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RESUMO

Modelos experimentais em ratos tém demonstrado que o licopeno de diversas fontes, ou
fracdes ricas em licopeno, desempenha um papel importante na modulacao da inflamacgédo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatéria do licopeno oriundo da goiaba
vermelha (Psidium guajava L.), na forma de extrato de licopeno (ELG) ou licopeno
purificado (LPG). A atividade anti-inflamatdria foi testada inicialmente em modelo de edema
de pata induzido por carragenina e 0 mecanismo anti-edematogénico envolvido foi avaliado
por edema de pata induzido por diferentes agentes. Foi analisado o efeito de LPG 12,5 mg/kg
sobre a migracdo leucocitaria, atividade de mieloperoxidase (MPO) e concentragdo de
glutationa reduzida (GSH) em modelo de peritonite. Os resultados mostraram que ELG (50
mg/kg i.p. e 100 mg/kg v.0.) e LPG (12,5 mg/kg v.0.) apresentaram o efeito inibitorio
maximo, com 80,33%, 80,33% e 70,49% de inibicdo, respectivamente, considerando a
terceira hora ap6s a inducdo do edema por carragenina. LPG (12,5 mg/kg v.0.) inibiu a
formacdo de edema induzido por dextrana, composto 48/80, histamina e prostaglandina E2;
reduziu significativamente a migracdo leucocitaria e o recrutamento de neutréfilos para a
cavidade peritoneal, reduziu a atividade de MPO e apresentou um efeito redox-protetor,
sugerido pelo aumento dos niveis de GSH. Os resultados demonstram que o licopeno oriundo
da goiaba confere efeito benéfico contra a inflamagdo aguda e abrem perspectivas para

maiores estudos.

Palavras-chave: Carotenoide. Fruta Psidium guajava L. Inflamacéo. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Experimental models at rats have shown that lycopene from different sources, or fractions
rich in lycopene, perform important role in modulation of inflammation. The objective this
work is to evaluate the anti-inflammatory activity of lycopene from red guava (Psidium
guajava L.), as lycopene extract (ELG) and lycopene purified (LPG). The anti-inflammatory
activity was initially tested by carrageenan-induced paw edema model and the anti-
edematogenic mechanism was verified by paw edema induced by different agents. The effect
of LPG 12,5 mg/kg on neutrophil migration, myeloperoxidase (MPO) activity and glutathione
(GSH) levels was measured by peritonitis model. The results demonstrate ELG (50 mg/kg i.p.
and 100 mg/kg p.o.) and LPG (12,5 mg/kg p.o.) showed the maximum inhibitory effect, with
80,33%, 80,33% and 70,49% of inhibition, respectively, considering third hour after edema
induction. LPG (12,5 mg/kg p.o.) inhibited formation of paw edema induced by dextran,
compound 48/80, histamine and prostaglandin E2; reduced significantly leukocyte migration
and neutrophil recruitment to peritoneal cavity, reduced MPO activity and showed redox-
protective action, suggested by the increased GSH levels. The results demonstrate that
lycopene from guava confer beneficial effects against acute inflammation and opens prospects
for further studies.

Key-words: Carotenoid. Psidium guajava L. Fruit. Inflammation. Oxidative stress.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A goiaba é o fruto da goiabeira (Psidium guajava L.), uma planta tipica de regides
tropicais e subtropicais, que possui alto valor nutritivo, elevado potencial antioxidante e
apresenta importantes propriedades medicinais relatadas na literatura, tais como anti-
hipertensiva, antimicrobiana, anti-diarréica, analgésica e anti-inflamatéria (DE ARAUJO et
al., 2014; FLORES et al., 2015; GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008; MCCOOK-
RUSSEL et al., 2012). Seus efeitos benéficos para a salude humana devem-se em parte a
presenca de compostos antioxidantes, como compostos fendlicos, antocianinas, flavonoides,
triterpenos, acido ascorbico e carotenoides, dentre estes o licopeno (FLORES et al., 2015;
NWAICHI; CHUKU; OYIBO, 2015; RENJU; MURALEEDHARA; SARITHA, 2013).

O licopeno é um carotenoide reconhecido como o mais eficaz quelante do
oxigénio singleto (DI MASCIO; KAISER; SIES, 1989; NWAICHI; CHUKU; OYIBO, 2015;
SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 2015). Ele tem sido associado a protecdo contra uma
variedade de doencas que tem o estresse oxidativo na etiopatogénese, tais como cancer,
doencas cardiovasculares, diabetes e doencas inflamatdrias (BRAMLEY, 2000; FIEDOR,;
BURDA, 2014; HAWORTH; BUCKLEY, 2015; KIM et al., 2014; ZU et al., 2013). Estudos
demonstram que o licopeno, ou fragGes ricas em licopeno, de diferentes fontes naturais
desempenha um papel anti-inflamatério importante (KIM et al., 2014; LI et al., 2014,
RENJU; MURALEEDHARA, 2013).

A inflamacdo é uma resposta protetora do organismo induzida por diferentes
agentes nocivos, mas seu processo pode ser potencialmente prejudicial, sobretudo em resposta
exacerbada, pois pode resultar em dano e necrose tecidual e interferir em funcbes do
organismo. H& uma grande variedade de doencas cronicas em cuja etiopatologia constam
mecanismos inflamatorios, dentre elas diabetes, cancer, artrite, doencas neuroldgicas e
psoriase (GRINE et al., 2015; HAWORTH; BUCKLEY, 2015; KIM et al., 2015; LEE et al.,
2013; PAWELEC; GOLDECK; DERHOVANESSIAN, 2014).

Vaérias pesquisas tém focado em novas moléculas bioativas, produtos naturais e

alimentos funcionais como alternativas para o desenvolvimento de novos agentes anti-
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inflamatdrios (MORO et al., 2012; PEREIRA et al., 2012; PEREZ et al., 2014). Este trabalho
relata a atividade anti-inflamatdria de frag6es de licopeno oriundo da goiaba vermelha.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1.  Aresposta inflamatoria e patologias relacionadas

Nosso organismo estd continuamente sujeito a danos causados por
microrganismos, parasitas, agentes fisicos ou quimicos, mas um meticuloso conjunto de
eventos desempenhado pelos componentes do sistema imunoldgico, a inflamacdo, age no
combate desses agentes. A inflamacdo consiste em uma resposta natural do organismo a
diferentes tipos de lesdo tecidual ou agentes infecciosos, que envolve uma grande variedade
de células e moléculas, tais como aminas vasoativas, proteinas do complemento, citocinas e
quimiocinas (MEDZHITOV, 2008).

Os leucocitos sdo as células de defesa envolvidas na resposta inflamatoria. Séo
formados a partir de células-tronco hematopoiéticas na medula 6ssea ou, em parte, nos tecidos
linfoides e inclui linfécitos, mondcitos (FIGURA 1A), macréfagos, células dendriticas,
natural killer (NK), neutrofilos (FIGURA 1B), eosindfilos (FIGURA 1C), basofilos
(FIGURA 1D) e mastdcitos. De maneira geral, essas células sdo responsaveis pelo
reconhecimento de patdgenos; liberacdo de mediadores inflamatérios, citocinas e

quimiocinas; e realizacdo de fagocitose.

Figura 1 — Alguns leucécitos envolvidos em resposta inflamatdria: monécito (A), neutréfilo (B), eosinéfilo (C) e
baséfilo (D). A funcdo primaria dessas células é a fagocitose.

: e, M
4

Fonte: Universidad de Vigo/Espanha, Facultad de Biologia, Atlas de Histologia Vegetal y Animal, 2015.
Disponivel em: http://mmegias.webs.uvigo.es/a-imagenes-grandes/sangre.php



http://mmegias.webs.uvigo.es/a-imagenes-grandes/sangre.php
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Os neutrofilos s@o 0s mais importantes leucécitos que atuam na patogénese da
inflamacéo, principalmente por serem as primeiras células a migrarem para o local da leséo,
sendo responsaveis pela fagocitose e destruicdo de agentes invasores (FRANCISCHETTI et
al., 2010). Séo caracterizados pela presenca de grénulos citoplasméticos que formam uma
populacdo heterogénea durante a maturacdo, dentre os quais hd os granulos azuréfilos ou
primarios produzidos na fase promieldcito, granulos gelatinase ou terciarios produzidos na
fase metamieldcito e granulos especificos (GALLI; BORREGAARD; WYNN, 2011). Em
suma, estes granulos conttm uma grande variedade de proteinas, como a enzima
mieloperoxidase, defensinas, lisozimas, serino-proteases, lactoferrina, gelatinase, etc., que
funcionam primariamente como compostos antimicrobianos (AMULIC et al,. 2012).

Os mastocitos sdo células granulociticas presente no tecido conjuntivo de varios
orgdos, distribuidos especialmente perto das superficies expostas ao ambiente (por exemplo,
da pele, das vias aéreas e do trato gastrointestinal e genito-urinario), onde agentes
patogénicos, alérgenos ambientais e outros agentes sdo frequentemente encontrados (GALLI;
BORREGAARD; WYNN, 2011). Sdo capazes de secretar uma grande variedade de produtos
bioativos pré-formados ou sintetizados recentemente, tais como aminas vasoativas,
eicosanoides, fator de crescimento de fibroblastos, fator de angiogénese, citocinas e proteases,
muitos dos quais medeiam as funcBes pré-inflamatorias, anti-inflamatérias e/ou
imunossupressores (GALLI; BORREGAARD; WYNN, 2011). Comumente relacionados a
reacao de hipersensibilidade tardia que caracteriza a alergia, 0s mastocitos também tem sido
associados a patogénese de doencas inflamatérias como a artrite, podendo ser ativados por
moléculas ndo diretamente relacionadas as reacdes alérgicas como neuropeptideos e citocinas,
além de serem capazes de liberar mediadores pro-inflamatérios seletivamente sem
degranulacdo (LEE et al., 2002; THEOHARIDES et al., 2012).

