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ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE MICROEMULSAO CONTENDO OLEO DE
PEQUI (Caryocar coriaceum W.)

DINIZ, Danielle Mendes

RESUMO

O pequi (Caryocar coriaceum W.) é uma planta nativa do Cerrado brasileiro, que
apresenta propriedades biolédgicas consideraveis. O 0Oleo extraido desta planta contém niveis
elevados de &cidos graxos insaturados com comprovada atividade anti-inflamatéria e
antioxidante. Inserir 6leos fixos em sistemas nanocarreadores pode, além de melhorar as suas
propriedades fisico-quimicas, aumentar a penetracdo cutanea para acdo local devido aos
tensoativos presentes em tais formulagcdes. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
microemulsdo para administracdo topica local, através da elaboracdo de um diagrama de fases
pseudoternario (DFPT), e aplica-la em modelo inflamatério. O DFPT foi produzido utilizando os
tensoativos Kollyphor EL® e Brij 52° (88,5% e 11,5%, respectivamente), o 6leo de polpa de
pequi e a fase aquosa (agua e propilenoglicol, 1:3). As propriedades fisico-quimicas, pH e
condutividade foram analisadas e a atividade in vivo foi verificada por meio do teste do edema da
pata induzido por carragenina, seguido da avaliagdo histoldgica. O sistema composto por 47,6%
de tensoativos, 5,3% de 6leo de pequi e 47,1% de fase aquosa apresentou aspecto homogéneo e
transparente, sem separacdo de fases ou precipitacdo, com uma cor amarelada tipica do 6leo de
pequi. O valor de pH obtido indicou um sistema adequado para aplicagdo tdépica. O estudo
bioldgico revelou aumento da atividade do 6leo de pequi quando incorporado na microemulséo e
estes resultados corroboraram com a analise histoldgica realizada. Este nanosistema apresenta-se,
portanto, como um promissor carreador para melhorar a atividade anti-inflamatéria tépica do éleo

vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo de pequi, cidos graxos, microemulséo, atividade anti-inflamatéria.



1 INTRODUCAO

O Brasil é conhecido por abrigar uma das maiores biodiversidades do mundo possuindo
mais de 56.000 espécies de plantas, cerca de 20% do numero total de espécies distribuidas em
varios biomas (GIULIETTI et al., 2005; RIBEIRO et al., 2014). Um desses biomas é o Cerrado,
que ocorre em 15 estados e no Distrito Federal, ocupando uma area de aproximadamente dois
milhdes de km? (JUNIOR e HARIDASAN, 2005). Este valioso bioma também apresenta uma das
mais ricas floras do pais com cerca de 35% de plantas endémicas que sdo utilizadas para diversos
propositos pela comunidade local (MENDONCA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2014). Dentre
estas plantas, pode-se destacar o pequizeiro (Caryocar coriaceum Wittm), espécie amplamente
distribuida no Nordeste brasileiro e predominante de areas de cerrado e cerraddo da Chapada do
Araripe (COSTA et al., 2004).

O fruto do pequizeiro tem grande valor econdmico, sendo fonte de alimentac&o e renda
para as comunidades locais. A polpa e a améndoa (porcdes oleaginosas comestiveis do fruto)
apresentam sabor e odor caracteristicos e sdo fonte de lipidios e vitaminas antioxidantes (A e E),
sendo bastante aproveitadas como alimento e na preparacdao de molhos e temperos (BRAGA,
1960; FIGUEIREDO et al., 1989; SILVA & MEDEIROS-FILHO, 2006; SARAIVA, 2009).

Além do consumo do fruto, a venda do 6leo do pequi assegura uma renda extra para as
familias, especialmente fora do periodo de producdo do fruto (OLIVEIRA et al., 2009). A
extracdo do Oleo é resultante do cozimento do fruto em caldeirdes rudimentares que utilizam
estacas de madeira como fonte de combustdo (CAVALCANTI et al., 2015). Este oleo é
largamente utilizado tanto na culindria quanto na medicina popular, para o tratamento de
enfermidades como gripes, bronquites e infec¢des bronco-pulmonares e também para o
tratamento de feridas e lesdes gastricas, acdes atribuidas as suas propriedades anti-inflamatdrias
(BRAGA, 1960; AGRA et al., 2007). De fato, ensaios pré-clinicos do 6leo fixo de C. coriaceum
realizados por Saraiva et al. (2011) apontaram atividade gastroprotetora em roedores, com
significativa redugcdo de Ulceras induzidas por etanol e aspirina (PENHA, 2007; QUIRINO,
2009). Batista e colaboradores (2010) analisaram a atividade cicatrizante do éleo bruto de pequi
em feridas cutaneas produzidas experimentalmente em ratos, concluindo que o éleo da polpa do

fruto do C. coriaceum W. apresentou influéncia positiva na cicatrizacdo de feridas cutaneas



experimentais em ratos, com reacdo inflamatdria menos intensa e fechamento mais rapido das
feridas em relacdo ao grupo controle.

Fitoterapicos e, em geral, outros produtos farmacéuticos de uso topico, encontram no
estrato corneo (EC) da pele uma barreira, que atua como fator limitante na penetracdo e acdo dos
mesmos. Sistemas nanocarreadores, tais como microemulsdes, sistemas lamelares e cristais
liquidos, em razdo de seu conteddo elevado de tensoativos, tém potencial para interagir com o
EC, desestruturando de forma reversivel a bicamada lipidica, aumentando a permeabilidade
cutdnea e a penetracdo de substancias, que normalmente ndo passariam através desta
(BOLZINGER et al., 2008).

Observando-se a importancia de estudos envolvendo fitoterapicos, a relevancia do
desenvolvimento de novas tecnologias e a ampla utilizacdo do 6leo de pequi na medicina popular,
este estudo teve como objetivo o desenvolvimento de um sistema nanocarreador para uso topico,
capaz de melhorar a permeacdo do 6leo de Caryocar coriaceum Wittm e otimizar a agdo anti-

inflamat6ria local.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oleo de Pequi (Caryocar coriaceum W.)

