos (SILVA, 2006).

Figura 7 — Formacédo dos metabdlitos do acido araquiddnico e seus efeitos na inflamagéo.
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Fonte: Kumar (2008, p. 58).

3.4.3.4 Outros mediadores

Outros mediadores quimicos que atuam no processo inflamatorio sdo fator ativador de
plaquetas e o Oxido nitrico. O fator ativador de plaquetas € um mediador oriundo do
metabolismo dos fosfolipidios e é responsavel por contribuir com a resposta inflamatoria.
Além dos efeitos na agregacdo plaquetéria, ele atua como broncoconstrictor, auxiliando na
quimiotaxia e no processo de degranula¢do dos leucdcitos, e na vasodilatacdo e aumento da
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permeabilidade vascular. Outro mediador que participa da resposta inflamatdria é o oxido
nitrico. Este é formado por meio da oxidago de L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) (SALVEMINI et al., 1996) O oxido nitrico desempenha importante papel na resposta
inflamatdria por atuar como vasodilatador e agir como antagonista da agregacdo plaquetaria
(SILVA, 2008).

3.5 DOENCAS INFLAMATORIAS

Diferentes doencas de carater sistémico estdo relacionadas a resposta inflamatoria
aguda e crbnica, tais como: artrite reumatoide, asma, aterosclerose, psoriase, dermatite de
contato, dentre outras.

Acrtrite reumatoide é uma doenca inflamatoria crénica cuja patogénese é multifatorial e
de origem desconhecida. Trata-se de um quadro patoldgico cujos fatores genéticos,
imunolégicos e fisiopatoldgicos sdo pouco elucidados (JEFFERY, 2010; MAJITHIA;
GERACI, 2007). A artrite é tipificada pelo desgaste da membrana sinovial e
comprometimento das articulacdes, em virtude, da atividade desordenada do sistema
imunologico. Alteragdes na membrana sinovial estéo relacionadas com aumento de células do
sistema imunoldgico (linfocitos T e B) em resposta a presenca de um antigeno desconhecido.
Este € responsavel pela proliferacdo de linfocitos e migracdo de células inflamatérias para o
local, com intensa liberacdo de mediadores quimicos responsaveis pelos sinais clinicos de dor,
edema, rigidez matinal com aparecimento de nddulos reumatoides persistentes ao longo da
progressdo da doenca (PETROVI-RACKOV et al., 2004; JEFFERY, 2010; BLAND;
PHILLIPS, 1972; MAJITHIA; GERACI, 2007).

A asma é uma doenca cronica obstrutiva e inflamatdria cuja causa pode estar
relacionada a maultiplos mecanismos bioldgicos de diferentes intensidades. As vias
respiratorias sofrem interferéncia dos fatores ambientais que contribuem para a obstrugdo do
fluxo de ar, promovendo broncoconstricdo e edema das vias respiratorias (HU, et al., 2012).
Tais sinais clinicos ocorrem em virtude da ativagdo do sistema imune e células inflamatorias
no local, com liberacdo de citocinas e quimiocinas, dentre outros mediadores quimicos
(LOUIS et al., 2000; DJUKANOVIC, et al., 1992).

A ativagdo de células do sistema imune, como mastocitos e eosinofilos, é responsavel
pela liberacdo de moléculas como histamina, serotonina e citocinas, além da ativacdo de

enzimas proteoliticas. Estas enzimas atuam na cascata do acido araquiddnico, 0s quais, juntos
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sdo responsaveis pela broncoconstricdo, que acarreta falta de ar, aumento da secre¢do nos
brénquios e aparecimento da tosse (LOUIS et al., 2000; HART, 2001).

Os mastocitos, localizados proximo aos vasos e nervos sdo estrategicamente uma das
primeiras células a responderem a qualquer alteracdo no ambiente externo contra a acdo de
agentes quimicos, fisicos e bioldgicos. A ativacdo dessas células favorece a liberacdo de
mediadores quimicos responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular e recrutamento
de células de defesa. Concomitantemente ocorre a liberagdo de citocinas e quimiocinas que
sinalizam células do sistema imune, como os linfocitos (HART, 2001; OLMEZ, et al., 2009).

Assim como 0s mastécitos, os eosindfilos também estdo presentes em grandes
concentragcfes no infiltrado inflamatdrio. Por estarem presentes na corrente sanguinea, estas
células migram facilmente para as vias respiratorias. No local da lesdo, sdo responsaveis pela
liberacdo de granulos citotoxicos responsaveis por lesdo tecidual, bem como citocinas e
quimiocinas que auxiliam no recrutamento das células de defesa (PAYNE et al., 2001;
PIZZICHINI et al., 1999; BOUSQUET et al., 1990).

A aterosclerose é tipificada como uma inflamagdo vascular crénica com intensa
atividade imunoldgica, cuja causa esta relacionada a lesdo endotelial nas artérias. Quando nao
sdo absorvidas pelos tecidos, as lipoproteinas (LDL) migram para regido intima dos vasos
sanguineos ocasionando uma disfuncdo endotelial que leva ao aumento da permeabilidade
vascular. As lipoproteinas sofrem oxidacdo produzindo substancias reativas (aldeidos) e
citocinas (ZERNECKE; WEBER, 2010). A presenca de tais substancias estimula a adeséao e
migracdo de mondcitos, 0s quais sdo ativados em macréfagos. Os macrofagos, junto com as
células musculares lisas fagocitarias, englobam os lipideos oxidados formando o ateroma no
vaso (HANSSON, LIBBY, 2006; TEPLYAKOV, 2004; KUIPER et al., 2007).

Todavia, a presenca de macrdéfagos é responsavel pela liberacdo de citocinas que
estimulam a migracdo leucocitaria, bem como, a produgdo de quimiocinas, substancias
quimioatrativas para as células inflamatorias mononucleadas, aléem da producéo de espécies
reativas de oxigénio, comprometendo o quadro inflamatorio. Diferentes fatores podem
contribuir para o comprometimento do quadro clinico de um paciente com aterosclerose
como: obstrucdo do fluxo sanguineo, infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca, isquemia,
acidente vascular cerebral dentre outros (HANSSON, LIBBY, 2006; ZERNECKE; WEBER,
2010; RAJAVASHISTH et al., 1990; KUIPER et al., 2007).

A psoriase é uma doenca caracterizada por um desequilibrio de queratinizardo na pele.
E considerada uma doenca autoimune que envolve uma resposta inflamatéria mediada por

citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, IL-17 e IL-23) liberadas e ativadas por macréfagos e
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linfocitos. A liberacdo de mediadores quimicos pelas células do sistema imunolédgico é
responsavel pela hiperproliferagdo de queratindcitos e hiperplasia epidérmica, ocasionando
aparecimento de placas de células mortas com distribuicdo em diferentes areas do corpo (BOS
et al., 2005; TERUI; OZAWA; TAGAMI, 2000; ERIKSEN et al., 2005).

O eczema € uma doenga inflamatdria denominada também como dermatite de contato,
a qual pode ser encontrada na forma aguda ou cronica. Essa é caracterizada pelo aparecimento
de edema, eritema, descamacdo e na sua forma mais grave, liquefacdo da pele. Quando em
contato com substancias irritantes ou sensibilizadores, as células do sistema imunologico sdo
ativadas, promovendo a liberacdo de mediadores quimicos e citocinas pro-inflamatorias
responsaveis pelos sinais clinicos que caracterizam a doenca (MARTINS; REIS, 2011;
VOCANSON et al., 2009; LEE et al., 2013).

3.6 FARMACOS ANTI- INFLAMATORIOS

Farmacos com propriedades anti-inflamatdrias sdo utilizados para o tratamento e cura
de doencas inflamatdrias agudas e cronicas e normalmente sdo divididos em anti-
inflamatorios esteroides e ndo-esteroides. Farmacos nao-esteroides sdo mais prescritos devido
aos efeitos anti-inflamatorio, antipirético e analgésico, sem efeitos colaterais mais graves
(HILARIO; TERRERI; LEN, 2006). Os anti-inflamatorios nio-esteroides (AINES) agem
inibindo a acdo da COX-1/2, atuando como inibidores competitivos e reversiveis (com
excecdo do acido acetilsalicilico), evitando assim a sintese de prostaglandinas a partir do
acido araquidénico (CROFF ORD, 2013; WALLACE et al., 1994; YOON; BAEK, 2005).

Por inibir a acdo das prostaglandinas, um dos fatores que limita seu uso € o
aparecimento de efeitos indesejaveis devido a capacidade de induzir Glceras. Tais farmacos
inibem a agregacdo plaquetaria em virtude da diminuicdo das prostaglandinas que atuam na
homeostase regulando a fungdo gastrointestinal, o tonus vascular e a resposta inflamatoria.
(WALLACE etal., 1994; WALLACE et al., 1994; CROFF ORD, 2013).

Diferente dos AINESs, os corticoides séo drogas esteroidais que atuam como inibidores
da resposta inflamatoria e imunoldgica. Atuam como anti-inflamatorios por inibir a agdo da
enzima fosfolipase A> e bloquear a cascata de reacdo do acido araquiddnico inibindo a
liberacdo de mediadores quimicos produzido pelas enzimas cicloxigenase e lipoxigenase
como a hidrocortisona, prednisolona, beclometasona e betametasona (SALES-CAMPOS et
al., 2015; LEWIS; PIPER, 1975; HONG; LEVINE, 1976; KATZ, 2004).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0016508594900744#!
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Os corticoides desempenham papel como imunossupressor por inibirem a transcricao
de genes responsaveis pela producdo de citocinas responsaveis pela migracdo de neutrdéfilos,
bem como, a ativacdo de celulas de defesa. Estes sdo muito utilizados para o tratamento de
doenca inflamatoria aguda e crénica como asma, artrite reumatoide, gota, renite, alergias,
doenga de Crohn, dermatites, dentre outras (HUEBNER, SHRIVE; FRANK, 2013; KATZ,
2004; SALES-CAMPOS ET AL., 2015).

Outra classe de farmacos de interesse para a industria farmacéutica com propriedades
anti-inflamatorias sdo os fitoterapicos (GHASEMIAN; OWLIA, S.; OWLIA, M, 2016).
Diferentes plantas medicinais tem sido fonte promissora de moléculas bioativas com
propriedades farmacoldgicas para producdo de novos farmacos (VEIGA JUNIOR et al.,
2005). O ministério da saude elaborou uma relacdo de plantas medicinais de interesse para o
SUS (RENISUS) com potencial terapéutico e indicacdo para desenvolvimento e formulacdo
de estudo que possam contribuir na producédo de fitoterapicos. Diferentes espécies de plantas
presentes na RENISUS apresentam indicagcdes com propriedades anti-inflamatéria tais como:
Uncaria tomentosa (unha de gato), Harpagophytum procumbens (garra do diabo), Aloe vera
(babosa), Attalea. speciosa (babacu), dentre outras (BRASIL, 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

Os frutos de A. speciosa e S. coronata foram coletados no Parque Nacional da Serra
do Catimbau, localizado no municipio de Buique, entre o agreste e o sertdo pernambucano,
entre 0s meses de dezembro de 2015 e marco de 2016, pelo botanico Alexandre Gomes da
Silva (autorizacdo SISBIO n° 26743-3, cadastro de acesso no SISGEN n° AFD8A80). Os
frutos foram quebrados para obtencdo das sementes, as quais foram utilizadas para extragéo
dos dleos. Uma exsicata de cada espécie foi depositada para identificacdo no Herbéario
Déardano de Andrade Lima do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), sob o n°® 86.950

(S. coronata) e 90.472 (A. speciosa).

4.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO OLEO FIXO DAS SEMENTES

O oleo fixo de A. speciosa e da S. coronata foram extraidos a frio. As sementes secas
foram submetidas a prensagem por extrusdo, empregando uma prensa manual de bancada,
tipo oil expeller (Piteba®, Holanda). Em seguida, o material foi centrifugado para remocéo de

particulas.

4.3 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS PRESENTES NOS OLEOS

Para a analise dos &cidos graxos foi realizada a hidrélise dos triglicerideos com
solucdo metandlica de hidroxido de potassio (0,5 M) para obtencao dos ésteres metilicos.

As analises qualitativas e quantitativas dos 6leos foram realizadas por cromatografia
em fase gasosa (GC-MS e GC-FID), no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
CETENE, conduzidas sob as condicdes rotineiras da Central Analitica do CETENE. A
identificacdo dos constituintes individuais foi realizada por comparacdo dos indices de
Retencdo (IR) obtidos por CG com dados da literatura (Adams, 2009) e por comparacao dos
padrdes de fragmentacéo dos espectros de massas com os da Espectroteca Wiley. Os Indices
de Retencdo foram calculados utilizando comparacdo dos Tempos de Retencdo com os de
uma série homdloga de n-alcanos (C9 a C22) na equagdo de Van den Dool e Kratz (VAN
DEN DOOL; KRATZ, 1963). As concentracdes dos componentes foram calculadas usando a

area dos picos individuais de cada substancia no CG.
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4.4 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

A caracterizacédo fisico-quimica dos 6leos fixos foi realizada através da determinacao
da densidade e dos seguintes indices: acidez, peroxidos, saponificacdo, e refracdo a 40 °C
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).

