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RESUMO

VISCARDI, Danieli Zuntini, M.S; Universidade Federal da Grande Dourados, abril de
2017. Investigacdo da Atividade Anti-Inflamatoria, Antidepressiva e Analise
Toxicoldgica de Oleo Essencial e da Polpa Microencapsulada de Campomanesia
adamantium. Orientadora: Dra. Eliana Janet Sanjinez Argandofia. Co-orientadoras:
Dra. Candida Aparecida Leite Kassuya e Dra. Iriani Rodrigues Maldonade.

Campomanesia adamantium (Myrtaceae) ¢ uma planta medicinal distribuida pelo
Cerrado Brasileiro cujos frutos apresentam substancias bioativas do ponto de vista
nutricional e funcional, como &cido ascérbico, compostos fendlicos, terpenoides e
outros. O presente trabalho avaliou os efeitos anti-inflamatérios e anti-hiperalgésicos do
6leo essencial de semente e casca e da polpa microencapsulada de C. adamantium. O
0leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo em aparelho do tipo de Clevenger. As
microcépsulas consistiram da atomizacdo de amostras preparadas usando 24% de
agentes encapsulantes, sendo 8% maltodextrina, 8% goma arabica e 8% de quitosana,
16% é&gua destilada e 60% polpa de guavira. Modelos experimentais de inflamacao
aguda de edema de pata e pleurisia, atividade nociceptiva, hiperalgesia aguda foram
testads em camundongos, bem como a toxicidade aguda, subaguda e reprodutiva da
polpa microencapsulada em modelos de animais. A administracao oral de 6leo essencial
de C. adamantium nas doses de 100 e 300 mg/kg diminuiram significativamente a
formacdo do edema de pata, enquanto na pleurisia as doses de 100 e 300 mg/kg
diminuiram significativamente o nimero total de leucdcitos no lavado pleural. Houve
reducdo na primeira e segunda fase do teste de nocicepcao induzida por formalina. Para
a polpa microencapsulada de C. adamantium foi observada reducdo significativa na
migracdo de leucdcitos apds 4 horas de injecdo de carragenina para ambas as doses
testadas de 100 e 300 mg/kg, com relagdo ao edema de pata, houve inibi¢cdo em todos os
tempos, € a inibicdo maxima alcancada foi com a dose de 300 mg/kg. As doses de 100 e
300 mg/kg também reduziram o tempo de lambedura nas fases inflamatorias do teste de
nocicepc¢do induzida por formalina. Em hiperalgesia induzida por CFA, houve aumento
significativo no limiar de retirada da pata ap6s o décimo dia de tratamento em
compara¢do com o grupo controle. A toxicidade aguda foi avaliada através da
administracdo oral de doses Unicas de 175, 560, 1792 e 2000 mg/kg da polpa
microencapsulada em ratos machos. Comportamento geral e sinais clinicos de
toxicidade foram observados durante 14 dias. Nos testes de toxicidade subaguda, as
fémeas receberam 1000 ou 2000 mg/kg/dia (via oral) da polpa microencapsulada
durante 28 dias. Desta forma, no presente estudo, demonstrou-se que o 6leo essencial
extraido da semente e da casca e a polpa microencapsulada de C. adamantium sdo
agentes anti-inflamatorios, anti-hiperalgesicos. A polpa microencapsulada pode ser
considerada segura sem causar toxicidade. A microencapsulagao por atomizagao provou
ser uma tecnica eficiente na preservacdo dos componentes bioativos da polpa da
guavira.

Palavras-chave: guavira; inflamacéo, hiperalgesia, atomizagéo, microcapsulas.
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ABSTRACT

VISCARDI, Danieli Zuntini, M.S; Universidade Federal da Grande Dourados, april of
2017. Investigation of the Anti-Inflammatory Activity, Antidepressive and
Toxicological Analysis of Essential Oil and the Microencapsulated Pulp of
Campomanesia adamantium.. Adviser: Dr. Eliana Janet Sanjinez-Argandofia. Co-
adviser: Dr. Candida Aparecida Leite Kassuya and Dr. Iriani Rodrigues Maldonade.

Campomanesia adamantium (Myrtaceae) is a medicinal plant distributed in the
Brazilian Savannah, whose fruits present bioactive substances from a nutritional and
functional point of view, such as ascorbic acid, phenolic compounds, terpenoids and
others. The present work evaluated the anti-inflammatory and anti-hyperalgesic effects
of the seed and peel of essential oil and the microencapsulated pulp of C. adamantium.
The essential oil was obtained by hydrodistillation in a Clevenger type apparatus.. The
microcapsules consisted of the atomization of samples prepared using encapsulating
agents (24%), like maltodextrin (8%), gum Arabic (8%) and chitosan (8%), distilled
water (16%) and guava pulp (60%). Experimental models of acute inflammation of paw
oedema and pleurisy,, nociceptive activity, acute hyperalgesia were tested in mice as
well as acute, subacute and reproductive toxicity of microencapsulated pulp in animal
models. Oral administration of essential oil of C. adamantium at doses of 100 and 300
mg/kg significantly decreased the formation of paw oedema, while in pleurisy at doses
of 100 and 300 mg/kg significantly decreased the total number of leukocytes in pleural
lavage. There was a reduction in the first and second phases of the formalin-induced
nociception test. For the microencapsulated pulp of C. adamantium, a significant
reduction in the leukocyte migration was observed after 4 hours of carrageenan
injection for both doses of 100 and 300 mg/kg, in relation to paw oedema, there was an
inhibition at all times, and the maximum inhibition achieved was at the dose of 300
mg/kg. The doses of 100 and 300 mg/kg also reduced the licking time in the
inflammatory phases of the formalin-induced nociception test. In CFA-induced
hyperalgesia, there was a significant increase in the paw withdrawal threshold after the
10th day of treatment compared to the control group. Acute toxicity was assessed by
oral administration of single doses at 175, 560, 1792 and 2000 mg/kg of
microencapsulated pulp in male rats. General behavior and clinical signs of toxicity
were observed for 14 days. In the subacute toxicity tests, females received 1000 or 2000
mg/kg/day (oral) of the microencapsulated pulp for 28 days. Thus, in the present study,
it was demonstrated that the essential oil extracted from the seed and peel and the
microencapsulated pulp of C. adamantium are anti-inflammatory, anti-hyperalgesic
agents. The microencapsulated pulp can be considered safe without causing toxicity.
The microencapsulation by atomization proved to be an efficient technique for the
preservation of the bioactive components of guavira pulp.