De maneira geral, o processo inflamatério € caracterizado pelo aumento da
permeabilidade vascular, migracdo leucocitéria e liberacdo de citocinas e de radicais livres.
Em primeiro momento, células sentinelas do tecido (mastocitos, macrofagos e células
dendriticas) detectam o sinal de perigo e liberam mediadores inflamatérios que promovem
alteracbes vasculares e o recrutamento de leucocitos para o local (FIGURA 2)
(MEDZHITOV, 2008; NOURSHAGH; ALON, 2014).

Mediadores bioquimicos da inflamagdo sdo substancias que sinalizam para o
desencadeamento, manutengéo, ampliacdo e, mais recentemente segundo Buckley, Gilroy e

Serhan (2014) para finalizacdo de uma resposta inflamatoria. Podem ser exdgenos (Como 0s
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de origem microbiana) ou enddgenos — biossintetizados pelo hospedeiro em resposta a uma
leséo tecidual ou invasdo (BUCKLEY; GILROY; SERHAN, 2014). Dentre os principais
mediadores h& as aminas vasoativas, peptideos vasoativos, proteinas do sistema

complemento, mediadores derivados de lipidios e fator ativador de plaquetas.

Figura 2 — Interagdo entre os leucocitos e a parede vascular durante processo de migragdo leucocitaria na
inflamacéo.

Lamen vascular
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Fonte: Adaptado de Nourshagh e Alon (2014). Células sentinelas do tecido detectam o sinal de perigo e liberam
mediadores inflamatdrios. A expressdo de selectinas, integrinas e moléculas de adesdo celular permite a adesdo
de leucocitos ao endotélio vascular e migrem para o tecido. CAM - moléculas de adesdo celular. CD — Células
Dendriticas. MB — Membrana Basal. MA — Moléculas de adesao.

As aminas vasoativas (histamina e serotonina) produzidas por mastécitos tem
efeito vasodilatador, e no geral causam aumento da permeabilidade vascular favorecendo a
migracdo leucocitaria (MEDZHITOV, 2008; NOURSHAGH; ALON, 2014). Esse mesmo
efeito pode ser alcancado ainda através das proteinas do sistema complemento ou através de
peptideos vasoativos, tais como substancia P, cininas, produtos de degradacdo da fibrina, quer
diretamente ou por estimulo da producédo de histamina (MEDZHITOV, 2008).

Mediadores lipidicos derivados do metabolismo do acido araquidénico, tais como
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos também participam do mecanismo inflamatério,
de modo que estdo mais comumente relacionados aos efeitos de hiperalgesia, edema e febre
(WILLIAMS; HIGGS, 1988). Esses sinais e sintomas — calor, rubor, edema e dor — séo

considerados os quatro sinais cardinais da inflamagdo. O edema é formado em funcdo do
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extravasamento de liquidos, proteinas e leucécitos devido o alteragbes da microcirculacdo
local (POBER; SESSA, 2015).

As células endoteliais contribuem para as mudancas vasculares através da
producdo do mediador éxido nitrico (NO), que também age alterando ténus e permeabilidade
vascular, além de ser agente quimiotatico, sendo sintetizado pela enzima Oxido Nitrico
Sintetase (NOS), ativada pelo aumento do célcio intracelular ou por macréfagos mediante
inducdo por citocinas (FRANCISCHETTI et al., 2010).

Como consequéncia dessas mudancas vasculares, os leucdcitos circulam mais
proximo da superficie endotelial, em um evento chamado de marginalizacdo; rolam
lentamente ao longo da parede vascular, o que desacelera as células; aderem ao endotélio
através de selectinas, integrinas, moléculas de adesdo celular (CAM) e transmigram do lumen
do vaso sanguineo para o tecido (FIGURA 2) (NOURSHAGH; ALON, 2014; POBER,;
SESSA, 2015).

Os leucocitos transmigrados sdo orientados para o local da lesdo através de
citocinas, quimiocinas das células endoteliais, pericitos, fragmentos de membrana basal
vascular, macrofagos perivasculares, sinais antigénicos e leucécitos extravasados
recentemente  (NOURSHAGH; ALON, 2014). Algumas das citocinas importantes no
processo inflamatério liberadas sdo as Interleucinas (IL-1, IL-6, 1L-12 e IL-18), o Fator de
Necrose Tumoral-o. (TNF-a), Interferon-y (IFN-y) e fator estimulante de coldnias de
granulocitos-mondcitos (GM-CSF) (JUNGBAUER; MEDJAKOVIC, 2012). TNF-a e IL-1
agem no endotélio vascular estimulando as células endoteliais a expressarem moléculas de
adesdo como as E-selectinas e P-selectinas, além de ligantes para integrinas
(FRANCISCHETT!I et al., 2010).

Uma vez nos tecidos, os macréfagos e os polimorfonucleares, principalmente
neutréfilos, desempenham suas funcdes de limpeza que consistem na fagocitose dos agentes
infecciosos e material estranho, bem como dos tecidos necroticos, o que, algumas vezes lesam
também células sobreviventes do tecido, aumentando a extensdo do dano tecidual.

Apesar de ser categoricamente reconhecida como um evento local agudo, a
inflamacdo pode progredir para um estado de cronicidade e, embora seja uma resposta de
defesa, a persisténcia do processo inflamatdrio pode ser prejudicial ao organismo (LEME,
1981; TABAS; GLASS, 2013). Heppner, Ransohoff e Becher (2015) relatam que a¢des do
sistema imune, sobretudo da imunidade inata, podem contribuir e conduzir a patogénese do
Alzheimer. Mecanismos inflamatorios mediados pelas células T helper 2 (Th2) secretoras de

IL-4, IL-5 e IL-13, e caracterizada por eosinofilia e elevados titulos de anticorpos, estdo
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relacionados a asma (FAHY, 2015). Acredita-se que a aterosclerose seja uma inflamacédo
cronica da parede arterial, que envolve varias células da imunidade inata e adaptativa em sua
patogénese e, por conseguinte, de doencas cardiovasculares (YAMASHIRA et al., 2015).
Adicionalmente, existem evidéncias de interacdo entre doenca periodontal e doencas
cardiovasculares, desempenhada por acOes de bactéria oral e reposta inflamatdria resultante
(EL KHOLY; GENCO; VAN DYKE, 2015).

A artrite reumatoide é uma doenca inflamatéria crbnica caracterizada por
hiperplasia sinovial, infiltracdo de células inflamatdrias, destruicdo irreversivel da cartilagem
e do osso, sendo demonstrado ainda que a transglutaminase de coagulagdo, o fator XIII,
impulsiona sua patogénese, promovendo a degradacdo e remodelacdo do tecido local
(RAGHU et al., 2015).

O papel da inflamagdo na carcinogénese é bem aceito na comunidade cientifica.
Inflamac&o néo resolvida e regulacao interrompida de autofagia sdo caracteristicas comuns de
pancreatite e cancer pancreatico e tem a obesidade como fator de risco associado
(GUKOVSKY et al.,, 2013). A familia dos fatores de transcricdo NF-kB tem um papel
essencial na inflamacdo e imunidade inata, bem como em muitas etapas de iniciacdo e
progressao do céncer, agindo em coopera¢do com Vvarias outras moléculas, dentre espécies
reativas de oxigénio e microRNAs (HOESEL; SCHMID, 2013).

Embora os mecanismos pelos quais as células inflamatorias promovem a
transformacdo neoplésica ndo sejam totalmente compreendidos, 0s principais principios
mecanicistas de céancer induzido pela inflamacdo sdo: promocdo da sinalizacdo de
sobrevivéncia e proliferacdo celular pelas citocinas via NF-kB e Transdutor de Sinal e
Ativador de Transcricdo 3 (STAT3); desestabilizacdo gendmica pela geracdo de radicais
livres pelos macrofagos e neutrofilos; e inducdo de invasdo e metastase (ELINAV et al.,
2013).

2.1.1. Inflamac&o e estresse oxidativo

E sabido que radicais livres participam de processos inflamatérios. Radicais livres
sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons ndo pareados derivados basicamente de oxigénio,
nitrogénio e enxofre, altamente instaveis, ativos e habeis para reagir com outras moléculas,
como lipidios de membrana, &cidos nucleicos (ADN e ARN), proteinas e carboidratos.
(CAROCHO; FERREIRA, 2013). Suas ag0es sdo moduladas pelos antioxidantes, que

protegem um alvo biolédgico contra danos oxidativos. Assim, ocorre estresse oxidativo quando
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hd um grave desequilibrio entre a geracdo de radicais livres e a protecdo antioxidante,
causando danos oxidativos excessivos (HALLIWELL, 2011).

Os radicais livres sdo produzidos continuamente durante as reacdes bioquimicas
nas células e organelas de nosso organismo, sendo, portanto, evento normal de processos
essenciais como a respiragdo celular nas mitocondrias ou a inflamagdo (CAROCHO;
FERREIRA, 2013; HALLIWELL, 2011).

Os leucocitos produzem radicais livres como parte dos mecanismos de destruicdo
do agente lesivo e da quimiotaxia de outros leucécitos (FRANCISCHETTI et al., 2010). Os
principais radicais livres produzidos pelos leucocitos sdo: anion superéxido (0,),0 peroxido

de hidrogénio (H.0,) e o radical hidroxila (OH"). Esses radicais livres, liberados

principalmente de neutréfilos, monadcitos, macréfagos e eosinéfilos, podem prejudicar células
e tecidos diretamente por degradacdo oxidativa de componentes celulares essenciais, como
lipidios de membrana ou ADN, ou modular a expressdo génica através da ativacdo de
determinados fatores de transcricdo, tais como o fator de transcri¢do nuclear kB (NF-kB), o
que pode iniciar e/ou amplificar um processo de inflamagdo (CONNER; MATTHEW;
GRISHAM, 1996).

