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Avaliacao toxicologica e efeito do extrato acetato de etila da fibra de Cocos nucifera L.

(Palmae) sobre aresposta inflamatéria in vivo
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RESUMO: Objetivou-se investigar o efeito do extrato acetato de etila de Cocos nucifera (EAECN)
sobre parametros fisiolégicos e sobre a inflamacéao tépica induzida por xileno. EAECN foi obtido
a partir da dgua da fibra da casca do coco verde e o teste fitoquimico indicou a presenca de
taninos condensados, flavononas, flavonais, flavonondis, xantonas e esterdides. EAECN foi
administrado aos camundongos Swiss por via oral em dose Unica diaria de 10, 30, 100 e 250 mg
Kg* por cinco dias consecutivos para os protocolos de toxicidade e inflamacao tépica. No ensaio
de toxicidade foram observadas as freqiiéncias cardiacas e respiratorias, a presenca de diarréia,
analgesia e apatia e realizada a contagem total dos leucécitos do sangue periférico, avaliagcao
macroscopica dos 6rgdos e peso relativo do rim, figado, timo e bago. O efeito do EAECN sobre
a inflamacao tépica foi realizado utilizando-se grupos testes com as diferentes concentragdes de
EAECN e grupos controles positivos que receberam, pela mesma via nas mesmas condiges,
NacCl 0,9% ou DMSO a 5% ou o antiinflamatério padrdo, Dexametasona (6 mg Kg*). Todos os
animais receberam o agente flogistico (25 L) nas partes interna e externa da orelha duas horas
apos o Ultimo tratamento, enquanto os animais do grupo controle negativo ndo receberam qualquer
tratamento. Ap6s 50 minutos da aplicagdo do xileno, os animais foram sacrificados, e uma
porcéo de cada orelha foi retirada e pesada. A diferenca de peso entre as orelhas representa o
efeito induzido pelos tratamentos. EAECN n&o desenvolveu toxicidade, ndo alterou a contagem
total de leucdcitos, ndo alterou o peso e nem o peso relativo dos drgaos dos animais tratados em
relacao aos controles. EAECN ndo inibiu a inflamacao provocada pelo xileno, apresentando efeito
pré-inflamatério dependente da dose. Conclui-se que EAECN nos protocolos utilizados nao é
téxico e ndo possui atividade antiinflamatoria tépica.
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ABSTRACT: Toxicological evaluation and effect of ethyl acetate extract of the fiber of
Cocos nucifera L. (Palmae) on inflammatory responsein vivo. This study aimed to investigate
the effect of ethyl acetate extract of Cocos nucifera (EAECN) on physiological parameters and
xylene-induced topic inflammation. EAECN was obtained from the water of the green coconut
husk fiber and the phytochemical test indicated the presence of condensed tannins, flavanones,
flavonols, xanthones and steroids. EAECN was orally administered to Swiss mice at a single
daily dose of 10, 30, 100 and 250 mg Kg* during five consecutive days for toxicity and topic
inflammation protocols. Toxicity experiments included the observation of heart and respiratory
frequencies, diarrhea, analgesia and apathy, besides total leukocyte count in peripheral blood,
macroscopic evaluation of the organs, and relative weight of kidneys, liver, thymus and spleen.
The effect of EAECN on topic inflammation was assessed using test groups with different EAECN
concentrations and positive control groups which received, by the same route and conditions,
NaCl 0.9%, DMSO 5% or reference drug, Dexamethasone (6 mg Kg?). All the animals received
the phlogistic agent (25 pL) in the inner and outer parts of the ears two hours after the last
treatment, whereas the negative control group animals did not receive any treatment. At 50 minutes
after xylene application, the animals were sacrificed and a portion of each of their ears was
removed and weighed. The difference between ear weights represents the effect induced by the
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treatments. EAECN did not develop toxicity, change leukocyte total count, or alter animal weight
and organ relative weight in treated animals compared with control groups. EAECN did not inhibit
the xylene-induced inflammation, demonstrating dose-dependent pro-inflammatory effect. In
conclusion, EAECN used as in these experimental protocols is not toxic and does not have topic

anti-inflammatory activity.

Key words: Cocos nucifera, xylene, topic inflammation, toxicity, physiological parameters

INTRODUCAO

Inflamacao é um processo que envolve uma
série de eventos que podem ser desencadeados por
numerosos estimulos, tais como, agentes
infecciosos, isquemia, interagdes antigeno-anticorpo
e injurias quimicas, térmicas e mecanicas. Aresposta
inflamatdria ocorre em trés fases distintas, mediada
por diferentes mecanismos: agudo caracterizado por
vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade
capilar; fase sub-aguda caracterizada por infiltragédo
de leucdcitos e células fagociticas e fase proliferativa
crbnica, na qual ocorre degeneracdo do tecido e fibrose
(Rotelli et al., 2003).

