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RESUMO

Espécies do género Byrsonima (Malpighiaceae) sdo amplamente empregadas como
medicamento em todas as regides do Brasil. O cha da casca do caule de Byrsonima japurensis
A. Juss., conhecida popularmente como sara-tudo, € indiscriminadamente utilizado contra
diversas doencas inflamatorias pela populacdo do Estado do Amazonas. Porém, ndo havia
estudos cientificos que validassem esse emprego. Por esta razdo, este trabalho fez uma
caracterizacdo farmacogndstica da casca do caule desta espécie e um estudo farmacolégico de
do extrato aquoso dessa droga vegetal. No estudo farmacognostico foram utilizadas
metodologias farmacopéicas e ndo farmacopéicas visando determinar alguns parametros de
qualidade da droga vegetal. No estudo farmacologico foram realizadas avaliacbes da
capacidade antioxidante, antiagregante plaquetaria e antiedematogénica do extrato aquoso,
visando investigar o potencial anti-inflamatorio e possiveis mecanismos. Para avaliar a
seguranca do uso do extrato com finalidades terapéuticas, também foi realizada uma avaliagédo
de toxicidade aguda. O estudo farmacogndstico da casca do caule de B. japurensis, entre
outros resultados, mostrou que essa droga vegetal possui uma grande diversidade de
substancias com potencial farmacologico. Esse fato foi refletido no estudo farmacoldgico,
onde as substancias presentes no extrato atuaram por diferentes mecanismos culminando
numa apreciavel atividade anti-inflamatoria. Entretanto, essa mesma diversidade parece ser
responsavel pela toxicidade relativamente alta apresentada pelo mesmo. Contudo, a espécie
mostrou ser promissora, apds mais estudos da relacdo dose-efeito in vivo, para aplicacdo na

terapéutica, ou mesmo como fonte de novos prot6tipos de farmacos.

Unitermos: Byrsonima japurensis, atividade anti-inflamatoria, toxicidade.



ABSTRACT

The Byrsonima genus (Malpighiaceae) is widely used as a medicine in Brazil. The tea made
of the stem bark of B. japurensis A. Juss., popularly know as “sara-tudo”, is indiscriminately
used against many inflammatory disorders in Amazonas State, in spite of the fact that there is
no scientific data to support this usage. Thus, in this work we performed a pharmacognostic
characterization of the stem bark of this specie and a pharmacological study with an aqueous
extract obtained from it. In the pharmacognostic study we applied pharmacopeic and no
pharmacopeic methods to determinate quality parameters of the herbal drug. In the
pharmacological study we evaluated its antioxidant, antiplatelet and antiedematogenic
capacity, in order to investigate its anti-inflammatory potential and possible mechanisms. To
evaluate the safety of usage of an aqueous extract with therapeutic purposes we also carried
out an acute toxicity study. The pharmacognostic study of the stem bark of B. japurensis
showed that this herbal drug has a variety of substances with pharmacological potential. This
fact was observed in the pharmacological study, where the substances of extract acted by
different mechanisms culminating in an appreciable anti-inflammatory activity. However, the
same composition variety was responsible for the high toxicity presented by the extract.
Nevertheless, the species proved to be promising as a source of prototypes for new medicines.
However, the species proved to be promising, after further study of the dose-effect in vivo, for

use in therapy, or even as a source of new prototypes of drugs.

Key words: Byrsonima japurensis, anti-inflammatory activity, toxicity.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e/ou prevencao de
doencas ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Apesar da
industrializacdo, que alavancou a alopatia a partir da segunda metade do século XX, as
populacbes mais pobres, especialmente determinadas comunidades e grupos étnicos de paises
em desenvolvimento continuam com dificuldades de acesso aos medicamentos e & assisténcia
médica de qualidade. Tal fato corrobora para o amplo uso de plantas medicinais até os dias de
hoje, j& que muitas vezes esse conhecimento milenar se concretiza como Unico recurso
terapéutico dessas populacdes (MACIEL et al., 2002; VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

Entretanto, o uso popular é insuficiente para validar cientifica e eticamente as plantas
medicinais como medicamentos eficazes e seguros. Em geral, as virtudes terapéuticas desses
vegetais sdo difundidas pela propria populacdo, que os utilizam baseadas em estudos
empiricos de tentativa e erro que, em muitos casos, pode significar potencial risco a saude dos
usuarios (MACIEL et al., 2002). Assim sendo, torna-se importante e necessaria a realizacéo
de estudos criteriosos para que haja comprovacdo, ou ndo, dos efeitos farmacoldgicos
atribuidos pela populagdo (CORREA et al., 2003).