A atividade do complexo enzimatico NADPH oxidase dos fagdcitos que se
acumulam nos tecidos inflamados produz o radical superdxido reativo por transferéncia de
elétrons para o oxigénio molecular. Este radical, por sua vez, pode formar espontaneamente
peroxido de hidrogénio, que é submetido a reacbes adicionais para gerar outras espécies
reativas de oxigénio. Um subtipo de células mieloides neutrofilicas, denominadas MDSC
(Myeloid-Derived Supressor Cell), possui alta atividade desse complexo, o que resulta em
grande geracdo de peréxido de hidrogénio (GALLI; BORREGAARD; WYNN, 2011).
Neutréfilos secretam essa classe de compostos reativos como um mecanismo de defesa contra
patogenos pelo processo chamado “explosao oxidativa” (HOESEL; SCHMID, 2013).

A manutencdo de um estado redox adequado pode atenuar a lesdo celular e a
disfungdo observada em algumas doencas inflamatorias, afinal, mecanismos pro-inflamatérios
podem contribuir para o desenvolvimento de doencas crénicas como diabetes, cancer, artrite,
doencas neuroldgicas, psoriase e por isso seu controle desejavel (GRINE et al., 2015;
HAWORTH; BUCKLEY, 2015; KIM et al.,, 2015; LEE et al., 2013; PAWELEC;
GOLDECK; DERHOVANESSIAN, 2014).

Tabas e Glass (2013) expde que embora tenha havido um sucesso com a terapia

anti-inflamatoéria em doengas cronicas desencadeadas por desregulacdo primaria da
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inflamagdo ou auto-imunidade, existem ainda consideraveis limitagdes, havendo a
necessidade de limitar o risco:beneficio dos medicamentos anti-inflamatorios. No entanto,
vale ressaltar que as pesquisas tém avancado e tém mostrado que compostos antioxidantes
apresentam importante papel na modulacdo da inflamacdo e na protecdo contra O
desenvolvimento de doengas cronicas (LU; YEN, 2015; STONER; WANG, 2013).

2.2. Produtos naturais e alimentos funcionais com atividade anti-inflamatéria

O aproveitamento de recursos naturais para diversos fins, inclusive medicinais,
sempre fez parte da histéria da civilizacdo humana, e continua desempenhando um papel
muito importante, principalmente pela utilidade no desenvolvimento de fitoterapicos a baixo
custo e no processo de descoberta e desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
(AWOGBINDIN et al., 2014).

De fato, como mostra Newman e Cragg (2012), é gerado um grande numero de
biomoléculas, produtos naturais (incluindo produtos naturais boténicos) e drogas
semissintéticas derivadas de produtos naturais, com alguma aplicacdo farmacologica. As
principais areas de doencas que tém sido investigadas (em termos de numero de
medicamentos aprovados) sdo as doencas infecciosas (microbiana, parasitarias e virais),
cancer, hipertensdo e inflamagéo, todas com mais de 50 entidades terapéuticas aprovadas no
periodo de 1981 a 2010 (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Nessa perspectiva outro conceito se inseriu: o de alimentos funcionais. Alimento
funcional se refere aos alimentos que aliam nutricdo, satisfacdo sensorial, fortificacdo e
capacidade de modulacdo de sistemas fisiol6gicos, melhorando condigdes gerais do corpo,
diminuindo risco de desenvolvimento de doencas ou atuando em processo de cura
(BIGLIARDI; GALATI, 2013; VIDAL et al., 2012).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Resolugdo n°
19, de 30 de abril de 1999, estabelece que a alegacdo de propriedades funcionais de alimentos
se refere ao “papel metabdlico ou fisiologico que o nutriente ou ndo nutriente tem no
crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras fungdes normais do organismo humano”
e que a alegacéo de propriedade de saude se refere aquela que “afirma, sugere ou implica a
existéncia da relacdo entre o alimento ou ingrediente com doenca ou condicédo relacionada a

saude”.
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Corroborando esse conceito, o consumo de determinados alimentos tem sido
relacionado a menor incidéncia de céancer, diabetes, Alzheimer, osteopatias, doencas
cardiovasculares, intestinais e inflamatorias (VIDAL et al., 2012).

Apesar de ainda ndo estar claramente definidos pelos pesquisadores e pela
indUstria de alimentos, sdo considerados alimentos funcionais as frutas, verduras, cereais
integrais, carne e alimentos ricos em 6mega-3, bem como alguns alimentos industrializados
enriquecidos ou ndo com vitaminas, minerais, dmega-3, etc. (BIGLIARDI; GALATI, 2013;
VIDAL et al., 2012). A tabela 1 apresenta alguns alimentos e produtos naturais relatados na

literatura como detentores de propriedades funcionais benéficas para a saude.

Tabela 1 — Alguns alimentos e produtos naturais com propriedades funcionais.

Alimento funcional/Produto natural

Nome Propriedade Referéncia
Nome cientifico
popular
Anti-microbiana; antimicrobiana; PAZ etal., 2015;
Ananas comosus L. Abacaxi antidiabético: an,ti—disli idémico7 BASAVEGOWDA et al.,
’ P 2013; XIE et al., 2005
Anti-microbiana; anti-maldria; PAZ et al., 2015; YAMTH et
Annona muricata L Graviola anti-parasitaria; anticancer; al., 2015;
’ anticonvulsivante; anti-artrite; MOGHADAMTOUSI et al.,
hepatoprotetora; antidiabética 2015
Anti-inflamatoria; PEREIRA etal,, 2012;
Caesalpinia ferrea Juca . . . . HASSAN et al., 2015; LOPES
hipoglicemiante; Antiviral
etal., 2013
LOPEZ et al., 2012;
Capsicum spp. Pimenta Anti-inflamatéria; neuroprotetor OGUNRUKU; OBOH;
ADEMOSUN, 2014
Citrullus vuloaris Anti-inflamatdria; anti- KIM et al., 2014; ADNAIK et
Schrad 9 Melancia depressiva; anti-diabética; al., 2014; AHN et al., 2011;
’ bioinseticida EDELDUOK etal., 2012
Cogumelos comestiveis Anti-inflamatéria; MORO et al., 2012; LIU et al.,
g hipoglicemiante; antibacteriana 2012; REN et al., 2014
. Anti-inflamatoria; neuroprotetor; KANG et al,, 2012; DA
Euterpe spp. Acai ; - ' " SILVA, etal., 2014; BARROS
antineoplasica
etal., 2015
Fragaria s Morando Anti-inflamatoria; anti- HEIM et al., 2012; LIU; LIN,
g Pp- g trombética; anti-neoplasica 2012; FORNI et al., 2014
Malvighia emarginata PAZ et al., 2015; DELVA;
Pig g Acerola Anti-microbiana GOODRICH-SCHNEIDER,
D.C.
2013
Mangifera indica L. Manga Anti-microbiana; anti-neoplasica PAZ etal., 2015;

ABDULLAH et al., 2014



Mel

Pilocarpus
microphyllus

Proposis spp.

Psidium guajava L.

Rubus eubatus

Salvia officinalis L.

Solanum lycopersicum
L.

Spinacia oleracea

Spondias mombin L.

Tamarindus indica L.

Vaccinium
macrocarpon

Jaborandi

Algaroba

Goiaba

Amora

Sélvia

Tomate

Espinafre

Caja

Tamarino

Cranberry

Anti-inflamatéria; anti-
microbiana

Anti-inflamatoria; anti-parasitaria

Anti-inflamatéria

Anti-inflamatoria, anti-
hipertensiva, anti-diarréica, anti-
microbiana, anti-diabética,
analgésica

Antiviral; antibacteriana

Anti-inflamatoria; antifangica;
antiulcerogénica; anti-
proliferativa

Anti-inflamatéria; anti-agregante
plaquetéria

Anti-inflamatoria; anti-viral;
neuroprotetor

Anti-microbiana; leishmanicida;
hepatoprotetora

Anti-microbiana; higlicemiante;
hipolipidémica

Anti-inflamatoria; anti-
neoplasica; anti-fungica;
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TONKS et al., 2003; KUCUK
et al., 2007

SILVA et al., 2013; VERAS et
al., 2012

PEREZ et al., 2014

FLORES et al., 2013; DE
ARAUJO et al., 2014;
GUTIERREZ; MITCHELL,;
SOLIS, 2008; OJEWOLE;
AWE; CHIWORORO, 2008;
MUKHTAR et al., 2006;
MCCOOK-RUSSEL et al.,
2012

DANAHER et al., 2011,
GONSALEZ etal., 2013

RODRIGUES et al., 2012;
MARTINS et al., 2014;
FIORENTIN et al., 2013;
KONTOGIANNI et al., 2013

Ll etal., 2014; FUENTES et
al., 2013

HEIM et al., 2012; YANG et
al., 2012; SHARMA;
KAPOOR; NEHRU, 2014

PAZ et al., 2015; ACCIOLY et
al., 2012; AWOGBIDIN et al.,
2014

PAZ etal., 2015; MAITI,
MISRA; GHOSH, 2014

HEIM et al., 2012; DEZIEL et
al., 2012; ERMIS et al., 2015

Fonte: autoria propria (2015).

