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Resumo

A Etnofarmacologia € a ciéncia que estuda metabdlitos bioativos produzidos por
espécies vegetais tradicionalmente utilizadas pelo homem no tratamento de doencas.
No presente estudo investigamos o potencial farmacoldgico das raizes do pequi
(Caryocar brasiliense), uma espécie arborea utilizada pelas comunidades locais tanto
na alimentacdo como no tratamento de dores e inflamacfes. Apesar da vasta
utilizacdo popular do pequi, pouco se conhece sobre sua composi¢cdo quimica e
potencial medicinal. Assim, tendo como premissa a utilizacdo popular, o objetivo
deste trabalho foi investigar a estabilidade e identificar os metabdlitos secundarios da
casca da raiz do pequi, bem como quantificar compostos fendlicos e taninos totais, e
avaliar biologicamente in vivo a toxicidade aguda em Caenorhabditis elegans e os
efeitos anti-inflamatérios e anti-hiperalgésicos em Mus musculus. O extrato aquoso
da casca das raizes foi obtido de forma similar a utilizacdo popular por extracao
aquosa a frio. O perfil quimico foi determinado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjos de diodo e espectrdmetro de massas
(CLAE-DAD-EM) e a quantificagdo de compostos fendlicos e taninos totais foi
realizado por espectofotometria pelo método Folin-ciocalteau e capacidade de
sequestrar radicais livres pelo método DPPH. Os efeitos de toxicidade do EACb foram
avaliadas in vivo em nematoides C. elegans, os efeitos das atividades anti-
inflamatéria (edema de pata e influxo leucocitario) e anti-hiperalgésica (contor¢céo
abdominal) foram avaliadas em camundongos machos (18-30 g) da linhagem Swiss
utilizando as doses de 1, 16 e 40 mg/Kg do extrato agquoso da casca da raiz de C.
brasiliense (EACb). O EACb mostrou estabilidade em solugdo aquosa, sendo
identificado os compostos derivados de &cido galico, elagico, taninos hidrolisaveis e
saponinas triterpenicas. O EACb ndo demonstrou efeitos téxicos em C. elegans nas
concentragdes (7,5 —1000 pg / mL). A dose compativel com a popular de 16 mg/Kg
apresentou potencial nas atividade anti-inflamatoria e anti-hiperalgésica. Assim, pela
primeira vez conseguimos replicar o método popular, validando a utilizacdo popular
em tratamentos de dor e inflama¢des, demonstrando que o resultado pode ser
relacionado ao perfil quimico encontrado no EACDb.

Palavras-chave: medicina popular, taninos hidrolisaveis, saponinas triterpénicas,
CLAE-DAD-EM.
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Abstract

Based on traditional knowledge Ethnopharmacology studies biologically active plant
metabolites. In the present study, we investigated the medicinal use of pequi
(Caryocar brasiliense), a tree species commonly used both as a food source and on
the treatment of pain and inflammation. Despite wide popular use, there is low
information reported for its chemical composition and biological properties. Therefore,
our aim was to investigate the stability and to indentify the secondary metabolites of
pequi roots, as well as the in vivo effects of toxicity on Caenorhabditis elegans, and
antihiperalgesic and anti-inflammatory effects in Mus musculus. The aqueous extract,
obtained from C. brasiliensis roots using similar popular application, was analyzed by
high performance liquid cromatography coupled to diode-array detector and mass
spectrometry (HLC-DAD-MS) and its chemical profile was determined. The in vivo
ant-inflammatory and antihyperalgesic effect was evaluated using male mice (Swiss
lineage) weighting between 18-30 g and three doses (1, 16, and 40 mg/Kg) of aqueous
extract from C. brasiliense. The extract showed stability in aqueous solution and
Triterpene saponins, gallic and ellagic acid derivatives, and hydrolysable tannins were
identified from the aqueous C. brasiliensis extract (WECb). The WECD did not show
toxicity in C. elegans at the concentrations (7,5 —1000 pg/mL), presented anti-
inflammatory and anti-hyperalgesic activity, at the concentration of 16 mg / kg dose
compatible with the popular use. Thus, for the first time we have been able to replicate
the popular method, validating the popular use in pain and inflammation treatments,
demonstrating that the result can be related to the chemical profile found in EACb
Key-words: Folk medicine, hidrolisable tannins, triterpenic saponin, HLC-DAD-MS.
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l.Introducéo

1.1 Aspectos histoéricos

O ser humano utiliza recursos naturais para fins medicinais desde tempos
imemoriais. Documentacdes antigas, como papiros egipcios, guardam
conhecimentos de como eram sanados 0s problemas de saude cotidianos, utilizando
plantas e outros recursos do ambiente (Corleto, 1993). O conhecimento sobre as
plantas e seus usos era baseado em observacdes, magias ou crencas religiosas
(Sipos et al., 2004).

O papiro de Ebers de 1555 a.C., relata a medicina egipcia e do leste do
Mediterraneo, descrevendo a preparacao e utilizacdo de medicamentos de origem
vegetal, animal e mineral ( Pasquale, 1984). Nesse papiro, por exemplo, foi descrito
0 Opio como sedativo para criancas (Duarte, 2005).

Carl Linnaeu ja havia utilizado o conhecimento dos povos tradicionais no
estudo da botanica durante o século 19, aquela época, seus discipulos enviados as
coldnias europeias no novo mundo recorriam aos conhecimentos dos povos nativos,
documentando a utilizacao das plantas em rituais religiosos, cura e também espécies
alucindgenas, levando ao reconhecimento de novas espécies de plantas (Davis,
1995).

O conhecimento empirico gerado pelos povos tradicionais deu origem a
Etnobiologia, ciéncia responsavel pelo estudo das inter-relacdes entre homem e meio
ambiente, incluindo toda sociedade que desenvolva algum conhecimento a respeito
da biologia e requer ferramentas interdisciplinares para o estudo de culturas
complexas (Posey 1987).

O termo Etnobotanica foi cunhado por Harshberger em 1896, em uma
pesquisa de arqueologia no Canyon Mancos, Colorado (USA), ao revelar a presenca
de plantas durante escavac¢des (Hamilton et al., 2003). Harshberger relacionou o
estudo etnobotanico com aspectos antropolégicos, determinando aspectos de uma
cultura a partir das plantas que eram utilizadas, o local de origem das plantas e do
povo estudado, as rotas de comércio ou outras atividades que estabeleciam relacdes

com a utilizacao de plantas (Harshberger, 1896; Davis, 1995; Gurib-Fakim, 2006).



Atualmente a Etnobotanica é reconhecida como a ramificacdo da Etnobiologia
gue estuda, interpreta e resgata as inter-relacbes dos povos com a diversidade de
espécies vegetais (Prance, 1991), possuindo importancia na perpetuacéao e validacéao
dos conhecimentos populares sobre a biodiversidade, e compilando de forma escrita
sistematizada os conhecimentos tradicionais, 0os quais tem origem na cultura popular
e sao sujeitos a perdas (Leonti, 2011). Schultes (1994) definiu o termo etnobotanica
como o estudo dos usos tecnolégicos, manipulacéo, classificagdo, sistema agricola,
técnicas de conservacao e economia geral e ainda relatou a importancia de plantas
para sociedades iletradas, ressaltando o seu papel na conservacéo, tanto cultural
guanto ambiental.

Os estudos antes restritos a comunidades isoladas e autossustentaveis, com
descricao de listas de espécies e suas utilidades, na sociedade moderna comecaram
a levar em consideracdo as interacdes ecologicas e complexas da sociedade em
transformacao, visando resgatar essas interacées geradoras de conhecimento (Ford,
1978; Hurrel e Pochettino, 2014). Por exemplo, em ambientes urbanos atuais a
interacdo entre as culturas trazidas por imigrantes e povos originarios pode resultar
em novas formas de utilizacdo de plantas nativas, assim como a insercéo espécies
trazidas pelos imigrantes (Hurrel e Pochettino, 2014).

O termo Etnofarmacologia foi utilizado pela primeira vez em 1967 no titulo de
um livro a respeito de alucindgenos (Ethnopharmacological search for psycoactive
Drugs — Busca etnofarmacoldgica para drogas psicoativas) (Heinrich, 2010).
Atualmente a Etnofarmacologia € reconhecida como uma sub-area da etnobotanica,
a qual é responsavel por investigar substancias potencialmente ativas baseados em
antecedentes de utilizacdo popular, criando hipéteses e testando sua eficacia, e
baseando em consideracdo os aspectos socioambientais (Etikin 2001, Elisabetsky
2003, Albuguerque e Hanazaki, 2006).

A Etnofarmacologia € uma ciéncia interdisciplinar que interpreta o
conhecimento das pessoas sobre doencas, os nomes populares das plantas
utilizadas e as variaveis socioambientais, compreendendo os critérios de sele¢céo das
espécies de plantas utilizadas e enfermidades citadas por um determinado grupo de

seres pessoas (Heinrich, 2003; Heinrich et al., 2006).



1.2. Aspectos legais

Em 1992, a Conferéncia das Nacgdes Unidas sobre meio ambiente e
desenvolvimento (ECO 92) incorporou em todos os paises responsabilidades como
desenvolver a¢Bes mais sustentaveis, discutindo o respeito, integridade cultural,
direitos das comunidades indigenas e protecdo dos recursos naturais locais (Brasil,
1995).

No Brasil foi criada a lei 13.123 de 20 de maio de 2015 que regula 0 acesso
ao patriménio genético, bem como, a reparticdo de beneficios econémicos gerados a
partir de produtos regionais. Esta lei ainda, prevé: a protecdo do conhecimento
tradicional; e define: conhecimento tradicional de origem néo identificavel como o
conhecimento tradicional em que ndo héa a possibilidade de vincular a sua origem. No
artigo 6° cria o conselho de gestdo do patriménio genético (CGEN), responsavel por
coordenar e implementar politicas de gestdo do acesso ao patrimdnio genético e
conhecimento tradicional associado a reparticdo de beneficios.

Junto a estas previsdes, 0s estudos passaram a ser normatizados e assim
ocorrendo um progresso nos estudos de Etnobiologia, com as politicas de
normatizacdo evoluindo de forma conjunta as pesquisas na area. Essas medidas
visaram preservar o direito do conhecimento e do ambiente nativo de povos
tradicionais brasileiros reiterando que a preservacdo da biodiversidade cultural,
tradicional garante a descoberta de novos produtos com potencial medicinal (Cordell,
2000).

1.3. Avancos tecnoldgicos e desenvolvimento de produtos naturais

O isolamento e sintese de compostos evoluiram a partir do avanco nas areas
de quimica e fisica, assim, 0s extratos vegetais naturais foram colocados em segundo
plano (Saad et al., 2009). Entretanto, isto vem se modificando, a interacédo sinérgica
gue ocorre entre compostos presentes em extratos vegetais esta se apresentando
mais efetiva, apresentando menos efeitos colaterais em comparacado aos compostos
isolados (Yuan et al., 2017).

