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RESUMO

Neste trabalho foram avaliadas as atividades angiogénica e antimicrobiana do 6leo
essencial da Curcuma longa (acafrdo). O 6leo essencial foi extraido pelo método da
hidrodestilacdo por arraste a vapor, a partir do pé dos rizomas do acafrdo. A
atividade angiogénica foi avaliada pelo método experimental da membrana
corioalantdide, e o tratamento estatistico realizou-se por meio da analise de
variancia (Kruskal-Wallis) e por comparacdo multipla (método de Dunn) do grupo
teste com os grupos dos controles, considerando o nivel de significancia de p<0,05.
A atividade antimicrobiana do Oleo essencial foi avaliada para bactérias gram
negativa Escherichia coli e gram positiva Staphylococcus simulans. No teste
realizado com a membrana corioalantéide, o Oleo essencial do acafrdo produziu
aumento da rede vascular superior ao controle negativo e inibidor (p<0,05), ndo
apresentou diferenca estatistica quanto comparada ao controle indutor (p>0,05). A
avaliacdo da atividade antimicrobiana demonstrou que ndo houve formacéao do halo

de inibicdo para o 6leo essencial do acafrao.

Palavras chave: Fitoterapia, angiogénese, Curcuma longa, atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

In this study, the angiogenic and antimicrobial activities was evaluated for essential
oil of Curcuma longa (turmeric). The essential oil was extracted by hydrodistillation by
steam distillation method from the powder of the rhizomes of turmeric. The
angiogenic activity was evaluated by experimental chorioallantoic membrane, and
statistical treatment was performed by analysis of variance (Kruskal-Wallis) and
multiple comparison (Dunn's method) of the test group and control groups,
considering significance of p <0.05. The antimicrobial activity of essential oil was
evaluated for gram negative Escherichia coli and gram positive Staphylococcus
simulans. In the test conducted with the chorioallantoic membrane, the essential oil
from turmeric produced increased vascular network over the negative control and
inhibitor (p <0.05), approaching the control inductor (p> 0.05). The antimicrobial

activity showed that there was no inhibition zone for the essential oil of turmeric.

Key words: Phytotherapy, angiogenesis, wound healing, Curcuma longa,

antimicrobial activities
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1 INTRODUCAO

A angiogénese € o processo deformacdo de novos vasos sanguineos a partir da
rede vascular preexistente. Este fendmeno representa um processo fisioldgico
natural do organismo humano, estando presente durante a cicatriza¢ao, reproducao
e no desenvolvimento embrionario. A angiogénese também constitui uma etapa
fundamental em algumas doencas, como o cancer, diabetes, artrite reumatoide e
outras (Hillen; Griffioen, 2007).

Os estudos de Folkman sobre a angiogénese elucidaram a dependéncia do
crescimento tumoral pela neovascularizacado (Folkman, 2003, 2006). Mais tarde, os
avancos na identificacdo dos fatores de crescimento indutores da angiogénese
proporcionaram a formulagdo de hipdteses a respeito da possibilidade do uso de
inibidores ou ativadores da angiogénese em procedimentos terapéuticos; tratamento
do céancer ou tratamento de doencas cardiovasculares, respectivamente (Cristofaro;
Emanueli, 2009; Folkman, 2006; Plate et al., 2012).

A angiogénese € uma etapa imprescindivel no fenbmeno da cicatrizagéo.
Algumas pesquisas de engenharia tecidual buscam o desenvolvimento materiais de
revestimento que comportam moléculas ativadoras da angiogénese e que por sua
vez, reparam o tecido lesionado. Resultados otimistas tém sido alcangados com o
biopolimero obtido através do latex da seringueira (Ferreira et al., 2009). Em testes
in vivo, este material demonstrou ser ativador da angiogénese (Ferreira et al., 2009)
e foi capaz de induzir uma reparacao eficiente em esoéfago de caes (Mrue, 1997,
2000) e em pericardio de cdes (Sader et al., 2000).

Outra estratégia terapéutica que envolve a ativacdo da angiogénese pode ser
aplicada as doencas cardiovasculares. O método da terapia angiogénica baseia-se

no estimulo & vascularizagdo para normalizar o fluxo sanguineo em tecidos
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isquémicos. Estudos clinicos da terapia angiogénica podem envolver o uso de
biopolimeros, células-tronco e terapia génica (Deveza et al., 2012).

Pesquisas recentes demonstraram que diversos extratos vegetais sao capazes
de induzir a angiogénese (Melo-Reis et al., 2010). Estas pesquisas evidenciam,
sobretudo, que a fitoterapia oferece boas possibilidades na busca por novas
alternativas terapéuticas (Prabhu, et al., 2012). A atividade angiogénica foi
observada no latex da Synadenium umbellatum (cola-nota) (Melo-Reis et al., 2010),
no latex da Hevea brasiliensis (seringueira) (Ferreira et al., 2009), no extrato
etandlico da Calendula officinalis (calendula) e suas fracdes (Parente et al., 2011); e
no extrato etandlico de Terminalia bellirica (Prabhu, et al., 2012).

