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RESUMO

A inflamacdo é um conjunto de alteracbes que ocorrem no organismo e se inicia
imediatamente apds um estimulo, estando associada a diversas causas, que vao desde
infeccdes & estresse ou disfuncéo relacionados a fatores emocionais, imunoldgicos ou
geneticos. A inflamacdo cronica é uma consequéncia da persisténcia de diversas doencas,
tendo relagdo com a obesidade, diabetes e cancer, que sdo hoje as principais causas de
mortalidade no mundo, fendmeno que tem contribuido para um aumento expressivo da
demanda médica para casos inflamatorios. Apesar de serem amplamente estudados ao
longo destes anos, ainda ha a necessidade de novos farmacos com efetiva acdo anti-
inflamatoria e que tragam seguranca para uso a longo prazo. Neste quesito, a
biodiversidade brasileira representa fonte rica de moléculas bioativas que podem
contribuir tanto para a resolugcdo quanto para a prevencao de processos inflamatorios. O
Oleo de pequi (Caryocar brasiliense), planta originaria do Cerrado brasileiro, €
constituido principalmente por acidos graxos e carotenoides que lhe conferem diversas
propriedades bioldgicas, incluindo efeito anti-inflamatorio. Entretanto, a hidrofobicidade
dessas moléculas representa limitagGes a suas administragdes. Tais limitacbes podem ser
superadas por meio da nanoestruturacdo dos componentes do 6leo afim de otimizar sua
biodisponibilidade. Diante do exposto, o objetivo geral do presente trabalho foi de
formular e caracterizar nanoemuls@es a bas de 6leo de pequi (PeNE) e investigar seus
efeitos anti-inflamatérios em células de macréfagos, in vitro e seus efeitos anti-
inflamatdrios e antinociceptivos em modelo de edema, in vivo. Inicialmente, uma reviséo
sistematica sobre os efeitos anti-inflamatorios do 6leo de pequi. Foram selecionados 10
artigos que avaliaram o efeito do 6leo de pequi em diferentes modelos de inflamacéo e
tiveram como principais conclusdes que o Oleo de pequi apresenta atividade
ateroprotetora, anti-inflamatéria, reducdo de edema, anti-nociceptivo, reducdo de
citocinas pro-inflamatérias e reducdo de lesdo hepatica; reducdo da pressdo arterial e
colesterol total. O proximo passo constitiu na avalia¢ao do efeito do 6leo de pequi livre e
nanoestruturado (PeNE) em células de macrofagos, in vitro. Para tanto, foram utilizadas
PeNE com diametro hidrodinamico de 124 nm, PDI 0,24 e Potencial Zeta -15,00 mV,
com citotoxidade dose dependente sobre macrofagos em 24 horas, em concentracdes
iguais ou maiores que 360 pg/mL (p<0,05). Além disso, ndo alterou a morfologia dos
macrofagos, porém, induziu a producdo da IL-10 em 100% em relacdo ao controle, sem
diferenca significativa em relacdo ao 6leo livre, porém, inibiu IL-12 em 89,32%, sendo
significativamente superior em relacdo ao 6leo livre, 82,33% (p<0,05) sugerindo-se
atividade anti-inflamatoria em modelo in vitro. Para 0s ensaios in vivo, obteve-se
didmetro hidrodindmico da PeNE concentrada na faixa de 230 nm, PDI 0,239 e Potencial
Zeta proximo a -15 mV, com morfologia esférica. A suplementa¢do com a nanoemulsao
ou oOleo livre foram realizados ao longo de 15 dias consecutivos, por gavagem, em dose
Unica diaria de 100 ou 400mg/kg. Observou-se auséncia de atividade anti-inflamatoria,
sem reducdo significativa de edema ap0ds indug¢do com carragenina, porém, a PeNE (100
ou 400 mg/kg) reduziu a hipernocicepgdo em 27 e 40%, respectivamente (p < 0.05) e o 6leo livre
reduziu em 40 e 52%, respectivamente (p < 0.05). Além disso, ambos tratamentos nao
mostraram toxicidade quando analisados os dados bioguimicos e histologicos. N&do se
observou alteracGes clinicas, disfun¢Ges motoras, alteracdes de peso e comportamental
dos animais, sugerindo-se biocompatibilidade do 6leo de pequi e do PeNE. Desta forma,



a utilizacdo do 6leo de pequi nanoestruturado como alternativa ou complemento aos
farmacos anti-inflamatdrias convencionais € promissora e carece de atencao para futuros
estudos investigativos para melhor compreensdo do seu potencial ant-inflamatério e
antinociceptivo.

Palavras chaves: 0leo de pequi, nanotecnologia, inflamacédo, nocicepcdo, macréfagos,
fitoterapicos.



ABSTRACT

Inflammation is a set of changes that occur in the body and begins immediately afte

stimulus, being associated with various causes, ranging from infections to stress or
dysfunction related to emotional, immunological or genetic factors. Chronic
inflammation is a consequence of the persistence of several diseases, related to obesity,
diabetes and cancer, which are now the main causes of mortality in the world, a
phenomenon that has contributed to a significant increase in medical demand for
inflammatory cases. Despite being widely studied over the years, there is still a need for
new drugs with effective anti-inflammatory action and that are safe for long-term use. In
this regard, Brazilian biodiversity represents a rich source of bioactive molecules that can
contribute both to the resolution and to the prevention of inflammatory processes. Pequi
oil (Caryocar brasiliense), a plant native to the Brazilian Cerrado, consists mainly of fatty
acids and carotenoids that give it several biological properties, including an anti-
inflammatory effect. . However, the hydrophobicity of these molecules represents
limitations to their administration. Such limitations can be overcome through the
nanostructuring of oil components in order to optimize their bioavailability. In view of
the above, the general objective of the present work was to formulate and characterize
nanoemulsions based on pequi oil (PeNE) and to investigate their anti-inflammatory
effects in macrophage cells, in vitro, and their anti-inflammatory and antinociceptive
effects in a model of edema, in vivo. Initially, a systematic review on the anti-
inflammatory effects of pequi oil. 10 articles were selected that evaluated the effect of
pequi oil in different models of inflammation and had as main conclusions that pequi oil
has atheroprotective, anti-inflammatory, edema reduction, anti-nociceptive activity,
reduction of pro-inflammatory cytokines and reduction of liver damage; lower blood
pressure and total cholesterol. The next step was to evaluate the effect of free and
nanostructured pequi oil (PeNE) on macrophage cells, in vitro. For this purpose, PeNE
with a hydrodynamic diameter of 124 nm, PDI 0.24 and Zeta Potential -15.00 mV were
used, with dose-dependent cytotoxicity on macrophages in 24 hours, at concentrations
equal to or greater than 360 pg/mL (p<O .05). In addition, it did not change the
morphology of macrophages, however, it induced IL-10 production by 100% in relation
to the control, without significant difference in relation to the free oil, however, it
inhibited IL-12 in 89.32%, being significantly higher than free oil, 82.33% (p<0.05),
suggesting anti-inflammatory activity in an in vitro model. For the in vivo tests, the
hydrodynamic diameter of the concentrated PeNE was obtained in the range of 230 nm,
PDI 0.239 and Zeta Potential close to -15 mV, with spherical morphology.
Supplementation with the nanoemulsion or free oil was carried out over 15 consecutive
days, by gavage, in a single daily dose of 100 or 400mg/kg. Absence of anti-inflammatory
activity was observed, without significant reduction of edema after induction with
carrageenan, however, PeNE (100 or 400 mg/kg) reduced hypernociception by 27 and
40%, respectively (p < 0.05) and oil free reduced by 40 and 52%, respectively (p < 0.05).
Furthermore, both treatments did not show toxicity when biochemical and histological
data were analyzed. No clinical alterations, motor dysfunctions, changes in weight or
behavior of the animals were observed, suggesting the biocompatibility of pequi oil and
PeNE. In this way, the use of nanostructured pequi oil as an alternative or complement to



conventional anti-inflammatory drugs is promising and needs attention for future research
studies to better understand its anti-inflammatory and antinociceptive potential.

Keywords: pequi oil, nanotechnology, inflammation, nociception, macrophages, herbal
medicines.
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1. INTRODUCAO

1.1 Inflamacéo
- O que ¢ inflamacao

Do latim (inflammare) que significa “em chamas”, a palavra inflamagao torn
se um termo médico por seus classicos sinais clinicos de edemas, vermelhid&o, que quase
sempre estd acompanhada de calor, dores agudas e, em alguns casos, perda de funcao.
Quando precedida de lesdo tecidual, cicatrizes sdo evidenciadas. Entretanto, por tras de
todos estes sintomas, encontra-se uma vasta rede de processos celulares acontecendo
simultaneamente dentro dos vasos sanguineos e tecidos afetados, sendo orquestradas pelo
sistema imunologico, desencadeando um processo inflamatério (SCHMID-
SCHONBEIN, 2006; KUPRASH, 2016; ABDULKHALEQ et al., 2018; ACTOR, 2023).

O processo inflamatorio é um conjunto de alteracfes que vao acontecendo em
forma de “cascata de ativa¢do”, e se inicia imediatamente ap6s o estimulo com o agente
agressor, que pode ser de natureza exdgena ou enddgena. Os agentes agressores ex0genos
estdo no meio ambiente, e pode ser de natureza fisica, quimica ou bioldgica. J& os
enddgenos sdo gerados a partir do préprio organismo, como células danificadas ou mortas
mediantes a estresse ou disfuncdo relacionados a fatores emocionais, imunolégicos ou
genéticos (ABBAS, 2012; LIMA et al., 2007; FRANCO et al., 2015). O tipo de agressor,
o local e o tecido estimulado, bem como as condicdes de saude do individuo sdo fatores
que interferem quanto ao tipo de resposta inflamatéria, variando os mediadores
inflamatorios ativados e as células envolvidas no processo (SCHRODER & TSCHOPP,
2010; MARCHI, 2022).

O conjunto de alteracdes serdo descritas a seguir e estdo sintetizadas na figura 1.
Apos o estimulo com o agressor ocorrer (etapa 1), a segunda etapa a ocorrer € a ativagao
de células imunoldgicas residentes nos tecidos lesados, que geralmente sdo 0s
macrdfagos. Estes ativam diversos mediadores que irdo promover a vasoconstricdo
arterial, seguida por dilatacdo das arteriolas, capilares e veias (hiperemia) que circundam
a regido afetada, aumentando a quantidade de vasos funcionantes, justificando os sinais
clinicos de vermelhiddo e calor. A terceira etapa serd caracterizada pelo aumento da
permeabilidade destes tecidos vasculares, pela acdo proeminente de aminas vasoativas

(histamina e serotonina) produzida por mastocitos e basofilos, promovendo aberturas das



jungdes entre as células epiteliais, permitindo a passagem de moléculas maiores e
exsudato. Desta forma, inicia-se 0 acumulo de liquido contendo diversas moléculas,
fibrinas e células inflamatdrias nos intersticios da regido inflamada. Esta etapa explica a
formacdo clinica do edema (PTASCHINSKI, 2018; FUJIWARA, 2005; CRUVINEL,
2010; RODRIGUES, 2022).

Com o aumento da permeabilidade dos vasos, ocorre a hemoconcentragdo devido
a saida do liquido, e com isso, 0 aumento da viscosidade do sangue dos vasos que estdo
em torno da inflamacdo. Esta alteracdo € extremamente importante por ampliar o contato
e interacdo dos leucdcitos com o endotélio capilar. Por intermédio de adesinas,
denominadas selectinas, integrinas e imunoglobulinas, ocorre adesdo dos leucdcitos ao
endotélio, processo que promove a migracao destas células ao espaco subendotelial, com
posterior degradacao do tecido pela producdo de colagenase e, por fim, a chegada dos
leucdcitos ao intersticio (PUNCHARD, 2004; TUOMANEN, 1992; CRUVINEL, 2010,
TIRAND, 2023).

Assim, a quarta alteracdo é caracterizada pela diapedese dos leucdécitos, que
chegam ao tecido inicialmente agredido. Este processo é controlado por quimioatraentes
produzidos durante a inflamacéo, que determinam qual tipo de célula e 0 momento de seu
recrutamento ao tecido inflamado. Os neutrdéfilos sdo os primeiros a chegarem ao tecido
inflamado, uma vez que séo os tipos de leucocitos mais numerosos do sangue. Depois,
chegam os mondcitos, que dentro dos tecidos se tornam macréfagos ativados, sendo estas
duas células as principais envolvidas nos processos inflamatérios (LORDAN et al., 2019;
FRANCO et al., 2015; RODRIGUES, 2022).
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Figura 1. Etapas envolvidas no processo inflamatorio. Fonte: LAGARRIGUE et al. (2016),
adaptado (doi.org/10.1182/blood-2015-12-638700).

Os macrdéfagos sdo ativados por diversos mediadores inflamatérios e também por
produtos derivados de micrébios, como os lipopolissacarideos (LPS) presentes na
membrana de bactérias. Tornam-se maiores e com mais pseuddpodes, aumentando sua
capacidade para matar micrdbios e células tumorais. Além disso, passam a produzir
diversos compostos ativos que regulam células efetoras inflamatdrias e imunes
(FUJIWARA et al., 2005; MARROCCO, 2022).

Os macrdéfagos sao células-chave na conducdo da resposta imune inata e formam
uma populacdo heterogénea que possui papéis especificos do tecido, atuando tanto como
pré-inflamatérios, quando ativados durante a iniciacdo e resolucdo de alteracdes que
ocorrem em resposta a estimulos inflamatorios, fagocitose; ou como anti-inflamatérios,
quando sdo ativados visando a manutencdo da homeostase tecidual e remodelagéo e

reparacao, apos a resolucdo de uma inflamacdo (BARRETT, 2015).
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IFN-y expresso pelas células Thl ativam os macrofagos, tornando-os mais
eficientes na fagocitose dos microrganismos (estado de ativacao classico) e estimulardo
inflamagé&o, sendo agora denominados macrofagos M1. Porém, outros tipos de citocinas
produzidas por células Th2 ativam os macr6fagos para que promovam remodelamento e
reparo tecidual (estado de ativagdo alternativo), inibindo a inflamacdo, sendo agora
denominadoas macréfagos M2 (Figura 2) (ABBAS, 2022).

'Macr()fagos classica-' ' Macréfagos altemativa-'
mente ativados (M1) mente ativados (M2)

Ligantes
microbianos
de TLR
IFNy
A |

Mondcito

\

ROS, NO, IL-1, IL-12, IL-23, IL-10,
enzimas lisossdmicas quimiocinas TGF-B

Acoes microbici- l l

das: fagocitose e Inflamacéo [Efeitos anti-inﬂamatérios)
killing de muitas

bactérias e
fungos

Figura 2 — Formas de ativacdo dos macrofagos pela via cléssica e alternativa. Fonte:
ABBAS, 2022.

Dentro do tecido, moduladores inflamatorios interagem com o0s receptores de
membrana dos leucdcitos, ativando sua movimentacao pela formacéo de pseuddépodes e
os direcionando por quimiotaxia, guiando a célula na dire¢do da maior concentracdo de
mediadores inflamatérios. Além disso, devido a esta interacao, inicia-se a producdo de
metabdlitos de oxigénio, que tem potente atividade microbicida, e ativacdo da
degranulacdo com a liberacdo de diversas enzimas que podem digerir substancias
fagocitadas, eliminar micro-organismos, ou agir agredindo tecidos inflamados. Estes

mecanismos séo eficazes na elimina¢do do processo infeccioso e do agente inflamatorio,
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porém, também sdo capazes de lesar tecidos normais, sendo umas das consequéncias
patoldgicas da inflamacdo (MEDZHITOV, 2010; FRANCO et al., 2015; LACY, 2006,
GUSEV et al., 2022).

Apos a eliminagéo do agente inflamatorio, as células envolvidas passam a secretar
mediadores anti-inflamat6rios, como citocinas e fator de crescimento TGF-B, que atuam
inibindo as citocinas pré-inflamatdrias, reduzindo a atividade de células inflamatorias e
ativando processos de reparagao tecidual (MEDZHITOV, 2010; OKIN & MEDZHITOV,
2012; FEEHAN, 2019). Macrdéfagos do tipo M2 ativados no tecido durante a inflamacéo
realizardo o drebridamento, auxiliando a restauracéo tecidual estimulando fibroblastos e
promovendo deposicdo de matriz extracelular. Desta forma, o organismo retorna ao
estagio de homeostase e finalizam-se as alteracdes fisiologicas decorrentes da inflamacéo
aguda (MILLS, 2015; CRUVINEL, 2010).

Entretanto, quando o estimulo inflamatorio ndo é eliminado, ocorre a progressao
da inflamacéo para um estagio cronico, em que a inflamacé&o perdura por longos periodos.
Existem trés formas de desencadeé-la: pela presenca de microrganismos de baixa
viruléncia; exposicdo a certas substancias endégenas ou exdgenas de dificil eliminacao;
e perda de tolerancia ao autoantigenos, levando a doengas autoimunes (FLEIT, 2015,
HERRERO-CERVERA, 2022).

Inflamacdo aguda e crbnica

Mediante ao tempo de permanéncia do quadro inflamatorio, a inflamagéo pode
ser dividida em aguda e crénica. A primeira dura poucos minutos a poucos dias, ja a
segunda, por semanas a meses devido a persisténcia do estimulo. A inflamacéo aguda é
caracterizada pela prevaléncia dos fenémenos exudativos: aumento do fluxo sanguineo
devido as alteragbes do calibre vascular e aumento da permeabilidade dos vasos,
permitindo a saida de liquidos dos para o tecido e formacgéo de edemas. Ja na crénica sao
evidenciados no local fenbmenos produtivos, além de exudativos: angiogéneses;
deposicao de colageno proveniente da proliferacdo de fibroblastos; destrui¢do do tecido
e formacdo de fibroses. (ROCHA, 2011; FRANCO et al., 2015; FLEIT, 2014
RODRIGUES, 2022).

De forma simplificada, a inflamacdo € a forma eficiente que o organismo
neutraliza, inativa ou elimina o agente indutor, podendo ter quatro tipos de evolucao: (1)

resolucédo sem sequelas, geralmente ocorre em lesdes menores; (2) resolugdo com cicatriz,
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que ocorre quando h& destruicdo do tecido com necessidade de reparo; (3) formagéo de
abcesso, quando a infeccdo € promovida por micro-organismos patdgenos ou agentes
quimicos que se instalam profundamente nos tecidos causando a formacéo de exsudato
purulento, que preencherd o tecido danificado; e a (4) progressdo para a inflamagao
cronica, quando ndo ha eliminacdo do agente indutor e o dano tecidual persiste, com
formacdo de cicatrizes e alteracio do oOrgdo envolvido, ou quando ocorre
hipersensibilidade ao agente (FRANCO et al., 2015; RYAN, 1977; KUMAR, 2004,
RODRIGUES, 2022; SOLIMAN, 2023).

As circunstancias da permanéncia do agente indutor na area inflamada podem
variar. Por vezes, tratam-se de agentes inertes e insollveis, ou pouco agressivos, com
dificuldades anatémicas de eliminagdo por se localizarem em camadas teciduais mais
profundas, ou ainda, ficar inoculado dentro das células do hospedeiro. Em consequéncia
desta instalacdo duradoura, a0 mesmo tempo que o quadro inflamatorio permanece ativo,
0 corpo ira produzir defesas para minimizar os efeitos agressivos da inflamacéo, afim de
coexistir com este processo, ativando substancias anti-inflamatérias (FRANCO et al.,
2015; PAWA, 2018, SOLIMAN, 2023).

Além do tempo de permanéncia, existem diferencas notorias entre a inflamacao
aguda e crénica, principalmente quanto ao tipo de célula envolvida e aos mediadores
inflamatorios produzidos. Na inflamacgéo aguda, os principais leucocitos envolvidos séo
os neutréfilos, mastocitos, mondcitos e macréfagos, enquanto que na crénica, encontram-
se 0s macrdfagos, linfocitos e fibroblastos. Na aguda, os principais mediadores
encontrados durante o processo sdo as aminas vasoativas, eicosanoides e ROS (espécie
reativa de O2), ao passo que na crbnica, observa-se IFN-y (Interferon gama), citocinas,
fatores de crescimento e enzimas (CRUVINEL, 2010; ZOTOVA et al., 2023).

A hipersernsibilidade esta relacionadas a diversas enfermidades, tendo relagdo
com a evolugdo de doengas crénicas ndo transmissiveis (DCNT), como a obesidade, a
diabetes e o cancer, que sdo hoje as principais causas de mortalidade no mundo, fendmeno
que tem contribuido para um aumento expressivo da demanda médica para casos
inflamatorios. Deste modo, abre-se uma ampla gama de oportunidades para novos
farmacos com potencial de intervencdo em doencas de origem inflamatérias (SCHMID-
SCHONBEIN, 2006; MALTA etal., 2019; NATHAN, 2010, NASIR et al., 2022).

Mediadores da inflamacgao



Mediadores inflamatdrios sdo substancias que controlam o desencadeamento da
resposta inflamatoria, bem como sua intensidade, e irdo atuar diretamente nas células e
tecidos envolvidos neste processo. Podem ser derivadas do plasma (bradicidinas e
derivados do sistema complemento) ou derivadas de células (aminas vasoativas, 6xido
nitrico, espécie reativa de oxigénio, citocinas, quimiocinas e eicosanoides), sendo que sua
ativacdo ocorre de forma concomitante e integrada (FRANCO et al., 2015; ABBAS,
2022).

Oxido Nitrico (NO)

O oxido nitrico (NO) é um gas sollvel e de curta duracdo que € sintetizado por
diversos tipos de células. E um radical livre, relativamente estavel, e pode reagir com
outros radicais livres. Modula muitos parametros imunol6gicos e esta associado a
algumas das patologias imunoldgicas mais importantes, como artrite reumatoide,
diabetes, lGpus e choque séptico (BRUCKDORFER, 2005; CIRINO et al., 2006;
NIEDBALA et al., 2014; ABBAS, 2022).

O NO é um subproduto metabolico da conversdo do aminoacido L-arginina em L-
citrulina gerado pela reagdo de catalise envolvendo a enzima NO-sintase (NOS) e os
atomos de nitrogénio e oxigénio molecular (Figura 3). Existem trés formas da NOS,
sendo a forma neuronal (nNOS) a principal isoforma expressa em neurénios e a forma
endotelial (eNOS), em endotélios, as que produzem menores niveis fisioldgicos de éxido
nitrico. Ja a forma induzivel (iNOS) ocorre na maioria das células de mamiferos, sendo
expressa apenas em respostas a estimulos imunoldgicos ou inflamatorios. Citocinas,
alguns mediadores inflamatérios e LPS podem induzir a expressdo de iNOS em
macrdfagos, catalisando altas quantidades de éxido nitrico (BRUCKDORFER, 2005;
ABBAS, 2022).



Figura 3. Sintese do éxido nitrico (NO). Fonte: FLORA FILHO, 2000.
Adaptado.

Nos macrofagos ativados, o dxido nitrico acaba atuando como agente microbicida
devido a sua toxicidade em altas concentracdes. Nas células endoteliais, promove a
vasodilatacdo, uma vez que relaxa o musculo liso vascular. Além disso, outras atribuigdes
associadas a resposta inflamatéria sdo descritas, como a diminui¢do do recrutamento de
leucdcitos para os sitios inflamatdrios, antagonismo a todos 0s estagios de ativacao
plaquetaria e também, inducdo de interleucina presentes em infeccbes e respostas
alérgicas (NIEDMABA et al., 2014; LAROUX et al., 2001; WAISMAN et al., 2005;
ABBAS, 2022).

Assim, 0 Oxido nitrico pode atuar como agente anti-inflamatério ou como pré-
inflamatorio, sendo a concentracdo na qual se encontra e por qual isoforma da enzima que
o0 derivou os principais fatores que vdo determinar sua linha de acdo. O NO funciona
como um mediador pro-inflamatdério em baixas concentracgdes, induzindo vasodilatacéo,
recrutando de neutrdfilos e se envolvendo em respostas imunes por macréfagos ativados
por citocinas, enquanto que em altas concentragcdes, atua como mediador anti-
inflamatério, regulando negativamente as moléculas de adeséo, induzindo a apoptose de
células inflamatorias e inibindo a ativacdo de mastdcitos (RIMESSI, 2016; MAN et al.,
2022).

1.4 Espécies reativas de Oxigénio (EROs)



As espécies reativas do oxigénio (EROs) sdo moléculas instaveis produzidas a
partir da reducdo de uma pequena parcela do oxigénio consumido, sendo extremamente
reativas e capazes de transformar outras moléculas com as quais colidem. Por tal efeito,
podem provocar danos teciduais e celulares, quando em altas concentragdes. O
superdxido, o peroxido de hidrogénio e a hidroxila sdo tipos de EROs que podem ser
gerados durante o metabolismo do oxigénio, no interior da mitocondria, em peroxissomos
e no reticulo endoplasmatico (SILVA & GONCALVES, 2010; RIMESSI, 2016; ABBAS,
2022; CHENG et al., 2022).

Antigamente, as EROs eram consideradas toxicas ao organismo. Entretanto,
estudos tém demonstrado que as células utilizam estas moléculas como sinalizadores
celulares, uma vez que sdo gerados de forma continua e fisiologica e exercem diversas
funcBes bioldgicas essenciais. As EROs atuam como mediadores para a transferéncia de
elétrons nas varias reagdes bioquimicas; geracdo de energia (ATP); ativacdo de genes; e
participacdo de mecanismos de defesa durante o processo de infecgdo. Porém, a producao
excessiva pode gerar danos oxidativos, o que leva o organismo a produzir mecanismos
de defesa: os antioxidantes (BARBOSA, 2010; Ll et al., 2018, CHEIG et al., 2022).

Os antioxidantes surgiram com o objetivo de inibir ou reduzir estes danos. Podem
ser enzimas (superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) ou vitaminas,
minerais e compostos fendlicos que, presentes em menores concentragdes que as do
substrato oxidavel, sejam capazes de atrasar ou inibir a oxidacao deste de maneira eficaz.
Desta forma, o estresse oxidativo provém de um desequilibrio, em que 0s compostos
oxidantes prevalecem sobre os antioxidantes, promovendo um aumento de EROs
(KAPOOR et al., 2019).

Como consequéncia, tem-se biomoléculas sendo oxidadas e perdendo suas
funcBes biologicas, danos teciduais e alteracdo de vias metabolicas, como, por exemplo,
a cascata da inflamacéo, atuando como mediadores quimicos e ativadores de leucocitos,
potencializando a resposta inflamatoria. Estudos indicam que espécies reativas
mitocondriais (MtEROs) atuam como moléculas sinalizadoras para desencadear produgéo
de citocinas pro-inflamatérias (BARBOSA, 2010; SILVA & GONCALVES, 2010;
NAIK & DIXIT, 2011, CHENG, 2022).