4.4.1 Teor de acidez

O teor de acidez é definido como o nimero de mg de hidréxido de potassio necessario
para neutralizar os acidos livres de 1 grama de amostra, o indice de acidez revela o estado de
concentracdo do 6leo. A decomposicdo dos glicerideos é acelerada por aquecimento e pela
luz, e a rancidez é quase sempre acompanhada pela formacao de acido graxo livre. Podera ser
expressa também em ml de solugdo normal por cento v/p ou em g de acido oleico por cento
p/p (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

4.4.2 Indice de peroxidos

Este método determina todas as substancias, em termos de miliequivalentes de
peroxido por 1000 g de amostra, que oxidam o iodeto de potassio nas condi¢es do teste.
Estas substancias sdo geralmente consideradas como perdxidos ou outros produtos similares
resultantes da oxidacdo da gordura. Foram pesados 5 g dos 6leos em um frasco Erlenmeyer
de 125 mL e adicionados 30 mL da solucdo de acido acético-cloroférmio (3:2) e agitado até a
dissolugdo completa da amostra. Apds a dissolucdo, foi adicionada 0,5 mL de uma solucao
saturada de Kl e deixado em repouso ao abrigo da luz por exatamente um minuto. Em
seguida, foram acrescentados 30 mL de agua e mistura titulada com solucéo de tiossulfato de

sodio 0,1 N, sob constante agitacao.

4.4.3 indice de refragio a 40 °C

A priori, o refratbmetro de Abbé foi ajustado com agua destilada a 40 °C. Apoés
estabilizacdo a temperatura adequada, foram colocadas gotas da amostra entre 0s prismas, 0s
quais foram fechados e focalizados. A leitura foi realizada na escala que dara diretamente o
indice de refragdo absoluto a 40 ° C (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).
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4.4.4 Reacdo de Kreiss (Rancidez)

Para verificar o teor de rancidez presente no 0leo fez necessaria uma reacdo com
floroglucina na qual reage em meio &cido com os triglicerideos oxidados, dando uma
coloracdo rdésea ou vermelha, cuja intensidade aumenta com a deterioracdo, devido,
provavelmente, a presenca de aldeido malénico ou de aldeido epidrinico (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985).

4.5 AVALIACAO FARMACOLOGICA

4.5.1 Animais e aspectos éticos

Para os ensaios farmacoldgicos foram utilizados camundongos Swiss e BALB/c,
machos e fémeas, entre 8 e 12 semanas de idade. Os animais foram obtidos do Biotério do
Departamento de Antibioticos. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada (22 + 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12 h, com livre acesso a comida e agua. Os
procedimentos experimentais que foram realizados estdo de acordo com as leis brasileiras
para experimentagdo com animais e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso Animal
da Universidade Federal de Pernambuco (protocolo n°® 23076/039887/2014-51).

4.5.2 Atividade anti-inflamatoria topica

4.5.2.1 Desenho experimental

A atividade anti-inflamatdria tépica do dleo de babacu (BA) e do licuri (LI) nas doses
de 1,3 e 10 pl e acido laurico (LA) na dose de 4mg foram avaliadas pela capacidade de
inibicdo do edema de orelha. O primeiro ensaio realizado foi 0 edema de orelha induzido
com PMA, que serviu de triagem para a escolha da melhor dose dos éleos de BA, LI e LA
para a realizacdo dos demais ensaios com diferentes agentes flogisticos (&cido araquidénico,
EPP, capsaicina, fenol e 6leo de croton), de acordo com o procedimento descrito por
(GABOR, 2000). Para cada modelo foram utilizados seis grupos (n = 6), como mostra a
Tabela 1.



39

Tabela 1 — Grupos experimentais.

Grupos Atividade anti-inflamatdéria tépica dos 6leos de babagu e licuri
(n=6)
Grupo que recebeu o agente flogistico diluido em acetona (20 pL/orelha) + acetona (20
el pL/orelha)
Grupo que recebeu o agente flogistico diluido em acetona (20 pL/orelha) + 1 pL dos
. 6leos diluidos em acetona (20 pL/orelha)
G3 Grupo que recebeu o agente flogistico diluido em acetona (20 pL/orelha) + 3 pL dos
6leos diluidos em acetona (20 pL/orelha)
G4 Grupo que recebeu o agente flogistico diluido em acetona (20 pL/orelha) + 10 pL dos
6leos diluidos em acetona (20 pL/orelha)
G5 Grupo que recebeu o agente flogistico diluido em acetona (20 piL/orelha) + farmaco
padrdo (dexametasona ou indometacina) diluidos em acetona (20 pL/orelha)
G6 Grupo que recebeu o agente flogistico diluido em acetona (20 pL/orelha) + 4mg de

acido laurico diluidos em acetona (20 pL/orelha)

4.5.2.2 Edema de orelha induzido por PMA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato)

A inducgéo por PMA foi primeiro experimento a ser realizado, pois permite a triagem
que favorece na descoberta do mecanismo de acdo. O modelo permite identificar os
inibidores das enzimas COX e LOX. Os animais foram anestesiados com pentobarbital
sodico (50 mg/kg, i.p.). Um grupo recebeu apenas 20 uL. de PMA em acetona sendo aplicado
na superficie interna e externa da orelha direita dos animais. Em seguida os demais grupos
receberam o BA, LI, AL e o farmaco-padrdo (dexametasona) diluidos no mesmo volume de
acetona, além do 6leo de croton 2%, e aplicado na orelha direita. A orelha esquerda recebeu
somente acetona que funciona como controle negativo. A resposta inflamatdria foi avaliada
apos seis horas, depois os animais foram eutanasiados na cadmera de gas e uma amostra de 6
mm de didmetro foi retirada de cada orelha com auxilio de um punch de bidpsia. As amostras
foram pesadas e o edema calculado pela diferenga do peso das amostras da orelha direita pela
orelha esquerda (GARBO, 1990).

4.5.2.3 Edema de orelha induzido por acido araquiddnico
No modelo de edema de orelha induzido por acido araquiddnico, o AA é metabolizado

por meio da acdo das enzimas COX e LOX levando a formacdo de mediadores responsaveis

pela formacdo do edema. Nesse experimento foram utilizados 4 grupos (camundongos
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BALB/c). Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.) em
seguida foi aplicado na superficie interna e externa da orelha direita dos animais uma solucéo
de &cido araquidénico (2mg/orelha) diluido em 20 pL de acetona, funcionando como controle
negativo. Os demais grupos receberam as respectivas doses do BA, LI, AL e a indometacina
(0,5 mg/orelha) diluidos no mesmo volume. A orelha esquerda recebeu somente acetona que
funciona como controle negativo. O pico da inflamacéo foi verificado ap6s 1h. Depois 0s
animais foram eutanasiados na camera de gas e uma amostra de 6 mm de didmetro foi retirada
de cada orelha com auxilio de um punch de bidpsia. As amostras foram pesadas e 0 edema
calculado pela diferenca do peso das amostras da orelha direita pela orelha esquerda
(YOUNG et al., 1984; CRUMMEY et al., 1987).

4.5.2.4 Edema de orelha induzido por fenilpropriolato de etila (EPP)

No edema de orelha foi induzido fenilpropiolato de etila a 5% (EPP) é diluido em
acetona. Uma vez preparada a solucgdo, 20 pL sdo aplicados nas superficies interna e externa
orelha direita dos camundongos (n = 6) que funcionard como grupo controle negativo. No
grupo tratados com o BA, LI e AL nas diferentes concentracbes e o farmaco padréo
dexametasona (0,1 mg/orelha) receberam um pré-tratamento18 horas antes da inducdo do
edema com o EPP. No controle negativo, todos os animais receberam o mesmo volume de
acetona na orelha (OPAS; BONNEY; HUMES, 1985).

Apds a inducdo com o agente flogistico cerca de 30 minutos, os animais foram
eutanasiado na camera de gas e um fragmento de 6 mm de diametro foi removido de cada
uma das orelhas com o auxilio de um punch de bidpsia e imediatamente pesados. A formacéao
do edema foi avaliada através da diferenca de peso entre os fragmentos das orelhas direita e

esquerda.

4.5.2.5 Edema de orelha induzida por capsaicina

Para o modelo foi realizada a inducdo por capsaicina foram utilizados 4 grupos com n
= 6. Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/kg, i.p.). Foi
administrado uma solucdo de capsaicina (0,25 mg/orelha) diluidos em 20 uL de acetona na
superficie junto com as respectivas doses testadas BA, LI e AL na parte interna e externa da
orelha direita dos animais. A orelha esquerda recebeu somente acetona que funciona como

controle negativo. O controle positivo recebeu um pré-tratamento com o farmaco padrédo
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(vermelho de ruténio) 30 mim antes da administracdo da solucéo de capsaicina dissolvido em
acetona. A resposta inflamatdria foi verificada apds 30 min, os animais foram eutanasiado e
um fragmento de 6 mm de diametro foi removido de cada uma das orelhas com o auxilio de
um punch de biopsia e imediatamente pesados. A formacdo do edema foi avaliada através da
diferenga de peso entre os fragmentos das orelhas direita e esquerda (GABOR, 2000;
GABOR; RAZGA, 1992).

4.5.2.6 Edema de orelha induzido por fenol

No referido modelo 4 grupos n = 6 foram anestesiados com pentobarbital sodico (50
mg/kg, i.p.). Uma solucdo de fenol a 10% (v/v) diluidos em 20 pL de acetona foram
aplicados na superficie interna e externa da orelha direita dos animais. A orelha esquerda
recebeu somente acetona e funciona como controle negativo. O BA, LI e LA bem como o
farmaco-padrdo (dexametasona 1 mg/orelha) foram em seguida diluidos no mesmo volume
de acetona e aplicados imediatamente na orelha direita. A formacdo do edema foi avaliada
apos uma hora, os animais foram eutanasiados e uma amostra de 6 mm de diametro foi
retirada de cada orelha com auxilio de um punch de bidpsia. As amostras foram pesadas e 0
edema calculado pela diferenca do peso das amostras da orelha direita pela orelha esquerda
(GABOR, 2000).

4.5.2.7 Edema de orelha cronico induzido por multiplas aplicacdes de 6leo de créton

Para avaliar o efeito anti-inflamatério dos éleos em um processo inflamatério croénico
ja estabelecido, foi utilizado um modelo com a aplicacdo multipla do 6leo de créton. O
processo inflamatorio crénico foi induzido pela aplicacdo de 20 pL de 6leo de croton 5% (v/v)
em acetona, em dias alternados, durante 9 dias, em camundongos Swiss (n = 6/grupo). Os
6leos de babacgu e licuri, &cido laurico e a dexametasona (1,0 mg/orelha, controle positivo)
foram aplicados via tdpica durante 5 dias (2 vezes ao dia) a partir de 5° dia de experimento.
No 9° dia de experimento, 0s animais foram eutanasiados na camera de gas e amostras de 6
mm de didmetro das orelhas foram coletadas com auxilio de um punch de biopsia e pesadas
para avaliacdo do edema (STANLEY et al., 1991). Em seguida, as amostras foram utilizadas
para determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase, que é indicativa do infiltrado

neutrofilico, e para analise histoldgica e histomorfométrica.
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4.5.2.8 Determinacédo da atividade da enzima mieloperoxidase.

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPOQ), encontrada nos granulos azurofilos
dos neutrofilos e utilizada como marcador inflamatorio, foi realizada pelo método descrito por
Lima-Janior et al. (2012). Uma amostra de orelha (6 mm de didmetro) foi incubada com 1 mL
de uma solugdo de 0,5% HTAB (brometo de haxadeciltrimetilamonio), homogeneizada e
centrifugada (2.000 g, 15 min, a 4 °C). Uma aliquota de 10 pL do sobrenadante foi transferida
para microplacas de 96 pocos e 200 pL da solucdo de leitura (5 mg O-dianisidina; 15 pL
H202 1%; 3 mL tampé&o fosfato; e 27 mL de H,O) foram adicionados a cada pogo. A leitura
foi realizada em um espectrofotometro em 460 nm (to = 0 min e t1 = 1 min) e os resultados

expressos em DO/bidpsia.