A Curcuma longa, popularmente conhecida como acafrdo, € uma planta de
origem asiatica, que se adaptou ao cultivo no Brasil. O acafrdo é muito utilizado na
culinaria como condimento e em industrias alimenticias e téxteis devido ao corante
(curcumina) produzido pelos seus rizomas (Lorenzi; Matos, 2002; Cecilho Filho et al.,
2000).

Diversas atividades biol6gicas do acafréo ja foram cientificamente comprovadas.
Estudos realizados por Liju et al. (2011) demonstraram que o Oleo essencial do
acafrdo possui propriedades antiinflamatorias e antinoceptivas (bloqueio ao estimulo
da dor). A curcumina, em particular, consiste em um polifenol altamente pleiotropico,
compativel com diversos alvos moleculares. Esta caracteristica especifica confere a
curcumina a capacidade de interagir com mais de 30 proteinas diferentes (Zhou et
al., 2011). Em nivel molecular, a pleiotropia da curcumina justifica as mdultiplas
propriedades demonstradas em varios estudos tais como: anticancerigeno,
proapotico, antiangiogénico, antimetastatico, imunomodulatério e antioxidante

(Hasima; Aggarwal, 2012).
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Outras abordagens cientificas tém envolvido estudos acerca da atividade
antibacteriana do acafrdo. A busca por substancias naturais que inibem crescimento
microbioloégico tem despertado interesse nas inddstrias alimenticias, como
alternativas naturais para conservacdo de alimentos, em detrimento dos
conservantes sintéticos. Além disso, 0 acervo botanico disponivel na natureza possui
forte potencial no desenvolvimento de medicamentos para tratamento de infecgdes,
possibilitando que novas opc¢des de tratamento sejam desenvolvidas para combater
doengas causadas por microorganismos emergentes ou multirresistentes (Norajit et
al., 2007; Franco et al. 2007).

Os estudos envolvendo o Oleo essencial do acafrdo demonstram que a
substancia possui atividade inibitoria para Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e
Listeria monocytogenes (Norajitet al 2007; Franco et al. 2007). O efeito inibidor dos
Oleos essenciais tem relagdo com fendbmenos alelopaticos e ecoldgicos na natureza.
Algumas espécies de plantas produzem compostos odoriferos para atrair
polinizadores enquanto que terpenos volateis produzidos por outras plantas séo
fortes inibidores e atuam como mecanismo de defesa contra outras espécies
prejudiciais (Simdes; Spitzer, 2010).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais € bastante complexa, podendo variar
de uma espécie de planta para outra. No geral, a maioria dos 6leos essenciais é
constituida por fenilpropanoideis ou terpendides, sendo que a presenca de aldeidos,
cetonas, fendis, ésteres, 6xidos, peroxidos, furanos, acidos orgéanicos, lactonas,
cumarinas e compostos contendo enxofre também podem ocorrer (Simdes; Spitzer,
2010).

O presente trabalho envolve estudos referentes a atividade angiogénica e

antimicrobiana do 6leo essencial do acafrdo. Considerando os avancos cientificos na
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area da farmacognosia e os estudos que comprovam diversas atividades bioldgicas
do acafrdo e de outras plantas, o interesse pelos recursos vegetais tem se
destacado nas pesquisas de desenvolvimento de medicamentos e alternativas de
tratamento para inumeras doencas. Dessa forma, espera-se que a investigacdo das
atividades angiogénica e antimicrobiana do 6leo essencial do acafrdo, possam

contribuir significativamente para um melhor entendimento desses fendmenos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A salde do organismo humano depende, dentre outros fatores, de um
fornecimento continuo de sangue aos 0Orgdos e tecidos. Somente através um
complexo arranjo de vasos e capilares, os tecidos podem ser continuamente
irrigados e supridos de oxigénio e nutrientes (Chu; Wang, 2012; Conway; Carmeliet,
2004). A angiogénese € a formagcdo de vasos sanguineos a partir de brotos
endoteliais preexistentes e € um processo altamente coordenado, envolvendo a
acao de diferentes tipos e sinais celulares (Chu; Wang, 2012). A angiogénese atua
como resposta fisioldgica de formacado vascular colateral, em funcdo de condicdes
de isquemia (Prabhu et al., 2012).

A angiogénese no organismo é promovida por uma série de fatores indutores e
inibidores que regulam o ritmo de crescimento dos vasos e mantém equilibrio aos
processos fisiolégicos no ciclo reprodutivo, no reparo e na formacéo tecidual, dentro
das condi¢cbes normais de saude de um individuo (Hillen; Griffioen, 2007; Conway;
Carmeliet, 2004; Kilarski et al., 2012). Por outro lado, a ocorréncia desordenada e
descontrolada da angiogénese é um fendmeno presente em condi¢cfes patoldgicas,
como crescimento tumoral, retinopatias, artrite reumatoide e psoriase (Kilarski et al.,
2012).