Em geral, o estresse oxidativo pode desencadear a inflamacdo e o excesso de

inflamag&o pode causar estresse oxidativo, induzindo danos excessivos as células e



tecidos e, finalmente, levando a destruicdo do tecido normal e inflamacdo cronica
(RIMESSI, 2016, ZHOU et al., 2023).

- Citocinas

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas produzidas por diversos tipos de
células no local da lesdo e por células imunes sistémicas. Elas se ligam a seus receptores
especificos localizados na membrana celular, resultando na ativacéo da sinalizaco via
intracelular, que regulam a transcrigdo génica, desencadeando uma infinidade de efeitos
(ZHANG, 2007; BODDEKE, 2001; ABBAS, 2022).

Ao mesmo tempo que uma Unica citocina pode agir em diversos tipos de células
e em varios 6rgdos em um efeito denominado pleiotropismo, um mesmo efeito pode ser
atribuido a diferentes citocinas, observando-se sobreposi¢do de bioatividade destas
moléculas e redundancia. Atuam especialmente em células vizinhas (acao paracrina), nas
préprias células produtoras (acdo autdcrina), ou ainda, em células distantes (agdo
enddcrina), podendo, ainda, atuar sinergicamente ou antagonicamente (LORDAN, 2019;
LIN, 2000).

As citocinas ndo sdo armazenados como moléculas pré-formadas, entdo sao
produzidas geralmente em cascata, a medida que uma citocina estimula suas células-alvo
a produzir citocinas adicionais. A intensidade de seu efeito pode variar de acordo com
sua abundancia extracelular, com a presenca e quantidade de seu receptor na superficie
celular e dos sinais ativados pela ligacdo do receptor, que muda de acordo com o tipo de
célula. (LORDAN, 2019; ZHANG, 2007; LIN, 2000)

A nomenclatura “citocina” ¢ um termo geral atribuido a este grupo de mediadores
inflamatorios. Entretanto, este € subdividido em outros grupos menores, denominados
interleucinas (IL, numerada sequencialmente de 1 a 35), fatores de necrose tumoral
(TNF), quimiocinas (citocinas quimiotaticas), interferons (IFN) e fatores de crescimento
mesenquimal. Determinadas citocinas podem aumentar a resposta inflamatoéria (pré-
inflamatorias) ou atenua-la (anti-inflamatdrias) de acordo com o microambiente no qual
estdo localizadas. Dentre as consideradas pro-inflamatdrias, tem-se as interleucinas (IL)
1, 2, 6, 7, 12 e TNF. As anti-inflamatérias sdo IL-4, IL-10, IL-13 e FTCp (fator
transformador de crescimento ) (DE OLIVEIRA etal., 2011; KRAYCHETE et al., 2006;
ABBAS, 2022).
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- Metabdlitos do acido araquidbnico

O é&cido araquidonico (ARA) é um é&cido graxo poli-insaturado (PUFA)
encontrado naturalmente incorporado nos fosfolipidios da membrana da célula
conferindo-lhe fluidez e flexibilidade, tdo necessaria para a funcéo de todas as células.
Sua liberacdo ocorre apds estimulos traumaticos a célula, infeccBes e/ou inflamacGes,
ativando a enzima fosfolipase do tipo A2 que catalisa os fosfolipideos da membrana
celular, dando origem ao acido araquidbnico. Este atua como substrato para outras
enzimas, sendo metabolizado por vias enzimaticas diferentes, como a ciclooxigenase e a
lipoxigenase. Os metabdlitos provenientes da oxidacdo do &cido araquiddnico pertencem
ao grupo de eicosanoides, e compdem um conjunto de mediadores que modulam a
resposta inflamatdria e imunoldgica (Figura 4) (WENZEL, 1997; ASTUDILLO, 2012;
TALLIMA, 2021).

Fosfolipideo de membrana
+— Fosfolipase A2
Acido araquidénico

<« Ciclo-oxigenase 1 (COX1)
Ciclo-oxigenasse 2 (COX2)

! ' }

Prostaglandinas (E,, F,, D) Prostaciclinas (GL;) Tromboxanas (A;)
r . ~ 4 [
Vasodilatagdo | Agregacio de plaquetas | TAgregagéo de plaquetas
! Edema Vasodilatador | Vasoconstritor

Figura 4. Metabolitos do &cido araquiddnico pela ciclo-oxigenase.

As ciclooxigenases (COX), sob suas isoformas COX; e COXz, sdo enzimas que
atuam sobre o &cido araquiddnico, gerando os metabdlitos. Durante o processo de
inflamacdo, observa-se que o0s niveis de atividade de COX1 ndo mudam, ao passo que 0s
de COXz aumentam drasticamente e, como resultado, ha um aumento na producéo de
prostaglandinas. Observa-se também que processos inflamatérios tratados com inibidores
especificos de COX, obtiveram reducdo dos niveis de prostaglandinas e do processo
inflamatorio. Esses dados levaram a conclusdo de que a COX: esta envolvida na
inflamagdo, enquanto COX: ndo. Porém, estudos apontam que, em pProcessos
inflamatorios, a enzima COX; contribui em sua resolucdo, e ndo na sua progressao,
estando associada, juntamente a COX>, no processo de cicatrizacdo (MORITA, 2002; JU
etal., 2022; ABBAS, 2022).
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O gene COX; é particularmente responsivo aos mediadores da inflamacg&o. IL-1,
TNF e LPS induzem a expressao deste gene e, como consequéncia, ha um aumento da
geracdo de metabdlitos resultante da acdo desta enzima sobre o acido araquidonico.
Dentre 0s metabdlitos gerados, encontram-se as prostaglandinas E», F2 e D, (entdo
denominadas PGE;, PGF,, PGDy); prostaciclina GL, (PGLz>); e tromboxanos Az (TXAz)
(Figura 4) (FRANCO et al., 2105).

As prostaglandinas, em especial a PGE2, sdo responsaveis pela vasodilatagéo e
formacéo de edema, potencializacdo da dor promovida pela bradicinina e modulacdo da
funcdo dos macrofagos e células NK, estimulando-as quando em baixas concentracfes e
inibindo-as quando em alta. J& a PGL, também tem papel na vasodilatacdo, mas também
inibe a agregacdo de plaquetas. Ao contrério desta, a TXA2 promove a vasoconstrigdo e
agregacao de plaquetas (FRANCO et al., 2015; HANNA, 2018).

As lipoxigenases (LOX) sdo outro tipo de enzimas que também atuam sobre o
acido araquidénico, porém, por outra via. Os metabolitos gerados sdo os leucotrienos
(LT), denominados LTB4, LCT4, LTD4 e LTE4 (Figura 5) e atuam de diversas formas
como moduladores inflamatorios. LTB4, assim como LTE4, esta associado ao aumento
da permeabilidade vascular, além de quimiotaxia, agregacdo e adesdo de leucdcitos as

células endoteliais. Ja a LCT4 esta associada a vasoconstricdo FRANCO et al., 2015).
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'y
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X # Adesdo de leucécitos
Vasoconstritor LTC4
Broncoconstritor LTD4

LTE4 ! Permeabilidade vascular

Figura 5. Metabolizag8o do &cido araquid6nico pela lipoxigenase.

Uma terceira via da metabolizacdo do ARA tem sido recentemente estudada, em

que as enzimas atuantes sobre o &cido araquidénico sdo enzimas do citocromo P450.
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Como produto, dois principais tipos de eicosanoides sdo gerados, denominados acidos
epoxieicosatrienoico (EET) e acidos hidroxieicosatrienoico (HETE) e parecem ter efeito
na modulacéo inflamatdria. Entretanto, estes eicosanoides séo rapidamente degradados e
convertidos em um estado menos ativo, tendo suas ac¢Bes bioldgicas limitadas
(NORWOOD, 2010; MORGAN, 2002; ELKHATIB et al., 2022)).

- Tratamentos atuais e suas limitagoes

Sintomas clinicos da inflamagdo inicialmente eram tratados com extrato de
plantas, especialmente a casca de salgueiro por conter salicilatos. Este composto foi
isolado em 1830, e 67 anos depois, a industria farmacéutica alema Bayer criava o primeiro
anti-inflamatorio: a aspirina (acetil salicilato). Desde entdo, com o avanco das pesquisas
e da tecnologia, diversos farmacos foram surgindo para combater inflamagdes, com
diferentes vias de acdo, e com eles, surgiam os efeitos adversos, como diversas lesdes
renais e gastrointestinais (BINDU, 2020; DE ASSUNCAO et al., 2022).

Atualmente, os anti-inflamatorios sdo classificados em dois grupos: os anti-
inflamatorios esteroidais que sd@o denominados de corticosteroides (AIES) e os anti-

inflamatorios néo esteroidais (AINES).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) estdo entre a classe de
medicamentos mais utilizadas no mundo, sendo a aspirina o representante mais antigo e
conhecido deste grupo. Sdo largamente prescritos para o tratamento de inflamagdes,
dores, edemas, artrites e disfungdes musculo-esqueléticas. A via de acdo destes farmacos
visa a inibicdo das enzimas relacionadas a producdo de eicosandides, sendo a COXj e
COX: os principais alvos de agdo destes anti-inflamatérios. Uma vez inibido COX; e
COXg, a cascata de producdo de prostaglandinas, tromboxanos e lipoxigenases sera
reduzida, e com isso, efeitos pro-inflamatorios desempenhados por estes mediadores, tais
como a vasodilatacdo e quimiotaxia de leucocitos para a area inflamada sera diminuida
(BATLOUNI, 2010; SILVA, 2019).

Porém, a isoforma COX;: € expressa constantemente na maioria dos tecidos e
desempenha diversas fungdes fisioldgicas, incluindo a protecdo da mucosa do trato
gastrointestinal, controle do fluxo sanguineo renal, sistema nervoso central,
cardiovascular, entre outras, estando menos relacionadas a modulagéo inflamatoria. Por
este motivo associou-se que a maioria dos efeitos adversos oriundos ao uso de AINEs,

principalmente a formacao de Ulceras gastroduodenais, estavam relacionados ao efeito do
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farmaco em inibir COX1 junto a COX>. Assim, uma nova linha de anti-inflamatoérios ndo
esteroidais denominada Coxibs foi criada, com o objetivo de inibir seletivamente apenas
COXz, que é a enzima associada a resposta inflamatoria, sem interferir nas atividades de
COX: (DA SILVA et al., 2014; EI-MALAH et al., 2022).

Diversos Coxibs foram produzidos pela industria farmacéutica na expectativa de
reduzir os efeitos adversos oriundos do uso de AINEs. Entretanto, os resultados ndo foram
de acordo com o esperado, e alguns desses farmacos foram retirados do mercado por gerar
complicacdes cardiovasculares, sendo associados casos de infartos do miocardio e mortes
stbitas ao uso deste medicamento. A seletividade de inibicdo a COX. gera um
desequilibrio entre as quantidades de tromboxano (TXA2) e prostaciclina (PGI2), que sdo
fatores anti- e pré-tromboticos, desencadeando em uma série de complicagGes
cardiovasculares. Além disso, estudos apontam Coxibs ndo estdo desprovidos de efeitos
adversos sobre o sistema digestorio, e que o risco de Ulceras gastricas foi reduzido, porém
néo eliminado (DE GODOY et al, 2020; MENDES et al., 2012; EI-MALAH et al., 2022).

Estudos evidenciaram que COX, também esta presente constitutivamente em
diversos tecidos, como renais, cerebrais e vasculares do endotélio, desempenhando
diversas fungdes fisioldgicas quica mediar inflamagdes. Deste modo, sua inibicdo implica
na desregulacdo da homeostasia, acarretando em diversos efeitos adversos,

principalmente cardiovasculares e renais (LOPEZ et al., 2020).

Em suma, os AINEs desempenham seu papel na reducdo de dor, edema, rubor e
inflamacdo, porém, efeitos adversos ja sdo evidenciados e amplamente conhecidos,
principalmente relacionados a toxicidade géastrica, alteracdes cardiacas e renais. Coxibs
apresentam menos adversos gastrointestinais, porém, devido aos maiores riscos de
complicacdes cardiovasculares e insuficiéncia renal em relacdo aos AINEs
convencionais, sdo menos utilizados e comercializados. De qualquer forma, a seguranca
destes farmacos esté relacionada ao seu tempo de uso e ao estado de saude do paciente,
bem como a presenca de comorbidades (DE OLIVEIRA, 2019; BATLOUNI, 2010).

Os corticoides (corticoesterdides ou ainda glicocordicdides) sdo horménios
produzidos naturalmente pelo corpo, secretados pela regido cortical das glandulas supra-
renais estando envolvido em diversas funcdes fisiologicas, e, devido a sua potente

propriedade anti-inflamatéria, foram sintetizados por volta de 1950 e prescritos como
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farmacos. Desta forma, surgiram os primeiros anti-inflamatorios esteroidais (AIES)
(ANTI et al., 2008)

Inicialmente considerava-se que estes farmacos agiam pela via imunossupressora,
uma vez que as altas dosagens utilizadas inicialmente acarretavam neste efeito, porém,
atualmente se sabe que estes farmacos atuam ligando-se aos receptores especificos de
glicocorticoides e, por consequéncia, inibem diversas vias de sinaliza¢do celular (como
AP-1 e NF- B) que regulam a producéo de citocinas e quimiocinas inflamatérias; inibem
moléculas de adesao celular, como selectinas; inibem as espécies reativas de oxigénio e
o0 6xido nitrico, produzidos pelos macrofagos e outras células inflamatorias; inibem aacédo
da fosfolipase do tipo A2 e consequente inibicdo do metabolismo do &cido araquidénico
e outros mediadores inflamatérios, como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos e
do Oxido nitrico que controlam a producdo de eicosanodides (BARNES, 2006;
RAINSFORD, 2007; ABBAS, 2022).

De um modo geral, os corticosterdides séo eficientes para tratar doencas crénicas,
entretanto, altas dosagens provocam efeitos adversos severos ou por vezes irreversiveis,
como é o caso de lesdes Osseas e imunossupressdo. Quando administrado em baixas
dosagens, os adversos sdo reduzidos, porém, os efeitos de seu uso prolongado ainda é um
problema que gera preocupacdes (SPIES, 2011; FERREIRA et al., 2022).

Devido as suas propriedades farmacologicas, os AIEs estdo entre 0s
medicamentos mais prescritos, embora seu uso seja limitado por promover diversos
efeitos adversos, dentre eles a osteoporose, hiperglicemia, insuficiéncia renal, resisténcia
a insulina, deposicdo de gordura, hipertensdo, atrofia muscular e retardo do crescimento
em criangas. Além disso, inumeras doencas apresentam resisténcia ao receptor de
glicocorticoide, o que torna seu uso ineficaz (ANTI et al., 2008; VANDEWALLE et al.,
2018).

Desta forma, os anti-inflamatdrios prescritos atualmente apresentam diversas vias
de acdo e mostram-se eficazes no tratamento de inflamagdes agudas e cronicas, doengas
autoimunes, alergias e dores devido & acdo analgésica. Entretanto, existem diversas
limitacBes de seu uso, principalmente relacionados ao tempo de tratamento e a dose
prescrita, uma vez que tais medicamentos interferem em diversos mecanismos
fisioldgicos, promovendo inimeros adversos. Minimizar tais efeitos requer uma nova

abordagem farmacocinética, de entrega e biodistribuicdo, e até mesmo a utilizacdo de
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compostos naturais com potencial efeito anti-inflamatério ja evidenciados na literatura
(PEGORARO et al., 2021; YUAN et al., 2006).

1.2 Pequi
- Caracteristicas e filogenia

Considerada uma planta ornamental pela beleza de suas copas e das flores alvas,
0 pequizeiro (Figura 6) (Caryocar brasiliense) é uma arvore perene gue pode atingir até
10 m de altura, classificada como frutifera ou oleaginosa. E uma espécie arborea nativa
dos Cerrados brasileiros pertencente a familia Caryocaraceae, florescendo durante os
meses de agosto a novembro, com os frutos iniciando a maturacdo em meados de
novembro, podendo ser encontrados até inicio de fevereiro. Bem adaptada a habitats
secos, necessitam de total exposicdo solar. Sobrevivem bem com quantidades de agua
reduzidas, uma vez que sdo dotadas de raizes longas e extensas. Como caracteristica,
apresenta copa com abundancia de folhas, mesmo em época de seca, e tronco espesso e
tortuoso, com rachaduras de cor escura e a madeira de coloracdo amarelada, pesada e
resistente a agentes de deterioracdo (SANTOS, 2004; RAISER, 2007; CARVALHO,
2008).
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Figura 6 — Pequizeiro (Caryocar brasiliense) (Portal Embrapa, 2022).

O pequizeiro apresenta grande importancia econémica para a regido Centro-Oeste,
uma vez que dele podem ser extraidos matéria bruta para a indudstrias de artesanato,
combustiveis, lubrificantes e culinéria e é a fonte de renda de populacdes locais. Ainda,
h& um aumento de valor agregado a flora brasileira, uma vez que diversos biocompostos
sdo extraidos de suas folhas, frutos e sementes para a producdo de fitoterapicos com
potencial farmacoldgico (SANTOS, 2004; MORA et al., 2013).

Apresenta um papel importante na recuperacdo de areas degradadas, e, por
consequéncia, na manutencdo do bioma, uma vez que podem trazer beneficios para a
conservacao do meio ambiente, preservacdo da espécie e geracao de renda para populagédo
local (BATISTA etal., 2019; LORENZI, 2000).

- Regido e habitat
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O pequizeiro ¢ amplamente encontrado nas regides do Centro-oeste e Sudeste do
Brasil, podendo ainda ser visto em algumas areas do Norte, em Ronddnia, do Nordeste,
na Bahia, e no Sul, no Parana (Figura 7). Apesar de ser considerada uma planta do
Cerrado, espécimes foram encontradas na Mata Atlantica e Pantanal (CARVALHO,
2008).

O clima do cerrado caracteriza-se pela presenca de duas estacdes bem definidas:
invernos secos e verdes chuvosos. O periodo seco oscila entre cinco e seis meses, € as
chuvas sdo praticamente concentradas de outubro a marco. O solo é caracterizado pela
pobreza de minerais e riqueza de aluminio, entretanto, este fator ndo ameaca 0s
pequizeiros, uma vez que estas estdo plantas extremamente adaptadas a estas condi¢des
e parece ndo apresentar déficit nutricional em sua composicdo e em seus frutos
(SANTANA, 2003).
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Figura 7. Regifes identificadas com a ocorréncia natural de Pequizeiro no brasil. Fonte: CNCFLORA,
2012.

- O Fruto

O fruto pequi (Figura 8) apresenta cerca de 6 a 10cm de didmetro, geralmente
pesando de 70 a 170g, com pericarpo (casca) esverdeada, polpa amarela alaranjada devido

a presenca de grandes quantidades de carotenoides. Sua améndoa é coberta com espinhos
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finos de 2 a 5 mm de comprimento, e possui alto teor de lipidios. Cada fruto contém de 2
a 4 sementes, sendo um alimento rico em proteinas, minerais, fibras, carboidratos, acidos
graxos e importante fonte de vitamina A e C, apesar desta composicao e caracteristicas
do fruto, bem como quantidades de biocompostos oscilarem de acordo com a regido, solo,
época e método de colheita (BATISTA et al, 2019; PEREIRA et al, 2019; VERA, 2005).

Figura 8. Fruto do pequizeiro (pequi).

Fonte: https://paladar.estadao.com.br/noticias/comida,pequi-o-rei-do-cerrado-da-polpa-a-

castanha,70001648354).

Sua polpa possui alto valor energético, sendo bastante utilizada na culinaria
regional no preparo de diversas comidas tipicas. Seu 6leo é bastante utilizado na forma
de azeite, sendo, portanto, uma das principais espécies vegetais do ecossistema cerrado
brasileiro, apresentando grande relevancia na parte econdmica e cultural da regido.
Devido as suas propriedades terapéuticas, as comunidades locais utilizam o 6leo de pequi
para o tratamento de resfriados, gripes, bronquites, doencas inflamatérias, edemas, lesdes

gastricas, disfuncdo menstrual, deficiéncia de vitamina A, condic¢es oftalmologicas,
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hepaticas e até mesmo de controle tumoral (AGUILAR et al., 2012; ABREU et al., 2021;
BRAGA et al., 2022).

- O bleo e a extracdo

O Oleo de pequi é geralmente extraido da polpa do fruto e existem diversos
mecanismos para sua obtencdo, 0 que impacta severamente em sua composic¢do final,
qualidade, preservacdo de biocompostos e atividade fitoterapica (FERREIRA et al.,
2011).

Atualmente trés formas de extragdo séo mais conhecidas e utilizadas. A utilizacdo
de solventes organicos é uma das formas mais comuns empregadas em laboratorios. Neste
método, é adicionado solvente como hexano, acetona ou etanol a polpa, e apds extracao
do dleo, este solvente é eliminado. Comunidades extrativistas utilizam uma linha mais
rudimentar de extragdo, por fervura, em que se ferve a polpa do fruto em agua em fogo
baixo, mexendo até que o 6leo comece a emergir para a superficie, e entdo, é desnatado
com uma colher. A extracdo mecanica a seco, por prensa, também é conhecida. Neste
método, a fruta é previamente seca a temperatura de 60°C por 24h, para posteriormente
ser colocada em uma prensa, onde o 6leo sera extraido e filtrado (RIBEIRO et al., 2012;
FERREIRA et al., 2011).

Assim, o tempo de producéo, eficiéncia e quantidades de biocompostos obtidos
variam de acordo com o método utilizado. Além disso, fatores como exposicao a altas
temperaturas e luminosidade influenciam na oxidacdo dos &cidos graxos e elevacdo do
indice de acidez do 6leo, além da degradacdo de compostos que sao fotossensiveis, como
os carotenoides. Desta forma, a técnica utilizada para extracdo do 6leo pode impactar
diretamente sobre a atividade dos compostos bioativos presentes no éleo (BARROS et
al., 2019).

- Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo

O o6leo de pequi € constituido de acidos graxos saturados e insaturados (Tabela
1), sendo principalmente composto por acido oleico (~ 51,22%) e acido palmitico (~
40,65%). Oleos de pequi extraidos em diferentes regides do Brasil apresam uma faixa de
variacdo destes acidos graxos entre 44 a 51% e 36% a 40%, respectivamente. Esta

variacdo ocorre devido a diversos fatores ambientais, como regido, clima, solo e
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temperaturas. (OMBREDANE et al., 2021; TORRES et al., 2018; CORDEIRO et al.,
2013).

Tabela 1. Composicao percentual de acidos graxos presentes no éleo de pequi extraido pelo método de
prensagem a frio (OMBREDANE et al, 2021).

N° Carbono Acido graxo Oleo (%)
C16:0 Acido Palmitico 40,65 + 1,2
C16:1 D9 Acido Palmitoleico 2,80+0,4
C18:0 Acido Esteérico 458+0,6
C18:1 D9 Acido Oleico 51,22 +0,9
C18:2 D9,12 Acido Linoleico 3,22+04

O oleo de pequi tem sido amplamente estudado devido as suas propriedades
medicinais. Diversas atividades bioldgicas ja foram descritas, dentre elas, o potencial
efeito antitumoral em algumas linhagens tumorais, como em cancer de mama
(OMBREDANE et al., 2021). O potencial anti-inflamatério deste 6leo tem se tornado
alvo de pesquisas, por se mostrar bastante promissor nesta nova frente de fitoterapia.
MIRANDA-VILELA e colaboradores (2009) evidenciaram acdo anti-inflamatoria e
hipotensor, além de reduzir o colesterol total em corredores suplementados com o 6leo

por 15 dias.

Coutinho e colaboradores (2020) observaram algo similar ao avaliarem
inflamag&o pulmonar em ratos suplementados previamente com nanoemulséo de 6leo de
pequi, com aparente reducdo o influxo de células inflamatérias na regido inflamada e
extincdo do acumulo de leucdcitos, provavelmente associado aos seus compostos

bioativos e por sua composi¢ado rica em acido oleico.

Torres e colaboradores (2016) evidenciaram atividade anti-inflamatéria do 6leo
de pequi em lesdo hepatica em modelo in vivo, também associado a presenca de acidos
graxos insaturados e compostos antioxidantes em sua composi¢do. Observaram-se que
animais tratados com Oleo de pequi apresentaram reducdo das concentracdes de
mediadores inflamatorios circulantes, como interleucina-6, leucotrienos -4 e -5 e 0
receptor do fator de necrose tumoral, comprovando suas atividades antioxidantes e anti-

inflamatorias.
1.3 Bioeconomia

-Oqueé
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De acordo com o Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos (CGEE, 2022)
bioeconomia é definido como toda a atividade econémica derivada de bioprocessos e
bioprodutos que contribuem para solucdes eficientes no uso de recursos bioldgicos -
frente aos desafios em produtos quimicos, alimentacdo, produgdo de energia, materiais,
servicos ambientais, protecdo ambiental e saude - que promovem a transicdo para um
novo modelo de desenvolvimento sustentavel e de bem-estar da sociedade. Ou seja, a
bioeconomia visa tornar o planeta mais sustentavel de modo a utilizar os recursos naturais

de forma inteligente e responsavel.
- Beneficios e potenciais

O Brasil é o pais com maior biodiversidade do mundo e por isso possui grande
potencial para pesquisas em diversas areas (DE MELO et al., 2023). Isto requer um novo
olhar para as politicas publicas referentes a sustentabilidade, bioeconomia e
aproveitamento de recursos, gerando maior envolvimento de todos os setores da cadeia
produtiva, movimentando a economia. Neste quesito, unir a nanotecnologia aos
fitoterapicos aumenta as possibilidades de aplicacbes e comercializacdo destes
compostos, agregando valor aos compostos bioativos da biodiversidade brasileira. Esta
associagao promove autonomia nacional e inovacdo, fortalecendo a bioeconomia no pais
por reduzir a necessidade de importacdo de insumos/produtos (ROSA et al., 2022;
DUARTE et al., 2023).

E neste quesito que a nanotecnologia se encaixa, pois a inovagio que ela traz move
o desenvolvimento econémico. A biodiversidade impulsiona a producéo de fitoterapicos,
porém, um planejamento e gestdo de inovagcdo com suporte da ciéncia e tecnologia séo
necessarios para a criagcdo de produtos com producédo sustentavel, rentavel e que tragam
beneficios agueles que estdo na base da cadeia produtiva (ROSA et al., 2022; LASSO et
al., 2023).

