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RESUMO

O chd das cascas do caule de Byrsonima intermedia A. Juss. € utilizado popularmente no
tratamento de diarreias e disenterias. Suas cascas contém polifendis a que podem ser
atribuidas atividades antimicrobiana, anti-hemorrédgica, antidiarreica e anti-inflamatéria. Neste
estudo, o extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia foi caracterizado através de
ensaios quimicos para avaliacdo da presenca de metabdlitos secundarios, quantificagao de seu
conteido fendlico e flavonoidico e da determinacdo do perfil cromatogrifico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram avaliados os efeitos antinociceptivo,
anti-inflamatério e antidiarreico do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia
(ELBi), para tornar mais segura sua utilizagdo como planta medicinal. Os testes de formalina,
placa quente e filamentos de von Frey foram utilizados para avaliar a atividade
antinociceptiva em camundongos. Para avaliar o efeito anti-inflamatorio, foram realizados os
testes de granuloma, peritonite induzida por lipopolissacarideo (LPS) e edema de pata,
induzido por carragenina, em ratos. Para a avaliacdo do efeito antidiarreico, o extrato foi
testado “in vivo”, pelo teste de transito intestinal e “in vitro”, pelo teste de banho isolado de
orgdos. O extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia revelou a presenga de 37,3
mg de dcido gélico/g de amostra e 6,3 mg de quercetina/g de amostra. No teste da formalina,
o extrato mostrou efeito antinociceptivo significativo, quando comparado com o controle, nas
doses de 100 e 300 mg/kg, na primeira fase e nas trés doses de 30-300 mg/kg, na segunda
fase. No teste da placa quente, o ELBi, em doses de 30-300 mg/kg, aumentou o tempo de
laténcia em comparacdo ao grupo controle, assim como a morfina, de forma significativa. No
teste com filamentos de Von Frey, observou-se diminuicao significativa no limiar da retirada
da pata nas trés doses de 30-300 mg/kg de ELBi, assim como no tratamento com
indometacina 10 mg/kg. Na avalia¢do do efeito anti-inflamatério, o extrato, nas doses de 30,
100 e 300 mg/kg, diminuiu o peso do granuloma em 37,9%; 36,9% e 45,4%, respectivamente,
no teste de granuloma. No teste de peritonite, os valores de inibi¢do no recrutamento de
leucécitos foram de 21,4; 32,3 e 40,12%, para extrato nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg,
respectivamente. J4 para o edema de pata induzido por carragenina, os valores de inibi¢ao
foram de 11,8; 31,06 e 25,2%, para doses de 30, 100 e 300 mg/kg de extrato, respectivamente.
Para a avaliagdo do efeito antidiarreico no teste de transito intestinal, foi observado que o
comprimento médio percorrido pelo carvao, quando os animais foram pré-tratados com ELBi
na dose de 300 mg/kg, diminui significativamente quando comparado ao controle. Nos

estudos “in vitro”, a contratilidade do tecido foi diminuida significativamente diante de



. . . 2 . . .
mediadores como acetilcolina, Ca™ e K*. Diante dos resultados, podemos inferir que o extrato
aquoso de cascas de Byrsonima intermedia exerce efeito antinociceptivo, anti-inflamatério e

antidiarreico.

Palavras-chave: Byrsonima intermedia. Antinociceptivo. Anti-inflamatério. Antidiarreico.



ABSTRACT

Tea made from the stem bark of Byrsonima intermedia A. Juss. is popularly used to treat
diarrhea and dysentery. Their shells contain polyphenols which can be attributed to
antimicrobial, anti-hemorrhagic, anti-diarrheal and anti-inflammatory. In this study the extract
lyophilized bark of Byrsonima intermedia was characterized by chemical tests to assess the
presence of secondary metabolites, quantification of phenolic and flavonoid content and
chromatographic profiles by high performance liquid chromatography (HPLC) were evaluated
antinociceptive, anti-inflammatory and antidiarrheal effects lyophilized extract of bark of
Byrsonima intermedia (ELB1) to make their use safer as a medicinal plant. The formalin test,
hot plate and von Frey filaments were used to evaluate the antinociceptive activity in mice. To
evaluate the anti-inflammatory tests were conducted granuloma, peritonitis induced by LPS
(lipopolysaccharide) and paw edema induced by carrageenin in rats. To evaluate the
antidiarrheal effect of the extract was tested in vivo, the test of intestinal transit and in vitro,
the isolated organ bath. The aqueous extract of bark of Byrsonima intermedia revealed the
presence of 37.3 mg gallic acid/g sample and 6.3 mg quercetin/g of sample. In the formalin
test the extract showed a significant antinociceptive effect when compared with the control at
doses of 100 and 300 mg/kg in the first phase, and three doses 30-300 mg/kg in the second
phase. In the hot plate test ELBi at doses of 30-300 mg/kg increased the latency time
compared to the control group, as well as morphine significantly. In testing with von Frey
filaments was observed a significant decrease in paw withdrawal threshold of the three doses
30-300 mg/kg ELBi, as well as treatment with indomethacin 10 mg/kg. In the evaluation of
anti-inflammatory extract at doses of 30, 100 and 300 mg/kg reduced the weight of granuloma
in 37.9%, 36.9% and 45.4% respectively in the granuloma test. In the test of peritonitis
inhibition values in the recruitment of leukocytes were 21.4, 32.3 and 40.12% for the extract
at doses of 30, 100 and 300 mg/kg, respectively. As for the paw edema induced by
carrageenin inhibition values were 11.8, 31.6 and 25.2% for doses of 30, 100 and 300 mg/kg
of extract, respectively. To evaluate the antidiarrheal effect in the test of intestinal transit was
observed that the average length traveled by the charcoal when the animals were pretreated
with ELBi at a dose of 300 mg/kg significantly decreased when compared with control. In
studies in vitro contractility of the tissue was decreased significantly in front of mediators
such as acetylcholine, Ca** and K*. With the results we can infer that the aqueous extract of

bark of Byrsonima intermedia exerts antinociceptive, anti-inflammatory and antidiarrheal.
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1 INTRODUCAO

Diversas espécies de plantas medicinais estdo em uso em todo o mundo, para auxiliar
ou substituir terapias convencionais no tratamento de vérias enfermidades e sua composi¢ao
quimica e atividade farmacoldgica diferem de espécie para espécie (KIM et al., 2010). Devido
ao uso de plantas medicinais sem o conhecimento dos compostos ativos ou seus potenciais
efeitos farmacoldgicos, estudos para fornecer precisa avaliacdo de sua qualidade eficacia e
seguranca t€m sido necessarios (CALIXTO et al., 2000).

Muitos compostos quimicos presentes em diversas plantas possuem propriedades
analgésicas. Como exemplos podem ser citados os alcaloides de Papaver somniferum L.
(Papaveraceae), os canabinoides da Cannabis sativa L. (Cannabaceae), a salicina e o acido
salicilico presentes em Salix spp L. (Salicaceae) e indmeros alcaloides, terpenoides,
esteroides, flavonoides, xantonas, taninos, lactonas e glicosideos (CALIXTO et al., 2000).
Diante da simplicidade da sensacdo da dor e da complexidade em seu mecanismo, muitas
pesquisas etnofarmacoldgicas de plantas medicinais para o alivio da dor sdo vistas como
estratégia produtiva e 16gica na procura por novos farmacos analgésicos (ELISABETSKY et
al., 1995).

Nossa compreensao dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos no processo
de varias doencas tem aumentado drasticamente e vem permitindo a descoberta de muitos
alvos promissores para o desenvolvimento de novos farmacos utilizados nos tratamentos
dessas doencgas, inclusive no tratamento de doencas inflamatérias (GALLIN et al., 1999;
PATWARDHAN; GAUTAM, 2005). Dentre vérios exemplos de plantas com efeito anti-
inflamatoério, citam-se Astronium urundeuva (Allemao) Engl. (Anacardiaceae) (aroeira-do-
sertdo), Hybanthus ipecacuanha (L.) Baill. (Violaceae) (ipecacuanha), Tabebuia serratifolia
(Vahl) G. Nicholson (Bignoniaceae) (Pau-d’arcobranco), que possuem compostos ativos
naturais que lhes conferem esse efeito, como taninos, flavonoides e cumarinas (LEAL et al.,
2000; VIANA et al., 2003).

Nos paises em desenvolvimento, o acesso da populacdo a medicina moderna € muito
baixo, por isso ela depende, basicamente, de plantas medicinais no cuidado primério a sadde.
Isso inclui doengas inflamatérias e também diarreia (PETROVICK et al., 1999).

A diarreia pode ser considerada como uma ameacga global que pode culminar na
mortalidade e morbidade, devido a perda de liquidos e eletrdlitos do corpo. Os fatores
plausiveis que implicam induzir diarreia podem variar de infectantes para os fatores

imunolégicos e nutritivos (OMS, 1990). Nos paises em desenvolvimento, estimativas



apontam que cerca de dois milhdes de criancgas, menores de cinco anos, vao a 6bito devido a
diarreia, representando, ainda, a segunda maior causa de morte (NIEHAUS et al., 2002).
Embora os suplementos nutritivos tenham provado ser benéficos em casos de diarreia aguda,
o tratamento para diarreia cronica ainda permanece incerto e, muitas vezes, pode culminar em
sérias repercussoes, quando ndo tratada. Estudos a fim de se procurar tratamentos baseados
em produtos naturais sd@o importantes, considerando que efeitos adversos com uso de
farmacos para essa disfunc¢do sdo bem conhecidos (BANIJI et al., 2010).

O murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.), um arbusto do Cerrado
pertencente a familia Malpighiaceae, tem sido utilizado na medicina popular como
adstringente, antidiarreico, antimicrobiano, antifingico e em infec¢des de pele
(RODRIGUES; CARVALHO, 2001). O estudo desta espécie, a partir de seu emprego pelas
comunidades, pode fornecer informagdes uteis para a elabora¢do de estudos farmacoldgicos,
fitoquimicos e agrondmicos sobre a mesma, com grande economia de tempo e dinheiro.

Muitas pesquisas tém direcionado seus esfor¢os para descobrir e avaliar a seguranga e
eficdcia do uso de extratos de plantas que possuem atividades farmacoldgicas. Neste sentido,
este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar os constituintes quimicos e avaliar o
efeito antinociceptivo, anti-inflamatério e antidiarreico do extrato liofilizado da casca do

caule de Byrsonima intermedia, para que assim ela possa ser utilizada com mais segurancga.



2 JUSTIFICATIVA

As plantas medicinais sdo frequentemente utilizadas no intuito de substituir ou auxiliar
as terapias convencionais no tratamento de varias doencas. Entre outros fatores, a preferéncia
na utilizacdo das plantas medicinais decorre da facilidade de obtengdo e do baixo custo.
Porém, sabe-se que elas apresentam ampla diversidade de metabdlitos secunddrios com
diferentes atividades biologicas (FARNSWORTH et al., 1985; SIMOES et al., 2003),
justificando a necessidade de um aprofundamento no conhecimento das propriedades
medicinais das espécies vegetais.

Neste sentido, o trabalho fornecerd pardmetros de qualidade que comprovem a
seguranca dos extratos preparados a partir de Byrsonima intermedia A. Juss., de acordo com
os testes farmacoldgicos realizados em animais, a fim de verificar um possivel efeito
antidiarreico, anti-inflamatério e analgésico, assim como a caracterizacdo quimica que
forneca informacdes sobre esse extrato, para que ele possa ser empregado de maneira

racional.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Caracterizar quimicamente o extrato liofilizado da casca de Byrsonima intermedia
A. Juss. e avaliar seu potencial quanto as atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria e

antidiarreica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Triagem fitoquimica do extrato liofilizado de Byrsonima intermedia.

