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Resumo: Afeccoes oftalmicas de origem infecciosa ou inflamatéria podem frequentemente aco-
meter animais de companhia. Neste sentido, pesquisas referentes ao Caryocar brasiliense vém
apresentando beneficios como acdo antibidtica, antioxidante, antifingica e anti-inflamatoria e,
diante disso, é esperado que possa ser benéfico para o tratamento de oftalmopatias. Objetivou-
se nessa pesquisa desenvolver solucdes dos extratos da casca e polpa do pequi e, em seguida,
realizar testes pré-clinicos para avaliar o potencial irritante por meio do ensaio HET-CAM, por
meio do aparecimento de lesdes vasculares, simulando a conjuntiva ocular. Para isso, foram
utilizados 56 ovos embrionados de galinha, submetidos a solucdes do extrato etandlico da cas-
ca (EEC) e do extrato hexanico polpa (HEP), nas concentracdes denominadas colirio da casca
(CC) e colirio da polpa (CP) a CCO,1%, CC0,2%, CCO0,25%, CC1% e CC2,5% e CP1%, CP1,5%, CP2%,
CP10% e CP20%, além dos controles negativos, utilizando Tween a 0,5% e 1% e NaCl. O controle
positivo foi realizado com NaOH 0,1 N, onde reacdes de hemorragia, hiperemia e coagulacdo
foram observadas. O modelo de regressao que melhor se ajustou aos dados foi o polinomial de
segunda ordem, apresentando o valor ideal para CP de 0,18% e para CC de 0,24%. Os beneficios
terapéuticos do Caryocar brasiliense, juntamente ao baixo potencial de irritacdo das solugbes
testadas, indicam um uso promissor para oftalmopatias.

Palavras-chave: teste alternativo; ovo embrionado; oftalmologia; irritacdo ocular.

Abstract: Ophthalmic disorders of infectious or inflammatory origin can often affect companion
animals. In this context, research related to Caryocar brasiliense has shown benefits such as
antibiotic, antioxidant, antifungal, and anti-inflammatory action, and it is expected to be
beneficial for ophthalmopathy treatment. This research aimed to develop solutions of pequi
peel and pulp extracts and then perform preclinical tests to assess the irritating potential using
the HET-CAM test through the appearance of vascular lesions, simulating the ocular conjunctiva.
For this purpose, 56 embryonated chicken eggs were subjected to solutions of ethanol extract
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of peel (EEP) and hexane extract of pulp (HEP) at concentrations of 0.1, 0.2, 0.25, 1.0, and
2.5% for eyedrops of peel (EPe) and 1.0, 1.5, 2,0, 10.0, and 20.0% for eyedrops of pulp (EPu),
in addition to negative controls, consisting of Tween at 0.5 and 1.0% and NaCl. The positive
control was performed with 0.1 N NaOH, and bleeding, hyperemia, and coagulation reactions
were observed. The second-order polynomial was the regression model that best fitted the data,
presenting the ideal value for EPu of 0.18% and EPe of 0.24%. The therapeutic benefits of C.
brasiliense and the low potential for irritation of the tested solutions indicated a promising use
for ophthalmopathies.

Keywords: alternative test; embryonated egg; ophthalmology; eye irritation.

1. Introducao

O pequi, fruto do C. brasiliense é envolvido por uma casca de caracteristica lenhosa, rica
em fibras, carboidratos, magnésio, célcio e cobre. Pode conter até quatro sementes volumo-
sas, com améndoas grandes e carnosas, contendo espinhos agudos em seu interior 7. Sua
polpa é composta por acidos graxos insaturados, como o linoleico ® que papel importante no
processo de cicatrizacdo, aumentando a sintese de coldgeno e fornecendo ao tecido maior
forca ténsil @, além de atenuar o processo inflamatério no periodo de reparo tecidual “.

Sendo rica também em carotenoides como anteraxantina, criptoflavina, zeaxantina,
[B-criptoxantina, C-caroteno, P-caroteno e mutatoxantina, que possuem acdo antioxidante,
além de serem precursores de vitamina A ©, que é conhecida por regular a diferenciacdo e
proliferacdo das células epiteliais da cornea, atuando também na preservacdo das células
caliciformes da conjuntiva e por isso vem sendo utilizada no tratamento de doencas oftalmi-
cas como a ceratoconjuntivite seca ©”. Ndo foram encontrados estudos sobre os efeitos do
extrato da casca ou da polpa do C. brasiliense sobre a superficie ocular, contudo um estudo
in vitro apontou que o extrato alcodlico da casca apresenta potencial antimicrobiano frente a
Staphylococcus pseudintermedius resistentes a meticilina isoladas da superficie ocular de caes
com oftalmopatias®.