1.4 Nanotecnologia
-Oquee

A nanotecnologia é uma area multidisciplinar que reine um conjunto amplo e
diversificado de técnicas e equipamentos derivados de engenharia, medicina, quimica e
biologia, que investiga novas propriedades que se manifestam em escala nanométrica para

a manipulacdo e construcdo de novas estruturas. A aplicacdo da nanotecnologia para o
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desenvolvimento de medicamentos mais eficazes e seguros (nanomedicina), produtos
farmacéuticos, biotecnologia, genémica, neurociéncia, robotica e tecnologias da
informacdo, vém influenciando substancialmente as industrias farmacéuticas e de
biotecnologia para as proximas décadas, nos debates globais sobre regulagéo de riscos e

cooperacéo internacional (Moghimi et al., 2020).

Nanotecnologia é a area multidisciplinar que estuda e manipula diversos materiais
em escala nanométrica utilizados para formar variadas estruturas com diversas
aplicabilidades. Engloba a sintese de novos materiais, tendo atualmente indmeras
aplicaces, que vao desde o campo da salde humana e animal a despoluicdo ambiental,

além de diversas outras aplicagdes (JOANITTI et al., 2022).

- Aplicacoes

No campo da medicina, tém sido utilizadas para tratar, diagnosticar, por meio de
biomarcadores ou prevenir doencas de diversas formas, dentre elas a ativacdo do sistema
imunoldgico (Cancino et al., 2014; Hong & Dobrovolskaia, 2018; Ye et al., 2018;
BEZERRA et al., 2022). Ja na area farmacéutica, nanoparticulas tem sido desenvolvidas
como  veiculo de  farmacos, solucionando dificuldades em relacdo a sua
biodisponibilidade, estabilidade e toxicidade. Além disso, sdo capazes de fazer uma
liberacdo controlada das moléculas e ainda direcioné-las ao seu local especificos de a¢éo,
maximizando os efeitos benéficos da terapia, além de auxiliar na reducdo dos efeitos
adversos. Divesas nanoparticulas também tém sido utilizadas devido as suas propriedades
antivirais, antiflngicas, antibactericidas, antitumorais, anti-inflamatérias e atividade
analgésica (Rudramurthy et al., 2016, Ombredane et al., 2022; AZIZ et al., 2019).

- Tipos de nanomateriais

Existem diversos tipos de nanomateriais (Figura 9), sendo classificados como
organicos, baseados em lipideos ou polimeros (lipossomo, nanoemulsdo, micela,
dendrimero, nanoparticula polimérica, além de outros) e inorganicos, baseados em metal
ou carbono (nanotubo de carbono, fulereno, quantum-dots, nanoparticulas de ouro, além

de outros). Além de sua constituicdo, variam quanto a forma de sua sintese, tamanhos e
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formatos, além da estrutura dimensional (Wilczewska et al., 2012; MODI et al., 2022;
ROSA, 2022).
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Figura 9. Tipos de nanomateriais organicos e inorgénicos. Fonte: adaptado de ZHOU,
2017 (DOI 10.1515/ntrev-2016-0102).

- Nanoemulsao

Nanoemulsdo é um tipo de nanomaterial organico que se apresenta em forma de
dispersdo coloidal de liquidos imisciveis, dos tipos mais comuns em que se tem agua em
6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A) (Figura 10), e outros dois tipos mais incomuns, que
sdo as nanoemulsGes mdaltiplas 6leo agua em oleo (O/A/O) ou agua Oleo em agua
(A/O/A). Séo estabilizadas por um surfactante (tensoativo) o qual contribui para a
manutencdo do tamanho, estabilidade e propriedades em nanoescala (10° m)
(MCCLEMENTS, 2018; JOANITTI et al., 2022).
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Figura 10. Tipos de nanoemulsdes. Fonte: Adaptado de PANDEY, et al., 2023,
(doi.org/10.1080/13102818.2021.1915869).

- Caracteristicas

Como caracteristica, as nanoemulsdes apresentam estabilidade cinética, resistindo
a mudancas fisico-quimicas no meio, como temperatura, pH, diluicdo e pressao). Porém,
sdo instaveis termodinamicamente, ou seja, suas fases tenderdo a se separar, formando
um complexo heterogéneo com o passar do tempo (JOANITTI et al, 2022;
MCCLEMENTE et al,, 2018).

A estabilidade de uma nanoemulsdo é um fator importante e deve ser observado
desde seu processo de obtencdo, armazenamento até aplicacdo e ha diversos parametros
que devem levados em conta para esta analise. Além do acompanhamento da varia¢éo do
diémetro hidrodindmico, indice de polidispersdo, pH e potencial Zeta, o aspecto
macroscopico também indicia a estabilidade do sistema (MCCLEMENTE et al,, 2018).

Sob esta perspectiva, € possivel observar fendmenos denominados separacdo
gravitacional, floculacdo e coalescéncia, maturacdo de Ostwald e separagdo de fase
(Figura 11). Estes fendmenos que ocorrem pelo fato das nanoemulsbes serem

constituidas por fluidos de densidade muito diferentes entre si, apresentando uma
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tendéncia a desestabilizacdo com o passar do tempo (PEREIRA, 2015; MCCLEMENTE
etal,, 2018).

A separacdo gravitacional é o processo pelo qual as goticulas se movem para cima
(cremacdo) ou para baixo (sedimentacdo) porque sua densidade € menor ou maior que a
do liquido circundante, respectivamente. A floculacdo é o processo pelo qual duas ou
mais goticulas se associam e formam aglomerados devido as forgas atrativas que atuam
entre elas, porém, sem que se fundam, diferentemente da coalescéncia, em que as
goticulas se atraem, colidem e se fundem, levando a formacao de uma gota maior. Ja a
Maturagdo de Ostwald ocorre quando nanogoticulas menores sdo incorporadas por
goticulas maiores, levando a formacdo de uma Unica gota ou a separacdo de fases.
Geralmente a Maturacéo de Ostwald ocorre com maior frequéncia em nanoemulsées com
dispersdo de diametros heterogénea, em que o indice de polidispersdo (PDI) é proximo
de 1 (PEREIRA, 2015; MCCLEMENTE et al,, 2018. JOANITTI et al,, 2022).
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Figura 11. Fendbmenos macroscopicos observados mediante instabilidade da
nanoemulsdo. Fonte: Adaptado de MCCLEMENTE et al,, 2018, (doi.org/10.1016/B978-0-12-
811838-2.00001-1).

- Aplicabilidade
Atualmente as nanoemulsdes apresentam diversas aplicacbes no ramo da

agricultura, como alternativa ao uso de agroquimicos e manipulacdo genética; da industria
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alimenticia, a partir da nanoencapsulacdo de nutrientes evitando-se alteracGes fisico-
quimicas; e da industria farmacéutica, como sistemas carreadores de medicamentos
ultrapassando barreiras teciduais devido ao seu tamanho reduzido (JOANITTI et al.,
2022). De acordo com Berciano-Guerreiro e colaboradores (2014), devido a capacidade
da nanoemulsdo se associar a diversos farmacos e direciona-los as células alvo, a eficacia
do farmaco € aumentada, sendo a dose total necessaria para o tratamento reduzida,
diminuindo os efeitos adversos. Além disso, a nanoemulsdo diminui a exposicdo do
farmaco as agdes externas, como oxidacao e hidrélise, preservando sua atividade (Sharma
et al., 2013; Mohanraj & Chen, 2006).

- Aplicabilidade como fitoterapia

A associacdo da nanotecnologia com a fitoterapia nanofitoterapia tem se tornado
promissora dentro da nanomedicina. Os vegetais apresentam uma fonte rica de compostos
bioativos que sdo mantidos nos produtos derivados, como os 6leos extraidos dos frutos,
das sementes, das folhas e das raizes. Por esta razéo, 0leos vegetais apresentam diversas
atividades bioldgicas, porém, com eficicia reduzida devido as suas caracteristicas
hidrofobicas. Tal caracteristica dificulta sua biodistribuicdo dentro do organismo e
impede uma absorcao eficiente, necessitando de doses elevadas para se obter os efeitos
terapéuticos desejados, com grandes possibilidades de efeitos adversos. Deste modo, a
nanotecnologia entra como uma alternativa para reverter esta problematica, uma vez que
a estruturacdo de fitoterapicos em nanoestruturas carreadoras permite melhorar sua
farmacocinética com uma liberacdo sustentada e gradual, melhorar a biodisponibilidade,
aumentando sua absorcdo e direcionamento dos compostos ao tecido alvo (JOANITTI et
al., 2022; ROSA, 2022).

Evidéncias cientificas acerca de estudos de atividades terapéuticas de
nanofitoterapicos frente a diversas doencas vem crescendo nos ultimos anos. Diversos
6leos vegetais tém sido relacionados como potenciais agentes antitumorais, anti-
inflamatorio, antibacteriano, anti-nociceptivo, dentre outras atividades bioldgicas e,
quando nanoestruturados, apresentam atividade superior em relacdo a sua forma livre
(ROSA, 2022).

AZIZ e colaboradores (2019) demonstraram que a nanoparticula micelar de 6leo

de Eucalyptus globulus é promissora como um nanocarreador transdérmico eficiente para
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a alternativa de terapia analgésica, apresentando efeito superior quando comparado ao
6leo livre. Nanolipossomas contendo Oleo essencial de Citrus aurantium apresentou
atividade larvicida contra Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatu e também foi
superior quando o 06leo estava nanoestruturado (SANEI-DEHKORDI et al., 2022).

OMBREDANE e colaboradores (2022) destacaram em seu trabalho que o 6leo de
pequi, quando nanoestruturado, reduz a citotoxidade em células de fibroblastos e de
cancer de mama MCF7 e apresentam maior atividade antitumoral em linhagem de cancer
de mama quando comparado & sua forma livre. J4 DE SA COUTINHO (2020) indicou
que nanoemulsdo a base de dleo de pequi modulou de forma positiva a atividade
inflamatoria pulmonar em ratos que as receberam como pre-tratamento, por via oral. Foi
evidenciado também que o efeito do 6leo nanoestruturado foi superior ao éleo na forma
livre. Pinheiro e colaboradores (2022) evidenciaram efeito antinociceptivo do 6leo de
pequi veiculado por um sistema de nanoemulsdo em ratos pré-tratados com este
nanofitoterapico. Deste modo, a juncdo do potencial fitoterapico do dleo de pequi com a
nanotecnologia torna-se uma emergente alternativa a terapia convencional na prevengédo

e tratamento de doencas.
- Vantagens

Nanoestruturar um fitoterapico engloba diversas vantagens e pode potencializar
os efeitos farmacologicos e medicinais dos compostos bioativos presentes nos vegetais,
uma vez que os direcionam ao tecido alvo; aumenta a biodisponibilidade e com isso, reduz
a concentracdo efetiva da dose, o que também contribui para a reducdo dos efeitos
adversos. Além disso, reduz sua citotoxidade aos tecidos, protege os fitoterapicos da a¢éo
de oxidacg&o e degradacao dentro do organismo, prolongando sua vida Util e acdo, e ainda
permite uma liberacdo lenta, gradativa e controlada dos fitoterapicos dentro do
organismo, evitando-se picos de concentracdes e periodos sem cobertura de tratamento
(ROSA et al., 2022; JOANITTI et al., 2022; CHEN et al., 2019).

2. JUSTIFICATIVA

Anti-inflamatorios esteroidais (AIES) estdo entre os medicamentos mais prescritos
no mundo e, por serem medicacdo de facil acesso, seu uso torna-se indiscriminado,

principalmente por idosos, que geralmente sdo 0s que mais necessitam de seu uso. Apesar
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de eficientes, os anti-inflamatorios convencionais possuem restricdo de seu uso
prolongado. Diversas pesquisas recentes apontam, de forma alarmante, os efeitos
adversos dos AINEs para complicacdes gastrointestinais, cardiovasculares, hepaticas,
renais, cerebrais e pulmonares até entdo pouco descritas (BINDU et al., 2020;
MONTEIRO et al., 2022). Desta forma, novas terapias anti-inflamatorias sdo necessarias
para complementar ou substituir as medica¢des convencionais, visando o uso prolongado,

seguro, e com menos efeitos adversos.

Diante deste cenario, 0 uso de terapia utilizando 6leo de pequi nanoestruturado
apresenta um grande potencial para o tratamento e prevencao de inflamages, sendo uma
promissora terapia alternativa aos farmacos anti-inflamatérios convencionais, uma vez
que o uso da nanotecnologia associada a fitoterapia com 6leo de pequi pode ser uma
estratégia promissora para melhorar sua biodistribuicdo, reduzindo os possiveis efeitos

adversos.

A nanotecnologia é a ciéncia que estuda e controla matéria na escala nanometrica
(Nano.gov) e sua unido a fitoterapicos tem ganhado evidéncia no cenario medicinal.
Oleos vegetais apresentam diversas atividades bioldgicas, porém, apresentam baixa
absorcdo e baixa biodisponibilidade devido & sua caracteristica lipofilica e a
nanotecnologia entra como uma alternativa para reverter esta problematica e melhorar o
potencial terapéutico do oleo de pequi (JOANITTI et al., 2022; ROSA, 2022).

Apesar de alguns trabalhos ja evidenciarem o efeito anti-inflamatorio do 6leo de
pequi nanoestruturado, ainda ha poucos estudos explorando seus efeitos, e ndo ha nenhum
trabalho indicando sua atividade aninociceptiva. Deste modo, o presente trabalho
pretende preencher essa lacuna fazendo uma revisdo sistematica sobre 6leo de pequi e
efeito anti-inflamatdrio; buscando investigar evidencias sobre os efeitos do 6leo de pequi
livre ou nanoestruturado em macréfagos estimulados ou ndo com LPS in vitro; e avaliar
a biocompatibilidade, efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo do 6leo de pequi livre ou

nanoestruturado in vivo.

Além disso, essa pesquisa evidencia os efeitos do 6leo de pequi e contribui para a
agregacao de valor do mesmo bem como para a movimentacao da bioeconomia. Por ser
um fruto nativo do Cerrado Brasileiro, desperta atencdo dos setores econdémicos para a

preservacao da flora, bem como o uso sustentavel da biodiversidade local, além de
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valorizar os produtores primarios, como comunidades extrativistas de pequi, e do préprio

fruto, que tem significativa importancia socioecondémica para a populacao.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Formular e caracterizar nanoemulsfes a base de 6leo de pequi e investigar seus
efeitos anti-inflamatdrios e antinociceptivos em macro6fagos, in vitro e em modelo de

edema, in vivo.
3.2 Objetivos especificos
Capitulo 1

- Fazer busca bibliografica de artigos relacionados a atividade anti-inflamatéria do 6leo
de pequi;

- Definir critérios de inclusdo e exclusdo dos artigos, e delimitagdo de referéncia

bibliogréfica;

- Estudo e analise comparativa dos trabalhos delimitados quanto a atividade anti-

inflamatoria e as vias de acdo do 6leo de pequi;
- Construcdo de tabela resumida e comparativa;

- Discutir os resultados observados nos 10 artigos selecionados relacionados aos achados

sobre o potencial anti-inflamatério do 6leo de pequi;

Capitulo 2
- Formular nanoemulsdo a base de éleo de pequi;
- Caracterizar a formulacdo concentrada por DLS (Espalhamento de Luz Dindmico);

- Avaliar a estabilidade da formula¢do ao longo do tempo quanto as caracteristicas

microscopicas e macroscopicas;

- Investigar atividade anti-inflamatoria, in vitro, em células de macréfagos diferenciados

de células extraidas da medula 6ssea de ratos, diferenciadas por L929;
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- Avaliar os efeitos das nanoestruturas na morfologia celular dos macrofagos estimulados
ou ndo por LPS, por microscopia éptica e por microscopia eletronica de varredura, in

vitro;

- Analisar os efeitos das nanoestruturas na viabilidade celular de macrofagos através

namero total de células por azul de tripan;

- Determinar os efeitos das nanoestruturas na producdo de interleucinas anti e pré

inflamatorias em macré6fagos estimulados ou ndo por LPS, in vitro;

Capitulo 3
- Caracterizar as formulacdes por DLS;

- Avaliar a morfologia da nanoemulsdo a base de 6leo de pequi por meio de microscopia

eletronica e por microscopia eletronica de transmisséo;

- Analisar a viabilidade celular de macréfagos por MTT, fragmentacdo de DNA J774-1

em citometria de fluxo, e taxa de associa¢éo, in vitro;

- Avaliar o potencial anti-inflamatorio e antinociceptivo em modelo de edema, em ratos,
in vivo;
- Investigar o impacto na coordenacgao motora de animais pré-tratados com PeNE;

- Investigar a citotoxidade da PeNE por meio de analises bioquimicas, hematoldgicas e
histoldgicas;

- Avaliar a modulagédo de ROS e NO dos animais a partir de analises de sangue;
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CAPITULO 1

ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO OLEO DE PEQUI (Caryocar
Brasiliense): UMA REVISAO SISTEMATICA

Este capitulo ainda ndo foi publicado. Andréia C. Pinheiro; Vitéria R. P. Silva; Alicia S.
Ombredane; Natalia O. Martins; Glécia V. S. Luz; Marcella L. B. Carneiro; Graziella A.
Joanitti.

Resumo

A propriedade anti-inflamatéria do 6leo de pequi (Caryocar brasiliensis) deve-se a
presenca de diversos compostos bioativos, como acidos graxos e carotenoides,
possibilitando ampla utilizacdo terapéutica. Apesar das inGmeras publicacBes
relacionando as propriedades anti-inflamatorias do 6leo de pequi, nenhuma revisdo
sistematica foi realizada. Portanto, uma revisédo sistematica é realizada para fornecer uma
visdo geral do cenério atual. Foram pesquisadas as bases de dados Scopus, BVS,
CINAHL, Cochrane, LILACS, Embase, MEDLINE, ProQuest, PubMed, FSTA,
ScienceDirect e Web of Science, até outubro de 2022, apods avaliagdo de “titulo e resumo”
e exclusdo de estudos usando a selecdo critérios do PRISMA, foram analisados 10 artigos
de 8 autores diferentes. Os resultados obtidos através da andlise dos artigos incluidos
indicam a interacdo do 6leo de pequi com mecanismos do processo inflamatdrio através
da modulacdo da expressdo génica e dos niveis circulantes de mediadores pré e anti-
inflamatorios, reducdo do estresse oxidativo, migracdo de células do sistema imune e
ocorréncia de sinais cardinais de inflamacbes. E possivel observar o impacto da
sazonalidade e metodologia de extracdo na caracterizacdo quimica do Oleo,
correlacionando com as propriedades terapéuticas, estabilidade e seguranca do 6leo de

pequi.

Palavras-chave: Oleo de pequi, Caryocar brasiliensis, Anti-inflamat6rio, Compostos
bioativos, Fitoterapia, Nanotecnologia.

Introducéo

O processo inflamatério € um mecanismo complexo formado pelo sistema
imunoldgico em resposta a estimulos nocivos, como infeccdes e lesfes teciduais. O

objetivo da resposta inflamatdria € devolver o organismo a um estado de homeostase,
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porém, em situacBes de desordem esse mecanismo pode ser orquestrado de forma
exacerbada, tornando-o ineficaz em seu objetivo principal. O controle do processo
inflamatorio por meio de mediadores anti-inflamatorios € uma importante abordagem
terapéutica para o tratamento de diversas doencas em que a natureza da patogenicidade

envolve um processo inflamatorio descontrolado (Tasneem et al., 2019).

Mundialmente, os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) e os corticosteroides
estdo classificados entre 0os medicamentos mais comercializados. Sdo moléculas que
possuem mecanismos de acdo que atuam diretamente na cadeia génica da inflamacao,
impedindo sua ativagdo. No entanto, a toxicidade dessas substancias resulta na ocorréncia
de efeitos colaterais graves. No caso dos AINEs, o efeito adverso mais frequente envolve
a ulceracdo da mucosa gastrointestinal pela reacdo antagénica da droga em relagdo a
secrecdo de muco envolvido na protecdo das células gastrointestinais. Portanto, a
descoberta de novos mediadores anti-inflamatorios eficazes e seguros é necessaria (Bindu
et al., 2020).

A existéncia de uma grande variedade de espécies vegetais no Brasil confere a
biodiversidade brasileira uma posi¢ao de destaque como fonte de recursos naturais com
valioso potencial terapéutico (Dutra et al., 2016; Pimentel et al., 2015). Aproximadamente
55.000 espécies ja foram catalogadas no Brasil, das quais apenas cerca de 1.100
receberam atencdo cientifica em termos de realizacdo de estudos para avaliar suas
propriedades terapéuticas. Esse cenario revela um enorme potencial da biodiversidade
brasileira ainda a ser explorado e que pode fornecer matéria-prima para o
desenvolvimento de produtos farmacéuticos inovadores (Ribeiro Neto et al., 2020;
VALLI et al., 2018).

O Pequi é um fruto da arvore Caryocar brasiliense, nativa do Cerrado brasileiro.
Da polpa do Pequi é possivel extrair um éleo muito utilizado na culinaria e na medicina
tradicional. O uso terapéutico do 6leo de Pequi é resultado da presenga de diversas
substancias bioativas em sua composi¢do, como acidos graxos e carotenoides (Brito et
al., 2022). Essas moléculas possuem interacdes relevantes com mecanismos promotores
de inflamacéo, sendo capazes de modular respostas inflamatorias por meio da regulacéo
da liberagdo de citocinas e da atividade de células do sistema imunoldgico envolvidas na
cascata inflamatoria, resultando em efeitos anti-inflamatorios observados in vitro, in vivo
e modelos clinicos (Coutinho et al., 2020; Miranda-Vilela et al., 2016; Torres et al.,
2016b).
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Apesar do crescente nimero de publicagdes sobre a atividade anti-inflamatdria do
6leo de Pequi, até onde sabemos, nenhuma revisao sistematica foi realizada analisando
os resultados desses trabalhos. Considerando a relevancia desse tipo de revisdo como uma
importante ferramenta para andlise e associacdo de evidéncias cientificas, esta revisao
busca reunir, por meio de um delineamento sistematico, as informagdes presentes na
literatura sobre as propriedades antiinflamatorias do 6leo de Pequi extraido do fruto do a
espécie Caryocar brasiliensis, para fornecer um panorama do cenario atual de pesquisas
envolvendo este 6leo e assim fomentar futuras investigagdes cientificas que possam servir

de base para aplicacdes clinicas.

Materiais e métodos
Protocolo e registro

O estudo foi desenvolvido com base nos critérios estabelecidos pela lista de
verificagdo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyzes) (Shamseer et al., 2015). O protocolo desta revisdo sistematica foi registrado no
International Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO) (NIHR, 2020)
com o numero de registro: CRD42023335323.

Critério de eleicao
Critério de inclusao

Os critérios de inclusdo para esta revisdo sistematica foram baseados na questédo
de pesquisa delineada pelo acrénimo PICO (populacéo; intervencdo; comparadores; e
resultado) (Methley et al., 2014). Foram considerados estudos que avaliaram a atividade
anti-inflamatéria (O) do 6leo bruto extraido do fruto da espécie Caryocar brasiliense
(Pequi) (I) em comparagéo com controles negativos (C) em modelos in vitro, in vivo e de

ensaios clinicos (P).

Critério de exclusdo
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Foram excluidos desta revisdo sistematica os artigos que se enquadravam nos
seguintes critérios i) Oleo de pequi de espécie diferente da Caryocar Brasiliense; ii) Oleo
de Pequi Fracionado ou outros compostos isolados de Caryocar Brasiliense; iii)
Atividade anti-inflamatoria ndo avaliada em modelo de teste (in vitro, in vivo ou clinico);
iv) Artigos de revisdo, capitulos de livros, teses, cartas, opinides pessoais, resumos de

congressos e patentes.

Fontes de informacdo e estratégia de busca

A busca na literatura foi realizada através da construcao de diferentes strings de
busca para se adaptar a cada uma das seguintes bases bibliograficas consultadas:
CINAHL, Cochrane, LILACS, Embase, FSTA, MEDLINE, ProQuest, BSV regional
portal, PubMed, ScienceDirect, Scopus, e Web of Science (Anexo 2). A busca foi
realizada em janeiro de 2023. Nao foram aplicadas restricdes de idioma ou periodo de
publicacdo. As referéncias duplicadas foram removidas pelo software gerenciador de

referéncias Mendeley®.

Selecdo de estudo

A selecdo dos artigos foi realizada em duas fases de verificacdo da adequacgéo do
estudo aos critérios de inclusdo e exclusdo. Na fase 1, dois autores (V.R.P.S & A.C.P)
analisaram o titulo e o resumo de todos os estudos presentes nos resultados da busca. Na
fase dois, os autores foram organizados em quatro pares (V.R.P & A.C.P; AS.O &
N.O.M; M.L.B.C & G.A.J) e analisaram de forma independente o texto completo dos
estudos incluidos na fase 1. Apos completar a fase de selegéo, as informagdes relevantes
dos incluidos estudos foram extraidas independentemente pelos pares. Discordancias

entre os pares foram resolvidas consultando um terceiro autor.

Analise de qualidade em estudos individuais

A anélise de qualidade dos estudos incluidos nesta revisao foi realizada usando a
diretriz ARRIVE 2.0 (Percie du Sert et al., 2020) adaptada para 21 questdes (Tabela S3).
Essas questdes foram respondidas pelas duplas de forma independente e as discordancias
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foram resolvidas por um terceiro revisor. Respostas ALTAS indicaram alta qualidade,
BAIXAS indicaram baixa qualidade, UNCLEAR indicaram que néo foi possivel medir a
qualidade e SEM INFORMAGCOES indicaram que a informacéo ndo foi encontrada no

artigo.

Resultados e discussao
Selecéo de Estudos

Utilizando a string de busca "(ALL ((pequi OR "Pequi oil)) AND caryocar))" na
base de dados Scopus em 29 de janeiro de 2023, é possivel identificar um ndmero
crescente de estudos envolvendo o Pequi, com a publicacdo de 1.490 estudos.
Curiosamente, quando restringimos a busca a estudos envolvendo especificamente o 6leo
de Pequi da espécie Caryocar brasiliensis por meio da string de busca "(ALL ("Oleo de
Pequi™ AND "Caryocar brasiliensis"))" aplicada a base de dados Scopus em 29 de janeiro
de 2023, observaram o numero de 46 estudos publicados, sendo 82,6% deles publicados

por grupos de pesquisadores brasileiros.

Ao associar o 6leo de pequi e inflamacgdo usando a string de busca descrita na
tabela S1, um total de 377 publicagcGes de diferentes bases de dados foram encontrados
(SCOPUS, BVS, CINAHL, Cochrane, Lilacs, Embase, ProQuest, PubMed,
ScienceDirect e Web of Science) até outubro de 2022. Com relacao as referéncias desses
documentos, é possivel observar na Figura 1 a coocorréncia dos termos (pelo menos 10
vezes, com configuragdo “full count”, utilizando o software VOSviewer Versdo 1.6.18)
em seus Titulos, Palavras-chave e Resumos. As analises mostradas na Figura 1 também
fornecem informacgGes sobre os termos mais concorrentes (que possuem suas esferas
maiores). A atencdo da comunidade académica se concentra, por exemplo, no estresse

oxidativo, antioxidantes, flavonoides, inflamacéo, acidos graxos e lipidios.