De acordo com Kubota (2012) os primeiros estudos sobre a angiogénese tiveram
inicio a mais de um século quando os pesquisadores observaram a densa rede
vascular presente em tumores nos seres humanos. A mais de 70 anos, a existéncia
de fatores angiogénicos de origem tumoral ja era um postulado, sugerindo que o
crescimento vascular dependia desses fatores (Kubota, 2011). Em 1971 o

pesquisador Judah Folkman abriu o caminho para o estudo da angiogénese tumoral



19

ao destacar a importancia da vascularizacdo para o crescimento dos tumores
(Kubota, 2011). O trabalho elaborado por Folkman envolvia também o
guestionamento sobre a possibilidade da aplicagdo dos inibidores da angiogénese
no tratamento do cancer angiogénico dependente (Folkman, 2006; Plate, 2012).

Os avancos nos estudos da angiogénese culminaram com descoberta de fatores
de crescimento, sendo que o primeiro, o fator de crescimento do fibroblasto (bFGF)
foi descoberto em meados de 1980. O bFGF é produzido por muitos tipos de
células, incluindo os macréfagos e as células tumorais, sendo capaz de estimular as
principais etapas da angiogénese (Hillen; Griffioen, 2007).

Outro importante indutor da angiogénese, o fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), é considerado o mais importante fator angiogénico, tanto para
desenvolvimento embrionério, quanto no crescimento tumoral. A relagcédo direta do
VEGF com o crescimento de tumores o tornou alvo principal das pesquisas para
tratamento do cancer. Este novo caminho foi iniciado com as pesquisas de
anticorpos monoclonais ao VEGF para bloquear o crescimento tumoral in vivo e
abriu espaco para o desenvolvimento de farmacos utilizados em ensaios clinicos de
cancer (Plate et al., 2012).

Outras doencas estao relacionadas com vascularizagdo insuficiente. As doencas
cardiovasculares (DCV) ocorrem devido ao impedimento ou diminuigcdo do fluxo
sanguineo aos tecidos, seja pelo estreitamento do calibre da vascularizacdo ou pela
sua obstrucéo (Deveza et al., 2012).

Em relacdo ao oOrgdo afetado, costuma-se atribuir as CDV diferentes
classificagbes, como por exemplo, doencga cerebrovascular, doenca coronério
arterial, doenca arterial periférica e arteriosclerose adrtica. Muitos locais afetados

pela isquemia sédo criticos, tornando as CDV potencialmente letais (Deveza et al.,
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2012).

No Brasil, estima-se segundo Mansur e Favarato (2012) que o risco de morte,
associado a doenca cerebrovascular foi de 128,85 (homens) e 91,12 (mulheres) por
100 mil habitantes em 2009. Neste mesmo ano, os dados referentes ao risco de
morte por doenga isquémica do coragado foram de 222,10 (homens) e 110,28
(mulheres) por 100 mil habitantes.

Tratamentos convencionais para doengas cardiovasculares envolvem
procedimentos cirdrgicos ou administracdo de farmacos. Medicamentos destinados
ao tratamento da isquemia agem por meio da diminuicdo do ritmo cardiaco com o
objetivo de diminuir a demanda de oxigénio, ou aumentam a vazao sanguinea pelo
aumento da dilatagdo do musculo liso vascular. Intervengdes cirargicas ocorrem em
casos mais severos onde a obstrucdo vascular € completa, sendo que neste caso,
sdo utilizados extensores vasculares nos locais afetados (Deveza et al 2012).
Apesar dos avancos e cuidados durante as cirurgias, ocorréncia de complicacdes
pulmonares € comum nestes casos. Estima-se, segundo os estudos de Ortiz et al
(2010) que de 202 pacientes observados, 90 desenvolveram problemas pulmonares.

Considerando todos os problemas associados as CDV, a terapia angiogénica
constitui uma &rea de pesquisa com muita relevancia clinica. A possibilidade de
recompor a vascularizacdo por meio da terapia angiogénica em tecidos afetados
pela isquemia, tem atraido esforgos cientificos nas ultimas duas décadas (Chu;
Wang, 2012).

Esta hipotese foi bem fundamentada com os estudos de Takeshita et al (1994).
Em seu trabalho, ap6s a excisdo da artéria femoral ipsilateral em coelhos para
inducdo da isquemia, foi administrado doses em torno de 500 a 1000 pg de VEGF.

Observou-se um aumento significativo do desenvolvimento colateral dos vasos e,
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consequentemente, uma reducao da isquemia em animais tratados com VEGF em
comparacdo com o0s grupos controle. Os autores concluiram que o VEGF possui
potencial terapéutico, sugerindo que outras investigacdes devem esclarecer se o
VEGF é adequado ao tratamento de pacientes com problemas graves de oclusdo
vascular.