O género Caryocar compreende 16 espécies e pertence a familia Caryocaraceae, com
ocorréncia na América Central e América do Sul (MATQOS, 2007; OLIVEIRA et al., 2010). No
Brasil ocorre em quase todos os agroecossistemas e tem seus frutos muito apreciados e utilizados
na culinaria da regido Centro-Oeste, Norte e parte do Nordeste (BATISTA et al., 2010).
Encontrada na regido Nordeste do Brasil, a espécie Caryocar coriaceum Wittm. € arbérea (Figura
la) e se distribui predominantemente na area do bioma cerrado, especialmente na regido de
cerrado e cerraddo da Chapada do Araripe (COSTA et al., 2004; SOUZA-JUNIOR, 2012). Essa
espécie é conhecida vulgarmente como piqui, pequi, pequia ou pequi do Nordeste, sendo 0 nome
pequi de origem indigena (py-qui, py = pele, casca; qui = espinho) significando “casca
espinhenta”, decorrente dos espinhos do endocarpo (BRAGA, 1960; MIRANDA, 1986;
RAMOS, 2010).

Figura 1 - (a) Pequizeiro (Caryocar coriaceum W.) e (b) Fruto do pequizeiro em corte transversal.

(b)

Fonte: Oliveira (2010).

O fruto do pequi (Figura 1b) é uma drupa de forma depresso-globosa, com epicarpo
coriaceo, carnoso e de coloracdo verde-clara a levemente amarelada quando maduro,



apresentando endocarpo (semente) espinhoso, 0 que € uma caracteristica do género (FERREIRA
et al., 1988). Ramos e Souza (2011) analisaram as caracteristicas quimico-nutricionais de seis
populacbes de Caryocar coriaceum de ocorréncia natural da regido Meio-Norte do Nordeste do
Brasil e em média a polpa das popula¢des estudadas apresentou 3,28% de proteinas, 57,83% de
carboidratos e 33,53% de lipideos enquanto que as sementes apresentaram 25,27% de proteinas,
8,33% de carboidratos e um rico teor de lipidios (48,52%). O alto teor de lipideos tanto na polpa
guanto na améndoa justifica a extracdo do 6leo realizada pelas comunidades locais para diversas
finalidades, que vao desde usos na culinaria regional até na industria cosmética, para a producao
de sabonetes e cremes (PIANOVSKI et al., 2008). Analises de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa revelaram que no 6leo fixo de pequi ha uma predominancia de acidos
graxos insaturados, dentre os quais destacamos a presenca dos acidos graxos oleico (57,15%),
palmitico (35,53%), estearico (4,0%) e linoleico (2,38%) (OLIVEIRA et al., 2010).

Acidos graxos insaturados (AGI) podem modular a resposta inflamatéria em feridas e
diversos estudos tém se voltado para esta propriedade, buscando elucidar as habilidades anti-
inflamatérias do 6leo fixo do pequi, ja explorado pela medicina popular para o tratamento de
feridas, dores reumaticas e musculares (MATOS, 2007). Um desses estudos foi desenvolvido por
Oliveira et al. (2010) que avaliaram a inflamag&o topica e cicatrizagdo de feridas em ratos usando
0 6leo fixo de pequi de forma bruta (OFP) e em pomada. O resultado demonstrou uma reducao da
inflamacgéo de forma dependente da dose, onde o OFP inibiu 0 edema da orelha em 38,01% e
39,20% no tempo de 15 minutos e 1 hora, respectivamente, apés a inducao da inflamacdo. Além
disso, a aplicacdo topica da pomada de OFP a 12% mostrou uma reducéo significativa da area
ferida, com contracdo da &rea em 96,54 % no sétimo dia. De modo semelhante, Saraiva et al.
(2011) investigaram o efeito tépico do 6leo da polpa de pequi contra diferentes agentes irritantes
in vivo, para verificar a sua atividade anti-inflamatdria, exibindo resultados positivos com perfil
similar de atividade anti-inflamatdria de drogas de uso tdpico que, classicamente, modulam a
producdo de metabdlitos do 4&cido araquiddnico. Em outro estudo, Batista et al. (2010)
concluiram que o 6leo da polpa do fruto do Caryocar coriaceum Wittm apresentou influéncia
positiva na cicatrizacdo de feridas cutaneas experimentais em ratos com reacdo inflamatoria
menos intensa e fechamento mais rapido das feridas em relagdo ao grupo controle. Quirino et al.

(2009), também observaram fechamento mais rapido de Uulceras gastricas provocadas
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experimentalmente em ratos que receberam oralmente o 6leo da polpa de pequi quando em

comparagdo com o grupo controle.

2.2 Processo inflamatorio

A inflamacéo é um processo fisioldgico de defesa cujo objetivo é eliminar a causa de uma
lesdo celular e as consequéncias de tal lesio (KUMAR et al., 2010). Caracterizado por dor,
aumento da temperatura local, inchaco ou eritema e vermelhiddo, o processo inflamatorio visa a
reparacdo da estrutura tecidual lesada, com a regeneracdo de células parenquimatosas nativas,
e/ou a formacdo de fibroblastos, que vdo repor as substancias intercelulares na regido, além de
nova vascularizacdo (CORMACK, 1991). O reparo tecidual envolve uma série de processos
bioquimicos, celulares e fisiopatologicos que podem ser acelerados pela presenca de acidos
graxos 0s quais possuem a capacidade de estimular a proliferacdo celular e angiogénese local
(NARDI et al., 2004).

De fato, os acidos graxos desempenham um papel importante nas respostas imunes e
inflamatorias (CABRAL, 2005). Estes metabolitos interferem em diversas etapas do processo
inflamatorio, tais como contragdo vascular, quimiotaxia, adesao, extravasamento de leucdcitos,
ativacdo e morte celular. A maioria desses eventos ocorre via derivados do acido araquidénico
como as prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e lipoxinas (MAHAN e ESCOTT-STUMP,
2005). Essas atividades tém sido investigadas desde o inicio da década de 1970 (HATANAKA e
CURI, 2007). Cardoso et al. (2004) observaram que a administracdo topica dos acidos graxos
essenciais linolénico (n-3) e linoleico (n-6) e do &cido graxo ndo essencial oleico (n-9) modulam
o fechamento de feridas induzidas cirurgicamente. Estudos posteriores mostraram que 0s &cidos
graxos n-3 e n-6 podem aumentar a producdo de citocinas no local da ferida estimulando o
processo de reparo da mesma (McDANIEL et al., 2008; PEREIRA et al., 2008; FERREIRA et al.
2012).