- Quantificar o conteido de compostos fendlicos e flavonoides do extrato liofilizado de
Byrsonima intermedia.

- Caracterizar o extrato liofilizado de Byrsonima intermedia por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

- Avaliar o efeito antinociceptivo do extrato em camundongos, através dos testes de
formalina, placa quente e filamentos de von Frey.

- Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato em ratos, através dos testes de granuloma,
peritonite induzida por lipopolissacarideo (LPS) e edema de pata, induzido por carragenina.

- Avaliar o efeito antidiarreico do extrato em ratos “in vivo”, pelo teste de transito intestinal e

“in vitro”, pelo teste de banho isolado de 6rgaos.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este item estd subdividido em 6 subitens, importantes para o desenvolvimento da
dissertacdo. A revisdo bibliografica abrange o periodo de 1970 a 2010 e apresenta o panorama
em relacdo aos itens seguintes: importancia das plantas medicinais, familia Malpighiaceae e
género Byrsonima, espécie tema da dissertacdo - Byrsonima intermedia A. Juss., dor e

nocicepcao, inflamacao e diarreia.

4.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais t€ém sido utilizadas, desde a antiguidade, como medicamento
para o tratamento de uma série de doencgas; elas exercem papel importante na saide mundial.
Apesar dos grandes avancos observados na medicina moderna nas ultimas décadas, as plantas
ainda tétm uma contribuicdo importante na saide. Medicamentos a base de plantas sdo
amplamente distribuidos por todo mundo, porém, sdo mais abundantes nos paises tropicais
(CALIXTO, 2000).

Conforme McCurdy e Scully (2005), uma andlise histérica permite observar que a
descoberta e o desenvolvimento de vdarios medicamentos estdo intimamente ligados as
plantas. Com o desenvolvimento tecnoldgico, algumas plantas passaram a ser empregadas
como fonte para a extragdo direta dos compostos ativos. O exemplo mais cldssico do emprego
de plantas medicinais na terapia moderna é o 4cido acetilsalicilico (AAS), um derivado
semissintético do 4cido salicilico, cujos precursores, salicilina e saligenina, sdo extraidos das
cascas de Salix alba L. (Salicaceae) e Filipendula ulmaria (L.) Maxim. (Rosaceae).

Outros exemplos relevantes podem ser citados, como a morfina, extraida de Papaver
somniferum; a digoxina, oriunda da Digitalis sp (Plantaginaceae); o taxol, da Taxus brevifolia
Nutt. (Taxaceae); o quinino, extraido da casca da Cinchona sp (Rubiaceae); a vincristina e a
vinblastina, alcaloides extraidos da Catharanthus roseus (L.) G. Don (Apocynaceae)
(RATES, 2001).

Sdo considerados medicamentos fitoterdpicos os obtidos com emprego exclusivo de
matérias-primas ativas vegetais, cuja eficidcia e seguranca sdo validadas por meio de
levantamentos etnofarmacoldgicos, de utilizacdo, documenta¢des tecnocientificas ou
evidéncias clinicas. Droga vegetal é a planta medicinal, ou suas partes, que contenha as

substancias, ou classes de substincias, responsaveis pela acdo terapéutica, apds processos de



coleta, estabilizacdo, quando aplicdvel, e secagem, podendo estar nas formas integra,
rasurada, triturada ou pulverizada (ANVISA, 2010).

Uma caracteristica basica do fitoterdpico € o fato de que, normalmente, ele nao possui
uma agdo farmacoldgica imediata ou intensa, como os medicamentos sintéticos, por isso ele
ndo ¢ utilizado nos tratamentos emergenciais € sim no tratamento de doencas cronicas. Ainda
assim, o fitoterdpico tem ampla utilizacdo terapéutica e grande aceitacdo pela populagdo
(CALIXTO, 2000).

Como alguns exemplos de extratos vegetais padronizados prescritos atualmente,
podem-se citar o ginco (Ginkgo biloba L1.) (Ginkgoaceae), que contém diterpenos
(gincolideos) com propriedades que melhoram a circulagdo central e periférica, € uma lactona
terpénica (bilobalideo), com propriedades neuroprotetoras e também flavonoides
antioxidantes (ZHOU et al., 2004) e a erva-de-sdo-jodo (Hipericum perforatum), muito
utilizada no tratamento de depressao (KASPER, 2001).

Ainda que os medicamentos derivados de plantas tenham boa aceitacdo pela
populacdo e estejam presentes no mercado farmacéutico, apenas uma pequena parcela das
plantas medicinais possui dados cientificos que comprovem sua eficidcia e seu espectro
toxicoldgico, assim como garantia de qualidade do produto (RATES, 2001). Sendo assim, o
estudo destas plantas, seja do ponto de vista botanico, quimico, bioldégico, tecnolégico ou
farmacoldgico, ndo é tarefa simples, pois todas as etapas envolvidas na transformac¢do de um
vegetal em medicamento estdo relacionadas com diferentes dreas de conhecimento. Por isso,
torna-se necessario longo tempo para se chegar a um fitoderivado padronizado, sob os pontos

de vista de controle de qualidade, acdo bioldgica e riscos toxicolégicos.

4.2 FAMILIA Malphigiaceae E GENERO Byrsonima

Malpighiaceae é uma familia comum em regides tropicais e subtropicais, apresentando
sua maior diversidade na América do Sul (JUDD et al., 1999). Tem cerca de 1.200 espécies,
organizadas em 66 géneros (ANDERSON, 1990b), sendo considerada como uma das dez
mais bem representadas no bioma cerrado, por Mendonga et al. (1998). Nos diferentes biomas
brasileiros, a familia apresenta 32 géneros, com cerca de 300 espécies (BARROSO, 1991). A
familia é composta por arvores, arbustos, lianas e ervas perenes, com folhas usualmente
opostas, simples, inteiras, de venacao pinada (JUDD et al., 1999).

Embora as flores desta familia sejam bastante homogéneas, seus frutos destacam-se

pela diversidade estrutural, ocorrendo frutos secos e carnosos, deiscentes e indeiscentes, que



podem ser alados ou sem alas, glabros ou pilosos. A semente apresenta embrido reto a curvo,
com endosperma ausente na maturidade (ANDERSON, 1979a).

Malpighiaceae encontra-se entre as Malpighiales e seus maiores géneros sao
Byrsonima Rich. ex Kunth, Heteropterys Kunth, Banisteriopsis C.B. Rob., Tetrapterys Cav.,
Stigmaphyllon A. Juss. e Bunchosia Rich. ex Juss. (JUDD et al., 1999). Dentre os géneros
pertencentes a Malpighiaceae, Byrsonima é composto por cerca de 150 espécies (MAMEDE,
1981), sendo um género essencialmente americano e encontrado nas regides tropicais e
subtropicais da América do Sul (FELfCIO et al., 1995). No Brasil, sdo encontradas cerca de
60 espécies de Byrsonima distribuidas em vérios estados, desde a Amazonia até o Parana. No
cerrado brasileiro, este género € formado por 38 espécies popularmente conhecidas como
murici, morici, moreci ou mureci (MENDONCA, 1998).

As espécies de Byrsonima, assim como todas as demais espécies de Malpighiaceae,
possuem folhas simples, de filotaxia oposta, ndo apresentando estipulas (JOLY, 1977). As
inflorescéncias sdo do tipo racemo terminal, com flores hermafroditas, pentameras,
apresentando sépalas e pétalas de formato e coloragdo varidveis entre as espécies
(GIULIETTI, 1971). Conforme Ferreira (1973), a frutificacdo pode ocorrer ao longo do ano,
mostrando drupas de coloragdo amarela, com exocarpo fino, mesocarpo carnoso, endocarpo
pétreo, contendo um tnico pirénio, com trés l6culos e uma semente em cada lculo.

InvestigacOes quimicas de espécies de Byrsonima resultam no isolamento quimico de
esteroides, triterpenos, flavonoides, proantocianidinas, 4cidos galoilquinicos e
sulfonoglicolipideos (BEJAR et al., 1995; RASTRELLI et al., 1997; MENDES et al., 1999;
SANNOMIYA et al., 2004; SANNOMIYA et al., 2005a,b).

As plantas do género Byrsonima desfrutam de uma série de usos etnomedicinais. Suas
folhas s@o empregadas contra febre e ulceras, assim como diuréticos, antiasmaticos e contra
infec¢des na pele (SILVA et al., 2001; AGUIAR et al., 2005).

Algumas atividades bioldgicas de espécies de Byrsonima foram previamente
investigadas. Os extratos hidrometandlico e metandlico de folhas de B. Basiloba A. Juss.
(anteriormente documentado como B. cinera) apresentaram atividade antidiarreica
(FIGUEIREDO et al., 2005). Conforme Sannomiya et al. (2005a), o extrato polar de folhas de
B. crassa Nied. mostrou efeito antiulcerogénico em camundongos. O extrato metandlico de
folhas de B. crassifolia (L.) Kunth demonstrou forte atividade giardicida (AMARAL et al.,,
2006). Silva e seus colaboradores (2001) descrevem que, na medicina popular, folhas de B.
fagifolia Nied., popularmente conhecida como murici-cascudo ou murici-vermelho, s@o

utilizadas como antieméticas, diuréticas, febrifugas e no tratamento de tlcera péptica.



4.3 Byrsonima intermedia A. Juss.

Byrsonima intermedia A. Juss., arbusto de cerca de 1,5 m de altura, frequente no
cerrado brasileiro, apresenta vdrios ramos que partem de base subterrdnea, com folhas

opostas, lanceoladas, flores em cachos terminais, amarelas, mas, quando velhas, alaranjadas

(SOUTO; OLIVEIRA, 2005).

Figura 1: Ramo florido de murici-pequeno, Byrsonima intermedia A. Juss.
Fonte: Jodo de Deus Medeiros

Conforme estudos realizados por Bonzani da Silva (1970a, b), o isolamento quimico
de raizes de B. intermedia demonstra presenca de dcido gélico, pirogalol, pirocatequinas e -
amirina. A andlise fitoquimica do extrato metandlico de folhas de B. intermedia indicou
presenca de 3-O-B-D-galactopiranosil-quercetina 1, (+)-catequina 2, (-)-epicatequina 3, acido
gélico 4, galato de metila §, 3-O-a-L-arabinosil-quercetina 6, amentoflavona 7, 3-O-B-(2”-
gabil-galactosil)-quercetina 8, 3-O-a-(27-gabil-arabinosil)-quercetina 9 e quercetina 10

(SANNOMIYA et al., 2007).
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Figura 2: Compostos isolados do extrato metandlico de folhas de Byrsonima intermedia

O ché das cascas de caule de murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.) tem
sido utilizado em diarreias e disenterias (RODRIGUES; CARVALHO, 2001). De acordo com
Corréa (1984), esta espécie apresenta casca rica em taninos, que sao metabolitos secundarios
fendlicos em geral, polifendis de alta massa molecular e estrutura quimica varidvel. Estes
compostos tém atividade antimicrobiana, anti-hemorragica, antidiarreica e anti-inflamatoéria

(PINTO; BERTOLUCKCI, 2002).

4.4 DOR E NOCICEPCAO

De acordo com a defini¢do proposta pela International Association for the Study of
Pain (IASP), dor € uma experiéncia emocional, com sensac¢ao desagradavel, associada a lesdo
tecidual presente, potencial ou descrita como tal (CAVALCANTI; MADDALENA, 2003). A
dor pode ser classificada como aguda ou crénica.