Keywords: guavira; inflammation; hyperalgesy; atomization; microcapsules
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1. INTRODUCAO

O Cerrado é considerado o segundo maior bioma do Brasil e da América do
Sul ocupando cerca de um quarto do territdrio brasileiro. Apresenta alta biodiversidade,
por reunir grande variedade de flora encontrada nos diferentes tipos fisiondmicos de
paisagens que incluem campos, savanas, veredas e florestas, determinadas por variagdes
conforme topografia e disponibilidade de agua (PEIXOTO et al., 2016). Entre as
peculiaridades do Cerrado pode-se ressaltar sua riqueza em espécies frutiferas nativas
com propriedades nutricionais e compostos bioativos importantes para a saude humana,

aliados ao bom paladar.

As fruteiras nativas no ecossistema do Cerrado ocupam lugar de destaque e tém
sido alvo de diversos estudos, com grande potencial de utilizacdo pela populacéo local.
Dentre as espécies, os frutos de Campomanesia adamantium destacam-se pelo aroma
peculiar e sabor adocicado, sendo consumidos in natura ou processados na forma de
sucos, licores, sorvetes, geleias e doces diversos (VIEIRA et al., 2006; CLERICI et al.,
2011). As folhas e os frutos sdo empregados no tratamento de diarreias, inflamacdes,
além de possuirem propriedades reestruturantes, auxiliando na digestdo (RAMOS et al.,
2007).

O fruto da C. adamantium, popularmente conhecido como guavira apresenta
macronutrientes essenciais importantes para a salude humana, porém € sazonal e
altamente perecivel, sendo o periodo de colheita de setembro a novembro. A polpa
apresenta baixo valor energético devido a reduzida concentragdo de lipideos, contudo
é rica em compostos fendlicos, vitamina C e B-caroteno (MALTA et al., 2012;
SANTOS et al.,, 2013), esses compostos sdo formados durante o metabolismo

secundario das plantas e atuam como agente antioxidante.

O papel dos antioxidantes naturais na prevencdo de doengas como cancer,
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas € amplamente conhecido. Desta forma,
diversos estudos tém investigado frutas, hortalicas e cereais como fonte desses
compostos (MALTA et al.,2012; CHUNG, 2016).

Embora a polpa da C. adamantium tenha potencial para ser utilizada na
industria de alimentos e como flavorizante na industria de bebidas, em funcdo dos
atributos relatados (CAMPOS et al., 2012), a sua alta perecibilidade dificulta sua



utilizacdo. Uma das técnicas para prolongar a vida util da polpa é a desidratacdo por
atomizagdo (OLIVEIRA et al., 2015). A atomizacdo é uma alternativa para preservar
constituintes funcionais, aumentar a estabilidade do produto, viabilizar seu consumo

fora da época de coleta, bem como reduzir custos de embalagem e armazenamento.

O processo de atomizagdo envolve a pulverizacdo de alimento liquido em meio
quente resultando na rapida evaporacdo da &gua. O diferencial deste processo € o tempo
de permanéncia do produto no secador, o que é favoravel a conservacdo de produto ou

de substancias termossensiveis.

Além da polpa, é possivel aproveitar a casca e a semente dos frutos extraindo
6leos volateis ou essenciais que apresentam substancias aromaticas e principios ativos
que permitem a elaboracdo de novos produtos para uso medicinal, alimenticio ou
cosmético. Estudos realizados com folhas de C. adamantium comprovaram sua acdo na
reducdo do processo inflamat6rio em modelo animal induzido por carragenina, além das
propriedades antinociceptivas relacionadas com a modulacdo da liberacdo de
mediadores inflamatérios envolvidos na nocicep¢do, como por exemplo, o fator de
necrose tumoral (TNF) e a interleucina-10 (IL-10) (FERREIRA et al., 2013).
Recentemente, estudos cientificos mostraram ainda efeito na redugdo do nivel de
colesterol (KLAFKE et al., 2010; VIECILI et al., 2014), na prevencdo de tromboses
(KLAFKE et al., 2012), bem como na acdo anti-inflamatéria (SOUZA et al., 2014).

Diante de todas essas possibilidades de aplicacdo e do aproveitamento integral
do fruto da C. adamantiun, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade anti-
inflamatoria e anti-hiperalgésica do Oleo essencial da casca e semente, bem como
avaliar os efeitos toxicos da polpa microencapsulada de C. adamantium, por parametros

hematoldgicos, bioquimicos e reprodutivos em modelos de animais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Potencialidades no desenvolvimento de produtos a partir de plantas medicinais

O desenvolvimento de novos produtos alimenticios torna-se cada vez mais
desafiador, & medida que procura atender a demanda da populagdo por produtos naturais
e saudaveis. Consequentemente, a alimentacdo dos individuos com estilo de vida
saudavel tende a ser um ato prazeroso e que a0 mesmo tempo visa a salde e 0 bem

estar.