Fitoterapicos ou farmacos derivados de produtos naturais sdo originados a
partir de estudos interdisciplinares. Entre os anos de 2000 e 2003 cerca de 30 novos

medicamentos e compostos baseados em medicinas tradicionais foram pesquisados



e validados quanto a atividades anticancerigena, anti-infeciosa, imunossupressora e
no combate a doencas neurolégicas (Butler, 2004).

Os produtos naturais bioativos sdo em grande maioria produzidos pelo
metabolismo secundéario das plantas, envolvendo compostos expressos como
resposta ao ambiente, podendo exercer atividades como atracao de polinizadores ou
na defesa contra patdgenos, entre outros (Simdes et al., 2016).0s compostos do
metabolismo secundario sdo organizados em diferentes categorias, dependendo da
rota biossintética precursora ou semelhancas das estruturas quimicas, tendo como
principais classes os alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, quinonas e terpenos
(Simbes et al, 2016).

A descoberta de compostos a partir de produtos naturais cresceu a partir do
desenvolvimento do acoplamento de técnicas como a espectrometria de massas,
usadas para mensurar a massa molecular e revelar informacdes estruturais das
moléculas organicas (Lancas, 2009).

A espectrometria de massas € baseada na geracdo de ions, que sao
posteriormente separados por um campo elétrico ou magnético em alto vacuo e entao
finalizando com a deteccédo dos ions. O acoplamento da espectrometria de massas a
técnicas de separacdo, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia, vem sendo
aplicada com sucesso na separacdo de compostos a partir de matrizes complexas
com variacao de polaridade de média a alta e pouca volatilidade (Dewick, 2009).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espetrébmetro de
massas com ionizacdo por eletrospray (IES) (CLAE-EM), os ions sdo gerados a
pressao atmosférica ao invés de vacuo. A amostra € misturada a um solvente e entéo
€ pressurizada formando um spray que pode ser ionizado com cargas negativas ou
positivas gerando ions moleculares, moléculas protonadas ou desprotonadas que
sdo analisadas em um analisador de massas que separa 0s ions de acordo com a
relacdo massa/carga (m/z) transformando em sinais elétricos sendo possivel a
analise dos dados e gerar formulas moleculares que permitem a identificacdo de
compostos (Crotti et al., 2006). Estas novas técnicas modernas de identificagédo e
separacao de compostos, associadas ao estudo dos conhecimentos tradicionais
propiciaram grande avanco na descoberta de novos candidatos a farmacos (Butler,
2004; Campbell et al., 2017).



1.4. Aspectos gerais de inflamagéo

No tratamento de processos inflamatérios e dores inflamatérias séo utilizados
comumente medicamentos ndo esteroidais (AINES), porém estes farmacos séo
responsaveis por diversos efeitos colaterais (Batlouni, 2010). Os AINEs atuam na
inibicdo da enzima ciclo-oxigense (COX), dentre diversas funcdes desta enzima, atua
na protecdo da mucosa gastrica.

O processo inflamatério é uma reacédo natural do sistema imunologico de um
organismo em resposta a injurias no organismo, apresentando sinais classicos como
edema, dor, rubor, calor e vermelhidao também chamada de inflamacéo aguda. Caso
estes sintomas ndo sejam solucionados pode acarretar em uma inflamacéo crénica
(Rankin, 2004).

Durante a inflamac&o aguda ocorrem eventos caracteristicos, como 0s eventos
vasculares. No evento vascular a acdo de mediadores pré-estocados como aminas
vasoativas, histamina e serotonina, e de cininas como a bradicinina e mediadores
biolégicos como oxido nitrico (NO) d&o inicio ao processo inflamatorio propiciando a
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, extravasando proteinas e
promovendo o edema (Bohm, 1977). As prostaglandinas juntamente com
interleucinas, aminas vasoativas e bradicininas aumentam a permeabilidade e atuam
na sensibilizacdo de neurdnios periféricos causando hiperalgesia (Balestieri, 2006).

No evento celular, células do sistema imune sdo recrutadas até o local da
inflamacao, principalmente as células polimorfonucleares, por meio do evento de
adesdo e rolamento que ocorre no endotélio vascular (Ley et al., 2007).

Durante o processo inflamatério em resposta a um estimulo, a enzima
fosfolipase Az hidrolisa os fosfolipideos presentes na membrana das células, liberando
acido araquidénico no citoplasma que serve de substrato para duas vias enzimaticas
a ciclo-oxigenase (COX) e a lipo-oxigenase (LOX) que geram os eucosanoides.

Pela via da COX séo geradas as prostaglandinas (PG) que atuam na regulagéo
das respostas do sistema imune, tais como pressao sanguinea, integridade
gastrointestinal e fertilidade (Legler et al., 2010). Durante os processos inflamatorios
as PGs aumentam a dilatacdo arterial e atuam na dor, por estimular neurbénios

sensoriais periféricos (Ricciotti e Fitzgerald, 2011).



JA na via da LOX sdo gerados os leucotrienos (LTB), responsaveis
principalmente por estimular a quimiotaxia de neutrofilos, liberacdo de mediadores,
citocinas pro-inflamatorias como interleucina (IL-6) e vasoconstricdo (Busse, 1998;
Bray, 1986).

Durante os processos inflamatorios ocorrem ainda a liberacdo de mediadores
quimicos e o influxo de células induzindo a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias
como IL-1B e TNF-a (Kraychete et al., 2006), espécies reativas de oxigénio,
prostaglandinas, leucotrienos, bradicinina e histamina (Dray, 1995), entre outras
substancias que levam a sensibilizacdo dos neurdnios periféricos ou nociceptores,

causando dor inflamatéria (Wright, 1999).

1.5. Familia Caryocaraceae: aspectos morfélogicos e etnofarmacoldgicos

A familia Caryocaraceae é encontrada em quase todos os paises Latino-
Americanos, no Sudeste Brasileiro até a Costa Rica. Normalmente tem hébito de
crescimento arboreo, ocorrendo raramente como arbustos ou subarbustos
(Dickson,1990). E constituida por apenas dois géneros Anthodiscus e Caryocar,
formada no total por 25 espécies.

Esta familia apresenta como caracteristicas morfolégicas gerais: estipulas
caducas ou ausentes; folhas pecioladas, trifolioladas, opostas ou alternas e margens
geralmente serreadas, dentadas ou crenadas; flores em racemos terminais,
bissexuais e actinomorfas, filetes soldados na base formando um anel; ovario supero;
fruto do tipo drupa indeiscente, com mesocarpo carnoso, endocarpo duro, lenhoso ou
espinhoso externamente (Ramos et al., 2015).

O género Caryocar apresenta 16 espécies em sua maioria arblrea e
encontradas em areas de cerrado, caatinga, floresta Amazénica e mata Atlantica
(Prance e Silva 1973). Dentre elas o pequi, Caryocar brasiliense Cambess., espécie
nativa do Brasil € encontrada nas fitofisionomias do cerrado (Silva e Batalha 2010),
nas regides Norte, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (Almeida e Silva, 1994).

O pequi € uma espécie arborea que atinge mais de sete metros de altura
dependendo do ambiente que ocupa, de folhas compostas trifolioladas e filotaxia
oposta, apresenta inflorescéncia do tipo racemos corimbosos com 1 a 30 flores

agrupadas e fruto comestivel tipo drupoide de coloracio esverdeada. E uma espécie



hermafrodita que apresenta reproducéo cruzada e necessita de agentes polinizadores
para a fecundacédo. Floragao e frutificagdo ocorrem de setembro a fevereiro e seus
frutos e castanha sdo muito utilizados pela fauna e também muito utilizados pelo ser
humano na culinaria ( Araudjo, 1995; Almeida e Silva, 1994).

A etimologia dos nomes vem de “Cara” do grego Caryon (nucleo ou noz) e
“Kara” (cabecga) devido o formato do fruto e o epiteto especifico “brasiliense” é devido
a espécie ser originaria do Brasil. Popularmente € conhecido como pequi que é
pronunciado em tupi py=(casca) e qui=(espinho) (Carvalho et al., 2015).

O pequi é amplamente explorado, desde os frutos que sdo consumidos em
pratos tipicos, bebidas como licores, preparagéo de derivados como farinha, o 6leo na
culinéria e uso topico e oral para diversas finalidades na medicina alternativa (Almeida
et al, 1998).

Encontramos na literatura alguns dos relatos da utilizacdo de C. brasiliense na
medicina alternativa, como o uso das folhas infusas para tratar problemas ligados a
maternidade, ciclo menstrual (Almeida et al, 1994), as sementes como afrodisiaco
(Mendes e Carlini 2007) e problemas respiratérios (Monteles e Pinheiro, 2007; Souza
Ferreira et al.,, 2015), o Oleo das sementes para asma, bronquite, resfriados e
coqueluche (Rodrigues e Carvalho, 2001) e o fruto macerado para afec¢des da pele
(Messias et al.,, 2015) e para tratar obesidade, diabetes, hipertensdo e labirintite
(Briesky et al., 2012), sendo uma espécie amplamente utilizada possuindo grande
importancia social nas localidades em que ocorre.

Em estudos farmacoldgicos publicados até o ano de 2018, verificados na base
de dados Scifinder, trés espécies da familia Caryocaraceae: Caryocar brasiliense,
Caryocar coriaceum e Caryocar vilossum foram pesquisadas, dando suporte para
alguns dos usos populares ja descritos (Tabela 1). A atividade antioxidante foi a mais
reportada com 12 citagdes, em seguida da atividade anti-inflamatéria com 4 citacdes
e a parte mais estudada sao os frutos e o 6éleo dos frutos que popularmente € um
produto comercializado e de facil acesso as populacdes.

As principais classes de compostos ja identificados para algumas espécies do
género como C. brasiliense, C. coriaceum, C. glabrum e C. vilossum, sdo compostos

fendlicos, compostos triterpénicos, acidos graxos, derivados de acido galico (Roesler



et al., 2008; Figueiredo et al., 2016;Magid et al., 2008; Magid et al., 2006; Marx et al.,
1997).

Nas folhas de C. brasiliense foi relatada a presenca de taninos, esteroides,
triterpenoides, flavonoides, alcaloides e cumarinas, sendo os flavonoides de grande
interesse  farmacolégico por apresentar propriedades anti-inflamatorias,
antiespasmadica, antioxidante e antialérgica, entre outros (Coutinho, 2009; Lopes et
al. 2011).

Um trabalho realizado por Ascari e colaboradores (2010), identificou 12
metabdlitos secundarios na regido do epicarpo e mesocarpo externo, entre estes o
acido galico, acido quinico e quercetina que possuem acéo contra algumas doencas
cronicas e degenerativas como, artrite reumatoide, doenca de Parkinson e doenca de
Alzheimer, além de serem utilizados como matéria prima para a inddstria cosmeética
(Roesler et al., 2008).

Também sédo relatados diversos carotenoides responsaveis pela coloragéao
amarela no fruto de pequi, como: B-caroteno, a-caroteno, criptoflavina, B-criptoxantina,
anteraxantina, zeaxantina e mutatoxantina (Ramos et al. 2001). Esses compostos
possuem acao antioxidante, proporcionando reducao do risco de cancer e acidentes
vasculares (Mathews-Roth, 1991).