A atividade anti-inflamatoria de alimentos ou de compostos especificos presentes

em alimentos é cada vez mais relata na literatura cientifica. Certos temperos e ervas

aromaticas, tais como a pimenta vermelha (Capsicum sp.) e a sélvia (Salvia officinalis L.),

possuem atividade anti-inflamatéria comprovada em modelos animais (LOPEZ et al., 2012;

RODRIGUES et al., 2012). Extrato de morango e amora apresenta atividade anti-inflamatéria

por inibicdo de NF-«B, um fator de transcricdo com agdo central na expressdo de genes pro-

inflamatorios (HEIM et al., 2012). Adicionalmente, polissacarideos dessas frutas apresentam

capacidade de modular secrecédo de citocinas pro e anti-inflamatorias (L1U; LIN, 2012).
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Outras frutas como goiaba e acai, frutas tropicais importantes na dieta de
comunidades locais, de grande valor nutricional, agronémico, biotecnol6gico e econémico,
também possuem efeito anti-inflamatorio relatado na literatura (FLORES et al., 2013; KANG
etal., 2012)

O consumo de frutas atualmente esta aliado ndo sé a satisfacdo sensorial e escolha
pessoal, mas também aos beneficios a saude conferidos pelos seus nutrientes e compostos
bioativos. As frutas tropicais do Brasil por exemplo, possuem uma grande variedade de
compostos bioativos. Da Silva et al. (2014) demonstra a presenca de resveratrol, cumarina,
compostos fenoélicos, antocianinas, flavonoides, [B-caroteno e licopeno em polpas e
subprodutos (casca, sobras de polpa e sementes) de doze frutas tropicais do Brasil (abacaxi,
acerola, caja, caju, goiaba, graviola, mamao, manga, maracuja, pitanga, sapoti e tamarindo) e
ressalta que em geral, os subprodutos apresentaram maior contetido bioativo de que a polpa,
reforcando o potencial biotecnoldgico de aplicacdo, por exemplo, como nutracéuticos na
indUstria alimentar e de melhor aproveitamento ou reaproveitamento de subprodutos.

A producdo de alimentos com carater funcional tem se tornado um grande
segmento da industria de alimentos, principalmente devido a consciéncia dos consumidores
da salde pessoal e nesse sentido a industria de alimentos tem inovado a fim de produzir
alimentos que satisfaca as necessidades nutricionais, pessoais e sociais, seja pela insergéo de
novos ingredientes alimentares e materiais, inovagdes em alimentos frescos ou por novas
técnicas de processamento de alimentos e novos métodos e materiais de embalagem
(BIGLIARDI; GALATI, 2013).

Vale ressaltar que o consumo desses alimentos por si s6 ndo resulta em cura
comprovada de enfermidades. Como coloca Peixoto et al. (2012), hébitos alimentares
adequados aliados com a pratica de exercicios, auséncia de bebidas alcodlicas e drogas,

promove a manutencdo da salde e da qualidade de vida.

2.3.  Considerac0es gerais sobre a Psidium guajava L.

A Psidium guajava L. é uma das aproximadamente 3000 espécies pertencentes a
familia Myrtaceae e é popularmente conhecida como goiabeira (FIGURA 3A), uma arvore
pequena, de casca lisa descamante, folhas aromaticas e flores brancas (KUMARI; GAUTAM,;
ASHUTOSH, 2013; WATSON; DALLWITZ, 2015). Trata-se de uma planta tipica de regides
tropicais e subtropicais, encontrada em toda a América do Sul, Europa, Asia e Africa
(GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008).
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Seu fruto, a goiaba (FIGURA 3B) apesenta tamanho, forma e coloragao de polpa
variavel conforme a cultivar, e apresenta crescimento em diferentes estagios de acordo com as
condicgdes climaticas: inicialmente tem crescimento acelerado, principalmente em periodos
quentes; depois esse crescimento € relativamente lento, onde ocorre o amadurecimento do
fruto e endurecimento das sementes; e finalmente h4 um ganho rapido de tamanho, mudando
a coloracdo externa do fruto, que passa de verde para amarelo (GONZAGA NETO, 2007). A
goiaba é popularmente utilizada como alimento in natura ou processado na forma de doces e
compotas, e apresenta alto valor nutritivo (MCCOOK-RUSSELL et al., 2012).

Figura 3 — Goiabeira (Psidium guajava L.) (A) e a goiaba (B).

Foto: Adriany das G. N. Amorim (2014)

O uso da goiaba com fins medicinais também é comum e diversas pesquisas vém
explorando isso. A goiaba apresenta importantes propriedades anti-hipertensiva, anti-
diarréica, anti-microbiana, anti-diabética, analgésica e também anti-inflamatéria (DE
ARAUJO et al., 2014; GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008; MCCOOK-RUSSEL et al.,
2012; MUKHTAR et al., 2006; OJEWOLE; AWE; CHIWORORO, 2008).

Jang et al. (2014), estudando a atividade anti-inflamatoria de extrato etandlico da
folha da P. guajava L., demonstram importante capacidade inibidora de mediadores pro-
inflamatdrios. Adicionalmente, De Aradjo et al. (2014) avaliando a atividade anti-inflamatéria
de extrato aquoso e extrato acetdnico-aquoso da folha da P. guajava L., demonstraram um
efeito anti-inflamatorio associado a reducéo da migracao leucocitaria, e apontam que tal efeito
estéd relacionado ao alto teor de compostos fenolicos com atividade antioxidante. Atividade
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anti-inflamatoria de extrato obtido a partir da polpa da goiaba também é relatada (FLORES et
al., 2013).

De fato, a goiaba apresenta notavel potencial antioxidante, associado comumente
ao alto teor de compostos fendlicos, podendo ser aproveitados casca e polpa na dieta para
obter fibra e antioxidante (JIMENEZ-ESCRIG et al., 2001). Flores et al. (2015) mostraram
que a atividade antioxidante e a composicdo fitoquimica de P. guajava L. variam
significativamente de acordo com a cultivar e coloracdo da polpa, de modo que as cultivares
da goiaba de polpa vermelha apresentaram maior atividade antioxidante, além de serem as
Unicas com contetido de antocianinas. Adicionalmente, a goiaba vermelha também apresenta
grande conteudo de carotenoides, dentre fitoflueno, B-caroteno, y-caroteno, luteina e licopeno
(MERCADANTE; STECK; PFANDER, 1999).

Existe uma grande variedade de cultivares de goiaba, perfazendo cerca de 400 em
todo 0 mundo (POMMER; MURAKAMI; WATLINGTON, 2006). Entretanto, alguns poucos
cultivares sdo produzidas em escala comercial, dentre as quais se encontra Lalit, Xa ly nghe,
Ruot hong da lang, Xa ly don, Paluma, Rica, Pedro Sato, Kumagai, Sassaoka, Ogawa,
Yamamoto, Século XXI, sendo essas oito Ultimas as mais cultivadas comercialmente no
Brasil (POMMER; MURAKAMI; WATLINGTON, 2006).

A producédo brasileira de goiaba vivenciou um aumento entre 2009 e 2011,
perfazendo 342,5 mil toneladas no ano de 2011, com valor de produgdo equivalente a R$
276,3 milhdes, sendo que a regido Nordeste contemplou mais de 44% da producdo do ano,
ultrapassando a regido Sul, principal produtora em 2010 (GOVERNO DE MINAS, 2013).

O Piaui tem importante participacdo com a producdo organica da goiaba no
perimetro irrigado Tabuleiros Litoraneos, com comercializagdo dos frutos no mercado interno
e externo (MINISTERIO DA INTEGRACAO NACIONAL). No contexto atual da
agricultura, tem-se destacado e incentivado a producdo organica certificada, principalmente
por ser menos ofensiva ao meio ambiente e ao consumidor, gerando grande aceitabilidade por

parte deste.

2.4. O licopeno e seu papel na saude

O licopeno é um carotenoide pertencente a uma familia de mais de 600
compostos. Possui cadeia aciclica com 11 ligagdes duplas conjugadas, encontrado
principalmente na configuracdo all-trans, mas também estd presente em uma grande
variedade de isdmeroscis (FIGURA 4) (BRAMLEY, 2000; SRIVASTAVA;
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SRIVASTAVA, 2015). Os carotenoides sdao pigmentos naturais presentes em frutas e
vegetais, cuja estrutura quimica é responsavel por sua cor e por alguns de seus papéis
biolégicos (KHOO et al., 2011; SHAMI; MOREIRA, 2004). O licopeno é comumente
encontrado em frutas e vegetais vermelhos ou alaranjados, tais como tomate, melancia,
mamdo, pitanga, goiaba, uva, e também no mel (ASCENSO et al., 2013; BAGETTI et al.,
2011; KIM et al., 2014; NWAICHI; CHUKU; OYIBO, 2015).

O tomate (Lycopersicon sp.) é uma fonte reconhecida e extensamente estudada de
licopeno, atualmente explorado pelas industrias alimenticia, de cosméticos e farmacéutica.
Entretanto, mais fontes vegetais de licopeno vém sendo elucidadas, como a goiaba vermelha
(Psidium guajava L.), que tem o licopeno em vérias formas isoméricas (MERCADANTE,
STECK & PFANDER, 1999).

Figura 4 — Isdmeros cis e trans do licopeno.
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Fonte: Srivastava e Srivastava (2015).

O licopeno esta presente também no plasma e tecidos humanos, porém o
organismo ndo é capaz de sintetiza-lo, devendo ser obtido exclusivamente através do consumo
de alimentos (MORITZ; TRAMONTE, 2006). A biodisponibilidade deste carotenoide

depende de alguns parametros. Estudos demonstram que alimentos processados, tais como o
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extrato ou molho de tomate, tem maior biodisponibilidade de licopeno, isto €, é mais bem
absorvido pelo organismo, provavelmente devido a uma dissocia¢do ou enfraquecimento dos
complexos proteina-carotenoides, ou a dissolucdo de carotenoides cristalinos com o
aquecimento (SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 2015; NWAICHI; CHUKU; OYIBO, 2015).
Além disso, o isdmero cis é mais biodisponivel do que a forma all-trans e a sua absor¢cdo em
células da mucosa intestinal € auxiliada pela formacdo de micelas de acido biliar
(BRAMLEY, 2000; SRIVASTAVA,; SRIVASTAVA, 2015).