Acidos graxos insaturados podem ser encontrados em abundancia em 6leos fixos vegetais.
Diversos 6leos provenientes de plantas sdo extensivamente utilizados na medicina popular como
agentes anti-inflamatdrios tépicos. A elucidacdo e comprovacdo da atividade desses lipidios

bioativos sdo necessarias e possiveis gracas a diferentes técnicas de avaliagdo atualmente



11

disponiveis, dentre as quais podemos citar estudos in vivo como o teste de edema de pata em
camundongos induzido por carragenina (SARAIVA, 2009; FERREIRA et al., 2012).

A inducéo de inflamacéo por substancias denominadas agentes flogisticos ou irritantes em
modelos animais é amplamente utilizada na pesquisa pré-clinica. Agentes flogisticos como a
carragenina ativam quimicamente um processo inflamatério (SARAIVA, 2009). A carragenina,
um polissacarideo sulfatado presente em varias espécies de algas vermelhas da ordem
Gigartinales, é amplamente utilizada para a inducdo da resposta inflamatéria aguda em modelo
experimental animal (DI ROSA, 1972; MA et al., 2013).

O desenvolvimento do edema de pata induzido pela carragenina ocorre em duas fases. Na
fase inicial (0-1 h) ha liberagdo de serotonina, histamina, bradiquinina e substéncia P. J& na
segunda fase (ap6s 1h) ha principalmente invasdo de neutréfilos no local da inflamacédo e a
producdo de grandes quantidades de mediadores pro-inflamatorios tais como PGE2 e varias
citocinas como IL-1pB, IL-6, IL-10 e TNF-a (MA et al., 2013). A utilizagio da carragenina com
um irritante para induzir o edema de pata em rato foi introduzido por Winter et al., (1962) e
tornou-se um dos métodos mais populares para testes de drogas e avaliacdo de novas terapias
anti-inflamatérias (MENEGUZZO, 2010).

2.3 Microemulséo e a permeacéo atraves da pele

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e representa uma importante via de direto acesso
para a administracdo de produtos farmacéuticos, especialmente quando existem diversos
processos fisiopatoldgicos na pele que podem ser potencialmente beneficiados pela entrega local
de drogas (RUSSELL-JONES e HIMES, 2011). Este importante 6rgéo é a primeira barreira entre
0 corpo e 0 meio ambiente e pode ser anatomicamente dividido em: epiderme, derme e estrato
corneo (ZHAI e ZHAI, 2014). Esta ultima camada, o estrato corneo, € a mais externa da pele e
representa a principal barreira limitante para a taxa de entrega percutdnea (HATHOUT et al.,
2010).

Fisiologicamente o estrato corneo, com cerca de 5-8 um de expessura, consiste em 10-15
camadas de corneocitos mortos, que sdo ricos em queratina e embebidos em mdltiplas camadas
bilipidicas compostas principalmente de ceramidas, colesterol e acidos graxos livres (CEVC,

2004; HATHOUT et al., 2010). A propriedade de barreira faz com que a camada cdrnea restrinja
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0 transporte de agentes terapéuticos para 0 corpo. Para ultrapassar as baixas taxas de absorgéo e
alcancar niveis terapéuticos mais elevados, a tecnologia farmacéutica vem buscando utilizar
potenciadores de penetracdo que interajam com os componentes do estrato corneo, modificando-
o de forma reversivel (ANIGBOGU, WILLIAMS e BARRY, 1995; WILLIAMS e BARRY,
2012; ZHAI e ZHAI, 2014). Neste sentido, a microemulsdo apresenta-se como um promissor
sistema tdpico para entrega local de substancias ativas sendo comumente composto por fase
aquosa, tensoativo, co-tensoativo e fase oleosa (SHEN et al., 2014). Estes componentes podem
funcionar como potenciadores de penetracdo, o que reduz a barreira difusional do estrato corneo e
aumenta a taxa de permeacdo através da pele (WANG et al., 2015).

As microemulsbes podem ser definidas como um sistema termodinamicamente estavel e
isotropicamente traslucido de dois liquidos imisciveis, usualmente agua e 6leo, estabilizados por
um filme interfacial de tensoativos localizados na interface 0leo/agua (Aboofazeli et al., 1993;
Constantinides et al., 1995; Ho et al., 1996; Damasceno et al., 2011). Estruturalmente, o sistema
pode ser 6leo-em-agua (O/A), &gua-em-6leo (A/O) e bicontinuo. Na microemulsdo A/O, as
goticulas de agua estdo dispersas na fase continua oleosa, enquanto que em O/A microemulsdes
sdo goticulas de dleo que estdo dispersas na fase continua aquosa (AZEEM et al., 2009). Ja a
microemulsdo bicontinua possui como fase continua as duas fases, oleosa e aquosa, que se
encontram em redes dinamicas separadas por monocamadas de tensoativos semiflexiveis
(SHARMA et al., 2008). Em todos os casos, com as proporc¢des adequadas, obtém-se um sistema
de formacdo espontanea, coloidal, termodinamicamente estavel e isotropico (ZHAI e ZHAI,
2014).

Algumas hipoteses sdo levantadas para explicar o porqué das microemulsdes serem
altamente indicadas para a entrega transdérmica (BAROLI et al., 2000). Geralmente, além dos
componentes do sistema ajudarem na permeacao via desestruturacdo reversivel do estrato corneo
da pele, observa-se que a alta capacidade de solubilizacéo desse sistema permite que consideravel
quantidade de droga seja incorporada e, também, o tamanho de goticula confere uma melhor
aderéncia a membranas e permite um transporte mais controlado de moléculas (AZEEM et al.,
2009). Alem disso, comparando com outras formulagdes topicas, a microemulsdo apresenta a

vantagem de apresentar preparo mais facil e estabilidade termodindmica (LOPES, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

o Desenvolver e caracterizar um sistema microemulsionado contendo o 6leo fixo de pequi

e avaliar sua atividade anti-inflamatoria.