A pesquisa com plantas utilizadas na medicina popular tem despertado grande
interesse de pesquisadores de diversas areas, pois muitas delas tiveram seus efeitos bioldgicos
comprovados apds investigacdes quimico-farmacolégicas adequadas (CORREA et al., 2003).
Comparativamente, sdo encontradas mais atividades farmacoldgicas em plantas utilizadas na
medicina popular que naquelas escolhidas ao acaso para estudo (CACHINEL-FILHO;
YUNES, 1998), o0 que as torna uma fonte importante de produtos naturais biologicamente

ativos ou que se constituem em modelos para sintese de um grande niamero de farmacos
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(GUERRA; NODARI, 2007; SCHMIDT et al., 2008). Mais de 90% das classes terapéuticas
conhecidas atualmente sdo derivadas de prototipos naturais (MCCHESNEY et al., 2007).

Estudos realizados em 2005 relatam que o mercado mundial de fitoterapicos gira em
torno de 320 bilhdes de ddlares ao ano, com crescimento estimado entre 10 e 20%, o que se
deve a uma tendéncia de valorizacdo de habitos saudaveis de vida, a comprovacdo da eficacia
de fitoterapicos e aos precos significativamente menores que os dos medicamentos de origem
sintética. Porém, esse crescente e promissor mercado é liderado por empresas sediadas em
paises altamente industrializados como Alemanha, Franca, Estados Unidos e Japdo, cujos
produtos muitas vezes sdo derivados de plantas nativas de paises em desenvolvimento,
cabendo a estes ultimos, na maioria das vezes detentores de grande biodiversidade e de
conhecimento acerca do uso de plantas como medicamentos, o papel de meros pagadores de
royalties (FUNARI; FERRO, 2005; RATES, 2001).

O Brasil possui uma extensa e diversificada flora, que compreende cerca de um terco
da flora mundial, além disso, é estimado que populacGes indigenas brasileiras dominem a
aplicacdo de pelo menos 1300 espécies como medicamentos. Portanto, nosso pais deveria
ocupar uma posicao privilegiada em relacdo ao desenvolvimento de produtos fitoterapicos ou
de substancias puras biologicamente ativas. Porém, o que se observa é uma situacdo
paradoxal: os fitoterapicos mais vendidos no pais sdo produzidos a partir de espécies
estrangeiras ou sdo produtos acabados oriundos de nossa propria matéria-prima, reimportados
com alto valor agregado (YUNES et al., 2001).

Estudos interdisciplinares envolvendo aspectos etnobotéanicos, fitoquimicos e
farmacoldgicos, com espécies vegetais tidas como medicinais pela populacdo, podem encurtar
0 caminho para o desenvolvimento de novos medicamentos, servem como embasamento para

0 uso terapéutico seguro desses vegetais, e contribuem para a preservacdo e valoriza¢do de um
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conhecimento que fora desenvolvido, acumulado e aprimorado por séculos (BALUNAS;
KINGHORN, 2005; HEINRICH, 2003; HEINRICH et al., 2006).

Dessa forma, fica evidente que estudos cientificos de plantas brasileiras podem
alavancar a industria de medicamentos no pais, tendo consequéncias socio-econémicas
significativas pela diminuicdo de gastos com importacdo e a disponibilizacdo de
medicamentos mais baratos a populacdo, além de aumentar a autonomia nacional para a
criacdo e o gerenciamento de politicas de satide (DOS SANTOS, 2001).

A floresta tropical amazodnica, reconhecida por sua riqueza vegetal, € uma valiosa
fonte de plantas com potencial terapéutico, uma vez que a probabilidade de obtencdo de
produtos terapeuticamente ativos aumenta com a diversidade de espécies (GUERRA,;
NODARI, 2007). O Estado do Amazonas, que concentra grande parte desta floresta, tem uma
populacdo extremamente habituada ao uso de plantas medicinais e detentora de muito
conhecimento acerca de virtudes terapéuticas de plantas da regido.

Em uma breve visita aos mercados locais ou mesmo observando algumas barracas
dispostas em calgadas da cidade de Manaus, sdo facilmente encontradas folhas, cascas e raizes
rasuradas e embaladas, além das chamadas “garrafadas” (alcoolaturas de partes de um ou de
varios vegetais) e pos de partes de vegetais encapsulados, inclusive com expressas indicacoes
terapéuticas, constituindo uma espécie de “farmacia viva”, na qual a populagio local deposita
grande confianca (Figura 1.1, pag. 23). Essa interacdo populacdo-natureza reflete, além de
questdes econdmicas, a notdria influéncia de culturas indigenas.