4.5.2.9 Anélise histoldgica

Para analise histoldgica, as orelhas foram fixadas em formalina 3% tamponada (pH
7,4) por 24 h, desidratadas, diafanizadas e emblocadas em parafina. Foram realizados cortes
perpendiculares de 5 um de espessura, os quais foram corados com hematoxilina-eosina e
observadas em microscopio Optico Nikon Eclipse E-200 e fotografadas para medicdo da
espessura da epiderme e da derme utilizando o software Image J versdo 1.52r. Para analise

histomorfométrica, foram analisadas pelo menos 3 cortes de cada animal (10 medicdes/corte).
4.6 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média e analisados por

ANOVA com pos-teste de Dunnet. O limite de significancia foi considerado como 5% (*p <

0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism® 7.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS E CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DOS
OLEOS FIXOS DE BABACU E LICURI

Das sementes do babagu e do licuri sdo extraidos o6leos fixos formados por diferentes
compostos, tais como, triglicerideos, fosfolipidios, cidos graxos livres, esteroides, tocoferdis,
além de outros compostos (LUZ et al., 2011). Para obtencdo do 6leo fixo, foram utilizados
365,4 g de sementes do babacu e 372,1 g do licuri. As extragcdes apresentaram rendimento de
34,75 % e 37,12 %, para o babagu e o licuri, respectivamente. Parte desse material foi
utilizada nas analises fisico-quimicas e na determinacdo do perfil de acidos graxos.

Nas analises por cromatografia gasosa foram identificados acidos graxos de C8 a C18,
saturados e insaturados, na forma de seus esteres metilicos. Em ambos os 6leos, o acido
laurico (C12, acido dodecanoico) foi o componente majoritario, representando 48,86 % e
45,82% dos acidos graxos presentes nos 6leos de babacu e licuri, respectivamente. O perfil
completo de &cidos graxos dos 6leos de babacu e licuri, bem como a faixa de valores obtidos
na literatura estdo mostrados nas TABELAS 2 e 3, respectivamente. As diferencas no perfil
de &cidos graxos dos 6leos de babacu e licuri observadas podem estar relacionadas a diversos
fatores, como o periodo em que foi realizada a coleta da droga vegetal, o estado de maturacdo
dos frutos, os métodos extrativos (principalmente em relacdo ao emprego de calor), além de
fatores climaticos, ja que a maioria dos trabalhos, principalmente com babacu, é realizada
com amostras da regido Norte do Brasil. Nesta regido, o tipo de solo, clima e a distribuicdo de
chuvas sdo muito diferentes dos observados no semiarido nordestino (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

Tabela 2 — Perfil de acidos graxos do 6leo de babacu do Parque Nacional do Catimbau, Brasil.

Estruturas Acidos graxos Oleo de Babagu (%) Valores da Literatura
C8:0 Caprilico 0,48 3,5-5,0
C12:0 Laurico 40,86 40,0-485

C14:0 Miristico 20,05 17,0 - 20,0
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C16:0 Palmitico 12,23 8,0-11,0
C18:2n6¢ Linoleico 2,31 1,8-2,0
C18:1n9c Oleico 21,51 10,0- 14,0

C18:0 Esteérico 2,53 35-4,0

Nota: LIMA et al., 2007; SALLES et al., 2010; ALENCAR; ALVES; CRAVEIRO, 1983;
OLIVEIRA et al., 2012.

Tabela 3. Perfil de acidos graxos do 6leo de licuri do Parque Nacional do Catimbau, Brasil.

Oleo de Licuri

Estruturas Acidos graxos (%) Valores da Literatura
(%)
C8:0 Caprilico 9,24 9,0-125
C12:0 Laurico 45,82 42,0 - 445
C14:0 Miristico 14,41 13,5-16,0
C16:0 Palmitico 6,63 6,5-8,0
C18:2n6¢ Linoleico 11,31 3,0-12,0
C18:1n9c Oleico 2,61 3,0-10,6
C18:0 Esteéarico 3,39 2,6-4,0

Nota: LIMA et al., 2007, SALLES et al., 2010; QUEIROGA et al., 2010

As andlises fisico-quimicas em Oleos e gorduras vegetais sdo realizadas para
determinar o grau de conservacdo e a usabilidade destes nas industrias alimenticia e
cosmeética. Para isso, sdo determinados pardmetros como: indice de refracdo a 40 °C, indice de
peroxidos, indice de acidez (expresso em acido oleico), além de reagdes caracteristicas, como
rancidez. Os valores obtidos para os 6leos de A. speciosa e S. coronata, bem como os valores

de referéncia para 6leo refinados, estdo mostrados na TABELA 4.


https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1=J.+W.++Alencar
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Tabela 4 — Pardmetros fisico-quimicos dos 6leos de babagu e licuri do Parque Nacional da Serra do
Catimbau, Brasil.
Parametros fisico- Valor de referéncia

o Oleo de Babagu Oleo de Licuri
quimicos :
(ANVISA, 1999)

Indice de Refracéo a

1,451 1,457 1,448 — 1,451
40°
indice de acidez )

o ) 0,14 1,10 Até 0,30

(% em &cido oleico)
indice de peroxidos )

0,00 7,94 Até 5
(mEg/kg)
Rancidez Ausente Ausente Ausente

Nota: Analises realizadas em triplicatas.

Os indices de acidez e de perdxidos sdo utilizados como parametros de referéncia
guando se pretende avaliar a qualidade de conservacdo dos 6leos. Ja o indice de refracdo, é
determinado pelo comprimento da cadeia, tipo e nimero de instauracdes, servindo como
parametro de pureza dos Oleos (BRASIL, 2015). O indice de acidez ¢ um método que
contribui para avaliar o estado de conservacdo uma vez que identifica se nas amostras houve a
degradacdo dos triglicerideos, a qual resulta na alteracdo da concentracdo de ions de
hidrogénio que sdo oriundos dos acidos graxos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

A oxidacdo lipidica é um dos fatores que contribui com a degradacdo dos 6leos, uma
vez que, 0s acidos graxos presentes sdo oxidados a hidroperdxidos e estes em aldeidos
saturados e ndo saturados, cetonas, alcoois, dentre outros (VIDRIH; VIDAKOVIC;
ABRAMOVIC, 2010). O produto da oxidacédo €é responsavel pela perda nutricional, alterando
ainda sabor, cor e aroma. Outros fatores interferem na estabilidade como: a quantidade de
antioxidantes naturais, acidos graxos, oxigenacdo e armazenamento. Deste modo, a
estabilidade oxidativa é um dos indicadores que garante a qualidade do 6leo (BISWAS et al.,
2002; WAGNER; ELMADFA, 2000).

As amostras analisadas foram comparadas com base nos parametros da ANVISA
(1999) para o6leo refinados. No entanto, os ensaios realizados com o licuri apresentaram
valores diferentes quando comparado com os valores padrdes, provavelmente por se tratar de
um estudo realizado com 6leo bruto (ndo refinado) (TABELA 4).

O oleo bruto apresenta valores de referéncia até dez vezes mais alto que um refinado
devido a menor capacidade oxidativa e resisténcia. Além disso, o processo de refinamento do
6leo vegetal quando utiliza altas temperaturas leva a alteracdo dos constituintes quimicos

presentes na amostra, dentre eles tocoferois, esteroides e carotenoides, 0s quais apresentam
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propriedades antioxidantes (VIDRIH; VIDAKOVIC; ABRAMOVIC, 2010; WAGNER,;
ELMADEFA, 2000). Todavia, ambas as amostras de babacu e licuri apresentaram bom estado

de conservacdo, com auséncia de rancidez, para realizacdo dos ensaios farmacologicos.

5.2 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA AGUDA

5.2.1 Edema de orelha induzido por PMA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato)

A pele é constituida por duas camadas a epiderme e a derme, sendo considerado o
maior 6rgdo do corpo humano. Esta desempenha diferentes fungdes pois atua como uma
barreira protetora contra acdo de micro-organismos e lesdo tecidual, além de regular a
temperatura e manter a hidratacdo corporal. Qualquer alteracdo na barreira cutanea como
injuria no tecido, infeccBes ou resposta descontrolada do sistema imunoldgico resulta em uma
resposta inflamatéria (VAUGHN, et al., 2017; MARINO, 2006; LEBLANC et al., 2012).

A epiderme é formada por camada basal, granulosa, licida e cdrnea. O estrato corneo
¢ a primeira camada da pele que atua protegendo o organismo contra entrada de micro-
organismos, substancias irritantes e alérgicas, evitando também a perda de agua. Por atuar
como barreira seletiva, qualquer alteracdo no estrato corneo resulta em perda transdérmica de
agua, no aumento do pH e em alteragBes bioquimicas que séo responsaveis pelo aparecimento
de doencas inflamatdrias como: dermatite de contato, psoriase, dermatites atdpicas, dentre
outras. O estrato corneo possui diferentes enzimas que atuam na queratinizacdo e regeneracao
da barreira, qualquer alteracdo no pH compromete a funcdo das hidrolases, interferindo no
metabolismo e na protecdo contra micro-organismos (SCHMID-WENDTNER; KORTING,
2006; ELIAS; WAKEFIELD, 2010; MARINO, 2006).

Além disso, melandcitos, células dendriticas, linfdcitos e terminagdes nervosas sao
ativados quando ha alteracdo no estrato corneo e participam de forma cooperativa na prote¢édo
do organismo e na homeostase, sinalizando por meio da liberagdo de citocinas e substancias
quimioatrativas e levando a ativacdo do sistema imunoldgico (KUMAR, et al., 2010;
NYLANDER-LUNDQVIST; BACK; EGELRUD, 1996).

Farmacos utilizados para tratamento de desordens cutaneas sdo de fundamental
interesse da inddstria farmacéutica para tratamento e cura de pacientes que sofrem de
inflamacdes agudas e crbnicas (LODEN, 2003). Os o6leos vegetais sdo frequentemente
utilizados para tratamentos de doencas dermatoldgicas no Brasil e no mundo, devido a

acessibilidade e o baixo custo. Além de atuar na pele como barreira protetora, na manutencédo
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da hidratacdo, podem apresentar propriedades farmacolégicas como antioxidante
(DHAVAMANI; RAO; LOKESH, 2014; FERREIRA et al. 2011), anti-inflamatéria
(OLIVEIRA, et al 2010), antimicrobiana (COSTA, et al., 2011; FERREIRA et al., 2011),
dentre outras.

Ensaios pré-clinicos utilizando edema de orelha induzido por diferentes agentes
flogisticos (PMA; AA; EPP; capsaicina e fenol) em camundongos para avaliacdo da atividade
anti-inflamatoria e elucidacdo dos possiveis mecanismos de acdo de farmacos ou plantas
medicinais com indicacdes terapéuticas tém sido amplamente relatados na literatura
(GABOR, 2000).

O primeiro modelo utilizado para analisar a atividade anti-inflamatdria topica foi o
edema de orelha induzido por PMA (FIGURA 8). O PMA é uma substancia isolada do 6leo
de créton com propriedades irritantes, capaz de ativar a proteina quinase C (PKC). Este,
quando em contato com a pele, é responsavel por desencadear uma resposta inflamatéria em
virtude de suas propriedades irritantes levando ao aumento da permeabilidade vascular e
formacéo do edema (GABOR, 2000).

O oleo de babacu reduziu o edema nas doses de 3 e 10 pL/orelha quando comparado
com o controle negativo (FIGURA 8A). No ensaio realizado com o 6leo de licuri, todas as
doses foram capazes de reduzir o edema (FIGURA 8B). Com base no resultado obtido, ao
estudar o efeito anti-inflamatério do déleo de babacu e licuri, foi possivel analisar também a
atividade anti-inflamatéria do componente majoritario (acido laurico) de ambas as amostras,
no intuito de elucidar o possivel composto responsavel pela acdo farmacologica. O &cido
laurico apresentou atividade anti-inflamatdria com reducdo da formacdo do edema, quando
comparado com o controle negativo como observado nas FIGURAS 8A e B.

Outros estudos foram realizados como o descrito por Huang e colaboradores (2014)
em inflamacgdes dérmicas com &cido laurico ao verificar a atividade antimicrobiana e anti-
inflamatdria tépica frente a Propionibacterium acnes mostrando resultados promissores.
Assim, possivelmente o efeito anti-inflamatorio verificado no 6leo de babacu e licuri podem
estar associados a alta concentracdo de &cido laurico nas amostras dos 6leos.

Desta forma, o modelo de edema de orelha induzido por PMA por apresentar
sensibilidade a diferentes classes de anti-inflamatorios permite realizar uma triagem da
atividade anti-inflamatdria topica dos 6leos de Attalea speciosa e Syagrus coronata, alem do
acido laurico. Uma vez constatada a atividade farmacologica, para a elucidacdo do

mecanismo de acgdo, faz-se necessaria a avaliagdo da atividade com diferentes agentes
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flogisticos (&cido araquiddnico, EPP, capsaicina e fenol) utilizando a melhor dose dos dois
6leos (10 pL) e o acido laurico.