Os efeitos benéficos de determinados tipos de alimentos sobre a salde ja séo
conhecidos ha muito tempo. Diante disto, os produtos naturais tém sido utilizados como
fontes de componentes ativos de drogas, cujo interesse tem aumentado devido,
principalmente, a alta diversidade de agentes quimicos (ALVES et al., 2014; CRAGG &
NEWMAN, 2013; TABASSUM et al., 2014; LALL & KISHORE, 2014). Assim, 0s
alimentos que contribuem com a nutricdo por conterem substancias consideradas
biologicamente ativas, produtoras de beneficios clinicos sdo denominados alimentos
funcionais ou nutracéuticos (STANTON et al., 2005; ROBERFROID, 2005). Um
produto nutracéutico pode ser definido como uma substancia que tem beneficio
fisiolégico ou proporciona protecdo a varias patologias. Esses produtos podem ser
usados para melhorar a saude, retardar o processo de envelhecimento (SOUZA, 2008),
prevenir doencas crbnicas, aumentar a expectativa de vida ou apoiar a estrutura ou
fungéo do corpo, sendo considerados suplementos nutricionais utilizados para fins de
saude (CHAUHAN et al., 2013; ZEISEL, 1999).

Atualmente, os nutracéuticos tém recebido interesse considerdvel devido ao
potencial nutricional, a seguranga no consumo e aos efeitos terapéuticos. Estudos
recentes demonstraram resultados promissores desses alimentos em varias complicacdes
patoldgicas, tais como diabetes (BARADARAN et al., 2013), aterioesclerose (NASRI
2013; MADIHI et al., 2013), doencas cardiovasculares (KHOSRAVI-BOROUJENI et
al., 2012; 2013), cancer (SHIRZAD et al., 2011; 2013), inflamacdo (RAFIEIAN-
KOPAEI et al., 2014), neuroldgicas (ROOHAFZA et al., 2013), além de antioxidante
(PARSAEI et al.,, 2013; KAFASH-FARKHAD et al., 2013). Deste modo, sao
consideradas fontes saudaveis de promocao da salde, especialmente para a prevengéo

de doengas (NASR et al., 2014). Primeiramente, por apresentarem efeitos controlados


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nasri%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25709784

sobre o seu alvo bioldgico, que podem ser alcancados pelo efeito cumulativo, cujos
beneficios diarios somam-se ao intervalo de tempo de resposta, sendo mais longo em
doencas crénicas. Em segundo lugar, por fornecerem alternativa mais segura, pois o0 seu

uso é desprovido de efeitos colaterais.

Esforcos tém sido feitos para apresentar produtos nutracéuticos a base de partes
de plantas, uma vez que os produtos naturais apresentam diversidade quimica e sao
fontes de novos compostos ativos com importancia econémica (MISHRA; TIWARI,
2011; GUERRA & NODARI, 2004) como, por exemplo, os fitoterapicos que sao
medicamentos obtidos exclusivamente de matérias primas de vegetais (BRASIL, 2004).
Os fitoterapicos sdao amplamente utilizados pela populagdo humana, principalmente nos
paises que estdo em desenvolvimento, onde a falta de recursos financeiros dificulta o
acesso ao tratamento de doencas pela medicina convencional, intensificando a busca de

novas substancias ativas provenientes de produtos naturais (REYES-GARCIA, 2010).

Espécies vegetais, do ponto de vista terapéutico, podem ser utilizadas das mais
variadas formas incluindo chas, extratos, tinturas, extratos em pd, ou mesmo passar por
processos de purificacdo para o isolamento de compostos de interesse (NEWMAN et
al., 2000; BUTLER, 2004). A identificacdo de substancias bioativas presentes em
plantas medicinais, até 0 momento ndo elucidadas, pode contribuir para ampliar as

possibilidades terapéuticas no tratamento da inflamacéo e da dor.

A maioria das plantas existentes é encontrada nos paises tropicais, e estima-se
que aproximadamente 25% das espécies ocorram originalmente no Brasil
(ROGRIGUES et al.,, 2011). O Brasil é considerado um dos paises com maiores
perspectivas para a exploracdo econémica da biodiversidade do planeta. De acordo com
0 Ministério do Meio Ambiente é o pais com maior nimero de espécies animais e
vegetais, que se traduz em mais de 20% do namero total de espécies da Terra (BRASIL,
2017).

O uso popular das plantas medicinais aliada aos estudos alimenticios,
fitoquimicos e estudos sobre aproveitamento alimentar € apontado como um dos
caminhos mais promissores para a descoberta de compostos bioativos com atividade

terapéutica.

No Cerrado Brasileiro encontram-se diversas espécies com alto valor
alimenticio e medicinal (PEREIRA et al., 2012; DRESCH et al., 2013; SCALON et al.,



2013). Dentre as diversas plantas utilizadas para fins terapéuticos, temos as da familia
Myrtaceae, que sdo encontradas em areas do Cerrado, da Mata Atlantica no Sudeste e
Sul do Brasil (LORENZI, 2000; SOBRAL 2003; DURIGAN, 2004).