Apesar desses fatos, a pesquisa com plantas medicinais da regido é escassa e pouco
contribui para o conhecimento cientifico de plantas medicinais brasileiras (MINISTERIO DA
INTEGRACAO NACIONAL, 2000). Isso tem impacto negativo nio somente do ponto de

vista econdmico, mas também sdcio-cultural, uma vez que muito do conhecimento tradicional
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acerca de plantas medicinais na regido vem se perdendo pela influéncia de outras culturas e

pela auséncia de registros oficiais.

Figura 1.1 — Amostras comerciais de uma planta medicinal coletadas na cidade de Manaus. A — cascas de caule
embaladas e seu respectivo pd encapsulado; B — detalhes das cascas; C — detalhes das capsulas.

Por todo o exposto, visando contribuir com o estudo de plantas medicinais amazénicas
e intencionando que esse estudo possa se traduzir em beneficios para a populagdo como um
todo, este trabalho realizou estudo farmacogndstico e farmacoldgico de Byrsonima japurensis,
espécie de amplo uso como medicamento entre a populacéo do Estado do Amazonas.

Este trabalho faz parte de um projeto de pesquisa intitulado “Identificacao de espécies
boténicas amazo6nicas como potenciais fitoterapicos: estudos etnobotanicos, fitoquimicos,
farmacologicos e toxicologicos”, finaciando pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico. O referido projeto teve a aprovacdo do Comité de ética em Pesquisa
da Univesidade Federal do Amazonas, sob o registro 038/2006, e a autorizacdo do Conselho
de Gestdo do Patrimbnio Genético do Ministério do Meio Ambiente, sob registro 034/2008,

para ser executado (Anexos A e B).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A familia Malpighiaceae Juss.

Malpighiaceae € uma familia de arvores, arbustos, subarbustos e lianas com
aproximadamente 60 géneros e 1250 espécies, que se distribuem em florestas tropicais,
subtropicais e savanas do Velho e Novo Mundo (Figura 2.1). Dentre os géneros reconhecidos,
47 sdo exclusivamente neotropicais, dos quais se destacam: Banisteria, Byrsonima,
Malpighia, Stigmaphyllon e Thryallis (DAVIS et al., 2002; GIESE, 2005). No Brasil
encontram-se 32 géneros e 300 espécies, distribuidas por todas as regibes do pais

(LOMBELLO, 2000).

85 % 15%

Figura 2.1 — Distribuicéo georéfica da failia Malpighiaceae.
FONTE: Davis et al. (2002).

As folhas desta familia sdo inteiras, alternas, opostas, com pélos na forma de “T”,
conhecidos como pélos malpiguiaceos. As flores sdo hermafroditas, agrupadas em
inflorescéncias vistosas, geralmente amarelas ou rosadas, facilmente reconheciveis pela
presenca de um par de glandulas na base externa de cada uma das cinco sépalas (VICENTINI;

ANDERSON, 1999). Ao contrério das flores, seus frutos possuem extrema diversidade
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morfoldgica, podendo ser indeiscentes carnosos ou secos, secos deiscentes, com ou sem alas,

glabros ou pilosos (SOUTO; OLIVEIRA, 2005).

2.2 Género Byrsonima Rich. ex Kunth

O género Byrsonima é composto de aproximadamente 150 espécies, com distribuicao
marcadamente neotropical (TEIXEIRA; MACHADO, 2000; GIESE, 2005). O Brasil
concentra 50% das espécies, que sdo encontradas principalmente nas RegiGes Norte, Nordeste
e Central, podendo também ser encontradas na Regido Sudeste do pais, em areas de cerrado
(CARDOSO, 2006).

A madeira dessas espécies € leve, sendo utilizada na construcao civil para a fabricacao
de caibros e vigas. Algumas delas ja foram bastante empregadas em curtumes e para tingir
tecidos, devido a grande quantidade de tanino e matéria tintorial nas cascas. Com flores
vistosas, frutos que atraem aves e rapido crescimento, tais espécies tém grande potencial
como plantas ornamentais e também sdo Uteis na recuperacdo de areas degradadas
(VICENTINI; ANDERSON, 1999).