O licopeno é reconhecido como um potente antioxidante, sendo o mais eficaz
quelante do oxigénio singleto dentre todos os carotenoides, devido a presenca de duas
ligages duplas ndo conjugadas que confere maior reatividade (DI MASCIO; KAISER; SIES,
1989; SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 2015). Em funcéo dessa propriedade antioxidante, o
licopeno tem sido associado a varios efeitos benéficos para a salde humana, conferindo
protecdo contra uma variedade de doencas que tem o estresse oxidativo na etiopatogénese,
tais como céncer, doencas cardiovasculares, diabetes e doencas inflamatérias (BRAMLEY,
2000; KIM et al., 2014; FIEDOR; BURDA, 2014; ZU et al, 2013; HAWORTH; BUCKLEY,
2015).

Mariani et al. (2014) apontam que uma baixa concentracdo de licopeno pode estar
relacionada ao desenvolvimento de cancer de prostata. Adicionalmente, varios estudos vém
demonstrando que o licopeno, ou fracGes ricas em licopeno, desempenha um papel anti-
inflamatdrio importante (RENJU; MURALEEDHARA KURUP, 2013; KIM et al., 2014; LI
et al., 2014). Assim, esse carotenoide pode influenciar o processo inflamatério reduzindo os

seus efeitos nocivos e, por conseguinte, diminuindo o risco de desenvolvimento de doencas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatéria do licopeno oriundo da goiaba vermelha, na
forma de extrato de licopeno e licopeno purificado, visando aplicacbes biotecnoldgicas para a

fruta brasileira.

3.2.  Especificos

e Realizar extracdo e purificacdo de licopeno a partir da goiaba vermelha (Psidium
guajava L.);

e Avaliar o efeito anti-edematogénico do extrato de licopeno e do licopeno
purificado de goiaba por diferentes vias de administragéo;

e Avaliar o efeito anti-edematogénico do licopeno obtido da goiaba em modelo de
inflamacéo aguda induzida por diferentes agentes flogisticos;

e Auvaliar o efeito sobre a migracao leucocitéaria do licopeno obtido da goiaba;

e Avaliar efeito redox-protetor do licopeno obtido da goiaba;

e Gerar informacdes adicionais sobre a atividade do licopeno em sistemas organicos
e seus efeitos positivos na condicdo de possivel agente anti-inflamatério de fontes

naturais.
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Licopeno extraido da goiaba (Psidium guajava L.) apresenta atividade anti-inflamatdria
por modulagéo de mediadores inflamatdrios, reducéo da infiltragdo neutrofilica e do

estresse oxidativo.
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Resumo

Este trabalho avaliou a atividade anti-inflamatdria do licopeno oriundo da goiaba vermelha
(Psidium guajava L.), na forma de extrato de licopeno (ELG) e licopeno purificado (LPG). A
atividade anti-inflamatdria foi inicialmente testada em modelo de edema de pata induzido por
carragenina e, posteriormente, em edema de pata induzido por diferentes agentes para avaliar
0 mecanismo anti-edematogénico. Foi avaliado o efeito sobre a migracdo neutrofilica e
determinada a atividade de Mieloperoxidase (MPOQ) e a concentracdo de Glutationa (GSH) em
modelo de peritonite. Os resultados mostraram que a administracdo oral ou intraperitoneal de
ELG e LPG confere efeito inibitdrio de inflamacgdo aguda. A administracdo oral de LPG (12,5
mg/kg v.0.) inibiu a formacdo de edema de pata induzido por dextrana, composto 48/80,
histamina e prostaglandina E2; reduziu significativamente a migracdo leucocitaria e o
recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal e apresentou efeito redox-protetor,
sugerido pelo aumento dos niveis de GSH. Assim, o licopeno obtido da goiaba vermelha

apresenta potencial para aplicacdo como agente anti-inflamatério.

Palavras-chave: Carotenoides. Fruta Psidium guajava L. Inflamagé&o.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo consiste em uma resposta do organismo desencadeada por
diferentes tipos de injurias teciduais ou agentes infecciosos. Ela é caracterizada pelo aumento
da permeabilidade vascular, migracdo celular, liberagdo de citocinas e de radicais livres
(MEDZHITOV, 2008; NOURSHAGH; ALON, 2014). Apesar de a resposta inflamatéria ser
entendida como uma reacdo protetora, esta representa uma agressdo ao organismo uma vez
que resulta em dano tecidual, edema e dor (MEDZHITOV, 2008). Além disso, mecanismos
pro-inflamatorios podem contribuir para o desenvolvimento de doengas cronicas como
diabetes, cancer, artrite, doencas neuroldgicas e psoriase e por isso o controle do processo
inflamatdrio é desejado (LEE et al., 2013; PAWELEC; GOLDECK; DERHOVANESSIAN,
2014; HAWORTH; BUCKLEY, 2015; KIM et al., 2015; GRINE et al., 2015).

Muitas pesquisas tém focado em novas moléculas bioativas, produtos naturais e
alimentos funcionais como alternativas para o desenvolvimento de novos agentes anti-
inflamatérios (MORO et al., 2012; PEREIRA et al., 2012; PEREZ et al., 2014
CAVALCANTI et al., 2013). Alguns compostos presentes em alimentos como 0s
antioxidantes, quer isoladamente ou em associacdo, podem influenciar o processo
inflamatorio reduzindo os seus efeitos nocivos e o risco de desenvolvimento de doencas
(STONER; WANG, 2013; LU; YEN, 2015; NIDHI et al., 2015).

Estudos demonstram que o licopeno, ou fragbes ricas em licopeno, desempenha
um papel anti-inflamatério importante (RENJU; KURUP, 2013; KIM et al., 2014; LI et al.,
2014). O licopeno é um carotenoide de cadeia aciclica com 11 ligacGes duplas conjugadas,
encontrado principalmente na configuracdo all-trans, mas também est4d presente em uma
grande variedade de isémeros cis (BRAMLEY, 2000; SRIVASTAVA; SRIVASTAVA,
2015). Ele é reconhecido como um potente antioxidante, sendo o mais eficaz quelante do
oxigénio singleto, e € comumente encontrado em frutas e vegetais vermelhos ou alaranjados,
dentre eles a goiaba vermelha (DI MASCIO; KAISER; SIES, 1989; NIMSE; PAL, 2015;
NWAICHI; CHUKU; OYIBO, 2015).

A goiaba (Psidium guajaval.) é uma fruta tipica de regides tropicais e
subtropicais, popularmente utilizada como alimento ou com fins medicinais, possui alto valor
nutritivo, elevado potencial antioxidante e apresenta importantes propriedades anti-
hipertensiva, anti-espasmaodica, anti-microbiana, hipo-glicemiante, analgésica e também anti-
inflamatoria (GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008; DE ARAUJO et al., 2014; FLORES

et al., 2015). Este trabalho apresenta o efeito anti-inflamatorio de licopeno obtido da goiaba
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vermelha (Psidium guajava L.), gerando informagdes que possibilitem aplicacOes

biotecnoldgicas para a fruta em prol da satde humana.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

Indometacina, A-carragenina, dextrana, composto 48/80 (c48/80), histamina,
prostaglandina E2 (PGE2), dicloridrato de O-dianisidina, dimetilsufoxido (DMSO) e Acido
2,2’-dinitro-5,5’-ditiodibenzoico (DTNB) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). Heparina e perdxido de hidrogénio (H,0,) foram comprados da Merck
(Darmstadt, Germany). Todas as amostras foram preparadas em DMSO 10%. Diclorometano,

Cloroférmio e Etanol foram usados no processo de extracao e purificacdo de licopeno.

2.2.  Animais

Para a avaliagdo da atividade anti-inflamatéria foram utilizados camundongos
Swiss de ambos os sexos (30 = 5 @), proveniente do biotério do Ndcleo de Tecnologia
Farmacéutica (NTF) da Universidade Federal do Piaui-UFPI. Os animais foram mantidos sob
condicdes de controle de temperatura (24 + 2°C) e ciclo claro-escuro de 12/12 horas, tendo
livre acesso a alimentacdo e dgua. Todos os experimentos foram realizados de acordo com o
Guide for Care and Use of Laboratory Animals (National Institute of Health, Bethesda, MD,
USA) e previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFPI sob protocolo n°
068/14 (ANEXO A).

2.3.  Obtencéo do licopeno de goiaba

O licopeno obtido a partir de goiaba (Psidium guajava L.) foi extraido com
solvente organico (diclorometano) a partir de 100 g de goiaba, seguindo metodologia
desenvolvida por Amorim (2015). Subsequentemente, o extrato foi armazenado em
cloroformio sob refrigeracdo a 4°C, posteriormente lavado com etanol e seco em
Concentrador Plus (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Todos os passos foram realizados em
condicBes de pouca luz e, na fase final do processo, sob fluxo de nitrogénio. O extrato rico em

licopeno e o licopeno purificado foram utilizados para os ensaios biologicos.
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2.4.  Avaliacdo da atividade anti-inflamatodria

2.4.1. Modelo edema de pata induzido por carragenina

O teste anti-inflamatério de edema de pata induzido por carragenina foi realizado
de acordo com Silva et al. (2013). Foram testados extrato de licopeno de goiaba (ELG; 25, 50
e 100 mg/kg) e licopeno purificado de goiaba (LPG; 12.5, 25 ou 50 mg/kg). Os animais foram
divididos aleatoriamente em 15 grupos (n=5) e o edema foi induzido mediante administracdo
de 50 pL de uma suspensédo de carragenina (500 pg/pata em 0,9% de salina esteril, i.pl.) na
pata traseira direita. Trinta minutos antes da inducdo do edema os animais foram tratados com
Indometacina (10 mg/kg) como droga de referéncia, DMSO 10% ou com as amostras testadas
por via intraperitoneal (i.p.) ou oral (v.0.) para efeito comparativo, de acordo as
especificacOes de cada grupo.