3.2 Objetivos Especificos

o Selecionar os componentes adequados para compor o sistema microemulsionado;

o Desenvolver um diagrama de fases pseudoternario para obtencdo de um sistema
microemulsionado do tipo 6leo/agua (O/A);

o Selecionar o ponto de ME;

o Caracterizar a microemulséo quanto aos aspectos fisico-quimicos (condutividade e pH);

o Realizar ensaios de estabilidade fisica do sistema por testes de estresse térmico e ciclo
gelo-degelo.

o Avaliar a atividade anti-inflamatoria em modelo animal atraves do teste de edema de
pata induzido por carragenina.

o Realizar a analise histoldgica da regido edematosa.

4 METODOLOGIA

4.1 Obtenc&o do Oleo de Pequi

A coleta do pequi foi realizada no més de janeiro de 2013, na Chapada do Apodi-CE, nas
areas produtoras do municipio do Crato-CE. A planta foi devidamente identificada e teve exsicata
registrada no herbario do Instituto Agrondmico de Pernambuco (n. 90473). O éleo de pequi foi
extraido da maneira tradicionalmente empregada pelos trabalhadores rurais locais seguindo-se a
metodologia descrita por Mezni et al. (2012). Para tanto, ap6s a colheita os frutos foram

selecionados e higienizados e a polpa foi removida manualmente e macerada com pedra moinho.
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A pasta obtida foi devidamente homogeneizada e incubada a 4 °C por 12 horas. Apés este
periodo, agua gelada foi adicionada e o sobrenadante da mistura foi removido e aquecido até
fervura. Posteriormente, com ajuda de um tecido a fase liquida foi separada da fase pastosa e
aquecida até evaporacdo da agua. Finalmente, o Gleo resultante do processo foi filtrado e

armazenado para subsequente utilizacéo.

4.2 Construcao do Diagrama de Fases Pseudoternario (DFPT) e selecédo da formulagao

Para obtencdo do DFPT, os tensoativos Kolliphor EL® (88,5%) e Brij 52° (11,5%) foram
misturados com proporcdes do 6leo fixo de pequi variando de 1:9 a 9:1 (mistura de tensoativos :
6leo fixo de pequi) e essas misturas foram posteriormente tituladas com a fase aquosa composta
por propilenoglicol e dgua (3:1). Durante a titulagdo, a mistura foi homogeneizada em agitador
magnético por trés minutos e as mudancas no aspecto visual foram observadas contra um fundo
preto. Os resultados obtidos foram classificados como sistema transparente (ST), quando
apresentaram transparéncia, emulsdo liquida opaca (ELO), emulsdo leitosa liquida (ELL) e
separacdo de fases (SF), registrados e plotadas, com o auxilio do software Origin Pro® 8.0, em
um triangulo equilatero, onde cada ponto correspondeu as proporcdes definidas dos componentes
da mistura (Figura 2) (LAWRENCE e RESS, 2000).

Figura 2 - Representacdo grafica do triangulo equilatero de um diagrama de fases onde cada lado constitui um dos
componentes da mistura. Sendo, T: mistura de tensoativos, O: fase oleosa, A: fase aquosa

0.00 1.00

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
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Fonte: Gimarées (2013).

A partir da construcdo do DFPT foi escolhida a regido que melhor representa a proporgédo das

substancias que constituiram o sistema microemulsionado.
4.3 Preparo e caracterizacdo da microemulsao
4.3.1 Preparo

A microemulsdo contendo o 6leo de pequi foi preparada através da simples mistura dos
componentes da formulacdo em trés ciclos de homogeneizacdo em sonda de ultrassom modelo
DES500 (Unique, Brasil) por 1 minuto, seguindo-se da retirada de excesso de bolhas de ar em
banho de ultrassom modelo USC-3300 (Unique, Brasil). A formulacéo foi preparada 48h antes
dos testes de caracterizacdo para permitir a estabilizacdo termodindmica do sistema em
temperatura ambiente (SILVA et al., 2009).

4.3.2 Condutividade e pH

Os valores de condutividade elétrica da formulacdo foram determinados diretamente em
uma aliquota de 10 mL da mesma utilizando-se um condutivimetro digital (Instrutemp MCA 150,
Brasil), calibrado com uma solucdo de calibragdo apresentando condutancia especifica de 146,9
uS cm™ & temperatura de 25 °C (DJORDJEVIC et al., 2004).

O pH da formulacéo, por sua vez, foi avaliado por meio de pHmetro digital (Instrutemp,
ITmPA 210, Brasil) com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, calibrado previamente com
solucdes tampdo pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 + 0,5 °C. A formulacdo foi diluida em
agua na proporcdo 1:10 (FERRARI, 2002; MORAIS, 2006) e as medicdes foram realizadas em

triplicata através da introducdo do eletrodo diretamente no interior das diluicdes.

4.3.3 Teste de estabilidade
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De acordo com Bruxel et al. (2012), diversos fatores estdo envolvidos no processo de
instabilizacdo de nanosistemas, dentre estes encontram-se os fatores fisicos (temperatura,
agitacdo, congelamento e descongelamento) e quimicos (pH, presenca de eletrdlitos, peroxidacdo
lipidica). Para avaliar a estabilidade da formulagdo foram realizados os testes de estresse térmico
e ciclo gelo-desgelo seguindo a metodologia descrita por Pianovski et al. (2008), sendo avaliados
0s aspectos macroscopicos, organolépticos, bem como as altera¢fes de pH e condutividade antes
e apos a submissdo das amostras aos testes.

No teste de estresse térmico as aliquotas de 10 mL das formulagdes foram submetidas a
banho-maria termostatizado, no intervalo de temperatura controlada entre 40 — 80 °C, com
progressdo de elevacdo de 10 °C a cada 30 minutos. As microemulsdes foram avaliadas ao
término do processo por observacdo visual, afericdio do pH, condutividade e verificacdo de
separacao de fases apds retornarem a temperatura ambiente (25,0 £ 2,0 °C).

Ja no teste de ciclo gelo-degelo as aliquotas da formulacdo foram submetidas a seis ciclos
gelo-degelo. Cada ciclo consistiu de 24 horas a temperatura de 4,0£2,0 °C em geladeira, seguido
de 24 horas a 45,0£2,0 °C em estufa. As observacdes quanto aos aspectos macroscopicos e
organolépticos, as determinacdes do pH e da condutividade foram realizadas antes do inicio do

teste e ao final do 6° ciclo, totalizando 12 dias de observagéo.