No Norte e Nordeste do Brasil os frutos de espécies de Byrsonima, genericamente
conhecidos como “murici”, sdo bastante apreciados para o consumo in natura e muito
utilizados para fazer sucos, licores, geléias e doces (CARDOSO, 2006). Além do uso dos
frutos como alimento, varias partes de diversas espécies tém emprego popular como
medicamentos. A tabela 2.1 (pag. 26) mostra alguns usos etnofarmacoldgicos de espécies de

Byrsonima reportados na literatura.
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Tabela 2.1 - Usos etnofarmacoldgicos de espécies de Byrsonima

Espécie Parte utilizada Usos etnofarmacol6gicos Referéncias
B. basiloba Folhas Antidiarréico, tratamento de Glceras gastricas LIRA et al., 2008
o L L ) CARDOSO et al., 2006
Anti-diarréico, antiemético, diurética, febrifuga, tratamento doengas de pele,
B. crassa Folha e casca do caule o ) oo SANNOMIYA et al., 2004
gastrite, picadas de cobra e Ulceras gastricas
SANNOMIYA et al., 2005b
AMARQUAYE et al., 1994
BEJAR et al., 1995
BERGER et al., 1998
] o . ] ] ) o o CACERES et al., 1990
Abortivo, antidiarréico, anti-inflamatério, antimalarico, digestivo, diurético, ;
’ ] . o CACERES et al., 1991
o Folha, casca do caule, frutoe | febrifugo, laxativo, tratamento de amenorréia, asma, bronquite, célicas, dor de )
B. crassifolia ) . B . . o CACERES et al., 1993
semente dente, infecgOes na pele e mucosas, leucorréia, parasitoses intestinais, perda de )
o . CACERES et al., 1998
apetite, picadas de cobra, tosses e para expelir placenta
GEISS et al., 1995
RASTRELLI et al., 1997
REZENDE; FRAGA, 2003
SIIVA, E. et al., 2007
B. fagifolia Folha e casca do caule Antiemético, diurético, tratamento de gastrite e Ulceras gastricas SANNOMIYA et al., 2007a
B. intermedia Casca do caule Tratamento de bronquites e tosses BONZANI DA SILVA, 1970b
B. sericea Folha Antidiarréico e para o tratamento de diabetes BOSCOLO et al., 2007

B. verbascifolia

Folha e casca da raiz

Tratamento de doencas de pele

DOSSEH et al., 1980
LOPEZ et al., 2001

9¢



Capitulo 2 — Fundamentago Tedrica 27

2.2.1 Estudos cientificos com espécies do género Byrsonima

Buscas realizadas em bases de dados de revistas cientificas utilizando a palavra chave
“Byrsonima”, obtiveram o0s seguintes resultados, incluindo patentes: 152 ocorréncias na base
de dados I1SI Web of Knowledge, 124 ocorréncias na base de dados Scopus, 113 ocorréncias
na base de dados Scifinder Scholar, 33 ocorréncias na base de dados Pubmed e 43 ocorréncias
na base de dados SciELO. Para efeito da revisdo bibliografica dessa dissertacdo, apenas 0s
trabalhos que se referiam a estudos quimicos e/ou farmacoldgicos com espécies do género
Byrsonima, datados de 1970 a 2008, foram considerados. As patentes foram excluidas.

De acordo com essa pesquisa, 11 espécies do género foram estudadas do ponto de
vista farmacologico, sendo a maioria desses estudos relacionados a investigacdo da
capacidade antimicrobiana (bactérias, enterobactérias, micobactérias, fungos, Tripanossoma
spp. e Leishmania spp.) e antioxidante de extratos brutos. Mais detalhes sobre esses estudos
sdo encontrados na tabela 2.2 (pag. 28-33), onde os resultados séo limitados aos extratos e
concentragdes testados, e no caso de testes com micro-organismos, as espécies testadas.

Sete espécies foram estudadas do ponto de vista quimico, destacando-se estudos com
as folhas. De maneira geral, esses estudos reportam o isolamento e identificacdo de
substancias quimicas, dentre as quais predominam flavondides e terpenos. Mais detalhes
sobre esses estudos sdo encontrados na tabela 2.3 (pag. 34-40), e no quadro 2.1 (pag. 41-47),
sdo encontradas as estruturas das substancias nela citadas. Somente trés trabalhos que tratam
apenas de identificacdo de substancias ndo foram detalhados na referida tabela: Rezende;
Fraga (2003) e Alves; Franco (2003) que identificaram cerca de 50 substancias volateis
diferentes em frutos de Byrsonima crassifolia, e Thonsem; Brimer (1997), que detectaram

constituintes cianogénicos nas folhas Byrsonima crispa.
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Tabela 2.2 - Atividades farmacolégicas investigadas em espécies do género Byrsonima

Espécie Parte estudada | Atividade farmacolégica investigada Resultado Referéncias
Antidiarréica Ativo"! FIGUEIREDO et al., 2005
Antibacteriana Ativo (varias)"’
_ MICHELIN et al., 2008
B. basiloba Folha Antiflingica Ativo (Candida albicans)"!