Tém sido descritas as potencialidades do uso alimenticio e terapéutico dos
frutos das Myrtaceae, tais como anti-inflamatéria (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002;
LORENZI & ABREU MATOQOS, 2002), cicatrizante (DI STASI & HIRUMA-LIMA,
2002; LORENZI & ABREU MATOS, 2002), antisséptica (GONCALVEZ et al., 2005),
antidiarreica (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002; LORENZI & ABREU MATOS,
2002), antiulcerogénica (DONATINI et al., 2009), antioxidante (DONATINI et al.,
2009) e antimutagénica (NERI-NUMA et al., 2013).

Estudos cientificos tém demonstrado que plantas de Campomanesia, sdo
utilizadas como antimicrobianas (COUTINHO et al, 2008; CARDOSO et al., 2010;
CHANG et al., 2011), antioxidantes (RAMOS et al., 2007; COUTINHO et al., 20009,
2010; RUFINO et al., 2010; PALOZZA et al., 2012), antirreumaticas (ALICE et al.,
1995), anti-inflamatdrias e antinociceptivas (MICHEL, 2011; VIECILI et al., 2014),
gastroprotetivas (MADALOSSO et al., 2012, MARKMAN et al., 2004), antidiarréicas
(SOUZA-MOREIRA et al., 2011), antiobesogénicas (BIAVATTI et al., 2004; DICKEL
et al., 2007), redutoras dos niveis de glicose no sangue (VINAGRE et al., 2010;
TROJAN-RODRIGUES et al.,2012), entre outros.

Infusbes obtidas de folhas de C. xantocarpa sdo usadas para o tratamento de
disenteria e perturbacGes hepaticas (ALICE et al., 1995; (MARKMAN et al., 2004),
bem como agentes anti-inflamatdrios e antirreuméaticos (SANTOS et al., 2006). Além
disso, a planta é popularmente usada para perda de peso e no controle de uma série de
condi¢Bes associadas a obesidade (DICKEL et al., 2007). Ainda de acordo com
KLAFKE et al. (2010), o tratamento com extrato de C. xanthocarpa reduziu o colesterol
total do sangue e os niveis de lipoproteina de Baixa Densidade (LDL) em pacientes
hipercolesterolémicos. Todavia, os frutos de Campomanesia, em geral, apresentam
grande potencial econémico seja na alimentacdo pelo consumo do fruto fresco, ou na

preparacgéo de doces, gelados e licores caseiros (PEREIRA et al., 2012).



2.2 Campomanesia adamantium

E um arbusto nativo frutifero abundante em campos de Cerrado no Mato
Grosso do Sul, estendendo-se até o Sudoeste do Brasil e em outros paises do hemisfério
Sul, como o Paraguai, Uruguai e Argentina (LORENZI, 2002, SOBRAL et al., 2014).
A espécie é caracterizada por apresentar pequenas flores branco-creme e frutos

constituidos de polpa amarelo-esverdeada de aroma citrico e com vérias sementes.

O fruto é comumente conhecido como guavira (Fig. 1), gabiroba ou guabiroba,
cuja colheita ocorre entre os meses de setembro e dezembro (AVIDOS & FERREIRA,
2003). A polpa possui sabor agradavel ao paladar, é fonte de vitamina C (VALLILO et
al., 2006; BREDA et al., 2012), importante nutriente envolvido em diversas fungdes

bioldgicas no organismo humano.

Figural: Frutos de Campomanesia adamantium (Myrtaceae) do Bioma
Cerrado. Fonte: Danieli Z. Viscardi, 2015.

Frutos e infusdes de folhas de C. adamantium sdo amplamente consumidos na
forma de bebidas frescas, principalmente pelos indigenas (DUARTE et al., 2009;
BRANDELLI et al.,, 2009). Os frutos apresentam compostos fendlicos, chalconas,
carotendides e vitaminas (MARTELLO et al., 2016). Os polifendis sdo muito estudados

e relacionados as varias propriedades biologicas, entre elas cardioprotetora,



anticarcinogénica, podendo estar associados a efeitos preventivos do estresse oxidativo
em diversas patologias pela acdo antioxidante que exercem alguns compostos (DAl &
MUMPER, 2010)

Os frutos de C. adamantium apresentam efeito antimicrobiano (VALLILO et al.,
2006, CARDOSO et al., 2010; PAVAN et al., 2014), atividade antioxidante (ALIA et
al., 2006) efeitos quimiopreventivos (RAHMAN, 2011), atividade antiproliferativa
(PASCOAL, 2012), atividade apoptotica em células PC-3 de carcinoma da prostata
humana (PASCOAL et al., 2015) associado a presenca de chalconas, bem como acao
anti-inflamatoria, anti-hiperalgésica e antidepressiva (FERREIRA et al., 2013; SOUZA
et al., 2014). Estudos recentes de C. adamantium tém apontado pesquisas de analises
morfologicas e moleculares (DE ASSIS et al., 2013), atividade antidiarréica
(LESCANO et al., 2016), efeitos antioxidantes e anti-hiperlipidémicos (ESPINOLA et
al.,2016).

PASCOAL et al. (2014) isolaram e identificaram a chalcona 2',4'-di-hidroxi-6'-
metoxichalcona da Campomanesia???, que mostrou atividade antiproliferativa
promissora contra algumas das linhas celulares tumorais humanas estudadas.
Compostos e substancias da classe das chalconas foram descritos como agentes
analgésicos naturais (RAYGUDE et al, 2012) e apresentaram efeitos

quimiopreventivos e antitumorais (RAHMAN, 2012).