Dentre a ampla quantidade de estudos encontrados para a espécie, poucos
trabalhos focaram na avaliacédo das raizes do pequi. Rezende et al. (2011), realizaram
um estudo para testar o potencial alelopatico de extratos de caule e raizes do pequi
na inibicdo da germinacéo do capim colonido (Megathyrsus maximus, Poaceae), uma
planta invasora. Os resultados foram positivos, ocorrendo efeito inibitério da
germinacao das sementes, causada pela presenca de metabdlitos como saponinas,
taninos, cumarinas e alcaloides. Porém, ndo ha descrices mais detalhadas destes
compostos e nao foram encontradas avaliacdes do potencial farmacolégico da casca
da raiz do pequi.

Existem relatos de uso popular da casca raiz do pequi na regidao de Campo
Grande - MS, onde preparados da casca da raiz sao utilizados no tratamento de dor
causada por inflamacfes. Neste contexto, consideramos relevante a pesquisa
etnofarmacologica das raizes, visando o enriquecimento de dados sobre o potencial

farmacol6gico do pequi e resgate deste conhecimento, que parece estar



desaparecendo ou esquecido pelas comunidades. Para isto, este trabalho propde a

realizacdo de testes anti-inflamatoérios e da atividade anti-hiperalgésica, utilizando

extrato aquoso da casca das raizes de Caryocar brasiliense Cambess., com o intuito

de identificar os compostos encontrados na casca desta raiz e confirmar o potencial

anti-inflamatorio e analgésico desta espécie como relatado na utilizacao popular.

Tabela 1:

Levantamento

farmacolégico do género Caryocar.

Estudos

farmacoldgicos de espécies do género Caryocar realizados até o ano de 2018.

Espécie Atividade Parte estudada Preparo Autor
Caryocar antifungico casca do fruto extrato etanolico (Breda et al., 2016)
Brasiliense
Cambess.
antifiingico Oleo essencial das hidrodestilado (Passos et al., 2002)

anti-leishmanicida,
bactericida e antioxidante
anti-nematodos
antihipolipemiante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante e anti-
inflamatério

antioxidante

anti-tripanocida

sementes

folha

polpa do fruto
polpa do fruto
casca do fruto
fruto

casca do fruto
polpa do fruto
polpa do fruto
fruto

semente e polpa do
fruto

semente

6leo da semente

casca

extrato hidroetanodlico
extrato aquoso
desidratado
farinha

extrato aquoso
extrato aquoso
extrato de éter de
petréleo

extrato aquoso
extrato etanolico
extrato etanolico

Oleo prensado a frio

decoccéao

(Paula-Junior et al., 2006)

(Nogueira et al., 2012)

(Teixeira et al., 2013)

(Ledo et al., 2017)

(Machado et al., 2013)

(Monteiro et al., 2015)

(Placido et al., 2015)

(Castro et al., 2008)

(Colombo et al., 2015)

(Roesler et al., 2008)

(Torres et al., 2016)

(Torres et al., 2016)

extrato bruto etanélico (Herzog-soares et al., 2002)



preventivo anticancerigeno

guimiopreventivo em lesBes
preneoplasicas

polpa do fruto

polpa do fruto

6leo extraido com
cloroférmio

6leo extra-virgem

(Miranda-Vilela et al., 2013)

(Palmeira et al., 2015)

Caryocar
coriaceum
Wittm.

Caryocar
villosum
Pers.

antibacteriano

anti-inflamatorio da pele

anti-inflamatorio da pele

anti-inflamatorio da pele

antioxidante

antioxidante

gastroprotetor

hipolipemiante e antioxidante

problemas gastricos
preventivo anti-inflamatério

contra artrite

antigenotoxico

antioxidante

Oleo da polpa do fruto

Oleo da polpa do fruto

Oleo da polpa do fruto

6leo fixo da semente

folhas

folhas

folhas

Oleo da polpa do fruto

6leo da polpa do fruto

polpa do fruto

polpa do fruto

polpa do fruto

extrato hexanico

decantamento/acetato
de etila

produto comercial

produto comercial

extrato hidroalcodlico

extrato hidroalcodlico

extrato hidroalcoolico

decoccdo com
agua/retirando o 6leo
sobrenandante
produto comercial

extracdo com acetato
de etila

liofilizado e dissolvido
em 6leo mineral

extrato de
agua/etanol e acetato
de etila

(Costa et al., 2011)

(Saraiva et al., 2011)

(Oliveira et al., 2010)

(Oliveira et al., 2010)

(Neto et al., 2017)

(Figueiredo et al., 2016)

(Lacerda et al 2017)

(Figueiredo et al., 2016)

(Quirino et al., 2009)

(Oliveira et al., 2015)

(Almeida et al., 2012)

(Chisté et al., 2012)
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2. Objetivos

Realizar um levantamento etnobotanico, avaliar a acao anti-inflamatoria e anti-
hiperalgésica do extrato aquoso da casca da raiz de Caryocar brasiliense (pequi) e

identificar seus constituintes quimicos.

2.1. Objetivos Especificos

- Levantar dados etnobotanicos sobre C. brasiliense;

- Preparar extrato aquoso da casca das raizes do pequi;

- Identificar os compostos quimicos presentes na raiz por meio do CLAE-DAD-EM/EM
- Quantificar o teor fendis e taninos totais;

- Testar a estabilidade dos compostos presentes no extrato aquoso da casca da raiz
de C. brasiliense;

- Determinar o potencial antioxidante da casca da raiz de C. brasiliense.

-Avaliar o potencial de toxicidade de C. brasiliense.

- Avaliar o edema de pata induzido por carragenina apés o tratamento com extrato
aquoso liofilizado das raizes do pequi.

- Avaliar o influxo leucocitario ap6s o tratamento com extrato aquoso liofilizado das
raizes do pequi.

- Avaliar o efeito anti-hiperalgésico apés o tratamento com extrato aquoso liofilizado

das raizes do pequi.
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Abstract

Relevancia etnofarmacoldgica: O pequizeiro é uma arvore muito utilizada
popularmente no Brasil, para fins alimenticios e medicinais. A casca da raiz do
pequizeiro € utilizada popularmente como anti-inflamatério, porém este uso ainda ndo

havia sido investigado.

Objetivos do estudo: Investigar o uso popular da casca raiz do pequi, identificar
possiveis principios ativos e avaliar a toxicidade e efeitos anti-inflamatério e anti-

hiperalgésico in vivo.

Material e método: O extrato aquoso de Caryocar brasiliense foi preparado simulando
0 uso popular (extracdo aquosa a frio, com tempo de extracdo de 1 a 9 dias)
verificando a estabilidade dos compostos nos diferentes tempos de extracdo. A
identificagé@o do perfil quimico foi realizada por CLAE-DAD-EM/EM e quantificagdo de

taninos e compostos fendlicos totais foi verificado através do meétodo de Folin—



Ciocalteu, o potencial antioxidante foi verificado por meio do método DPPH. Foi
testado toxicidade em C. elegans.e potencial farmacoldgico do extrato foi determinado
por meio da avaliacdo anti-inflamatéria no teste de edema de pata e influxo
leucocitarios induzido por carregenina e da avaliagdo anti-hiperalgésica no teste de
contor¢do abdominal induzido por &cido acético.

Resultado: Foi verificado que o extrato ndo apresentou diferengas significativas nos
diferentes tempos de extracédo, apresentando 6,1% de compostos fendlicos totais e
5,0% de taninos totais, atividade antioxidante com ICso de 16,15 + 0,77 pg/mL,
equivalente ao apresentado pelo &cido gélico. O perfil quimico apresentou derivados
de galotaninos, elagitaninos, taninos hidrolisaveis e saponinas triterpénicas. O EACb
nao demonstrou toxicidade em modelo C. elegans, ainda, demonstrou efeitos nas
atividade anti-inflamatéria e anti-hiperalgésica em dose equivalente a utilizada

popularmente.

Conclusao: O uso popular das cascas da raiz do pequi em tratamentos de dor e
inflamacGes pode ser atribuido ao perfil quimico apresentado e as atividades
antioxidantes, anti-inflamatéria e anti-hiperalgésica. Assim, o presente estudo sugere
uma confirmacao da utilizagdo popular desta espécie.

Palavras chaves: Pequi, uso popular, dor, inflamagéo, compostos fendlicos.



1. Introducgéo

A utilizag&o de plantas em tratamentos medicinais é uma pratica muito antiga,
com registros em todos os continentes habitados (Gurib-Fankin, 2006), recentemente
também se reconhecem o0s conhecimentos populares ocorrentes em ambientes
urbanizados (Hurrel e Pochettino, 2014; Bitu et al., 2015). De uma maneira geral,
estudos do conhecimento popular em conjunto com avangos tecnoldgicos aceleram a
descoberta de novos compostos bioativos (Butler, 2004; Ptwardhan, 2005).

O Brasil abriga 20% da biodiversidade vegetal do planeta, (Giuliani et al., 2005).
Na regido central, mais precisamente nas areas de cerrados, ocorre 0 pequizeiro,
Caryocar brasiliense (Silva e Batalha, 2010). Esta arvore produz frutos carnosos
utilizados em pratos tipicos, assim como o 6leo empregado na alimentacdo e uso
toépico como cicatrizante (Araujo, 1995; Rodrigues e Carvalho, 2001; Messias et al,
2015), suas folhas séo utilizadas em infusos para tratar problemas relacionados ao
ciclo menstrual (Almeida et al, 1994).

Alguns estudos farmacoldgicos realizados dao suporte a utilizacdo popular
desta espécie, como potencial anti-inflamatorio e antioxidante do 6leo das sementes
(Torres et al., 2016), como anti-leishmanicida, bactericida e antioxidante das folhas
(Paula-Junior et al., 2006) e Gleo extraido da polpa como preventivo em lesdes pré-
neoplasicas (Palmeira et al., 2015).

A casca da raiz do pequi também é utilizada na medicina popular (Ribeiro et al.,
2017), entretanto ndo foram encontrados estudos sobre sua agdo farmacolégica ou
perfil quimico. Assim, este trabalho teve como objetivo obter informag6es do uso
tradicional de C. brasiliense através de entrevistas etnofarmacoldgicas, determinar o
perfil quimico e testar a estabilidade dos compostos de extratos similares a utilizacéo
popular (aquoso das cascas da raiz) e avaliar as atividades anti-inflamatéria e anti-

hiperalgésica desse extrato, assim como uma possivel toxicidade em C. elegans.



2. Materiais e métodos

2.1. Levantamento dos dados etnofarmacoldgicos

As entrevistas foram realizadas com moradores residentes no bairro Jardim
Noroeste de Campo Grande - MS, com idade maior ou igual a 18 anos, de ambos os
sexos que utilizavam ou conheciam o uso das cascas da raiz de Caryocar brasiliense
em tratamentos de dor e inflamacdes.

Como se tratava de um uso ainda nao investigado na perspectiva da
etnofarmacologia, optou-se pela busca de informagfes por meio de entrevistas semi-
estruturadas (Anexo 8.2) para obtencédo de dados sociodemograficos, etnobotanicos

e etnofarmacoldgicos, utilizando a técnica bola de neve (Bernard, 1988).