A medida do volume da pata (mL) foi realizada imediatamente ap6s inducédo do
edema, dado como tempo zero (Vo = volume basal) e em 1, 2, 3 e 4 horas apds inducdo do
edema (Vy), por deslocamento de agua em equipamento Pletismémetro digital (LE 7500,
Panlab, Spain). Os resultados foram obtidos como a variagdo no volume da pata, determinada
como a diferenca do volume medido no tempo 1, 2, 3 e 4 pelo volume basal. O percentual de
inibicdo do edema de pata dos grupos tratados em relacdo ao grupo carragenina (Controle) foi

calculado pela seguinte formula:

% Inibicdo do edema = (V— V)Controle - (V;— Vo) Tratado x 100
(V¢ — Vo)Controle

2.4.2. Edema de pata induzido por diferentes agentes inflamatorios

Os animais foram pré-tratados de acordo com as especificacdes de cada grupo (n=5)
com LPG (12,5 mg/kg v.0.), DMSO 10% ou Indometacina (10 mg/kg) como droga de
referéncia. O edema foi induzido por injecdo intraplantar de 50 pL de dextrana (500 pg/pata),
c48/80 (12 pg/pata), histamina (100 pg/pata) ou prostaglandina E2 (PGE2 3 nmol/pata) na
pata traseira direita 30 minutos depois. O volume da pata (mL) dos grupos c48/80, histamina
e PGE2 foram medidos imediatamente ap6s o estimulo (\Vo: volume basal) e 30, 60, 90 e 120

minutos depois (Vt) por deslocamento de agua em equipamento Pletismémetro (LE 7500,
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Panlab, Barcelona, Spain). O volume da pata do grupo Dextran foi medido imediatamente
apos o estimulo e a cada hora durante 4 h.

2.4.3. Andlise Histopatologica

A andlise histopatoldgica foi realizada a partir do teste de edema de pata induzido por
carragenina, visando observar parametros inflamatorios. As biopsias de pata foram obtidas 4
horas apos a injecdo de carragenina. Os fragmentos foram fixados em formaldeido 10% por
24 horas e, em seguida, desidratados em etanol, incorporados em parafina e seccionados (5

pm). Os cortes foram corados com Tricomio de Gomori e analisados em microscépio optico.

2.4.4. Auvaliacdo da migracdo neutrofilica

A avaliacdo da migracdo neutrofilica foi realizada em modelo de peritonite,
mediante administracdo de 250 pL de uma suspensdo de carragenina (500 pg/cavidade; i.p.)
30 minutos apos o pré-tratamento com DMSO 10%, Indometacina (10 mg/kg) ou LPG (12.5
mg/kg) via oral de acordo com as especificagbes de cada grupo. Os animais foram
eutanasiados 4 horas ap0s a indugdo da peritonite e a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5
ml de tampao fosfato (PBS) heparinizado para obtencéo das células peritoneais.

A contagem total de células foi realizada em camara de Neubauer. Para a
contagem diferencial de 100 células, as ldminas foram preparadas em citocentrifuga, coradas
com hematoxilina e eosina, e analisadas ao microscépio Optico. Os resultados foram
expressos como numero de neutrofilos por mililitro de lavado peritoneal. Aliquotas de lavado
peritoneal foram reservadas e armazenadas sob congelamento para determinacbes
bioquimicas de MPO e GSH.

2.4.5. Atividade de mieloperoxidase

A avaliacéo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi realizada a partir
do lavado peritoneal por método colorimétrico. A reagédo foi efetuada em placa de 96 pocos
mediante adi¢do de 10 pL da amostra previamente centrifugada (3000 rpm por 20 minutos a
4°C) em 200 pL de solucdo de leitura contendo dicloridrato de o-dianisidina e peroxido de
hidrogénio (H,0,) a 1%. Os resultados foram obtidos por determinacdo da mudanca de

absorbancia a 450 nm em intervalo de 1 minuto. Os resultados foram expressos como unidade
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de MPO por ml de lavado (U/mL), considerando que uma unidade de atividade de MPO ¢é

definida como a conversdo de 1umol de perdxido de hidrogénio em dgua em 1 minuto a 22°C.

2.4.6. Determinacéo dos niveis de Glutationa Reduzida

A determinacdo da concentracdo de Glutationa Reduzida (GSH) foi realizada a
partir do lavado peritoneal de cada grupo, em método adaptado de Sedlak e Lindsay (1968).
Foram misturados 400 pL da amostra previamente centrifugada a 3000 rpm por 20 minutos a
4°C com 800 pL de tampdo Tris 0,4 M e 20 pL de DTNB (Acido 2,2’-dinitro-5,5-
ditiodibenzoico) 0,01 M. Procedeu-se agitacdo durante 3 minutos e leitura
espectrofotométrica a 412 nm em equipamento UV-Vis Shimadzu (Kyoto, Japan). Os niveis
de GSH foram calculados com base na curva de calibracdo obtida com padrdo de GSH. Os

resultados foram expressos como microgramas de GSH por mililitro de lavado peritoneal
(ug/mL).

2.5.  Andlises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas por anélise de varidncia (one-way
ANOVA) e teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls, quando adequado, para
identificar diferencas entre as médias dos grupos, usando o software GraphPad Prism versao
5.0. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. A significancia estatistica
foi fixada em p<0,05. O teste t-Student foi usado para analise semi-quantitativa em secc¢des
histoldgicas.

3. RESULTADOS

3.1. Efeito anti-inflamatdrio de fracdes de licopeno de goiaba em edema de pata

induzido por carragenina

A formacdo do edema foi efetivamente induzida pela administracdo de
carragenina, atingindo pico maximo com 3 horas apos a inje¢do (0,061 + 0,007) como
mostram as Figuras 1 e 2. Foram testados extrato de licopeno de goiaba (ELG; 25, 50 e 100
mg/kg) e licopeno purificado de goiaba (LPG; 12.5, 25 e 50 mg/kg) por via oral e

intraperitoneal. As amostras testadas foram capazes de inibir significativamente (p<0,05) a
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formacdo do edema em ambas as vias de administracdo, comparavel no mesmo nivel ao efeito
obtido pela droga de referéncia indometacina (10 mg/kg) na terceira hora.

O efeito inibitério maximo foi obtido com ELG 50 mg/kg i.p. (0,012 £+ 0,006)
(FIGURA 1A), ELG 100 mg/kg v.o. (0,012 + 0,004) (FIGURA 1B) e LPG 12.5 mg/kg v.o.
(0,018 £ 0,006) (FIGURA 2B), apresentando 80,33%, 80,33% e 70,49% de inibicao,
respectivamente, considerando a terceira hora apds a inducdo do edema, sem diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. LPG (12.5 mg/kg v.0.) atingiu 96,72% de
inibicdo (0,002 £ 0,002) na quarta hora. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre LPG 12,5 mg/kg administrados pelas vias intraperitoneal ou oral. Assim, apesar do
efeito inibitdrio ser maior no grupo tratado com o extrato, o LPG (12.5 mg/kg, v.0.) foi
selecionado para os estudos subsequentes de possiveis mecanismos envolvidos no efeito anti-
edematogénico observado, considerando a menor dose e a maior conveniéncia da via de

administragao.
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Figura 1 - Efeito do extrato de licopeno de goiaba (ELG 25; 50 ou 100 mg/kg) administrado por via
intraperitoneal (A) ou oral (B) na formacgdo de edema de pata induzido por carragenina com 1, 2, 3 e 4 horas

apos estimulo com o agente flogistico. Indometacina (10 mg/kg) foi usada como droga de referéncia.
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Fonte: dados autorais (2015). Os valores foram expressos como média £ SEM. *p<0,05 vs grupo Cg + DMSO

10%,; **p<0,05 vs grupo Salina. Cg = Carragenina; Indo = Indometacina; v.o. = via oral; i.p. = intraperitoneal.
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Figura 2 - Efeito licopeno purificado de goiaba (LPG 12.5; 25 ou 50 mg/kg) administrado por via intraperitoneal

(A) ou oral (B) na formacéo de edema de pata induzido por carragenina com 1, 2, 3 e 4 horas apds estimulo com

o0 agente flogistico. Indometacina (10 mg/kg) foi usada como droga de referéncia.
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Fonte: dados autorais (2015). Os valores foram expressos como média £ SEM. *p<0,05 vs grupo Cg + DMSO

10%; **p<0,05 vs grupo Salina. Cg = Carragenina; Indo = Indometacina; v.o. = via oral; i.p. = intraperitoneal.
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Nas sec¢0es histologicas de pele da pata dos camundongos em que houve a inducéo de
processo inflamatorio pela carragenina observou-se tecido epitelial de aspecto normal e derme
reticular exibindo grande infiltrado inflamatdrio, predominantemente neutrofilico (FIGURA
3A), enquanto o grupo controle DMSO apresentou tecido subplantar normal (FIGURA 3B).
Os resultados da analise semi-quantitativa da biépsia de pata em uma é&rea de 175 pum?
mostraram que o tratamento prévio dos animais com indometacina 10 mg/kg (5,2 + 1,5)
(FIGURA 3C), LPG 12.5 mg/kg v.o. (5,84 + 2.1) (FIGURA 3D), LPG 25 mg/kg v.0. (4.84 +
1,2) (FIGURA 3E) ou LEG 50 mg/kg i.p. (5,9 £ 0,7) (FIGURA 3F) reduziram o infiltrado
inflamatorio induzido pela carragenina 500 pg/pata (9,4 + 3,1).