De acordo com Dewick (2005), o aumento do teor de chalcona pode estar
corroborando a uma estratégia biossintética para a formacdo de flavononas que
poderiam interferir na producdo de metabdlitos secundarios de plantas, como estratégia
de defesa (HARBONE, 1994). Além disso, segundo Coutinho et al. (2010), esse
aumento de flavonoides na superficie da folha, pode ser uma forma de protecéo contra a

luz solar ou como mecanismo de defesa da planta contra insetos.

Sabe-se que os flavonoides apresentam propriedades analgésicas e anti-
inflamatorias pela inibicdo de enzimas envolvidas na inflamagdo e dor em diversas
partes do sistema nervoso (COUTINHO et al., 2010). Os flavonoides sdo compostos
fenolicos de ampla ocorréncia na natureza, sendo-lhes atribuidas diversas atividades
farmacoldgicas, como antitumoral, antialérgica, antioxidante, antiulcerogénica e
antiviral (NESTEL, 2003; SILVA et al., 2010; ROCHA, 2011). Nos frutos estio

presentes diferentes compostos antioxidantes, como Vitamina C, Vitamina E,



carotenoides e polifenois que apresentam potencial efeito de protecdo na prevencao de
processos degenerativos como cancer e doencas cardiovasculares (RAMIREZ- PRADO
etal., 2015).

A funcdo anti-inflamatéria desempenhada pelos flavondides presentes em
alimentos é de notavel importancia, uma vez que esses compostos poderiam ser uma
opcéo de escolha no tratamento dos processos inflamatdrios, reacdo fisiolégica a uma

variedade de estimulos como infeccéo e danos teciduais (REGINATO et al., 2015).

2.3 Oleos Essenciais

Os oleos essenciais ou volateis sdo metabolitos secundarios produzidos e
armazenados nos 6rgaos secretores das plantas aromaticas. (CHRISTAKI et al., 2012,
CUNHA et al.,, 2012) formados por misturas complexas de diversas moléculas
organicas como os hidrocarbonetos terpénicos, acidos carboxilicos, acetatos, alcoois
simples, ésteres, aldeidos, cetonas, fendis, furanos, lactonas e cumarinas (COUTINHO
et al., 2009), constituidos por fracdes volateis naturais (SANTOS et al., 2004). Na
natureza, os 6leos essenciais tém a funcdo de protecdo da planta, garantindo o seu
crescimento saudavel e a propagacao da espécie.

As estruturas secretoras podem estar localizadas em diversos 6rgaos do vegetal,
como flores, folhas, cascas, rizomas e frutos (LANE et al., 2010). Assim, a composi¢do
do 6leo pode variar em fungdo da parte especifica da planta de onde é extraido, dos
fatores genéticos, ambientais e de métodos de extracdo. Os constituintes pertencem
principalmente a dois grupos quimicos: terpendides (monoterpenos e sesquiterpenos de
baixo peso molecular) e, em menor grau, fenilpropandides (REGNAULT-ROGER et
al., 2012).

As técnicas de extracdo de Oleos essenciais empregadas sdo arraste de vapor,
hidrodestilacdo e prensagem ou extracdo com solventes organicos (SANTOS, 2004;
CASSEL et al.,, 2009). O aparelho de Clevenger é o mais utilizado em funcdo da
praticidade e do baixo custo (PRINS et al., 2006). Na hidrodestilacdo, o material vegetal
é imerso em agua e, sob ebulicdo, a formacéo de vapores arrasta 0s compostos volateis,

promovendo a separacao do 6leo essencial.



2.4 Aplicacdo dos Oleos Essenciais

O uso dos 6leos essenciais como agente medicinal é conhecido desde o inicio da
vida primitiva, tanto para a alimentacdo, quanto para praticas religiosas e busca do bem
estar fisico. As substancias aromaticas presentes nos 6leos essenciais promovem no

organismo sensacao de bem estar. Nos alimentos, o aroma é um dos atributos sensoriais.

Nos Oleos essenciais se destacam alguns compostos majoritarios, mas sua
atividade bioldgica na maioria das vezes esta relacionada ao conjunto de substancias em
sua composicdo. Os metabdlitos secundarios ativos sdo produzidos de acordo com 0s
estimulos do ambiente em que a planta se encontra. Além disso, esses metabdlitos
apresentam vérias bioatividades de importancia vital para a salde humana, como

antioxidante e anti-inflamatéria (LV et al., 2015).

A casca dos frutos citricos possui diversos metabdlitos secundarios, responsaveis
por sua protecdo contra fatores biéticos e abidticos, como terpenoides, carotenoides, e
flavonoides, principalmente flavononas (AHMAD et al., 2006). Esses compostos
presentes tém despertado interesse em diversas areas em virtude da bioatividade, como
a antioxidante (CHOI et al., 2000).

Estudos cientificos relatam atividade antioxidante dos 6leos essenciais dos frutos
(COUTINHO et al., 2009) e de folhas de C. adamantium (OLIVEIRA et al.,2016). Ja,
em estudo realizado por Valillo et al. (2006), identificaram-se as seguintes substancias
presentes no 6leo extraido dos frutos da C. adamantium, os sesquiterpenos cariofileno e

seu isomero a-cariofileno, 0s monoterpenos ocimeno, 3-careno e do D-limoneno.