4.4 Ensaio in vivo: Teste de edema de pata em camundongos

Os ensaios in vivo foram realizados na Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina
Grande (FACISA), mediante aprovagio prévia, por escrito, da Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA/CESED - PB, n. 01.001.2012 (Anexo A).

Camundongos adultos (40 a 50 dias de vida), do sexo masculino, pesando entre 25-35g,
foram alojados em gaiolas padrdo de polipropileno em condi¢bes controladas de temperatura (22
+ 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12h, com livre acesso a agua e racao, sendo submetidos a jejum
12h antes de experimento. O edema foi induzido pela injecdo de 50 pL de carragenina a 1% p/v
em salina estéril, administrada na regido subplantar da pata direita (WINTER, 1962)

Foram avaliados quatro grupos, contendo cinco animais cada: 1) carragenina 1%; 2)
microemulsdo (ME); 3) oleo fixo do pequi; 4) farmaco de referéncia (DDA - diclofenaco de

dietilamonio emulgel 11,6mg/g). Trinta minutos antes da injegdo de carragenina, 0S
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camundongos receberam os tratamentos nas patas direitas. Na pata esquerda de cada camundongo
foi injetada solucdo salina como controle negativo. Os volumes das patas direitas foram avaliados
antes da aplicacdo da substancia pro-inflamatéria e de hora em hora, até 4h apos a aplicacao do
estimulo edematogénico, utilizando paquimetro digital. Apds o fim das medi¢des os animais
foram anestesiados e eutanasiados para a retirada de fragmentos da regido subplantar para estudo
histoldgico.

Os dados foram expressos como a média + desvio padrdo e foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) seguido do pos-teste de Tukey, com nivel de significancia minimo
considerado de 0,05 (p < 0,05). Os resultados obtidos foram plotados no programa GraphPad
Prism® verséo 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

4.5 Analise histologica

Fragmentos da pele foram fixados em solucdo de formaldeido 40 g/L em tampéo fosfato
0,1 mol/L (pH 7.4) por 24h. Em seguida, as amostras foram desidratadas em série crescentes de
etanol, tratadas com xilol e embebidas em paraplast. Sec¢bes de 5 um foram preparadas e
coradas com hematoxilina-eosina para observacdo em microscopio Optico (Leica DM500) dotado
de cdmera digital de alta definicdo (Leica ICCD50 HD).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcao do Diagrama de Fases Pseudoternario (DFPT) e selecdo da formulacéo

Para formulacdo de um sistema microemulsionado os tensoativos sdo avaliados quanto ao
seu valor de EHL (Equilibrio Hidréfilo-Lipdfilo). A escala de EHL foi desenvolvida por Griffin e
traduz as propriedades hidrofilicas e lipofilicas de um composto anfifilico em termos de escala
numérica (PRISTA, 1981; FOX, 1986; MORAIS, 2006). A proporcdo entre 0s componentes de

uma microemulsdo determinam o processo de emulsificacdo do sistema e a acdo desejada dos
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tensoativos pode ser prevista de acordo com os valores de EHL dos mesmos. Segundo Griffin,
tensoativos com baixo EHL irdo funcionar melhor para sistemas agua em 6leo (A/O) e os com
valores intermediarios sdo recomendados para sistemas inversos 0leo em agua (O/A) (PRISTA,
1981; FOX, 1986; SILVA e SOARES, 1996).

Considerando que o objetivo deste trabalho foi a formacdo de uma microemulséo
contendo como fase oleosa 0 dleo de pequi, optou-se pela utilizacdo de dois tensoativos com
valores de EHL que combinados pudessem gerar valores proximos ao EHL do 6leo de pequi
proporcionando uma melhor estabilizacdo da formulagdo, evitando assim a separacdo de fases.
Dessa maneira aplicou-se o conceito inicial de EHL de Griffin para determinar o EHL total da

mistura dos tensoativos utilizando-se a seguinte equagéo (1):
EHLfina = (EHLA X 0,01 X A + EHLg X 0,01 X B) (1)

onde EHLsina € 0 valor de EHL resultante das misturas de tensoativos, A é a porcentagem
do tensoativo hidrofilico e B a porcentagem do tensoativo lipofilico. Onde A+ B=100, EHLA e
EHLg correspondem ao EHL do Kolliphor EL® e do Brij® 52 respectivamente.

Estudos preliminares pelo grupo de pesquisa revelaram que o Oleo de pequi apresenta
EHL entre 9-11. O Kolliphor EL® apresenta EHL entre 12-14 (SIGMA-ALDRICH) e o Brij® 52
tem EHL 5 (SIGMA-ALDRICH). Dessa maneira, através da equacdo 1 a proporcdo dos
tensoativos foi determinada (88,5% de Kolliphor EL® e 11,5% de Brij® 52 ) e o diagrama de
fases foi construido para identificacdo de qual proporcéo dos componentes formaria mais regides
de sistemas transparentes onde seria mais provavel encontrar sistemas microemulsionados. O
resultado obtido pode ser observado no diagrama de fases (Figura 3), no qual se observa uma
vasta regido de sistemas transparentes (ST) destacada em preto. Desta area foi selecionada a

regido com maior volume de fase aquosa que favorece a obtencdo de um sistema O/A.
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Figura 3 - Diagrama de Fases Pseudoternario composto por 6leo de pequi, mistura dos tensoativos (Kolliphor® e
Brij®) e fase aquosa (PPG e agua, 3:1).

0,00 m ST: Sistema Transparente

1,00 m ELO: Emulsdo Liquido Opaca
m ELL: Emulsdo Leitosa Liquida
m SF: Separacdo de Fases

, . - ;
0,0 0,25 0,50 0,75 1,00
Oleo de Pequi %

Fonte: Dados da Pesquisa

Na Figura 3 0 ponto em destaque representa a composicao selecionada para formagéo do
sistema nanocarreador com 5,3% de 6leo de pequi, 47,6% da mistura dos tensoativos Kolliphor e
Brij (88,5% e 11,5%, respectivamente) e 47,1% de fase aquosa (PPG e agua, 3:1). Este ponto foi
selecionado porque apresenta alto teor de fase aquosa, sendo uma boa indicagdo de um sistema
onde a dgua é a fase continua e, portanto, a microemulséo é do tipo O/A.