A angiogénese tem grande importancia na pesquisa de procedimentos
terapéuticos de cicatrizacdo. O desenvolvimento de materiais bioativos que veiculam
ativadores da angiogénese para promover reparo de um tecido lesionado trouxe
resultados promissores na pesquisa da engenharia tecidual (Ferreira et al., 2009).
De acordo com o trabalho realizado por Mrué (2000), foi observado que o latex da
seringueira (Havea brasiliensis) aplicada na forma de uma prétese que substituiu
uma parte do esdfago removida de um cdo obteve um resultado satisfatério na
cicatrizagdo e regeneragdo tecidual. Ferreira et al (2009) testou a atividade
angiogénica da membrana obtida a partir do latex da seringueira em diferentes
temperaturas de tratamento da membrana, comprovando que a ativacdo da
angiogénese € maxima para a faixa de temperatura de tratamento entre 65°C a
85°C.

O latex da seringueira constitui uma matriz rica em constituintes organicos.
Estima-se que entre 1% a 1,5% do latex € composto por proteinas que séo
removidas em grande parte durante a fabricacdo da borracha natural (Ferreira et al
2009). Ferreira et al (2009) também investigou a atividade angiogénica do soro
separado da borracha, concluindo a fragdo proteica separada da borracha € a
principal responsavel pela atividade angiogénica do latex. Supfde-se que a variagdo
observada na atividade angiogénica, em funcdo da temperatura, ocorre pela

alteracdo da estrutura secundéria dos constituintes no soro.
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Estudos tém demonstrado que extratos de certas plantas possuem atividade
angiogénica (Melo-Reis, 2010). No trabalho realizado por Parente et al (2011) a
angiogénese foi observada para os extratos das flores de Calendula (Calendula
officinalis) em modelos experimentais de membrana corioalantoide (CAM) e em
feridas induzidas em ratos. Outro trabalho realizado por Melo-Reis et al (2010)
demonstrou pelo método da CAM que o latex da cola-nota (Synadenium
umbellatum) apresentou atividade angiogénica.

A pesquisa de novos procedimentos para o tratamento de doengas
cardiovasculares e cicatrizacdo direcionou esforgos cientificos na busca por
ativadores da angiogénese (Ferreira et al 2009). Seja no estudo da engenharia
tecidual ou da terapia angiogénica, o uso de ativadores da angiogénese apresentou
resultados otimistas na cicatrizacdo e na recomposi¢cdo vascular em tecidos
isquémicos (Ferreira et al 2009; Chu; Wang, 2012). Por outro lado, ainda existe
caréncia de pesquisas sobre recomposicao vascular de tecidos isquémicos atravées
da aplicagdo de extratos vegetais que induzem a angiogénese. Até o momento, a
terapia angiogénica tem investigado o uso de biomateriais poliméricos, células
tronco, terapia génica (Deveza et al., 2012) e fatores de crescimento (Chu; Wang,
2012).

O desenvolvimento de metodologias de avaliacdo e quantificacdo da rede
vascular possibilita que a angiogénese possa ser detalhadamente estudada,
objetivando sua possivel aplicacdo no tratamento de doencgas cardiovasculares
(Prabhu, et al., 2012), problemas de cicatrizacéo (Ferreira et al 2009) e cancer ( Yi et
al., 2012). Entretanto, como alerta Conway e Carmeliet (2004), é arriscado afirmar
que a simples aplicacdo de fatores indutores ou inibidores da angiogénese, é segura

e eficaz para o tratamento das doencas. Deve-se atentar para as distintas
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caracteristicas morfologicas das células endoteliais vasculares em diferentes 6rgdos
e a forma como cada fator pré6 ou antiangiogénico afeta os o6rgdos e a

vascularizacéo.

2.1 Potencial farmacologico do acafrao

O acafrdo (Curcuma longa) alcancou uma posicdo de destaque no mercado
gracas aos constituintes quimicos extraidos a partir dos seus rizomas. Além da raiz
do acafrdo possuir utilidade como condimento na culinaria tradicional da india e de
outros paises, a curcumina, um corante natural de coloracdo amarela extraido do
acafrdo, é utilizada pela indastria alimenticia e téxtil como substitutos dos corantes

sintéticos (Cecilio Filho et al., 2000).

Figura 1 — Curcuma longa: Partes aéreas da planta. Imagem retirada e modificada a partir
de Franco et al (2007).

A histéria da utilizacao fitoterapica do acafrdo parece ter iniciado no sistema
tradicional de medicina secular da india denominado Ayurveda (Luthra et al., 2001;
Kumar et al., 2007). Na medicina popular indiana, o acafrdo € utilizado para alivio de

dores, inchacos, tratamento de ferimentos e inflamacbes. Diversos estudos
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cientificos comprovam uma grande variedade de atividades biolégicas associadas as
substancias extraidas do acafréo (Luthra et al., 2001).

O principal constituinte, a curcumina consiste em uma substancia de coloragao
amarela a alaranjada, extraida a partir dos rizomas do ac¢afrdo (Zhou et al., 2011). A
curcumina é um polifenol hidrofébico conhecido como diferuloilmetano. Este
composto é o representante majoritario de uma familia de moléculas encontradas no
acafrdo, denominadas curcuminoides. Outros curcuminoides sao encontrados em
concentragdes mais baixas e diferem molecularmente entre si nas substituicoes
metoxilas no anel aromatico. Em funcdo de suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatoérias e anticancerigenas, a curcumina possui potenciais terapéuticos no
tratamento de doencas cardiovasculares, pulmonares, neurolégicos, doencas
dermatoldgicas, doencas hepaticas e inibe a inflamacao, angiogénese, a formacgéo

de tumores e a diabetes (Rajasekaran, 2011).