O tratamento dessas afeccbes oftalmicas geralmente é realizado com utilizacdo de me-
dicamentos tépicos e sistémicos, contudo essa Ultima via apresenta dificuldade na perfusao
dos farmacos sobre os tecidos oculares, devido as barreiras bioldgicas, necessitando, por-
tanto, de maiores doses que pode causar efeitos adversos sistémicos e oculares ©. Tem sido
cada vez maior a busca de ativos naturais visando uma diminuicdo dos efeitos colaterais cau-
sados pelos medicamentos sintéticos "%, Para que tais ativos sejam utilizados como solucdo
oftdlmica é necessario que sejam feitos testes toxicoldgicos, devido ao fato de que as estru-
turas externas oculares sao delicadas, como a coérnea, conjuntiva e a iris, que podem sofrer
injurias quimicas proveniente dos principios ativos, bem como dos excipientes presentes nas
solucdes oftalmicas .

O teste de irritacdo ocular geralmente utilizado é o teste de Draize, que consiste na instilacdo de
substancias testes na superficie ocular de coelhos albinos em dose Unica, visando observar o grau de ir-
ritacdo e inflamacéo "?. Contudo, devido ao sofrimento que os animais modelos sao submetidos, tem-se
buscado métodos alternativos in vitro, seguindo o conceito dos 3 Rs (reduzir, substituir e refinar) para
o uso de animais como modelo de experimentacdo, buscando obter-se os mesmos parametros in vivo
(1319 No Brasil, atualmente é proibido o uso de animais em pesquisas para desenvolvimento de produtos
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de higiene, cosméticos e perfumes . Entre os métodos alternativos de irritacao ocular se destacam o
HET-CAM (Hen’s Egg Test - Chorioallantoic Membrane) que possibilita uma avaliacdo do potencial
irritante por meio de lesées vasculares, simulando a conjuntiva ocular 161719,

Tendo em vista os beneficios medicinais das propriedades do C. brasiliense, com acoes
anti-inflamatoérias, antimicrobianas e proliferativas das células da coérnea, espera-se que tais
compostos possam ser promissores como adjuvantes no tratamento de doencas oculares
em animais de companhia, na forma de colirio. Esta pesquisa tem como objetivo formular
solucbes da polpa e casca de pequi em diferentes concentracées para uso oftalmico futuro,
iniciando os testes pré-clinicos necessarios através do teste HET-CAM, com o intuito de iden-
tificar concentracdes ideais que ndo causem irritacao.

2. Material e métodos

2.1 Obtencao do extrato

Os frutos de C. brasiliense foram adquiridos in natura de um comércio local da cidade de
Jatai, Goids, colhidos de lote Unico, provenientes de perimetro rural e enviados para o labo-
ratério de quimica da universidade federal de Jatai (UFJ). As cascas e polpas foram separadas
e fatiadas a cada material vegetal sofreu adicdo de solvente organico de acordo com sua po-
laridade, sendo para casca o alcool 92,8% e hexano para a polpa. Apds adicao dos solventes,
as diferentes partes do C. brasiliense, permaneceram em percolamento por 7 dias, tendo o
volume de solvente evaporado e reposto subsequentemente nesse periodo. Em seguida os
solventes foram separados em rotaevaporador e os extratos oriundos da separacao foram
mantidos em banho maria até atingirem peso constante, garantindo total eliminacao de sol-
ventes do meio.