Figura 8 — Efeito da administracdo tdpica do 6leo fixo de babacu (A) e licuri (B), além de 4cido
laurico sobre o edema de orelha induzido por PMA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato). (-) acetona;
6leo de babacu ou licuri (1, 3 e 10 uL/orelha); Dex - dexametasona (0,1 mg/orelha); AL — &cido
laurico (4 mg/orelha). Os resultados foram expressos como média = SEM e analisados por ANOVA
com pos-teste Bonferroni, considerando significativos valores de p < 0,05. Diferenca entre 0s grupos
esta indicada por letras diferentes.
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5.2.2 Edema de orelha induzido por acido araquiddnico

O ensaio do edema de orelha induzido pelo &cido araquidénico (Figura 9) apresenta
sensibilidade aos inibidores de COX, LOX ou da ag¢do das PGs. Diante disso, foi possivel
verificar que a dose de 10 pL do 6leo de Attalea speciosa, Syagrus coronata e o acido laurico

apresentaram atividade anti-inflamatdria, uma vez, que houve reducéo na formagdo do edema
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quando comparado com o controle negativo. Todavia, apesar do 6leo de A. speciosa, S.
coronata serem iguais, estes diferem do acido laurico na reducdo da formacéo do edema como
mostra a FIGURA 9.

Uma resposta inflamatéria pode ser mediada pela via oriunda do metabolismo do
acido araquidénico ou ndo. No modelo de edema de orelha induzido por esta via, 0 AA é
metabolizado por meio da agdo das enzimas COX e LOX levando & formacgdo de mediadores
quimicos, tais como: prostagladinas, tromboxanos e leucotrienos, e estes em sinergismo sédo
responsaveis pela resposta inflamatoria, uma vez que atuam estimulando o aparecimento da
dor, hiperemia, bem como, aumentando a permeabilidade vascular, migracdo celular, levando
a formacdo do edema (CRUMMEY et al., 1987; SILVA, 2006; LEWIS; AUSTEN, 1981,
ISSEKUTZ; MOVAT, 1982).

Diferentes anti-inflamatérios podem ser utilizados no tratamento de doencas
inflamatorias, na qual age inibindo a expressdo da enzima fosfolipase A2 com liberacdo do
AA, bem como os anti-inflamatérios que bloqueiam apenas a acdo das COX, como a
indometacina (SILVA, 2006; SARAIVA, et al. 2011).

Assim, pode se observar que possivelmente a acdo anti-inflamatdria atribuida ao 6leo
de babacu, licuri e ao acido laurico esteja relacionada com o bloqueio das enzimas COX,
como verificado na FIGURA 9.
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Figura 9 — Efeito da administragdo topica do 6leo fixo de babacu (A) e licuri (B), além de &cido
laurico sobre o edema de orelha induzido por acido araquidénico. (-) acetona; 6leo de babacu ou licuri
(10 pl/orelha); Dex - dexametasona (0,1 mg/orelha); AL — &cido laurico (4 mg/orelha). Os resultados
foram expressos como média + SEM e analisados por ANOVA com pds-teste Bonferroni,
considerando significativos valores de p < 0,05. Diferenga entre os grupos esta indicada por letras
diferentes.
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5.2.3 Edema de orelha induzido por fenilpropriolato de etila

Uma resposta inflamatoria quando induzida por acdo de um agente flogistico pode
desencadear a ativacdo da via do AA e liberar substancias como as prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos. Além dessa via, outras substancias podem ser liberadas com acgéo
semelhantes as prostaglandinas em virtude da ativacdo da resposta inflamatoria. Logo, o
processo de degranulacdo dos mastocitos quando ativado leva a liberacdo de histamina,

serotonina e bradicinina. Estes mediadores podem desempenhar acdo vasodilatadora e
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promover o aumento da permeabilidade vascular induzindo a formacdo do edema (YOUNG et
al., 1984; SARAIVA, et al. 2011; CRUMMEY et al., 1987).

O fenilpropiolato de etila (EPP) quando em contato com a pele promove alteracfes
metabolicas instantaneas exibindo uma variedade de modificacfes cutadneas em virtude da
ativacdo das enzimas e degranulacdo de mastocitos. A ativacdo dessas enzimas dé inicio a
cascata de reacdo devida ativacdo e liberacdo de outros mediadores, como histamina e
serotonina. Assim, a aplicacdo tépica de EPP estimula a vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular devido a liberagdo de histamina e serotonina (PANTHONG et al.,
2004; BRATTSAND et al., 1982; CARLSON, et al., 1985).

Ao analisar o edema de orelha induzido por EPP como verificado na FIGURA 10, foi
possivel observar que houve uma reducdo na formacdo do edema nos grupos tratados com o
6leo do babacu, licuri, &cido laurico e o farmaco padrdo quando comparado com o controle
negativo. As doses testadas, o &cido laurico e o farmaco padrdo foram iguais ao reduzir a
formacéo do edema.

Diante disso, foi observado que possivelmente o 6leo de babagu, licuri e acido laurico
agem como anti-inflamatérios inibindo a acdo da histamina e/ou serotonina, as quais sdo

responsaveis pela vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular observados.
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Figura 10 — Efeito da administracdo tépica do 6leo fixo de babacu (A) e licuri (B), além de &cido
laurico sobre o edema de orelha induzido por fenilpropriolato de etila. (-) acetona; dleo de babacu ou
licuri (10 uL/orelha); Dex - dexametasona (0,1 mg/orelha); AL — 4cido laurico (4 mg/orelha). Os
resultados foram expressos como média + SEM e analisados por ANOVA com poés-teste Bonferroni,
considerando significativos valores de p < 0,05. Diferenga entre os grupos esta indicada por letras
diferentes.
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5.2.4 Edema de orelha induzido por capsaicina

As células presentes na pele, bem como, as do sistema imunoldgico agem de forma
sinérgica com as fibras nervosas cuténeas sinalizando qualquer alteracdo no meio externo
(calor; frio; agentes quimicos, fisico) ou interno (micro-organismo, substancias endogenas).
Assim, qualquer alteracdo sinalizada por um desses fatores e responsavel por desencadear
uma resposta inflamatoria cutdnea do tipo neurogénica. Esta € caracterizada pela

vasodilatacdo com extravasamento do plasma ocasionada pela ativacdo das fibras nervosas
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locais do tipo C, as quais sdo responsaveis pela liberacdo de neuropeptidios responsaveis
pelas alteragcOes vasculares com formagao do edema e eritema (GASPAR, 2003; BIRO et al.,
1997).

Um dos principios ativos extraido da pimenta, a capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-
nonenamida) € uma substancia irritante que quando em contato com pele é responsavel por
desencadear a ativacdo do receptor vaniloide 1 (TRPV-1). Este, quando ativado promove
alteracdes nos canais idnicos com influxo de calcio nas fibras nervosas, ativando assim a
liberacdo de diferentes neuropeptideos, dentre eles a substancia P. Além de considerados
potentes vasodilatadores, por aumentarem a permeabilidade vascular com formacdo de
edema, esses neuropeptideos também estimulam a degranulacdo de macrofagos, com
liberacdo de mediadores quimicos como histamina e serotonina, as quais potencializam o seu
efeito (INOUE; NAGATA; KOSHIARA, 1993; GASPAR, 2003; MAGGI et al., 1988).

No referido modelo edema de orelha induzido por capsaicina foi possivel observar que
0s animais tratados com as doses do 6leo de babagu e licuri ndo apresentaram reducéo na
formacdo do edema, como visualizado na FIGURA 9. No entanto, o acido laurico e o
vermelho de ruténio, utilizado como controle positivo, apresentaram atividade
antiedematogénica (FIGURA 11). O vermelho de ruténio bloqueia a agdo da capsaicina,
inibindo o influxo de Ca*™ nas fibras nervosas e evitando a liberacio de neuropeptidios
(MAGGI et al., 1988). Com base neste resultado, é sugerido que o &cido laurico, quando
isolado, possa atuar, semelhante ao vermelho de ruténio, inibindo a acdo da capsaicina. No
entanto, quando esterificado em triglicerideos, como no 6leo de BA e LI, ndo apresenta
atividade antiedematogénica (FIGURA 11).
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Figura 11 — Efeito da administracdo tépica do 6leo fixo de babacu (A) e licuri (B), além de &cido
laurico sobre o edema de orelha induzido por capsaicina. (-) acetona; 6leo de babagu ou licuri (10
pl/orelha); VR — vermelho de ruténio (3 mg/kg, intraperitoneal); AL — &cido laurico (4 mg/orelha). Os
resultados foram expressos como média + SEM e analisados por ANOVA com poés-teste Bonferroni,
considerando significativos valores de p < 0,05. A diferenca entre os grupos esta indicada por letras
diferentes.
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5.2.5 Edema de orelha induzido por fenol

Em contato com a pele, o fenol promove irritacbes cutaneas imediatas como
queimaduras, erupgdes na epiderme, inflamag6es dérmicas e necrose (MURRAY et al., 2007,
PACHECO, et al., 2014). Assim, a presenca do fenol no tecido leva ao rompimento das
membranas dos queratindcitos, promovendo a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias IL-1a,
IL-1B, IL-8, TNF-0, além de espécies reativas de oxigénio e mediadores oriundo do

metabolismo do AA (MURRAY et al., 2007. WILMER et al., 1994).
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No ensaio do edema de orelha induzido por fenol, como observado na FIGURA 12, foi
possivel analisar que houve uma reducdo do edema na dose de 10 uL/orelha do BA, LI e na
dose de 4 mg/orelha do acido laurico quando comparadas com o controle negativo. Além
disso, é plausivel verificar que os grupos tratados ndo diferiram do farmaco padréo,
dexametasona como mostra a FIGURA 12.

Deste modo, possivelmente a acdo anti-inflamatoria verificada no referido modelo
para o 0leo do BA, LI e acido laurico provavelmente esteja relacionada com a estabilizacao da
membrana dos queratindcitos, bem como, a inibi¢cdo enzimas COX e LOX, responsaveis pela

ativacdo da resposta inflamatdria e oxidagdo do fenol a radicais livres.

Figura 12 — Efeito da administracdo tépica do 6leo fixo de babagu (A) e licuri (B), além de é&cido
laurico sobre o edema de orelha induzido por fenol. (-) acetona; 6leo de babagu ou licuri (10
pL/orelha); Dex - dexametasona (0,1 mg/orelha); AL — &cido laurico (4 mg/orelha). Os resultados
foram expressos como média + SEM e analisados por ANOVA com pds-teste Bonferroni,
considerando significativos valores de p < 0,05. A diferenca entre os grupos esta indicada por letras
diferentes.
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5.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA CRONICA

5.3.1 Edema de orelha induzido por multiplas aplica¢des de 6leo de créton

A resposta inflamatéria pode ser desencadeada por acdo de diferentes agentes
(quimico, fisico, biolégico, mecanico), os quais sdo responsaveis pela liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios por diferentes vias, sejam em nivel vascular ou celular. A
permanéncia dos mediadores ao longo do tempo (dias, meses, ano), bem como o tipo de
células presentes no local, é que véao caracterizar a inflamacdo como aguda ou crénica
(SARAIVA et al., 2011).

Assim, a prolongamento do agente lesivo no local resulta em uma inflamagéo cronica
que € caracterizada por apresentar infiltracdo de células mononucleares (linfocitos e
macrofagos), destruicdo tecidual ocasionada pela permanéncia por longo tempo de
mediadores quimicos, e reparo tecidual com ativacdo da fibrose e angiogénese. Diferente da
inflamacéo aguda, a inflamagdo cronica tem sua origem por meio de exposi¢do por longo
tempo a agentes tdxicos, a hipersensibilidade e infeccdes persistentes (KUMAR et al., 2010).

No modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton foi possivel analisar o
efeito dos Oleos de babacu, licuri e do acido laurico em um processo inflamatério ja
estabelecido. Isso é possivel devido a exposicdo da pele ao 6leo de créton por um tempo
determinado. O 6leo de créton tem como componente principal em sua composi¢éo o (PMA),
0 qual atua como agente téxico com exposicao prolongada e ativacdo de PKC.

O PMA atua ativando a PKC, e esta, as citocinas pré-inflamatorias do tipo IL-1p,
TNF-a e IL-6. Simultaneamente ocorre a ativacdo do fator ativador de plaquetas (PAF) e
fosfolipase Az, iniciando o metabolismo do &cido araquidénico, o qual é convertido em
diferentes mediadores quimicos como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos por agédo
das enzimas lipoxigenase e cicloxigenase. Além disso, a presenca de substancias pros-
inflamatdrias € responsavel por estimular a degranulagdo dos mastocitos com liberacdo de
histamina e serotonina. As alteracbes celulares e vasculares sdo responsaveis pelas
modificacdes visualizadas com o aumento da espessura da epiderme e derme (FERRANDIZ
etal. 1996; PINTO, et al. 2015; SARAIVA, et al. 2011; CRUMMEY et al 1987).

No referido modelo foi possivel verificar que as doses de babacu e licuri reduziram a
formagdo do edema (FIGURA 13) e a hiperplasia da epiderme (TABELA 5), quando

comparados com o grupo de animais que recebeu apenas o veiculo e o agente flogistico. O
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grupo de animais que recebeu o A&cido laurico também reduziu a inflama¢do quando
comparado com o controle negativo.