Figura 2 — Aspecto dos rizomas do acafrdo. Imagem retirada e modificada a partir de Franco
et al (2007).

De acordo com a reviséo elaborada por Rjasekaran (2011), a curcumina oferece
Otimo potencial no tratamento de diversos tipos de cancer e inflamacdes. Além disso,
em funcdo da elevada biodisponibilidade no trato gastrointestinal, foram
demonstradas atividades terapéuticas para inflamacao intestinal, fibrose hepética e

cancer gastrointestinal.
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Ao testar a atividade da curcumina em pancreatite aguda induzida em ratos, Yu
et al (2011) demonstrou que a substancia foi capaz de diminuir a lesdo no pancreas,
além de ter revertido o aumento da amilase sérica, e das citoquinas inflamatorias
que induzem a severidade da pancreatite, tais como o fator tumoral necrético-a
(FNT- a) e o fator nuclear-kB-p65 (FN-kB-p65).

A multiplicidade de atividades biologicas associadas a curcumina deve-se a
caracteristica desta molécula ser capaz de regular varios alvos moleculares tais
como fatores de transcricdo, fatores de crescimento, quinases, citoquinas
inflamatdrias e etc (Zhou et al., 2011).

No trabalho realizado por Liju et al (2011) foi verificado o efeito antioxidante,
antiinflamatério e antinoceptivo do 6leo essencial do acafrdo. A metodologia para
avaliagdo da atividade antioxidante envolveu escalas in vitro, por seis métodos
diferentes de eliminacdo do radical e in vivo por inibicdo de geracdo de superoxido
de macréfagos ativados com phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) em ratos. Os
resultados demonstraram que o0 Oleo essencial do acafrdo possui atividade
antioxidante. Liju et al (2011) sugere que tal fenbmeno pode ocorrer pela presenca
do ar-turmerone, sendo o constituinte majoritario identificado no 6leo essencial. Em
relacdo ao efeito antinociceptivo, a administragao intraperitonial de 1000mg/Kg por
quilo de peso corporal foi capaz de inibir em 69,48% as contra¢cées abdominais. Tal
resultado foi muito proximo do efeito inibidor de 70,93%, obtido pelo grupo positivo
da aspirina (10mg/kg). O efeito inibidor do éleo essencial do acafrdo no edema de
pata em ratos foi capaz de reduzir a inflamacdo em até 50% com a aplicacdo de
1000mg/kg de Oleo essencial. Este resultado aproximou-se do controle com
diclofenaco (10mg/kg).

Outros trabalhos avaliaram a atividade antimicrobiana do agafrdo. A busca por
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substancias naturais capazes de inibir o crescimento de microrganismos sustenta-se
na possibilidade da aplicagdo como medicamentos ou alternativas naturais para
conservagdo dos alimentos em relacdo aos conservantes sintéticos (Norajit et al.,
2007).

O estudo realizado por Franco et al (2007) avaliou as atividades antimicrobianas
de dleos essenciais extraidos da alfazema (Aloysia gratissima), da alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimum) e do acafrdo. Foram utilizadas cepas de Staphylococcus
aureus, Salmonella choleraeseus e Escherichia coli isolada de fezes diarreicas de
criangas, para a realizagdo do experimento. Os resultados demonstraram que o Oleo
essencial do acafrao inibiu crescimento do Staphylococcus aureus. Este resultado foi
superior ao controle positivo do antibiético cloranfenicol. Por outro lado, o éleo
essencial do agafrédo nao produziu efeito inibidor sobre Escherichia coli e Salmonella
choleraeseus.

Outro trabalho que investigou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial do
acafrao foi realizado por Norajit et al (2007). O experimento foi realizado para cepas
de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli e Listeria
monocytogenes. Os diametros dos halos de inibicdo obtidos para o 6leo essencial
do acafrdao, em cada uma das cepas foram respectivamente: 9mm, 10mm, Omm e
16mm.

Norajit et al (2007) explica que a variacao da sensibilidade dos microorganismos
pode ocorrer em virtude da tolerancia de cada cepa em relacdo aos constituintes do
Oleo essencial. Na avaliacdo fitoquimica do 6leo essencial do acafrdo, Norajit et al
(2007) constatou a presenca de sesquiterpenos como turmerona, curlona, ao-
farneseno e a-zingibereno. Considerando a caracteristica hidrofobica desses

constituintes, presume-se que um possivel mecanismo de acdo sobre o0s
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microorganismos ocorra sobre as membranas citoplasmaticas, na coagulacdo dos
constituintes celulares, e no desequilibrio da forca motriz de prétons (Norajit et
al.,2007).