O extrato hexanico da polpa (HEP), foi fracionado em concentracdes distintas denomina-
das Colirio da polpa (CP) nas concentracdes 1,0%, 1,5% e 2%, diluidas em Tween 80 (Tween
80 -Labsynth) a 0,5%. Também foram formulados CP nas concentracbes de 10% e 20% dilui-
das em tween a 1%. Para obtencdo das concentracbes de 0,5% e 1%, o Tween 80 foi diluido
em solucao fisioldgica (Solucdo Fisiologica NaCl 0,9% 250 mL - Medflex), homogeneizadas por
agitacdo no vortéx por 15 minutos em temperatura ambiente. J& o extrato etandlico da casca
(EEC) fracionado em cinco concentracdes, denominadas colirio da casca (CC): 0,1%, 0,2%,
0,25%, 1% e 2,5%, diluidas em solucao fisioldgica (NaCl a 0,9%), apds agitacdo em vortex por

15 minutos.

Para mimetizacao de futuros colirios as solu¢cbes da casca foram diluidas em cloreto de
sédio a 0,9%, tendo em vista sua osmoloridade (290 mOsm), préxima do fluido lacrimal de
caes (337.4+£16.2 mOsm) . Ja o pH das solucbes foi reajustado em 7,2, adicionando-se acido
cloridrico (quando necessdria a diminuicdao do pH) ou hidréxido de sédio (quando necessario
o aumento do pH), visando neutralizd-lo, substancias ja utilizadas em colirios comerciais,

mantendo-o préximo do pH 7,0, valor médio do pH lacrimal de caes .
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2.2 Ensaio experimental

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o N° 013/19.
Para os testes, foram utilizados 56 ovos de galinha fecundados de linhagem Cobb, com dois
dias de idade, obtidos de matrizes de galinhas com 34 a 35 dias de idade, doados pela em-
presa Sao Salvador Alimentos (ltaberai, Goias, Brasil). Apdés a recepcdo, os ovos foram manti-
dos em temperatura ambiente controlada de 24° C por 24 horas, em sala escura e silenciosa.
Em seguida, os ovos foram colocados em incubadora digital, modelo RcomPR50, com tem-
peratura de 37,5°C e umidade entre 50% e 60%. Foi programada a funcdo de rotacdo auto-
matica para uma rolagem a cada 60 minutos, até o oitavo dia de incubacao e interrompida
no nono dia para a realizacago do HET-CAM. Durante esse periodo, as condicdes necessarias
para incubacdo citadas anteriormente foram monitoradas diariamente e ajustadas confor-
me necessario, sendo a viabilidade dos embrides monitoradas com ovoscopia.

O teste HET-CAM foi realizado utilizando ovos de galinha embrionados de acordo com o
protocolo de Luepke e Kemper "9, ao nono dia de incubacao, distribuidos aleatoriamente em
14 grupos de quatro ovos, onde cada grupo foi testado com uma solucao distinta, sendo elas
denominadas (CP) a CP 1,0%, CP 1,5%, CP2%, CP10%, CP20%. Bem como CC 0,1%, CC 0,2%,
CC 0,25%, CC 1% e CC 2,5%, diluidas em solucao fisiolégica. Como controles negativos foram
utilizadas duas concentracdes de polissorbato 80 a 0,5% (CNO0,5%) e 1% (CN1%), bem como
NaCL (CN0,9%). E como controle positivo foi utilizado NaOH 0,1 N (CPNaOH).

Cada ovo foi cuidadosamente higienizado com solucao fisioldgica aquecida a 37°C no
momento da retirada da incubadora, seguida da perfuracdo da casca com uma agulha lan-
ceolada e remoc¢dao com o auxilio de uma pinca anatdbmica na regido camara de ar até exposi-
cdo da CAM. Os ovos foram aleatoriamente selecionados para cada grupo, recebendo 0,2 ml
da solucdo correspondente ao grupo sorteado, instilado cuidadosamente sobre a CAM, com
auxilio de pipetador. A membrana foi exposta durante 20 segundos a substancia teste, e pos-
teriormente instilou-se 10 ml de solucdo fisiolégica aquecida 25°C para remocdo da solucao
instilada. Posteriormente foi observado e registrado a auséncia e presenca de fenémenos de
irritacdo subsequentes por um total de cinco minutos a partir da instilacao da solucao teste.

Todos os eventos foram filmados com auxilio de dispositivo digital Apple-lphone 12,
possibilitando observar e revisar a presenca ou auséncia dos seguintes fendémenos: hipere-
mia (aumento do fluxo sanguineo), hemorragia (extravasamento de sangue dos vasos san-
guineos) e de coagulacdo (opacidade da CAM ou de coagulacdo nos vasos). Ao final de cada
teste, cada ovo embrionado foi submetido imediatamente a eutanasia por meio de resfria-
mento rapido a -20°C. A avaliacdo do potencial irritante foi feita com base no aparecimento

dos fendbmenos de irritacdo em intervalos de 0,5 minuto, 2 e 5 minutos .