A resposta inflamatéria, dependendo do
agente quimico, pode ser desencadeada por
diferentes mecanismos, tais como a reacéo
anafilatica envolvendo dextrana, a reacéo inflamatéria
desenvolvida por carragenina e oxazalona e o
processo de inflamacéo neurogénica envolvendo o
xileno quando aplicado topicamente.

O mecanismo bioquimico da inflamacao
neurogénica provocado pelo xileno desencadeia
mecanismos celulares envolvidos na regulacdo da
liberacdo de substancias pro-inflamatdrias originarias
de neurbnios sensoriais (Richardson & Vasko, 2002).
Esta inflamacéo € iniciada pela acdo de mediadores,
tais como acetilcolina, bradicinina, prostaglandinas,
capsaicina etc, provocando liberagcdo direta dos
neuropeptideos, pela excitagao dos neurdnios, com
ativacdo dos seus receptores, incluindo o VR1,B2 e
PARSs; promovendo, respectivamente, por influxo de
calcio, ativagao da proteina quinase C ou desinibigao
do fosfatidil inositol bifosfato (PIP,) (Richardson &
Vasko, 2002).

Cocos nucifera, planta tipica do nordeste
brasileiro, € muito utilizada pela populacdo. A 4gua
do fruto € consumida de maneira abundante e o fruto
€ apreciado para consumo na culinéria e indudstria
alimenticia, enquanto a fibra da casca do coco tem
sido utilizada na inddstria na confec¢do de redes,
sofés e bancos de carro, entre outros. Muitos estudos
foram publicados utilizando a agua de coco verde em
medicina humana e medicina veterinaria.

Nos ultimos anos, pesquisadores tém
demonstrado interesse em estudar a agua da fibra
da casca do coco verde ou preparacao de extratos a
partir da fibra seca da casca do coco. Estudos
realizados por Esquenazi et al. (2002) demonstraram

gue o extrato acetato de etila da fibra da casca de
Cocos nucifera apresentava atividades antimicrobiana
e antiviral. Estudos fitoquimicos detectaram a
presenca de catequinas, epicatequinas e taninos
como constituintes do mesmo. Mendonca-Filho et
al. (2004), utilizando este mesmo extrato, demonstraram
a atividade leishmanicida in vitro e sugeriram o efeito
imunomodulador sobre os macréfagos ativados.

O objetivo do presente trabalho foi investigar
o efeito do extrato acetato de etila de Cocos nucifera
(EAECN) sobre parametros fisioldgicos e sobre a
inflamacéo tépica induzida por xileno, in vivo.

MATERIAL E METODO

Obtencdo do extrato acetato de etila da
agua dacascade Cocos nucifera
Residuos de cocos verdes foram prensados,
triturados (Fortalmag, modelo UBRC) para obtencéo
da 4gua da fibra da casca do coco verde (ACCV) que
foi congelada a -10°C, a fim de evitar o processo de
fermentacéo. 20 litros de ACCV foram descongelados
e filtrados a vacuo. O extrato acetato de etila de Cocos
nucifera (EAECN) foi obtido utilizando-se como
substéncia extratora o acetato de etila numa
proporcdo de 20%. Foram recuperados 14 g de
EAECN. O referido extrato foi administrado aos
animais solubilizado em DMSO a 5% em NaCl 0,9%,
como veiculo.

Estudo fitoquimico do extrato acetato de
etila de Cocos nucifera (EAECN)

Testes fitoquimicos do EAECN foram
realizados para verificar a presenca de heterosideos
cianogénicos, fendis, taninos, antocianidinas,
antocianinas, flavonoides, catequinas, flavanonas,
flavonois, flavanondis, xantonas, esterdides,
triterpendides, saponinas e alcaldides, de acordo com
Matos (1997).

Animais
Foram utilizados camundongos Swiss,
fémeas, entre 2 e 4 meses, pesando entre 22 e 32
gramas, oriundos de coldnias do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara. Os animais foram
mantidos na sala de experimentacdo animal do
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Laboratdrio de Imunologia e Bioguimica (LIBA/FAVET)
da Universidade Estadual do Ceara em caixas
plasticas sob condicGes adequadas de luz e
temperatura, recebendo racéo e agua a vontade. Os
animais foram manuseados de acordo com as normas
éticas da experimentagcdo animal. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para
uso de animais (CEUA) da Universidade Estadual do
Ceara (Protocolo 08352607-2).