5.2 Caracterizacao

5.2.1 Determinagao do pH e condutividade

A avaliacdo do pH é importante para detectar a viabilidade da formulacéo e a estabilidade
de um sistema. A formulacdo selecionada apresentou pH no valor de 5,25+0,015, valor este que
esta dentro da faixa de tolerancia bioldgica para produtos de aplicacdo topica (TASHTOUSH,
BENNAMANI e AL-TAANI, 2013; PARVEEN, AKHTAR e MAHMOOD, 2014).

A avaliagdo da condutividade, por sua vez, é uma técnica complementar util para elucidar

mudancas microestruturais de sistemas coloidais de formagéo espontanea fornecendo importantes
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informagdes relacionadas com as transicbes de fase que ocorrem nas microemulsdes
(YAGHMUR et al., 2003; ZHANG et al., 2013). A temperatura ambiente a formulacéo
apresentou condutividade de 15,22 uS cm™. Este valor foi inferior ao esperado para sistemas
O/A, porém, vale salientar que a formulagdo apresentou como fase aquosa uma mistura de
propilenoglicol e 4gua na proporcao 3:1 e, portanto, este valor pode ser justificado pelo fato do
propilenoglicol ser um composto organico de baixa de condutividade 0,1 pS cm™ (DOW, 2013) e

gue esta presente em maior quantidade na formulacéo.
5.2.2 Testes de estabilidade

Os testes de estabilidade expdem um determinado sistema em estudo a variagdes extremas
de condicBes ambientais para simular possiveis alteracfes que este sistema possa sofrer ao longo
do tempo de armazenamento. Para avaliacdo da estabilidade da formulagdo foram realizados
testes de estresse térmico e ciclo gelo-degelo. Foi observado que apo6s o teste de ciclo gelo-degelo
0 sistema se manteve estavel e sem visiveis variagdes na macroestrutura, tais como alteracdo na
transparéncia ou separacdo de fases.

No teste de estresse térmico foi realizada a medida do pH e da condutividade da amostra
antes e depois do teste. Estas medidas revelam se houveram alteracbes de fase no sistema
microemulsionado estudado. Dessa forma, antes do teste, a formulagdo apresentou pH de
5,25+0,015 e condutividade de 15,22+0,03 uS cm™ e apds o submissdo ao teste, o pH da
formulagao foi de 7,52+0,04 ¢ a condutividade de 13,80+0,025 puS cm™, ambos a temperatura
ambiente (25°C). Entretanto, ndo ocorreu alteracdo na transparéncia ou separacdo de fases.
Considerando-se que quanto mais proximo do sistema o/a, mais condutor o sistema sera enquanto
que guanto mais préximo de um sistema a/o mais isolante a formulacdo serda (NAOUI et al.,
2011), pode-se implicar que essas variacdes de pH e condutividade podem ser explicadas pelo

fato de que o estresse térmico causou alteragdes na microestrutura do sistema analisado.
5.3 Ensaio in vivo

5.3.1 Teste de edema de pata induzido por carragenina
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A carragenina, um agente flogistico que ativa quimicamente o processo inflamatorio, é
amplamente utilizada para a inducdo da resposta inflamatéria aguda em modelo experimental
animal (SARAIVA, 2009; MA et al., 2013). Levy (1969) demonstrou gque a carragenina causa
edema de pata em camundongos, tornando-se um teste conveniente para verificar o potencial
anti-inflamatorio topico do sistema microemulsionado contendo o 6leo de pequi.

Na Tabela 1 podem ser verificados os valores, aferidos atraves de paquimetro digital, da
espessura das patas em milimetros (mm). Essas medidas foram realizadas antes e depois da
injecdo de 50uL de carragenina 1% na regido subplatar da pata direita dos animais. Depois do
estimulo edematogénico, as espessuras foram checadas de uma em uma hora até quatro horas
apos indugdo do edema segundo a literatura utilizada como referencia (COSTA, 2003).

Tabela 1 - Medida da pata direita dos animais tratados de acordo com o tempo da administracéo da carragenina 1% e
percentuais de inibicdo do edema de pata.

Tempo de aplicacdo

da carragenina Medida da pata dos grupos experimentais + Desvio Padréo (mm)

Carragenina ME Oleo de pequi DDA
Antes da aplicacéo 2,53+0,16 2,68+0,05 2,55+0,13 2,74+0,11
1 hora apos 3,59+0,18 3,43+0,22 3,37+0,18 3,67+0,18
2 horas apo6s 3,59 +0,23 3,15+0,16 3,35+0,27 3,41+0,27
3 horas ap0s 4,04+0,16 3,77+0,09 3,94+0,35 3,90+0,04
4 horas apos 4,26+0,19 4,08+0,17 4,28+0,20 4,11+0,09

Fonte: Dados da Pesquisa

Na primeira hora transcorrente do teste foi observado que todos os grupos tratados
apresentaram edema de pata causado pelo agente pro-inflamatério carragenina (Tabela 1). Na
Figura 5a é possivel observar a média do aumento em milimetros (mm) da espessura da pata para
a primeira hora do teste, onde o grupo tratado apenas com a carragenina 1% apresentou
1,06+0,18 mm de aumento de espessura da pata. Destaca-se ainda que o grupo tratado com a
microemulsdo contendo o 6leo de pequi apresentou um aumento da medida de pata de 0,75+0,22
mm, representando, dentre 0s grupos testados, 0 menor aumento de pata. Este resultado nao foi
estatisticamente significativo, porém, é indicativo de uma possivel acdo anti-inflamatoria da
formulacéo desde a primeira hora de contato com a pata do animal.