A diferenca estatistica entre as doses do Oleo fixo do babacu e licuri quando
comparado com o acido laurico pode estar relacionado ao sinergismo existente entre 0s
diferentes acidos graxos com concentracGes variadas presente nas amostras (caprilico,
miristico, palmitico, linoleico, oleico) quando verificado na sua forma isolada como o &cido
laurico. Assim, foi possivel verificar que o 6leo do babacu e licuri apresentaram atividade
anti-inflamatoria aguda e cronica bem como o seu composto majoritario, o acido laurico.

Contudo, a a¢do anti-inflamatoria ndo pode ser atribuida apenas ao acido laurico.

Figura 13 — Efeito da administracdo topica do oleo fixo de babacu (A) e licuri (B), além de &cido
laurico sobre o edema de orelha induzido por multiplas aplicacGes de 6leo de créton. (-) acetona; éleo
de babacu ou licuri (10 pL/orelha); Dex - dexametasona (0,1 mg/orelha); AL — &cido laurico (4
mg/orelha). Os resultados foram expressos como média £ SEM e analisados por ANOVA com pos-
teste Bonferroni, considerando significativos valores de p < 0,05. Diferenca entre os grupos esta
indicada por letras diferentes.
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Um dos fatores que tipifica a inflamagdo como aguda ou cronica é a composi¢do do
infiltrado inflamatorio. Isso porque a inflamagdo cronica é caracterizada por infiltracdo de
células mononucleadas, como linfdcitos, macrofagos e plasmaocitos, seguida de destruicdo do
tecido lesado, devido a grande concentracdo de mediadores quimicos liberados no local com
reparo tecidual por meio da angiogénese e fibrose.

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada dentro de células como
neutrofilos (em maior concentracdo) e em mastocitos e basofilos (em menor concentracéo)
Trata-se de uma proteina que é liberada no momento da fagocitose, as enzimas lisossémicas
presentes nos granulos apresentam propriedades cataliticas sendo responsaveis pela oxidacdo
do peroxido de hidrogénio levando a formacdo de compostos oxidantes, como &cido
hipocloroso (HOCI), e espécies reativas com propriedades citotdxicas, como espécies reativas
de oxigénio (EROs) e as espécies reativas de nitrogénio, como o Oxido nitrico
(KLEBANOFF, 1980; NICHOLLS, HAZEN, 2008; HAZEN; CROWLEY; HEINECKE, 1996;
OZCAKA et al., 2010; LAU; BALDUS, 2006).

Além disso, os neutrofilos tém acdo protetora por atuar na protecdo do organismo
contra infecgdes bacterianas, uma vez fagocitadas, ocorre a liberacdo dessas substancias cujo
efeito tdxico, destruindo o microorganismo e estimulando a ativacdo do sistema imunoldgico
com recrutamento de células de defesa. No entanto, mesmo apresentando acdo protetora, em
excesso 0s compostos reativos promove o dano tecidual por favorecer a resposta inflamatéria
com o aumento da migracdo celular e liberacdo de mediadores quimicos (NICHOLLS,
HAZEN, 2008; HAZEN; CROWLEY; HEINECKE, 1996; LAU; BALDUS, 2006).

Com base nisso, foi possivel avaliar a atividade da enzima mieloperoxidase nas
amostras obtidas no edema de orelha crénico induzido por multiplas aplicagdes do 6leo de
créton como mostra na FIGURA 14 A e B. Assim, foi perceptivel que o grupo de animais que
recebeu apenas o agente lesivo apresentou maior atividade enzimatica, o que indica um maior
numero de células inflamatdrias no tecido, principalmente neutrofilos, quando comparado aos
animais dos grupos tratados. Os animais que receberam o tratamento com 10 pL/orelha de BA
(FIGURA 14 A) e LI (FIGURA 14 B), o AL e o farmaco padrdo (dexametasona) foram iguais
entre si, apresentando menor atividade enziméatica quando comparado ao controle negativo.
Assim, possivelmente o 0leo de BA e LI, bem como, acido laurico, podem agir inibindo a
migracédo de neutrofilos, estabilizando membrana, diminuindo a sintese de MPO ou inibindo a

enzima em si.
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Figura 14 — Efeito da administracdo tépica do 6leo fixo de babacu (A) e licuri (B), além de &cido
laurico sobre a atividade da enzima mieloperoxidase no edema de orelha induzido por multiplas
aplicacBes de 6leo de crdton. (-) acetona; 6leo de babacu ou licuri (10 pl/orelha); Dex - dexametasona
(0,1 mg/orelha); AL — acido laurico (4 mg/orelha). Os resultados foram expressos como média + SEM
e analisados por ANOVA com pos-teste Bonferroni, considerando significativos valores de p < 0,05.
Diferenca entre os grupos esta indicada por letras diferentes.
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A pele protege 0 organismo contra acdo de micro-organismos, agentes lesivos como
substancias tdxicas, patdgenos, células lesionadas. O equilibrio estabelecido entre eventos
celulares e moléculas reguladoras, bem como as interacdes estabelecidas com ambiente
externas confere a homeostase (WANG, et al., 2013).

A ocorréncia de uma injaria no tecido ocasionado por fatores externos ou internos
pode levar a alteragdes na derme e epiderme, comprometendo a sua funcéo. Tais estimulos
inflamatdrios sinalizam diferentes vias intracelulares celulares responsaveis pela producéo de
mediadores pro-inflamatérios (CHEN et al., 2018; CALDER, 2006). No intuito de avaliar o



60

dano tecidual e o efeito terapéutico das drogas testadas, foi realizada a analise
histomorfométrica e histoldgica das orelhnas no modelo de inflamagdo crénica. Como
verificado na TABELA 5, as doses de 10 pL/orelha de BA, LI e 4 mg/orelha de AL, além do
farmaco padréo, apresentaram menor espessura total e da epiderme quando comparado com o
controle negativo.

O 6leo de croton promove a irritagdo cutnea ocasionado em quadro inflamatério.
Tais alteracOes sdo perceptiveis ao analisar histomorfometria (TABELA 5) e a histologia
(FIGURA 12 B1 e B2), com o grupo de animais que recebeu apenas o agente flogistico na
qual apresentaram alteracfes vasculares e aumento do namero de células polimorfonucleadas
(macrdéfagos, plasmécitos, linfdcitos e células dendriticas) no local e ampliagdo na espessura
da epiderme (TABELA 5). A presenca do agente flosgitico é responsavel pelo aumento do
fluxo sanguineo levando ao aumento da permeabilidade vascular favorecendo a migracédo de
proteinas, citocinas e células do sistema imune dos vasos para o tecido promovendo o
aumento no volume tecidual (CALDER, 2006).

Os grupos que foram tratados com as doses de 10 uL BA, LI e LA e o farmaco padrdo
apresentaram menor volume tecidual (TABELA 5), uma vez que, houve reducdo das
alteracbes vasculares e recrutamento de células polimorfonucleadas quando comparado ao

controle negativo como verificado na Figura1l2-C,D,EeF.



Tabela 5 — Anélise histomorfométrica das orelhas no modelo de inflamagéo cronica.
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Parametros

Grupos experimentais

Acetona

(20 pL/orelha) (20 pL/orelha)

Oleo de créton 5%

Sham Controle Babacu Licuri

(acetona, 20 negativo (10 pL/orelha) (10 pL/orelha)

Dexametasona
(0,1 mg/orelha)

Acido laurico
(4 mg/orelha)

pL/orelha) (acetona, 20
pL/orelha)
NUmero de animais 5 9 8 8 7 8
Espessura da epiderme (um) 6,0 £0,33 48,6 + 2,44 24,7+ 1,67* 26,8+ 1,17* 29,4 +231* 30,2 +2,44*
Espessura total (um) 103,6 + 5,07 356,3 + 8,98 217,2 + 7,00* 212,0 + 6,09* 227,3 + 13,86* 267,3 + 10,66*

Dados apresentados como média * erro padrdo da média e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, considerando significantes valores de *p < 0,05.
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O bloqueio na cascata de reacdo pelas vias oriundas ou ndo do acido araquiddnico
favorece 0 ndo aparecimento de mediadores quimico e moléculas quimioatraente bem como
alteracdes vasculares e celulares evitando assim o dano tecidual. Diante disso, é possivel
verificar (TABELA 5 e FIGURA 12) que possivelmente o 6leo de BA e LI, assim como, 0
AL apresentam propriedades anti-inflamatdria por atuar inibindo a liberagdo dos metabdlitos
oriunda ou ndo do metabolismo do &cido araquiddnico atuando de forma protetora.
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Figura 15 — AlteracGes histologicas no edema de orelha induzido por maltiplas aplicagdes de 6leo de
croton. (A) Sham; (B) acetona (20 pL/orelha), (C) dexametasona (0,1 mg/orelha); (D) 6leo de babagu
(10 pl/orelha); (E) 6leo de licuri (10 pl/orelha); (F) acido laurico (4 mg/orelha). Aumentos: 1(40x) e 2
(100x).

A.l

.100.00um

.100.00um
*

Nota * HlperpIaSIa epltello > acantose — 1nﬁ1trad0 1nﬂamator10 e edema raio — hlperceratose
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6 CONCLUSAO

e A caracterizagdo quimica identificou o acido laurico como composto majoritario nos
dois 6leos analisados, bem como confirmou a qualidade dos Oleos obtidos para os
ensaios farmacoldgicos.

e Ambos os 6leos e o &cido laurico, apresentaram atividade anti-inflamatdria topica no
modelo de edema de orelha induzido por PMA.

e Ao avaliar o mecanismo de acdo nos modelos de edema de orelha induzido por acido
araquidénico, fenilpropiolato de etila e fenol foi observado a reducédo na formacédo do
edema nos grupos tratados com BA, LI e AL. Diante disso, € plausivel que o BA, LI e
AL atuem na cascata do acido araquiddénico, possivelmente bloqueando as enzimas
COX e/ou LOX, e na degranulacdo dos mastdcitos e queratindcitos, inibindo a liberagdo
de aminas e citocinas.

¢ No ensaio de edema de orelha induzido por capsaicina, ndo houve reducdo do edema
nos grupos tratados com BA e LI. No entanto, o &cido laurico mostrou acdo
antiedematogénica, possivelmente agindo no blogueio dos receptores TRPV-1.

e No modelo de atividade anti-inflamatoria crénica, o BA e o LI reduziram o edema. Os
trés tratamentos reduziram a atividade da enzima mieloperoxidase, e a hiperplasia da
epiderme.

e O tratamento com &cido laurico livre demonstrou potencial toxico para pele, o que ficou

evidente pela inducdo de hiperceratose.
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Babassu oil extraction is the main income source in nut breakers communities in northeast of Brazil. Among these communities,
babassu oil is used for cooking but also medically to treat skin wounds and inflammation, and vulvovaginitis. This study aimed to
evaluate the anti-inflammatory activity of babassu oil and develop a microemulsion system with babassu oil for topical delivery.
Topical anti-inflammatory activity was evaluated in mice ear edema using PMA, arachidonic acid, ethyl phenylpropiolate, phenol,
and capsaicin as phlogistic agents. A microemulsion system was successfully developed using a Span® 80/Kolliphor® EL ratio of
6:4 as the surfactant system (S), propylene glycol and water (3 :1) as the aqueous phase (A), and babassu oil as the oil phase (O), and
analyzed through conductivity, SAXS, DSC, TEM, and rheological assays. Babassu oil and lauric acid showed anti-inflammatory
activity in mice ear edema, through inhibition of eicosanoid pathway and bioactive amines. The developed formulation (39%
A, 12.2% O, and 48.8% S) was classified as a bicontinuous to o/w transition microemulsion that showed a Newtonian profile.
The topical anti-inflammatory activity of microemulsified babassu oil was markedly increased. A new delivery system of babassu
microemulsion droplet clusters was designed to enhance the therapeutic efficacy of vegetable oil.

1. Introduction of Brazil, mainly in the phytogeographic domain of “Mata
dos Cocais” (Port. Lit. Palm trees forest). In its areas of
Babassu palm tree (Attalea speciosa Mart. ex Spreng, Are-  occurrence, it represents the main income source for about

caceae) is commonly found in North and Northeast regions ~ 300.000 people in nut breakers communities in northeast
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region of Brazil, most of them in state of Maranhao, but also
in Piaui and in Chapada do Araripe/CE. Gathering of fruits to
produce oil or to sell the nuts is activities predominantly made
by women, who are called “quebradeiras de coco babagu” (Por.
Lit. Bassabu nut breaker women) [1-3]. These communities
developed autochthonous knowledge about babassu uses
as source of human and animal food, utensils and tools,
fuel, construction, and soil fertilizers and as cosmetic and
medicines [3-6].

Among the parts used for medicinal purposes, leaves,
roots, and fruits should be highlighted. Leaves and roots are
used as tea for pain and wound healing, while fruits are used
in a much bigger scale: mesocarp floor and milk are used
for the treatment of gastritis, hepatitis, osteoporosis, skin
wounds, and leukorrhea; liquid albumen is used as eyedrops
to treat conjunctivitis; and the seed oil is used as laxative,
vermifuge, and anti-inflammatory and for the treatment of
myiasis, mycosis, skin wounds, hemorrhoids, leukorrhea and
female genital inflammation, and spider bites [3-5, 7].