Avaliagcao dos parametros fisiolégicos e do
aspecto macroscopico dos orgéos linfoides
Sessenta camundongos Swiss foram
divididos em seis grupos (n=10). Os animais
receberam 0,2 mL do EAECN, nas doses de 10, 30,
100 e 250 mg Kg* em dose Unica diaria, através de
sonda orogastrica, durante cinco dias consecutivos
de acordo com o seguinte protocolo: Grupo | - animais
gue receberam NaCl 0,9%, como controle; Grupo Il -
animais que receberam DMSO a 5% em NaCl 0,9%,
como veiculo; Grupo Il - animais que receberam
EAECN 10 mg Kg?; Grupo IV - animais que
receberam EAECN 30 mg Kg*; Grupo V — animais
gue receberam EAECN 100 mg Kg?; Grupo VI -
animais que receberam EAECN 250 mg Kg?*. Os
animais foram observados com 1/2, 2, 4, 8, 24,48 e
72 h apds os tratamentos. O exame clinico destes
animais foi baseado na observacgéo das freqiiéncias
respiratoria e cardiaca; mudancas comportamentais
e parametros como diarréia, analgesia, contor¢ées,
sialorréia, apatia, lacrimejamento, pélo ericado, entre
outros. No sexto dia, os animais foram pesados,
coletadas amostras de sangue; e, em seguida,
eutanasiados e necropsiados para observacéo
macroscopica, e retirados o timo, o baco, orime o
figado, para serem pesados. Foi calculado o peso
relativo dos 6rgdos. As amostras de sangue foram
coletadas do plexo retro-orbital nos dias zero e no
sexto dia, com auxilio de pipetas Pasteur e foram
acondicionadas em tubos contendo heparina. A
contagem total dos leucécitos foi realizada, utilizando-
se uma camara de Neubauer.

Efeito do EAECN sobre o processo
inflamatério induzido por xileno
Oitenta camundongos Swiss foram divididos
em oito grupos de 10 animais cada, recebendo os
tratamentos, durante cinco dias consecutivos, por via
oral, através de sonda orogastrica, de acordo com o
seguinte protocolo: Grupo | - animais que néo
receberam tratamento (controle negativo); Grupo Il -
animais que receberam NaCl 0,9%; Grupo IlI - animais
gue receberam DMSO 5% em NaCl 0,9%, como
veiculo; Grupo IV - animais que receberam EAECN
10 mg Kg*; Grupo V - animais que receberam EAECN
30 mg Kg?; Grupo VI - animais que receberam
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EAECN 100 mg Kg*; Grupo VIl - animais que
receberam EAECN 250 mg Kg*; Grupo VIII - animais
que receberam dexametasona 6 mg Kg, como droga
de referéncia. Apds cinco dias dos tratamentos, 2 h
apos o dltimo tratamento, os animais receberam 25
UL de xileno nas faces interna e externa da orelha
direita, exceto o Grupo I, controle negativo. Apés 50
minutos da aplicacdo do xileno, os animais foram
eutanasiados, e foi retirada uma por¢éo de 5 mm das
orelhas direita e esquerda de cada camundongo. As
porcdes foram pesadas e a diferenca de peso entre
as orelhas representa o efeito provocado pelos
tratamentos sobre o processo inflamatorio induzido
pelo xileno (Kou et al., 2005).

Anédlise estatistica

Os resultados foram expressos como
médiazd.p. e analisados por ANOVA, seguido dos
testes: SNK para analise do peso dos animais e peso
relativo dos 6rgédos; teste de Wilcoxon para analise
dos leucdcitos totais; teste de Kruskall-Wallis para
andlise da diferencga de peso entre a orelha direita e
esquerda. Foi considerado significativo o nivel de 5%.
Foi utilizado o Programa SAS 1999.

RESULTADO

Estudo fitoquimico do extrato acetato de
etilade Cocos nucifera (EAECN)

O teste fitoquimico indicou a presenca de
taninos condensados, flavononas, flavonois,
flavononois e xantonas. EAECN também apresentou
esterdides em baixa concentragéo.