Na presente revisdo sistematica, conforme mostrado na figura 2, um total de 437
estudos foram identificados em diferentes bases de dados (84 do Scopus; 64 do
ScienceDirect; 3 do LILACS; 31 do Embase; 22 do MEDLINE; 25 do Portal Regional
BSV; 5 da PubMed; 22 da Web of Science; 21 da CINAHL, 12 da FSTA e 142 da
ProQuest). Apos a remocao de duplicatas, 377 estudos permaneceram e uma avaliacdo de

“titulo e resumo” resultou na exclusdo de 357 estudos. Os 20 artigos restantes foram

36



analisados por revisdo de texto completo. Esse processo levou a exclusdo de 11 artigos

de acordo com os critérios de exclusdo (Tabela S2). Além disso, 1 artigo foi incluido

nesta revisao por busca de citagbes. Ao final, 10 artigos foram analisados nesta revisdo

sistematica.
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Figura 1: Coocorréncia e conectividade dos termos encontrados em “Titulos, palavras-chave e

resumos” das publicagdes recuperadas das bases de dados. Andlise usando o software VOSviewer
1.6.18 (2022); minimo 10x; configuracao de “contagem total”. Fonte: SCOPUS, BVS, CINAHL,
Cochrane, Lilacs, Embase, ProQuest, PubMed, ScienceDirect, Web of Science (2022).
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cliico (n=8 ’ clinico (n = 0)
— 4-Artigos de revisdo, capilulos de livros, & Arigos de reviso, capitulos de livios,
— teses, ;::r(as opiniges DESSN'E-:ESU'TIW teses, cartas, opinides pessoais. resumos
_§ Estudas incluidos na revisio de conferéncias e patentes (n = 1) de conferéncias e patentes(n= 0)
= n=1
2 Relatdrios de estudos incluidos 7
E| | m=10)

Figura 2: Diagrama de fluxo da pesquisa bibliogréfica e critérios de selecdo do PRISMA.
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Caracteristicas dos estudos incluidos (n=10)

Todos os estudos incluidos sao artigos de pesquisa que avaliaram os efeitos anti-
inflamatdrios do PO (Oleo de pequi). As principais caracteristicas dos estudos est&o

resumidas na Tabela 1.
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Intervention

Study Population Outcomes
. . Fruit Lipid profile
AL . Tty U00R species/Extraction analysis Model/Treatment regimen Results
Ano/ Pais model (n)
method
Aguilar et In vitro: Oleo de Caryocar Acido oleico: In vitro: In vitro:
al., 2012/ Cultura Brasiliense/ 56,98% Exploséo respiratéria de macréfagos : 4 Producéo de ROS (p<0.05)
Brazil primaria de Método de extracdo: - Acido palmitico: PO 7% por via oral na dieta diaria por 2
macrofagos sem informagGes 34,45% semanas — macréfago residente peritoneal In vivo:
peritoneais - MUFA: 57,89% banhado e estimulado ou ndo com zymosan (1 T Cholesterol total, colesterol nio
obtidos de - SFA: 36,53% x 107 particulas/50 uL) — medida de HDL e triacilglicertis (p<0.05)
camundongos - B-caroteno: 18.62 quimioluminescéncia da producéo de ROS T Lipidios hepéticos totais (p<0.05)
fémeas, mg/100 g de 6leo durante um periodo de 60 minutos. T No ndmero de lesdes em estagio
C57BLIS, - B- criptoxantina: avancado na raiz da aorta
deficiente em 17.03mg/100g de  Invivo: { LesGes aterosclerticas da aorta
receptor de 6leo Hipercolesterolemia e aterosclerose : PO 7% { Peroxidacio lipidica  hepatica
LDL (suscetivel - Vitamina A: por via oral na dieta diaria com 1,25% de (p<0.05)
a aterosclerose), 2261,9 RAE/100g colesterol (aterogénico) por 6 semanas — Sem diferengas nas atividades das
de6a8 de 6leo Amostra de sangue (Anélise bioquimica); enzimas antioxidants
isg;r:jzn(arf:c; gigad(g (lipidos totais); Coragdo e aorta (analise | Njveis de anticorpos  anti-LDL
e lesBes ateroscleroticas) oxidados (p<0.05)
In vivo: Atividade antioxidante :
Ciamundongos PO 7% por via oral na dieta diaria com 1,25%
fémeas, de colesterol (aterogénico) por 6 semanas —
C57BL/6, Peroxidagao lipidica hepatica (teste TBARS);
receptor de Niveis plasméticos de autoanticorpos LDL
LDL deficiente anti-oxidados (ELISA); Atividade de enzimas
(suscetivel a antioxidantes hepaticas (SOD e CAT).
aterosclerose),
de6a8 Nota: Grupos controle receberam dieta com
semanas de 7% de 6leo de soja com 1,25% de colesterol
idade (n=12) (aterogénico)
Coutinho In vivo: Oleo de Caryocar - Acido oleico: In vivo: In vivo:
etal., 2020/ Camundongos brasiliense / 24.4% (NMR) e Inflamac&o pulmonar: | Migragéo de leucdcitos e neutrofilos
Brazil machos A/J extracéo por 25.9% (GC-MS) PO, e PO-nanoemulsdo (PO-NE) 20mg/kg; para o pulmao (PO; p<0.05)
(n néo claro) solvente (hexano) nanoemuls&o de 4cido oleico (OA-NE) 5mg/kg  Nenhuma migragao de leucécitos e
via oral 18 e 4h antes da administracdo neutréfilos para o pulméo (PO-NE, e
intranasal de LPS — analise AHR (elastancia ~ OA-NE de forma similar; p<000.1)
pulmonar com aerossolizagdo de metacolina); | Atividade de MPO (PO-NE, e OA-
Andlise de células inflamatérias BALF; NE de forma similar; p<0.001)
Atividade pulmonar de MPO e niveis de | TNF-a, IL-1B, IL-6, MCP-1 e KC
citocinas (MCP-1, TNF-a, IL-6, IL-1b, e KC);  (PO-NE; p<0.001)
Anélise de atividade CAT; Peroxidacéo | AHR (PO, PO-NE, e OA-NE de
lipidica pulmonar por TBARS . forma similar; p<0.001)
1 Atividade de CAT (PO-NE, e OA-
NE de forma similar ; p<0.05)
| Peroxidagdo de lipidio (PO-NE, e
OA-NE de forma similar; p<0.05)
Junior et In vivo: Oleo de Caryocar - Acido oleico: In vivo: In vivo:
al., 2020/ Camundongos Brasiliense (polpa) /  56.5% - Pleurisia: VO oral 300, 700 ou 1000 mg/Kg
Brazil Swiss machos prensado a frio em - Acido palmitico: 1h antes da inducéo da pleurisia com Cg_ > | Migracéo de leucdcitos (~36%) para
(n=6); 50 dias prensa “expeller” 38.11% exsudato pleural foi avaliado 4h depois exsudato pleural (PO 1000 mg/Kg;

seguido de
centrifugagdo

(nmero de leucdcitos e teor de proteina);

- Edema da pata: VO 300, 700 ou 1000
mg/Kg 1h antes da indugéo do edema da pata
com Cg_~> volume da pata (avaliado 1, 2 e 4h
apos Cg); Hiperalgesia mecanica e
sensibilidade ao frio (3 e 4h ap6s Cg);

- Modelo de dor: VO 1000 mg/Kg 1h antes

da inducéo da dor com formalina (pata)

-> Hiperalgesia mecénica, volume da pata e

sensibilidade ao frio (30 min ap6s formalina);

- Nocicepcéo induzida: PO por via oral 1000
mg/Kg 1h antes da indugédo da nocicepgdo com
4cido acético > contagem de constrigdes
abdominais ao longo de 20 min.

p<0,05); Sem alteracdes no
extravasamento de proteinas
plasmaticas (exsudato pleural);

| Edema da pata - PO 700 mg/Kg (~
28% depois 1, 2 e 4h); PO 1000
mg/Kg (~ 60%, 42%, e 40% depois
1, 2 e 4h respectivamente; p<0.05);
1 Atividade anti-hiperalgésica : PO
1000 mg/Kg efeito semelhante &
Dexametasona 1mg/Kg, p<0.05;

1 Efeito antinociceptivo do frio:PO
1000 mg/Kg (~25% depois 3h;
p<0.05);

| Nocicepgéo e sensibilidade ao frio
induzida por formalina : PO 1000
mg/Kg (~95%, p<0.05);

| Nocicepgdo induzida por 4cido
acético: PO 1000 mg/Kg (~90%,
p<0.05);
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Miranda-
Vilela et
al.,
2009/Brazi
|

Miranda-
Vilela et
al., 2011/
Brazil

Miranda-
Vilela et
al.,
2016/Brazi
|

Montalvao
etal,
2016/Brazi
|

Moreno et
al., 2021/
Brazil

Clinico:
Voluntarios
saudaveis com
desempenho de
corrida de pelo
menos 4.000 m:
homens (n=76)
e mulheres (49);
Idade: 15 a 67
anos

Clinico:
Voluntarios
saudaveis com
desempenho de
corrida de pelo
menos 4.000 m:
homens (n=76)
e mulheres (49);
Idade: 15 a 67
anos

Clinico:
Voluntarios
saudaveis com
desempenho de
corrida de pelo
menos 4.000 m:
homens (n=76)
e mulheres (49);
Idade: 15 a 67
anos

Clinico:
Pacientes com
l0pus
eritematoso
sistémico
Homens e
Mulheres
(n=29)

Idade: 20-54
anos

In vivo:
Camundongos
machos
C57BL/6
(n=15)

Oleo de Caryocar
brasiliense (polpa) /
extracdo por
solvente
(cloroférmio)

Oleo de Caryocar
brasiliense (polpa) /
extracdo por
solvente
(cloroférmio)

Oleo de Caryocar
brasiliense (polpa) /
extracdo por
solvente
(cloroférmio)

Oleo de Caryocar
brasiliense /
Extracdo prensada a
frio

Oleo de Caryocar
brasiliense/

Método de extracéo:
ndo informado

- Acido oleico:
54.28%;

- Acido palmitico:
41.78%;

- Pré-vitamina A:
6.26-11.5 mg/100
mg pulp

- Licopeno: 1.12-
2.08 mg/100 mg de
polpa

- Acido oleico:
54.28%;

- Acido palmitico:
41.78%;

- Pro-vitamina A:
6.26-11.5 mg/100
mg pulp

- Licopeno: 1.12-
2.08 mg/100 mg de
polpa

- Acido oleico:
54.28%;

- Acido palmitico:
41.78%;

- Pré-vitamina A:
6.26-11.5 mg/100
mg pulp

- Licopeno: 1.12-
2.08 mg/100 mg de
polpa

Néo avaliado.

- Acido palmitico:
40.149/100g de dleo
- Acido oleico:
54.769/100g de dleo
- carotenoids totais:
36.16mg g*

Clinico:

- Duas provas (mesmo percurso e tempo) para
cada voluntario: (1) prova sem suplementacdo
PO e (2) prova apds ingestdo de 400 mg de
céapsulas PO diariamente por 14 dias
consecutivos.

- Anélises bioguimicas (Perfis lipidicos séricos
e hs-CRP); Hemograma; Peroxidacéo lipidica
por ensaio TBARS

Clinico:

- Duas provas (mesmo percurso e tempo) para
cada voluntario: (1) prova sem suplementagdo
PO e (2) prova apos ingestdo de 400 mg de
capsulas PO diariamente por 14 dias
consecutivos.

- Amostras de sangue (colhidas ap6s cada
corrida): Hemograma; genotipagem de
polimorfismos; ensaio TBARS; perfil lipidico
pos-prandial e proteina C-reativa.

Clinico:

- Duas provas (mesmo percurso e tempo) para
cada voluntéario: (1) prova sem suplementagdo
PO e (2) prova apos ingestdo de 400 mg de
capsulas PO diariamente por 14 dias
consecutivos.

- Anélises bioquimicas (analises séricas de
ALT, AST, CK, PCR, perfil lipidico p6s-
prandial e PCR-us sérica); Hemograma;
Genotipagem (polimorfismo IL-6 — 174
GIC); Peroxidacéo lipidica (ensaio TBARS)

Clinico:

Lipus Eritematoso Sistémico:

PO via oral 400mg por 60 dias consecutivos.
Medidas antropométricas (IMC, CA, ST,
AMC, CC e PC); Hemograma; Analises
bioquimicas (uréia, fosfatase alcalina, GGT,
glicose, AST, ALT, complemento C3,
complemento C4, PCR-us, acido urico, CT,
proteina total e fragdo (albumina e globulina),
EAS e perfil lipidico);

Danos no DNA por ensaio cometa;

In vivo:

DSS-colite ulcerosa:

PO via oral 280 mg homogeneizado na racéo
por 36 dias consecutivos — DSS- colite
ulcerativa foi induzida no 28° dia de tratamento
— DA (perda de peso corporal, consisténcia
das fezes e presenca de sangue); Analise
histopatol4gica do colon; Imunofenotipagem
de linfdcitos intraepiteliais do célon e células

Clinico:

| Plaquetas e plateletocrito — total de
voluntarios (p=0.00);

1 Mondcitos - voluntérios totais
(p<0.02);

1 Eosindfilos - 5-19 anos (p<0.48);

| Colesterol e LDL, > 45 anos
(principalmente para homens)
(p<0,05);

1 HDL — total de voluntérios;

1 TG e VLDL, 20 — 24 anos (p<0.05);
| Hs- valores de PCR, 30 — 34 anos
(p<0.05);

Sem diferengas no ensaio TBARS
Efeito adverso menor em 18
voluntérios (apenas nos primeiros 3 a
4 dias de tratamento);

Clinico:

Polimorfismos que influenciaram as
respostas de PO (p<0.05):

- CAT, GST-M1/T1, CRP-G1059C e
MTHFR-C677T no leucograma;

- Hp e MTHFR-C677T em plaquetas;
- Hp, ACE, GSTT1 e MTHFR-
A1298C no perfil lipidico;

- MTHFR-A1298C nos niveis de
PCR;

- Hp e MnSOD no ensaio TBARS;

- As diferengas entre os genétipos da
ECA no leucograma e colesterol total
desapareceram ap6s PO, e 0 mesmo
ocorreu para Hp e MnSOD no ensaio
TBARS e para MTHFR-A1298C com
niveis de PCR.

Clinico:

Equilibrio de Hardy-Weinberg da
frequéncia genotipica de IL-6-174
GIC (SNP rs1800795) (p<0,05);

1 Peroxidagdo lipidica GG comparada
a CC e GC (p=0.023 e p=0.041
respectivamente);

1 Niveis de PCR no genétipo CC (p =
0,021);

1 PDW no GC comparar com GG
(p=0.045);

| LDL no CC comparado ao GG e GC
(p=0,012 ep=0,03 respectivamente);
| CK e AST no genétipo GC
(p=0.03);

Sem correlagéo entre triglicerideos e
PCR-us para genoétipo CC;

12,9 vezes o risco de peroxidagdo
lipidica em portadores de GG (OR
com IC 95%)

Clinico:

4 Hs-CRP apés tratamento PO (p =
0.0161)

Nenhum efeito significativo do
tratamento com 6leo de pequi em
medidas antropométricas,
hemograma, perfil lipidico, EAS,
analise bioquimica e danos ao DNA.

In vivo:

Sem alteragdes significativas no DAI
{ Criptas e perda de células
caliciformes (p<0.05)

{ Infiltragéo de células imunes
(p<0.05)

{4 Colénico (p<0,005), linfonodos
mesentéricos e células T CD8+ do
baco (p<0.05)

Sem alteragBes nas células T CD4+
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Rolletal.,
2018/
Brazil

Torres et
al., 2016/
Brazil

In vivo:
camundongos
Swiss fémeas e
machos (n=6); 6
a7mesesella
12 meses

In vivo:
Ratos wistar
machos
(n=8)

Oleo de Caryocar
Brasiliense (polpa) /
pressdo mecénica e
centrifugagdo

Oleo de Caryocar
brasiliense /
extragdo prensada a
frio e artesanal
(fervura)

- Acido oleico:
54.28%;

- Acido palmitico:
41.78%;

- Carotendides:
27.75 mg/100 mg de
polpa

- Pr6-vitamina A:
6.26-11.5 mg/100
mg de polpa

- Licopeno: 1.12-
2.08 mg/100 mg de
polpa

- Macronutrientes
(9/Kg): Mg (0.114);
Ca (0.97),e K
(0.042);

- Micronutrientes
(mg/Kg): Fe
(186.8); Mn (2.02);
Zn (2.03).

PO feito a mao
(HPO)

Acido palmitico:
33,76%

Acido oleico:
56,34%
Compostos
fendlicos: 252,00mg
GAE/100g
Carotendides:
118,42mg/100g
Tocoferdis:
154,27mg/kg
Fitoesterdis:
793,32mg/kg

PO prensado a frio
(CPO)

Acido palmitico:
29,48%

Acido oleico:
59,99%
Compostos
fendlicos: 113,01mg
GAE/100g
Carotendides:
89,82mg/100g
Tocoferdis:
155,31mg/kg
Fitoesterdis:
808,62mg/kg

mononucleares esplénicas; Deteccéo de
marcadores inflamatdrios (IL-6, TNFa, IFNy,
IL-17, IL-10 e PCR); determinacéo de S-I1gA.

In vitro:

- Atividade antioxidante :

Método DPPH (PO + reagente DPPH - 20
min = Absorvancia 517 nm)

In vivo:

VO 30 mg/animal/dia por 15 dias

- Amostra de sangue: hemograma e danos no
DNA (ensaio do cometa);

- Medula éssea: genotoxicidade (ensaio de
microntcleo)

In vivo:

Toxicidade hepética:

HPO 3 e 6 mL/kg; CPO 3 mL/kg por gavagem
intragastrica por 21 dias consecutivos —
Toxicidade hepatica induzida por dose Unica
i.p. de 3mL/kg CCl4 no dia 22

Lesdo hepatica:

- Analise bioquimica (ALT, ALP, AST e perfis
lipidicos); Anélise histopatoldgica hepética;
Andlise lipidica hepatica (lipidos totais e
peroxidagéo lipidica por TBARS)

Atividade antioxidante:

- Capacidade antioxidante do figado hidrofilico
e lipofilico; Atividades de enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, GPX, GR, GSH);

Atividade anti-inflamatoria:

- Expresséo génica de marcadores
inflamatérios (QRT-PCR); Concentracéo de
citocinas (leptina , IL-1b, IL-6, IL-10, MCP-1,
TNF-a, PPAR—y, LTB-4, LTB-5, PGE-2)

T Células na superficie da mucosa y&
T (p=0.008)

T S-IgA no célon e nas fezes (p<0.05)
1 IL-17 e CRP (p<0.05)

T TNFa e IL-6 (p<0.05)

Anélise antioxidante:

Atividade antioxidante (EC50): 26,26
mg/mL para reduzir 50% dos niveis
de DPPH;

In vivo:

Sem efeitos genotoxicos ou
clastogénicos;

1 Linfécitos e | niveis de
neutr6filos+mondcitos no grupo de 11
a 12 meses (feminino e masculino);
p<0.05;

| Niveis de eosindfilos no grupo de 6—
7 meses (feminino); p<0.05;

| Contagens de leucécitos no grupo
de 6-7 meses (masculino); p<0.05;

| PDW contagens no grupo de 11-12
meses (masculino); p<0.05.

In vivo:

d Niveis de AST e ALT em 30 e 38%,
respectivamente (HPO6; p<0.05)

{ Nivel AST 67% (CPO3; p<0.05)

{ Triglicerideos em 36%(CPO3;
p<0.05)

T HDL em 14, 34 e 27% (HPO3,6 e
CPO3, respectivamente; p<0.05)

d Lesdes hepaticas (HPO3,6 e CPO3
de forma semelhante)

1 Peroxidagéo lipidica em 32%
(HPO6 e CPO3; p<0,05)

1 Capacidade antioxidante hidrofilica
do figado em 15 e 8% (HPOG6 e
CPQO3, respectivamente ; p<0.05)
-1 Atividades GPX e GR em 38% e
36% (HPO6 e CPO3,
respectivamente; p<0,05)

T Atividade SOD em 25%(HPOS;
p<0.05)

T GSH hepatico em 101% (CPO3;
p<0.05)

I Expresséo do gene GST (HPO3;
p<0.05)

{ Leptina, IL-6, LTB-4 e LTB-5
(HPO6 e CPO3 de forma similar;
p<0.05)

{ Razdo IL-6/IL-10 (HPO3 e 6
similarmente; p<0.05)

T Niveis de PGE2 (HPOS; p<0.05)
{ Expresséo do gene TNFR (CPO3;
p<0.05)

d Expresséo de gene IL-1, TNF-q,
IKK-B, TGFR1 (HPO6; p<0.05)

T Taxa de expressdo génica TNF-
a/IL-10 (CPO3; p<0.05)

41



AC = arm circumference; ACE = angiotensin convering enzyme; AHR = airway hyper-reactivity; AMC = arm muscle circumference;
ALP = alkaline phosphatase; ALT = alanine aminotransferase; AST = aspartate aminotransferase; BALF = bronchoalveolar fluid;
BMI = body mass index ; CAT = catalase; CBA = cytometric bead assay; Cl = confidence intervals; CK = creatine kinase; Cg =
carrageenan; CRP = C-reactive protein; CRP-G1059C = C-reactive protein polymorphism; DAI — diasease activity index; DPPH =
2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate; DSS = dextran sulfate sodium; EAS= abnormal elements of sediment; ELISA = enzyme-
linked immunosorbent assay; GC-MS = gas chromatography-mass spectrometry; GGT = gamma glutamyl transferase; GPX =
glutathione peroxidase; GR = glutathione reductase; GSH = glutathione; GST-M1/T1 = glutathione S-transferase M1 and T1; GSTT1
= glutathione S-transferase; HC= hip circumference; HDL = high-density lipoprotein; Hp = haptoglobin; hs-CRP = high-sensitivity
C-reactive protein; IEL = intraepithelial lymphocytes; IFN-y = interferon gama; IKKb = lkappaB kinase-beta; IL = interleukins; i.p
= intraperitoneal; KC = keratinocyte derived chemokine; LDL = low density lipoprotein; LPS = lipopolysaccharide; LTB =
leukotriene; MCP-1 = monocyte chemoattractant protein-1; MnSOD = manganese superoxide dismutase; MPO = myeloperoxidase;
MTHFR-C677T and MTHFR-A1298C = methylenetetrahydrofolate reductase polymorphisms; MUFA = monounsaturated fatty acids;
NE = nanoemulsion; NMR = nuclear magnetic resonance; OA = oleic acid; OR = odds ratio; PDW = platelet distribution width;
PGE-2 = prostaglandin E2; PO = pequi oil; PPAR-y = peroxisome proliferator-activated receptor y; gRT-PCR = quantitative real-
time polymerase chain reaction; ROS = reactive oxygen species; SFA = saturated fatty acid; S-1gA = secreotory-immunoglobulin A;
SNP = single-nucleotide polymorphisms; SOD = superoxide dismutase; TBARS = thiobarbituric acid reactive substances; TG =
triglycerides; TGFR1 = transforming growth factor beta receptor 1; TNF-« = tumor necrosis factor alpha; TNFR = tumor necrosis
factor receptor; TS=triceps skinfold; VLDL = very low-density lipoprotein; v.s. = via subcutaneous; WBC = white blood cells; WC=
waist circumference

Tabela 1: Sintese das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos.

Curiosamente, todos os estudos selecionados foram realizados no Brasil e foram

publicados de 2009 a 2021 no idioma inglés.

Os PO utilizados nos estudos incluidos foram extraidos principalmente por
solvente (n=4) (Coutinho et al., 2020; Miranda-Vilela et al., 2009, 2011, 2016), fervura
(n=1)(Torres et al. , 2016c), prensado a frio/centrifugacdo (n=4 ) (Junior et al., 2020;
Montalvéo, 2016; Roll et al., 2018; Torres et al., 2016a), e ndo informado (n=2) (Aguilar
et al., 2012; Moreno et al., 2021). Alguns estudos avaliaram as caracteristicas do 6leo
analisando o perfil lipidico (n=9) e outros metabdlitos (n=7).

Os estudos in vitro (n=2) e in vivo (n=6) avaliaram o efeito anti-inflamatdrio da
PO avaliando diferentes modelos envolvendo marcadores inflamatorios (Tabela 1), como
a aterosclerose (n=1) (Aguilar et al., 2012); colite ulcerativa (n=1) (Moreno et al., 2021),
pleurise (n=1) (Junior et al., 2020), inflamacao pulmonar (n=1) (Coutinho et al., 2020),
edema de pata (n=1) (Junior et al., 2020), atividade antioxidante e seu impacto na
inflamacdo (n=2) (Roll et al., 2018; Torres et al., 2016). Os estudos clinicos (n = 4)
compararam os efeitos da suplementacdo oral PO em marcadores inflamatorios (por
exemplo, peroxidacdo lipidica) de voluntarios saudaveis (corredores) ap0s corridas e em
pacientes com lUpus eritematoso sistémico (Tabela 1) (Miranda-Vilela et al., 2009, 2011,
2016; Montalvao, 2016).

Com relacdo ao desenho experimental, os estudos in vitro e in vivo foram
heterogéneos quanto ao modelo animal, duracdo do experimento e dose de tratamento.
Um estudo in vitro avaliou a atividade antioxidante do PO pelo ensaio DPPH (Roll et al.,
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2018), enquanto o outro investigou a producdo de ROS de uma cultura primaria de
macrdfagos residentes no periténio de animais suplementados com 7% de PO por via oral
por 2 semanas (Aguilar et al., 2012). Em relacdo aos estudos in vivo, 84% dos estudos
adotaram camundongos como modelos animais (n=5) e 16% usaram ratos (n=1) (Torres
et al., 2016). A linhagem de camundongos utilizada foi C57BL/6 (n=2); selvagem e
geneticamente modificado), A/J (n=1) e Swiss (n=2). Para o estudo com ratos, foi utilizada
a cepa Wistar. Em relacdo a idade dos roedores, os efeitos da PO foram avaliados em
camundongos de 6 a 8 semanas (n=2) (Aguilar et al., 2012; Junior et al., 2020) e 6 a 12
meses (n=1) (Roll et al., 2018) que sdo equivalentes a humanos aproximadamente
adolescentes e idosos, respectivamente (Jackson et al., 2017). A idade do roedor de trés
estudos in vivo ndo foi informada (Coutinho et al., 2020; Moreno et al., 2021; Torres et
al., 2016).