Vegetable oils such as olive, palm, and coconut oils are
well known for their anti-inflammatory properties. Olive oil
is rich in anti-inflammatory phenolics like oleocanthal and
oleuropein glycosides [8, 9], while the effect of palm oil is
attributed to its high tocotrienol content [10]. Like babassu
oil, coconut oil is poor in phenolics and tocopherols. Its anti-
inflammatory effect is assigned to the presence of lauric acid
and glyceryl laurates [11].

The availability of babassu oil and its easy handling have
enabled development of several types of formulations to
enhance the therapeutic efficacy of the biologically active
components. Targeted delivery can be achieved by apply-
ing pharmaceutical nanotechnology, which is based on the
synthesis, application, and characterization of nanoscale
therapeutic systems to provide a more controlled drug
release. In this context, nanostructured systems, for example,
microemulsions containing babassu oil, may act as new and
potentially efficient therapies for benign prostatic hyperpla-
sia due to their antiproliferative and apoptotic effects [12]
and improve human immune system function by increas-
ing superoxide anion release, phagocytosis of mononuclear
phagocytes, and antimicrobial activities [13].

Microemulsion is a system of two immiscible fluids that
is stabilized by an interfacial film of surfactants. It offers
the advantages of spontaneous formation, thermodynamic
stability, manufacturing simplicity, solubilization capacity of
lipophilic and/or hydrophilic solutes, a large area per volume
ratio for mass transfer, and the potential for permeation
enhancement [14-17]. Thus, the aim of this work was to
evaluate the topical anti-inflammatory activity of babassu oil
obtained from Chapada do Araripe in Ceard (Brazil) and
synthesize and characterize a microemulsion system aiming
to enhance babassu oil topical anti-inflammatory activity.

2. Material and Methods

2.1. Chemicals. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), ar-
achidonic acid (AA), ethyl phenylpropiolate (EPP), phenol,
and capsaicin were purchased from Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). The surfactants, Span 80 (sorbitan
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mono-oleate) and Tween® 80 (polyoxyethylene sorbitan
monooleate), ethanol, 99.9% deuterated CDCl;, and Supel-
co® 37 Component FAME Mix were also obtained from
Sigma Chemical Co. Kolliphor EL (polyoxyl castor oil) was
from BASF SE (Ludwigshafen, Germany) and propylene
glycol PA was purchased from Neon Comercial Ltda (Sao
Paulo, Brazil).

2.2. Plant Material and Oil Extraction. Babassu fruits were
collected from one palm tree in Araripe, located in the State
of Ceard (Brazil), in July 2013. Botanical authentication was
conducted by Olivia O. Cano, and a voucher specimen was
deposited at the Herbarium of the Agronomic Institute of
Pernambuco under number 90,472.

The oil was extracted by a well-established method that
is practiced by farmers in forested areas. After harvesting,
the seeds were ground with a stone grinder, and the obtained
paste was mixed well and allowed to stand overnight. On the
next day, cold water was added to the paste, and the upper
part was collected and placed on a fire to heat it until it
started boiling. Subsequently, the liquid phase was separated
from the oil meal using a tissue and heated until the water
completely evaporated. Finally, the oil was filtered and used
[18].

2.3. Physicochemical Characterization and Fatty Acid Profile.
Traditionally extracted babassu oil was immediately analysed
for some physicochemical properties as described by Adolfo
Lutz Institute [19] as follows: relative density was determined
in a 10 mL glass hydrometer (pycnometer) at 25°C; refractive
index at 40°C was performed using a Abbé refractometer;
peroxide values were calculated from the iodine release from
potassium iodide and expressed as milliequivalents of active
oxygen/kg of oil; rancidity (lipid oxidation) was determined
by Kreis reaction using phloroglucinol in acid medium; acid
values were expressed as milligrams of KOH required to
neutralize the free acids of 1g of oil, which was determined
by titration in methanolic solution.

The transesterification procedure of the oil was realized in
accord with Metcalfe et al. [20]. The oil (150 mg) was mixed
with 4.0 mL of NaOH in 0.50 M methanol and incubated
at 100°C for 5 minutes. Next, 5.0 mL solution of BF3 (12%)
in methanol was added in the mixture and was heated for
2 minutes. After cooling to room temperature, 5.0 mL of a
saturated sodium chloride solution was added. The mixture
was transferred to a separation funnel containing 20.0 mL of
petroleum ether and vigorously stirred. After a period of rest,
the aqueous phase was discarded and the ether phase was
filtered. The solvent was evaporated in a rotary evaporator
at 60°C and the residual solvent was removed with nitrogen
flow. Methyl esters were solubilized in n-heptane before
injection into the gas chromatographer [21].

The samples were analyzed using an Agilent Technolo-
gies (Palo Alto, CA, USA) 5975C single quadrupole GC-
MS equipped with a nonpolar HP-5MS (Agilent) fused
silica capillary column (30 m x 0.25mm i.d.; film thickness
0.25mm). The oven was initially held at 150°C for 2min,
increased to 230°C by 5°C/min (held for 7 min), and finally
increased to 260°C by 4°C/min. The final temperature was
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maintained for 7.5 min. The carrier gas was helium supplied
at a constant flow of 1 mL/min and the split/splitless injector
was maintained at 230°C. The applied ionization potential
was 70eV; the scan range was from 35 to 450m/z with
scan rate of 0.5scans/s. A standard fatty acid methyl ester
mixture (Supelco 37 Component FAME Mix, USA) was used
to identify the fatty acid methyl esters. Fatty acid data were
expressed as percentage of total peak area.

2.4. NMR Analysis. The extracted oil (approximately 50 mg)
was dissolved in 0.6 mL of CDCl; and placed in a5 mm NMR
tube. The NMR analyses were performed on a Varian 400-
VNMRS (Agilent Technologies, CA, USA) at 26°C, operating
at the frequencies of 399.74 and 100.51MHz for 'H and
3¢, respectively. "H NMR spectra were recorded with 2.5 s
acquisition times, sweep widths of 6.4 kHz, 45° pulse angles,
and 1s delay times. Be{'H} NMR spectra were recorded
with 3.04 s acquisition times, sweep widths of 21.5 kHz, 45°
pulse angles, and 1s delay times. For processing *C spectra,
zero filling and line broadening of 1Hz were applied prior
to Fourier transformation. The chemical shift scale was
indirectly referred to tetramethylsilane (TMS) by the residual
CHCI, signal at 7.26 ppm for 'H spectra and the signal at
77.0 ppm for *C spectra.

2.5. Topical Anti-Inflammatory Activity

2.5.1. Animals. Male Swiss and BALB/c mice (25-30g,n = 6)
were provided by the Animal Facility of Federal University
of Pernambuco. The animals were housed and kept in a
room with controlled temperature (23 + 2°C) under a 12/12h
light/dark cycle with food and water ad libitum. Experiments
were conducted according to the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals from the US Department of
Health and Human Services. The project had been previously
approved by the Animals Ethics Committee of Federal
University of Pernambuco (number 23076.039887/2014-51).

2.5.2. Ear Edema Measurement. For evaluation of ear weight,
mice were euthanized and 6 mm diameter samples were
taken from both ears using a biopsy punch (Richter®, Brazil).
Each biopsy was weighed on a semi-micro analytical bal-
ance (AUW-D 220, Shimadzu, Japan). Ear edema (EE) was
expressed as the increase in ear sample weight, using the
following formula:

EE (mg) = wRE — wLE, (1

where wRE is the weight obtained from the right ear sample
(inflamed ear) and wLE is the weight obtained from the left
ear sample (noninflamed ear).

For all treatments, animals were anesthetized with 1%
halothane. Right ears were then challenged with different
phlogistic agents diluted in acetone (20 uL). Babassu oil (1,
3,and 10 puL/ear) was applied topically in 20 uL acetone, while
microemulsion was applied with no dilution. Dexamethasone
or indomethacin (0.1 and 0.5 mg/ear, resp.) was used topically
as a positive control. Ruthenium red (3 mg/kg, s.c.) was used
as a positive control for capsaicin-induced ear edema.

2.5.3. PMA-Induced Ear Edema. Ear edema was induced by
topical application of 20 uL of PMA (2.5 ug/ear) in acetone
on both sides of the right ear. Left ears received only
acetone as a control. After 15min, 10 uL of babassu oil (100
and 12.2%), babassu microemulsion, microemulsion vehicle
(48.8% surfactants, 39% aqueous phase, and 12.2% water),
0.5% dexamethasone, or acetone were applied to both sides
of the right and left ears. Six hours after PMA administration,
mice were euthanized for ear edema measurement [22, 23].
To avoid misinterpretation of the results due to a possible
barrier effect of babassu oil on ear surfaces, an oral treatment
with babassu oil was also evaluated against PMA-induced ear
edema. Shortly, mice were treated with babassu oil (100, 300,
and 1000 mg/kg) or indomethacin (10 mg/kg, p.o.) 60 min
before PMA administration [23].

2.5.4. Investigation of Babassu Oil Mode of Action on Ear
Edema. For elucidation of the mechanisms underlying the
topical anti-inflammatory activity of babassu oil on PMA-
induced mice ear edema, different phlogistic agents were
used to induce ear edema: arachidonic acid (2 mg/ear), ethyl
phenylpropiolate 5% (20 uL/ear), phenol 10% (20 uL/ear),
and capsaicin (0.25 mg/ear). Immediately after acetone evap-
oration, babassu oil (10 uL/ear) or indomethacin (0.5 mg/
ear)/dexamethasone (0.1 mg/ear) were topically applied on
both sides of the right ear, while the left ear received 20 uL
of the vehicle. Ruthenium red (3 mg/kg, s.c.) was used as
positive control for capsaicin-induced ear edema and it was
administered 30 min before capsaicin.

After 1h, mice were euthanized for ear edema measure-
ment. Mice challenged with capsaicin were euthanized after
30 min of exposure. AA-induced ear edema was performed
in BALB/c mice [23-25].

2.6. Preparation of Emulsions. A series of oil-in-water emul-
sions with HLB values ranging from 4.5 to 15 was prepared
with the surfactants Span 80 and Tween 80 at a 2% total blend
concentration w/v, 93% water, and 5% babassu oil using the
Griffin equation [26]. The aqueous phase (water plus Tween
80) and the oil phase (oil plus Span 80) were heated to 70+5°C
separately. Both phases were mixed by the inversion method
with mechanical stirring (9.000 rpm) for 5min in ULTRA-
TURRAX homogenizer equipment (Unique/DES500, Sao
Paulo, Brazil). The samples were characterized 24h after
preparation.

2.7. Droplet Size Analysis by Dynamic Light Scattering (DLS).
The droplet size distribution of the dispersed phase of the
emulsions was determined by DLS using the Nanotrac Wave
equipment (Microtrac Inc., Montgomeryville, PA, USA) with
measurement capability from 0.8 to 6500 nanometers. The
data were calculated using the manufacturer’s software. Each
emulsion was diluted with aqueous propylene glycol (1:100)
and analyzed in triplicate.

2.8. Turbidimetric Method. The emulsions were diluted 1:25
with aqueous propylene glycol, and the percentage of trans-
mission (% T) was measured at 600 nm using a spectropho-
tometer (UV-mini 1240, Shimadzu, Japan). With the blank
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control set at 100% transmission, the turbidity of the diluted
emulsion was calculated as follows: turbidity = 100 —%T [27].
The reported results were the average of three determina-
tions.

2.9. Construction of the Pseudo-Ternary Phase Diagram.
Babassu oil, Span 80, and Kolliphor EL were selected as the oil
phase and surfactants, respectively. Surfactant mixtures were
tested at a ratio of 6 : 4 (w/w), as defined by the Griffin equa-
tion. The pseudo-ternary phase diagrams were constructed
using the water titration method at room temperature, and
the results were plotted using Software Origin® Pro 8.0.
For each phase diagram, mixtures of surfactants and oil
were prepared at weight ratios of 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5,
6:4,7:3,8:2,and 9:1 (%,,,)- These mixtures were titrated
dropwise with water-propylene glycol (1:3) under mechanic
stirring. After equilibration, the systems were visually charac-
terized. Single-phase, transparent mixtures were designated
as microemulsions [28].

After data analyses of the pseudo-ternary phase diagrams,
the microemulsion system was prepared by mixing babassu
oil (12.2%) with the surfactants (48.8%) before adding the
aqueous phase (39%) under magnetic stirring. After two days,
the system was evaluated by complementary techniques, as
described below.

2.10. Characterization of the Microemulsion

2.10.1. Electrical Conductivity (EC). EC was evaluated using
a digital conductivity meter (mCA 150P, Tecnopon, Sdo
Paulo, Brazil) previously calibrated with a calibration solution
(146.9 uS/cm). The electrode was inserted directly into 10 mL
of the formulation. The analysis was performed in triplicate
at a temperature of 25 + 0.5°C.