Dor aguda é um sintoma biolégico de estimulo nocivo, como dano tecidual devido a

doenca ou trauma. Pode ser altamente localizada ou pode se irradiar. E descrita em carater de



pontadas e persiste enquanto houver patologia tecidual (BERNARD et al., 1996; LOESER;
MELZACK, 1999). A dor torna-se cronica quando o controle da patologia ndo € satisfatorio,
persistindo além do tempo necessario para a cura da lesio (ASHBURN; STAATS, 1999).
Esse tipo de dor € resultante de processos patoldgicos, que agridem as estruturas somadticas ou
viscerais, e de disfuncdes do sistema nervoso central (SNC), ou do sistema nervoso periférico
(SNP). Contudo, a dor cronica gera estresse, reduz a imunidade, diminui a producdo de
endorfinas e causa altera¢des do sono, causando depressio (CARVALHO, 1999).

A dor, além de uma sensagdo, € uma experiéncia influenciada por ansiedade,
depressdo, expectativa e outras varidveis psicoldgicas. Isto é importante porque as sensagoes
tém vias neuroanatdmicas, com receptores especificos que permitem a detec¢do e a medida de
um estimulo. J4 as experiéncias incorporam componentes sensoriais com influéncias pessoais
e ambientais importantes (MILLAN, 1999).

E uma mistura das caracteristicas fisicas dos estfmulos com as fun¢des motivacionais,
afetivas e cognitivas do individuo, pois desempenha o papel de alerta, comunicando ao
individuo que algo estd errado, podendo gerar estresse acentuado e incapacidade fisica
(SOUZA, 2005). Em individuos sadios, a dor serve para propdsitos altamente adaptativos
relacionados com a sobrevivéncia. As sensacoes dolorosas induzem respostas urgentes de seu
alivio, provocando comportamentos como massagear (ou lamber) a drea lesada, além de raiva,
grito e choro (GANONG, 1988; AGNATI et al.,1991).

Uma vez que os animais ndo sdo capazes de verbalizar os componentes subjetivos da
dor, neles ndo se avalia dor, mas nocicep¢do. Sendo assim, termos como dor e analgesia sdao
mais adotados para humanos e nocicep¢ao e antinocicep¢do para animais (JONES, 1996).

Nocicepcao € um termo derivado do latim nocere, que significa "ferir/mal"; € o0 nome
dado ao processo pelo qual os organismos detectam estimulos potencialmente prejudiciais.
Em humanos, a base desse sistema € uma classe de sensores aferentes chamados de
nociceptores, definidos pela IASP como “um receptor, preferencialmente, sensivel a um
estimulo nocivo ou a um estimulo que viria a ser nocivo se prolongado” (SMITH; LEWIN,
2009).

As fibras nervosas responsdveis pela nocicep¢do sdo caracterizadas como fibras
aferentes primdrias, denominadas fibras C e Ad. As fibras C sdo fibras mielinizadas e
respondem a estimulos nocivos de origem térmica, mecdnica ou quimica. As fibras Ad sdo
fibras mielinizadas que respondem a estimulos térmicos e mecanicos (JULIUS; BASBAUM,

2001).



Os neurdnios responsdveis pela transmissdo da informag@o nociceptiva possuem, na
periferia, terminagdes ndo mielinizadas (nociceptores), responsdveis pela deteccdo dos
estimulos nociceptivos. As fibras nervosas nociceptivas estdo envolvidas na transducdo do
estimulo nocivo periférico, na condug¢do do potencial de a¢do para a medula espinhal e na
transmissdo da informagdo nociceptiva para os neurdnios centrais. Mecanismos distintos de
transducdo, receptores, canais i10nicos € transmissores sensoriais mediam estes processos
(GRIGG et al., 1986; WOOLF; COSTIGAN, 1999).

No sistema nervoso central, o corno dorsal da medula espinhal é um sitio importante
no processo de transmissdo e modulacdo desta transmissdo sinaptica. Além disso,
mecanismos enddgenos, representados por sistemas modulatérios descendentes, inibem a
transmissdo da informag¢do nociceptiva para as estruturas supraespinhais (WOOLF;
COSTIGAN, 1999; KIDD; URBAN, 2001; RIEDEL; NEECK, 2001).

Virios neurotransmissores estdo envolvidos na modulagdo da transmissdao nociceptiva
no corno dorsal da medula espinhal. As taquicininas (substancia P, neurocinina A e B) e os
aminodcidos excitatérios liberados na medula sdo importantes mediadores da informacao
nociceptiva (PICARD et al., 1993; ZHENG; CHEN, 2001), sendo o principal
neurotransmissor excitatério o glutamato. Oxido nitrico é outro exemplo importante de
mediador do processo nociceptivo na medula espinhal (ALDERTON et al., 2001).

Na terapia da dor existem duas classes principais de farmacos analgésicos. Os
opioides, como a morfina e a codeina, que sdo indicados no tratamento de dores agudas,
moderadas ou intensas, sdo utilizados quando a resposta nociceptiva nao responde a
analgésicos menos potentes. Embora os opioides sejam muito efetivos, principalmente no
tratamento da dor aguda, sua utilizacdo é limitada pelo fato de esses farmacos apresentarem
muitos efeitos indesejados, como constipa¢do, nduseas, vOmitos, broncoconstri¢do,
hipotensdo, bradicardia e depressdo respiratéria (McQUEEN, 1983; HOSKIN; HANKS,
1991).

Outra classe de farmacos bastante utilizada no tratamento da dor € a dos anti-
inflamatérios nao esteroidais (AINES), que possuem vantagens sobre os analgésicos opioides
por ndo provocarem tolerancia e dependéncia com o uso cronico (NUKI, 1983;

RAINSFORD; VELO, 1992).



4.5 INFLAMACAO

A inflamagao é uma resposta bioldgica complexa de tecidos vasculares a estimulos
nocivos, tais como patégenos, danos celulares ou irritantes (fisicos ou quimicos). E um
mecanismo de defesa destinado a remover os estimulos lesivos e iniciar o processo de
cicatrizacdo do tecido (MALDINI et al., 2009). Este processo envolve uma complexa
sucessdo de ativacdes enzimadticas, liberacio de mediadores quimicos, extravasamento de
liquidos, migragao celular, lesao tecidual e reparagdo (VANE; BOTTING, 2004).

Apesar de os efeitos da inflamagdo serem, muitas vezes, observados como
indesejdveis, pois sdo desagradaveis e causam desconforto, mostram-se benéficos, permitindo
ao individuo sobreviver com os efeitos do estresse de cada dia (PORTH; KUNERT, 2004).

De acordo com Brune e Hinz (2004), a resposta inflamatéria aguda é caracterizada
principalmente por vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade capilar; a resposta
subaguda ou retardada caracteriza-se pela infiltracdo de leucdcitos e fagdcitos e a resposta
cronica ou proliferativa caracteriza-se por degeneracao tecidual e fibrose.

As inflamagdes agudas geralmente sdo autolimitantes e rapidamente controladas pelas
defesas do hospedeiro. Por outro lado, a inflamacao cronica € autoperpetuante e pode durar
semanas, meses ou anos. Podem desenvolver-se durante o processo inflamatério agudo
recorrente ou progressivo, ou, ainda, de respostas insidiosas, de baixo grau, geralmente
assintomadticas, incapazes de evocar uma resposta aguda. A inflamacao crénica é considerada
uma inflamacao prolongada, na qual a inflamacdo ativa, a destruicao tissular e a tentativa de
reparar os danos ocorrem simultaneamente. A inflama¢do aguda manifesta alteracdes, como
edema e infiltrado predominantemente neutrofilico. A inflamag¢do cronica, por sua vez, €
caracterizada por infiltrado de células mononucleares, incluindo macréfagos, linfécitos e
plasmdcitos, por destruicao tecidual induzida pela persisténcia do agente nocivo ou pelas
células inflamatdrias, e pelas tentativas de cicatrizagdo pela substituicdo do tecido danificado
por tecido conjuntivo, efetuado por meio da proliferacao de pequenos vasos sanguineos e, em
particular, fibrose (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Viérias doencas, como cancer, diabetes, aterosclerose e artrite sdo associadas
frequentemente com inflamacdo e em muitas pesquisas tem sido demonstrado que inflamagado
cronica pode ser fator comum de muitas doengas (MEDZHITOV, 2008).

O objetivo de conhecer melhor a inflamagdo iniciou tentativas de reproduzir o
fendmeno experimentalmente. Observagdes microscopicas permitiram entender a participacao

da circulagdo e das células sanguineas nesse processo, logo, modelos experimentais



permitiram caracterizar melhor o processo inflamatdrio e as substincias quimicas que dele
participam (SOUZA et al., 2003).

Os modelos experimentais utilizados em estudos com farmacos anti-inflamatérios sdo:
estudo da quimiotaxia de leucdcitos “in vitro”; teste do edema inflamatério na pata do animal
induzido por substancias quimicas; angiogénese; modelos de inflamac¢do por mecanismos
autoimunes; modelos que utilizam agentes infecciosos, teste da permeabilidade capilar
induzida pelos marcadores da inflamacao; pleurisia ou peritonite e edema inflamatério de
orelha induzido por agentes irritantes, dentre outros (LAPA et al., 2002).

Anti-inflamatérios sdo direcionados a inibir enzimas especificas e/ou antagonizar
receptores especificos e a resposta de translacdo de proteinas envolvidas na inflamacdo. Os
inibidores de ciclooxigenase (COX), o fator de necrose antitumoral o (TNF-a) (CHAN;
CARTER, 2010) e os corticosteroides sao exemplos dessa abordagem utilizada com o
objetivo de bloquear a producdo e/ou acdo de mediadores quimicos proé-inflamatdrios
(SERHAN, 2008).

Embora corticosteroides sejam farmacos anti-inflamatérios amplamente empregados
na terapé€utica de doencas cronicas, o uso em longo prazo pode requerer o aumento da dose e
causar efeitos colaterais indesejados, como hipertensdo, edema, ganho de peso e resisténcia a
insulina. Inibidores de COX ndo-seletivos podem causar sangramento gastrintestinal e danos
nos rins; ja inibidores seletivos de COX-2 aumentam o risco de doencas cardiovasculares
(MUKHERIJEE et al., 2001; SOMMER; BIRKLEIN, 2010).

Nas ultimas décadas, tem-se verificado o crescimento dos conhecimentos tanto do
processo inflamatério em si como de potenciais substancias que possam, de alguma forma,
interferir com o mesmo, muitas delas de origem vegetal (CALIXTO; OTUKI; SANTOS,
2003).

Compostos naturais com diferentes mecanismos de acdo podem ser utilizados no
tratamento de doengas inflamatérias (RIOS et al., 2009), sobretudo a partir de plantas que
estdo sendo utilizadas com esse propdsito. Um nimero de plantas tradicionalmente utilizadas
apresenta propriedades farmacoldgicas com grande potencial em aplicacoes terapéuticas. Um
exemplo importante é o salgueiro, de onde se extrai a salicina que tem sido associada com
acido salicilico, a molécula precursora chave que contribuiu para a descoberta do 4cido
acetilsalicilico, comercializado como aspirina (MAHDI et al., 2006).

Dentre os metabdlitos secundéarios com potencial atividade anti-inflamatéria podem-se
citar a curcumina, extraida da Curcuma longa L. (Zingiberaceae); a rutina, a quercetina, a

apigenina, a morina e a narigenina, obtidas do Ginkgo biloba; a silimarina, extraida do



Silybum marianum (L.) Gaertn. (Asteraceae); alguns flavonoides, como a baicaleina, obtida
da Scutellaria baicalensis Georgi (Lamiaceae) e o cirsiliol, derivado da Achillea
fragantissima Forssk, entre muitos outros (CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003).

Sendo assim, anti-inflamatérios novos, eficazes e seguros s3o necessarios.
Considerando o potencial efeito adverso destes farmacos produtos da medicina alternativa,
como as plantas medicinais, sd3o continuamente procurados para proporcionar a diminui¢do

ou, até mesmo, o desaparecimento da doenca (ARAWWAWALA et al., 2010).