A administracdo oral foi a via utilizada em todos os estudos in vivo (n=6), com
dois estudos utilizando uma mistura de PO com a dieta (Aguilar et al., 2012; Moreno et
al., 2021). PO foi administrado diariamente em curto prazo (1 a 18 h; n = 2) ou longo
prazo (variando de 2 semanas a 6 semanas; n = 4). As doses PO utilizadas nos tratamentos
variaram entre ~ 20 mg e 1000 mg/Kg (n=3). Em outro estudo, a dose informada variou
de 3 a 6 mL/Kg; essa dose ndo foi convertida para “mg/Kg” por falta de maiores detalhes
sobre a densidade do 6leo, por exemplo (Torres et al., 2016). Em dois estudos, ndo foi
possivel calcular a dose administrada com precisdo, pois o 6leo foi misturado a dieta e
ndo havia informag6es sobre a média de consumo de racao/grupo experimental (Aguilar
et al., 2012; Moreno et al., 2021).

Para todos os estudos clinicos (n=4), adotou-se a administracdo oral de 400 mg
PO diariamente por 14 (n=3) e 60 dias (n=1) (Tabela 1). Os voluntérios eram pacientes
com ldpus eritematoso sistémico (n=1) e pessoas saudaveis com desempenho de pelo
menos 4.000 m de corrida, incluindo homens e mulheres com idades variando de 15 a 67

anos (n=3).

Qualidade dos estudos individuais

A avaliacdo da qualidade baseou-se nas diretrizes ARRIVE de todos os estudos
incluidos (Figura 3) onde os critérios ndo claramente relatados ou com informacgoes

incompletas foram classificados como “pouco claros”. O desenho do estudo foi bem
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executado na maioria dos estudos e alguns artigos mencionaram claramente a presenca
de grupos de controle (n=10), via de administracdo (n=10), tempo de tratamento (n=10)
e dose de PO (n=9). Estudos in vivo e clinicos foram considerados adequados e a
aprovacgdo do comité de ética foi claramente relatada em todos os estudos. A maioria dos
estudos ndo descreve claramente as informacbes sobre cegamento (n=9),
alocacdo/randomizacdo (n=4) e a idade dos roedores avaliados (n=3), o que é necessario
para avaliacdo de qualidade.

Analise de qualidade

Autor Ano Design experimental Analise de resultados Relatério cientifico Declaracao ética

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Aguilar et al 2012 000000000 OC® ® O ® 060 0060 0O oo
Coutinho et al 2020 ® 00 O 000 o o O O 0606 0 060 0O o0
Junior et al 2020 000000000 ® o o O [ ) ® 0
Miranda-Vilela et al | 2009 000 000 o o O O 0606 0060 0O oo
Miranda-Vilela et al | 2011 000 000 o ® O O 06 00 0 O o0
Miranda-Vilela et al | 2016 000 000 o o O O 060 00 00O oo
Montalvio et al 2016 0000000 O ® O ® 0 © 0 0 O 0
Moreno et al 2021 00000 000 o o O O 606 0060 0O o 0
Roll etal 2 9 09000000000 ® O O 6000 0O o0
Torres et al 2 90000 0000 060 OO0 O0O0OCOOCOOO OO

@ Alta qualidadew @ Baixa qualidade Ndoclaro @ Né&oinformado - Nio aplicavel

Figura 3: Qualidade geral dos estudos selecionados. A descri¢cdo detalhada dos pardmetros
avaliados é encontrada no anexo 3.

Fisiologia e controle do processo inflamatorio

A inflamacdo é um processo complexo caracterizado pela acdo dindmica de
moléculas e células do sistema imunoldgico para restabelecer a homeostase em um local
tecidual lesado ou invadido por patogenos (Panigrahy et al., 2021). A orquestracdo da
inflamacdo ocorre por meio de um equilibrio ordenado da producao de mediadores pro e

anti-inflamatoérios responsaveis pelo inicio e subsequente cessacdo da resposta
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inflamatéria (Rossi et al., 2021). Esses mediadores atuam por meio de sinais paracrinos,
autocrinos e enddcrinos, regulando a inflamacdo e promovendo alteracdes celulares
relacionadas a modulacdo da expressdo génica, redirecionamento do metabolismo
energeético, ativacdo de vias de biossintese, rearranjo do citoesqueleto e liberagdo de
granulos citoplasmaticos (Dias et al., 2020; GAO et al., 2021; Mughees et al., 2022).

A ativacdo do processo inflamatdrio ocorre por meio do reconhecimento de
padrdes moleculares associados a patdgenos e danos (PAMPs e DAMPs,
respectivamente) por receptores de reconhecimento de padrdes expressos em células do
sistema imunoldgico, principalmente macrofagos, células dendriticas e mastocitos (Dias
et al., 2020; Leuti et al., 2020). O reconhecimento desses padrdes estimula a liberacéo de
moléculas sinalizadoras pré-inflamatérias como MCP-1, TNFa, IL-6, ILIB e
eicosandides derivados do acido araquidonico (prostaglandinas e leucotrienos) que
promovem a ativacdo e o recrutamento de novos leucdcitos e linfocitos para o sitio
inflamatorio, integrando as respostas imunes inata e adaptativa (Leuti et al., 2020; Rossi
etal., 2021).

O microambiente inflamatdrio é benéfico quando formado em situacdes agudas
diante de estimulos nocivos, promovendo a erradicacao do agente infeccioso e preparando
o tecido lesado para a remodelacdo (Dias et al., 2020). Porém, a perpetuacdo desse
processo e seu estabelecimento de forma sistémica impactam o funcionamento de
diversos tecidos, gerando doengas de natureza inflamatoria, como doenca de Crohn, mal
de Alzheimer, aterosclerose, acne, infartos, carcinogénese, entre outras complicacdes
(Liu et al., 2022).

A resolucéo da inflamagéo é um processo ativo mediado pela producéao de fatores
anti-inflamatorios que marcam o retorno do tecido as suas condigcbes fisiologicas
(Panigrahy et al., 2021). Os macrdfagos sdo as principais células envolvidas nesse
processo devido a sua alta plasticidade estimulo-dependente (Dias et al., 2020). Quando
sinalizados por citocinas regulatorias, como IL-4, IL-10 e IL-13, os macréfagos fagocitam
restos celulares e ativam vias metabolicas relacionadas a oxidacdo fosforilativa e
producdo de mediadores anti-inflamatorios lipidicos derivados de acidos graxos
poliinsaturados ®-3, como resolvinas, protectinas e maresinas que impedem a
cronificacdo do processo inflamatorio, limitando a migracdo tecidual de neutroéfilos e
inibindo a liberacdo de citocinas e eicosanoides pro-inflamatorios (Dias et al., 2020; Leuti
etal., 2020; Li et al. , 2020; Locati et al., 2020; Panigrahy et al., 2021).

45



Além do processo de resolucdo fisioldgica, a inflamacdo pode ser interrompida
por meio do uso de anti-inflamatdrios, que atuam inibindo diretamente as vias de génese
e manutencdo da inflamacdo (Panigrahy et al., 2021). Apesar de serem eficazes na
contencédo da inflamagéo, a maioria desses medicamentos gera efeitos adversos graves
devido a sua interacdo com componentes responsaveis pelo funcionamento fisioldgico de
alguns tecidos (Patil et al., 2019). Assim como os anti-inflamat6rios ndo esteroides
(AINES), cujo mecanismo de acdo € a inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX)
responsavel pela producgdo de prostaglandinas, porém, essa inibicdo impacta diretamente
nas fungbes fisiologicas desempenhadas pela enzima relacionadas & hemostasia,
citoprotecdo gastrica e entre outras atividades que resultam na ocorréncia de efeitos
adversos como lesBes gastricas, hipertensdo, nefropatias e outros (Patil et al., 2019).
Portanto, a descoberta de novas moléculas capazes de conter a inflamagao sem afetar a
homeostase dos tecidos saudaveis € relevante.

A biodiversidade brasileira contribui significativamente para a descoberta de
novas moléculas com atividade terapéutica (Xavier-Santos et al., 2022). Dentre as fontes
de estudo, os 6leos fixos extraidos de fontes vegetais tém sido amplamente investigados
por sua atividade antiinflamatdria (A. R. Ribeiro et al., 2022). Vérios estudos avaliaram
a capacidade do 6leo de pequi (Caryocar brasiliense) em modular a inflamagao por meio
de modelos experimentais in vitro, in vivo e ensaios clinicos abordando os impactos dos
tratamentos com Oleo de pequi nos aspectos clinicos, celulares e moleculares da

inflamacdo, bem como, na evolucédo de varias doencas inflamatdrias.

Efeito anti-inflamatorio do 6leo de pequi em patologias inflamatérias
Aterosclerose

A aterosclerose é uma doenca caracterizada pela deposicdo excessiva de
lipoproteinas contendo apolipoproteina B na intima da parede arterial causada pela perda
da integridade endotelial devido a tens6es no fluxo sanguineo (Kotlyarov & Kotlyarova,
2022). As alteracOes na estrutura do endotélio e a oxidagdo das lipoproteinas de baixa
densidade (oxLDL) ativam as respostas imunes inata e adaptativa, formando um quadro
inflamatério crénico responsavel por prejuizos no funcionamento do sistema
cardiovascular (Ruparelia & Choudhury, 2020). O importante papel dos mecanismos

inflamatorios na génese e progressdo da aterosclerose reflete o uso de terapias anti-
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inflamatérias como abordagens terapéuticas para prevenir eventos cardiovasculares
(Pedro-Botet et al., 2020).

O o6leo de pequi é composto por acidos graxos saturados e insaturados que
desempenham funcbes na aterogénese, principalmente relacionadas ao processo
inflamatorio, integridade do endotélio vascular e promocdo de dislipidemia (Aguilar et
al., 2012; Kotlyarov & Kotlyarova, 2022). A interacdo desses acidos graxos com a
membrana plasmatica das células endoteliais impacta sua fluidez, bem como aumenta a
expressao de moléculas de adesdo importantes para a ativacdo da resposta inflamatoria

em sitios aterogénicos (Kotlyarov & Kotlyarova, 2022).

Apesar dos efeitos aterogénicos promovidos pelos acidos graxos presentes na
composi¢cdo do 6leo de Pequi, no estudo desenvolvido por Aguilar et al., 2012, foi
possivel observar uma redugdo no numero de lesdes ateroscleréticas na aorta de
camundongos fémeas, C57BL/6, deficiente de receptor de LDL tratado com 6éleo de
Pequi. Esse efeito pode estar relacionado a presenca de metabdlitos secundarios na
composicdo do o6leo com atividade antioxidante, como carotenoides, tocoferois e
compostos fendlicos que possuem regides eletrodensas capazes de reduzir os radicais
livres e assim atenuar o estresse oxidativo produzido durante o processo inflamatdrio,
além de apresentar importante papel na diminuicdo dos niveis de oxLDL e sua

imunogenicidade detectada no estudo (Aguilar et al., 2012; Torres et al., 2016).

Corroborando com os resultados ateroprotetores do 6leo de Pequi, em estudos
clinicos com corredores por Miranda-Vilela et al., 2009, 2011, 2016 a suplementagdo com
0 oOleo foi capaz de inibir a ativacdo plaquetéria detectada pela redugdo da contagem
plaquetaria e do volume médio de plaquetas, e, ao contrario dos impactos no perfil
lipidico esperados com a ingestdo do 6leo, os voluntarios apresentaram reducéo nos niveis
de LDL, VLDL, colesterol total, triglicérides e aumento do HDL. Esses efeitos do 6leo
de Pequi na aterogénese também foram associados a capacidade modulatoria de
polimorfismos em componentes relacionados a mecanismos antioxidantes enddgenos e

ao controle do funcionamento cardiovascular (Miranda-Vilela et al., 2009, 2011, 2016).
Colite ulcerosa

A colite ulcerativa (CU) é uma doenga inflamatdria idiopatica cronica do colon.
Esse distdrbio, no intestino, causa inflamacdo persistente da mucosa que cobre desde o

reto até o célon mais proximal, com duracdo variavel e caracterizada por um curso
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recorrente e remitente. Os sintomas classicos sdo diarreia sanguinolenta com ou sem
muco, urgéncia retal e graus variaveis de dor abdominal. A UC é caracterizada por
eritema, perda do padrdo vascular normal, granularidade, erosdes, friabilidade,
sangramento e ulceragfes, com demarcacdo distinta entre intestino inflamado e ndo
inflamado (Gajendran et al., 2019).

A interacdo entre a microbiota, o epitélio intestinal e o sistema imunologico séo
fatores importantes na fisiopatologia da RCU, pois podem implicar em alteragcdes no
perfil celular, resultando em aumento da producdo de citocinas inflamatorias e espécies
reativas de oxigénio. Além disso, o sistema imunoldgico pode conduzir a inflamacéo
intestinal por resposta imune inata e adaptativa. Evidéncias recentes sugerem que Varios
fatores podem desequilibrar a homeostase intestinal, apresentando desafios futuros para

o desenvolvimento de novas terapias para a UC (Danese, 2012; Maloy & Powrie, 2011).

Os alimentos com propriedades imunomoduladoras poderiam auxiliar no
tratamento farmacologico da retocolite ulcerativa, uma vez que favorecem a manutencao
da integridade intestinal. Nesse contexto, um alimento nutracéutico de destaque é o 6leo
extraido da polpa do pequi (Caryocar Brasilense). Possui quantidades consideraveis de
acidos graxos monoinsaturados imunomoduladores, principalmente acido oleico, e
carotenoides. Os acidos graxos monoinsaturados (MUFA) podem reduzir a intensidade
da resposta inflamatoria diminuindo a secrecdo de citocinas e reduzindo as proteinas
plasmaéticas pro-inflamatorias. Os carotendides, que sdo amplamente conhecidos por sua
atividade antioxidante, podem minimizar os efeitos prejudiciais devido aos altos niveis
de radicais livres induzindo uma modulacdo do sistema imunologico (Moreno et al.,
2021).

Estudos anteriores ja demonstraram efeitos bioldgicos do pequi, como
antioxidante e anti-inflamatorio. Moreno et al., 2021 avaliaram os efeitos do 6leo de pequi
sobre elementos da resposta imune intestinal em camundongos com colite ulcerativa
induzida por sulfato de dextrana sédica (DSS). Foi demonstrado que a ingestdo de 6leo
de pequi contribuiu para a regulacédo da resposta imune e melhorou os sinais clinicos e
histologicos de camundongos modelo de RCU. Encontrou-se reducdo de células
citotoxicas e outros marcadores inflamatérios e estimulacdo de células reguladoras,
preservando células produtoras de muco. Assim, este estudo forneceu novos insights
sobre a importancia da ingestéo regular de 6leo de pequi para melhor prognostico da colite
ulcerativa aguda (Moreno et al., 2021).
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Inflamacao pulmonar

Vérias doengas das vias aéreas estdo relacionadas a inflamacdo das estruturas
pulmonares. Por exemplo, a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e a
lesdo pulmonar aguda (ALI) sdo doengas pulmonares inflamatorias em que danos a
barreira alvéolo-capilar estdo envolvidos na liberacdo de granulos de neutréfilos e lesdo
oxidativa (Meyer et al., 2021; Moldoveanu et al., 2009). Além disso, algumas das causas
da pleurisia, uma condi¢do em que as camadas que separam 0s pulmdes do térax séo
lesadas, também estdo relacionadas a inflamacdo (Karpathiou et al., 2022). A inflamacao

excessiva e crénica nos pulmdes pode ser fatal, pois € um 6rgéo vital.

Curiosamente, uma unica dose oral de 6leo de Pequi (1000 mg/Kg) 1 h antes da
inducdo da pleurisia mostrou reduzir significativamente a migracao de leucdcitos para o
exsudato pleural (Junior et al., 2020). Efeitos semelhantes foram observados por Coutinho
e colaboradores (2020) onde um unico tratamento oral com 6leo de Pequi poucas horas
antes da inducdo da inflamacdo pulmonar resultou em reducdo significativa na migracao
de leucécitos e neutrofilos para o pulmdo. Vale ressaltar que efeitos anti-inflamatorios
mais pronunciados foram observados quando o 6leo de Pequi foi administrado em
nanocarreadores (Coutinho et al., 2020). As vantagens do uso de nanoestruturas para

fornecer 6leos naturais séo exploradas no 6leo de pequi nanoestruturado.

A composicdo de acidos graxos do Oleo de pequi desempenha um papel
importante em seus resultados anti-inflamatérios. O &cido palmitico é conhecido por
induzir efeitos pré-inflamatérios nas células imunes (Radzikowska et al., 2019). Por outro
lado, os efeitos do acido oleico, um dos principais acidos graxos encontrados no 6leo de
Pequi, na inflamac&o pulmonar sdo controversos. Varios estudos mostram que o &cido
oleico desencadeia lesdo pulmonar e inflamacdo apos ser injetado por via intravenosa
(Goncalves-de-Albuquerque et al., 2015). No entanto, estudos avaliando a ingestéo oral
de &cido oleico evidenciam seu papel anti-inflamatério na SDRA e outras doencas
respiratorias (Cazzoletti et al., 2019; Farag & Gad, 2022) corroborando os achados de
Coutinho et al (2020) e Junior et al (2020). Vale a pena mencionar que a inflamacéo dos
pulmdes e suas estruturas geralmente envolve estresse oxidativo associado a danos nos
tecidos (Meyer et al., 2021; Moldoveanu et al., 2009). Nesse contexto, compostos
bioativos antioxidantes encontrados na composi¢do do 6leo de Pequi, como carotendides

e compostos fendlicos (Brito et al., 2022; Torres et al., 2016) também podem contribuir
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para os efeitos anti-inflamatdrios observados nos modelos de doengas das vias aéreas

observado por Junior e colaboradores (2020) e Coutinho e colaboradores (2020).

Doengcas autoimunes

As doencas autoimunes sdo desencadeadas pela ativacao do sistema imunoldgico
contra autoantigenos, formando uma resposta imune que resulta em danos aos tecidos
saudaveis. O lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune caracterizada
por inflamacdo crénica na qual ha atividade exacerbada de linfécitos B e T e producao
macica de autoanticorpos reativos, principalmente antinucleares, que se complexam e se
depositam nos tecidos, promovendo a ocorréncia de diversas manifestacGes clinicas
(Kiriakidou & Ching, 2020). Pacientes com LES também apresentam maior incidéncia
de dano ao DNA, o que pode estar relacionado ao estresse oxidativo causado pelo
processo inflamatério (Montalvéo, 2016).

A administracdo oral de 400mg de 6leo de Pequi em pacientes com LES, ndo
mostrou efeitos significativos na reducgéo de danos ao DNA, bem como, esses pacientes
mostraram resisténcia aos efeitos do 6leo no perfil lipidico em comparagcdo com outros
estudos com corredores que receberam Pequi suplementacdo de 6leo na mesma dose
(Miranda-Vilela et al., 2009; Montalvao, 2016). Esses resultados contraditérios podem
estar relacionados as diferencas entre os métodos de extracdo do éleo nos dois estudos,
pois no estudo com pacientes com LES o 6leo foi extraido por prensagem a frio e no
estudo com rotores a extracao foi feita com um solvente organico capaz de extrair maiores
concentracOes de componentes antioxidantes, como carotenoides (Miranda-Vilela et al.,
2009; Montalvdo, 2016). Além disso, a alta atividade do sistema imunol6gico no LES
desencadeia alteragcbes no metabolismo lipidico que podem afetar a sensibilidade aos
efeitos do 6leo de Pequi, sendo a reducdo dos niveis de HDL comum em pacientes com

doencgas autoimunes (Hahn et al., 2007).

Apesar desses resultados, a ingestdo de 6leo de Pequi por pacientes com LES foi
capaz de reduzir os niveis de PCR-us (Montalvao, 2016). No entanto, embora a PCR seja
um marcador classico de inflamacdo, isso ndo é uma regra para todos os tipos de
inflamac&o e, no caso do LES, a resposta inflamatoria é caracterizada por citocinas de
interferon tipo 1 que, diante de um quadro inflamatério exacerbado, com alta producéo

de IL-6, os niveis de PCR permanecem moderados, portanto, a correlacdo entre niveis
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reduzidos de PCR-us e atividade antiinflamatoria do 6leo de Pequi ndo pode ser afirmada
(Enocsson et al., 2021). Além disso, a PCR pode auxiliar na eliminacdo de complexos de
anticorpos formados no LES por meio da ativagéo do sistema complemento e estimulacéo
da fagocitose, podendo ter efeitos benéficos em pacientes com LES (Enocsson et al.,
2021).

Inflamacéo local e nocicepgéo

O processo inflamatério € um conjunto de alteragdes que ocorrem na forma de
uma cascata de ativacdo. Diversos mediadores promovem vasoconstri¢do arterial, seguida
de dilatacdo de arteriolas, capilares e veias (hiperemia) que circundam a regido acometida,
aumentando o numero de vasos funcionantes, justificando os sinais clinicos de
vermelhiddo e calor. A segunda alteragdo serd caracterizada pelo aumento da
permeabilidade desses tecidos vasculares, pela agdo proeminente de aminas vasoativas
(histamina e serotonina) produzidas por mastocitos e basofilos, promovendo a abertura
das juncdes entre as células epiteliais, permitindo a passagem de moléculas maiores e
exsudato. Dessa forma, inicia-se o acumulo de liquido contendo diversas moléculas,
fibrinas e células inflamatdrias nos intersticios da regido inflamada. Esta etapa explica a
formacdo clinica do edema e a liberagdo de certas moléculas explica a dor (Cruvinel et
al., 2010; Fujiwara & Kobayashi, 2005; Ptaschinski & Lukacs, 2018)

O oleo de pequi tem sido descrito na literatura por sua agao anti-inflamatoria e
antinociceptiva. Um dos efeitos apresentados € a reducdo da migracao de leucdcitos para
0 tecido exsudado, o que pode refletir na reducéo da cascata de ativacdo de mediadores
inflamatdrios (Coutinho et al., 2020; Junior et al., 2020). Animais tratados com 6leo de
pequi e que apresentaram edema de membros inferiores induzido por carragenina
reduziram o inchago em até 60%, e também reduziram a dor em até 95% quando a dor
foi induzida por formalina (Junior et al., 2020). A reducédo dessas condic¢des esta associada
a atividade antiinflamatéria proporcionada pelos flavonoides e terpenoides presentes no
6leo de pequi, 0 que possivelmente reduz os efeitos da liberacdo de citocinas

inflamatorias.

Outros estudos apontam o potencial anti-inflamatério dos acidos graxos oleico e
palmitico abundantemente presentes no 6leo de pequi. Esses acidos tém sido estudados

por inibir a cascata de ativacdo inflamatoria via metabolitos do acido araquidonico,
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modulando a resposta inflamatoria, o que pode explicar a redugdo do edema de membros
posteriores induzido por carragenina em animais previamente tratados com éleo de pequi
(de Figueiredo et al., 2016). Estudos in vitro mostraram que monocitos humanos tratados
com é&cido linoléico e estimulados com LPS apresentaram inibicdo de diversas citocinas

inflamatorias, como TNF-a, interleucina 1 e 6 (Zhao et al., 2005).

Atividade antioxidante do 6leo de pequi e impactos nos processos inflamatorios

O estresse oxidativo é definido pelo desequilibrio entre os niveis circulantes de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade dos mecanismos antioxidantes
enddgenos de neutralizd-los (Forman & Zhang, 2021). A instabilidade desses radicais
livres é caracterizada pela presenca de elétrons desemparelhados que permitem que eles
reajam com macromoléculas celulares essenciais, comprometendo a viabilidade celular
(Neha et al., 2019). Associado a isso, EROs séo liberados durante a inflamagéo, que
desempenham papéis essenciais no processo como mediadores da transducéo do sinal de
citocinas e NF-kB e promovem a erradicacdo de agentes infecciosos por ataques
oxidativos, porém, a inflamacdo exacerbada esté relacionada como fator promotor de
processos oxidativos estresse e, curiosamente, altos niveis de ROS também podem ativar

0 processo inflamatdrio (Donia & Khamis, 2021; Neha et al., 2019)

Antioxidantes sdo moléculas capazes de serem oxidadas por radicais livres,
reduzindo seus niveis circulantes. O dleo de pequi é rico em antioxidantes como
carotenoides, vitamina E e polifenois, em vista disso, muitos estudos tém sido realizados
utilizando o 6leo para prevenir danos celulares por estresse oxidativo mostraram que a
suplementacdo com 6leo de pequi foi capaz de atenuar o estresse oxidativo causado pelo
exercicio fisico em ratos, promovendo a manutengdo da integridade do tecido hepatico,
reduzindo os niveis de ROS e reduzindo os sinais de inflamacdo, como a infiltracao de
linfécitos (Miranda-Vilela et al., 2009, 2011, 2016; Vale et al., 2019) .

Além da atividade antioxidante direta promovida por reacGes como transferéncia
de elétrons, captacdo de atomos de hidrogénio e adicdo do radical livre a estrutura
molecular do antioxidante, o 6leo de pequi também atua por meio da estimulacdo de
mecanismos antioxidantes endogenos, conforme observado no estudo de Torres et al. .,
2016 com ratos em que a suplementacao com 6leo foi capaz de aumentar a atividade das

enzimas GR, GPX e SOD que desempenham papéis importantes na desintoxicacdo de
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radicais livres (Sandhiya & Zipse, 2022; Torres et al., 2016). Os resultados do ensaio de
DPPH corroboram as observacgdes da atividade antioxidante do 6leo in vivo, uma vez que
a dose de 26,26 mg/mL de Gleo foi capaz de reduzir os niveis de DPPH em 50% (Roll et
al., 2018).

No entanto, em relacdo a peroxidacdo lipidica, resultados diferentes foram
observados nos estudos incluidos na revisdo, pois no estudo de Torres et al., 2016, a
suplementacdo com 6leo de Pequi extraido por fervura e prensagem a frio foi capaz de
aumentar em 32% o teor lipidico peroxidacdo em homogenatos hepaticos detectados pelo
ensaio TBARS, mas em outros estudos o 6leo foi capaz de reduzir a peroxidacao lipidica
como demonstrado no estudo de Aguilar et al., 2012 e Coutinho et al., 2021 com amostras
de figado e pulmé&o de animais tratados com dleo de Pequi (Aguilar et al., 2012; Coutinho
et al., 2020). Esses resultados paradoxais podem estar associados a predisposicoes
geneticas de marcadores de inflamacdo que impactam o metabolismo lipidico, como
observado no estudo de Miranda-Vilela et al., 2016, no qual individuos portadores do
genotipo GG da interleucina 6 tém risco 2,9% maior peroxidacdo (Miranda-Vilela et al.,
2016).