De acordo com Liju et al (2011), o 6leo essencial do acafrdo representa um
conjunto Unico de sesquiterpenoides com significativos resultados farmacoldgicos.
Outros estudos envolvendo o 6leo essencial do acafrdo demonstraram atividade
repelente aos insetos, antibacteriana, antimutagénica e anticarcinogénica (Liju et al.,
2011).

Avancos notaveis no estudo do potencial farmacologico do acafrdo indicam um
amplo espectro de atividades biologicas e demonstram que o 6leo essencial do
acafrdo possui atividade antimicrobiana para algumas espécies de cepas
bacterianas. Novos enfoques cientificos sdo necessarios para tornar a aplicacao do

acafrdo como ativo antimicrobiano ainda mais consistente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar as atividades angiogénica e antimicrobiana do 6leo essencial da Curcuma

longa (acafréo).

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 — Avaliar da atividade angiogénica do 6leo essencial do acafréo, utilizando
como modelo experimental a membrana corioalantdide de ovo embrionado de
galinha (Gallus domesticus).

3.2.2 — Avaliar da atividade antimicrobiana do 6leo essencial do acafrdo em
bactérias gram negativas (Escherichia coli) e em bactérias gram positivas

(Staphylococcus simulans).



29

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Extracdo do oleo essencial da Curcuma longa

O procedimento para extracdo do Oleo essencial do acafrdo foi adaptado do
método de hidrodestilacdo apresentado por Santos et al. (2004). Para evitar perdas
significativas e minimizar erros durante o processo, a operagao ocorreu em circuito
fechado, com o auxilio do aparato de Clevenger (Santos et al., 2004).

Em um baldo de vidro de fundo redondo de volume de 1000 ml foi adicionado
150 g do p6 dos rizomas do acafrao. Acrescentou-se agua destilada até completar a
metade do volume do baldo. Em seguida, acoplou-se a coluna destiladora no balédo
e a mangueira do destilador na entrada de agua.

Manteve-se o processo de destilagdo por um periodo de 180 minutos. Ao
encerrar o aquecimento da manta, foi verificada no tubo separador a formacéo das
duas fases que correspondem a fase aquosa, retida na parte inferior do tubo e a
fase oleosa, retida na parte superior do tubo separador. O 6leo foi armazenado sob
refrigeracdo, ao abrigo da luz e em um tubo de vidro previamente esterilizado e

identificado

4.2 Avaliacdo da angiogénese na membrana cério-alantdide

A avaliacdo da atividade angiogénica do Oleo essencial da Curcuma longa na
membrana corioalantéide (CAM) do ovo embrionado de galinha foi realizada no
Laboratério de Estudos Experimentais e Biotecnolégicos (LEB), do Mestrado de
Ciéncias Ambientais e Saude, da Pontificia Universidade Catolica de Goias (PUC-
GO).

Foram utilizados 60 ovos férteis de galinha (Gallus domesticus) da linhagem
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Rhoss. Os ovos foram incubados em estufa automatica durante cinco dias a 37° C
(x1° C) e com umidade entre 60 e 70% para a formacédo da CAM (Ribatti et al.,
2000).

No quinto dia de incubagéo foi realizada uma abertura circular de 1,0 cm de
didmetro na casca do ovo em sua base maior, com auxilio de uma micro-retifica da
marca Dremel, como mostrado na Figura 3. Posteriormente, foi retirada a membrana
da casca com o objetivo de expor a CAM e os ovos foram novamente incubados nas
mesmas condi¢cbes, conforme a técnica de ensaio utilizada por Melo-Reis et al.

(2010).

Figura 3 — Estrutura da CAM a partir da abertura na casca do ovo. (A) — Observa-se 0s
detalhes da abertura de 1,0 cm de didmetro na casca do ovo. (B) — Visdo da rede
vascular da CAM no 13° dia de desenvolvimento, bem como, do papel de filtro
(ponta da seta) que foi embebido com a substéncia (teste ou controles).
Fotografia obtida com camera digital Sony Cyber-Shot — 6.0 mega pixels.
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Figura 4 — Extensdo da CAM (em vermelho) no ovo embrionado. Esquema ilustrativo das
membranas que constituem o ovo embrionado de galinha. A Figura 4 foi
elaborada em PowerPoint 2007 (Microsoft), de acordo com informagbes de
Vargas et al., (2007).

Membrana da casca
Membrana corio-alantdidea

Fita adesiva

PSS

Figura 5 — Situacdo apds a abertura da casca e da remoc¢do da membrana da casca para
expor a CAM, utiliza-se uma fita adesiva na abertura para isolar a membrana do
meio externo. A Figura 5 foi elaborada em PowerPoint 2007 (Microsoft), de
acordo com informacdes de Vargas et al., (2007).