2.3 Analise dos dados

Os fendmenos de hiperemia (Hip), hemorragia (Hem) e coagulacdo (Coag) foram regis-
trados, quando presentes. Cada concentracao, bem como os controles foram analisados em
quadruplicata. O tempo dos eventos foi registrado em minutos, conforme a tabela 1. Para
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o calculo do escore de irritacao (mean score - MSc) obtendo-se um valor numérico Unico,
possibilitando observar a capacidade de irritacao da solucao testada, em uma escala comum
que varia de 0 a 21 (Tabela 2). Foram testados modelos de regressao linear e quadratico uti-

lizando o Software Graphpad Prism 6. O modelo de regressao quadratico foi expresso pela
seguinte equacao:

Y=B0 +31 X+p2 X2+€

Em que:

Y é a varidvel dependente; X é a varidvel independente; 0, B1 e B2 sdo os coeficientes
do modelo; X2 é o termo quadratico que captura a curvatura da relacdo; € é o termo de erro
que representa a variacdo nao explicada pelo modelo.

Ja o modelo de regresséo linear foi descrito pela equacéo:

Y=B0 +B1 X+€

Em que:

Y é a variavel dependente; X é a varidvel independente; BO é o intercepto, ou constante,
que representa o valor esperado de Y quando X=0; 31 é o coeficiente de regressdo para X,
que representa a mudanca esperada em Y para cada unidade de mudanca em X.

Tabela 1. Tabela utilizada para identificar as pontuacdes das lesdes apresentadas nas CAM, durante
a avaliacdo (hiperemia, hemorragia e coagulacdo) de acordo com o tempo de aparecimento (0,5
minutos; 2 minutos e 5 minutos) segundo Luepk e Kemper 7,

Efeitos Pontuagdo
0,5 min (30s) 2min(120s) 5min (3005s)
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacéo 9 7 5

Tabela 2. Categoria de irritacdo mediante a faixa de pontuacdo obtida da média de pontos de cada
grupo segundo Luepk e Kemper 7,

Faixa de pontuacdo Categoria de irritagcdo
0a09 Nao irritante

1a4,9 Levemente irritante
5a89 Irritagdo moderada

9a21l Irritagao severa
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3. Resultados

As concentragbes do CP apresentaram coloracdo amarelo citrino, ligeiramente turvo,
necessitando de agitacdo em vortex por um periodo de 15 minutos para homogeneizacao.
Contudo, ainda se notava uma discreta separacdao de fases, sendo a de coloracdo mais ama-
relada como sobrenadante, porém se tornava homogénea com agitacdo manual, sem pre-
senca de odor. J& as concentracbes do CC, apresentaram coloracao ambar clarissimo, sem
sobrenadante ou decantacao e inodoro, posterior a agitacao em voértex, por 15 minutos para
homogeneizacdo. O pH de todas as solucdes foi ajustado para 7,2, buscando proximidade
com o pH lacrimal.

No grupo de CPNaOH, foram verificadas as alteracbes de hemorragia e hiperemia logo
apos a instilacdo da solucao de NaOH em todos os ovos e coagulagdo em apenas um ovo.
Tais alteracdes persistiram por todo o periodo do teste, obtendo-se graduacdo 14,25, classifi-
cado, definido como irritante severo. No CNO, 5% foram verificado hiperemia em apenas um
ovo aos 5 minutos e no CN1% foi observado hemorragia aos 5 minutos, obtendo graduacdo
de 0,25 e 0,75 respectivamente, sendo ambas concentracbes de Tween 80 utilizadas pra di-
luicdo dos CP classificadas como nao irritantes.

As concentracdes de CC, causaram na CAM hiperemia apds 2 minutos de instilacdo com
CCO,1%, CCO0,2% e CCO,25%, sendo em dois, um e trés ovos respectivamente, tendo a gradua-
cao entre 0 e 0,9 na escala HET-CAM, considerados como nao irritantes. JA o CC1%, causou
hiperemia aos 2 minutos em um ovo, e aos cinco minutos em outro, graduando 1 na escala
HET-CAM. Apéds a instilacio do CC2,5%, observou-se hemorragia apenas aos 5 minutos, em
dois ovos, graduando 1,5 na escala HET-CAM, sendo ambas consideradas irritantes leves.