Antimicobacteriana

Pouco ativo (Mycobacterium fortuitum)® f

ARANTES et al., 2005

Antimutagénica

Ativo (Salmonella typhimurium)®'

LIRA et al., 2008

B. bucidaefolia

Casca do caule e

Leishmanicida

Ativo (forma promastigota de Leishmania

PERAZA-SANCHEZ et al., 2007

folha mexicana)'
] ] Ativo (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Antibacteriana .
Psedudomonas aeruginosa)®
B. coccolobifolia Folha Antifangica Inativo (Cladosporium sphaerospermum)® ALVES et al., 2000
Citotdxica Inativo (Artemia salina)*
Moluscicida Ativo (Biomphalaria glabrata)®
Antibacteriana Ativo (varias)® ")
_ SANNOMIYA et al., 2005a
Antiflingica Ativo (Candida albicans)® "'
Antiulcerogénica Ativo"! SANNOMIYA et al., 2005b
B. crassa Folha

Antimicobacteriana

Pouco ativo (Mycobacterium fortuitum)® '

ARANTES et al., 2005

Ativo (Mycobacterium tuberculosis)®sstancias de d.i

LEITE etal., 2008
HIGUCHI et al., 2008a

Mutagénica

Ativo"/

CARDOSO et al., 2006

(Continua)
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(Continuacéo da Tabela 2.2)

Espécie Parte estudada | Atividade farmacolégica investigada Resultado Referéncias
o ) Pouco ativo (Mycaobacterium
B. crassa Casca do caule | Antimicobacteriana b losi)sbsincis de HIGUCHI et al., 2008a
uberculosis)™
Ativo (varias)® MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1999
Antibacteriana Ativo (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus .
i, CACERES et al., 1998
aureus)
Antioxidante Ativo™ SILVA, E. et al., 2007
Ativo (varios)' CACERES et al., 1991
Ativo (Epidermophyton floccosum, Microsporum )
o . . " CACERES et al., 1993
Antifangica canis, Trichophyton rubrum)
Ativo (Candida albicans', Cryptococcus ;
. . CACERES et al., 1998
neoformans”’, Microsporum gypseum')
B. crassifolia Casca do caule - o Inativo™ "' BERGER et al., 1998
Antitripanossoma (forma epimastigota) _
Inativo' CACERES et al., 1998
Antitripanossoma (forma Ativo’ BERGER et al., 1998
tripomastigota) Inativo' CACERES et al., 1998
- - Inativo®"' BERGER et al., 1998
Citotdxica (Artemia salina) —
Inativo™ " CACERES et al., 1998

Enterobactericida

Ativo (Salmonella typhi, Shigella flexneri)"

CACERES et al., 1990

Espasmogeénica

Ativo'

BEJAR; MALONE, 1993

Estimulante/depressora do sistema

nervoso central

Ativo (efeito depressor)'

CIFUENTES et al., 2001

(Continua)
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Espécie Parte estudada Atividades farmacologicas avaliadas Resultados Referéncias
) o Ativo (forma promastigota de Leishmania i
Leishmanicida . : PERAZA-SANCHEZ et al., 2007
Casca do caule mexicana)
o Inativo (via oral e intraperitoneal em _
Toxica ; CACERES et al., 1998
camundongos)
Antioxidante Ativo™ SILVA, E. et al., 2007
o Pouco ativo (Epidermophyton floccosum, ;
Antifungica . ] . " CACERES et al., 1993
Microsporum canis, Trichophyton rubrum)
Antitripanossoma (forma epimastigota) Inativo® "'
Antripanossoma (forma tripomastigota) Ativo* ™! BERGER et al., 1998
Folha Citotéxica (Artemia salina) Inativo® "'
B. crassifolia _ Ativo™Psancrs det BEJAR et al., 1995
Espasmogénica _
Ativo' BEJAR; MALONE, 1993
Estimulante/depressora do sistema . . |
Ativo (efeito depressor) CIFUENTES et al., 2001
nervoso central
Leishmanicida Ativo PERAZA-SANCHEZ et al., 2007
. Ativo (Epidermophyton floccosum, Microsporum .
Flor Antifangica ) . " CACERES et al., 1993
canis, Trichophyton rubrum)
Antioxidante Ativo™ SILVA, E. et al., 2007
Fruto o Ativo (Epidermophyton floccosum, Microsporum .
Antifangica . ) " CACERES et al., 1993
canis, Trichophyton rubrum)
Raiz Antibacteriana Ativo (vérias)®' MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1999