Ao final do 13° dia de incubacédo, os discos de papel de filtro estéreis foram
embebidos com 5 pL do 6leo essencial. Do mesmo modo foram preparados o0s
discos dos controles positivo (biocure), negativo (agua destilada) e inibidor
(dexametazona). Os materiais, teste e controles foram colocados diretamente sobre
a CAM, permanecendo até o 16° dia (Figura 1B). Em seguida, as CAM'’s foram
fixadas em solucao de formol (3,7 % v/v) por 10 minutos, cortadas detalhadamente e
mantidas em placa de Petri com solucéo de formol.

As CAM'’s foram fotografadas sobre um fundo azul claro, em tamanho 640X480

pixels e formato RGB 24 bites, padronizados com objetivo de analisar e quantificar a

rede vascular formada.
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Através da imagem capturada foi realizada a analise e a quantificacdo da rede
vascular neoformada. Determinou-se a area percentual de cada ensaio usando
programas Gimp for Windows (version 2.0.5) e Imagem J (versao 1.28). As imagens
foram preparadas de forma que a saturacdo, brilho e contraste permitiram uma
melhor resolucdo dos vasos sanguiineos que foram quantificados em pixels
correspondentes. A quantidade dos pixels selecionada é proporcional ao nivel de
vascularizagdo do campo de imagem capturada segundo metodologias descritas por
Mendonga (2004), Doukas (2006 a), Doukas (2006 b) e é composto por pontos que
geram a impressao Optica de preenchimentos solidos, cada um desses pontos é
chamado de pixel (picture element).

A atividade angiogénica do Oleo essencial do acafrdo e as porcentagens das
areas obtidas da CAM dos grupos tratados e controles foram comparados por
Kruskal-Wallis (analise de varianca - ANOVA ) e posteriormente comparagao

multipla (Método de Dunn). O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

4.3 Analise microbiolégica

O procedimento de andlise da atividade antimicrobiana do Oleo essencial do
acafrao foi adaptado do procedimento realizado por Franco et al. (2007).

Foram cultivadas duas cepas de bactérias gram positiva (Staphylococcus
simulans) e gram negativa (Escherichia coli) em duas placas de petri identificadas.
Em seguida, dentro de uma capela de fluxo laminar foi executado o procedimento de
disco difusédo para avaliar a atividade antimicrobiana do éleo essencial do agafrdo. O
procedimento foi realizado no Laboratério da Area de Saude (LAS) da Pontificia
Universidade Catdlica de Goias (PUG-GO).

Com o auxilio de uma alca de platina esterilizada por flambagem, retirou-se
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material da colbnia isolada transferindo para uma ampola contendo meio de
suspensao da marca Biomérieux até que a turvacdo alcangasse o valor de 0,5 da
escala Mc. Farland.

Em seguida, mergulhou-se a ponta de um swab esterilizado no meio de
suspensdo e inoculou-se as cepas em uma placa de Petri contendo o meio Agar
Mueller-Hinton mantendo as estrias mais préoximas possivel, com movimentos na
vertical e na horizontal. A inoculagao foi feita para as cepas gram positivas e gram
negativas, cada uma em suas respectivas placas de petri identificadas.

Em cada placa de petri foram aplicados dois discos contendo antibiéticos
conhecidos. Para a placa com a cultura de Staphylococcus simulans foi aplicado um
disco contendo vancomicina (sensivel) e outro contendo ampicilina (resistente). Na
placa contendo Escherichia coli aplicou-se um disco contendo cefalotina (resistente)
e outro contendo ertapenem (sensivel). Em cada uma das placas de petri, foi

adicionado um disco contendo o 6leo essencial do acafréo.
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5 RESULTADOS

5.1 Atividade angiogénica

Os resultados obtidos da porcentagem de vascularizacdo na CAM apdés o
tratamento com o 6leo essencial do acafrao juntamente com os controles negativo,

indutor e inibidor estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Porcentagem de vascularizacéo obtida com tratamento do 6leo essencial da C. longa

e controles.
Identificagcéo
numerica das  Contrlole Positivo - Controle Negativo Controle inibidor Oleo essencial
CAM's Biocure H,O Dexametazona Curcuma longa

1 49,6 33,4 9,6 42,3
2 52,2 32,1 15,3 38,7
3 56,5 40,1 14,8 44,2
4 59,4 33,9 12,8 39,5
5 55,6 29,4 11,5 47,1
6 52,5 37,6 11,9 45,2
7 60,1 28,3 10,8 43,4
8 54,9 35,9 14,2 47,8
9 56,4 32,3 10,2 44,9
10 48,5 30,7 11,9 41,1
11 48,6 29,4 14,5 39,9
12 48,9 29,3 12,1 38,5
13 50,2 32,1 11,3 37,1
14 47,2 36,2 9,2 40,3
15 58,4 28,7 14,7 43,6

Média 53,3 32,6 12,3 42,2

Desvio

Padrao 4,3 3,6 2,0 3,3

5.2 Atividade antimicrobiana

Conforme apresentado na Figura 3 e na Figura 4, ndo houve formacgéao de halo
de inibicdo nos discos contendo 6leo essencial do acafrdo tanto no cultivo de

bactérias gram negativas quanto no de bactérias gram positivas.
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Figura 6 — Placa contendo bactérias gram positivas indicando a ndo formacdo do halo de
inibicdo do disco contendo 6leo essencial do acafrdo (localizado no centro da
placa) - Fotografia mostrando o halo de sensibilidade do disco de antibiotico e o
papel de filtro onde foi embebido o 6leo da sucupira “S”. Fotografia obtida com
camera digital Sony Cyber-Shot — 6.0 mega pixels.