2.2. Aspecto ético

O estudo etnobotanico foi aprovado em 12 de julho de 2017 pelo Comité de
Etica para pesquisas com seres humanos (Certificado de Apresentacdo para
Apreciacdo Etica — CAAE — sob o protocolo 64519917.4.0000.0021, Parecer:
2.169.092). As entrevistas ocorreram ap0s a leitura e assinatura do termo de
consentimento livre esclarecido, apresentado no inicio das abordagens aos

informantes (Anexo 8.1).

2.3. Coleta do material vegetal

As amostras vegetais utilizadas foram coletadas na Reserva Particular de
Patriménio Natural da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (RPPN-UFMS)
(20°27' S e 54°37' W, 530), mediante a autorizacdo ambiental do Sistema de
autorizacéo e informacdo em biodiversidade (SISBIO) - de niumero 55367-2 (Anexo
8.3). O material vegetal foi identificado, e uma exsicata foi depositada no herbério da
UFMS com o registro 64278 CG-MS.

2.4. Preparo do extrato vegetal e teste de estabilidade dos compostos
O preparo do extrato foi baseado nos relatos dos entrevistados. As raizes foram
higienizadas com agua, a casca da raiz foi retirada e seca em estufa a 40° C (3,5 Kg

teve rendimento de19,16% de matéria seca), e triturados em moinho de facas.



A fim de testar a estabilidade dos compostos em solu¢gbes aquosas foram
utilizados 4 mg de planta e 2 mL de agua deionizada, sendo mantidos a 5° C, repetindo
isto em nove recipientes. Porém cada uma dessas amostras apresentavam um tempo
de extracao diferente, de 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 e 216 h, sendo analisadas
em duplicatas.

Todas as amostras provenientes dos diferentes tempos de extracdo foram
analisadas em um cromatografo UFLC Shimadzu LC-20AD acoplado a detectores
arranjo de diodos (DAD) e espectrometro de massas microTOFIIl (Bruker Daltonics)
com fonte de ionizagcao por eletrospray e analisadores de massas quadrupolo-Time-
of-flight (IES-QTOF). As analises foram monitoradas entre 240-800nm e obtidas nos
modos de ionizagdo positiva e negativa (m/z 120-1300). Para a andlise foi utilizada
uma coluna C-18 (Kinetex, 2.6 um, 150 x mm, Phenomenex) e pré-coluna de mesma
fase estacionaria. Como fase movel foi utilizada adgua (fase A) e acetonitrila (fase B)
contendo 0,1% de &cido férmico. O seguinte gradiente de eluig&o foi aplicado: 1-8min
a 3% B-; 8-30min de 3 a 25% B; 30-60min de 25 a 80% de B-; e 8min para o
recondicionamento da coluna. Foi utilizado fluxo de 0,3mL/min

Os dados brutos obtidos foram alinhados no software Metalign (Lommen,
2009).0s dados obtidos do alinhamento foram 264 sinais de massas que
posteriormente foram reagrupados no software Msclust, programa que agrupa os ions
de um mesmo composto (Tikunov et al., 2012), resultando no total de 63 metabdlitos
reconstruidos, que posteriormente foram analisados na plataforma MetaboAnalyst 4.0
(Chong et al., 2018).

Apos o teste de estabilidade, foi realizada uma extracdo em maior escala para
posterior utilizacdo nos ensaios bioldgicos, sendo aplicado o tempo de extracdo
otimizado. Foi utilizado 10 g de planta em 500 mL de agua Milli-Q mantidos por 72
horas a 5° C. Posteriormente, o extrato aquoso foi liofilizado, apresentando um
rendimento de 14%, e foi denominado extrato aquoso de Caryocar brasiliense (EACD).

2.5. Perfil quimico do EACDb
A identificacdo dos compostos foi realizada pelo método descrito no item 2.4,
utilizando dados de fragmentacéo, comparagdo com a literatura e padrbes auténticos

do acido galico e acido elagico.



2.6. Quantificacdo de compostos fendlicos e taninos totais do extrato aquoso
da cascadaraiz de C. brasiliense (EACD)

O método utilizado para quantificar compostos fenodlicos e taninos é descrita
por Herald e colaboradores, (2012). Inicialmente o EACb foi diluido em 5mL de 4gua
na concentracéo de 10 mg/mL e entdo retirado 3 mL para a quantificagao de taninos
totais. 3 mL de extrato foi centrifugado por 60 minutos com p6-de-pele, o sobrenadante
foi retirado e por diferenca do que precipitou foi obtido a quantificacéo de taninos totais.

Em uma placa de 96 pocos foi realizado a diluicdo seriada em triplicatas e um
grupo controle, da aliquota tratada com p6-de-pele, o extrato inicial na concentragéo
23, 46, 93, 187 e 375 pg/uL e o acido galico a 1 mg/mL utilizado para a obtencao da
curva padrdo nas concentracdes de 23, 46, 93, 187 e 375 pg/uL. O reagente Folin-
Ciocalteu diluido em &gua 1:1 v:v foi pipetado em cada poco agindo por seis minutos,
em seguida foi pipetado Na2COs (6xido nitrico), apds uma hora e meia foi realizada a
leitura das absorbancias no comprimento de onda 765 nm em espectrofotbmetro
SpectraMax Plus 384. Taninos e fenois foram calculados em mg/g equivalentes a
acido galico usando a equacéo da linha obtida da curva padréo y = 0.2588x + 0.0027,
R =0,999.

2.7. Determinacédo da atividade antioxidante através do método de sequestro de
radicais livres (DPPH)

A capacidade de EACb sequestrar o radical livre DPPH foi avaliado conforme
descrito por Fukomoto e colaboradores (2000). 0,002g/mL do extrato foi diluido em
200 pL de agua e 800 puL de metanol (2:8, v/v) nas concentracfes (222,22; 111,11;
55,56; 27,78; 13,89; 6,94; 3,47; 1,74; 0,87 e 0,43 pg/mL) adicionado 1 mL de solucao
de DPPH a 0,4 mM em metanol.

A mistura foi deixada no escuro por seis horas e a absorbancia mensurada a
516 nm. O flavonoide quercetina foi utilizado como padrdo de referéncia nas
concentracbes (55,56; 27,78; 13,89; 6,94; 3,47; 1,74; 0,87; 0,43; 0,22; 0,11; 0,05 e
0,03 pg/mL). A capacidade de sequestrar os radicais DPPH foi depois calculada em
relacdo ao controle (que contém todos os reagentes sem a amostra de teste). A

capacidade de eliminagéo de DPPH foi calculado de acordo com a seguinte equagao:



(%)= [(Abscontrol -AbSamostra) /AbScontrole] X 100.

2.8. Ensaios bioldgicos

2.9. Avaliacéo de toxicidade aguda in vivo em Caenorhabditis elegans

A estirpe N2 (tipo selvagem) do nematoide Caenorhabditis elegans obtidas do
Caenorhabditis Genetics Center (CGC), foi incubada a 20 °C em placas de Petri
contendo Nematoide Growth Medium (NGM), e alimentados com a cepa OP50-1 de
Escherichia coli. A cultura do nematoide foi sincronizada através do tratamento de
hermafroditas gravidas com hipoclorito de sédio (2%) e hidréxido de sodio (5 M).

O ensaio de toxicidade para o EACDb foi realizado em C. elegans (Lewis e
Fleming, 1995) em placas de 96 pocos. Cada poco continha 20 nematoides no estagio
L4, que foram incubados por 24 e 48 horas a 20 °C com o EACb em diferentes
concentragbes (7,5 —1000 pg/mL) em meio M9. Para avaliar a viabilidade os
nematoides foram tocados com um fio de platina. Para a manipulacdo e a avaliacao
dos nematoides, foi utilizado um estereomicroscépio modelo Motic SMZ-168 (British
Columbia, Canada). Os dados foram calculados a partir de trés experimentos

independentes em triplicatas.

2.10. Avaliacéo biolégica in vivo em animais

Foram utilizados camundongos (linhagem Swiss), adultos, machos, pesando
entre 18-30g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS). Os mesmos foram mantidos no biotério de experimentacéo do
Laboratério de Farmacologia e Inflamacédo /UFMS a temperatura de 22°C, com ciclo
claro/escuro de 12 horas, recebendo ragdo padrdo (NUVITAL CR®) e 4gua a vontade.
ApGs a utilizagdo, os animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO2. Os
experimentos foram conduzidos de acordo com as normas estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados
pela Comissdo de Etica em Pesquisas com Animais — CEUA/ UFMS (Protocolo n°
842/2017, Anexo 4).
Delineamento experimental: em todos 0s ensaios 0s animais receberam o pré-

tratamento por via oral (v.0.; gavage), 60 minutos antes da administracéo do estimulo


https://en.wikipedia.org/wiki/Caenorhabditis_elegans

por via intraplantar (i.pl.) ou intraperitoneal (i.p.), conforme descrito nos itens 2.11 e
2.12. A dose de escolha foi baseada na utilizada popularmente equivalente a um
punhado para uma preparacao fitoterapica de um litro de agua, utilizada por uma
semana, representado aproximadamente dose diaria de 16 mg/Kg, a partir desta dose

inicial testamos uma dose inferior de 1mg/Kg e uma dose superior de 40 mg/Kg.

2.11. Avaliacéao anti-inflamatoria

2.11.1. Avaliacdo do extrato aguoso de Caryocar brasiliense (EACb) sobre de

edema de patainduzido por Carragenina

O ensaio foi realizado de acordo com o método adaptado descrito por Winter e

colaboradores (1962). Neste ensaio a pata direita posterior de cada animal foi
utilizada como controle. Apés o pré-tratamento, 0s animais receberam uma injecao
via intraplantar (i.pl.) de carragenina (Cg) 1% (40uL/pata) na pata esquerda
posterior, sendo a outra pata utilizada como controle (solugdo salina 0,9%, 40
uL/pata). Feito isso, o volume das patas foi avaliado apos os intervalos de 30, 60,
120, 240 minutos da injecdo do estimulo, por meio de um pletismémetro digital
(Insight®). O edema foi determinado pela diferencga entre os volumes da pata controle
e da pata tratada. O resultado foi expresso em mL.

2.11.2. Avaliacdo do extrato aguoso de Caryocar brasiliense (EACb) sobre
influxo leucocitario induzido por Carragenina
A determinacdo do infiltrado leucocitario para a cavidade peritoneal foi
conduzida de acordo com o0 método descrito por Souza; Ferreira (1985). Apos o pré-
tratamento, os animais receberam 0,5 mL de Cg 1% intraperitoneal (i.p). Quatro
horas ap0s a inje¢do da Cg, os animais foram submetidos a eutanasia em camara
de CO:2 e em seguida foi avaliado o influxo leucocitario para a cavidade peritoneal.
A cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL de solucao salina tamponada (PBS)
heparinizada a 0,1% contendo albumina sérica bovina (3%) a 1%. Apéds, foram
realizadas a coleta do exsudato peritoneal e as contagens total e diferencial das
células. Para a contagem total dos leucocitos, foram retirados 10 pL do exsudato e
acrescidos de 190 ul do Liquido de Turk, e realizada a contagem em camara de

Neubauer. Para a contagem diferencial, o exsudato foi centrifugado a 1000 rpm/ 10



min. O sobrenadante foi armazenado, o sedimento ressuspendido em 200 pL de
albumina bovina a 3% e distribuido em laminas que foram coradas com o corante
HEMA3® para posterior contagem diferencial das células. As células foram
classificadas como mononucleares ou polimorfonucleares de acordo com critérios

morfolégicos. Os resultados foram expressos em nimero de células por mm?.