A acdo benéfica dos Oleos essenciais da C. adamantium ¢é atribuida
principalmente ao limoneno, substancia majoritaria presente nos 6leos essenciais de
frutos citricos (HIROTA et al., 2010). O limoneno é usado pelas indUstrias farmacéutica
e alimenticia como componente aromatico, principalmente para dar aroma e sabor
(flavorizantes), podendo ser empregado também na composicdo de novos compostos,
nas comidas, bebidas, na obtencdo de sabores artificiais de menta, fabricacdo de doces e
chicletes e na producédo de perfumes. No caso do limoneno, tem sido utilizado também,
como solvente biodegradavel (BERGER et al., 2002) e inseticida (JUNIOR et al.,
2013).

A atividade anti-inflamatoria do limoneno tem sido amplamente estudada
(REHMAN et al., 2014; RUFINO et al., 2015), seu principal mecanismo envolve a



inibicdo do NFKB (D’ALESSIO et al., 2013). Em ensaios inflamatorios, o D-limoneno
(CHI et al.,, 2013; MARTIN, et al.,, 2003) exibiu potencial anti-inflamatério. O
limoneno constitui aproximadamente 10% do 6leo de S. terebinthifolius, que também
demonstrou atividade anti-inflamatoria em ensaios in vivo (PICCINELLI et al., 2015),
corroborando com o0s resultados apresentados com o 6leo essencial de Ocimum
kilimandscharicum (LIMA et al.,, 2012). Qutras evidéncias sugerem ainda que o

limoneno possui atividade antinociceptiva (Do AMARAL et al., 2007).

A acdo benéfica do limoneno também foi evidenciada no tratamento de tumores
malignos, cancer de mama, pancreas e prostata, quando administrado isoladamente na
dieta alimentar de roedores (CROWELL, et al., 1996) e do B-cariofileno que apresenta
atividade espasmolitica (CABO, et al., 1986) e anestésica local (GHELARDINI, et al.,
2001).

Entre as outras substancias volateis presentes nos 6leos essenciais estdo o
thujopseno e B-pineno, aos quais foram atribuidos acdo anti-inflamatoria. Esteves et al.
(2005), observaram que o thujopseno do 6leo essencial de folhas de Casearia sylvestris
também apresentou atividade anti-inflamatoria. Afoulous et al. (2013), demonstraram
que o B-pineno estd presente no Oleo essencial de folhas de Cedrelopsis e nos 0Oleos

essenciais de flores de Citrus unshiu que apresentam atividade anti-inflamatoria.

2.5 Microencapsulacao

A microencapsulacdo é o processo de empacotamento com finas coberturas
poliméricas aplicaveis em solidos, goticulas de liquidos ou material gasoso, formando
pequenas particulas denominadas microcapsulas (Fig. 2) ou microparticulas, que podem
liberar seu contetido de forma controlada e sob condicdes especificas (SANTOS et al.,
2001).

Segundo Favaro-Trindade (2008), as microcapsulas sdo consideradas
embalagens extremamente pequenas, compostas por um polimero como material de
parede e um material ativo chamado de nicleo. Enquanto as embalagens convencionais
normalmente sdo empregadas para facilitar transporte, armazenagem, manipulagédo e
apresentacdo do produto, as microcapsulas sdo geralmente empregadas para melhorar a

liberacdo do agente bioativo ou criar novas aplicacfes. Assim, trata-se de uma
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tecnologia inovadora que tem sido empregada com éxito nas inddstrias farmacéutica,

cosmética e alimenticia.

MicroUFGD-1372 709 NL D4.6 <500 200 um MicroUFGD-1373 2014/09/29 D46 x1.5k

Figura 2: Micrografias de polpa de guavira em pé produzidas por atomizagdo a 180°C com 8% de
maltodextrina, 8% de goma arabica e 8% de quitosana. Imagens com aumento de (A) 500x e (B)
1500x. Fonte: Vinicius Soares de Oliveira (2015).

Nos ultimos anos, ha uma tendéncia mundial que aponta para a necessidade de
que os alimentos ndo sejam mais somente vistos como uma fonte de nutrientes com
apelo sensorial, mas também como fonte de bem-estar e de saude para os individuos.
Esta mudanca de perspectiva requer mudancgas de paradigma no desenvolvimento de
novos produtos, aplicando-se os métodos tradicionais, mas também observando a
necessidade do controle da bioacessibilidade de determinados componentes dos
alimentos. Essa abordagem torna-se cada vez mais relevante conforme se estabelecem
as relacdes entre genética, alimentacdo e salude (SANGUANSRI e AUGUSTIN, 2006),

e a microencapsulacdo ¢ um meio efetivo de se alcancar tais objetivos.

Existem varias técnicas que podem ser utilizadas na microencapsulacéo, sendo
que a selecdo do método dependera da aplicacdo que serd dada a microcapsula, do
tamanho desejado, do mecanismo de liberacédo e das propriedades fisico-quimicas, tanto
do material ativo, quanto do agente encapsulante (JACKSON e LEE, 1991). Os agentes
encapsulantes ou carreadores mais empregados sdo a maltodextrina, goma arabica e
quitosana. A maltodextrina é altamente solUvel em 4&gua, pouco higroscpica,
relativamente barata, facilmente disponivel e tem boa relacdo entre custo e eficacia na
producdo de microparticulas (CANO-HIGUITAET et al., 2015).

Varios estudos de secagem por atomizacao tém sido realizados para obter frutas
e vegetais em po visando conservar algum componente bioativo (CHEN et al., 2014). A

secagem por spray drying ou atomizacdo € um processo amplamente utilizado em
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alimentos sensiveis ao calor, principalmente porque produz particulas com baixa
atividade de agua em temperaturas relativamente baixas e curtos periodos de tempo
(RODRIGUES et al., 2011). Durante o processo, ocorre a evaporacao do liquido da
solucdo do agente encapsulante com a formacdo da membrana ao redor das gotas do
material ativo o que favorece a retengdo dos constituintes nutricionais, vitaminas,

minerais, pigmentos e aromas.