4.6 DIARREIA

Diarreia é um distirbio gastrintestinal comum caracterizado por um aumento na
frequéncia de evacuagdes e alteragdo na consisténcia das fezes. Ela continua sendo uma das
grandes ameacas a satde para as populacdes dos paises tropicais e subtropicais pobres. A
Organizacdo Mundial de Satide (OMS) estima que de 3 a 5 bilhdes de casos ocorram a cada
ano (1 bilhdo em criancas menores de 5 anos de idade) e que aproximadamente 5 milhdes de
mortes por ano sejam devido a diarreia (2,5 milhdes em criangas menores de 5 anos de idade)
(ADEYEMI et al., 2009).

A diarreia € responsavel por mortes em adultos e, especialmente, em criancas em todo
o mundo, particularmente nos paises em desenvolvimento (MURRAY; LOPEZ, 1997
TEIXEIRA; HELLER, 2006). Ela pode ser classificada como aguda ou cronica. A forma
aguda, a mais comum, é de inicio inesperado e € controlada em, aproximadamente, 14 dias.
Normalmente, sua origem € relacionada a agentes infecciosos (micro-organismos, toxinas) ou
reacoes inflamatérias (THAPAR; SANDERSON, 2004).

A diarreia cronica pode se desenvolver por problemas congénitos, sindrome
neopldésica, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pelos efeitos adversos de medicamentos
e, mais comumente, por infec¢des gastrointestinais, incluindo gastrenterite viral/bacteriana
(FIELD, 2003; ANASTASI et al., 1997).

Em geral, pacientes com diarreia descontrolada estdo em maior risco de desidratacao,
desequilibrio eletrolitico, ruptura da pele e fadiga. Em muitos casos, os tratamentos utilizados
sdo terapia de reidratacdo oral (TRO) e intervencdo farmacoldgica, incluindo antibidticos e
medicamentos antidiarreicos (THEODOROU et al., 2002; BRIJESH et al., 2006). Outras
opg¢oes de tratamento incluem agentes supressores da motilidade intestinal, que visam reverter
a desidratacdo, reduzir a duragao da doenca e o periodo de tempo que o individuo é infectado

(ALLEN et al.,, 2003). As buscas por terapias contra a diarreia incluem alopaticos,



homeopaticos e medicinas alternativas que demonstram capacidade de reduzir a duracdo e a
gravidade da diarreia em criangas nos paises em desenvolvimento (JACOBS et al., 2006).

Em virtude de um grande nuimero de doencas, incluindo propriedades
epidemioldgicas, agentes etiologicos e manifestagdes clinicas varidveis, estratégias diferentes
tém sido aplicadas no controle da diarreia (KAPIKIAN et al., 1996). A fim de reduzir
infec¢des causadas por patdégenos bacterianos, o programa de Controle de Doengas Diarreicas,
criado em 1978, pela OMS, direcionou a utilizacdo especial de produtos medicinais populares
no controle e na gestio da diarreia (GALVAO et al., 1993).

Para a avaliagdo do efeito antidiarreico em extratos de plantas, a diarreia € induzida
por alguma substincia, como 6leo de ricino, dcido araquiddnico, prostaglandina E, ou sulfato
de magnésio. A capacidade do extrato em questdo é determinada pela medi¢do da producdo
fecal. Como essas substancias tém diferentes mecanismos de acdo, o extrato pode ser avaliado
de acordo com seu local de atuacdo (GALVEZ et al., 1993; ABGOR et al., 2004). O efeito
sobre a motilidade intestinal é determinado pela capacidade do extrato de bloquear as
contragdes produzidas por agonistas, como acetilcolina, histamina e nicotina (AKAH et al.,
1999; MURUGESAN et al., 2000; ABDULLAHI et al., 2001).

Atualmente, triagens de produtos biolégicos e extratos de plantas, principalmente as
da familia Liliaceae, Rubiaceae, Meliaceae, Fabaceae e Myrtaceae, dentre vdrias outras, tém
sido realizadas para a obtencdo de biomoléculas isoladas, com o objetivo de diminuirem a
diarreia (NWAFOR et al., 2000; AFROZ et al., 2006; ROUF et al., 2007; MUJUMDAR et al.,
2005; GARCIA et al., 2003).

Pimentas longas (Piper longum L.) e pretas (Piper nigrum L.) (Piperaceae) sao
utilizadas como componentes de formulacdes naturais com efeito antidiarreico; elas possuem
um alcaloide, piperina, que tem vérias atividades farmacoldgicas. Isso tem mostrado uma
atividade inibitéria dose-dependente contra diarreia induzida por dleo de ricino, sulfato de
magnésio e acido araquidénico (BAJAD et al., 2001).

Andlises dos constituintes de Egletes viscosa (L.) Less. (Compositae), uma planta
popular brasileira, e de Euphorbia hirta L. (Euphorbiaceae), utilizada na medicina popular
africana e asidtica, mostrou a presenca de flavonoides como ternatina e quercitrina, que
possibilitam o efeito antidiarreico dessas plantas (GALVEZ et al., 1993; RAO et al., 1997).

Yavada e Jain (2005) identificaram uma nova glicosil flavona, 7-O-a-L-
arabinopiranosil-(1—6)-O-B-D-galactopiranosil-5,7,4'-trihidroxi-6,3'-dimetoxiflavona de
Melilotus indica (L.) All. (Leguminosae), uma planta medicinal utilizada em véarios

tratamentos, incluindo a diarreia infantil, encontrada na India, no Oriente Médio e na Europa.



Muitos estudos em animais tém investigado a bioatividade e efeitos de plantas
tradicionalmente utilizadas no tratamento da diarreia. Seus extratos podem exercer efeitos
antiespasmddico, retardamento do transito intestinal, suprimir a motilidade intestinal,
estimular a absorcdo de dgua e reduzir a secre¢do de eletrdlitos. Estas atividades podem

explicar os beneficios do uso particular de plantas no tratamento da diarreia (PALOMBO,
2006).



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 COLETA E IDENTIFICACAO

O caule de B. intermedia foi coletado de populagdes naturais localizadas no municipio
de Jjaci, regido sul do estado de Minas Gerais, localizado a 918,0 m de altitude, nas
coordenadas 21°14°S de latitude e longitude 44,9° W GRW, nos meses de junho e novembro
de 2009 e margo de 2010. A planta tem tamanho médio de 1,10 m de altura e caules laterais
de aproximadamente 1,0 cm de didmetro, as cascas foram retiradas dos ramos laterais para
que, assim, houvesse preservacdo da vegetacdo. Foram coletadas cascas de cerca de 10
individuos.

A identificacdo taxondmica foi realizada no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas, sob a responsabilidade do professor Renato Paiva, no Setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras,
MG. A exsicata estd depositada no herbirio ESAL do DBI/UFLA, sob registro nimero
17.601.

5.2 OBTENCAO DO EXTRATO LIOFILIZADO DA CASCA

As cascas do caule foram retiradas com o auxilio de uma faca e secas, por 48 horas,
em estufa, a 40°C. Em seguida, foram trituradas em moinho mecanico e pulverizadas através
de tamis abertura 0,84 mm, tyler 20. Em seguida, foram armazenadas em recipiente fechado.

O extrato aquoso de cascas de Byrsonima intermedia a 5% (g/mL) foi obtido por meio
de decocgdo, de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5* Edi¢do (2010), utilizando-se 25 g de
cascas em 500 mL de 4gua destilada. A secagem do extrato foi realizada por liofilizagdo,
obtendo-se, assim, o extrato liofilizado. A obtencdo deste extrato foi realizada no Laboratério
de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Unifal-MG.
Este extrato liofilizado foi designado ELBi. Assim, a partir deste item até o final da
dissertacdo, exceto nas legendas de figuras e tabelas substitui-se ‘“extrato liofilizado de

Byrsonima intermedia” por “ELBi”.

5.3 CARACTERIZACAO QUALITATIVA DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
Para a caracterizacdo do extrato ELBi, foram realizados ensaios para a avaliacdo da

presenca de possiveis metabolitos secundarios.



5.3.1 ANTRAQUINONAS
Colocou-se 1 g do extrato em um béquer e adicionaram-se 10 mL de diclorometano.
Em seguida, filtrou-se o extrato e transferiu-se para um tubo de ensaio, onde foi adicionado 1

mL de amodnia diluida.

5.3.2 TANINOS
Colocou-se 1 g do extrato em um béquer e adicionaram-se 100 mL de dgua destilada.
Ferveu-se esta solucao por, aproximadamente, 5 minutos em uma chapa de aquecimento para

a obtencdo da solucio teste, filtrou-se o extrato e esperou-se esfriar.

5.3.2.1 Reagdes com proteinas (gelatina)
Adicionaram-se 2 mL de solugdo teste em um tubo de ensaio, acrescentaram-se duas

gotas de HCl diluido e gotejou-se uma solucao de gelatina a 2% sobre a solugdo.

5.3.2.2 Reag¢des com sais de ferro
Colocaram-se 2 mL da solugdo teste em um tubo de ensaio, juntamente com 2 ml de

agua destilada e 4 gotas de uma solu¢do de FeCls 1% em metanol.

5.3.3 ALCALOIDES

Adicionaram-se 3 g do extrato em um béquer, juntamente com 10 mL de uma solucao
de etanol e dgua destilada (7:3), filtrou-se o extrato com funil e algodao, obtendo-se a solucdo
teste.

Esta solugdo foi vertida em um tubo de ensaio onde foi adicionado gotas do reagente

de Dragendorff.

5.3.4 SAPONINAS

Colocaram-se 2 g do extrato e 10 mL de dgua em um béquer, ferveu-se durante 3
minutos e, em seguida, esta solu¢ao foi filtrada e aguardou-se o resfriamento.

Esta solugdo foi transferida para um tubo de ensaio, que foi agitado vigorosamente por

20 segundos, deixando-se em repouso por 20 minutos.

5.3.5 ESTEROIDES E TRITERPENOS PENTACICLICOS
Adicionaram-se 3 g do extrato e 10 mL de CHCl; em um béquer, agitou-se e deixou-se

evaporar a secura. Uma solu¢do de cloroférmio com anidrido acético (1:1) foi adicionada, a



fim de ressuspender a substancia obtida apés a evaporacdo. Trés gotas de HCI concentrado

foram adicionadas a esta solugdo.

5.3.6 FLAVONOIDES

Colocaram-se 3 g do extrato em um béquer e a ele foram adicionados 20 mL de
hexano. Agitou-se para retirar os graxos. Esta solu¢do foi filtrada e a torta obtida
adicionaram-se 20 mL de metanol, com a finalidade de extrairem-se os flavonoides presentes
na amostra. Deixou-se a solugdo evaporar até reduzir o volume e, entdo, esta foi

ressuspendida em etanol, obtendo-se a solucao teste.

5.3.6.1 Teste Shinoda
Foi adicionado um fragmento de Mg’ e trés gotas de HCI concentrado em 1 ml da

solucdo teste. Adicionaram-se também 2,0 mL de etanol a esta solugao.

5.4 DETERMINACAO QUANTITATIVA DE COMPOSTOS FENOLICOS

O contetdo de compostos fendlicos nos extratos foi determinado baseado no método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau, com algumas modificacdes. As aliquotas do extrato foram
diluidas com 4gua destilada, para se obter concentragdo de 23,88 mg/mL. Dessa forma, 0,5
mL de cada aliquota foram transferidos para um tubo de ensaio sob abrigo da luz. Em
seguida, foram adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 2 N. Ap6s um periodo de
2 a 5 minutos, foram acrescentados aos tubos 2,0 mL de carbonato de sédio (Na,CO3) 4%
(p/v).