Correlacdo do efeito anti-inflamatério do 6leo de pequi com atividade fisica e com

polimorfismos genéticos

A prética de atividade fisica promove o metabolismo celular relacionado ao
aumento do consumo de oxigénio e a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(Miranda-Vilela et al., 2009). Essas alteracGes sdo essenciais para o desempenho da
contragdo muscular, porém, a pratica de exercicios de forma exacerbada aumenta a
producdo de EROs em niveis acima da capacidade dos antioxidantes endégenos, gerando
danos celulares por estresse oxidativo, e 0s DAMPs formados podem ser reconhecidos
por células do sistema imunologico que inicia a formacao de uma resposta inflamatoria
aguda (Arazi et al., 2021).

O Aleo de pequi é rico em moléculas antioxidantes capazes de atenuar o estresse
oxidativo e regular a inflamagéao gerada pela atividade fisica (Miranda-Vilela et al., 2009,
2011, 2016). Em estudos clinicos com corredores, a ingestdo oral de 400 mg de 6leo de
Pequi reduziu a contagem de linfécitos e neutréfilos e os niveis circulantes de proteina

C-reativa. Os resultados associados a reducdo da peroxidacéo lipidica detectada com o
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ensaio de TBARs corroboram a estreita relagdo entre a atividade antioxidante do 6leo de

Pequi e seu efeito anti-inflamatorio (Miranda-Vilela et al., 2009).

Uma das complicac@es decorrentes do estresse oxidativo é o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, atrelado a isso, um efeito comum da atividade fisica intensa é
a elevacdo da pressao arterial (Daiber et al., 2021; Miranda-Vilela et al., 2011). Os &cidos
graxos monoinsaturados, como o acido oléico, presentes em grande propor¢do na
composicdo do dleo de Pequi, estdo associados a efeitos protetores do sistema
cardiovascular por reduzirem a pressao arterial (Miranda-Vilela et al., 2009). Esse efeito
foi demonstrado através da suplementacdo com 6leo de Pequi em corredores, que
apresentaram pressdo arterial mais baixa em relacdo aos niveis detectados antes da
suplementacdo, além disso, principalmente nos homens, os niveis de colesterol total e
LDL também foram reduzidos, mas nas mulheres, os niveis de HDL foram maiores, 0
que pode estar relacionado ao efeito dos horménios sexuais nos impactos da dieta no
perfil lipidico (Miranda-Vilela et al., 2009).

Polimorfismos genéticos sdo responsaveis por alteracdes na expressdo de
proteinas e, consequentemente, impactam na atividade de enzimas envolvidas no estresse
oxidativo (Tripathi et al., 2020). Além disso, 0s compostos quimicos presentes na
composicdo do Oleo de Pequi podem se ligar a fatores de transcricdo, alterar as
concentracOes do substrato ou interagir com vias metabolicas, resultando na modulagao
da estabilidade gendmica (Miranda-Vilela et al., 2011). A suplementacdo com o0leo de
pequi em corredores foi capaz de modular polimorfismos genéticos associados a
predisposicdo ao estresse oxidativo e ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(Miranda-Vilela et al., 2011, 2016).

Os genotipos de haptoglobina 1S/1T/2-2, MnSOD Val9Ala, T1 null glutationa S-
transferases, enzima conversora de angiotensina | ID, proteina C-reativa GG,
metilenotetrahidrofolato redutase C677T e IL-6 174 G/C estdo associados a um maior
risco de desenvolver doenca cardiovascular através do aumento da peroxidagéo lipidica,
niveis de LDL, VLDL, TG, colesterol total, proteina C-reativa e contagens de plaguetas
e leucdcitos. Apds suplementacdo com 6leo de pequi em corredores com esses genotipos,
observou-se reducdo dos marcadores supracitados e das pressdes arteriais diastdlica e
sistdlica, caracterizando o efeito protetor cardiovascular do 6leo de pequi (Miranda-Vilela
etal., 2011, 2016).
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Oleo de pequi nanoestruturado

Nanotecnologia é a ciéncia relacionada ao desenvolvimento de materiais na escala
nano (10-9m). O grande interesse na producdo de nanomateriais se deve as grandes
possibilidades abertas pela ocorréncia de novas caracteristicas fisico-quimicas quando
comparadas com materiais a granel (Bayda et al., 2019). Especialmente no que diz
respeito as aplicaces bioldgicas, os nanomateriais sdo uma ferramenta incrivel para
superar os desafios fisioldgicos para a entrega de compostos bioativos (Zorzi, 2015). A
producdo de nanofitoterapicos € um campo emergente que tem sido crucial para melhor
compreender 0s mecanismos que possibilitam o uso terapéutico de moléculas derivadas
de plantas com baixa estabilidade, aumentando também sua atividade biolégica (Sampaio
et al, 2022).

A nanoestruturacdo do 6leo de pequi € uma estratégia eficiente para superar a
limitacdo de seu uso terapéutico ocasionada por seu perfil hidrofébico que causa baixa
biodistribuicdo. O encapsulamento do 6leo de Pequi em nanoemulsdes pode aumentar sua
eficiéncia, melhorando a biodistribuicéo, reduzindo possiveis efeitos adversos, além de
reduzir a exposicao do 6leo a agbes externas, como oxidacao e hidrolise, preservando seus
compostos bioativos (Ombredane et al., 2022). As nanoemuls6es sdo caracterizadas por
possuirem diametro variando entre 50-200 nm e serem constituidas por uma fase oleosa,

uma fase aquosa e um agente tensoativo (Coutinho et al., 2020; Gupta et al., 2016).

No estudo de Coutinho et al.,2021, a nanoencapsulacdo do Oleo de Pequi em
nanoemulsdes (PENE) foi capaz de aumentar a atividade antiinflamatoria do 6leo.
Animais suplementados com 20mg/kg de PENE apresentaram auséncia de migracdo de
leucdcitos e neutréfilos para os pulmdes estimulados com LPS, também, niveis reduzidos
de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1b, IL-6, MCP-1 e KC. Curiosamente, esses
efeitos ndo foram observados nos animais tratados com 6leo de Pequi livre na mesma
dose, indicando que a formulacdo de PENE foi capaz de otimizar a apresentacao do 6leo

as barreiras fisiologicas e diretamente com células imunes (Coutinho et al. , 2020).

Mecanismos de acéo anti-inflamatoéria do 6leo de pequi

Um dos grandes desafios envolvendo a investigacao de aplicacdes terapéuticas de

fitoterapicos € a elucidacdo dos mecanismos de acdo relacionados as suas bioatividades.
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Sua matriz é composta por diferentes substancias que atuam em conjunto, apresentando
sinergismos e antagonismos em diferentes pontos do metabolismo celular (Yatoo et al.,
2018). Além disso, fatores como metodologia de extracdo e sazonalidade impactam
diretamente na caracterizacdo quimica e, portanto, na reprodutibilidade dos efeitos
moleculares (Torres et al., 2016). Diante desse contexto, a definicdo do mecanismo de
acao dos fitoterapicos é um quebra-cabeca complexo no qual as pecas se encaixam através
da investigacao de suas substancias isoladas formando uma visao limitada, mas que serve

de base para a compreenséo de sua eficacia terapéutica.

De acordo com os resultados de caracterizacdo quimica dos estudos incluidos na
presente revisdo, o 6leo de Pequi é composto principalmente por acido oleico (~55%) e
acido palmitico (40%) (Aguilar et al., 2012; Coutinho et al., 2020; Junior et al., 2020;
Miranda-Vilela et al., 2009, 2011, 2016; Moreno et al., 2021; Roll et al., 2018; Torres et
al., 2016). Ambos os acidos gordos tém efeitos paradoxais na resposta inflamatoria,
estando o &cido palmitico associado a efeitos pro-inflamatorios e o acido oleico a efeitos
anti-inflamatorios (Korbecki & Bajdak-Rusinek, 2019; Santamarina et al., 2021). Essas
associacOes sdo resultado da interacao desses acidos graxos na via de sinalizacdo celular
mediada pelos toll-like receptors 4 (TLR-4), esses receptores sdo expressos na membrana
das células do sistema imune e quando ativados estimulam o fator nuclear kappa B (NF-
kB) para iniciar a transcri¢do génica de varios mediadores pro-inflamatérios, como IL-
1B, IL-6, TNF-a, proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1), proteina inflamatoria
de macrofagos 18 (MIP-1B) e matriz metalopeptidase 9 (MMP9) (Korbecki & Bajdak-
Rusinek, 2019). Os acidos graxos saturados, como o0 acido palmitico, ao se ligarem ao
TRL4, estimulam a via de sinalizacéo resultando na ativacdo da inflamag&o, enquanto 0s
acidos graxos monoinsaturados, como o &cido oleico, a inibem (Korbecki & Bajdak-
Rusinek, 2019; Santamarina et al., 2021).

A presenca do acido oleico em concentracdo superior ao acido palmitico leva a
predominancia de efeitos anti-inflamatorios relacionados a inibicdo da via TRLA4.
Conforme observado no estudo de Coutinho et al., houve reducdo dos niveis dos
mediadores TNF-alfa, IL-1beta, IL-6, MCP-1 e quimiocinas derivadas de queratincitos
(KC) em animais tratados com 20mg/kg de nanoemulsbes a base de 6leo de Pequi
(Coutinho et al., 2020). Além disso, 0 estudo de Torres et al., mostrou um efeito
semelhante relacionado a reducdo da expressdo génica dos marcadores inflamatérios IL-

1, TNF-alfa, lkappaB quinase-beta (IKK-beta) e receptor do fator de crescimento
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transformador beta 1 (TGFR1) em animais suplementados com 6leo de Pequi extraido

manualmente na concentracdo de 6mL/kg (Torres et al., 2016).

Os mediadores pré-inflamatorios desempenham um papel essencial na sinalizacao
dos componentes do sistema imunologico durante a génese da inflamacdo, com reducéo
dos niveis circulantes dessas moléculas, resulta em reducdo da migracdo e dos niveis
plasméticos de leucocitos envolvidos na inflamagéo aguda, principalmente mondcitos,
macréfagos e neutrdfilos (Rossi et al., 2021). Animais tratados com 6leo de pequi
apresentam niveis reduzidos de leucocitos (Coutinho et al., 2020; Junior et al., 2020;
Moreno et al., 2021; Roll et al., 2018; Torres et al., 2016). Vale ressaltar que no estudo
de Coutinho et al., 20mg/kg de nanoemulsdes a base de éleo de Pequi atenuou a migracéo
de leucocitos pulmonares em camundongos na mesma proporcao que o tratamento com
5mg/kg de nanoemulsdes a base de acido oleico, evidenciando a proximidade relacédo
entre o acido oleico na atividade anti-inflamatéria do 6leo de Pequi (Coutinho et al.,
2020). Os resultados encontrados em modelos in vivo corroboram a atividade inibitoria
da migracdo leucocitaria do 6leo de Pequi, constatada no ensaio clinico com atletas
realizado por Miranda-Vilella et al., 2009 onde este efeito foi observado uma vez que
todos os voluntarios apresentaram reducdo nos niveis de neutrofilos e linfocitos
(Miranda-Vilela et al., 2009).

Durante a resposta inflamatoria, varios mediadores de natureza lipidica sdo
produzidos, entre eles, as prostaglandinas desempenham papéis importantes na
inflamag&o ao se ligarem a receptores acoplados a proteina G, iniciando uma cascata de
sinalizacdo intracelular que dependendo do contexto do microambiente inflamatério e
citocinas liberadas podem resultar na estimulacdo ou resolucdo da inflamagéo (Oyesola
& Tait Wojno, 2021). No estudo de Torres et al., o tratamento com dleo de Pequi extraido
artesanalmente foi capaz de aumentar a producdo de prostaglandina E2 (PGE2), esse
mesmo efeito foi observado no estudo de Muller et al., em macréfagos RAW264 tratados
com &cido oleico e pode estar relacionado com a incorporacdo desse acido graxo na
composicdo fosfolipidica da membrana celular, que passa a competir com o acido
araquidbnico no sitio enzimatico da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) e assim é
convertido em PGE2 (Mdller et al., 2021). Sinergicamente, o acido palmitico foi ligado
ao aumento da expressdo do gene COX-2 em macrofagos RAW264.7 (Tsai et al., 2021).

No contexto dos resultados encontrados no estudo de Torres et al., a PGE2 pode estar
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exercendo um efeito anti-inflamatorio devido a reducdo dos niveis de leptina, I1L-6 e

leucotrienos 4 e 5 detectados nos mesmos grupos de animais (Torres et al., 2016).

Aspectos de toxicidade do 6leo de Pequi

A avaliacdo da toxicidade é um aspecto importante a ser analisado, principalmente
se a aplicacdo do 6leo de pequi for voltada para uso terapéutico. No estudo realizado por
Traesel et al. (2017) para avaliar os efeitos maternos, embriotoxicos e teratogénicos do
6leo de Pequi, o 6leo foi administrado por gavagem em camundongos, nas concentraces
de 250 a 1000 mg/kg/dia por grupo até o 15° dia de gestacdo e ndo apresentou toxicidade
e ndo afetou taxas de variaveis reprodutivas, embrionarias ou fetais, sugerindo que o
consumo do 6leo durante a gravidez é seguro para a fémea e o feto. O mesmo grupo de
pesquisa estuda a toxicidade aguda com a administragdo de 2.000 mg/kg/pv em dose
Unica em ratas Wistar fémeas e o 6leo de pequi apresentou baixa toxicidade, ndo causando
morte, mudanca de habitos fisioldgicos ou alteracdo no comportamento dos animais
Estado de saude. No entanto, nos achados subcronicos, o éleo de pequi causou alguma
irregularidade hematopoiética, ndo ficou claro o motivo dessas anormalidades, portanto

mais experimentos sdo necessarios (Traesel et al., 2017).

Em relagdo a genotoxicidade, estudos que realizaram 0 ensaio do cometa,
metodologia amplamente utilizada para detectar danos ao DNA, o 6leo de pequi quando
administrado cronicamente a animais nas concentragdes de 125, 250, 500 e 1000
mg/kg/pc, apresenta indice de dano e frequéncia de danos semelhantes ao grupo de
controle negativo, ndo mostrando danos significativos no DNA. O teste do microndcleo
ndo apresenta efeito clastogénico/aneugénico na medula éssea, corroborando com o
ensaio do cometa e indicando auséncia de efeito genotdxico em ratos Wistar machos e
fémeas (Traesel et al., 2017).

Relevancia da descricdo da caracterizacdo e metodologia de extracdo do 6leo de
pequi

O d6leo de pequi apresenta consideravel variabilidade em suas caracteristicas
fisicas e quimicas, conforme a regido de origem, pois o tipo de solo, clima, regido e época

de colheita sdo fatores que interferem na composicdo do fruto, de forma que Oleos
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extraidos em diferentes regiGes tendem a apresentar diferentes concentracdes de seus

compostos principais (Cordeiro et al., 2013).

Em geral, o 6leo de pequi possui 0 acido oleico como principal acido graxo
constituinte, chegando a 54 a 59% do total, seguido do acido palmitico, compreendendo
29 a 41% do total de &cidos graxos. O 6leo de pequi também possui acidos linoleico e
palmitoleico, porém em menor quantidade. Além disso, sua constituicdo € muito rica em
metabdlitos secundarios, como carotenoides, acidos fendlicos, licopeno, vitamina A,
vitamina C e tocoferdis (Aguilar e col., 2012; Miranda-Vilela e col., 2016; Moreno e col.,
2021; Roll et al., 2018; Torres et al., 2016). No entanto, esses percentuais tém variado
muito a medida que surgem novos estudos sobre as diferengas nutricionais das frutas de

diferentes regides.

Estudos indicaram que a polpa de pequi colhida na regido de Goias apresentou
60% de acido oleico e 28% de acido palmitico, enquanto a polpa de pequi colhida no
Tocantins apresentou 35% e 16% desses mesmos constituintes, respectivamente. Indicam
ainda que as concentracdes de compostos fendlicos na fruta também oscilaram quanto a
origem da fruta, sendo que as colhidas em Goiés apresentam 34% menos compostos
fendlicos em relagdo as colhidas no Tocantins, assim como os teores de vitamina C, que
foram cerca de 3 vezes maiores nos frutos colhidos em Minas Gerais em relacdo aos
colhidos na regido de Goias (Ribeiro, 2011). As concentracdes de carotenoides também
séo diferentes de acordo com a regido, sendo que frutas colhidas no Mato Grosso e Minas
Gerais possuem 5 vezes mais carotendides em comparacao com as colhidas no Tocantins
(Ribeiro, 2011).

As concentracfes dos carotenoides que compdem o 6leo de pequi s&o muito
varidveis, chegando a discrepancia de 6,5 vezes em alguns trabalhos, porém, muitos
autores ndo descrevem a regido de origem do fruto, portanto ndo se pode afirmar que
essas variagdes estejam de fato associadas a localizagdo da colecdo de pequi (Aguilar et
al., 2012; Cordeiro et al., 2013; Oliveira et al., 2017; Torres et al., 2016)

Adicionalmente, foi observado que o método de extracdo escolhido interfere nas
concentracOes de acidos graxos obtidos e nos compostos bioativos presentes no 6leo de
pequi, bem como em sua qualidade para consumo (Ribeiro et al., 2012). Tanto os acidos
gordos saturados como os insaturados e os carotendides tém efeitos imunomoduladores,

estando associados a resposta inflamatdria, devido a sua notavel atividade antioxidante,
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reduzindo os efeitos nocivos dos radicais livres produzidos em excesso pelo organismo
(Coutinho et al., 2020). No entanto, os carotendides sdo altamente instaveis devido ao seu
alto grau de estabelecimento, sendo mais susceptiveis aos efeitos de oxidacdo e
isomerizacdo quando expostos a fatores abidticos como calor, luz e oxigénio (Ribeiro et
al., 2012). Assim, técnicas de extracdo que apresentam variacdo de temperatura e alta
incidéncia de luz podem resultar em 06leos com oxidacdo quimica de &cidos graxos
insaturados, além de menores quantidades de compostos bioativos como carotenoides e
acidos fendlicos, interferindo diretamente em sua propriedade bioldgica e potencial
farmacoldgico (Ferreira et al., 2011; Mariano et al., 2009; Moreno et al., 2021; Ribeiro et
al., 2012).

A técnica de extracdo tambem interfere na estabilidade do Oleo e de seus
compostos. Evidenciou-se que a extracdo do 6leo de pequi pelo uso de solventes promove
quase 2 vezes mais carotendides quando comparada a extragdo mecanica e por fervura,
porém, apds um periodo de 6 meses, a concentracdo de carotenoides presentes no 6leo
extraido por fervura permaneceu proximo do inicial, enquanto o extraido por solventes o
reduziu a quase metade, e por extracdo mecanica, a um terco (Ribeiro etal., 2012). Assim,
é de extrema importancia descrever o metodo utilizado para a extracdo do 6leo de pequi,
pois a técnica esta intimamente ligada a composicao do 6leo e a preservacao de suas
caracteristicas bioquimicas e, conseqlientemente, de sua atividade biologica.

Conclusdo

A presente revisdo sistematica destaca a potencial atividade anti-inflamatoria do
6leo de Pequi contra diversas patologias de natureza inflamatéria. Os resultados
encontrados nos estudos incluidos indicam a capacidade do 6leo de interagir com
mecanismos intrinsecos do processo inflamatorio através da modulacdo da expressao
génica e dos niveis circulantes de mediadores pro e anti-inflamatérios, reducéo do estresse
oxidativo, migracéo de células do sistema imunoldgico e ocorréncia de sinais cardinais
da inflamacdo, como edema e nocicepgdo. Além disso, a atividade antiinflamatoria do
6leo de Pequi foi potencializada pelo encapsulamento em nanoemulsdes, contornando a
caracteristica hidrofébica do 06leo e otimizando sua interacdo com 0s componentes
bioldgicos. Adicionalmente, com a inclusdo de estudos utilizando modelos experimentais

in vitro, in vivo e clinicos, também foi possivel observar, sob a ética de diferentes niveis
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de complexidade biolégica, os efeitos toxicos e genotdxicos nulos ou baixos do éleo de
Pequi. No entanto, os impactos da sazonalidade e da metodologia de extracdo na
caracterizacdo quimica do 6leo chamam a atencéo para a importancia do desenvolvimento
de estudos que avaliem comparativamente a eficacia terapéutica e a seguranca do 6leo de

pequi de diferentes origens e metodologias de extracao.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTI-INFLAMATORIAS DE
NANOEMULSAO A BASE DE OLEO DE PEQUI (Caryocar Brasiliense) EM
MODELOS in vitro

Este capitulo ainda ndo foi publicado. Andréia Camargo Pinheiro, Marina Mesquita Simdes,
Karen de Paiva; Graziella Anselmo Joanitti.

Resumo

Os macrdéfagos sdo peca fundamental durante um processo inflamatorio, pois atuam
diretamente nos tecidos lesados e, quando ativados, produzem diversas citocinas pré ou
anti-inflamatoérias que irdo orquestrar diversas outras células do sistema imune. Os
farmacos mais utilizados para aliviar os sintomas inflamatérios sdo esteroidais (AIES) e
néo esteroidais (AINES). Entretanto, apresentam limitagdes de uso a longo prazo devido
a importantes efeitos adversos. O surgimento de novas terapias anti-inflamatérias é
necessaria. O dleo de pequi € composto por diversos compostos bioativos, cuja atividade
anti-inflamatoria ja foi descrita na literatura. Associado a nanotecnologia, melhora sua
absorcdo e biodisponibilidade dentro do organismo. Assim, o objetivo deste estudo foi
formular e caracterizar nanoemulsao a base de 6leo de pequi e avaliar seu potencial anti-
inflamatorio in vitro em macréfagos diferenciados de células da medula de ratos, a partir
de L929. Nossos dados mostram que a nanoemulsdo monodispersa (Pdl 0,23) de 6leo de
pequi (123 nm -diametro hidrodindmico; -15 mV - potencial zeta) foram preparados
utilizando lecitina como surfactante em que se manteve a estabilidade fisico-quimica ao
longo de 60 dias, a 4°C. Efeitos anti-inflamatdrios em macréfagos foram observados, com
inducdo de producéo de IL-10 e inibicdo de IL-12, com preservacdo do estado inativo dos
macrofagos, observados por MEV. Estes resultados revelam que a nanoemulsdo a base
de bleo de pequi (PeNE) apresenta-se como promissor nanofitoterapico anti-inflamatorio.

Palavras-chave: Oleo de pequi, Caryocar brasiliensis, Anti-inflamatdrio, Macrofagos,
Fitoterapia, Nanotecnologia.

1. Introducéo

O processo inflamatorio é clinicamente caracterizado por sintomas de vermelhidao,

calor, dores agudas e perda de funcdo. Porém, quando se fala de alteracdes fisiologicas,
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observa-se uma ampla rede de processos celulares acontecendo simultaneamente dentro
dos vasos sanguineos e tecidos afetados, sendo orquestradas pelo sistema imunoldgico
em forma de varias “cascatas de ativagdo” modulada por diversos mediadores (FRANCO
et al., 2015; KUPRASH, 2016; ABDULKHALEQ et al., 2018; ACTOR, 2023).

Os macrdfagos sdo umas das principais células envolvidas no processo de
inflamacgdo, pois atuam tanto como pré-inflamatorios, quando ativados durante a
iniciagdo, ou como anti-inflamatérios, quando sdo ativados visando a manutencdo da
homeostase tecidual e remodelacéo e reparacédo, apos a resolucédo de uma inflamacéo. Por
produzirem diversos mediadores inflamatorios, como Oxido nitrico, espécie reativa de
oxigénio e citocinas, acabam sendo células-chave na conducgédo da resposta inflamatoria.
(FUJIWARA et al., 2005; MARROCCO, 2022).

Sintomas clinicos da inflamacdo inicialmente eram tratados com extrato de plantas,
porém, com o avanco das pesquisas e da tecnologia, diversos farmacos anti-inflamatérios
esteroidais (AIES) e ndo esteroidais (AINEs) foram desenvolvidos e hoje estdo entre 0s
mais prescritos no mundo (BINDU, 2020; DE ASSUNCAO et al., 2022; BATLOUNI,
2010; SILVA, 2019). Entretanto, diversas pesquisas recentes apontam, de forma
assombrosa, os efeitos adversos dos AINEs para complicagdes gastrointestinais,
cardiovasculares, cerebrais, pulmonares, hepaticas e renais, até entdo pouco descritas
(BINDU et al., 2020; MONTEIRO et al., 2022). Desta forma, novas terapias anti-
inflamatorias sdo necessarias para complementar ou substituir as medicacGes
convencionais, visando o uso prolongado, seguro, e com menos efeitos adversos
(PEGORARO et al., 2021; YUAN et al., 2006).

O Oleo de pequi tem sido amplamente estudado devido as suas propriedades
medicinais associados a sua composi¢do, que € rica em acidos graxos, como acido oleico
e palmitico, além de diversos carotenoides, flavonoides e terpenoides (OMBREDANE et
al., 2021; TORRES et al., 2018; CORDEIRO et al., 2013). O potencial anti-inflamatorio
deste 6leo ja foi evidenciado em diversos trabalhos e por isso, tem se tornado alvo de
pesquisas, uma vez que tem se mostrado bastante promissor nesta nova frente de
fitoterapia (MIRANDA-VILELA et al., 2009; COUTINHO et al., 2020; TORRES et al.,
2016; PINHEIRO et al., 2022). Entretanto, por se tratar de um composto lipofilico, possui

baixa biodistribuicéo e baixa absor¢ao dentro do organismo.
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A nanotecnologia entra como uma alternativa para reverter esta problematica e
melhorar o potencial terapéutico do 6leo de pequi. Nanoemulsdo a base deste dleo
apresenta diversas vantagens em sua aplicabilidade, como o aumento a biodisponibilidade
e reducdo da concentracdo efetiva da dose, com redugdo de possiveis efeitos adversos
(ROSA et al, 2022; JOANITTI et al, 2022; CHEN et al, 2019).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi formular e caracterizar nanoemulsdes a
base de 6leo de pequi e investigar seus efeitos anti-inflamatdrios, in vitro, em macréfagos

(BMDM) diferenciados de celulas de medula dssea de ratos (Rattus novergicus).