Efeito do EAECN sobre os pardmetros
fisiolégicos e sobre os aspectos macroscoépicos
dos 6rgaos linféides

Os grupos tratados ndo demonstraram
diferenca significativa de peso nos dias 0 e 6 do
experimento. EAECN nas doses de 10, 30, 100 e
250 mg Kg* ndo provocou toxicidade aparente nos
animais e ndo ocorreu nenhuma morte (Tabela 1). Os
animais foram observados diariamente e néo
demonstraram mudanc¢as comportamentais € nem
apresentaram diarréia, apatia, lacrimejamento,
sialorréia, emagrecimento e pélo ericado.

A contagem dos leucdcitos totais dos grupos
avaliados foi realizada nos dias 0 e 6 do experimento,
demonstrando que n&o houve diferencga significativa
dentro do mesmo grupo. No dia 6, os animais foram
necropsiados e retirados o figado, o baco, otimo e o
rim, para o célculo do peso relativo dos 6rgdos (Tabela
2). Nao houve alteragdo macroscopica dos 6rgéos e
nem houve alteracdo no peso dos 6rgaos induzido
pelo tratamento.
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TABELA 1. Toxicidade aguda de EAECN administrado por via oral.

Peso (g)

Tratamentos Mortalidade Stig)t(ci)égzs
Dia 0 Dia 6

NaCl 0,9% 0/10 32,02+1,42°  31,72+2,17° nenhum
DMSO 5% 0/10 22,40+2,66°  23,20+2,56° nenhum
EAECN 10 mg Kg™ 0/10 25,43+2,48°  26,88+2,58" nenhum
EAECN 30 mg Kg™ 0/10 29,8942 47° 28,37+2,11° nenhum
EAECN 100 mg Kg™ 0/10 23,19+1,53°  23,47+0,79° nenhum
EAECN 250 mg Kg™ 0/10 30,63+2,75°  30,41+2,23 nenhum

Letras distintas representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).

TABELA 2. Leucécitos totais e peso relativo dos 6rgdos de animais tratados com EAECN.

Leucdcitos totais (mm3)

Peso relativo dos 6rgéos (Q)

Tratamentos
Dia 0 Dia 6 Figado Baco Timo Rim
Salina 5160+820° 4085+1235° 4,93+0,51°  0,36+0,06° 0,41+0,09% 0,66+0,05%
EAECN 100 mg Kg? 5525+389% 3390+1014° 4,99+0,60° 0,42+0,07%®  0,35+0,08 0,68+0,08?%
EAECN 250 mg Kg? 7077+1660% 6144+1993% 551+0,28°  0,44+0,08% 0,40+0,04% 0,56+0,05%

Letras distintas representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).

Efeito do EAECN sobre o processo
inflamatorio induzido por xileno
A Figura 1 apresenta os dados do
tratamento com diferentes doses de EAECN,
seguido de exposi¢cdo ao xileno como agente
flogistico. O grupo Il que recebeu salina
fisiologica (NaCl 0,9%), respondeu ao xileno,
demonstrando seu efeito inflamatério; enquanto
0 grupo |, que néo recebeu nenhum tratamento,
nao apresentou caracteristicas de processo
inflamatorio, caracterizando o controle negativo.
Os grupos que receberam DMSO a 5% em salina
fisiologica e EAECN nas doses de 10, 30, 100
mg Kg* seguidos do agente flogistico néo
apresentaram diferencas significativas entre si.
EAECN na concentracdo de 250 mg Kg+?
apresentou efeito estimulatério (p<0,05) quando
comparado com as outras doses do referido
extrato. O antiinflamatdério padrao,
Dexametasona, inibiu o efeito inflamatdrio
provocado pelo xileno.

DISCUSSAO

No presente estudo, o efeito do extrato
acetato de etila de Cocos nucifera (EAECN)
administrado por via oral, em diferentes doses, foi
investigado em modelos experimentais in vivo,
avaliando-se os parametros fisiolégicos e o processo
inflamatdrio tépico. O teste fitoquimico do EAECN
indicou a presencga de taninos condensados,
flavononas, flavononais, flavondis e xantonas. De
acordo com Di Carlo et al. (1999), estes constituintes
exercem atividade antimicrobiana, antiviral,
antiulcerogénica, anti-hepatotédxica, hipolipidémica,
antineoplasica, antialérgica e antiinflamatoria.

No estudo do efeito do extrato sobre os
parametros fisiolégicos e aspectos macroscopicos
dos 6rgaos linféides, ndo houve mortalidade, nem
gualquer sintoma de toxicidade sobre os animais
estudados. Quando os tratamentos foram comparados
entre os dias 0 e 6 ndo houve diferenca significativa
do nimero de leucdcitos totais do sangue circulante
dentro do mesmo grupo e nem diferenga significativa
do peso dos 6rgdos dentro de um mesmo grupo.
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FIGURA 1. Efeito do pré-tratamento com EAECN sobre 0 edema de orelha induzido por xileno.