(Continua)
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(Continuacéo da Tabela 2.2)

Espécie Parte estudada | Atividade farmacoldgica investigada Resultado Referéncias
o ) o Pouco ativo (Epidermophyton floccosum, .
B. crassifolia Raiz Antifangica ) ) ) CACERES et al., 1993
Microsporum canis, Trichophyton rubrum)?
_ _ Ativo' LIMA, Z. etal., 2008
Antibacteriana _ _
Ativo (vérias)"! MICHELIN et al., 2008
Antidiarréica Ativo' LIMA, Z. et al., 2008
Antifungica Ativo (Candida albicans)"! MICHELIN et al., 2008
B. fagifolia Folha

Antimicobacteriana

Pouco ativo (Mycobacterium fortuitum)® '

ARANTES et al., 2005

Ativo (Mycobacterium tuberculosis)® SPScas de d. .

HIGUCHI et al., 2008b

Antioxidante

Ativo'

Antiulcerogénica

Ativo (ensaio do etanol/mecanismo antioxidante)'

Mutagénica

Inativo'

LIMA, Z. etal., 2008

B. gardneriana

Partes aéreas

Antioxidante

Ativo'

Citotéxica

Inativo (Artemia salina)'

DAVID et al., 2007

B. intermedia

Folha

Antibacteriana

N&o determinado"’

ALVES et al., 2000

Ativo (vérias)"!

Ativo (Candida albicans)"!

MICHELIN et al., 2008

Antifangica _ _ :
Inativo (Cladosporium sphaerospermum)"
i i _ _ _ ALVES et al., 2000
Citotoxica Inativo (Artemia salina)"'
Genotoxica Inativo® " SANNOMIYA et al., 2007a
Moluscicida Ativo (Biomphalaria glabrata)' ALVES et al., 2000

(continua)
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(Continuacéo da Tabela 2.2)

Espécie

Parte Estudada

Atividade farmacoldgica investigada

Resultado

Referéncias

B. intermedia

Folha

Mutagénica

Ativo'

SANNOMIYA et al., 2007a

B. japurensis

Casca do caule

Antimicobacteriana

Pouco ativo (Mycobacterium tuberculosis)®

GRAHAM et al., 2003

B. sericea

Casca do caule

Estimulante/depressora do sistema

cardiovascular e cardiorrespiratério

Ativo (efeito depressor) "'

Estimulante/depressora sobre érgaos

Ativo (efeito estimulante sobre coracdo de sapo,

duodeno de coelho e Utero de rata e efeito

BARROS et al., 1970

isolados
inibitdrio sobre fleo de cobaia)"'
Moluscicida Ativo (Biomphalaria straminea)"" SILVA, M. etal., 1971
Toxica Ativo (camundongos e peixes)"' BARROS et al., 1970
Casca da raiz Moluscicida Ativo (Biomphalaria straminea)"' SILVA, M. etal., 1971

Antioxidante

Ativo’

BOSCOLO et al., 2007

Folha _ - : - : il
Moluscicida Ativo (Biophalaria straminea)”
Fruto Moluscicida Inativo (Biomphalaria straminea) "'
Madeira Moluscicida Ativo (Biomphalaria straminea) "'

SILVA, M. etal., 1971

B. verbascifolia

Casca da raiz

Antibacteriana

Ativo (Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus)’

Antifangica

Inativo (Candida albicans)'

Antimicobacteriana

Ativo (Mycobacterium phlei)'

Antiviral

Ativo (virus da herpes simples)'

LOPEZ et al., 2001

Estimulante de fagocitose

Ativo®

DELAVEAU et al., 1980

(continua)
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(Continuacéo da Tabela 2.2)

Espécie Parte Estudada

Atividade farmacoldgica investigada

Resultado

Referéncias

o8}

. verbascifolia Casca do caule

Antibacteriana

Ativo (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Psedudomonas aeruginosa)"'

ALVES et al., 2000

Casca do caule

Antiflngica Inativo (Cladosporium sphaerospermum)"’
Citotoxica Inativo (Artemia salina)"'
Moluscicida Ativo (Biomphalaria glabrata)" '

. verbascifolia

Folha

Antibacteriana

Ativo (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,

Psedudomonas aeruginosa)*

ALVES et al., 2000

Ativo (Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus)’

LOPEZ et al., 2001

Antifangica

Inativo (Cladosporium sphaerospermum)®

ALVES et al., 2000

Inativo (Candida albicans)'