Nos grupos dos CP, a CAM apresentou hiperemia apds dois minutos com instilacdio do
CP1% em dois ovos; CP1,5% em um ovo e CP2,5% em dois ovos, obtendo graduagdes entre
0 e 09 na escala HET-CAM, sendo considerados ndo irritantes. Ao se instilar CP10% foi ob-
servado hiperemia aos dois minutos em um ovo, bem como hemorragia, seguida de hipe-
remia aos cinco minutos em outro ovo, graduando 2,25 na escala HET-CAM. No CP20%, foi
observado o fendmeno de coagulacdo aos dois minutos em apenas um ovo, sendo também
observado hemorragia aos dois minutos, em outros dois ovos, graduando 4,2 na escala HET-
CAM, sendo tais concentracdes consideradas irritantes leves (Tabela 3).

Tabela 3. Diferentes concentracdes da casca e da polpa de C. brasiliense testadas no experimento com
seus respectivos escores de irritacdo e classificacdo do grau de irritacao segundo o HET-CAM.

Solugoes Escore de irritagao (MSc) Classificagdo
CPNaoH 14,25 IS
CNO,5% 0,25 NI
CN 1% 0,75 NI
CNO,9% 0 NI
CP1% 0,5 NI
CP1,5% 0,25 NI
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CP2% 0,5 NI
CP10% 2,25 LI
CP20% 4,25 LI
CC0,1% 0,5 NI
CCO0,2% 0,25 NI
CC0,25% 0,75 NI
CC1% 1 LI
CC2,5% 1,5 LI

CP: Controle Positivo; CNO,5: Controle Negativo de Tween a 0,5%; CN1%: Controle Negativo de Tween a 0,5%; CP: Colirio da
polpa; CC: Colirio da casca; NI: Nao irritante; LI: Levemente irritante; IS: Irritante severo.

Segundo os resultados, quanto maior a concentracdao, maior sera seu potencial irritante (Fig. 1 e 2).

14,5

Potencial rritante

1,5

1
1 0,75
0 0.5 0,25

CPMaOH CM09% CCO01% CCD2% CCD25% CC1% EE25%

Concentragoes

Figura 1. Potencial irritante das diferentes concentragdes do Colirios da casca (CC) do C. brasiliense e
o controle negativo (CN0,9%): NaCL e o Controle positivo CPNaOH: NaOH.

14,5

5 L 4,25

Potencial irritante

1 2,25

1 025 0,75 0,5

0,25 0.5

CPNaOH CND5% CN1% CP1% CP15% CP2% CP10% CP20%
Concentragdes
Figura 2. Potencial irritante das diferentes concentragdes testadas do Colirio da polpa (CP) do C

brasiliense e os controles negativos: CN1% (Tween a 1%) e CN0,5% (Tween a 1%) e o controle positivo
CPNaOH (NaOH).
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Resultados em imagens de ovos dos grupos controles negativos e positivo apresentando
auséncia ou presenca de fend6menos de irritacdo, fotografadas aos 5 minutos (Fig. 3).

Figura 3. A: Ovo do grupo tratado com CNO,9 sem alteragoes de irritagcdo. B: Ovo do grupo tratado com
CNO,5% apresentando hiperemia em seta preta. C: Ovo do grupo tratado com CN1% apresentando
hemorragia em seta azul. D: Ovo do grupo tratado com CPNaOH apresentando hemorragia em seta
azul e coagulagao em seta verde (Trombo no vaso sanguineo).

Resultados em imagens de ovos tratados com HEP e EE em diferentes concentracoes
apresentando fenémenos de irritacao, fotografadas aos 5 minutos (Fig. 4)

Figura 4. A: Ovo do grupo tratado com CP1% apresentando hiperemia em seta preta. B: Ovo do
grupo tratado com CP1,5% apresentado hiperemia em seta preta. C: Ovo do grupo tratado com CP2%
apresentando hiperemia em seta preta. D: Ovo do grupo tratado com CP10% apresentando hemorragia
em seta azul e hiperemia em seta preta. E: Ovo do grupo tratado com CP20% apresentando coagulagao
em seta verde. F: Ovo do grupo tratado com CCO0,1% apresentando hiperemia em seta preta. G: Ovo
do grupo tratado com CC0,2% apresentando hiperemia em seta preta. H: Ovo do grupo tratado com
CC0,25% apresentando hiperemia em seta preta. I: Ovo do grupo tratado com CC1% apresentando
hiperemia em seta preta. J: Ovo do grupo tratado com CC2,5% apresentando hemorragia em seta azul.