ApO6s 2 horas de incubagdo a temperatura ambiente, a absorbancia foi mensurada em
espectrofotometro a 750 nm, utilizando 4gua destilada como branco. Acido galico (2,5 a 12,5
ug/mL), dissolvido em dgua destilada, foi utilizado para a elaboracdo da curva padrdo. Os
valores de fendlicos totais foram expressos como equivalentes de dcido galico (mg de acido

gdlico/g de amostra), o teste foi realizado em triplicata (CIOCALTEU, 1927).

5.5 DETERMINACAO QUANTITATIVA DE FLAVONOIDES

A determinag¢do de flavonoides foi realizada a partir do extrato diluido em agua
destilada, na concentragdo de 11,6 mg/mL. Em seguida, 1,5 mL de etanol absoluto foi
adicionado em 0,5 mL do extrato condicionado no tubo. Posteriormente, 0,1 mL da solucao
de cloreto de aluminio (AICI3) 10% (p/v) e 0,1 mL de acetato de potassio (CH;COOK) 1M

foram adicionados a solucdo. O volume da solucdo foi completado para 5 mL, com 2,8 mL de



agua destilada. Os tubos foram agitados para homogeneizag¢do e mantidos em repouso por 30
minutos.

Em seguida, foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 425nm, correspondente ao pico de absorcio do quelato, quercetina-aluminio,
ajustando o zero de absorbdncia com a soluciao do branco, o teste foi realizado em triplicata

(KALIA et al., 2008).

5.6 CARACTERIZACAO DO EXTRATO LIOFILIZADO DE CASCA DO CAULE DE B.
intermedia POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCAO (CLAE)

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato aquoso de casca de
Byrsonima intermedia foi realizada em equipamento Shimadzu LC-100, usando coluna C18
CLC-ODS (250—4,6mm), com tamanho de particulas de 5-um. A fase moével consistiu do
eluente A (solucdo de 4cido acético 0,5 mmol/L) e eluente B (solu¢do metandlica de acido
acético 0,1% m/v). O gradiente (A:B) foi o seguinte: 0,01-30min (10:100); 30-45min (0:100),
com fluxo de solvente na propor¢ao de 1,0mL/min, a 272nm, e volume de injecao de 20uL,

na concentragdo de 1mg/mL. LC solution foi utilizado para o tratamento dos dados.

5.7 ESTUDO FARMACOLOGICO

No estudo farmacoldgico, foram realizados testes para a avaliagdo da atividade
antinociceptiva, anti-inflamatéria e antidiarreica, a fim de confirmar o uso popular de murici-
pequeno como planta medicinal. O trabalho foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Alfenas, sob o protocolo nimero 232/2009, por estar em
conformidade com os principios éticos exigidos em experimentacdo animal.

Foram utilizados ratos Wistar machos (180+50g) e camundongos Swiss machos
(25+£5g) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-
MG. Os animais foram tratados com racdo comercial e 4dgua ad libitum, durante todo
experimento, garantida sua adaptagdo por sete dias em sala climatizada a 23+2 °C, em caixas
de polipropileno adequadas a sua manutencao e foram mantidos sob regime de luz com ciclo
claro-escuro de 12 horas. Ao término de cada experimento, os animais foram sacrificados com

halotano.



5.7.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

5.7.1.1 TESTE DA FORMALINA

O método utilizado para este ensaio foi baseado naquele descrito por Santos e Calixto
(1997).

Neste modelo experimental, aplicaram-se, por via subcutanea, 20 uL de solucdo de
formaldeido a 10% na regido plantar da pata traseira direita dos animais. Apdés 1 hora do
tratamento dos grupos teste e controle, ¢ 30 minutos do tratamento do grupo morfina, o
farmaco padrao utilizado. Imediatamente, observou-se, entdo, o tempo que Os animais
levaram lambendo a pata que recebeu a solucdo de formalina, durante 5 minutos apds a

aplicacdo e por mais 10 minutos, apés 20 minutos da aplicag¢do do estimulo nociceptivo.

5.7.1.2 TESTE DA PLACA QUENTE
O teste da placa quente foi utilizado para medir o tempo de laténcia de resposta ao
estimulo termoceptivo, de acordo com o método descrito por Eddy e Leimback (1953).

Neste teste, cada animal foi colocado individualmente sobre uma placa quente
(50£1°C). A medicao do tempo foi interrompida quando o animal apresentou comportamento
instintivo de saltar sobre a placa ou lamber as patas com, no maximo, 20 segundos, para evitar
a injuria tecidual. Foram realizadas uma observagdo basal e observacdes apos 30, 60 e 120

minutos dos tratamentos.

5.7.1.3 TESTE DE VON FREY ELETRONICO

Neste modelo experimental, a hipernocicep¢ao € induzida pela injecao intraplantar de
carragenina e os efeitos antinociceptivos do farmaco e do extrato utilizados nos tratamentos
sao medidos pelos filamentos de von Frey, que registram quando o animal retira a pata.

O estimulo da pata foi repetido até que se conseguissem duas medidas similares.
Colocou-se cada camundongo em uma caixa de acrilico (12x10x17 c¢cm de altura), por 30
minutos antes do teste. Durante esse periodo de adaptagdo, as patas dos animais foram tocadas
2-3 vezes com a ponta do transdutor e, apds esse periodo, a leitura basal foi realizada.

Apd6s uma hora do tratamento, os animais receberam uma inje¢do intraplantar de
carragenina 100 pg/pata e registrou-se a sensibilidade nociceptiva de cada animal, depois de

uma e trés horas da aplicac¢do da carragenina (CUNHA et al., 2004).



5.7.1.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Para os trés testes da avaliagdo antinociceptiva do extrato de Byrsonima intermédia,

foram utilizados oito animais por grupo, sendo o tratamento semelhante nos trés testes para
grupo controle e os trés grupos de extratos, conforme especificado a seguir:

Grupo 1: Veiculo, carboximetilcelulose, 1% , v.o.;

Grupo 2: ELBi, 30 mg/kg, v.o.;

Grupo 3: ELBi, 100 mg/kg, v.o.;

Grupo 4: ELBi, 300 mg/kg, v.o.

O farmaco padrao difere para cada teste, sendo morfina (10 mg/kg, i.p.) e indometacina
(10 mg/kg, v.0.), no teste de formalina; morfina (1 mg/kg, i.p.), Naloxano (0,4 mg/kg, i.p.) +
ELBi (100 mg/kg, v.o.) e morfina (1 mg/kg i.p.) + Naloxano (0,4 mg/kg, i.p.), para o teste de

placa quente e indometacina (10 mg/kg, v.o.) para von Frey eletronico.

5.7.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

5.7.2.1 TESTE DO GRANULOMA — INDUCAO DO TECIDO GRANULOMATOSO
Em condicdes assépticas e sob anestesia com tribromoetano (250 mg/kg; i.p.),
efetuou-se a incisdo longitudinal ventral em cada animal e implantaram-se, por meio de
divulsdo do tecido subcutdaneo, quatro cilindros de algoddao hidréfilo branco de 5 mm de
comprimento, pesando 40 mg cada, em quatro pontos equidistantes da incisdo. Os cilindros de
algodao foram previamente esterilizados por autoclavagem em lotes de quatro unidades,
pesando 160 mg e, imediatamente antes do implante, foram tratados com 0,4 mL de solugdo
aquosa de penicilina injetdvel 5%, segundo o método de Meier et al. (1950) e Niemegeers et
al. (1975).
Iniciou-se o tratamento duas horas depois da implantacdo dos “pellets”, prolongando até
o 7° dia. No oitavo dia, os animais foram sacrificados, os granulomas removidos por
dissecacdo e submetidos a secagem em estufa, por 24 horas, em temperatura de 40°C. Em
seguida, seus pesos foram determinados em balanga analitica e o peso do granuloma foi

calculado pela diferenca entre os pesos secos, inicial e final.

5.7.2.2 TESTE DE PERITONITE
Uma hora apds os tratamentos, aplicou-se o agente inflamatério (lipopolissacarideo
proveniente de E. coli sorotipo 026:B6-Sigma, 500 ug/kg, i.p). Quatro horas apds a indugao

da inflamacdo, os animais foram sacrificados. Uma incisdo foi feita entre a terceira e a quinta



costela do lado direito do mediastino. Em seguida, o peritonio de cada animal foi lavado com
10 mL de PBS (Tampao fosfato) 0,1 M. Posteriormente, o exsudato peritonial foi coletado,
transferido para um tubo conico de centrifuga e o volume foi determinado. Uma aliquota de
10 uL do exsudato foi utilizada para determinar a contagem total de leucécitos em camara de

Neubauer (FERRANDIZ; ALCARAZ, 1991).

5.7.2.3 TESTE DE EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

A técnica de medida do edema foi baseada no método descrito por Carvalho (1998).
Transcorridos 60 minutos dos tratamentos, o edema de pata foi induzido pela injecdo de
carragenina (1.000 pg/pata) como agente inflamatério no volume de 0,1 mL, que foi aplicada
na regido plantar da pata posterior direita dos animais. Apds uma, duas, trés e quatro horas da
administracdo da carragenina, a pata na qual a inflamacao foi induzida foi imersa até a regido
tibio-tarsica na cuba do pletismégrafo e o edema foi medido de acordo com a alteracdo do

volume na cuba.

5.7.2.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Para os trés testes da avaliacdo do efeito anti-inflamatério do extrato de Byrsonima

intermédia, foram utilizados seis animais por grupo, sendo o tratamento semelhante nos trés
testes para grupo controle e os trés grupos de extratos, conforme especificado a seguir:

Grupo 1: Veiculo, carboximetilcelulose, 1% , v.o.;

Grupo 2: ELBi, 30 mg/kg, v.o.;

Grupo 3: ELBi, 100 mg/kg, v.o.;

Grupo 4: ELBi, 300 mg/kg, v.o..

O farmaco padrao difere apenas para o teste de granuloma, sendo a dexametasona (0,1
mg/kg, v.o) utilizada; para edema de pata induzido por carragenina e peritonite induzida por

LPS, utilizou-se a indometacina (10 mg/kg, v.o.).

5.7.3 ATIVIDADE ANTIDIARREICA IN VIVO E IN VITRO
5.7.3.1 AVALIACAO IN VIVO

5.7.3.1.1 TESTE DO TRANSITO INTESTINAL

Ap6s 30 minutos de cada tratamento, os animais receberam 2 mL de 6leo de ricino v.o.

e, 30 minutos apds o tratamento com 6leo de ricino, os animais foram tratados com suspensao



de carvao ativo 10% em solugdo de goma ardbica 5%, 2 mL/animal v.o. Apds 30 minutos, 0s
animais foram sacrificados com halotano e foi realizada a extirpacdo imediata do intestino,
desde o piloro até o inicio do ceco. Assim, foi feita a medida do comprimento total do
intestino delgado e da distancia percorrida pela suspensdo de carvao ativo. O resultado foi
expresso em porcentagem do comprimento total do intestino delgado. Os grupos
experimentais foram constituidos por veiculo, carboximetilcelulose (1%, v.o.), ELBi nas
doses de 30, 100 e 300 mg/kg (v.0.) e cloridrato de loperamida (2 mg/kg, v.0.) como farmaco

padrao.

5.7.3.2 AVALIACAO IN VITRO

Para avaliar o efeito do extrato aquoso de cascas de Byrsonima intermedia sobre a
motilidade intestinal “in vitro”, os animais (ratos Wistar) foram mantidos em jejum por 12
horas e, posteriormente, decapitados. Em seguida, foi removido um fragmento de 2 cm do ileo
(por¢do distal a 10 cm da jungdo ileocecal). O fragmento foi amarrado a dois ganchos de aco
(um cada extremidade do fragmento), tendo um destes ganchos sido fixado a base da cuba e o
outro conectado a um transdutor de forca isométrica acoplado a um sistema de aquisi¢ao de
dados (Biopac).