Antimicobacteriana

Ativo (Mycobacterium phlei)'

LOPEZ et al., 2001

Antiviral Ativo (virus da herpes simples)'
Citotdxica Inativo (Artemia salina)*

_ _ _ _ ALVES et al., 2000
Moluscicida Ativo (Biomphalaria glabrata)®

a = extrato hexanico, b = extrato diclorometanico, ¢ = extrato diclorometano : metanol (1 : 1), d = extrato clorofémico, e = extrato acetato de etila, f = extrato etandlico, g =
etanolico a 10 %, h = etandlico a 50 % , i = extrato metandlico, j = extrato metandlico a 80 %, | = extrato aquoso, m = metanol : etanol : 4gua : acido cloridrico (69 : 20 :10 :10

A, viviviv).
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Tabela 2.3 — Substancias isoladas de espécies do género Byrsonima

Espécie

Parte estudada

Substéncias isoladas

Referéncias

B. basiloba

Folha

Acido galico 1

Amentoflavona 2

(+)-catequina 3

Metil galato 4

Quercetina-3-O-a-L-2"-galoilarabinopiranosideo 5

Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (guaijaverina) 6
Quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[o-L-rhamnopiranosil-(1—6)]-p-D-alopiranosideo 7
Quercetina-3-0O-a-L-ramnopiranosil-(1—6)-f-D-galactopiranosideo 8

Quercetina-3-0O-B-D-2"-galoilgalactopiranosideo 9

FIGUEIREDO et al., 2005
LIRA et al., 2008

B. crassa

Folha

o-amirina 10

o-amirinona 11

B-amirina 12

Acetato de a-amirina 13

Acetato de B-amirina 14

Acido oleandico 15

Acido ursolico 16
Amentoflavona 2

(+)-catequina 3

Derivados do &cido quinico 17a—17d
Derivados de proantocianidina 18

(-)-epicatequina 19

HIGUCHI et al., 2008a
SANNOMIYA et al., 2004
SANNOMIYA et al., 2005a
SANNOMIYA et al., 2005b
SANNOMIYA et al., 2005¢

(Continua)
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(Continuacéo da Tabela 2.3)

Espécie Parte estudada Substancias isoladas Referéncias
Galato de (-)-epigalocatequina 20
Lupeol 21
Metil galato 4 HIGUCHI et al., 2008
Quercetina 22 SANNOMIYA et al., 2004
Folh . . - . SANNOMIYA et al., 2005
omna Quercetina-3-0-a-L-2"-galoilarabinopiranosideo 5 et a a
B. crassa . L ; . . SANNOMIYA et al., 2005b
Quercetina-3-0-a-L-arabinopiranosideo (guaijaverina) 6
SANNOMIYA et al., 2005¢
Quercetina-3-0O-B-D-2"-galoilgalactopiranosideo 9
Quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (hiperina) 23
B-amirina 12
Casca do caule HIGUCHI et al., 2008
Friedelina 24
3-0O-galoil-(+)-epicatequina 25
3-0O-galoil-(+)-epicatequina-[4o. — 8]- 3-O-galoil-(+)-epicatequina 26
3-O-galoil-(+)-epicatequina-[4o. — 8]-3-O-galoil-(+)-epicatequina-[4o. — 8]-(+)-epicatequina 27
3-O-galoil-(-)-epicatequina-[4p — 8]-3-O-galoil-(+)-epicatequina-[4o. — 8]-(+)-epicatequina 28
3-O-galoil-(+)-epicatequina-[4o. — 8]-(+)-epicatequina 29
B. crassifolia Casca do caule | Acido galico 1 GEISS et al., 1995

(+)-catequina 3

(+)-epicatequina 30

(+)-epicatequina-[4o. — 6]-(+)-epicatequina 31
(+)-epicatequina-[4o. — 8]-(+)-epicatequina 32

(+)-epicatequina-[4o. — 8]- 3-O-galoil-(+)-epicatequina 33

(Continua)
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(Continuacéo da Tabela 2.3)

Espécie

Parte estudada

Substéncias isoladas

Referéncias

B. crassifolia

Folha

B-sitosterol 34
1,2-di-O-(8-hexadecenoil)-3-O-(B-D-glicopiranosil)-glicerol 35
1,2-di-O-(8-hexadecenoil)-3-O-(6-sulfo-a.-D-quinovopiranosil)-glicerol 36
1,2-di-O-palmitoil-3-O-(B-D-glicopiranosil)-glicerol 37
1,2-di-O-miristoil-3-O-(6-sulfo-a.-D-quinovopiranosil)-glicerol 38
1,2-di-O-palmitoil-3-O-(6-sulfo-a.-D-quinovopiranosil)-glicerol 39
2-B-hidroxi-lupeol 40