Para determinacdo da dose com menor potencial de irritacdo, o modelo de regressao
que melhor se ajustou aos dados foi o polinomial de segunda ordem, representado pela
equacao Y=0,09739+0,2178x-0,0004972x* R?=0,9944, valor de X=0,18 para CP e CC repre-
sentado pela equacdo Y=0,3612+07720x-0,1267x*> e R? =0,8774 e valor de X=0,24. O modelo
linear apresentou R?= 0,9942 e equacdo Y=0,2077x+0,1172 para CP e enquanto CC apresen-
tou equacdo Y=0,4403x+0,4433 e R*=0,8557 representados em grafico na figura 5 (Fig. 5).
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Figura 5. Potencial irritante de ovos de galinha embrionados testados com Colirio da casca (CC) em
grafico A e grafico B testados com Colirio da polpa (CP), sendo que as linhas tracejadas demonstram
os comportamentos de modelo quadritico e a linha continua comportamento de modelo linear. A
variavel independente (X) é a dose administrada, enquanto a varidvel dependente (Y) é a resposta
observada.

4. Discussao

E descrito na literatura que os principais constituintes do extrato de C. brasiliense séo
compostos quimicos que apresentam acdo antimicrobiana como, por exemplo, os flavonoi-
des que podem interagir com a membrana citoplasmatica, inibindo sua funcdo e comprome-
tendo a integridade celular, podendo também inibir a sintese de &cidos nucléicos, interrom-
pendo o metabolismo bacteriano @, bem como os terpendides que possuem caracteristicas
lipofilicas que afetam a estabilidade da membrana citoplasmatica das bactérias, levando a
perda de enzimas e nutrientes celulares 2.

Os componentes antibidticos presentes no extrato de C. brasiliense possuem potencial te-
rapéutico significativo, especialmente nas concentracbes de CC1% e CC2,5%, dosagens consi-
deravelmente superiores as utilizadas na presente investigacao. Tais concentracbes podem ser
eficazes no manejo de afec¢des oftdlmicas bacterianas em animais de companhia, incluindo
ceratite ulcerativa, uveite e ceratoconjuntivite seca. A literatura sustenta essa hipotese; estu-
dos prévios revelaram que o extrato da casca de C. brasiliense a 2,2% exibe atividade antibidtica
substancial contra Staphylococcus spp. resistentes a meticilina, uma cepa isolada da superficie
ocular de caes acometidos por tais oftalmopatias ®. Em contraste, o mesmo estudo constatou
a auséncia de atividade antibiética do extrato da polpa contra as mesmas bactérias em con-
centracdes inferiores a 25%. Este achado sugere que o extrato da polpa, nas concentracdes
empregadas neste trabalho, pode nao proporcionar a eficidcia desejada para fins terapéuticos.
Consequentemente, estes resultados sublinham a relevancia de uma criteriosa selecdo das
concentracbes e componentes do extrato de C. brasiliense, visando otimizar a eficacia terapéu-
tica contra cepas bacterianas resistentes, o que pode ter implicagbes importantes na medicina

veterindria e no desenvolvimento de novas estratégias de tratamento.
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Tendo em vista que nao foram encontrados estudos acerca da toxicidade tépica com
uso de extratos de pequi, as substancias testadas foram diluidas em concentracbes meno-
res, levando em consideracdo a alta presenca de taninos e flavonoides, substancias xenobio-
ticas que podem produzir metabdlicos téxicos ao organismo “¥. Para tanto o HEP foi diluido
em Tween 80, agindo como demulcente facilitando a solubilidade dos componentes lipidicos
@9 que por sua vez foi diluido previamente em cloreto de sédio a 0,9% (NaCl). O EE também
foi diluido em NaCl, sendo utilizado como diluente visando a mimetizacdo de um colirio ve-
terindrio, tendo em vista sua osmoloridade (290 mOsm) é proxima do fluido lacrimal de caes
(337.4+£16.2 mOsm) 9. Os veiculos (Tween e NaCl), apontaram seguranca, visto que foram
testados nos grupos de controles negativos, sendo classificados como néo irritantes ao HET-
CAM no presente estudo.