2.12. Avaliacdo anti-hiperalgésica
2.12.1. Avaliacdo do extrato aguoso de Caryocar brasiliense (EACb) sobre
contor¢cdo abdominal induzida pelo &cido acético
O ensaio foi conduzido de acordo com o método descrito por Koster et al.,
(1959). ApGs o pré-tratamento, a solucao de acido acético a 0,6% (v/v), diluido em
agua destilada foi administrada por via i.p. em um volume de 10 mL/Kg de peso. O
namero de contor¢Bes abdominais apresentado pelos animais foi registrado durante
30 minutos (min) apés a inje¢do do estimulo. Os resultados foram expressos em

nameros de contorcdes.

2.13. Analise estatistica

Para a identificacdo de compostos os dados foram submetidos a uma analise
de agrupamento com auxilio do software Metalign, com obtencé&o de 263 sinais de
massas que posteriormente foram reagrupados no software Msclust, com total de 63
metabolitos reconstruidos, sendo analisados na plataforma MetaboAnalyst 4.0.

Para os ensaios biolégicos o programa utilizado foi o Graph Pad Prisma®
(versao5.0). Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM). A comparacao entre grupos, para determinacdo dos niveis de significancia foi
realizada por meio da analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias (ensaio de
edema de pata) seguida pelo teste de Tukey. Diferencas com P< 0,05 foram

consideradas significativas.



3. Resultados

3.1. Levantamento dos dados etnofarmacolégicos

Dentre os dados sociodemograficos levantados encontram-se a idade dos dois
entrevistados (cinquenta e oitenta anos de idade) e a residéncia deles no local ha mais
de cinco anos. Um tinha nivel de escolaridade fundamental completo e o outro superior
completo. Ambos preferencialmente adotavam tratamentos alternativos com plantas e
alegaram ter aprendido sobre plantas medicinais com familiares e vizinhos.

Outro dado apontado foi a forma de utilizacdo e preparo das raizes de C.
brasiliense, os dois entrevistados alegaram coletar a raiz em qualquer época do ano
em arvores de facil acesso, esse material era higienizado com agua e seco. Para
preparar o macerado utilizam como forma de medida uma mé&o cheia (20 mg)
contendo casca da raiz misturado a 1 litro de 4gua e armazenado em local refrigerado
por até uma semana, mantendo o tratamento até os sintomas desaparecerem,
chegando até trés meses de uso.

Os sintomas tratados pelo extrato aguoso de C. brasilense incluiam dor crénica
e aguda nos 0ssos e coluna apos a realizacdo de movimentos que exigem muita forca
ou dor originado por desgaste natural, sintomas que eram tratadas com medicamentos
anti-inflamatorio e analgésico e sem melhora ou com ocorréncia de efeitos colaterais

procuraram a utilizacao da casca da raiz do pequi.

3.2. Teste de estabilidade durante diferentes tempos de extracéo

Os extratos aquosos foram mantidos em maceracdo e analisados por CLAE-
DAD-EM a cada 24h até 9 dias. Os compostos nao apresentarem diferencas
gualitativas significativas durante os diferentes tempos de extracdo, com excecao do
grupo 9 (216 h) como pode ser observado no dendograma (Figura 1). Porém este
tempo 9 (216 h) esta além do maximo (7 dias) periodo de uso do macerado a frio da
casca da raiz do pequi segundo os relatos populares.

O heatmap (Figura 2) apresenta menor intensidade de varios compostos ap6s
nove dias (216 h), esta auséncia pode ser resultado da degradacdo dos metabdlitos
devido ao elevado tempo de extracdo, ligacbes O-glicosidicas caracteristicas dos

derivados de acido galico e derivados do acido elagico presentes no EACb, podem



ser quebradas em um processo de hidrélise, gerando monémeros do acido galico ou
acido elagico, os quais devido a limitada solubilidade em agua podem precipitar.
Sendo assim, o tempo de 72 h de extracao foi escolhido, de maneira aleatoria,

para o preparo do extrato utilizado nos ensaios biolégicos e de caracterizacao quimica.
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A8-192h

A5-120h

A4-96h

—— A1-24h

A3-72h

A2-48h

A9-216h

| I | | 1 I
250000 200000 150000 100000 50000 0

Figura 1. Dendrograma referente ao teste de estabilidade dos compostos
em diferentes tempos de extragdo. As amostras (A) com respectivos tempos
de extracdo (24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h, 168 h, 192 h e 216 h), foram

agrupadas de acordo com a similaridade dos compostos.



Classe
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Figura 2: Heatmap referente ao teste de estabilidade dos compostos do extrato
aquoso da raiz de C. brasiliense (EACb). Apresentando a intensidade dos
compostos (cores frias: menor intensidade; cores quentes: maior intensidade) nas
amostras (A) com seus respectivos tempos de extracéo (24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h,
144 h, 168 h, 192 h e 216 h). A amostra nove 9 (216 h) apresentou menor intensidade
de compostos.



3.3. Caracterizacdo quimica
3.4. Analise do perfil quimico

A analise dos dados obtidos por CLAE-DAD-EM/EM, foi possivel observar 35
picos no cromatograma (Figura 3), levando identificacdo das seguintes classes taninos
hidrolisaveis, derivados de &cido galico, de acido elagico e triterpénicos (Tabela 2). As
identificacbes foram baseadas na absorcdo no UV e padrbes de fragmentacdo
encontrados na literatura, o nivel de identificacdo de forma numérica dos compostos
foi baseado na classificacédo de Salek e colaboradores (2013), sendo que 1 € atribuido
a compostos identificados por comparacdo com padrdes, 2 para compostos
putativamente identificados, 3 para caracteristicas da classe e 4 para compostos nao
identificados.

Os taninos sdo conhecidos por formar complexos com celulose, pectinas,
alcaloides e principalmente proteinas, e estarem relacionados com sabor adstringente
em diversos frutos (Swain and Bate-smith, 1962). Esta classe é constituida por dois
grupos: os taninos condensados que séo oligdmeros de catequina ligados por ligacdes
C-C e os taninos hidrolisaveis que séo oligbmeros de acido galico (galotaninos) e/ou
acido elagico ou acido hexahidroxidifénico (elagitaninos).

O espectro de UV apresentado para acido gélico apresenta uma absorcéo
centrada em 275 nm e o acido elagico apresenta uma primeira banda com 250 nm e
segunda banda 375 nm.

Os galotaninos s@o conhecidos por apresentar ions fragmentos com perdas
consecutivas de grupos de galoil [M-H-152] ou seguidos de uma perda consecutiva
de uma molécula de agua [M-H-170]. Os elagitaninos apresentam ions fragmentos
produzidos a partir de perdas de unidades galoil [M-H-152]7 e HHDP
(Hexahidroxidifenil) ou &cido elagico [M-H-301], sendo este ultimo utilizado para
diferenciar as classes de galotaninos e elagitaninos (Mena et al., 2012).

Os picos 4 a 6, descritos na tabela 2, apresentaram fragmentos m/z [M-H-170]
~e UV em torno de 270 nm, caracteristicos dos derivados de acido galico,Sendo que
o pico 5 foi confirmado com padrbes auténticos. O pico 7 (m/z 637,0709 [M-H] -,
C26H21019") ndo apresentou este fragmento, sendo somente classificado através do
UV em 273 nm. O pico 8 (m/z 483,0778 [M-H], C20H19014") apresentou os fragmentos
[M-H-170] e [M-H-313] que indicam a perda de duas por¢cdes de galoil, indicando



provavelmente que possa ser um acido O-hexosil digaloil (Mammela et al., 2000; Mena
et al., 2012; Santos et al., 2013).

Os picos 9 (m/z 625,0632 [M-H]?, Cs3H39036) e 10 (m/z 801,0829 [M-H],
C34H25023") foram identificados como derivados de tanino hidrolisavel, por apresentar
a massa acima de 500, porém néo foi possivel encontrar na literatura dados sobre a
fragmentacdo de compostos compativeis com a composicdo molecular do pico 9,
entretanto, o pico 10 segundo a literatura € compativel com o acido malotinico
(Giacomini et al., 2014), sendo necesséaria a comparacdo com o padrdo deste
composto para sua confirmacao definitiva.

Os picos 11 (m/z 433,0445 [M-H], Ci9H130127); 12 (m/z 301,0001 [M-HJ],
C14Hs0sg); 14 (m/z 447,0584 [M-H], (C20H150127), 15 m/z 461,0732 [M-H], (C21H17012"
) e 17 (m/z 599,0687 [M-H]", C34H150117) apresentaram UV com duas bandas em 259
e 360 nm, compativeis com derivados do acido elagico que foram comparados com
padrdes auténticos, ja o pico 16 (m/z 649,1455 [M-H], C22H33022") ndo apresentou UV
devido a baixa concentracdo, nomeado como desconhecido, porém apresentou um
ion fragmento de m/z 169 [M-H]  (C7Hs0s), indicando a presenga de um grupo galoil.
A fragmentacdo demonstra a perda do grupo HHDP para o pico 11, identificado
possivelmente como acido elagico ligado a uma pentose (Tavares et al., 2016), o pico
12 com fragmento (m/z 229 [M-H] ,Ci12HsOs) foi identificado como o acido elagico
(Riehle et al., 2014).

O pico 13 (m/z 447,0585 [M-H], C20H15012") com ion fragmento de m/z 300 [M-
H] (C14Hs0s") foi identificado como acido O-metil-O-pentosil-elagico com fragmento
m/z 300 [M-H],C14HsOs e 0 pico 14 (m/z 447,0584 [M-H], C20H150127) com ion
fragmento de m/z 315 [M-H],CisHs0s™ foi identificado como acido O-deoxihexosil-
elagico, com fragmento (315 [M-H],CisHsOs) equivale a perda de um residuo de
hexose com diferenca de 15u (CHs) (Alvaréz-Fernandez et al., 2015; Santos et al.,
2013; Aab et al., 2007; Ambigaipalan et al., 2017).

O pico 15 (m/z 461,0732 [M-H], C21Hi7O12) com UV e fragmentos
caracteristicos de derivados de acido elagico, foi putativamente identificado como O-
metil-O-pentosil-acido elagico (Alvaréz-Fernandez et al., 2015).

O pico 17 (m/z 599,0687 [M-H] -, C34H15011°) apresentou os ions fragmentos de
m/z 447, C20H15012° e 301 [M-H], Ci14Hs0s), sem dados de UV (atribuido a baixa



concentracdo), porém devido ao fragmento de m/z 301 [M-H] (C14HsOsg)
correspondem com a massa e formula do acido elagico identificado este pico como
um derivado do acido elagico.