Figura 3 - Fotomicrografias de pele obtida do coxim plantar de camundongos Swiss, representativas dos grupos
Cg + DMSO 10% (A), DMSO (B), Cg + Indo (C), Cg + LPG 12,5 mg/Kg v.o. (D), Cg + LPG 25 mg/Kg v.o. (E)
e Cg + ELG 50 mg/Kkg i.p. (F).

Fonte: dados autorais (2015). Coloragéo Tricromio de Gomori (40x).



55

3.2. Efeito anti-inflamatério do LPG em edema de pata induzido por diferentes
agentes

A formacdo do edema de pata induzido por dextrana, c48/80, histamina e PGE2
atingiu pico com 2 horas (0.056 = 0.010), 30 (0.070 £ 0.012), 60 (0.072 + 0.008) e 60 (0.045
+ 0.005) minutos ap6s administracdo do agente flogistico, respectivamente (FIGURA 4). O
pré-tratamento com LPG (125 mg/kg, v.0.) inibiu significativamente (p<0,05) o
desenvolvimento do edema de pata induzido pelos diferentes agentes, apresentando 77.68%
(Dextrana), 57.14% (C48/80), 65.27% (Histamina) e 82.22% (PGE2) de inibi¢do nos picos de
formacéo do edema.

Figura 4 - Efeito licopeno purificado de goiaba (LPG 12.5 mg/kg) administrado por via oral na formacdo de
edema de pata induzido por Dextrana (A), C48/80 (B), Histamina (C) e Prostaglandina E2 (D). Indometacina (10
mg/kg) foi usada como droga de referéncia.

A B
o -o- Salina 0.08 -~ Salina
0.06 I 039 L
— - Dextrana +DMSO 10% ~ I = C48/80 + DMSO 10%
TEI 0.05- N\ - Dextrana + Indo E o0s -~ C48/80 + Indo
£ 0.044 AN —* Dextrana + LPG 8 /AN ¥ C48/80 + LPG
o - T ©
% \ 5
g o/ ~ g 0%l .
2 oo / * £
£ ° Y/ o R 3 0.024
S o004 L T ~ S
g ) e ' -~ A - T—
0.00 T T ¥ T 0.00 -
0 1 2 3 4 0 120
Tempo (hora)
c D
-e- Salina 0.05 -o- Salina

0.08- . —#- Histamina + DMSO0 10% _ : *; - PGE2 +DMS0 10%
) /' © - Histamina + Indo = i . -4 PGE2 +Indo
£ e ' . i E 004 -
S 0.064 / -¥- Histamina + LPG = . -+ PGE2 + LPG
] / -l
k] / T 003
o 0.04- / i} 4
s [k h o 0021 / \

o O AN

g E AN "
5 0.02- = 4
§ . 2 0.01 S E—

0.00 4 0.00 T T T \."_ﬁ

0 0 30 60 90 120

Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Fonte: dados autorais (2015). Os valores foram expressos como média = SEM. *p<0,05 vs grupo do agente
flogistico + DMSO; **p<0,05 vs DMSO.
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3.3.  LPG inibiu a migragdo neutrofilica em modelo de peritonite induzida por

carragenina

A avaliacdo da migracdo neutrofilica foi realizada em modelo de peritonite,
mediante tratamento com DMSO 10%, Indometacina 10 mg/kg ou LPG (12.5 mg/kg, v.0.). A
administracdo de carragenina induziu um aumento significativo de leucécitos totais (11,40 *
1.77 x 10® células/mL) (FIGURA 5A), com grande recrutamento de neutréfilos (7,00 + 0,46
x 10% células/mL) (FIGURA 5B). Em contrapartida, o pré-tratamento com LPG (12,5 mg/kg,
v.0.) reduziu significativamente (p<0,05) a migracdo leucocitaria (6,78 + 0,59 x 10°
células/mL) e o recrutamento de neutréfilos (2,28 + 0,18 x 10% células/mL) para a cavidade
peritoneal, sendo comparavel ao efeito da indometacina (10 mg/kg) (6,64 + 1,30 x 10°
célulassmL e 1,82 + 0,40 x 10° célulassmL para leucdcitos totais e neutréfilos,

respectivamente).
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Figura 5 - Efeito do licopeno purificado de goiaba (LPG 12.5 mg/kg, v.0.) na migragdo de células inflamatérias

em peritonite induzida por carragenina. (A) contagem total de leucdcitos; (B) contagem diferencial.
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Fonte: dados autorais (2015). Os resultados foram expressos como média + SEM de 5-6 animais por grupo *
p<0,05 vs grupo carragenina. ** p<0,05 vs grupo tratado apenas DMSO.
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3.4. LPG reduziu a atividade de MPO

A avaliacdo da atividade de MPO do lavado peritoneal demonstrou niveis
significativamente (p<0,05) aumentados no grupo carragenina (199.90 = 38,67 U/mL)
(FIGURA 6), enquanto que o pré-tratamento com LPG (12.5 mg/kg v.0.) reduziu a atividade
de MPO (58,26 + 10,24 U/mL). O efeito foi similar ao obtido com a droga de referéncia
indometacina (10 mg/kg) (49,65 + 11,79 U/mL).

Figura 6 — Efeito do licopeno purificado de goiaba (LPG 12.5 mg/kg, v.0.) na atividade da enzima

mieloperoxidade (MPO) em modelo de peritonite.
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Fonte: dados autorais (2015). Os resultados foram expressos como média = SEM de 5-6 animais por grupo. *

p<0,05 vs grupo carragenina. ** p<0,05 vs grupo tratado apenas DMSO.

3.5. O LPG induziu aumento nos niveis de GSH

Como mostra a Figura 7, LPG (12.5 mg/kg v.0.) aumentou significativamente
(p<0,05) os niveis de GSH na cavidade peritoneal (396,00 + 31,07 pg/mL) enquanto que o
grupo que recebeu apenas carragenina provocou forte redugéo (88,60 = 15,72 pg/mL). A
droga de referéncia indometacina (10 mg/kg) manteve a concentracdo de GSH a niveis basais
(211,00 £ 59,52 pg/mL e 242,63 £ 45,26 pg/mL, respectivamente).
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Figura 7 - Efeito do licopeno purificado de goiaba (LPG 12.5 mg/kg, vo) na concentracdo de GSH em modelo de

peritonite.

500+
*

400+
2

3004
2 T
T 200+
w
Qo

1004

0

DMSO DMSO  LPG

Carragenina 500ug/cavidade

Fonte: dados autorais (2015). Os resultados forma expressos como média £+ SEM de 5-6 animais por grupo.*

p<0,05 vs grupo carragenina. ** p<0,05 vs grupo tratado apenas DMSO.

4. DISCUSSAO

A goiaba é uma fruta rica em compostos antioxidantes, como compostos
fendlicos, antocianinas, flavonoides, triterpenos, acido ascérbico e carotenoides (FLORES et
al., 2015; NWAICHI; CHUKU; OYIBO, 2015). Estes compostos tém sido relacionados a
varios efeitos benéficos para a salde humana e servido de base para o desenvolvimento de
novas alternativas terapéuticas (LU; YEN, 2015; RENJU; KURUP; KUMARI, 2013).
Estudos prévios demonstram que extratos da folha e da fruta da goiabeira apresentam
atividade anti-inflamatoria associada a presenca de compostos fenolicos por inibicdo de
mediadores pré-inflamatorios e reducdo da migracdo leucocitaria (JANG et al., 2014; DE
ARAUJO et al., 2014; FLORES et al., 2013).

Em estudo de desenvolvimento de metodologias analiticas para a extracdo de
carotenoides biotecnologicamente importantes obtidos a partir da espécie Psidium guajava L.,
Amorim (2015) demonstrou por Espectrometria de Massas, Espectroscopia Infravermelho
com Transformada de Fourier e Ressonancia Magnética Nuclear que o licopeno purificado da
goiaba obtido pelo processo desenvolvido € o 13-cis licopeno, um isdmero do licopeno de
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tomate, e tanto o extrato rico em licopeno quanto o licopeno purificado da goiaba
apresentaram boa atividade antioxidante.

O presente trabalho apresenta o efeito anti-inflamatorio do licopeno oriundo da
goiaba vermelha (Psidium guajava L.), na forma de extrato rico em licopeno e licopeno
purificado. Apesar de a atividade anti-inflamatoria do licopeno de diversas fontes ser bem
estabelecida, esta é a primeira proposta sobre 0 uso da goiaba, uma fruta popularmente usada
como alimento e com fins medicinais, como fonte de licopeno com potencial anti-
inflamatorio.

O efeito anti-inflamatdrio foi inicialmente testado usando o modelo de edema de
pata induzido por carragenina. Este € um modelo de inflamag&o local aguda, constituindo um
dos mais utilizados e mais adequados para se estudar a atividade anti-inflamatéria de
compostos bioativos (POSADAS et al., 2004; SILVA et al., 2015). Neste estudo, a medida do
volume e as andlises histologicas da pata de ratos Swiss tratados com carragenina
demonstraram que ELG e LPG apresentam atividade anti-inflamatdria significativa.

A resposta inflamatéria desencadeada pela carragenina € bifasica: a primeira fase
(1-2 h) é caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular devido a liberacdo de
histamina e serotonina de mastécitos; a segunda fase (3-4 h) é caracterizada pela infiltracdo de
neutrdfilos e liberacdo de bradicinina, prostaglandina E2 (PGE2), citocinas (IL-1B, TNF-a) e
NO, além de radicais livres derivados de neutréfilos (VINEGAR; SCHREIBER; HUGO,
1969; SILVA et al., 2014; COURA et al., 2015). ELG e LPG foram mais efetivos na segunda
fase de formacdo do edema, sugerindo que o efeito anti-inflamatdrio observado pode estar
relacionado a modulacdo de mediadores inflamatérios, liberacdo de citocinas, reducdo da
infiltracdo neutrofilica e reducdo do estresse oxidativo.