Na area de alimentos, a microencapsulacédo teve importantes aplicacées, como,
por exemplo, a encapsulacdo de vitaminas, aminoacidos, aromas, proteinas, 6leos
essenciais, com a finalidade de liberar gradualmente o aroma, evitar perdas nutricionais,
e lipoperoxidacdo ou volatilizacdo de dleos. Na agricultura é empregada para a
encapsulacdo de pesticidas e fertilizantes, com a finalidade aplicacdo do produto mais
eficaz, minimizando a perda do produto por degradacéo, evaporagdo ou dissolucdo e

escoamento para fontes de &4gua, prevenindo a contaminacdo ambiental.

A microencapsulacdo tem sido adequada para promover o aumento da
biodisponibilidade oral de farmacos peptidicos (SILVA et al., 2003) e auxiliar no
mascaramento do odor e sabor de medicamentos pela liberacdo controlada do principio
ativo. A eficacia da microencapsulacéo na liberagdo controlada de drogas foi verificada
por Rodriguez et al. (2001) utilizando agente encapsulado e Varshosaz et al. (2011)
empregando budesonide encapsulada, no tratamento de colite ulcerativa induzida em

ratos.

2.6 Inflamacéo e Dor

A inflamacdo é um processo de reposta do organismo a um agente nocivo, com
envolvimento dos tecidos vascularizados, visando eliminar 0s agentes patogénicos que
podem causar danos celulares (COLLINS, 1999; TRACEY, 2002; MOILANEN, 2014).
Os sinais cardinais da inflamagéo séo rubor (eritema), tumor (edema), calor (aumento
temperatura na regido) e dor, 0s quais estdo associados intrinsicamente com a
vasodilatacdo, edema e a migracdo de leucdcitos para o local. Se ndo for controlada, a
inflamacdo em si, pode levar a danos teciduais adicionais e dar origem a doencas
inflamatdrias cronicas e/ou auto-imune com eventual perda de funcdo (CHEN et al.,
2007; ALESSANDRI et al., 2013).
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O processo inflamatério pode ser diferenciado em agudo e crénico. A
inflamacdo aguda tem inicio logo ap6s o dano e resulta na cura, mantendo-se por um
curto periodo de tempo. A reacdo inflamatoria aguda é geralmente mais rapida e
apresenta alteragdes como o fluxo da microcirculacdo e o aumento da permeabilidade
vascular. Ocorre também a migracdo dos leucdécitos para o local da lesdo. A inflamacéao
cronica ocorre por tempo indeterminado e pode estar relacionada a algumas doencas,
como artrite, aterosclerose, entre outras (MASKREY et al., 2011; TABAS E GLASS,
2013).

No processo inflamatério sdo produzidas substancias provenientes do plasma
que controlam a evolucédo da inflamagdo como as aminas, a bradicinina, os produtos da
cascata do &cido araquidbnico, as proteases plasmaticas, fator de ativacdo plaquetaria,
oxido nitrico, radicais livres de oxigénio. (CARVALHO E LEMONICA, 1998;
FERREIRA, 2002).

Para combater a inflamacdo diversas classes de medicamentos s&o utilizadas,
sendo anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) mais prescritos, pela eficiéncia no
controle da dor, febre, edema e sinais envolvidos na inflamacdo (Marnett, 2009). O
mecanismo de acdo anti-inflamatorio esta relacionado com a inibicdo da liberacdo das
enzimas ciclooxigenase-1 constitutiva (COX-1) e da ciclooxigenase-2 (COX-2), e
consequentemente, a sintese e liberacdo das prostaglandinas (PGs), que sdo

responsaveis pela formacdo do edema, vasodilatacéo e sensibilizacdo nociceptiva.

Os anti-inflamatérios esteroidais (AIES), também chamados de glicocorticoides,
possuem eficadcia em diversas doencas inflamatorias e imunol6gicas, como artrite
reumatdide, asma e dermatites. Seu mecanismo de acdo relaciona-se a sua capacidade
de interferir em multiplas vias de transdugéo de sinal. Além disso, sdo capazes de ativar
genes anti-inflamatérios (IL-10 e a lipocortina-1) e reprimir genes inflamatdrios
(citocinas e COX-2).

No que se refere a dor, a Associagédo Internacional para o Estudo da Dor define
como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com o dano
tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tais lesdes” (LUMLEY et al., 2011).
A expressdo da dor varia de um individuo para outro. Os receptores da dor ou
nociceptores sdo terminacdes nervosas livres presentes na pele, especificos para

estimulo mecanico, térmico ou quimico sdo mediados por canais i0nicos. Os
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nociceptores sdo 0s responsaveis por transmitir ao SNC a percepcdo de que houve uma
lesdo tecidual e que esta precisa ser restaurada (GEFFENEY e GOODMAN, 2012).

A dor também pode ser diferenciada em aguda ou cronica. A dor aguda é
considerada fisiologica, como um sinal de alerta, com duragdo limitada no tempo e
espaco, cessando com a resolucdo do processo nocivo. J&, a dor cronica, ndo tem a
finalidade bioldgica de alerta e sobrevivéncia, sendo considerada doenca, podendo

persistir apds a cura da leséo inicial, e se estender por meses ou anos.