Na segunda hora ap6s exposicdo a carragenina (Figura 5b), o grupo tratado com a ME
apresentou um aumento de espessura de 0,47+0,16 mm em comparacao a medida da pata antes da

injecdo da carragenina, o 6leo de pequi puro de 0,80+0,27 mm e o DDA 0,67+0,27 mm. Embora



22

tenha sido observada uma reducdo no edema para os grupos 6leo de pequi e DDA, apenas 0
resultado obtido para o grupo ME foi significativo. O grupo ME teve uma diminui¢do, em média,
de cerca de 0,28 mm do edema com relacdo a medida da pata na primeira hora (p< 0,01). E
importante ressaltar que o diclofenaco dietilaménio (DDA) é um anti-inflamatorio ndo esteroidal
(AINES) que apresenta a capacidade de interagir com os fosfolipideos da pele, contribuindo para
aumentar a fluidez do mesmo no estrato cérneo, fazendo com que os lipidios passem de uma
forma cristalina ordenada para uma forma liquida desordenada, aumentando, portanto, a
permeabilidade cutanea (SILVA et al., 2009). Porém, a literatura descreve um aumento da acao
anti-inflamatéria para o DDA em funcdo do tempo de contato com a pele, apresentando um
aumento de cerca de 3 vezes apds 10 horas de contato (KOROKOLVAS e FRANCA, 2006).
Portanto, provavelmente o tempo de contato nestas primeiras 2 horas do teste ndo foram

suficientes para 0 DDA apresentar uma resposta significativa.

Figura 5 - Avaliacdo do efeito anti-inflamatério da formulac&o contendo 6leo de pequi (Caryocar coriaceum W.) em
comparagdo com o 6leo de pequi puro e o medicamento de referéncia (DDA - diclofenaco de dietilaménio) 1(a),
2(b), 3(c) e 4(d) horas ap6s inducdo de edema por carragenina 1%.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
Legenda: Os resultados estdo demonstrados como média + desvio padrdo, (n=5), (*) - p< 0,05; (**) — p< 0,01.

Ainda de acordo com a Figura 5, é possivel perceber que a ME reduziu de forma
significativa 0 edema na terceira hora ap6s inducdo inflamatéria. Essa maior atividade inibitéria
por parte da formulacdo pode ser explicada pelo fato de que a mesma constitui-se de um sistema
nanocarreador, onde o 6leo de pequi encontra-se dentro de nanoestruturas que devido ao seu
tamanho ndo apenas possuem uma melhor aderéncia a membranas, mas também permite um
transporte mais controlado de moléculas (AZEEM et al., 2009). Além disso, os tensoativos
presentes na microemulsao séo responsaveis por facilitar a difusdo do sistema na pele através da
desestruturacdo das estruturas lipidicas do estrato corneo permitindo uma melhor penetracéo e

acdo da formulagéo (Kreilgaard, 2002).
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Apenas na quarta hora transcorrente do teste foi possivel verificar uma reducdo de edema
significativa na pata dos animais tratados com DDA (Figura 5d). A acdo do diclofenaco de
dietilamdnio apenas na quarta hora do teste sugere que este farmaco teve sua acdo retardada nas
condicBes testadas. Neste sentido, este farmaco pode ter apresentado acdo apenas apOs na
segunda fase da inflamacdo causada pela carragenina, ja que atua na inibicdo da enzima COX,
reduzindo a sintese das PG e diminuindo a intensidade do processo inflamatério (MA et al., 2013;
MURI, SPOSITO e METSAVAHT, 2009). Ja os resultados encontrados para o 6leo de pequi
contrariaram resultados anteriores registrados na literatura. Saraiva (2009), por exemplo,
demonstrou que o dleo fixo de pequi reduziu significativamente o percentual de edema da orelha
de camundongos Swiss apds 1 hora de exposicdo aos agentes flogisticos: 6leo de croton, &cido
araguidonico, capsaicina e fenol. Ja Oliveira et al. (2010) demonstraram que o 6leo de pequi
inibiu o edema da orelha em 38,01% e 39,20% no tempo de 15 minutos e 1 hora,
respectivamente, apds a inducdo da inflamacéo.

Na Figura 6 os dados obtidos foram agrupados em fungio do tempo decorrido do teste. E
possivel observar que durante todo o teste a formulacdo desenvolvida neste trabalho contendo
5,3% de Gleo de pequi, 47,6% da mistura dos tensoativos Kolliphor e Brij (88,5% e 11,5%,
respectivamente) e 47,1% de fase aquosa (PPG e agua, 3:1) foi responsavel pelos menores
aumentos da espessura da pata dos animais implicando em maiores taxas de inibi¢cdo do edema de
pata induzido por carragenina (Figura 5 e 6). Esse resultado demonstra que a formulagdo proposta
reproduz as caracteristicas encontradas em literatura que sugerem que 0s componentes de um
sistema microemulsionado ndo apenas ajudam na permeacdo via desestruturacdo reversivel do
estrato corneo da pele como também possuem uma alta capacidade de solubilizacdo do ativo,
permitindo que suficiente quantidade de 6leo seja incorporada (AZEEM et al., 2009).

Nas condicdes testadas o grupo tratado com o Oleo de pequi puro, apesar de ter
demonstrado suave diminuicdo da espessura da pata nas 3 primeiras horas, ndo foi capaz de

reduzir de forma estatisticamente significativa o edema causado pela carragenina (Figura 6).

Figura 6 - Avaliacdo do efeito anti-inflamatério da microemulsdo contendo 6leo de pequi (Caryocar coriaceum W.)
em comparagdo com o 6leo de pequi puro e o medicamento de referéncia (diclofenaco de dietilaménio) em fungdo
do tempo decorrido ap6s inducdo de edema por carragenina 1%.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

5.3.2 Analise histologica

Para complementacdo da avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do sistema
microemulsionado contendo 6leo de pequi, cortes histologicos foram feitos a partir de seccdes

retiradas da pata direita dos animais submetidos ao estudo de edema de pata (Figura 7).
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Figura 7 - Visualizagdo microscopica histopatoldgica das seccfes das patas dos animais tratados. (A) carragenina
1%, (B) solucdo salina, (C) DDA, (D) 6leo de pequi puro e (E) formulagdo. Setas indicam (I) edema, (l1) infiltrado
de neutrofilos, (I11) desestruturagdo no estrato corneo. (EC) Estrato Cérneo, (d) derme e (e) epiderme. Aumento:
400x.