Em relacdo a via de administracdo, importante para determinar a melhor rota de
administracdo do licopeno como possivel agente anti-inflamatério, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa no efeito dos tratamentos pelas vias intraperitoneal e oral.
Assim, para os estudos subsequentes, a fim de investigar alguns dos possiveis mecanismos
envolvidos no efeito anti-inflamatério do licopeno de goiaba, foi selecionado o LPG 12.5
mg/kg administrado via oral, devido a atividade Otima com menor dose, a maior
conveniéncia da via de administracdo e ao maior grau de pureza do composto.

Além disso, os dados apontam vantagens do efeito anti-inflamatério do LPG (12.5
mg/kg; v.0.) em relacdo ao licopeno de tomate relatado na literatura, a fonte mais
extensamente estudada e atualmente explorada pela industria de cosméticos, farmacéutica e
de alimentos (LI et al., 2014; BIGNOTTO et al., 2009). Li et al. (2014) estudando a atividade
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anti-inflamatoria de extrato de tomate (Solanum lycopersicum L.) administrado por via oral
em ratos Wistar, observaram reducéo significativa do edema de pata induzido por carragenina
com dose Otima equivalente a 50 mg/kg de licopeno (30 g de extrato). Semelhantemente,
Bignotto et al. (2009), estudando o efeito anti-inflamatorio de uma suspensao comercialmente
disponivel contendo licopeno sintético em modelo de edema de pata induzido por carragenina
observaram reducdo significativa na formagédo do edema apenas nas doses de 25 e 50 mg/kg e
em tratamento por via intraperitoneal.

A avaliacdo do mecanismo envolvido no efeito anti-edematogénico foi realizado
por administracdo de diferentes agentes flogisticos. Dextrana induz parcialmente a
degranulagdo de mastdcitos e produz edema osmotico com baixo teor de proteina e neutrofilos
(LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982; COURA et al., 2015). C48/80 é uma poliamina sintética
capaz de induzir intensa liberacdo de histamina e serotonina a partir mastocitos por
desestabilizar a membrana destas células e provocar degranulacdo (STAATS et al., 2013;
TATEMOTO et al., 2006; UCHIDA et al., 2015). A administragdo desses compostos induz o
aumento da permeabilidade vascular observada durante a fase aguda do processo inflamatério
(SANTIAGO et al., 2015). A Histamina € um mediador fundamental nos primeiros eventos da
resposta inflamatdria, que atua principalmente no aumento da permeabilidade vascular e
vasodilatacdo (MANI; RAMASAMY; MAJEED, 2013). PGE2 também é um mediador pro-
inflamatorio que desencadeia alteragfes vasculares junto a outros mediadores, ampliando a
resposta inflamatéria (KUMAR et al., 2015). No presente estudo, LPG (12.5 mg/kg; v.0.) foi
capaz de inibir a formacdo do edema induzido pelos agentes supracitados, sugerindo que o
efeito anti-edematogénico do licopeno pode envolver a estabilizacdo da membrana celular de
mastdcitos ou inibicdo da liberacdo ou acdo de mediadores inflamatdrios (histamina e PGE2).

Foi avaliado a migracdo celular e o efeito redox-protetor de LPG 12.5 mg/kg,
v.0.). A migracdo leucocitaria, principalmente de neutrofilos, para a area de lesdo ou infecgédo
desempenha um papel chave durante o processo inflamatorio. Os neutrdfilos sdo as primeiras
células a migrarem para o local da inflamagéo e podem causar dano tecidual e exacerba¢do do
processo inflamatorio através de sua acdo fagocitica (NOURSHARGH; ALON, 2014). A
literatura tem revelado alguns compostos bioativos com atividade anti-inflamatéria que
influenciam a migragdo leucocitaria (SANTIAGO et al., 2015; BRITO et al., 2013; SILVA et
al.,, 2013; SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2015). No presente estudo, a analise
histopatolégica demonstrou que o recrutamento de células no tecido de para edemaciada foi
reduzido em camundongos pré-tratados com licopeno da goiaba. Consistentemente, o LPG

(12.5 mg/kg, v.0.) demonstrou ser eficaz na inibigdo da migracdo leucocitaria e recrutamento
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de neutrofilos para a cavidade peritoneal em modelo de peritonite induzido por carragenina, 0
que pode ser corroborado com os dados de MPO.

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente em abundancia nos granulos
azurdfilos de neutréfilos, a qual é liberada em ocasido de ativacdo dessas células, contribuindo
para a patogénese da inflamacdo, e como sua atividade esta diretamente relacionada a
infiltracdo neutrofilica nos tecidos é usada como importante marcador desse evento
(SANTIAGO et al., 2015). Os resultados da avaliacdo da atividade de MPO do lavado
peritoneal demonstraram que a administracdo de carragenina aumentou a concentracdo da
enzima, enquanto que o pré-tratamento com LPG (125 mg/kg, v.0.) reduziu
significativamente a atividade de MPO, reforgando que o efeito anti-inflamatério do licopeno
de goiaba envolve a inibicdo da infiltracdo neutrofilica. Além disso, a MPO catalisa a
oxidagdo de ions haletos como CI™ pelo H,O, produzindo acidos como o acido hipocloroso,
um oxidante ndo especifico mais toxico que O, ou o proprio H,O, (CONNER; GRISHAM,
1996; BINDER et al., 2013; PROKOPOWICZ et al., 2012). Assim, a diminuicdo da atividade
da enzima representa também uma atenuacédo do estresse oxidativo.

Adicionalmente, LPG (12.5 mg/kg, v.0.) apresentou um efeito redox-protetor,
sugerido pelo aumento dos niveis de GSH. Os niveis de GSH é um dos principais marcadores
do estresse oxidativo e de processos patoldgicos relacionados (HUBER; ALMEIDA,;
FATIMA, 2008; SINGH et al., 2014), e podem ser usados para avaliar a acdo redox de
moléculas bioativas na protecdo contra a inflamacédo. Glutationa é um componente do sistema
antioxidante celular. Trata-se de um tripeptideo que age na defesa celular contra radicais
livres pela capacidade redutora de seu grupo sulfidrila reativo (AHMAD; WANI; AHSAN,
2014; CEVIK et al., 2012).

A atividade antioxidante durante reacGes inflamatorias sdo importantes porque radicais
livres de leucdcitos, principalmente neutréfilos, causam alguns tipos de danos teciduais por
degradacdo direta de componentes celulares essenciais ou podem iniciar ou amplificar a
reposta inflamatdria por modulacdo da expressdao de muitos genes envolvidos no processo
inflamatério (CONNER; GRISHAM, 1996). A literatura vem apontando que moléculas com
atividade antioxidante podem influenciar positivamente a concentragcdo de GSH (GUPTA et
al.,, 2011; PARHIZ et al., 2015). Neste trabalho, o LPG (12.5 mg/kg, v.0.) aumentou
significativamente os niveis de GSH enquanto a administracéo de carragenina diminuiu. Esses
dados apontam que o licopeno da goiaba desempenha uma agdo redox-protetora durante a
inflamacdo aguda. De fato, estudos prévios tém apontado que o efeito anti-inflamatorio do

licopeno ou de fragbes ricas em licopeno esta relacionado a sua propriedade antioxidante
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(GUO; LIU; WANG, 2015, YAPING et al., 2003; BIGNOTTO et al., 2009; KIM et al.,
2014).

5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos e considerando as condi¢des experimentais da
pesquisa infere-se que a administracdo oral e intraperitoneal de extrato de licopeno de goiaba
e licopeno purificado da mesma fonte confere efeito inibitério de inflamacdo aguda; a
administragdo oral de licopeno purificado de goiaba tem efeito benéfico na inibigdo do
aumento da permeabilidade vascular, na modulacdo de mediadores inflamatorios, na reducao
da migracdo leucocitaria e protecdo contra os efeitos do estresse oxidativo. A atividade anti-
inflamatdria pode ser atribuida, em parte, a essa acao redox-protetora.

Esses dados abrem perspectivas promitentes quanto a utilizacdo de licopeno de
goiaba como agente anti-inflamatorio. Sua fonte natural da alimentagdo humana e o potencial
biotecnologico da goiaba fortalecem esse enfoque. Afinal, produtos naturais/alimentos
funcionais sd@o uma fonte inesgotavel de novas moléculas com propriedades aproveitaveis em

prol da saude.
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ANEXO A - CARTA DE APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA
EM PESQUISA DA UFPI

MINISTERIO DA EDUCACAO K
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
 PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

Teresina, 24 de Outubro de 2014.

limo.

Prof. Dr. JAND VENES ROLIM MEDEIROS
Departamento: Biotecnologia- CMRV_ Parnaiba /UFPI

Senhor Pesquisador,

Em reunido na presente data (24 de Outubro de 2014), a Comissao de Etica e
Experimentacdo no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentacdo animal, sob o nimero 068/14, o projeto de pesquisa
intitulado “Prospecgao farmacolégica de moléculas biologicamente ativas
extraidas de produtos naturais- énfase no potencial terapéutico”, sob a
sua responsabilidade. Informamos que este projeto tem Periodo de Vigéncia de
Dezembro/2014 & Dezembro/2020, e serdo usados 340 Camundongos
isogénicos (machos e fémeas) e 320 Ratos isogénicos (machos e fémeas).
Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEAJUFPI, o relatério final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
Ne 11.794, 8 de outubro de 2008).

Atenciosamente,
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