2.7 Toxicidade

Toxicidade é a capacidade inerente de uma substancia em produzir efeitos
nocivos num organismo vivo. Os estudos toxicologicos tém como principal objetivo
avaliar a utilizacdo segura, respeitando os possiveis riscos com doses ou concentracdes
determinadas, sendo regulamentados pela OECD (Organisation for Economic Co-
operation and Development) e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria) classificados de acordo com o tempo de exposicdo em: toxicidade aguda,
subaguda e cronica (OECD, 2008a; OECD, 2008b; ANVISA, 2013). O guia para a
conducdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios
ao desenvolvimento de medicamentos estabelece pardmetros para o0s testes
toxicolégicos de produtos naturais, padronizando os estudos de toxicidade aguda,

toxicidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva, dentre outros (ANVISA, 2013).

Testes de toxicidade aguda séo utilizados para analisar os efeitos provocados
ap6s a administracdo de uma substancia em uma Unica dose ou varias doses,
administradas durante 24 horas (SIMOES et al., 2004). No teste de toxicidade sub
aguda os animais sdo observados diariamente e os parametros avaliados sdo 0 consumo
de alimento e &gua, alteracbes na massa corporal, anormalidades motoras,
comportamentais, morbidade e mortalidade, modificagcbes bioquimicas, hematologicas,

analises macroscopica e microscopica dos orgaos (OECD, 2008b).

Além disto, os estudos de toxicidade reprodutiva completam a avaliagdo
toxicologica sistémica, uma atencdo especial tem sido dada a quimicos ambientais que
podem desregular a funcdo enddcrina, atuando como desruptores endocrinos (SHARPE,
1994; TOPPARI et al., 1996).
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Os fitoestrégenos sdo substancias presentes nas plantas que podem mimetizar a
acdo de horménios naturais do organismo, interferindo com o sistema endocrino e
acarretando diversos prejuizos para o trato reprodutor. Varias plantas ja foram
identificadas contendo compostos que atuam como fitoestrogenos, como, por exemplo,
a isoflavona encontrada no grdo de soja, brotos de alfafa, sementes de linhaga e trevo
vermelho (U.S. EPA, 1997; CLAPAUCH et al., 2002). Diante do exposto, a lavagem
vaginal é um método importante para avaliar as alteracdes ocorridas durante o ciclo
estral relacionadas as mudancgas nos niveis de estradiol durante as 4 fases do ciclo:
Proestro, Estro, Metaestro e Diestro. Essas fases podem ser definidas a partir de uma
andlise celular: o proestro é uma fase rapida, caracterizada pela presenca de células
epiteliais nucleadas pequenas, redondas. O estro é fase onde ha presenca de células
epiteliais queratinizadas predominantemente anucleadas, nesta fase a fémea esta no cio,
as duas primeiras fases sdo estrogénicas, as seguintes (metaestro e diestro) séo
consideradas luteinicas. O metaestro é caracterizado por uma combinagdo de células
epiteliais queratinizadas anucleadas e neutréfilos e o diestro apresenta predominancia de
leucdcitos (CORA et al., 2015).

Considerando o0 exposto acima, em virtude das poucas informacdes de
atividades bioldgicas do 6leo essencial e da polpa microencapsulada de C. adamantium,

ha necessidade de analisar seu potencial terapéutico e possiveis efeitos toxicos.
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3. JUSTIFICATIVA

E crescente o interesse da busca por espécies de plantas com potencial
alimenticio e terapéutico. Isso ocorre devido ao surgimento de novas doengas e ao
aumento da resisténcia de pacientes ao efeito das drogas que estdo disponiveis
atualmente no mercado. Componentes quimicos potencialmente ativos e com menores
efeitos colaterais tem sido um dos focos das pesquisas nessa area.

Como o Brasil abriga uma flora rica e diversa, pesquisas com produtos de
origem natural encontram vasto material para ser investigado, o que coloca em destaque
0s estudos que direcionam as investigacdes ao conhecimento de novas substancias e ao

melhor aproveitamento dos recursos naturais.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatoria e anti-hiperalgésica do 6leo essencial da
casca e semente e da polpa microencapsulada dos frutos de Campomanesia adamantium

em roedores.

4.2 Objetivos Especificos

1.  Determinar a composi¢do quimica do 6leo essencial da semente e casca da C.
adamantium.

2. Auvaliar o efeito anti-inflamatério do déleo essencial da semente e casca e polpa
microencapsulada da C. adamantium em roedores.

3. Avaliar a atividade anti-inflamatoria, anti-hiperalgésica e antidepressiva da polpa
microencapsulada da C. adamantium.

4.  Investigar a toxicidade aguda, subaguda e reprodutiva da polpa microencapsulada

dos frutos de C. adamantium.
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7. CONCLUSAO GERAL

1) O presente estudo identificou o Limoneno, Thujopseno e [B-pineno como
compostos majoritarios do Oleo essencial da semente e da casca de Campomanesia
adamantium e demonstrou o efeito anti-inflamatorio e hiperalgésico de ambos os 6leos,

em roedores.

2) A polpa microencapsulada de C. adamantium demonstrou atividade anti-
inflamatdria, anti-hiperalgésica e antidepressiva, atribuidas a presenca de compostos
bioativos flavononas e chalconas 3,5,7,3°,4,5’-hexaidréxi-flavonol e 2°,4’-diidroxi-5’-
metil-6’-metdxichalcona, respectivamente. N&o se observou efeito tdxico agudo,
subagudo e reprodutivo da polpa microencapsulada, sendo considerada segura para o

consumo.
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