O fragmento do intestino permaneceu em uma cuba para 6rgdo isolado contendo
solucdo nutriente de Krebs (em mM: NaCl: 118; KCI: 4,7; CaCl,+H,0: 2,5; MgS0O4+7H,0:
1,64; KH,PO4: 1,18; NaHCO;: 24,9; glicose: 11,1), com pH 7,4, mantida a 37°C e sob
aeracdo constante com mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,). Nos 30 minutos iniciais, 0
tecido permaneceu em repouso, antes da aplicacdo de qualquer substancia.

Antes do inicio de cada experimento, os fragmentos de ileo, apds o equilibrio de tensio
passiva de 1 g, foram desafiados com uma concentracdo fixa de acetilcolina (Ach) (10'6 M),
até apresentarem respostas constritoras semelhantes.

Para a elucidagdo do mecanismo de acdo do extrato, o tecido foi submetido a presenca
de diferentes farmacos que permitem contracdes sustentadas que determinam diferentes
mecanismos inibitdrios.

A partir de entdo, foram construidas curvas de concentragdo-efeito para acetilcolina (10
?a 10*M) na presenca de extrato de Byrsonima intermédia, nas concentracdes de 0,1 mg/mL,
0,3 mg/mL, 1 mg/mL, 3 mg/mL e 10 mg/mL ou atropina, na concentracdao de 10 M, em
solucdo nutriente de Krebs normal.

Para confirmar o bloqueio de canais de Ca*?, o tecido foi mantido em solugdo livre de

Ca™ e saturado com concentracdo fixa de acetilcolina (Ach) (10'6 M), até ndo apresentar



resposta constritora. Posteriormente, foram aplicadas doses de extrato de Byrsonima
intermédia, nas concentragdes de 0,1 mg/mL, 0,3 mg/mL, 1 mg/mL, 3 mg/mL e 10 mg/mL ou
nifedipina na concentracdo de 10° M. Em seguida, K* (80 mM) foi aderido ao tecido para
que, assim, fosse possivel construir curvas de concentrac¢io-efeito para CaCl, (10*a 107 M).
Para sustentar a hipétese do mecanismo mediado por canais de potdssio, o tecido foi
mantido em solu¢iio nutriente de Krebs normal. Posteriormente, K™ (80mM) foi aderido ao
tecido e as curvas foram realizadas com doses crescentes de extrato de Byrsonima intermedia

(0,1; 0,3; 1; 3; 10 mg/mL) e glibenclamida, nas concentragdes de 1072 10* M.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média *erro desvio padrdo da média. Para a
comparacdo de duas médias, foi aplicado o teste “t” de Student. Para comparacao de trés ou
mais médias, utilizou-se a andlise de variancia (One-way), seguida do pds-teste de Newman-
Keuls, quando foi apropriado. O nivel estatistico para rejeicdo da hipdtese de nulidade foi

fixado em 5% (p<0,05).



6 RESULTADOS

O extrato aquoso de cascas de Byrsonima intermedia foi liofilizado e apresentou um

rendimento de 16%.

6.1 CARACTERIZACAO QUALITATIVA DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
6.1.1 ANTRAQUINONAS

Ap6s a adicdo de amonia diluida, ndo se observou coloragcdo résea na camada aquosa
da solucdo, considerando, entdo, que ndo hd presenca de antraquinonas neste extrato, como

pode ser observado na Figura 3.

Figura 3: Triagem fitoquimica de antraquinonas no extrato liofilizado de Byrsonima
intermedia A. Juss.

6.1.2 TANINOS
6.1.2.1 Reagdes com proteinas (gelatina)
Para este teste, observou-se formacdo de precipitado com a adicio de gelatina,

indicando a presenga de taninos no extrato, conforme visto na Figura 4.

6.1.2.2 Reagdes com sais de ferro
Neste teste, observou-se a formacao de coloragdo verde-escura apds adi¢do de cloreto

férrico, indicando a presenca de taninos no extrato, como pode ser observado na Figura 4.



Figura 4: Triagem fitoquimica de taninos no extrato liofilizado de Byrsonima intermedia A.
Juss.

6.1.3 ALCALOIDES
Ap6s a adi¢do de reagente de Dragendorff, ndo houve formagao de precipitado, como

se observa na Figura 5, podendo-se inferir que ndo hé presenca de alcaloides no ELBi.

Figura 5: Triagem fitoquimica de alcaloides no extrato liofilizado de Byrsonima intermedia A.
Juss.



6.1.4 SAPONINAS
Conforme se observado na Figura 6, a presenca de espuma com 20 minutos de repouso
apds agitacdo vigorosa do tubo de ensaio contendo extrato indicou a presenca de saponinas no

mesmo.

Figura 6: Triagem fitoquimica de saponinas no extrato liofilizado de Byrsonima intermedia A.
Juss.

6.1.5 ESTEROIDES E TRITERPENOS PENTACICLICOS
Uma coloracdo esverdeada foi observada apds a adicdo de 4cido cloridrico
concentrado, conforme visto na Figura 7, indicando uma possivel presenca de esteroides e

triterpenos pentaciclicos.

Figura 7: Triagem fitoquimica de esteroides e triterpenos pentaciclicos no extrato liofilizado
de Byrsonima intermedia A. Juss.



6.1.6 FLAVONOIDES
6.1.6.1 Teste Shinoda

Ap6s a adigdo de Mg0 e dcido cloridrico, observou-se uma mudanca na coloragdo do
extrato de bege para vermelho, revelando a presenca de flavonoides, que foi confirmada com

o teste de quantificacdo na presenca de cloreto de aluminio.

Figura 8: Triagem fitoquimica de flavonoides no extrato liofilizado de Byrsonima intermedia
A. Juss.

6.2 DETERMINACAO QUANTITATIVA DE COMPOSTOS FENOLICOS E
FLAVONOIDES

O conteido de compostos fendlicos foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau
expresso em mg de 4cido gdlico/g de amostra e sua concentragdo foi de 37,3 mg/g. J4 a
quantificacdo dos flavonoides foi avaliada pelo método colorimétrico com aluminio expresso

em mg de quercetina/g de amostra, e sua concentra¢do foi de 6,3 mg/g.

6.3 CARACTERIZACAO DO EXTRATO LIOFILIZADO DE CASCA DO CAULE DE B.
intermedia POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCAO (CLAE)

O perfil cromatografico do extrato liofilizado de cascas de B. intermedia foi
determinado por CLAE e o cromatograma foi monitorado em 272 nm (Figura 9). Na Figura 9
pode-se observar os compostos fendlicos presentes no extrato e seus tempos de retengdo e
seus maximos de absorcdo no espectro UV estdo resumidos na Tabela 1. Observa-se que,

conforme demonstrado no doseamento do conteido de fendis e flavonoides, o extrato ELBi



possui compostos dessas classes, uma vez que o cromatograma obtido apresentou picos
correspondentes a substincia polares (cerca de 17 mAU).
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Figura 9: Perfil cromatografico do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia
realizado por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia, monitorado em 272 nm.



Tabela 1: Tempo de reten¢do e maximo de absorcao no ultravioleta do extrato liofilizado de
cascas de Byrsonima intermedia monitorado por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Tempo de retencdo (min) Méximo de absor¢do (nm)
2.927 261
4.190 275
4.774 275
5.977 279
9.056 279
9.296 278
10.774 279
12.134 279
14.987 306
18.163 354
18.720 282
19.053 268
35.749 278

6.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

6.4.1 TESTE DA FORMALINA

O extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia mostrou um efeito
antinociceptivo significativo, quando comparado com o controle nas doses de 100 e 300
mg/kg na primeira fase, e nas trés doses de 30-300 mg/kg, na segunda fase. O farmaco de
referéncia, indometacina, suprimiu somente a segunda fase no teste da formalina, enquanto a

morfina inibiu ambas as fases, frente o estimulo da dor.



12 fase

100-
? 1 Veiculo
Eg 80 T HH 30 mg/Kg
. . ¥Z 100 ng/Kg
i% 60 L Bl 300 ng/Kg
3§ E Indometacina

7 o Mo Morfina
E 20_ 7/ *%x%*
|— Hkdk

o 7 i T

R S SN S S 4
&
2° fase

150-
® 1 Veiculo
:gf - HH 30 ng/Kg
R 1004 ¥Z 100 ny/Kg
'E Bl 300 ng/Kg
3§ _— E= Indometacina
E’ 50- & 0 Morfina
= / i *kk

0 7 Bintin
© o & @ @
Xed N > & &

N\ & X
&

Figura 10: Efeito do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia administrado por
via oral sobre a lambida da pata induzida pela formalina em camundongos. Os animais foram
pré-tratados oralmente com veiculo, extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia
(doses 30, 100, e 300 mg/kg), indometacina (5 mg/kg) ou morfina (10 mg/kg), antes da
formalina. O tempo total de lambida da pata foi medido na primeira e na segunda fase apds
injecdo intraplantar de formalina. Cada coluna representa a média com *+S.E.M, para oito
camundongos em cada grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia, quando
comparado com o controle Grupo: *** P <0,001.



6.4.2 TESTE DA PLACA QUENTE

De acordo com a Figura 11, pode-se observar que o tratamento oral com extrato
liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia, em doses de 30-300 mg/kg, aumentou o tempo
de laténcia em comparagdo ao grupo controle, assim como a morfina de forma significativa.

Para elucidar o mecanismo do efeito antinociceptivo de ELBi, os animais foram pré-
tratados com naloxano. Na Figura 11 observa-se que o naloxano impediu a acdo da morfina
de maneira significativa apenas no tempo de 60 minutos, quando administrado com ELBi na

dose de 100 mg/kg; o impedimento ocorreu no tempo de 30 minutos.
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Figura 11: Efeito do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia administrado por
via oral, no teste da placa quente em camundongos. Os animais foram pré-tratados oralmente
com veiculo, extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia (doses 30, 100, e 300
mg/kg), morfina 1 mg/kg i.p., naloxano 0,4 mg/kg, i.p + extrato liofilizado de cascas de
Byrsonima intermedia (dose 100 mg/kg) e naloxano + morfina (0,4 e 1 mg/kg,
respectivamente) antes do teste da placa quente a 50°C. Cada coluna representa a média com
+S.E.M. de oito camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia,
quando comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-
Keuls): * p<0,05, ** p<0,01; *** p<0,001.



6.4.3 TESTE DE VON FREY ELETRONICO

Na Figura 12 observa-se diminuicao significativa no limiar da retirada da pata quando
em contato com o filamento apds trés horas da inje¢ao da carragenina nas trés doses de 30-

300 mg/kg de ELBIi, assim como no tratamento com indometacina 10 mg/kg.
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Figura 12: Efeito da administra¢do de extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia
ou indometacina (INDO-10 mg/kg) em hipernocicep¢ao induzida pela injecdo intraplantar de
carragenina (100 pg/pata) em camudongos, detectada pelo Von Frey eletronico. Cada ponto
representa a média +S.E.M. de sete animais por grupo. Os asteriscos denotam niveis de
importancia, quando comparados com o grupo veiculo: ** P <0,01; *** P <0,001.