Fonte: Dados da Pesquisa
Nas seccOes acima representadas € possivel visualizar duas das trés camadas da pele, a

epiderme e a derme. Na Figura 7B é possivel observar o corte obtido de uma pata que recebeu
apenas salina como tratamento (controle negativo) com estado conservado das estruturas do

epitélio, tais como epiderme, derme e estrato corneo indicando que a solugdo salina ndo foi capaz
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de provocar processo inflamatorio. J& a Figura 7A, correspondente ao tratamento apenas com a
carragenina 1%, apresenta diversas alteracdes histopatoldgicas indicadas pelas setas. Neste caso o
agente pré-inflamatorio carragenina causou alteracdo da funcdo do tecido, tais como migracao
celular (Figura 7A — 1), edema (Figura 7A — 1) e desestruturacdo do estrato corneo (COSTA,
2004). A presenga de um infiltrado de neutrofilos na derme e edema tanto na derme quanto na
epiderme sdo eventos caracteristicos de um tecido em processo inflamatorio causado pela
liberacdo de mediadores inflamatérios com aumento massivo da populacdo de células
imunoldgicas (KENDALL e NICOLAOU, 2013).

O grupo tratado com diclofenaco de dietilam6nio (DDA) refletiu na analise histoldgica o
que foi observado no estudo de edema de pata para a quarta hora apds o estimulo inflamatério
(Figura 7C e Tabela 1). A presenca de moderado infiltrado de neutrofilos e exsudatos de edema
tanto na derme gquanto na epiderme sdo indicios de que, nas condicdes testadas, 0 DDA néo foi
capaz de suprimir o processo inflamatério da forma como se era esperado. Como discutido
anteriormente, a acdo anti-inflamatéria do DDA é em funcdo do tempo de contato com a pele e,
portanto, pode-se deduzir que o tempo de 4 horas de exposic¢do e Unica aplicacdo do DDA foi
suficiente para promover significativa inibicdo do processo inflamatério no modelo animal
testado, porém com pouca alteracdo histolégica (KOROKOLVAS e FRANCA, 2006). A Figura
7D representa 0 grupo tratado com 6leo de pequi puro. Neste corte histoldgico foi possivel
visualizar uma estruturacdo dos componentes do epitélio cutdneo semelhante ao DDA, com um
infiltrado moderado de neutréfilos e alguns focos de edema na epiderme. O fato de que o grupo
tratado com o Oleo de pequi ndo apresentou inibicdo significativa do edema em todo o teste.
Embora os resultados ndo tenham sido estatisticamente significativos, os principais constituintes
do oleo, os &cidos graxos, foram capazes de interferir em etapas do processo inflamatério
inibindo, possivelmente, diferentes vias através de derivados do &cido araquidénico tais como as
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e lipoxinas ocasionando um infiltrado menos
evidente de células inflamatérias (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 2005).

A microemulsdo desenvolvida proporcionou resultados histolégicos compativeis com as
caracteristicas esperadas para a a¢do anti-inflamatoria do 6leo, obtendo melhores resultados tanto
com relacdo ao tratamento com o 6leo puro quanto com relacdo ao farmaco de referencia (Tabela
1 e Figura 6). Configurando-se como o grupo que apresentou maior reducdo de edema quando

comparado com o grupo carragenina (29,24% em 1h, 55,66% em 2h, 27,81% em 3h e 19,07% em
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4h — ver Tabela 1), o grupo tratado com a microemulsdo também apresentou a melhor resposta na
avaliacdo histoldgica, com estrato corneo bem estruturado, auséncia de edema na epiderme e leve
presenca de infiltrado na derme. O melhor resultado para esse grupo sugere que o alto teor de
tensoativos na formulacdo (47,6%) foi capaz de melhorar a permeabilidade através do estrato
cérneo, modificando-o de maneira reversivel, e permitindo uma maior absorcdo de substancias
ativas no local da inflamacdo (AZEEM et al., 2009; WILLIAMS e BARRY, 2012; ZHAI e
ZHAI, 2014).

Os dados obtidos através dos estudos in vivo indicaram que a microemulsdo contendo
6leo de pequi foi capaz de melhorar a atividade anti-inflamatoria do 6leo puro, fazendo dessa
formulacdo uma potencial alternativa aos tratamentos convencionais dos processos inflamatdrios

topicos.

6 CONCLUSAO

O presente trabalho desenvolveu uma microemulsdo contendo 6leo de pequi (Caryocar
coriaceum Wittm). O diagrama de fase pseudoternario obtido possibilitou a selecdo de um
sistema capaz de melhorar a atividade anti-inflamatoria do Oleo vegetal. Os componentes
selecionados para a formulacdo foram capazes de formar sistemas liquidos, transparentes e
estaveis caracteristicos das microemulsdes. A avaliacdo dos pardmetros fisico-quimicos de pH e
condutividade indicou que a formulacdo desenvolvida mostrou-se compativel para o uso topico.

Ja a andlise in vivo comprovou os efeitos anti-inflamatérios da microemulsdo, sendo estes
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estatisticamente significativos a partir da 2h ap6s o estimulo inflamatério. A microemulsao
obtida, portanto, apresentou-se como um promissor nanocarreador para o Oleo de pequi,

melhorando a atividade anti-inflamatdria desse 6leo.

ABSTRACT

The pequi (Caryocar coriaceum W.) is a native plant of the Brazilian Savanna that
presents considerable biological properties. The oil extracted from this plant contains high levels
of unsaturated fatty acids with proven anti-inflammatory and antioxidant activities. Inserting
fixed oils in nano delivery systems may improve not only its physicochemical properties but also
enhance skin penetration to local action due to the surfactant composition in the formulation. The
aim of this work was to develop a microemulsion system, for topical local administration,
through the elaboration of a pseudo-ternary phase diagram and apply it in an inflammatory

model. A pseudo-ternary phase diagram was, then, produced using the surfactants Kollyphor
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EL® and Brij 52® (88,5% and 11,5%, respectively) the pequi pulp oil and the aqueous phase
(water and propylene glycol, 1:3). Physic-chemical parameters pH and conductivity were
evaluated as well as in vivo activity through paw edema test and microscopic histological
evaluation. The selected system composed by 47.6% of surfactants, 5.3% of pequi oil and 47.1%
of aqueous phase presented homogeneous and transparent aspects, without phase separation or
precipitation, with a typical yellow color from the pequi oil. The pH and conductivity values
indicated a system suitable for topical application. The biological assessment through paw edema
test showed enhancing activity of the pequi oil when inside of the microemulsion and this data
corroborated with histological analysis. Thus, this nanosystem could be promising to enhance the

anti-inflammatory activity of the vegetable oil.

PALAVRAS-CHAVE: Pequi oil, fatty acids, microemulsion, anti-inflammatory activity.
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