2.10.2. TEM. The sample was dropped onto a 300 mesh
carbon-coated cooper grid and negatively stained with 2%
phosphotungstic acid. The grid was analyzed in an FEI Tecnai
Spirit Biotwin G* microscope (Hillsboro, Oregon, USA)
operated with 80 KV of accelerating voltage.

2.10.3. SAXS. SAXS experiments were performed on the
SAXSI beamline of the Brazilian Synchrotron Light Labo-
ratory (LNLS, Sdo Paulo, Brazil), monitored with a photo-
multiplier, and detected on a Pilatus detector (300k Dectris)
positioned at 836 mm that generated scattering wave vectors
(q) from 0.13 to 25nm™". The wavelength of the incident
X-ray beam () was 0.155nm ™', Background and parasitic
scattering were determined by separate measurements on an
empty holder and subtracted from the scattering data of the
sample. The X-ray scattering was experimentally determined
as a function of the scattering vector, g, whose modulus is
given as follows:

_ (47rsen0)

T @

where 0 is half of the scattering angle (20).
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TaBLE 1: Physicochemical parameters of babassu oil from Chapada
do Araripe, Brazil.

Physicochemical Babassu oil Reference value
parameters (unrefined) (refined oil)
Relaivedentity 0.9210 0.9140-0.9170
(g/mL)

Refractive index at

40°C 1.458 1.448-1.451
Acid value

(mgKOH/g) 0.13 Max. 4
Peroxide value nd Max. 15
(meq/kg)

Rancidity Absent Absent

nd: not detected.

2.10.4. DSC. DSC analysis was performed using a Shimadzu
DSC 50 (Kyoto, Japan) with 9-10 mg of sample under a nitro-
gen atmosphere with a flow rate of 50 mL/min. The melting
temperature and enthalpy were calibrated with indium and
zinc standards. The samples were analyzed from —50 to 60°C
with a heating rate of 10°C/min.

2.10.5. Rheological Analysis. The rheological behavior of the
formulation was investigated on an Anton Paar Physica
MCR502 oscillatory rheometer (Ashland, VA, USA) with
cone and plate geometry (50 mm diameter). The gap between
the cone and plate was set at 0.05 mm. The measurements
were taken at 25°C over a shear rate (y) range from 0.1 to
1000/s.

2.11. Statistical Analysis. Results were expressed as mean +
SEM and normal distributions were checked by Shapiro-Wilk
test. Then, data were analyzed by one-way ANOVA followed
by Tukey’s test using GraphPad Prism® 5.0 with significance
setat p < 0.05.

3. Results and Discussion

3.1. Physicochemical Characterization, GC-MS, and NMR
Analyses of Babassu Oil. Physicochemical parameters of
babassu oil and reference values are placed in Tablel,
while fatty acid composition obtained by GC-MS is showed
in Table 2. The main fatty acids found were dodecanoic
acid (lauric acid) (40.78%), 9-octadecenoic acid (oleic acid)
(21.35%), tetradecanoic acid (myristic acid) (20.05%), and
hexadecanoic acid (palmitic acid) (12.26%) (see SM Figure
2). These data are in accordance with previous published
data and with reference standards of Brazilian regulatory
agencies [29-31]. Differences in relative density and refractive
index from reference values can be explained since reference
values are derived from refined oils. Nevertheless, those
parameters indicative of oil degradation, as acidity, rancidity,
and peroxide value, are well below the established limits of
quality.

'"H NMR and "C NMR analyses were performed to
characterize the components of the sample and determine the
distribution of fatty acids in the glycerol backbone of babassu
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TaBLE 2: Fatty acid composition of babassu oil from Chapada do
Araripe, Brazil.

Skeleton Compound Area (%) + St Dev
CI12:0 Dodecanoic acid 40.78 + 1.56
C13:0 Tridecanoic acid 0.03 £ 0.01
Cl14:0 Tetradecanoic acid 20.05 + 0.27
Cl16:0 Hexadecanoic acid 12.26 + 0.59
Cl18:2n6¢  (Z,Z)-9,12-Octadecadienoic acid 2.39+0.29
C18:1n9¢ (Z)-9-Octadecenoic acid 21.35+0.36
Cl18:0 Octadecanoic acid 2.64 +0.09

TaBLE 3: 'H and *C NMR chemical shift (8) data of babassu oil in
CDCl,.

Hydrogen S (ppm) Carbon § (ppm)
CH=CH 533 C=0 173.2and 172.8
CH-O 522 CH=CH 129.9 and 129.6
CH,-O 429 CH,-0 62.1
CH,-0 415 CH-O 68.8
C=C-CH,-C=C 274  C=C-CH,-C=C 272
CH,-C=0 2.30 CH,-C=0 341
CH,-C=C 2.01 CH,-C=C 318
CH,-CH,-C=0 1.61 CH,-CH,-C=0 24.8
(CH,); 1.28 CH2-CH3 22,6
CH, 0.87 (cH,), 29.7-28.8
CH, 14.0

oil (Table 3) (see SM Figures 3 and 4). NMR signals were
assigned according to the literature [31-35]. There are some
advantages to using NMR spectroscopy to study fatty acid
compositions: (a) the ability to directly operate on the oil
sample without any chemical manipulation, and (b) NMR is
the only direct instrumental method by which the positional
distribution of fatty acids on glycerol can be specifically
identified [36].

The signals at 5.33, 2.01, and 2.74 ppm were assigned to
the olefinic hydrogens, the protons attached to the allylic
carbons, and the protons attached to the bis-allylic carbons,
respectively (Table 3). These signals revealed the presence of
unsaturated fatty acids, such as oleic acid in the oil mixture.
Moreover, the last signal indicated that a small amount of
linoleic acid was present. Linolenic acid was not detected in
this mixture because no signal was observed at 0.98 ppm,
which corresponds to the terminal methyl group of the fatty
acid [32]. These results agree with those obtained in the GC-
MS spectra (Table 2). The full identification of every fatty
acid component was not possible due to signal overlap in the
spectra.

C NMR spectra provide information regarding the
positional isomerism of fatty acids in the glycerol back-
bones of triacylglycerols (TAG), diacylglycerols (DAG), and
monoacylglycerols (MAG) [35]. When analyzing the spectral
region of the carbonyl group, only two signals at 173.2 and
172.8 ppm were observed (Table 3). This pattern indicated
that the oil mixture includes only TAG, a fatty acid distributed

at the sn-1,3 and sn-2 positions. Moreover, the spectral
region of the acyl carbons between 60 and 73 ppm shows
only two peaks (68.85 and 62.07 ppm) (Table 3), supporting
that the sample only contains TAG isomers. The presence
of unsaturated fatty acids that was observed in the 'H
spectrum was confirmed in the *C spectrum by the signals
between 128.00 and 130.00 ppm. This region is characteristic
of ethylenic carbons. The chemical shifts at 129.66 and
129.99 ppm indicated that the unsaturated fatty acids in the
oil mixture were majority oleic acid, in agreement with the
GC-MS results.

3.2. Topical Anti-Inflammatory Activity. PMA-induced ear
edema is a useful model for screening topical anti-in-
flammatory compounds and/or plant extracts that act at
a variety of levels. Skin inflammation induced by topical
PMA administration is mediated trough protein kinase
C (PKC) activation of NF-«B, with production of tumor
necrosis factor-a (TNF-a), cyclooxygenase-2 (COX-2), and
prostaglandin E2 (PGE2) [37-39]. PMA given to mouse ears
induces mast cell infiltration with release of mediators that
increase vascular permeability and promote neutrophil influx
[40, 41]. Anti-inflammatory efficacy of evaluated compounds
implies mainly interference of arachidonic acid metabolism,
since phospholipase A2 (PLA2), COX, and lipoxygenase
(LOX) inhibitors have been shown to inhibit PMA-induced
inflammation [23, 42].

Babassu oil (3 and 10 uL/ear) was able to inhibit PMA-
induced ear edema in 19.1 (p < 0.05) and 54.1% (p < 0.001),
respectively. Lauric acid (4 mg/ear), the major fatty acid of
babassu oil, showed 90.3% of inhibition (p < 0.001), while
dexamethasone inhibited the ear edema in 79.7% (p < 0.001)
(Figure 1(a)). To avoid misinterpretation of the results due
to a possible barrier effect of babassu oil on ear surfaces, an
oral treatment with babassu oil was also evaluated against
PMA-induced ear edema. When given orally, babassu oil
(100, 300, and 1000 mg/kg) showed 23.5 (p < 0.05), 39.7, and
51.9% of edema inhibition (p < 0.001), while indomethacin
(10 mg/kg) inhibited the edema in 62.0% (p < 0.001)
(Figure 1(b)).

Itis worth to comment that the high content of lauric acid
in babassu oil defines the importance of this study, since its
antibacterial and anti-inflammatory activities are described
in the literature [43-45], through inhibition of MAPK path-
way and subsequent NF-«B activation, which are prominent
contributors to the production of proinflammatory cytokines
and chronic inflammatory responses [46], including in PMA-
induced ear edema model. After topical administration,
lauric acid penetrates the skin and accumulates in the dermis
[47].

To further elucidate the topical anti-inflammatory activ-
ity of babassu oil, different phlogistic agents-induced ear
edema was performed. Arachidonic acid-induced ear edema
is a useful tool to identify compounds that interfere in eicos-
anoid pathway, such as COX and LOX inhibitors. However,
this model is not sensitive to PLA2 inhibitors such as glu-
cocorticoids [23, 48-50]. Here, both babassu oil (10 uL/ear)
and lauric acid (4 mg/ear) inhibited AA-induced ear edema
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F1GURE 1: (a) Topical and (b) systemic anti-inflammatory activity of babassu oil in PMA-induced ear edema. Results are expressed as the mean
+ SEM and analyzed by ANOVA followed by Tukey’s test with p set at 0.05. Different letters show statistical differences between groups (p <
0.05). (—) Negative control (acetone); babassu oil (uL/ear in (a)) and (mg/kg, p.o. in (b)); (LA) lauric acid (mg/ear); (Dexa) dexamethasone

(mg/ear), and (Indo) indomethacin (mg/kg, p.o.).

by 78.5 and 61.6%, respectively (p < 0.001). Indomethacin
(0.5 mg/ear), a nonselective inhibitor of COX-1/2, decreased
the ear edema by 65.4% (p < 0.001) (Figure 2(a)). Short-
chain fatty acids (C10-Cl12), which include lauric acid, are
reported as mid-range inhibitors of COX-1 (about 50-60%
of inhibition) and COX-2 (about 25-30% inhibition) in vitro
[51].

Barbosa et al. [52] demonstrated that babassu oil de-
creased ischemia-induced macromolecular leakage in post-
capillary venules and inhibited histamine-induced microvas-
cular permeability increase in hamster cheek pouch. To
verify if the same occurs in skin, instead of mucosa, ethyl
phenylpropiolate-induced ear edema was performed. EPP
administration immediately increases vascular permeability,
with blood flow increasing somewhat slowly. Histamine,
serotonin (5-HT), kinins, and prostaglandins combined
actions on vascular permeability seemed to be involved in
early EPP response [53]. Babassu oil (10 uL/ear) and lauric
acid (4 mg/ear) inhibited EPP-induced ear edema by 82.0
and 71.8% (p < 0.001), respectively, in accordance with the
results of Barbosa et al. [52]. Dexamethasone (0.1 mg/ear),
used as positive control, inhibited edema formation by 65.6%
(p < 0.001) (Figure 2(b)).

Phenol-induced skin inflammation is very like human
contact dermatitis processes [54]. Phenol disrupts the plasma
membranes of keratinocytes in the skin, resulting in release
of preformed cytokines (IL-la, IL-8, and TNF-e). These
cytokines stimulate the production of reactive oxygen species
(ROS) and AA metabolites amplifying the inflammatory
process [54-56]. Herein, babassu oil (10 yL/ear) and lauric
acid (4mg/ear) inhibited phenol-induced ear edema by
89.8 and 90.0% (p < 0.001), respectively. Dexamethasone
(0.1 mg/ear), used as positive control due to its membrane
stabilizing effect, inhibited edema formation by 91.0% (p <
0.001) (Figure 2(c)).

Topical administration of capsaicin releases proinflam-
matory mediators such as substance P and histamine, due
to TRPV-1 activation, which result in an immediate vasodi-
lation and erythema followed by edema. Maximum edema
is achieved within 30 minutes after capsaicin administration
[57, 58]. Neither babassu oil (10uL/ear) nor lauric acid
(4 mg/ear) was able to inhibit capsaicin-induced ear edema.
Ruthenium red (3 mg/kg, s.c.), given 30 min before capsaicin
administration, reduced the ear edema by 75.3% (p < 0.01)
(data not shown).