2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

O 6leo de pequi foi extraido da polpa do fruto por prensagem a frio e doado pela
Farmacotécnica (empresa de desenvolvimento farmacotécnico, Brasilia, Brasil). A
lecitina de ovo foi adquirida da empresa Lipoid (Ludwigshafen, Alemanha). Os Kits para
ELISA foram adquiridos da eBioscience (San Diego, CA, EUA). O MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio), Dimetil Sulféxido (DMSO), Etanol, Azul
de tripano, Bicarbonato de sédio, Aminoacido ndo essencial, LPS, meio condicionado
com L929 e tampdo de lise de glébulos vermelhos foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). O meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
soro fetal bovino (FBS), penicilina e estreptomicina foram todos adquiridos da Thermo
(Gibco, EUA).

2.2. Desenvolvimento e Caracterizacao Fisico-Quimica de Nanoemulsédo a Base de
Oleo de Pequi (PeNE)

A nanoemulsdo de o6leo de pequi (PeNE) foi desenvolvida de acordo com a
metodologia descrita em nosso estudo anterior (Ombredane, 2021). Resumidamente, uma
suspensdo foi preparada adicionando lecitina de ovo e 6leo de pequi em 5 mL de PBS,
sendo colocada em vortex por 60 segundos. As proporcGes de lecitina de ovo e dleo de
pequi utilizadas foram de 2:1 p/p. A suspensao foi colocada em sonicador (450 Sonifier
Cell Disruptors) 40 kHz, sob um banho de gelo durante 3 minutos em pulso alternado de
1 segundo. As formulagdes foram diluidas 7,5 X em PBS e colocada em sonicador por

mais 3 minutos com pulso alternado de 1 segundo, em banho de gelo. As formulagdes de
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PeNE desenvolvidas foram armazenadas a 4°C e no escuro até analise posterior. Uma
formulacdo em branco (sem o 6leo) foi preparada de forma semelhante a descrita acima.

Anaélises do pH foram mensuradas por faixa indicadora de pH

O didmetro hidrodindmico, indice de polidispersdo (Pdl) e potencial zeta foram
avaliados para a PeNE e o Branco, usando ZetaSizer® Nano ZS90 (Malvern, Reino
Unido). Todas as analises foram realizadas em temperatura ambiente, colocando-se 1mL

de amostra ndo diluida em cubeta.
2.3. Extracéo de celulas da medula

A extracdo das células de medula ocorreu imediatamente apds eutanésia do animal
e foi adaptada do protocolo descrito por Barret et al, 2015. Deste modo, utilizou-se um
rato (Rattus novergicus) macho adulto, com 23 semanas, cujo projeto foi avaliado e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) n.° 23106.058193/2021-48, da
Universidade de Brasilia. O animal foi eutanasiado com superdose de uretano (1,5
mg/kg). Os membros inferiores foram higienizados com alcool 70% e posteriormente,
removeu-se a pele e masculos envoltos na tibia e fémur. Os o0ssos ja limpos foram
imergidos em alcool 70% por 1 a 2 minutos e transferidos para o fluxo, onde foram
cortados com tesouras estéreis as pontas finais do fémur e tibia. Com uma seringa
acoplada a uma agulha, lavou-se a medula em falcon estéril, utilizando meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v),
1% de aminoacido nédo essencial e 1% de antibiotico. A suspensdo de células foi filtrada
com filtro de malha de nylon (40 um) e centrifugada a 400xg por 5 minutos. O
sobrenadante foi removido e o sedimento foi ressuspenso em tampao de lise de globulos
vermelhos. Centrifugou-se a suspensdo a 400xg por 5 minutos, sendo descartado o
sobrenadante. As células foram lavadas com DMEM suplementado e mais uma vez
centrifugadas a 400xg por 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado. As células foram
ressuspendidas em 20 mL de meio DMEM suplementado com meio condicionado com
1.929 (20%) e entdo, as células foram semeadas em frasco de cultivo (175cm?), mantidos
a 37 °C e 5 % CO- (dia zero).

2.4. Cultura celular

No dia 4 adicionou-se mais 5 mL de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)

suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v), 1% de aminoécido ndo essencial e 1%
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de antibidtico em cada placa de cultivo, mantendo-se a 37 °C e 5 % CO_ por mais 3 dias.

No dia 8 trocou-se 0 meio, e as células foram mantidas em estufa por mais 3 dias.

No dia 11 as células foram removidas das placas de cultivo utilizando 4 mL de
tripsina, por 4 minutos, depois neutralizadas com mais 4 mL de meio DMEM,
centrifugadas por 5 min a 2000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas com 3 mL de meio, seguindo as proximas etapas de plagueamento para a

realizacdo dos demais ensaios.
2.5. Ensaio de viabilidade celular por MTT

Para o ensaio de viabilidade celular, as células foram semeadas em uma placa de
cultura de 96 pocos a uma densidade de 4x10* células por pogo em meio de cultura
DMEM durante a noite a 37°C, 5% de CO2 em uma atmosfera tmida. Em seguida, 0 meio
foi trocado e vérias concentragBes de nanoemulséo a base de 6leo de pequi (PeNE),
formulagdes em branco e 6leo de pequi livre foram adicionados (90, 180 e 360 pg/mL).
O 6leo de pequi livre foi diluido em etanol antes do tratamento. A concentracao final de
etanol foi inferior a 1% por poc¢o. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C, 5%

de CO, em atmosfera Umida.

O ensaio de viabilidade celular foi realizado usando o ensaio MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). Apds 24 h de incubagdo, os tratamentos
foram removidos e 150 pL da solu¢do de MTT (0,5 mg/mL em DMEM) foi adicionado a
cada poco. As placas foram incubadas por 2 h a 37 °C e 5% de CO, em uma atmosfera
umida. O meio de cultura foi descartado e 150 pL de dimetil sulféxido (DMSO) foram
adicionados a cada pogo. A absorbancia foi monitorada em triplicata, por
espectrofotdbmetro com leitor de microplacas a 595 nm (Molecular Devices, EUA). O

grupo controle foi considerado com 100% de viabilidade celular.

2.6. ELISA —1L-10, IL-12

Para as andlises de citocinas, as células foram semeadas em uma placa de cultura
de 24 pogos a uma densidade de 1x10° células por pogco em meio de cultura DMEM
durante a noite a 37°C, 5% de CO, em uma atmosfera Umida. Em seguida, o meio foi

trocado e as células foram tratadas com os grupos PeNE, Branco e 6leo de pequi livre nas
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concentragOes de 180, 180 e 90 ug/mL, respectivamente, por 1h. Apés este periodo, as
células foram estimuladas ou ndo com LPS na concentracdo de 1,0 pg/mL. As placas

foram incubadas a 37 °C, 5% de CO, em atmosfera Umida.

O nivel das citocinas foram avaliadas com um kit ELISA de acordo com o
protocolo do fabricante. Resumidamente, 50 pL dos sobrenadantes das amostras foram
colocados em pocos duplicados e incubados a temperatura ambiente por 45 min. Apds a
lavagem, 100 uL de reagente conjugado enzimatico foram adicionados a cada poco e
depois incubados. A reacéo foi interrompida e as amostras foram medidas com um leitor

de microplacas.
2.7.Analise morfoldgica por Microscopia
2.7.1. Confocal

Para a analise in vitro 1x10° células por poco em meio de cultura DMEM células
foram semeadas em laminulas de vidro redondas no fundo de uma placa de 24 pogos.
Apds o tratamento as células foram incubadas com 5 pM de CellROX por 30 minutos em
estufa a 37°C. Em seguida, as amostras foram lavadas trés vezes com PBS 1X (pH 7,4) e
fixadas em formaldeido 3,7% por 30 minutos. As amostras foram lavadas novamente trés
vezes em PBS 1X (pH 7,4) a temperatura ambiente e as laminulas foram montadas sobre
laminas de vidro usando ProLong Gold Antifade, de acordo com as recomendacdes do
fabricante, e analisadas em Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica

Microsystems).
2.7.2. Microscopia Eletronica de varredura (MEV)

A fim de analisar as diferencas morfoldgicas apresentadas pelas células apds os
tratamentos, realizou-se a analise por microscopia eletronica de varredura. Inicialmente,
1x10° células por poco em meio de cultura DMEM foram plaqueadas em laminulas 13x13
mm colocadas em placas de 24 pocos. Ap6s 24 horas de tratamento com o0s grupos PeNE,
Branco e 6leo de pequi livre nas concentragdes de 180, 180 e 90 ug/mL, respectivamente,
e apos 1h estimuladas ou ndo com LPS na concentragdo de 1,0 pg/mL, ocorreu descarte
do meio de cultivo e do tratamento e as células passaram pelo processo de lavagem, foram
fixadas em 2% de paraformaldeido, 2% de glutaraldeido em tamp&o cacodilato de sodio

0,1 M, pH 7,2 overnights a 4° C. Posteriormente ao descarte do fixador, as linhagens
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foram lavadas com tampdo cacodilato de soédio 0,1 M, pés-fixadas, por 30 min, com
tetroxido de 6smio 1% em tampéo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2. As células passaram
por uma desidratacao seriada com concentragdes crescentes de acetona (30%-100%), pela
secagem ao ponto critico CPD 030 (BALZERS, EUA) e metalizacdo SCD 500 (LEICA,
Germany) e foram analisadas no Microscopio Eletrénico de Varredura JSM-7001F
(JEOL, Japan).

2.8. Analises estatisticas

As diferencas estatisticas entre células tratadas com controle (PBS) e os demais
tratamentos foram avaliadas pela analise de variancia (ANOVA) e teste post hoc de Tukey
em um nivel de significancia de 0,05 usando Graph Pad Prism 5.08 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, EUA) ap6s verificar a normalidade de dados com Shapiro-Wilk. Todos 0s
valores foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM) e um valor de p <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata em trés experimentos independentes.

3. Resultados e discussoes
3.1. Caracterizacéo 6leo de Pequi

O oleo de pequi utilizado neste trabalho foi analisado quanto a sua composicéo
lipidica em uma publicacdo anterior (Pinheiro, A.C, 2022), em que foi constatada a
presenca de acidos graxos insaturados e acidos graxos saturados, sendo que o &cido oleico
(47,91%) e é&cido palmitico (35,22%) foram o0s componentes majoritarios. Outros
componentes em menores quantidades também foram encontrados, como ésteres
palmitato (7,89%) e ésteres oleato (8,99%).

3.2. Caracterizacdo da nanoemulséo a base de 6leo de Pequi (PeNE)

A nanoemulsdo PeNE e o Branco foram analisados e caracterizados quanto ao
diametro hidrodinamico, indice de polidispersdo (PDI), potencial Zeta e pH, em triplicata
de leitura (Tabela 1). A PeNE apresentou diametro hidrodindmico dentro da escala

manometrica (124,20 nm) e foi menor do branc (157,90 nm). O indice de polidispersédo
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foi inferior a 0,25, indicando uma nanoemulsdo monodispersa e o potencial zeta da PeNE

(-15,00 mV) foi mais negativo que o Branco (-1,68 mV).

Tabela 1. Caracterizagdo da Nanoemulséo a base de 6leo de Pequi (PeNE) e nanoemulsao

vazia (Branco), em pH 7.

Amostra Diametro PDI Potencial Zeta (mV)
hidrodinamico (hm)
PeNE 124.20 £ 2.40 0.24 £ 0.0030 -15.00 + 1.70
Branco 157.90 £ 12.12 0.24 £ 0.010 -1.68 £ 0.08

3.3. Analise de estabilidade da PeNE

A PeNE e o Branco foram estocadas e armazenadas a 4° C por periodos de 7, 15,
30 e 60 dias (Figura 1). Apos esses periodos, as formulac@es foram analisadas quanto a

seus aspectos fisico-quimicos para avaliar a estabilidade.

As analises evidenciaram que ao longo do tempo a PeNE apresentou discreta
variacdo de aproximadamente 40 nm no Didmetro hidrodindmico, e o indice de
polidispersao e potencial zeta mantiveram-se constante, com pouca oscilacdo em pH que
se manteve-se 7.0. Apesar de haver diferenca estatistica na variagdo de tamanho e PDI da
PeNE, ambos permaneceram dentro da faixa consideravel aceitavel de tamanho (menor

que 200nm) e PDI (menor que 0,3).
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Figura 1. Andlise da estabilidade das caracteristicas fisico-quimicas da Nanoemulséo a
base de 6leo de pequi (PeNE) e nanoemulsdo vazia (Branco) ao longo dos dias 1, 7, 15, 30 e 60.
(a) Diadmetro hidrodindamico da PeNE; (b) PDI da PeNE; (c) Potencial Zeta da PeNE; (d)
Diametro hidrodindmico do Branco (nanoemulsdo vazia, contendo apenas lecitina); (e¢) PDI do
Branco; (f) Potencial Zeta do Branco. Os valores sdo expressos como média £ SEM. Two-way

ANOVA: diferenga significativa entre os dias, em que p<0,05. Tukey post hoc test.

Além disso, as caracteristicas macroscopicas também foram observadas para
avaliar a estabilidade da nanoemulsdo (Figura 2). A PeNE apresentou-se homogénea
apos formulacdo e tal caracteristica se manteve ao longo dos 60 dias observados. Durante
0 periodo ndo foram observados sinais de cremacdo, sedimentacdo, floculacdo e
coalescéncia, nem outro aspecto macroscépico que indicasse instabilidade da

nanoemulsdo. O mesmo foi observado com o Branco.

Dia7 Dia 15 Dia 30

pue ~: ol e -
Branco

Aspectos macroscépicos PeNE Aspectos macroscépicos Branco

Figura 2. Andlises macroscopicas da nanoemulsdo a base de éleo de pequi (PeNE) e

nanoemulsédo vazia (branco) nos dias 1, 7, 15, 30 e 60 apds formulacéo.

Uma nanoemulsdo estavel apresenta aspecto visual homogéneo porque as
nanogoticulas estdo uniformemente distribuidas no sistema. Adicionalmente, quanto
menor for o tamanho das nanogoticulas, menos opaca sera a nanoemulsdo. Tal fato esta
condizente com a formulacdo obtida neste estudo, que se manteve translucida ao longo
dos 60 dias sem tornar-se opaca. Seu diametro hidrodindmico também se manteve
constante e menor que 200 nm, podendo ser visualmente observada na figura 2 ao se
constatar translucidez. Apesar de nanoemulsdes serem termodinamicamente instavel ao
longo do tempo por conter dois compostos de densidades diferentes (6leo menos densa

que a fase aquosa), a PeNE mostrou-se estavel ao longo dos 60 dias, possivelmente devido
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a sua composicdo e ao método utilizado para sua formulagdo (JOANITTI et al., 2022;
MCCLEMENTS et al., 2012; MARHAMATI et al., 2021).

Além disso, o PDI manteve-se constantemente menor que 0,3, indicando a
homogeneidade da distribuicdo dos didmetros das nanogoticulas. O potencial zeta esta
relacionado as cargas presentes na superficie da nanoparticula, que sofre interferencia do
pH e da sua composicdo. O potencial zetal da PeNE se manteve constante durante o
periodo observado, possivelmente devido a constancia do pH 7 e preservacdo dos
compostos presentes no 6leo de pequi e surfactante (JOANITTI, et al., 2022). Estas
caracteristicas de estabilidade da nanoemulsdo a base de 6leo de pequi (PeNE) também
foram observadas nas formulac¢Ges contendo 6leo de pequi desenvolvidas e avaliadas por
OMBREDANE e colaboradores (2020) e por DE SA COUTINHO e colaboradores
(2020), cujas nanoemulsdes também apresentaram carga negativa.

3.4. Estabelecimento da cultura primaria de Macréfagos

As células utilizadas para todos os ensaios deste trabalho foram extraidas com
sucesso da medula Ossea dos fémurs e tibias de um dnico rato, e, portanto, séo
classificadas como de linhagem priméria. A diferenciacdo destes promonoblastos em
macrdéfagos gerou um total de 1,24x107 células, e foram suficientes para os ensaios de

viabilidade celular, ELISAS e microscopias.

O aspecto morfoldgico destes macrofagos diferenciados pode ser observado na
figura 3, em que se nota células com uniformes corpos celulares esféricos, espalhados e
aderidos a placa de cultivo celular (Figura 3 a). Entretanto, sob estimulo de LPS, os
macréfagos tornam-se ativados, assumindo um perfil pré-inflamatério, com modificacGes
morfoldgicas (figura 3 b), em que se observa um prolongamento do citoplasma, as células

ficam maiores e com um perfil longilineo.

79



(a) (b)

Figura 3. Imagem de macro6fagos obtida por microscopia de luz, com contraste de fase

da célula em meio DMEM, sem nenhum tipo de tratamento. (a) Sem estimulo com LPS. (b)
Com estimulo de LPS (escala de 400uM, aumento de 10X).

O lipopolissacarideo (LPS) é uma molécula que se encontra abundantemente na
membrana externa das bactérias gram-negativas e gera diversas respostas pro-
inflamatorias em diferentes tipos de células, inclusive macrofagos (Barret et al., 2015).
Nos macrofagos, tem a capacidade de regular de forma positiva sua expressdo de citocinas
anti-inflamatorias e promover o estado ativado M2 (TI et al., 2015). BANETE e
colaboradores (2015) também observaram alteragbes morfologicas de macrdofagos
extraidos da medula 6ssea de camundongos e diferenciado com L929 quando estimulados
com LPS, apresentando as mesmas carcateristicas de prolongamento de citoplasma e
aumento de tamanho que as observadas neste trabalho.

A partir desta analise morfoldgica e de averiguar que os macréfagos estavam
viaveis e responsivos ao estimulo com LPS, iniciaram-se entdo a sequéncia de ensaios

com os tratamentos a base de 6leo de pequi nanoestruturado ou em sua forma livre.

O primeiro passo foi avaliar a citotoxidade e a concentragdo 6tima da nanoemulsdo
PeNE e do 6leo livre nesta linhagem de macréfagos. Para tal, utilizou-se a metodologia

de ensaios de viabilidade celular por MTT.

3.5.Ensaio de viabilidade celular por MTT
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Células viaveis com metabolismo ativo convertem o MTT em um produto de

formazan de cor purpura que pode ser mensurada por analise de absorbancia (Figura 4).
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Figura 4. Reacdo de conversdo do MTT em formazan (STOCKERT, 2012)

Quando as células morrem, elas rapidamente perdem a capacidade de converter o
substrato em produto, sendo possivel mensurar a viabilidade das células ap6s exposi¢do

com algum componente (Riss, 2016)

O ensaio de viabilidade celular realizado por MTT apontou um aumento
significativo na viabilidade celular (28 e 29%; p<0,005) de células tratadas com 90 pg/mL
de dleo livre e 180 pg/mL de PeNE, respectivamente. Além disso, houve uma redugéo
significativa de 40% (p<0,0001) na viabilidade celular das células tratadas com PeNE na
concentracdo mais alta avaliada (360 pg/mL). Porém, a reducdo da viabilidade celular foi
ainda mais expressiva (reducao de 88%) nas células tratadas com 6leo de pequi livre nesta

mesma concentracgao (360 pg/mL; p<0,0001) (Figura 5).

Resultados similares foram observados por OMBREDANE 2022, em que 0 6leo
livre nas concentracdes mais altas mostraram-se citotoxicas para a linhagem de célula
tumoral 4T1, enquanto que, na mesma concentracdo, quando nanoestruturado, o efeito
citotoxico foi menor. Essa reducdo da citotoxidade do 6leo de pequi nanoestruturado
condiz com as vantagens em se utilizar estruturacdo de fitoterdpicos em nanoestruturas
carreadoras, uma vez que a exposicao dos compostos a célula ocorre de forma gradativa,
melhorando sua farmacocinética com uma liberagéo sustentada e gradual (JOANITTI et
al., 2022; ROSA, 2022).
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Deste modo, as concentragdes escolhidas para prosseguir com os demais ensaios

foram de 180 pg/mL para PeNE e para o Branco, e para o 6leo livre, 90 pg/mL.
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Figura 5. Citotoxicidade da formula¢do nanoemuls&o a base de dleo de pequi (PeNE), 6leo
livre de pequi e branco (sem 6leo) a 90, 180 e 360 pg/mL sobre a viabilidade de macréfagos
primérios (ML929) apds exposicdo por 24 horas. O grupo controle foi tratado com PBS. O ensaio
foi realizado usando o0 método MTT. Os valores séo expressos como média + SEM. Two-way
ANOVA: diferenca significativa entre os grupos ** p<0,005 e **** p<0,0001. Tukey post hoc
test.

Depois de estabelecer as concentragOes seguras para tratamento, o segundo passo
foi avaliar se houve alteracdes morfologicas nos macrofagos expostos aos tratamentos
com a nanoemulsdo de pequi ou ao Oleo livre, estimulados ou ndo por LPS, sendo a

morfologia destas células avaliadas em microscopia eletronica de varredura.
3.6. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens obtidas pela microscopia eletrdnica de varredura mostram o aspecto
morfoldgico dos macrofagos apos estimulo com LPS. Observando o grupo controle, que
recebeu tampao PBS como tratamento, nota-se alteracdes morfoldgicas compativeis com
macrofagos ativados, em que se observa proje¢des citoplasmaticas amplas, estrutura mais
longilinea e aumento do tamanho da célula, que sdo caracteristicas de macrofagos com

perfil pro-inflamatério (Figura 6 d). Tais alteracGes ficam mais evidentes quando se
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Sem LPS

Com LPS

compara aos macrofagos que foram tratados com o mesmo tampao PBS e ndo receberam
o estimulo inflamatério por LPS, os quais apresentam uma morfologia mais esférica e

com projecdes citoplasmaticas reduzidas (Figura 6 a).

Analisando agora as células que receberam tratamento tanto com o 6leo em sua
forma livre ou nanoestruturado (PeNE), sem adi¢éo do LPS, nota-se que a morfologia se
manteve similar ao controle (PBS), com células mais arredondadas e sem alteracdes de
tamanho. Isso sugere que ambos os tratamentos aparentemente ndo induziram um estado
inflamatorio dos macréfagos, inferindo-se que, morfologicamente, o éleo de pequi ndo

aparenta ter perfil pré-inflamatério (Figura 6 b e c).

Por outro lado, analisando as células pré-tratadas com o éleo de pequi (livre ou
nanoestruturado) e posteriormente estimuladas com LPS (Figura 6 e e f), observa-se que
0os macréfagos apresentaram caracteristicas morfoldgicas de estrutura esférica com
poucas projecoes, diferente do observado das células controles (PBS) ativadas com LPS
(Figura 6 d). Estes fatos observados podem ser indicativos de uma atividade anti-
inflamatoria do 6leo de pequi (tanto livre quanto nanoestruturado) devido a reducédo das

caracteristicas morfoldgicas de macrofagos ativos (ou pro-inflamados).

PBS Oleo livre PeNE

. (e)

Figura 6. Morfologia de macr6fagos por micrografia eletrdnica de varredura (MEV) ap6s pré-
tratamento de 1h com (a) e (d) tampéo PBS; (b) e (e) 6leo livre (90ug/mL); (c) e (f) Nanoemulsdo

a base de dleo de Pequi (PeNE) (180 ug/mL). As células receberam ou ndo estimulo inflamatério
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por LPS (0,1 ug/mL) no tempo de 24h. As setas vermelhas mostram a proje¢do citoplasmatica
nas células.

Aguilar e colaboradores (2012) observaram uma reducdo na producdo de espécie
reativa de oxigénio (ROS) em macrofagos primarios extraidos do peritonio de
camundongos que receberam tratamento com dleo de pequi na forma livre, indicando
possivel efeito anti-inflamatdrio que posteriormente foi comprovado nos ensaios in vivo
do grupo. Roll e colaboradores (2018) evidenciaram atividade anti-oxidante do 6leo de
pequi nos ensaios in vitro, e posteriormente, potencial atividade anti-inflamatorio em
modelos in vivo. Porém, nenhum trabalho até o momento avaliou as alteracdes
morfoldgicas de macrofagos apds tratamento com 6leo de pequi, sendo uma novidade

deste estudo.

Auséncia de alteracBes morfoldgicas observadas em macro6fagos que receberam
um determinado tratamento e foram estimulados com LPS pode ser um indicativo de
propriedades anti-inflamatérias do composto analisado. Porém, uma analise mais robusta

é necessaria para confirmar tal hipdtese.

Mediadores inflamatdrios sdo substancias que controlam o desencadeamento da
resposta inflamatoria, bem como sua intensidade, e sdo passiveis de serem mensurados
em diversos modelos de ensaios in vitro. Os macréfagos séo células bastante respossivas
e liberam diversas citocinas, tanto pré6 quanto anti-inflamatérias, como forma de

sinalizacéo.

Desta forma, o terceiro passo foi avaliar se 0 6leo de pequi em sua forma livre ou
nanoestruturada modula a liberacdo I1L-10 e IL-12 por macrofagos pré-tratados com este

composto.

3.7. Producao de Interleucinas IL-10 e IL-12

As citocinas sdo moléculas sinalizadoras produzidas por células do sistema
imunolégico que desempenham um papel fundamental na ativacdo dos macréfagos.
Diferentes tipos de citocinas podem desencadear diferentes respostas imunoldgicas,

incluindo a ativacdo dos macrdfagos para um fenotipo tanto pro-inflamatério quanto anti-
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inflamatorio. Além disso, a ativacdo dos macrofagos por citocinas pode levar a producao

de outras citocinas, que por sua vez podem afetar a resposta imunoldgica como um todo.

DE BRITO MONTEIRO (2020) e colaboradores observaram que macrofagos
originados de células da medula de camundongos e diferenciads por tampdo L929,
quando ativados por LPS exibiram expressdo génica de Tnfo, IL-12 e IL-10, secretaram
niveis altos de IL-10 e reduzidos niveis de TNF-a e IL-12. A secre¢do maior de IL-10
pode ter relevancia metabdlica para essas células, sendo uma caracteristica de macrofagos
do tipo M2, frequentemente associados a funcdes anti-inflamatorias e reparo, além de
fazer sentido, uma vez que IL-10 tem acdo anti-inflamatdria e uma das suas acGes é inibir

a expressdo de IL-12, uma citocina pro-inflamatdria (ABBAS et al, 2022).

Observando os resultados obtidos, observou-se que quando ndo estimulada por
LPS, os pré-tratamentos com PeNE e 6leo de pequi livre induziram os macréfagos a
secretarem IL-10, uma citocina anti-inflamatéria (Figura 7 a). Por outro lado, células que
foram pré-tratadas com PeNE e 6leo de pequi livre e, posteriormente estimuladas com
LPS, apresentaram liberacdo menor de IL-10 pelos macrofagos, sugernindo-se que 0s

tratamentos amenizaram o estimulo pré-inflamatorio gerado pelo LPS (Figura 7 b).