Sendo assim, este protocolo revelou-se seguro para sua
utilizag@o em outros procedimentos de investigacéo.

O xileno foi utilizado como agente flogistico
por causar irritagio na orelha de camundongos, pela
promocéo de acumulo de fluidos, caracteristico da
resposta inflamatéria aguda (Okoli et al., 2007).
Neste estudo, verificou-se o efeito sistémico do
EAECN administrado por via oral sobre a
inflamacao tépica provocada por este agente.

A inflamacéo provocada pelo xileno induz
a liberacéo de substancias bioativas liberadas dos
terminais periféricos de neur6nios sensoriais que
agem sobre células alvos periféricas, tais como
mastocitos e outras células do sistema imune,
produzindo inflamac¢&o neurogénica caracterizada
por calor, rubor, edema e hipersensibilidade
(Richardson & Vasko, 2002). Neurdnios sensoriais
sao sensiveis a capsaicina, cujo mecanismo esta
relacionado aos canais vanildide, sendo
responsavel pela despolarizacao e pela liberacéo
direta de neuropeptideos, como a substancia P e
o0 peptideo relacionado ao gene calcitonina
(CGRP), fundamentais nesse tipo de inflamacéo
(Holzer, 1988).

Neste modelo de inflamacao tdpica,
EAECN né&o apresentou efeito antiinflamatério em

nenhuma das concentrac¢@es utilizadas em relacéo
aos grupos controles, inclusive EAECN na
concentracdo de 250 mg Kgt diferiu
significativamente das concentra¢des mais baixas,
demonstrando ser um potente indutor pro-
inflamatério, neste protocolo.

Rotelli et al. (2003), investigando o efeito
de flavononas em modelos de inflamagé&o aguda,
verificaram que as flavanonas hesperitina e
hesperedina inibiram o edema induzido por xileno,
em 44% e 45%, respectivamente. As flavononas
presentes no EAECN néo inibiram o edema de
orelha, demonstrando a auséncia das mesmas ou
concentragcBes muito baixas que nédo séo
suficientes para induzir o efeito antiinflamatario.

Estudos realizados por Luo et al. (2008)
avaliaram a atividade antiinflamatéria do extrato de
Erigeron multiradiatus (Compositae) e suas fracdes,
tendo a fracao butandélica induzido maior reducéo
de edema de orelha provocado por xileno em
camundongos, e que estava associado a presenca
de flavondides glucuronideos.

Além disso, o0 extrato aquoso das folhas de
Manihot esculenta Crantz, apresentou efeito
antiinflamatério ao reduzir o edema induzido por xileno
de forma mais eficiente do que indometacina, a droga
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padrédo utilizada. A presenca de flavonodides,
saponinas e 6leos essenciais no extrato
justificaram o efeito observado (Adeyemi et al.,
2008).

A presenca de esteroides e terpendides
no extrato hexanico das folhas de Aspilia
africana (Compositae) parecem estar
associadas ao potencial antiinflamatorio avaliado
no modelo de inflamac&o por xileno (Okoli et al.,
2007).

O extrato aquoso de Laggera alata
(Asteraceae) também apresentou atividade
antiinflamatéria no modelo de inflamacéo tépica
induzido por xileno. Estudos fitoquimicos do
extrato detectaram a presenca de fendis, dentre
eles o acido dicafeolquinico, que € conhecido
por ser um agente antiinflamatorio (Wu et al.,
2006).

Neste estudo, verificou-se, que apesar
de EAECN apresentar varias substancias com
propriedades antiinflamatdrias conhecidas,
neste modelo experimental o EAECN mostrou-
se pro-inflamatdrio na dose mais elevada,
contudo as doses inferiores ndo modificaram o
processo inflamatorio. As substancias presentes
avaliadas por estudo fitoquimico do EAECN nao
inibiram o edema de orelha, demonstrando que
a concentracdo das mesmas ou esta muito baixa
e ndo sdo suficientes para demonstrar efeito
antiinflamatério ou apresentam-se
estruturalmente diferentes e, portanto, com
efeitos biolégicos diferentes.

Em conclusédo, no modelo de inflamacéo
induzida por xileno, os mediadores liberados
neste processo ndo foram inibidos pelo extrato
acetato de etila de Cocos nucifera. Outros
protocolos deveréo ser utilizados na avaliagdo do
potencial biol6gico do EAECN.
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