6.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

6.5.1 TESTE DO GRANULOMA — INDUCAO DO TECIDO GRANULOMATOSO

Neste modelo de inflamacdo cronica induzida por “pellets” de algodao, que leva ao
crescimento de tecido fibrovascular em ratos, o extrato liofilizado de cascas de Byrsonima
intermedia inibiu significativamente a formacdo do tecido granulomatoso, nas trés doses de
30-300 mg/kg. O extrato, nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, diminuiu o peso do granuloma
em 37.9%; 369% e 45,4%, respectivamente, quando comparado com o controle

dexametasona (10 mg/kg), que inibiu em 69,1% a formacdo do tecido granulomatoso.
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Figura 13: Efeito da administra¢do de extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia
ou dexametasona (DEXA-10 mg/kg) administrado por via oral sobre a formacdo do tecido
granulomatoso. Cada barra representa a média +S.E.M. de oito animais. Os asteriscos
denotam os niveis de significancia quando comparado com o grupo controle: ** P <0,01; ***
p <0,001.

6.5.2 TESTE DE PERITONITE

Na Figura 14 observa-se que houve inibicdo significativa no recrutamento de
leucdcitos para a cavidade peritoneal em ratos. Os valores de inibi¢do do recrutamento de
leucécitos, apds 4 horas de aplicagdo de LPS, foram de 21,4%, 32,3% e 40,12%, para extrato
nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, respectivamente. Indometacina (5mg/kg) inibiu da mesma

forma que a dose de 300 mg/kg do extrato, 40,1%.
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Figura 14: Efeito da administracdo de extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia

ou indometacina (5 mg/kg) administrado por via oral, em recrutamento de leucdcitos induzido
por lipopolissacarideo em cavidade intraperitoneal de ratos. Cada coluna representa a média



+S.E.M. de oito animais por grupo. * * P <0,01 comparado com salina + grupo veiculo. * P
<0,05; ** P <0,01 comparado com LPS + grupo veiculo.

6.5.3 TESTE DE EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

De acordo com a Figura 15, pode-se observar uma inibi¢ao significativa do edema de
pata induzido por carragenina. Os valores de inibicdo do edema, apds 3 horas da injecao de
carragenina, foram de 11,8%, 31,06% e 25,2%, para as doses de 30, 100 e 300 mg/kg de

extrato, respectivamente. Indometacina (5 mg/kg) inibiu 51,2% da formagao do edema.
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Figura 15: Efeito da administracdo do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia
ou indometacina (INDO-5mg/kg) em edema de pata em ratos induzido pela injecdo
intraplantar de carragenina (1 mg/pata). Cada ponto representa a média +S.E.M. de oito
animais por grupo. Os asteriscos denotam niveis de importancia, quando comparados com o
grupo veiculo: *** P <0,001.

6.6 ATIVIDADE ANTIDIARREICA IN VIVO E IN VITRO
6.6.1 AVALIACAO IN VIVO
6.6.1.1 TESTE DO TRANSITO INTESTINAL
Na avaliagdo do transito gastrintestinal foi observado que o comprimento médio

percorrido pelo carvao, quando os animais foram pré-tratados com extrato liofilizado de

Byrsonima intermedia nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, foi diminuido. A dose de 300 mg/kg



diminui significativamente o trajeto percorrido pelo carvdo, quando comparado com o

controle.
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Figura 16: Efeito da administracdo do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia
ou cloridrato de loperamida (2 mg/kg) no indice peristéltico em ratos. Cada coluna representa
a média £S.E.M. de oito animais por grupo. Os asteriscos denotam niveis de importancia,
quando comparados com o grupo veiculo: * P <0,05; ** P <0,01.
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6.6.2 AVALIACAO IN VITRO

Na Figura 17 pode-se observar a curva concentragcdo-resposta para ach (10° M-10"* M)
em fragmento de ileo de rato. Houve menor resposta maxima (Eméx) nos grupos tratados com
extratos nas doses de 1; 3 e 10 mg/mL, quando comparados com o controle. Em relacdo a
concentracdo de acetilcolina, que promove metade do efeito maximo (-Log EC50), houve um
aumento de -Log EC50 no grupos que foram tratados com doses de 0,1 e 0,3 mg/mL, quando

comparados com a atropina.
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Figura 17: Efeito do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia e atropina 10%M
sobre a resposta contritil induzida por acetilcolina em ileo de ratos. Os dados representam a
média £S.E.M. de seis animais por grupo.

Tabela 2- Efeito do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia e atropina 10° M
sobre a resposta contratil induzida por acetilcolina em {leo de ratos

-log EC50 Emax %
Controle 6,320+0,07387 99,64+2,643
Atropina 5,220+0,05785 113,1+3,551

ELBi 0,1 mg/mL 6,228+0,08948 9743,215
ELBi 0,3 mg/mL 6,103+0,1153 86,81+3,902
ELBi 1 mg/mL 5,476+0,1201 55,28+3,319
ELBi 3 mg/mL 5,246+0,2144 32,88+3,866
ELBi 10 mg/mL 4,038+0,2091 26,6+6,898

Na Figura 18 observa-se uma curva concentragdo-resposta para CaCl, (10*M-10"'M)
em fragmento de ileo de rato. Houve uma menor resposta maxima (Eméx) nos grupos tratados
com extratos nas doses de 3 e 10 mg/mL, quando comparados com a nifedipina. Em relacao a

concentracdo de Ca*™, que promove metade do efeito miaximo (-Log EC50), houve um



aumento de -Log EC50 no grupos que foram tratados com doses de 0,1 e 0,3 mg/mL, quando

comparados com o controle.
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Figura 18: Efeito do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia e nifedipina 10°M
sobre a resposta contratil induzida por CaCl, em {leo de ratos. Os dados representam a média
+S.E.M. de seis animais por grupo.

Tabela 3- Efeito do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia e nifedipina 10° M
sobre a resposta contratil induzida por CaCl, em {leo de ratos

-log EC50 Emax %
Controle 1,059+0,1157 124,4+11,37
Nifedipina 0,7808+0,2759 45,47+12,81
ELBi 0,1 mg/mL 1,147+0,1058 112,448,990
ELBi 0,3 mg/mL 0,8993+0,08145 108,3+8,077
ELBi 1 mg/mL 0,8152+0,09460 87,79+8,193
ELBi 3 mg/mL 0,8245+0,2964 36,24+10,49
ELBi 10 mg/ mL 0,6698+1,815 29,42+11,55




Nas Figuras 19 e 20 pode-se observar uma curva concentragdo-resposta para
glibenclamida (10 a 10™* M) e extrato liofilizado de Byrsonima intermedia (0,1; 0,3; 1; 3; 10
mg/mL) em fragmento de fleo de rato. Esse tecido foi submetido a alta concentracio de K*
(80 mM), em que podemos observar uma diminuicao significativa da contratilidade do tecido
diante dos dois tratamentos. A resposta maxima (Emdax) para glibenclamida foi de
96,71%+2,171 e a concentracdao de glibenclamida, que promove metade do efeito méximo (-
Log EC50) foi de 5,944+0,1426. Ja a resposta maxima do extrato foi de 91,99%+2,251 e a

concentracdo de extrato que promove metade do efeito maximo (-Log EC50) foi de

4,028+0,1177.
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Figura 19: Efeito da glibenclamida sobre a resposta contratil induzida por KCl em {leo de
ratos. Os dados representam a média £S.E.M. de seis animais por grupo.
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Figura 20: Efeito do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia sobre a resposta
contrétil induzida por KCI em {leo de ratos. Os dados representam a média +S.E.M. de seis

animais por grupo.



7 DISCUSSAO

A triagem fitoquimica do extrato ELBi revelou a presenca de fendlicos totais e
flavonoides, grupos de substancias a que se podem atribuir as atividades estudadas nesta
dissertacdo. Powell e Field (1980) revelaram que o 4cido galico, composto fendlico utilizado
como padrdo neste trabalho, tem potencial efeito como antidiarreico; ja os flavonoides
também tém sido associados por exercerem sua acdo como anti-inflamatérios e analgésicos
(GARCIA-LEME et al., 1973). Como foi detectado um teor de fendlicos totais de 37,3 mg de
acido gdlico/g de amostra, podemos sugerir que uma parte desses compostos seja de taninos,
j& que o extrato apresentou baixa concentracdo de flavonoides, apenas 6,3 mg de quercetina/g
de amostra. Correa (1984) afirma que a espécie Byrsonima intermedia apresenta cascas ricas
em taninos (metabdlitos secundérios fendlicos), que tem atividade antidiarreica e anti-
inflamatéria, que sdo confirmadas pelos resultados obtidos no estudo farmacoldégico deste
trabalho.

Em estudos realizados por Lima e seus colaboradores (2008), foi demonstrado que
Byrsonima fagifolia tem significante atividade contra diarreia induzida por 6leo de ricino, que
foi semelhante ao efeito produzido pela loperamida, firmaco padrio utilizado, assim como
neste trabalho. A espécie também reduz a motilidade intestinal e essas atividades podem ser
devido a presenca de compostos fendlicos, principalmente flavonoides glicosilados.

Outra espécie do género estudado neste trabalho é a Byrsonima cinera, que também
reduziu de forma significativa a motilidade intestinal em camundongos. Essa atividade pode
estar relacionada com a presenga de catequinas e flavonoides nos extratos polares desta planta
(FIGUEIREDO et al., 2005).

Os dados obtidos neste trabalho mostram-se relevantes, j4 que corroboram aqueles
realizados para espécies da mesma familia.

A atividade antinociceptiva do extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia
pode ser sugerida pela reducdo na liberacdo de mediadores inflamatérios ou o bloqueio dos
receptores para estes mediadores, resultando em um efeito antinociceptivo periférico. Isto
explica os resultados obtidos na segunda fase do teste de formalina.

O teste da formalina consiste em modelo com duas fases de avaliagdo distintas. A
primeira fase (fase neurogénica), de curta duragdo, € causada pelo efeito direto da formalina
nas fibras sensoriais C. A segunda fase (fase inflamatéria), fase tardia, é associada com o
desenvolvimento de uma resposta inflamatéria e a liberacdo de mediadores nociceptivos

(HUNSKAAR; HOLE, 1987). Esta fase corresponde a dor inflamatdria que € inibida por anti-



inflamatérios ndo-esteroidais, como os inibidores da ciclo-oxigenase (HUNSKAAR; HOLE,
1987; TIOLSEN et al., 1992).

Neste teste, farmacos de acdo central, como narcéticos, inibem ambas as fases
igualmente, enquanto farmacos de acao periférica, como os anti-inflamatérios nao-esteroidais
e corticosteroides inibem somente a segunda fase (DICKENSON; SULLIVAN, 1987;
DUBUISSON; DENNIS, 1977; YAKSH et al., 2001).

Nos resultados demonstrados na Figura 10 o tempo gasto para o animal lamber a pata
ferida foi reduzido significativamente pela administracdo de extrato liofilizado de cascas de
Byrsonima intermedia, nas doses de 100 e 300mg/kg, na primeira fase e nas trés doses na
segunda fase da hipernocicepc¢ao. Neste caso, podemos sugerir uma provavel atividade anti-
inflamatéria do extrato. Sendo assim, o extrato deve exercer a¢do na liberacdo de serotonina,
histamina, bradicinina e prostaglandina, que podem provocar sensibilizacdo dos neurdnios
nociceptivos centrais (VERMA et al., 2005).

O teste da placa quente consiste em um modelo que avalia a nocicep¢ao central; o
efeito antinociceptivo de ELBi implica no envolvimento de componentes supraespinhais, bem
como espinhais (YAKSH; RUDY, 1976; YAKSH; RUDY, 1977; YEUNG et al., 1977). Os
resultados sugerem que o efeito antinociceptivo central de ELBi é mostrado pela resposta
tardia, quando os animais sdo submetidos ao estimulo nociceptivo, neste caso, térmico, no
teste da placa quente.