Em contrapartida, sobre os resultados obtidos pelo ELISA de IL-12 pode-se
observar que o 6leo de pequi em sua forma livre ou nanoestruturada ndo induziram a
producdo desta interleucina pro-inflamatéria (Figura 7 c), e mesmo apos estimulo com
LPS, os macrdfagos que foram pré-tratados com PeNE, 6leo livre e branco, tiveram
liberacdo da IL-12 reduzida, sendo o tratamento com PeNE mais significativo em relacdo

aos demais tratamentos (Figura 7 d).

Dessa maneira, ao avaliar a producéo de citocinas IL-10 e IL-12 de forma conjunta,
sugere-se que o Oleo de pequi possui potencial para prevenir e reduzir a inflamacdo,
induzindo a liberacdo de IL-10 e inibindo IL-12, sendo a inibicdo de IL-12

significativamente maior quando este esta nanoestruturado.
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Figura 7. Efeitos da Nanoemulsdo a base de 6leo de Pequi (PeNE) sobre macréfagos
BML929 na secrecdo de interleucina-10 (IL-10) induzidos (a) ou ndo (b) por LPS por 24h e
Interleucina-12 (IL-12) induzidos (c) ou ndo (d) por LPS por 24h ap6s pré-tratamento de 1h com
os grupos controle (PBS), PeNE na concentragdo de 180 ug/mL, 6leo livre na concentragdo de 90
ug/mL e Branco (nanoemulsdo vazia) na concentracdo de 180 ug/mL. Os niveis de IL-10 e I1L-12
foram analisadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os valores sdo expressos como média +
SEM. One-way ANOVA: diferenca significativa entre grupos vs. PBS * p < 0,05, diferenca
significativa entre os grupos ** p<0,005 (Tukey post hoc test).

O oleo de pequi apresenta diversos compostos bioativos que podem ser
responsaveis por tal atividade, dentre eles, o acido oleico, componente mais abundante
dentre os acidos graxos, o qual a atividade anti-inflamatoria ja é estudada na literatura,
além de flavonoides e terpenoides. Varios autores relataram efeito anti-inflamatério do
acido oleico pela via de diminui¢do de mediadores promotores de estresse oxidativo, por
exemplo, lipopolissacarideos (LPSs) e modulagdo de diversas citocinas, dentre elas, o
aumento de IL-10 e redugéo de IL-12 (SANTA MARIA et al., 2023; OMBREDANE et
al., 2021).

A nanoemulsdo de pequi (PeNE) apresentou inibicdo da IL-12 significativamente
maior em relacdo ao 6leo livre. Além da possibilidade de tal resultado estar associado a
nanotecnologia melhorar a entrega dos compostos bioativos a célula, possivelmente por

86



aumentar a interagdo da nanoemulsdo com a membrana celular, aumentando sua eficacia
(JOANITTI et al., 2022), o surfactante utilizado na formulacéo, a lecitina de ovo, também
apresenta compostos lipidicos que possuem algum efeito anti-inflamatério. De acordo
com NASAB e colaboradores (2019), lipossomas de lecitina apresentaram papel
modulador na inflamacgdo por estimulacdo da migracdo de macrofagos e inibigdo da
producdo de citocinas inflamatorias nos estagios iniciais da inflamacdo, pois 0s
fosfolipidios de sua composi¢do podem inibir a producdo de citocinas pro-inflamatorias,
como a IL-12 e estimular IL-10 (ALEMAN et al., 2021). Tal fato justifica os resultados
obtidos com o branco (nanoemulsdo contendo apenas lecitina), que também mostraram-

se capazes de induzir, em menores propor¢des, a producdo de I1L-10 e inibir IL-12.

4. CONCLUSAO

A nanoemulsdo a base de 6leo de pequi (PeNE) apresentou caracteristicas Fisico-
Quimica compativel com os padrGes de nanomateriais, além de ser estavel tanto nos
parametros micro quanto macroscopicos. Os dados experimentais in vitro indicaram alta
citotoxidade do 6leo livre para macréfagos de linhagem primaria diferenciados com L929
a partir de células da medula éssea de ratos, na concetra¢do maior testada, porém, quando
na forma nanoestruturada, a citotoxidade do 6leo foi reduzida. Além disso, a PeNE
apresentou indicativos de atividade anti-inflamatdria e preventiva a inflamagéo, uma vez
que inibiu a ativacdo morfoldgica dos macréfagos, além de inibir a LI-12 e induzir a IL-
10. Este foi o primeiro estudo avaliando o potencial anti-inflamatério do 6leo de pequi
nanoestruturado quanto a alteragdes morfolégicas de macrofagos, de forma que mais
estudos sdo necessarios para trazer robustez aos resultados ja obtidos e entender o seu

mecanismo de acéo.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS (capitulo 2)

AGUILAR, E. C. et al. Paradoxical effect of a pequi oil-rich diet on the development of
atherosclerosis: balance between antioxidant and hyperlipidemic properties. Brazilian
Journal of Medical and Biological Research, v. 45, p. 601-609, 2012.

ABDULKHALEQ, L. A. et al. The crucial roles of inflammatory mediators in

inflammation: A review. Veterinary world, v. 11, n. 5 p. 627, 2018
(10.14202/vetworld.2018.627-635).

87


https://doi.org/10.14202%2Fvetworld.2018.627-635

ACTOR, Jeffrey. Introductory immunology: basic concepts for interdisciplinary
applications. Elsevier, 2023 (ISBN 978-0-443-15307-5).

ALEMAN, Ailén et al. Physicochemical, antioxidant, and anti-inflammatory properties
of rapeseed lecithin liposomes loading a chia (Salvia hispanica L.) seed
extract. Antioxidants, v. 10, n. 5, p. 693, 2021 (https://doi.org/10.3390/antiox10050693)

Barret, J.P.; et al. Bone marrow-derived macrophages from aged rats are more responsive
to inflammatory stimuli. Journal of Neuroinflammation, 2015, Volume 12, pp. 1-11. (doi
10.1186/512974-015-0287-7)

BANETE, A. et al. Immortalized murine macrophage cell line as a model for macrophage
polarization into classically activated M (IFNgamma+ LPS) or alternatively activated M
(IL-4) macrophages. J Clin Cell Immunol, v. 6, n. 318.10, p. 4172, 2015 (10.4172/2155-
9899.1000318).

BATLOUNI, Michel. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs: cardiovascular,
cerebrovascular and renal effects. Arquivos brasileiros de cardiologia, v. 94, p. 556-
563, 2010. (https://doi.org/10.1590/S0066-782X2010000400019)

BINDU, Samik; MAZUMDER, Somnath; BANDYOPADHYAY, Uday. Non-steroidal
anti-inflammatory  drugs  (NSAIDs) and organ damage: A  current
perspective. Biochemical =~ pharmacology, v. 180, p. 114147,  2020.
(https://doi.org/10.1016/j.bcp.2020.114147)

CHEN, Zhongjian et al. Sustained and controlled release of herbal medicines: The
concept of synchronized release. International Journal of Pharmaceutics, v. 560, p.
116-125, 2019 (https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2019.01.074).

COUTINHO, D. D., Pires, J., Gomes, H., Pohlmann, A. R., Guterres, S. S., Silva, P.,
Martins, M. A., Ferrarini, S. R., & Bernardi, A. (2020). Pequi (Caryocar brasiliense
Cambess)-Loaded Nanoemulsion, Orally Delivered, Modulates Inflammation in LPS-
Induced Acute Lung Injury in  Mice. PHARMACEUTICS, 12(11).
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics12111075

CORDEIRO, Madison Willy Silva et al. Caracteristicas fisicas, composi¢do quimico-
nutricional e dos 6leos essenciais da polpa de Caryocar brasiliense nativo do Estado de
Mato Grosso. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 35, n. 4, p. 1127-1139, 2013
(https://doi.org/10.1590/S0100-29452013000400024).

DE ASSUNCAO, Tayna Coutinho; JUNIOR, Omero Martins Rodrigues. Efeitos
adversos no uso indiscriminado de anti-inflamatérios nao esteroidais: diclofenaco versus
ibuprofeno. Research, Society and Development, v. 11, n. 13, p. €532111335937-
€532111335937, 2022.( https://orcid.org/0000-0002-5333-793X)

DE SA COUTINHO, Diego et al. Pequi (Caryocar brasiliense Cambess)-loaded
nanoemulsion, orally delivered, modulates inflammation in LPS-induced acute lung

88


https://doi.org/10.3390/antiox10050693
http://dx.doi.org/10.4172/2155-9899.1000318
http://dx.doi.org/10.4172/2155-9899.1000318
https://doi.org/10.1590/S0066-782X2010000400019
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2020.114147
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2019.01.074
https://doi.org/10.1590/S0100-29452013000400024
https://orcid.org/0000-0002-5333-793X

injury in  mice. Pharmaceutics, v. 12, n. 11, p. 1075, 2020
(doi:10.3390/pharmaceutics12111075).

FRANCO, Marcello et al. Patologia: processos gerais. 6° edicdo. Editora Atheneu. p.
165-190. 2015 (ISBN: 978-85-388-0095-8).

FUJIWARA, Nagatoshi; KOBAYASHI, Kazuo. Macrophages in inflammation. Current
Drug Targets-Inflammation & Allergy, v. 4, n. 3, p. 281-286, 2005
(https://doi.org/10.2174/1568010054022024).

JOANITTI, Graziella Anselmo; MORAIS, Paulo César de; AZEVEDO, Ricardo Bentes
de. Nanotecnologia: consideracGes em materiais, salde e meio ambiente. 2022.

KUPRASH, D. V.; NEDOSPASQOV, S. A. Molecular and cellular mechanisms of
inflammation. Biochemistry (Moscow), v. 81, n. 11, p. 1237-1239, 2016
(https://doi.org/10.1134/S0006297916110018).

MARHAMATI, Masoumeh; RANJBAR, Golnaz; REZAIE, Mitra. Effects of emulsifiers
on the physicochemical stability of Oil-in-water Nanoemulsions: A critical
review. Journal  of  Molecular  Liquids, v. 340, p. 117218, 2021
(doi.org/10.1016/j.molliq.2021.117218).

MARROCCO, Antonella; ORTIZ, Luis A. Role of metabolic reprogramming in pro-
inflammatory cytokine secretion from LPS or silica-activated macrophages. Frontiers in
Immunology, v. 13, p. 6418, 2022 ( https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.936167).

MCCLEMENTS, David Julian. Nanoemulsions versus microemulsions: terminology,
differences, and similarities. Soft matter, v. 8, n. 6, p. 1719-1729, 2012
(https://doi.org/10.1039/C2SM06903B).

MIRANDA-VILELA, A. L., Ribeiro, I. F., & Grisolia, C. K. (2016). Association between
interleukin 6 -174 G/C promoter gene polymorphism and runners’ responses to the dietary
ingestion of antioxidant supplementation based on pequi (Caryocar brasiliense Camb.)
oil: a before-after study. Genetics and Molecular Biology, 39(4), 554-566.
https://doi.org/10.1590/1678-4685-gmb-2015-0299

MONTEIRO, Cristina et al. Safety of Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs in the
Elderly: An Analysis of Published Literature and Reports Sent to the Portuguese
Pharmacovigilance System. International Journal of Environmental Research and
Public Health, v. 19, n. 6, p. 3541, 2022 (https://doi.org/10.3390/ijerph19063541).

OMBREDANE, Alicia S. et al. Nanoemulsion-based systems as a promising approach
for enhancing the antitumoral activity of pequi oil (Caryocar brasilense Cambess.) in
breast cancer cells. Journal of Drug Delivery Science and Technology, v. 58, p. 101819,
2020 (https://doi.org/10.1016/j.jddst.2020.101819).

OMBREDANE, Alicia S. et al. Pequi oil (Caryocar brasilense Cambess.) nanoemulsion
alters cell proliferation and damages key organelles in triple-negative breast cancer cells
in  vitro. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 153, p. 113348, 2022
(https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.113348).

89


https://doi.org/10.2174/1568010054022024
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.936167
https://doi.org/10.1039/C2SM06903B
https://doi.org/10.1590/1678-4685-gmb-2015-0299
https://doi.org/10.3390/ijerph19063541
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2020.101819
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.113348

PEGORARO, Nathali Schopf et al. Oleic acid exhibits an expressive anti-inflammatory
effect in croton oil-induced irritant contact dermatitis without the occurrence of
toxicological effects in mice. Journal of Ethnopharmacology, v. 267, p. 113486, 2021

Riss, Terry L. et al. Cell viability assays. Assay Guidance Manual, 2016.
(https://doi.org/10.1016/j.jep.2020.113486).

PINHEIRO, Andréia C. et al. Evaluation of Biocompatibility, Anti-Inflammatory, and
Antinociceptive Activities of Pequi Oil-Based Nanoemulsions in In Vitro and In Vivo
Models. Nanomaterials, V. 12, n. 23, p. 4260,
2022.(https://doi.org/10.3390/nan012234260)

Roll, M. M., Miranda-Vilela, A. L., Longo, J. P. F., Agostini-Costa, T. da S., & Grisolia,
C. K. The pequi pulp oil (Caryocar brasiliense Camb.) provides protection against aging-
related anemia, inflammation and oxidative stress in Swiss mice, especially in females.
Genetics and Molecular Biology, 41(4), 858-869, 2018 (https://doi.org/10.1590/1678-
4685-gmb-2017-0218)

ROSA, Mario Fabricio Fleury. Pesquisa, desenvolvimento e inovacdo (PD&I) do
respirador vesta: Universidade de Brasilia (UnB) como vetor da pesquisa translacional
em salde. 2022.

SANTA-MARIA, Consuelo et al. Update on Anti-Inflammatory Molecular Mechanisms
Induced by Oleic Acid. Nutrients, v. 15, n. 1, p. 224, 2023
(https://doi.org/10.3390/nu15010224).

SILVA, Mairon Mota et al. O uso crbénico de anti-inflamatorios ndo-esteroidais e seus
efeitos adversos. Cadernos da Medicina-UNIFESO, v. 2, n. 2, 2019.

STOCKERT, Juan C. et al. MTT assay for cell viability: Intracellular localization of the
formazan product is in lipid droplets. Acta histochemica, v. 114, n. 8, p. 785-796,
2012.https://doi.org/10.1016/j.acthis.2012.01.006

TORRES, L. R. O. et al. Bioactive compounds and functional potential of pequi
(Caryocar spp.), a native Brazilian fruit: a review. Grasas y Aceites, v. 69, n. 2, p. e257-
e257, 2018. (https://doi.org/10.3989/gya.1222172)

TI, Dongdong et al. LPS-preconditioned mesenchymal stromal cells modify macrophage
polarization for resolution of chronic inflammation via exosome-shuttled let-7b. Journal
of translational medicine, v. 13, p. 1-14, 2015 ( DOI 10.1186/s12974-015-0287-7).

YUAN, Gaofeng et al. Natural products and anti-inflammatory activity. Asia Pacific

journal of clinical nutrition, V. 15, n. 2, 2006
(http://www.healthyeatingclub.org/APJCN).

90


https://doi.org/10.1016/j.jep.2020.113486
https://doi.org/10.3390/nano12234260
https://doi.org/10.1590/1678-4685-gmb-2017-0218
https://doi.org/10.1590/1678-4685-gmb-2017-0218
https://doi.org/10.3390/nu15010224
https://doi.org/10.3989/gya.1222172
http://www.healthyeatingclub.org/APJCN

CAPITULO 3

AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE, ATIVIDADES
ANTI-INFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DE
NANOEMULSAO A BASE DE OLEO DE PEQUI EM

MODELO In Vivo E In Vitro

Este capitulo foi publicado em 2022. Para evitar o auto-plagio, este capitulo serd
disponibilizado pelo https://doi.org/10.3390/nan012234260.
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CONCLUSAO GERAL

Concluimos deste estudo que:

- Nanoemulsdo a base de 6leo de pequi (PeNE) foi obtida com sucesso por método de

ultrasonicacao.

- As caracteristicas de PeNE corroboram com dados da literatura (124,2 £ 2,4 nm —
PdI=0,24 + 0,003 e potencial Zeta = -15,00 £ 1,70 mV).

- PeNE apresentou estabilidade ao longo do tempo (60 dias) quanto ao diametro

hidrodinadmico, Pdl e potencial Zeta em temperaturas de 4°C de armazenamento.
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- PeNE apresentou atividade citotoxica em concentracdo de 360 pg/mL, mas foi vidvel a
180 pg/mL em macréfagos oriundos da medula 6ssea de ratos, porém, ndo se observou
citotoxidade nesta mesma concentracdo em macréfago J774-1. O 6leo livre apresentou

citotoxidade na concentracdo de 360 pg/mL nas duas linhagens de macrofagos.

- Na concentracdo de 180 pg/mL em tempos de incubacao de 24 horas a PeNE apresenta

possivel efeito anti-inflamatorio, com inibigdo de IL-12 (interleucina pré-inflamatoria).

- A PeNE ndo altera a morfologia de macrdéfagos oriundos de células da medula, e
aparentemente, inibe sua ativacdo perante estimulo com LPS. O mesmo foi observado

com o 6leo de pequi livre.

- A associacdo da PeNE com macrofagos J774-1 foi observada com 1h de tratamento,
concluindo-se que a internalizacdo da nanoemulsao pela célula ocorre com sucesso, sem

fragmentacdo de DNA aparente.

- As formulacGes apresentaram estabilidade quando armazenadas a 4°C, protegidas da

luz, por até 60 dias (tempo maximo avaliado).

- A PeNE apresentou efeito antinociceptivo, porém nao apresentou efeito na inducdo de

edema por carragenina.

- O efeito antinociceptivo observado por tratamentos orais com PeNE ou 6leo de pequi

livre ndo é decorrente de comprometimento da coordenagdo motora.

- O bioquimico, colesterol e triglicerideos, eritrograma e o leucograma dos animais
tratados ndo apresentaram alteragOes significativas quando comparados aos seus
respectivos controles. A presenca de ROS e NO em amostras de sangue ndo apresentaram
diferenca significativa quando comparados aos grupos controles (dados ndo mostrados),
0 que sugere compatibilidade do 6leo de pequi nanoestruturado ou em sua forma livre.

- Este estudo demonstra a importancia na valorizacdo da biodiversidade brasileira através

0 uso sustentavel dos biomas como na bioeconomia.
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ANEXO 1

E! Universidade de Brasilia

Comissdo de Etica no Uso Animal

Brasilia, 28 de junho de 2021.
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DE NANOEMULSOES A
BASE DE OLEOS DERIVADOS DA BIODIVERSIDADE BRASILEIRA IN VITRO E IN VIVO”, SEI n.° 23106.058193/2021-48, sob
responsabilidade da Professora Graziella Anselmo Joanitti, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal -
CONCEA, e foi avaliado e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, na 155° reuniao ordinaria,
realizada em 8/6/2021. Este projeto foi aprovado para utilizagao de: Rattus novergicus, sendo 108 machos, com procedéncia do Biotério do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de Brasilia ou do biotério da Universidade Federal de Goiania. O presente certificado é valido
pelo periodo de 9/7/2021 a 20/12/2023.

Dr. José Luiz Jivago de Paula Rélo

Coordenador da CEUA - UnB

*Este documento se restringe 3 avaliagio ética do projeto supracitado e n3o substitui outras licencas e Jes que p se fagam
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ANEXO 2

Data base

String

Results

Search date

BSV regional portal

(((““Caryocar brasiliense” OR Pequi) AND (oil OR “plant
oil*” OR “fatty acid” OR "vegetable o0il") AND
(inflammation* OR “anti-inflammatory”)))

25

31.10.2022

CINAHL

(Pequi OR "Caryocar brasiliense" OR Caryocar) AND (Oil*
OR fatty acid OR "vegetable oil" OR "plant oil") AND
(inflammation OR inflammatory OR "inflammatory marker"
OR "antiinflammatory")

21

31.10.2022

Cochrane

(Pequi OR "Caryocar brasiliense” OR Caryocar) AND (Oil*
OR fatty acid OR "vegetable oil" OR "plant oil") AND
(inflammation OR inflammatory OR "inflammatory marker"
OR "antiinflammatory")

31.10.2022

LILACS

(((“Caryocar brasiliense” OR Pequi) AND (0il OR “plant
0il*” OR “fatty acid” OR "vegetable oil") AND
(inflammation* OR “anti-inflammatory’)))

31.10.2022

Embase

(‘pequi oil'/exp OR pequi OR ‘caryocar brasiliense'/exp) AND
(‘oil'/exp OR 'vegetable oil'/exp OR 'fatty acid'/exp) AND
('inflammation’/exp OR "antiinflammatory agent'’/exp OR
'inflammatory marker'/exp OR 'immune system'/exp)

31

31.10.2022

FSTA

(Pequi OR "Caryocar brasiliense" OR Caryocar) AND (Oil*
OR fatty acid OR "vegetable oil" OR "plant oil") AND
(inflammation OR inflammatory OR "inflammatory marker"
OR "antiinflammatory")

12

31.10.2022

MEDLINE

(((““Caryocar brasiliense” OR Pequi) AND (oil OR “plant
oil*” OR “fatty acid” OR "vegetable oil") AND
(inflammation* OR “anti-inflammatory”)))

22

31.10.2022

ProQuest

((SU.X(Pequi)) OR "Caryocar brasiliense" OR "Pequi oil")
AND (oil OR "vegetable oil" OR "fatty acid" OR "plant oil")
AND (inflammation OR "inflammatory markers" OR "anti-
inflammatory")

Refine filter “academic journals” were applied.

142

31.10.2022

PubMed

(Pequi OR "Caryocar brasiliense™) AND ( "Plant
Oils"[Mesh]) AND ("Inflammation"[Mesh] OR
"Inflammation Mediators"[Mesh] OR "Anti-Inflammatory
Agents"[Mesh])

31.10.2022

ScienceDirect

(Pequi OR 'Caryocar brasiliense' OR 'pequi oil’) AND (oil OR
‘plant oil’) AND (inflammation OR ‘inflammatory markers'
OR "anti-inflammatory")

Refine filter “research articles” were applied.

64

31.10.2022

Scopus

( TITLE-ABS-KEY-AUTH ( pequi OR "caryocar
brasiliense” OR "Pequioil")) AND (ALL(inflammation*
OR "inflammatory response” OR "anti-inflammatory" )
AND (oil OR "plant oil"))

84

31.10.2022

Web of Science

ALL=((Pequi OR "Caryocar brasiliense" OR "pequi oil")
AND oil* AND (inflammation* OR "inflammatory markers*"
OR "anti-inflammatory™))

22

31.10.2022
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ANEXO 3

Descricao detalhada dos parametros avaliados sobre qualidade geral dos estudos

selecionados.

Item 1: Desenho do estudo

- Os grupos experimentais S0 comparaveis e 0s grupos de controle estdo presentes?

Item 2: Tamanho da amostra

- O numero de unidades experimentais em cada grupo esta claramente relatado? E o

mesmo numero (n) € avaliado na andlise estatistica?

Item 3: Critérios de inclusao e exclusao

- Os critérios pré-estabelecidos para inclusdo ou exclusdo de unidades experimentais

foram descritos durante os experimentos ou durante as analises?

Item 4: Randomizacao
Aplicavel apenas para estudos in vivo.

- Existe descricdo de algum metodo de randomizacao das unidades experimentais nos

grupos de tratamento?

Item 5: Cegueira
Aplicavel apenas para estudos in vivo.

- Ha descricdo da aplicacdo de algum método de cegamento pelos pesquisadores,
principalmente pelos responsaveis pelo manejo dos animais e pelos analistas dos

resultados?
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Item 6: Medidas de resultados

- As variaveis biologicas consideradas para a mensuracdo dos desfechos (conclustes)

foram claramente descritas?

Item 7: Métodos estatisticos

- Os detalhes da analise estatistica utilizada em cada analise foram relatados?

Item 8: Animais experimentais

- Todas as informacdes relevantes sobre as caracteristicas dos animais e células foram

descritas com clareza?
In vitro: linha celular e origem.

In vivo: espécie, sexo, idade e peso.

Item 9: Procedimentos experimentais

- As etapas dos procedimentos experimentais e seus intervalos e medicdes estdo descritos

de forma clara e com nivel de detalhamento que permite a replicacdo?

Item 10: Resultados

- Os resultados contém dados de todos os experimentos claramente descritos com uma

indicacdo do valor da diferenca estatisticamente significativa (valor p)?

Item 11: Resumo

- O resumo do estudo é claro e contém todas as informagoes relevantes? Como objetivos,

modelo experimental, principais métodos utilizados e resultados relevantes?
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Item 12: Historico

- Alintroducéo fornece informagdes que contextualizam e justificam o estudo?

Item 13: Objetivos

- A questdo de pesquisa esta claramente descrita nos objetivos do estudo?

Item 14: Declaracgdo ética
In vitro

- Ha descricdo de aprovacao do uso de células, apenas no caso de doadores humanos, por
comité de ética e o nome do comité foi informado? Se ndo houve aprovagdo, ha

justificativa para o desenvolvimento do estudo?
In Vivo

- Ha descricédo de aprovacao do uso de animais por comité de ética e o0 nome do comité
foi informado? Se ndo houve aprovacdo, ha justificativa para o desenvolvimento do

estudar?

Item 15: Casa e criacdo
Aplicavel apenas para estudos in vivo.

- As condicdes experimentais de alocacédo e suplementagdo dos animais foram informadas

com clareza?

Item 16: Cuidados e monitoramento de animais

Aplicavel apenas para estudos in vivo

- Foram descritos procedimentos para reducédo do estresse, dor e sofrimento dos animais?
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Item 17: Interpretacéo/Implicacdes cientificas

- A interpretacdo dos resultados estd em contexto com os objetivos do estudo? E as

limitacdes do estudo foram descritas?

Item 18: Generalizacdo/traducéo

- Existe descricdo dos resultados que indique a possibilidade ou ndo de tradugédo para

futuros experimentos em outros modelos experimentais? (Para estudos in vivo ou clinico)

Item 19: Registro de protocolo
Aplicavel apenas para estudos in vivo

- Existe informacédo sobre um protocolo de estudo que foi desenvolvido antes do inicio

dos experimentos? Em caso afirmativo, hd uma indicacdo de onde foi publicado?

Item 20: Acesso a dados
- O estudo forneceu dados brutos para os resultados?

Esses dados referem-se aos dados completos utilizados nas estatisticas e podem ser

disponibilizados em qualquer plataforma e o link deve estar presente no artigo.

Item 21: Declaragéo de interesses

- Ha declaragéo de presenca ou ndo de conflitos de interesse no estudo?

Os itens foram respondidos em cada estudo por dois revisores individualmente, 0s
desacordos foram resolvidos por um terceiro revisor. Respostas BAIXAS indicam baixo
risco de viés, ALTAS indicam alto risco de viés, NAO CLARO indicam que a informacéo
n&o esta clara e NAO INFORMADO indica que ndo ha informagdes no artigo e ndo é

possivel atribuir viés.
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