3.3. HLB Value and Microemulsion Formulation. The HLB
number is a semiempirical scale for selecting surfactants [26].
The corrected HLB of the selected surfactant or blend of
surfactants that match the HLB of the selected oil provides the
lowest interface tension between the oil and water phases and
gives the system stability [28]. In this context, the most stable
emulsion is obtained in system with the smallest droplet size.
Analysis by DLS showed the smallest mean droplet diameters
in babassu oil emulsions at an HLB of 8.0 (2.3882 ym).

The maximum turbidity values are the same HLB value
at which the mean droplet diameter is minimal [27]. Here,
we found that the highest mean turbidity values for babassu
oil emulsions were obtained at HLB values from 8.0 to 10.0
(0.8-1.06). The correlation coefficient (Pearson r) between
the turbidity values and the mean droplet size for the emul-
sion with an HLB value of 8.0 was 0.275 (> = 0.075624),
showing a positive correlation (p < 0.05, ANOVA followed
by Tukey’s test).

Using the HLB value required for the babassu oil (HLB
8.0), Span 80 and Kolliphor EL were selected as the surfac-
tants at a ratio of 6 : 4, respectively, because this blend had an
HLB value equal to that determined for the oil. The aqueous
phase was composed of water and propylene glycol (1:3) and
the oil phase was babassu oil. In most cases, single-chain
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FIGURE 2: Topical anti-inflammatory activity of babassu oil and lauric acid in (a) arachidonic acid; (b) ethyl phenylpropiolate; and (c) phenol-
induced ear edema. Results are expressed as the mean + SEM and analyzed by ANOVA followed by Tukey’s test with p set at 0.05. Different
letters show statistical differences between groups (p < 0.05). (=) Negative control (acetone); (BA) babassu oil (uL/ear); (LA) lauric acid
(mg/ear); (Indo) indomethacin (mg/ear); and (Dexa) dexamethasone (mg/ear).

surfactants alone are unable to reduce the interfacial tension
sufficiently to form a microemulsion. Propylene glycol was
added as a cosurfactant to decrease the interfacial tension
and increase the fluidity of the interface. In this case, part
of the propylene glycol content was incorporated into the
surfactant layer, and the other part decreased the polarity
of the water by dissolving in the water. However, a higher
amount of propylene glycol molecules favors formation of
a bicontinuous microemulsion and avoids rigid structures,
such as gels and liquid-crystals [59].

The transparent liquid systems formed by the pseudo-
ternary phase diagram can be used to obtain concentration
ranges of babassu oil, emulsifiers, and the aqueous phase
for microemulsion formulations. A system composed of
39% aqueous phase, 12.2% oil phase, and 48.8% surfactants
(Figure 3, white dot) was selected for physical and morpho-
logical characterization. The selected system exhibited the

typical characteristics of a microemulsion system, such as
slight viscosity, transparency, and stability. In the diagram,
this formulation is found near the borderline of o/w and
bicontinuous microemulsions, which may indicate a tran-
sitional phase structure. In addition, the ratio of system
components favors the formation of oil droplets surrounded
by water, suitable for biological applications.

3.4. Electrical Conductivity. Electrical conductivity is com-
monly used to characterize the microstructure transitions
that occur in microemulsions, that is, transformation from
water-entrapped systems to intermediate structures and then
to water continuous microstructures. Conductivity is low for
reverse structures in nonconducting oil media that have little
interactions with each other. When more water is added to
the system, the conductive droplets begin to contact one
another and form other structures, resulting in increased
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FIGURE 4: The ultrastructure of the babassu microemulsion that
shows clusters of nanodroplets filled with oil, some of which have
merged with one another and are surrounded by the surfactant
interface and aqueous phase.

EC [60]. This phenomenon may have occurred in the ba-
bassu microemulsion because its conductivity value was
20.96 uS/cm.

3.5. Morphological Analysis. The ultrastructure of the ba-
bassu microemulsion was investigated using transmission
electron microscopy (Figure 4). We observed clusters of nan-
odroplets filled with oil that were surrounded by an electron
dense material composed of the surfactant interface bonded
to the aqueous phase. Most of the oil droplets were connected
side by side, but some of them were merging, indicating
a transition to an o/w microemulsion. In addition, thick
peripheral layers surrounding the nanodroplet network were
sometimes observed, which could be related to displacement
of the water and emulsifiers from the inner phase during
system transformation.
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The microemulsion composition and individual charac-
teristics of components define the phase morphology of the
system. As the concentration of water increases, the droplets
increase in size and eventually form a cluster that is consid-
ered infinite. At this stage, the microemulsion possesses a
bicontinuous structure. Further addition of the water phase
transforms the bicontinuous system into an o/w microemul-
sion, where the droplets of the organic phase are surrounded
by the water bath, and the interface is composed of surfactant
species. During each of these transition steps, morphological
phases in intermediate regions may be formed, and the
stability of the system depends on thermodynamic conditions
[60-62].

3.6. SAXS Measurements. SAXS is a well-established tech-
nique used to investigate the morphology, shape, and size of
a multiphase sample, namely, aggregates dispersed in liquids,
to obtain structural information regarding inhomogeneities
based on the difference of electron density in the samples.
This technique provides them with a characteristic length on
the order of tens to hundreds of Angstroms (A) [63, 64].

Figure 5(a) shows the experimental data simulated
according to (3) (see SM). The proposed model fits the
experimental data, which present droplets sizes from 5 to
15 nm with the majority size of approximately 8.7 nm.

The scattering length density difference between the shell
and matrix (A#) for the microemulsion was 8.5 + 0.03 nm,
and the v value was 0.4 + 0.01. The SAXS results showed
that the structure had a thin transition layer between the oil
and aqueous phases. In this case, the surfactant hydrophobic
chains interacted with babassu oil, which was observed as a
small transition region that surrounded the oil droplets in the
TEM micrograph (see Figure 4). S(q) is the Fourier transform
of the pair correlation function, which in turn depends on
the pair potential between micelles. However, the Percus-
Yevick approximation provides an analytical expression for
S(q) for monodisperse particles acting as hard spheres [65].
The structure factor was estimated using the monodisperse
approach. This method only multiplies the size averaged form
factor with the structure factor. The interaction potentials
between the particles are assumed to be spherical, symmetric,
and independent of the particle size [66, 67]. Figure 5(b)
shows the average structure factor for the microemulsion
sample. The peak at approximately ¢ ~ 0.25nm™" in the
S(q) curve indicates the correlation distance between the
oil droplets. Besides, the other peaks at around g ~ 0.50
and 0.78nm™" show that the average interaction potential
distance between the oil droplets was approximately 12 +
0.01 nm.

3.7 DSC Analysis. The thermal behaviors of water in the
microemulsion system were investigated by DSC and com-
pared with that of pure water (Figure 6). Initially, the sam-
ples were cooled to —50°C and then heated to 60°C at a
rate of 10°C/min. The thermal transition for the propylene
glycol sample was not observed in the temperature range.
Pure water showed an endothermic transition near 0°C and
enthalpy of fusion of approximately 330 J/g [68]. Pure babassu
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FIGURE 5: (a) Scattering intensity I of the SAXS measurements as a function of the scattering vector g for the babassu oil microemulsion. The
solid line is the fit according to supplementary file procedure (Equation (S1)). The spherical shell had an average outer radius of R = 8.7 nm and
inner radius of vR = 3.48 + 0.02 nm. The normalized size distribution P(r) as a function of the overall radius (R) is also shown. (b) Structure
factor S(q) for a hard sphere interaction potential of the babassu microemulsion with an average correlation distance (Ry;) of 12 + 0.01 nm

and a volume fraction of 0.14 + 0.001.
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FIGURE 6: DSC thermographs for the babassu microemulsion,
showing a broad endothermic melt transition in two temperature
regions (inset).

oil showed two endothermic peaks at 7 and 25°C that were
related to the melting temperatures of fatty acid components
[69]. The multiple peaks that were observed for the oil sample
are due to the polymorphism of different fatty acid. Most
vegetable oils can be found in at least three crystalline forms,
designated as «, 8, and f8 [70, 71]. The enthalpy of fusion

of pure oil is approximately 100 + 0.02]/g, whereas the
microemulsion sample showed a broad endothermic melt
(fusion) transition in two temperature regions at 11 and 18°C
(Figure 6, inset). It is essential to note that the presence
of a nearby surface alters the thermodynamic properties,
such as freezing point, melting point, and enthalpy [72, 73].
The endothermic transition was not observed at the same
position as pure water. This effect is related to the partial
miscibility of the surfactants and propylene glycol with water
[74]. The literature has shown that the melting temperature
deviation in relation to pure water depends on the nature of
the interaction between the surfactant and water [72, 73, 75].
When the surfactant concentration is low, the transition of
pure water is observed at approximately 0°C. Therefore, when
we are dealing with systems in which the interactions depend
on the concentrations, the surfactant properties can strongly
contribute to the melting temperature and fusion enthalpy.
For this reason, the microemulsion enthalpy decreased by
9.5 +0.2]/g when compared with water and pure oil.

The presence of two melting peaks is a characteristic
behavior of a bicontinuous microemulsion in situations
where the oil phase is composed of a single fatty acid [60, 76—
78]. However, when the oil phase consists of a triglyceride
molecule, which is composed of various fatty acids, this
behavior depends on the interactions of each fatty acid with
the surfactants species. The first peak in the DSC thermogram
of the microemulsion (~11°C) is related to the amount of free
water. The second peak (~18°C) refers to the fusion of the oil
phase in microemulsion. This thermal transition is shifted to
lower temperatures because the fatty acids interact with the
surfactant through the nonpolar head.
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FiGURE 7: Topical anti-inflammatory activity of babassu oil and
microemulsion in PMA-induced ear edema. Results are expressed
as the mean + SEM and analyzed by ANOVA followed by Tukey’s
test with p set at 0.05. Different letters show statistical differences
between groups (p < 0.05). (-) Negative control (acetone); (V)
microemulsion vehicle (48.8% surfactants, 39% aqueous phase, and
12.2% water); babassu oil (uL/ear); (ME) babassu microemulsion
(pL/ear); and (Dexa) dexamethasone (mg/ear).

3.8. Rheological Behavior of the System. The rheological
behavior of the babassu microemulsion is demonstrated in
SM (Figure S5). The shear stress is proportional to increased
shear rate, which is characteristic of Newtonian behavior.
The profile of shear stress versus shear rate for Newtonian
liquids yields a straight line, which is the expected behavior
of microemulsions [79-81]. The average viscosity value for the
babassu microemulsion was approximately 0.29 + 0.1 Pas.

3.9. Topical Anti-Inflammatory Activity of Babassu Microe-
mulsion. The topical anti-inflammatory activity of the ba-
bassu microemulsion compared with pure babassu oil is
shown in Figure 7. Pure babassu oil and 12.2% babassu oil
diluted in acetone inhibited the PMA-induced ear edema by
58.0% (p < 0.001) and 17.5% (not significant), respectively.
The babassu microemulsion inhibited ear edema by 66.2%
(p < 0.001), showing an enhanced activity promoted by the
microemulsification of babassu oil, since babassu oil at 12.2%
(final concentration in the microemulsion) did not have a sig-
nificant effect on this experimental model. Dexamethasone
(0.1 mg/ear) inhibited PMA-induced ear edema by 78.4%
(p <0.001).

Skin permeation enhancement by microemulsions has
been widely studied for several anti-inflammatory drugs,
for example, indomethacin, aspirin, and rofecoxib [82-84].
Microemulsification of babassu oil seems to enhance skin
permeation of anti-inflammatory active compounds found in
the oil, reaching the same percentages of edema inhibition as
pure babassu oil with a much lower oil concentration.

4. Conclusions

In this work, we determined the chemical composition of the
main fatty acids of babassu oil using GC-MS and the results
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were confirmed by 'H and *C NMR spectra. Moreover,
C NMR provided additional information, showing that
triacylglycerol was the only positional fatty acid isomer in the
glycerol backbone.

Babassu oil and lauric showed topical anti-inflammatory
activity in different phlogistic agents-induced ear edema in
mice, probably due to inhibition of AA metabolism and
prostaglandin biosynthesis and/or action, release of his-
tamine and serotonin, and inhibition of preformed cytokine
release.

The developed babassu nanosystem was characterized as
a phase transition microemulsion, which can be considered
similarly bicontinuous as an o/w phase in contrast with
classical microemulsion systems. Addition of more aqueous
phase should form a well-defined o/w microemulsion.

The babassu oil microemulsion obtained here displayed
advantages due to the combined features of bicontinuous and
o/w microemulsions, including very low interfacial tension,
high fluctuating interface, and high solubilizing properties.
This system may have the ability to incorporate hydrophilic
and/or lipophilic drugs that could be released faster than
globular microemulsions with superior stability against the
aqueous biological environment.

Topical anti-inflammatory activity of babassu oil was
enhanced by microemulsification, reaching the same ear
edema inhibition as pure babassu oil at a much lower
concentration. This synthesized nanocarrier represents a new
promising strategy for diseases treatment because babassu
oil contains fatty acids with important biological proper-
ties, such as antioxidant, anti-inflammatory, antitumor, and
antimicrobial.
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