Os picos 17 a 35 do cromatograma foram caracterizados apenas em nivel 4,
sugerindo que esses compostos pertencem a classe das saponinas triterpénicas por
apresentarem caracteristicas como auséncia do UV e massa molecular elevada, nesta
classe o UV tem pouca importancia, pois normalmente estes compostos néo
apresentam cromoforos.

O pico 24 (m/z 1019,5104 [M-H] -, Ca9Hs0022") apresentou ions fragmentos de
m/z 973 (CasH770207), 811 (Ca2He67027), 583 (C3sHs1077), 487 (C30H47057), e 0 pico 29
(m/z 1003,5160 [M-H] , Ca9Hs0021") apresentou os ions fragmentos de m/z 957
(Ca8H780197), 795 (Ca2He70147), 567 (Cs3sHs106) € 471 (C30H4704), sendo que os
fragmentos de m/z 487 (C3oH4705) e 471 (C3oH47047) sao relativos as agliconas
triterpénicas, assim estes compostos sao derivados triterpénicos (Luo et al., 2015;
Mohammed et al., 2016).
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Figura 3: Perfil quimico do extrato aquoso da casca da raiz de C. brasiliense

(EACDb). Cromatogramas de ions totais apresentando os perfis quimico de nove




extratos aquosos obtidos nos tempos de extracao 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192
e 216 h.



Tabela 2: Compostos identificados por CLAE-DAD-EM a partir do extrato

aquoso daraiz de C. brasiliense (EACb). Dados cromatograficos, massa sobre

carga (m/z) e fragmentos (MS/MS) de compostos identificados no extrato aquoso

das raizes de C. brasiliense

Picos Composto proposto NI RT [M-H] (m/z) F.M. MS/MS fragmentos
(min)
1 Desconhecido 4 1 288,9357 -
2 Desconhecido 4 1,2 683,2256 C12H22011 341 (C12H210117); 179 (CsH1106)
3 Desconhecido 4 15 485,0613 CioH18015 -
4 Acido O-hexosil galoil 3 22 331,0692 Ci3H16010 169 (C7HsO5)
5 Acido gélico 1 25 169,0149 C7He0s
6 ACidO 0O-hexosil ganiI 3 3,5 331,068 C13 H16 010 169 (C7H505-)
7 Derivado do acido galico 3 10 637,0709 CsH22019 -
8 Acido O-hexosil digaloil 3 15,2 483,0778 Ca0H20014 313 (Ci3H1309); 241 (C10Hs077); 169
(C7H5057)
9 Derivado de tanino 3 19 625,06322- Cs3H40036 301(C14Hs057);169(C7Hs05)
10 Derivado de tanino 3 20,5 8010,829 C34H25023 633 (C20H25023-); 425 (C9H13019-);300
(C14Hs057)
11 Acido O-pentosil elagico 3 229 433,0445 CioH14012 433 (C19H130127); 301 (C14HsOs)
12 Acido elégico 1 23,2 301,0001 C14H60s 229 (Cy12Hs05)
13 Acido O-metil-o-pentosil 3 23,7 447,0585 CH16012 300 (Ci4Hs0se)
eldgico
14 ACidO O-deoxihexosil- 3 26,3 447,0584 C20H15012 315 (C15H508 9"),' 300 (C14H508)
eldgico
15 ACidO O-metil-o-pentosil 3 27,6 461,0732 C21H13012 315 (C15H508—)
eldgico
16 Derivado do acido elégico 4 29 599,0687 C34H15011 447(C20H15012—);301 (C14H508—)
17 Desconhecido 4 31,3 503,0856 C3H20013 -
18 Desconhecido 4 325 503,083 Cx3Hy0013 -
19 Desconhecido 4 33 613,0869 CiH26021 -
20 Desconhecido 4 395 1297,6088 Cso Hog O30 ---
21 Desconhecido 4 397 1267,5960 CsoHogO29 -
22 Desconhecido 4 399 1181,5626 CssHooO27 -
23 Desconhecido 4 401 1151,5532 Cs4HgsO26 -
24 Derivado triterpénico 4 40,2 1019,5104 Ca9H79072 973 (C43H77020_); 811 (C42H5702_); 583
(CasHs1077);487 (CaaHa707),
25 Desconhecido 4 403 1135,5578 CsqHgg027 -
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26 Desconhecido 4 40,3 1105,5449 C46Ho0029  ---

27 Desconhecido 4 40,9 1165,5994 C4gHosO31 ---

28 Desconhecido 4 41,2 1135,5578 Cs3HgsO23  ---

29 Derivado triterpénico 4 413 1003,5160 CaoHg0021 957 (CagH780197); 795 (Ca2He70147); 567

(C3sHs1067);471 (C30H4704)

30 Desconhecido 4 429 1103,5302 Cs3HgsO24 -

31 Desconhecido 4 43 1265,5791 CsoHosOp9 -

32 Desconhecido 4 43,2 1235,5719 CsgHo2O28 -

33 Desconhecido 4 43,3 971,4826 C4gH76020  ---

34 Desconhecido 4 435 1103,532 Cy6HgsO29 -

35 Desconhecido 4 444 809,4332 CsHesO15 -

NI: nivel de identificagdo; TR: Tempo de retencédo; FM: Formula molecular; UV: espectro ultravioleta

Acido O-metil-o-pentosil elagico
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3.5. Quantificacdo de compostos fendlicos e taninos totais do extrato
aquoso de C. brasiliense (EACb)

O EACb apresentou em média 60 mg/g, referente a 6,1 % de compostos
fendlicos totais e 50 mg/g, referente a 5,0 % de taninos totais em equivalentes de
acido galico.

3.6. Determinacao da atividade antioxidante através do método de sequestro
de radicais livres (DPPH) do extrato aguoso de C. brasiliense (EACb)

O extrato EACb demonstrou potencial de sequestrar radicais livres
apresentando 1Cso de 16,15 + 0,77 ug/mL, o mesmo foi comparado com a

guercetina que apresentou ICsode 1,73 £ 0,10 pg/mL.

3.7. Ensaios bioldgicos
3.8. Efeito de toxicidade do extrato aquoso de Caryocar brasiliense (EACD)
in vivo em Caenorhabditis elegans

O EACDb néo foi toxico aos nematdédeos apds 24 h (Figura 4 A) e 48 h

(Figura 4 B) de incubacédo nas concentracfes avaliadas (7,5 — 1000 pg/mL).

A-Toxicidade aguda -24h B-Toxicidade aguda 48h
100 | — 100- —
1 Controle
—_ - mm EACb
c\\c/ 75 < 75-
@ [
o °
§ 50 g 50-
3 8
> 251 > 25
0 — 0 .
Control 7,5 15,5 31,5 625 125 250 500 1000 Control 7,5 15,5 31,5 625 125 250 500 1000
Concentragéo (pg/mL) Concentragao (ug/mL)

Figura4: Toxicidade in vivo em Caenorhabditis elegans. O extrato aquoso de
C.brasiliense (EACD) contra C. elegans incubado por 24 h (A) e 48 h (B).
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3.9. Efeito anti-inflamatorio
3.9.1. Efeito do extrato aquoso de Caryocar brasiliense (EACb) sobre o edema
de patainduzido por carragenina

A carragenina 1% induziu edema de pata em todos os horarios avaliados de
30, 60, 120 e 240 minutos. O pré-tratamento com EACb diminuiu o volume da pata
ja nos primeiros horarios (30 e 60 minutos) nas doses de 16 mg/Kg (0.050 = 0.007)
e 40 mg/Kg (0.049 + 0.011), o que significa uma diminuicdo de aproximadamente
30% em relacdo ao controle nao tratado (0.072 + 0.007), este efeito foi préximo ao
da indomentacina (0.047 + 0.007). Nos tempos de 120 e 140 min os efeitos se
mantiveram nas doses de 16 mg (0.032 £ 0.012) e de 40 mg (0.027 + 0.010) (Tabela
3).
Tabela 3: Efeito do pré-tratamento com o extrato aquoso da casca da raiz de
C. brasiliense (EACb) sobre o edema de pata induzido pela injecao

intraplantar de Carregenina. A dose de 16 mg/Kg é a baseada na utilizacao

popular.
Grupo Dose Edema de pata (mL) e inibi¢c&o (%)
(mg/Kg)
30 min (%) 60 min (%) 120 min (%) 240 min (%)

Veiculo

(agua) 0.072+0.007 - 0.070 + - 0.047 + - 0.050 + -
0.012 0,002 0.004

Indo 15 0.047 £0.007 34.0* 0.058 + 17.1  0.048 + - 0.053 + -
0.008 0.004 0.005

EACD 1 0.072+0.007 - 0.050 + 28.6 0.052 + - 0.055 £ -
0.007 0.013 0.018

EACD 16 0.050+0.007 30.6 0.048 + 314 0.032 + 319 0.058 -
0.017 0.012 0.014

EACD 40 0.049+0.011 319 0.034 + 51.4* 0.027 + 42.6* 0.060 -
0.015 0.010 0.010

Os animais (n=5 animais/grupo) foram pré-tratados com agua, indometacina(Indo) ou extrato aquoso das raizes de Caryocar
brasiliense (EACb), v.0., 60 min antes do estimulo. O edema foi avaliado em diferentes periodos apés a administragcao de Cg 1
%. Anova de duas vias, seguido pelo teste de Bonferroni, *P<0.05 e **P<0.01 quando comparado ao grupo que recebeu o

veiculo.
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3.9.2. Efeito do extrato aquoso de Caryocar brasiliense (EACb) sobre o
infiltrado leucocitario para a cavidade peritoneal de camundongos induzido
por carragenina

Apés quatro horas da inje¢éo i.p. de Cg 1% causou um aumento no namero
de leucoécitos mononucleares (MN) (2399 + 298,5 MN/mms3) para a cavidade
peritoneal dos camundongos quando comparado ao grupo que recebeu solucéo
salina 0,9 % (1940 + 249,7 MN/mm?3). Ndo houve reducéo da migracéo dos MN
para a cavidade peritoneal ap6s o pré-tratamento com o anti-inflamatério
indometacina (1990 + 489,1 MN/mm3) e nem com EACb 1 (2035 + 265,0 MN/mm3),
EACb 16 (1292 + 262,6 MN/mm?3) e EACb 40 (1204 + 210,2 MN/mm3).

Na analise do infiltrado de células polimorfonucleares (PMN) observou-se
que ainjecdo de Cg 1% induziu o aumento do niumero dessas células (2212 + 282,6
PMN/mm?3) quando comparado ao grupo que recebeu solucao salina 0,9 % (97,3 £
19,6 PMN/mm3). A indometacina inibiu o influxo de PMN em 51,3 % e o pré-
tratamento com EACb também foi eficaz na reducdo do niumero dessas células
inibindo 30,3 % de 1 mg/kg; 60,8 % 16 mg/kg e 74,2 % 40 mg/kg.
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Figura 5: Efeito do tratamento com extrato aquoso de Caryocar brasiliense

(EACB) sobre o influxo de leucdcitos induzido por carragenina 1% (Cg). Os
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animais foram pré- tratados com agua, EACb ou indometacina (Indo), v.o., 60
minutos antes da injecdo de Cg. Apos 4 horas foi avaliado o influxo, leucocitos
mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN). Resultados expressos como
média + EPM (n= 6). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. #p < 0,05
(comparado ao grupo que recebeu salina); *p<0,05; **p < 0,01; **p < 0,001

(comparado ao grupo que recebeu Cg).