Figura 7 — Placa contendo bactérias gram negativas indicando a ndo formacao do halo de
inibicdo do disco contendo 6leo do agafrdo (indicado pela seta). O disco indicado
por MA refere-se ao teste realizado com extrato de outra planta sem relacdo com
0 presente estudo. Fotografia obtida com camera digital Sony Cyber-Shot — 6.0
mega pixels.
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6 DISCUSSAO

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, observa-se que o grupo
teste referente ao 6leo essencial do acafrdo apresentou a porcentagem de formacéao
da rede vascular (atividade angiogénica) superior aos controles negativo (p < 0,05) e
também do inibidor (p < 0,05). Quando comparados o controle indutor e o 6leo
essencial com o controle negativo, a diferenca foi significativa (p < 0,05). Portanto, o
Oleo essencial e Biocure apresentaram aumento significativo da area percentagem
da rede vascular formada. Observou-se também que o controle inibidor apresentou
significativa redugéo da vascularizagdo na CAM do ovo embrionado de galinha em
relacdo ao controle negativo (p < 0,005). As imagens apresentadas na Figura 5

mostram a formacdo da rede vascular nos controles e no tratamento com o 0Oleo

essencial do acgafréo.

Figura 8 — Situacdo da rede vascular formada na CAM apds o tratamento, com 6leo do
acafrdo juntamente com os controles: A — Controle inibidor. B - Controle negativo.
C — Controle positivo. D — Teste (Oleo essencial do acafrdo). (Fotografia obtida
com camera digital Sony Cyber-Shot — 6.0 mega pixels).

A CAM dos ovos embrionados de galinha apresentam densa rede vascular,
sendo sensivel aos estimulos tanto angiogénicos quanto antiangiogénicos (Ribatti, et
al., 2000; Folkman; Klagsbrun, 1987). A CAM consiste de trés camadas:
ectodérmica, mais externa e que exibe um denso plexo de capilares sanguineos a

partir do 12° dia de desenvolvimento; a mesenquimal, intermediaria, contendo as
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grandes veias e artérias; e a endodérmica mais interna, ausente de vasos
sanguineos (Ausprunk et.al., 1974; Olivo et.al., 1992). Como menciona Staton et al.
(2004), as atividades angiogénicas das substancias quimicas podem ser avaliadas
contando-se 0s numeros de vasos sanglineos em uma determinada area da CAM.
O aumento da rede vascular implica na ativagdo de fatores angiogénicos presente
no Oleo essencial.

A CAM de ovo de galinha vem sendo usada para avaliar a atividade angiogénica
de diversos tipos de substancias. Assim, é possivel medir tanto a inducdo como a
inibicdo dessa atividade (Folkman; Haudenschild, 1980; Ribatti et al., 2000). Muitos
indutores da atividade angiogénica, foram identificados, como o fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF), Fator de Crescimento Tumoral (TGF), angiogenina,
angiotropina, angiopoetina-1 trombospondina e outras (Folkman; Klagsbrun, 1987).
Além dessas substancias, produtos de originados dos vegetais podem tanto induzir
quanto inibir a atividade angiogénica. Estudos envolvendo o latex da Havea
brasiliensis evidenciaram que a substancia apresenta atividade angiogénica (Mrué,
1997; Mrué, 2000; Sader et al., 2000; Oliveira et al., 2003).

Em relacdo a avaliagdo da atividade antimicrobiana, o resultado que corresponde
a auséncia de halo de inibicdo do o 6leo essencial do acafrdo para as bactérias
gram negativas (Escherichia coli), estd de acordo com o estudo realizado por Franco
et al. (2007). e por Norajit et al (2007).

Por outro lado, Franco et al. (2007) afirmou que o 6leo essencial do acafréo
poderia possuir atividade inibidora especifica para bactérias gram positivas. Ao
realizar o teste com Staphylococcus aureus, foi constatado que o 6leo essencial
produziu um halo de inibicdo de 12mm de diametro.

Em relacdo ao teste de inibicio de bactérias gram positivas utilizando
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Staphylococcus simulans, foi observado que o 6leo essencial do acafrdo nao
produziu nenhum efeito inibidor. Este resultado demonstra que a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial do acafrdo ndo ocorre para todas as bactérias gram

positivas, conforme a hipotese levantada por Franco et al. (2007).
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7 CONCLUSOES

1) O dleo essencial do acafrdo apresentou atividade angiogénica quando

aplicado sobre a CAM.

2) O 6leo essencial do acafrdo ndo produziu efeito inibidor sobre a colbénia
bactérias gram negativas (Escherichia coli) e sobre bactérias gram positivas

(Staphylococcus simulans).
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