A procura por analgésicos opioides que atuam em seus receptores fora do sistema
nervoso central tem sido realizada nos estudos com farmacos antinociceptivos, visando a
diminuicdo dos efeitos colaterais, como tolerdncia e dependéncia (BENYHE, 1994;
VANEGAS; TORTORICI, 2002). Para avaliar o sistema opioide envolvido no efeito
antinociceptivo do ELBIi, os animais foram pré-tratados com antagonista de receptor opioide,
naloxano.

O método de von Frey eletronico € utilizado para quantificar alodinia neuropética e
hipernocicepg¢do inflamatéria em ratos (MOLLER et al., 1998; VIVANCOS et al., 2004). Os
termos alodinia e hiperalgesia descrevem sintomas nociceptivos distintos nos homens
(ONTTONEN; PERTOVAARA, 2000; VRINTEN et al., 2000) e filamentos de von Frey tém
sido utilizados para medir o aumento da sensibilidade do nociceptor.

A hipernocicep¢ao induzida pela carragenina pode ser detectada na pata inflamada dos
camundongos, estimulando as patas com o filamento de von Frey. A indometacina, um anti-
inflamatério ndo esteroidal, muito empregada em dores inflamatérias, foi utilizada como

farmaco padrdo no teste de von Frey e atua como um seletivo inibidor de enzimas ciclo-



oxigenase (COX) (VANE; BOTTING, 1987; MITCHELL; WARNER, 1999; FERREIRA,
2002; SULEYMAN et al., 2007). Seu efeito analgésico se deve a uma série de mecanismos,
incluindo um mecanismo central envolvendo inibicdo da sintese de prostaglandinas e,
provavelmente, mudangas no sistema endocanabinoide monoaminérgico (MCCORMACK,
1994; PINI et al., 1995; BIORKMAN, 1995; SANDRINI et al., 2002; HAMZA; DIONNE,
2009).

Os resultados sugerem que o efeito antinociceptivo periférico de ELBi avaliado pela
diminui¢do da intensidade de hipernocicep¢cao no teste de von Frey se da pela inibi¢do ou
reducdo na sintese de mediadores.

O método de granuloma induzido por “pellets” de algodao tem sido amplamente
empregado para avaliar componentes transudativos, exsudativos e proliferativos da
inflamacao cronica, devido ao fato de o peso seco dos “pellets” denotar a quantidade de tecido
granulomatoso (SWINGLE; SHIDEMAN, 1972).

A atividade anti-inflamatéria do extrato foi avaliada apds o oitavo dia de tratamento
com extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia, por meio da diferenca de peso dos
granulomas implantados. Assim sendo, o extrato diminuiu significativamente o peso dos
“pellets”, quando comparado com o farmaco padrdo, dexametasona, sugerindo uma potencial
reducdo do ndmero de fibroblastos e da sintese de coldgeno e mucopolissacarideo, eventos
proliferativos naturais na formag¢ao do tecido granulomatoso (ARRIGONI, 1977).

Peritonite € uma condi¢do inflamatdria associada com morbidade e mortalidade e sua
etiologia infecciosa inclui bactérias, fungos e parasitas. Um componente bacteriano muito
estudado € o lipopolissacarideo (LPS), presente na membrana externa da parede celular de
bactérias gram-negativas, muito importante na inducio de eventos fisiopatoldgicos durante a
inflamacdo e sepse (GIUSTI-PAIVA et al., 2003). LPS (lipopolissacarideo) se liga a
receptores do tipo Toll (TLR4) presentes em células fagociticas e produz citocinas pré-
inflamatdrias e migracdo leucocitdaria (DANTZER, 2009). Peritonite induzida por LPS
(lipopolissacarideo) assemelha-se a uma infec¢do bacteriana e representa um modelo de
estudos para inflamacéao peritoneal aguda (CUNHA et al., 1989; VILELA et al., 2010).

Em estudos realizados anteriormente, peritonite induzida por LPS (lipopolissacarideo
proveniente de E. coli sorotipo 026: B6-Sigma) provocou um aumento significativo no
recrutamento de leucécitos em cavidades peritoneais em ratos, quando comparado com grupo

controle tratado apenas com veiculo (CUNHA et al., 1989).



O recrutamento de células durante a inflamacdo depende de uma liberacdo de
mediadores locais que sdo responsdveis por alterar o tecido e recrutar células hospedeiras de
defesa (THOMAZZI et al., 2010).

Neste modelo experimental, os resultados demonstraram que o pré-tratamento com
extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia reduziu significativamente o nimero de
c€lulas recrutadas, demonstrando a presenca de possiveis agentes anti-inflamatérios ativos no
extrato.

O teste mais utilizado para a selecdo de agentes anti-inflamatoérios € o edema induzido
por carragenina em pata de animais (CHEN et al., 2008), que € frenquentemente utilizado
para avaliar o efeito anti-edematogénico de produtos naturais (THOMAZZI et al., 2010). A
resposta inflamatéria induzida por carragenina € caracterizada por uma resposta bifdsica que
resulta na formag¢do do edema com rdpida producdo de varios mediadores inflamatdrios
(MENDES et al., 2010). A primeira fase € caracterizada pela liberacdao de histamina,
serotonina e bradicinina, enquanto a fase tardia € caracterizada pela producdo de
prostaglandina (OGONOWSKI et al., 1997).

A resposta inflamatdria € quantificada pelo aumento do tamanho da pata (formagdo do
edema) e € modulada por inibidores especificos que ativam uma cascata inflamatéria, como
os anti-inflamatoérios ndo esteroidais (MORRIS, 2003).

Neste caso, o tratamento com extrato liofilizado de cascas de Byrsonima intermedia
foi efetivo na resposta de redu¢do edematogénica causada pela injecdo de carragenina e o
efeito nas doses de 100 e 300 mg/kg foi similar aquele exibido pelo grupo tratado com
indometacina na terceira hora.

Pode-se sugerir que o efeito foi devido a reducdo de liberacdo de mediadores, como
histamina, serotonina e/ou bradicinina, no local da inflamac¢@o ou por bloquear receptores de
diferentes mediadores citados anteriormente.

Diarreia € a passagem frequente de fezes liquidas e envolve tanto um aumento da
motilidade do trato gastrintestinal, quanto o aumento da secrec¢do e a diminui¢ao da absor¢do
de liquido e, portanto, uma perda de eletrdlitos (particularmente de s6dio) e dgua (RANG et
al., 2003).

Assim, para restaurar o conforto pessoal, muitos pacientes necessitam de terapia
antidiarreica e o tratamento € realizado para alcancar, entre outros objetivos, aumento da
resisténcia ao fluxo (contragdo segmentar, reducdo da propulsdo e peristaltismo) e aumento da
absor¢do da mucosa ou diminuicdo da secrecio (BURKS, 1991; AKINDELE; ADEYEMI,
2006).



Os dados obtidos pelo teste de transito intestinal demonstram que o extrato liofilizado
de cascas de Byrsonima intermedia na dose de 300 mg/kg provocou uma diminui¢do do
trajeto percorrido pelo carvao ativo. A loperamida, um farmaco antidiarreico tradicional
utilizado no teste, também demonstrou tal efeito.

A loperamida, um derivado opioide, retarda a motilidade intestinal por agir nos
receptores opioides no plexo submucoso neural da parede intestinal (ALTMAN, 2001;
CAMILLEN et al., 2002; WALLER et al., 2005).

Em estudos “in vitro” e em animais foi demonstrado que o cloridrato de loperamida,
atua em receptores U plexos submucoso e mioentérico, diminuindo a motilidade intestinal
propulsiva por acdo direta sobre as camadas musculares circular e longitudinal da parede
intestinal, por reduzir a liberacdo de mediadores que promovem a contragdo da musculatura
lisa. Nos seres humanos, ele prolonga o tempo de transito intestinal, reduz o volume fecal
didrio e diminui a perda de dgua e eletrdlitos. Também aumenta o tonus do esfincter anal,
reduzindo a sensacdo de urgéncia e a incontinéncia fecal. Em virtude de sua alta afinidade
pela parede intestinal e intensa metaboliza¢do na primeira passagem pela circulagdo hepatica,
a quantidade do cloridrato de loperamida que atinge a circulacdo sist€mica é muito limitada.
Dessa forma, ndo atua sobre receptores opioides no sistema nervoso central.

Nesse contexto, foram realizados testes sobre a motilidade intestinal “in vitro”,
utilizando diferentes mediadores para descobrir um possivel mecanismo de acdo do extrato, ja
que foi confirmada uma diminui¢do da motilidade intestinal pelo teste do transito intestinal.

A acetilcolina € um neurotransmissor do sistema nervoso parassimpatico que estimula
o trato gastrintestinal por meio da ativacao dos receptores muscarinicos (BROWN; TAYLOR,
2006). A atropina, um antagonista de receptor muscarinico, inibe a motilidade gastrintestinal,
reduz a secrecao de fluidos intestinais e atrasa o esvaziamento gastrico, melhorando, assim, a
diarreia (ADEYEMI; AKINDELE, 2006). Uma vez que o extrato foi capaz de reduzir o efeito
contrétil maximo induzido pela acetilcolina (e ndo apenas deslocando a curva para a direita),
isso indica que ele poderia interferir nos processos contracteis. Dessa forma, observou-se que
o extrato pode reduzir a for¢a contréctil, sendo assim foi estudado a influencia do extrato
sobre as contracdes induzidas pela despolarizagio celular (por aumento de K* extracelular) e
avaliado uma possivel influencia do extrato sobre os canais de célcio.

Concentragdo alta de potdssio causa contracdo do musculo liso através da abertura de
canais de cdlcio, permitindo, assim, o influxo extracelular de cdlcio, causando um efeito
contratil (BOLTON, 1979). Dessa forma, em uma preparacdo com alta concentragdo de

potdssio e auséncia de cdlcio, é possivel construir uma curva concentragdo-efeito para Ca'™.



Nossos resultados mostraram que o extrato reduziu a contratilidade do fragmento de intestino,
de forma similar ao bloqueador de Ca” (nifedipina) (GODFRAIND et al., 1986). Também foi
possivel verificar que o extrato relaxou a preparagao com alta concentracao de potdssio e, na
presenca de calcio, foi possivel verificar relaxamento similar ao bloqueador dos canais de K™,
indicando que este também poderia ser um dos possiveis mecanismos de acdo do extrato
sobre a reducdo da contratilidade da musculatura lisa intestinal, resultando em reducdo do

transito e, consequentemente, dando suporte ao uso do extrato para o tratamento da diarreia.



8 CONCLUSAO

Neste trabalho mostrou-se o efeito do extrato liofilizado da casca do caule de
Byrsonima intermedia em diferentes respostas antinociceptivas geradas por estimulo nocivo
quimico produzido por injecdo de formalina ou carragenina, ou por estimulo nocivo térmico
no teste de placa quente.

O extrato ELBi também apresentou um efeito anti-inflamatério, uma vez que diminuiu
o peso do granuloma no teste realizado, assim como reduziu o edema de pata induzido por
carragenina e a migracdo leucocitdria induzida por LPS no teste de peritonite, semelhante a
indometacina.

Os dados do teste para o efeito do ELBi na motilidade intestinal indicam uma redugao
no comprimento médio percorrido pelo carvdo no teste do transito intestinal. O extrato
também apresenta resposta semelhante aos fairmacos padrdes utilizados no teste “in vitro” ,
como a atropina, a nifedipina e a glibenclamida.

Estes efeitos podem estar associados a presenca de metabdlitos secundarios presentes
na espécie em estudo, como taninos.

Como Byrsonima intermedia € conhecida e utilizada popularmente, é essencial
esclarecer os mecanismos de acdo do extrato, bem como isolar substincias que possam ser

responsaveis pelos efeitos apresentados neste trabalho.
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