3.10. Efeito anti-hiperalgésico
3.10.1. Efeito do extrato aquoso de Caryocar brasiliense (EACb) sobre a
contorcdo abdominal induzida pelo acido acético

A injecdo intraperitoneal de &cido acético 0,6% induziu 75,3 + 115
contor¢fes nos animais que receberam agua (controle negativo). O tratamento com
anti-inflamatério padrdo (Indometacina 15 mg/Kg; controle positivo) reduziu o
namero de contorcdes em 92,0 % (6,0 + 4,2 contor¢cdes). O EACb na dose de 1
mg/Kg néo foi eficaz nesta reducao, enquanto as doses de 16 mg/Kg e 40 mg/Kg
inibiram em 60,8 % (29,5 = 7,9 contorcdes) e 70,3 % (22,4 £ 7,6 contor¢cdes),

respectivamente (Figura 5).

Bl /igua (10 mL/ Kg)

o 1007 ] indo (15 mg/ Kg)

g ES EAcb 1 (1 mg/Kg)
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Figura 6: Efeito do pré-tratamento com o (EACb) sobre as contorcdes
abdominais induzidas pelo acido acético. Os animais foram pré-tratados 60 min
antes do estimulo, v.o. com &gua, indometacina (Indo) ou EACb (n = 5
animais/grupo). Apos, receberam o estimulo — injecdo via i.p. de &cido acético 0,6%

(10 mL/Kg) e o numero de contorgdes foi registrado durante 30 min. Os resultados
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foram expressos como meédia + EPM. * p< 0,05, **p< 0,01 e **p< 0,001 (comparado

ao grupo tratado com agua). ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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4. Discusséo

No presente estudo pela primeira vez a utilizacdo popular das cascas da raiz
do pequi foi avaliada por métodos cientificos baseados na etnobotanica, sendo
determinada sua estabilidade quimica, capacidade antioxidante, efeitos tdxicos e a
realizacdo de testes farmacoldgicos para avaliar a atividade anti-inflamatoria e anti-
hiperalgésica.

O pequi é utilizado em comunidades tradicionais do cerrado, como os indios
da etnia Kuikuro que consomem o pequi na alimentacao e celebram a colheita do
fruto (Smith e Fausto, 2016) como também em comunidades regionais. Ribeiro et
al. (2017), relataram a utilizacéo da raiz do pequi em uma comunidade ribeirinha
do Araguaia (Mato Grosso, Brasil) em tratamentos medicinais como infec¢des
gerais, dor de ouvido, asma, bronquite, expectorante, pneumonia, dor de
estdbmago, fissuras nas maos e nos pés, dores nas costas e rins.

Entretanto, pela primeira vez foi relatado o modo de preparacao da raiz do
pequi. As informagdes obtidas com os entrevistados da forma de preparo, do tempo
de utilizacdo, foram seguidas no ensaio de estabilidade dos compostos. Permitindo
verificar que a forma de utilizacdo popular ndo interfere na composicao quimica, e
gue ao longo de sete dias (168 horas) a preparacao fitoterapica demonstrou
caracteristicas quimicas semelhantes e a partir deste periodo os compostos podem
comecar a degradar.

O extrato aquoso da casca da raiz de C. brasiliense reproduzido segundo o
meétodo de preparo popular demonstrou um perfil quimico variado, com compostos
das classes dos taninos hidrolisaveis, derivados de acidos galico elagico, e
saponinas triterpénicas. Assim como ja encontrado no género Caryocar compostos
fendlicos, triterpénicos, acidos graxos e derivados de acido galico (Roesler et al.,
2008; Figueiredo et al., 2016; Magid et al., 2008; Magid et al., 2006; Marx et al.,
1997).

A presenca de compostos como taninos, acido elagico, acido galico,
esteroides, triterpenoides, flavonoides, alcaloides e cumarinas, ja foi relatada nas
folhas de C. brasiliense (Coutinho, 2009; Lopes et al., 2011). Na regido do epicarpo
e mesocarpo externo dos frutos, ja foram identificados: acido galico, acido quinico
e quercetina (Ascari et al., 2010; Roesler et al., 2008, Rocha et al., 2015).
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O EACb demonstrou capacidade de sequestrar radicais livres apresentando
ICs0 de 16,15 + 0,77 pug/mL, esse resultado pode ser relacionado a porcentagem
da quantificacdo dos compostos fendlicos totais que foi de 6,1 % e 5,0% de taninos
totais assim como em outros trabalhos apontam que a relacdo de compostos
fendlicos e taninos encontrados em extratos vegetais aumentam o potencial
antioxidante (Mustafa et al., 2010; Nahak et al., 2014). O efeito antioxidante é
atribuido ao numero de grupos hidroxilas encontrados no anel aromatico
caracteristico de compostos fendlicos (Wang et al., 2003).

Na literatura diversos estudos demostram taxas inferiores a esta
apresentada pelo EACb; Zheng e Whang (2001) apresentaram 12 ervas
medicinais, destacando Cantharantus roseus com 2.85 + 0.11 mg/g de fendis totais
(equivalentes de &cido galico) e capacidade antioxidante de 22.30 + 0.54 pumol
(equivalentes de Trolox). Outras plantas descritas na medicina popular como
Hypericum perforatum L. apresentou taninos totais (8,67+0,002 g/100 g) exibindo
potencial antioxidante de 77,6% + 0,5 (Zheleva-Dimitrova et al., 2010). A avaliacao
das raizes de Echinaceae spp., espécies popularmente utilizadas como anti-
inflamatorias, obteve 23.23 + 0.33 mg/g de fendis totais, identificando um composto
fendlico chamado echinoside que demonstrou ICso 6.6 £ 0,7 uM (Pellati et al.,
2004). Assim, esta alta capacidade antioxidante pode ser explorada em futuros
trabalhos e contribuir para as atividades aqui observadas.

O EACDb néo apresentou efeitos toxicos ou letais em modelo C. elegans. O
nematéide C. elegans € um modelo experimental bem utilizado para se obter
resultados rapidos em estudos farmacoldgicos de toxicidade devido ao ciclo de vida
curto, alta taxa de reproducéo e representar um organismo multicelular (Dengg et
al., 2004). Em um trabalho de Lima et al. (2014), compostos fendlicos presentes no
extrato de llex paraguariensis A. ST. Hil exibiu efeitos protetores em C. elegans,
aumentando a vida atil do nematéide, isto pode indicar que compostos fendlicos
encontrados no EACb podem ser os responsaveis causando um efeito protetor e
nao toxico.

Em estudos etnofarmacoldgicos o extrato hidroetanélico das folhas de
Caryocar coriaceum demonstrou atividade anti-inflamatéria diminuindo edema de

orelha, efeito que foi atribuido a presenca de compostos fendlicos antioxidantes
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gue podem ter acao redutora de agentes oxidativos, responsaveis por induzirem
estresse oxidativo e liberacao de citocinas (Araruna et al., 2014).

Apesar de o 6leo dos frutos de C. brasiliense ja ter demonstrado atividade
anti-inflamatdria em tecidos hepéaticos, diminuindo a concentragdo de interleucinas
(IL-6) e leucotrienos (LTB-4) (Torres et al., 2006). Esta € a primeira vez que acdes
anti-inflamatdria e anti-hiperalgésica em dose similar as utilizadas popularmente da
casca da raiz de C. brasiliense estdo sendo demostradas.

O extrato aquoso da casca da raiz de C. brasiliense (EACDb) reduziu o edema
nos tempos iniciais do experimento, mantendo o efeito de reducdo do edema de
pata nas horas posteriores. O pré-tratamento com EACb apds quatro horas
também diminuiu significativamente o nimero de células polimorfonucleares na
cavidade peritoneal dos camundongos.

No teste de edema de pata segundo Di Rosa e colaboradores,1971a, os
primeiros 60 minutos da resposta inflamatdria aguda induzida pela carragenina sao
caracterizados por eventos de aumento da permeabilidade vascular e liberacao de
histamina, serotonina e bradicininina. A partir da segunda hora ocorre o
envolvimento de prostaglandinas (PG), (Posadas et al.,, 20014, Di Rosa et al.,
1971b) da enzima ciclo-oxigenase (COX-2) e oxido nitrico (NO), produzindo os
sinais classicos de uma inflamacdo como edema, vermelhiddo, calor e dor (Seibert
et al., 1994).

A producado de prostaglandinas séo ativadas pela acdo da enzima ciclo-
oxigenase (COX) através da via enzimatica do acido araquidbénico (Vane e
Botting,1995). As prostaglandinas principalmente as prostaglandinas (PGE-2 e
PG12) atuam na vasodilatagdo do musculo liso vascular, estimulam citocinas, e
sensibilizam nociceptores periféricos induzindo dor inflamatéria (Kidd e Urban,
2001).

Na fase celular, as células polimorfonucleares migram para o local da
inflamacéo por meio de eventos desencadeados por mediadores quimiotaticos
derivados da lipo-oxigenase (5-LOX), leucotrienos (LTB-4), fator de necrose
tumoral (TNFq e interleucinas IL-1, IL-8 (Beck et al., 1997). Os leucotrienos
induzem o aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio, citocinas proé-
inflamatorias como TNF-a, apoptose celular e reduz a proliferacdo celular (Funk,
2001).
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Larrosa et al. (2010) listaram compostos derivados de galatoninos e
elagitaninos com potencial anti-inflamatorio. O composto punicalagin, apresenta
efeito de inibicdo do oxidrico nitrico (NO), interleucinas (IL-6) e (IL-1B) e fator de
necrose tumoral (TNF-a) (Xu et al., 2014). O geranin um derivado de elagitanino
inibiu a enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOs) e oxido nitrico (NO) (Pan et
al., 200). Derivado de galatonino teve acédo de inibicdo de enzimas e citocinas
iINOS, COX-2, TNF-q, IL-1B, da producdo de NO e PGE-2 e inibicdo da proteina
nuclear-Kappa -B (NF-KB) responséavel pela regulacdo genética de citocinas pro-
inflamatorias (Na et al., 2006).

As saponinas triterpénicas identificadas no EACb, compostos conhecidos
por aumentarem a solubilidade e biodisponibilidade de outros compostos bioativos
(Cote et al., 2004;), podem estar relacionados a atividade anti-inflamatoria, por
apresentarem acédo de inibicdo de niveis de mediadores pro-inflamatérios como o
TNF-q, IL-6, expressdo de COX-2 inibindo liberacdo de PGE-2 (Wan, et al., 2012)
e diminuindo a agéo de NO (Thao, et al., 2010; Wu et al 2011).