Com o intuito de nédo gerar irritacdo, foram utilizados excipientes tampdes comumente
utilizados na formulacdo de colirios, para neutralizar o pH para 7,2, sendo eles acido clori-
drico (quando necessaria a diminuicdo do pH) ou hidréxido de sodio (quando necessario o
aumento do pH), levando em consideracdo que em cdes o pH da lagrima pode variar entre
6,0 e 8,0, com média 7,0 %9,

O aparecimento dos fenémenos vasculares nos grupos testados com CP10% e CP20%,
bem como da casca a 1 e 2,5%, classificando tais concentracdes como potenciais irritantes
ao olho, ndo descartam a utilizacdo dessas substancias in Vvivo, uma vez que poderdo ainda
ser verificadas por meio de outros testes, tais como o CAM-TBS (Chorionallantoic membrane
- trypan blue staining) que tem a metodologia inicial a do HET-CAM, contudo se é aplicado
azul trypan apos instilacdao da substancia teste, possibilitando a avaliagado de danos a CAM
através da quantidade de corante absorvido, sendo possivel identificar falsos positivos no
HET-CAM, uma vez que o mesmo tende a superestimar as reacbes vasculares 7. Contudo,
as concentracbes testadas nesse estudo que se apresentaram nao irritantes nao precisarao
ser testadas em animais, haja vista que apresentarao efeitos semelhantes ao do HET-CAM,
nao gerando irritacdo in vivo.

Segundo o teste de irritacao HET-CAM, observou-se que as solu¢cdes com menores con-
centracdes foram aquelas com menor potencial irritante, indicando relacdo entre concen-
tracdo e potencial irritante, o que pode ser observado em testes com outros extratos de
plantas. Como no estudo realizado com Cantua buxifolia juss, que apresentou categoria néo
irritante na escala HET-CAM com as concentracdes 0,1%, 0,2% e 0,3% ®). Mesmo havendo
uma caréncia de estudos utilizando C. brasiliense para tratamentos oftalmicos, o uso de fito-
terapicos em oftalmologia tem se mostrado préspero. Solucdes a partir de Citrus limon @9,
Copaifera multijuga *, Aloe vera ® e Ottonia martiana “* ja foram testadas visando seu uso
na terapéutica frente a oftalmopatias apresentando resultados promissores, provando que
o0 uso terapéutico de vegetais em oftalmologia pode ser benéfico.

Os modelos de regressao sao utilizados em ensaios de dose resposta no uso de farma-
cos ©9. Segundo o modelo que apresentou o melhor ajuste (polinomial de segunda ordem),
as doses que apresentaram menor potencial de irritacdo foram de 0,18% para HEP e 0,23%
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para EE. Um modelo de regressao é uma ferramenta estatistica poderosa para analisar en-
saios de dose-resposta, onde a relacdo entre diferentes doses de um produto (como um
farmaco ou um nutriente) e a resposta observada em um organismo é avaliada. Este traba-
Iho trata de um ensaio de dose-resposta, o objetivo é entender como diferentes doses dos
produtos avaliados afetaram o potencial de irritacdo ©”. Em um ensaio de dose-resposta, a
relacdo entre a dose e a resposta nem sempre é linear. Um aumento inicial na dose pode
levar a um aumento proporcional na resposta até certo ponto, apds o qual a resposta pode
estabilizar ou até mesmo diminuir, indicando uma relacdo mais complexa ©?, como o obser-
vado neste estudo.

5. Conclusao

As concentracdes de 0,18% e 0,24% indicam baixo potencial irritante para as solucdes de
colirio da polpa e colirio da casca, respectivamente. Este trabalho abre caminho para pesqui-
sas in vivo sobre o uso oftdlmico dos extratos de C. brasiliense com essas concentragbes em
animais com oftalmopatias, agregando valor medicinal a espécie e promovendo o aproveita-
mento de residuos da casca, reduzindo seu impacto ambiental.
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