Os extratos de Mangifera indica e Punica granatum, popularmente utilizados
em processo inflamatérios, s&@o ricos em galotaninos e elagitaninos,
respectivamente (Kim et al., 2016). A atividade anti-inflamatéria destas espécies
esta relacionada com a inibicdo de enzimas como a COX-2 e iNOs e de citocinas
como o TNF-a (Marquéz et al., 2010; Rosillo et al., 2012).

A avaliacdo do extrato de Geranium robertianum rico em elagitaninos
apontou atividade anti-inflamatoéria devido ao seu potencial antioxidante e de
inibicdo de NO (Catarino et al., 2017). O extrato das sementes de framboesa preta
apresentaram atividade antioxidante e anti-inflamatéria por inibicdo de NO,
apresentando elagitaninos como compostos majoritarios.(Park et al., 2014).

Foi verificado a acdo anti-inflamatéria do acido elagico em lesdes
pulmonares aguda de camundongos, por meio da reducao dos produtos induzidos
por COX-2 sendo este resultado comparados aos efeitos do medicamento
glucocorticoide dexametasona amplamente utilizado em processos inflamatérios
por agir na regulacdo de genes responséaveis pela indugcdo de COX-2 e iINOS
levando a inibicdo da producéo de prostaglandinas e citocinas (Favarin et al., 2013;
Tsurufuji e Takemasa, 1979). A enzima iNOs esta presente durante reacdes

inflamatoérias induzindo a producdo de NO que atua no aumentando da
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permeabilidade vascular em tecidos de vasos sanguineos, podendo causar dano
tecidual e citoxicidade celular (Radomski e Salas, 1995).

O &cido acético quando injetado na cavidade peritoneal dos camundongos
ativam diretamente fibras nociceptivas aferentes primarias ou indiretamente iniciam
uma inflamacédo sensibilizando os nociceptores mediado por substancias como
prostaglandinas, serotonina, bradicinina, histamina liberadas por mastoécitos e
neutrdfilos, além de citocinas (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a) liberadas por macrofagos
residentes (Ballou et al, 2000; Ribeiro et al,2000; Basbaum, 2001).

O pré-tratamento com EACb diminuiu o0 nimero de contor¢cdes nos animais,
este efeito pode ser relacionado aos compostos derivados de acido galico e elagico
presentes no EACDb. Nesse sentido, Moreira et al. (2013) isolaram corilagin um
composto derivado de tanino hidrolisavel da espécie Phillanthus niruri utilizada
popularmente em processos de dor, ao ser testada diminuiu o numero de
contor¢cdes abdominais indiretamente em camundongos atuando como anti-

inflamatdério por inibir NO.
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5. Concluséo

Com os dados etnofarmacoldgicos foi possivel determinar o modo de
preparo popular do extrato da casca da raiz do pequi. Sendo possivel determinar
gue o tempo de uso popular ndo leva a altera¢des quimicas significativas. Podemos
considerar o EACb um excelente antioxidante e isto pode estar relacionado a
guantidade de fendis e taninos. Além do mais, este extrato ndo apresentou efeitos
toxicos em modelo de C. elegans. Ja o efeito anti-inflamatdério e anti-hiperalgesico
verificado pode ser relacionado aos compostos identificados no perfil quimico,
principalmente os derivados de acido galico e elagico. Esses resultados podem
indicar que a utilizacdo popular da casca da raiz do pequi pode ser fundamentado
e relacionado aos compostos presentes no EACb e os testes avaliados neste
estudo, dando suporte a utilizagao popular e contribuindo para o registro e protecao

do conhecimento popular.
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8.Anexos

8.1.Termo de consentimento livre e esclarecido

Convidamos a Sr.2 ou Sr.°, para participar da Pesquisa Estudo etnofarmacologico
da atividade anti-inflamatéria e analgésica das raizes do pequi (Caryocar brasiliense
Cambess), sob a responsabilidade da pesquisadora Ellen Pereira da Silva Maciel, a qual
pretende investigar o potencial medicinal da raiz do pequi. Sua participacéo é voluntéria e
se dara por meio de fornecimento de informacgdes através de entrevista durante cerca de
uma hora, sobre os métodos de utilizacdo e tratamentos realizados com a raiz do pequi,
tais informagBes ndo trardo nenhum prejuizo a pessoa entrevistada. Se vocé aceitar
participar, estara contribuindo para a identificacdo dos compostos que possuem acao
terapéutica da raiz desta espécie. Se depois de consentir em sua participacdo quiser
desistir de continuar participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente
do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. A/O Sr. ndo terd nenhuma despesa e
também n&o receberd nenhuma remuneragdo. Os resultados da pesquisa serdo
analisados e publicados, mas sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em
sigilo. Para qualquer outra informacdo, a/o Sr. podera entrar em contato com o
pesquisador, pelo telefone (67)9130-9009 ou (67)3345-7366. Para perguntas sobre seus
direitos como participante no estudo chame o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFMS, no telefone (067) 33457187.
Consentimento pds-informagéao

Eu, , fui

informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracéo,
e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que néo
vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento é emitido em duas vias
gue serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um

de nés.

Assinatura do participante

Assinatura do Pesquisador Responsavel Data: / / Campo Grande - MS
2017.
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8.2. Roteiro de entrevista

FICHA ETNOFARMACOLOGICA

A. Dados do entrevistado.

1. Idade (em anos)
2.Sexo F ()M ()

3. H& quanto tempo mora no local (comunidade, cidade):

4. Grau de escolaridade

a.() analfabeto b.() ensino fundamental incompleto c.() ensino fundamental completo
d.() ensino médio incompleto e.() ensino médio completo f.( ) superior incompleto

g.( ) superior completo

5. Renda - niumero de salarios minimos: a. () 1 () entre 2 e 3 () mais de 4

6. Qual é a sua ocupacao?

Dados etnobotanicos

B. Preparo e utilizagao

1. Vocé conhece algum uso medicinal da arvore do pequi? a. () sim b. () ndo

2. Qual a parte da arvore do pequi voceé ja utilizou? a.() raiz b. () caule c.() casca d. ()
e.() frutof. () flor g. () outros

3.Vocé ja utilizou utiliza/utilizou a raiz do pequi? a. () sim b. () ndo

4. Como vocé aprendeu ou quem lhe indicou a utilizagédo da raiz do pequi em tratamentc
medicinais?

a.() internet/tv b. (') familiares c.() com raizeiros d. () com vizinhos/amigos

5. Onde ou como vocé adquire a raiz de pequi?a. () mercado/feira b. () familiares c. ()
raizeiros

d. () com vizinhos/amigos

6. Existe uma melhor época, horario do dia, ou lua, que vocé indica coletar a raiz do pec
a. () Sim b. () Nao Qual:

7. Qual parte da raiz de pequi é utilizada no preparado? a. () A raiz toda

b. () Somente o meio da raiz c. () apenas a casca superficial da raiz

8. Como é preparada a raiz do pequi para 0 consumo?

a. () Infus@o b. ()Decocgéo c. () Macerado 1. () Agua 2. () Leite 3. () Alcool 4. () Outr

chés
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10. Qual a quantidade de raiz é utilizada neste preparado?

11. Onde e como é armazenado o preparado de raiz de pequi? Como: a. () fresco b. ()
Onde: a. () No armario b. () Na geladeira c. () No congelador d. () Ao ar livre

12. Quanto tempo mantem o preparado armazenado para consumo?

13. Quanto tempo dura o tratamento?

14. Quantas vezes por dia € consumido o preparado de raiz de pequi?

15. Qual é o melhor horario para ingerir a raiz do pequi?

16. Vocé notou algum efeito indesejado ao utilizar a raiz do pequi? a. () Sim b. () N&o ¢
sim, quais?

17. Ha contra indicacdes ao utilizar a raiz do pequi? a. () Sim b. () Nao Se sim, quais?
18. Ha quanto tempo ja utiliza esta planta medicinal?

19. Além da raiz, vocé utiliza outra parte da arvore de pequi, para qué?

20. Qual a importancia que vocé da para a utilizacdo de plantas medicinais como tratam
de doencas?

C. Diagnéstico da doencga

1. Quais sintomas vocé pretende tratar ao utilizar raiz de pequi?

a. () Dor () cabeca () juntas () coluna () ossos () cansaco () lombar

b. () Febre () calor no corpo () queimacéo () frio no corpo () vermelhidéo () edema
c. () Fraqueza () nos membros I/S () pés/maos () cabeca () costas

d. () Inchaco () nos membros () no estomago () pés e méaos

e. () Rigidez

f. () Machucados

Outros:

2. Vocé ja procurou o médico antes para tratar estes sintomas? a. () Sim b. () Nao

3. Vocé ja utilizou algum medicamento que o médico prescreveu anteriormente? #
Sim b. () Nao Se Sim, Qual?

4. Vocé sabe como e quando comecgou estes sintomas?

5. Vocé sente dor? Se sim, esta dor €: a. () aguda b.() intensa c.( ) tipo ardor

70



8.3. Autorizacao SISBio

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fingico e microbiolégico

| Numero: 55367-2 | Data da Emissao: 15/08/2016 16:53

Dados do titular

|Nome: Ellen Pereira da Silva Maciel |CF'F: 030.942.091-14

Observacoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliqguem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biol6gicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difuséo ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizacéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

A autorizagdo ndo eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: |) do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades
forem realizadas em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizagdo fundiaria encontra-se em curso;
II} da comunidade indigena envolvida, ouvido o érgédo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; lll) do Conselho de
Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em area indispensavel a seguranga nacional; IV) da autoridade maritima, quando as atividades
de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do Departamento Nacional da Produgao Mineral, quando a pesquisa visar a exploragao de
depositos fossiliferos ou a extragdo de espécimes fosseis; VI) do 6rgéo gestor da unidade de conservagio estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

3 | O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

E necessario a obtengéo de anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como de consentimento do responséavel pela area, publica ou privada, onde sera

4 realizada a atividade

5 Este documento ndo abrange a coleta de vegetais hidrobios, tendo em vista que o Decreto-Lei n° 221/1967 e o Art. 36 da Lei n° 9.605/1998 estabelecem a
necessidade de obtenc&o de autorizagdo para coleta de vegetais hidrébios para fins cientificos..

5 Este documento nao é valido para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingao; b) recebimento ou envio

de material biolégico ao exterior; e c) realizagdo de pesquisa em unidade de conservac&o federal ou em caverna.

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

Esse documento nao eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) da comunidade indigena envolvida, ouvido o érgac indigenista oficial,
quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Il) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em
8 | area indispensavel a seguranga nacional; Ill) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; IV) do
Departamento Nacional da Produgdo Mineral, quando a pesquisa visar a exploragao de depositos fossiliferos ou a extragao de espécimes fosseis; V) do 6rgéo gestor
da unidade de conservacgéo estadual, distrital ou municipal, dentre outra

Téaxons autorizados

# Nivel taxonomico Taxon(s)

1 | FAMILIA Caryocaraceae

2 | REINO Plantae

Este documento (Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiolégico) foi expedido com base na Instrugéo Normativa
n® 03/2014. Através do codigo de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio

da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 43412953 “Hlmml ‘lHl”l“l‘

[ Pagina 1/1 |

71



7.4. Certificado do comité de ética de animais (CEUA)