Acido aspartico 41

Acido betulinico 42

Acido 2-a-hidréxi-oleandico 43

Acido 2-B-hidroxi-oleandico 44

Acido 5-hidroxi-pipecolico 45

Acido oleandico 15

Acido pipecdlico 46

Betulina 47

Betulinaldeido 48

(+)-catequina 3

D-alanina 49

Daucosterol 50

(-)-epicatequina 19

Lupeol 21

AMARQUAYE et al., 1994
BEJAR et al., 1995
RASTRELLI et al., 1997

(Continua)
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(Continuacéo da Tabela 2.3)

Espécie Parte estudada Substancias isoladas Referéncias
Metil galato 4
Quercetina 22
Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (guaijaverina) 6
. . ) . AMARQUAYE et al., 1994
o Quercetina-3-0O-B-D-6"-galoilgalactopiranosideo 51
B. crassifolia Folha ) ) o BEJAR et al., 1995
Quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (hiperina) 23
RASTRELLI et al., 1997
Quercetina-3-0O-B-D-glicopiranosideo (isoquercetina) 52
Prolina 53
Valina 54
o-amirina 10
B-amirina 12
3-O-acetil-lupeol 55
Acetato de a-amirina 13
Acetato de B-amirina 14
Acido bassico 56 HIGUCHI et al., 2008b
B. fagifolia Folha Acido galico 1 LIMA, Z. etal., 2008

Derivados do &cido quinico 17a—17e
Dotriacontano 57

Lupeol 21

Metil galato 4
Quercetina-3-0O-B-D-2"-galoilgalactopiranosideo 9

Quercetina-3-0O-B-D-2"-galoilglicopiranosideo 58

SANNOMIYA et al., 2007b

(Continua)
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(Continuacéo da Tabela 2.3)

Espécie Parte estudada Substancias isoladas Referéncias
Quercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo 52
Quercetina-3-0O-B-D-xilopiranosideo 59
- LIMA, Z. et al., 2008
B. fagifolia Folha Quercetina-galoil-desoxihexose-hexosideo 60
SANNOMIYA et al., 2007b

Quercetina-galoil-hexosideo 61
Quercetina-hexosideo 62
Acido galico 1
Amentoflavona 2
(+)-catequina 3
(-)-epicatequina 19
Metil galato 4

B. intermedia Folha . SANNOMIYA et al., 2007a
Quercetina 22
Quercetina-3-O-a-L-2"-galoilarabinopiranosideo 5
Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (guaijaverina) 6
Quercetina-3-0O-B-D-2"-galoilgalactopiranosideo 9
Quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (hiperina) 23
B-amirina 12

Rai Acido galico 1 BONZANI DA SILVA, 1970a
aiz

B. intermedia Pirocatequina 63 BONZANI DA SILVA, 1970b

Pirogalol 64
Flor Acido (3R, 7R)-3,7-diacetoxi-docosandico (4cido birsdnico) 65 REIS et al., 2007

(Continua)
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(Continuac&o da Tabela 2.3)

Espécie Parte estudada Substancias isoladas Referéncias
3B-eicosanato de 24-hidroxi-olean-12-enila 66
3pB-eicosanato de 24-hidroxi-urs-12-enila 67
3B-estearato de 24-hidréxi-olean-12-enila 68
3B-estearato de 24-hidrdxi-urs-12-enila 69
Folha 3B-palmitato de 24-hidrdxi-olean-12-enila 70 MENDES et al.. 1999
3B-palmitato de 24-hidréxi-urs-12-enila 71
Acido 3B, 2a-dihidroxi-urs-12-en-28-6ico 72
B. microphylla Acido oleandico 15
Metil galato 4
Quercetina 22
A'-lupenona 73
3,5-dicloro-6-(6-hidroxi-4-metoxi-3-metdxicarbonil-2-metil-fenoxi)-2-hidroxi-4-metil-benzoato 74
Madeira 3,7-dihidréxi-2-metdxi-8,8,10-trimetil-7,8-dihidro-6H-antraceno-1,4,5-triona 75 AGUIAR et al., 2005
(2S, 3S)-3’-hidrdxi-5,7,4’-trimetoxi-flavan-3-ol 76 ROCHA et al., 2006
(25*, 10aR*)-2,8-dihidrdxi-6-metdxi-1,1,7-trimetil-2,3,10,10a-tetrahidro-1-H-fenatreno-9-ona 77
3-hidréxi-2-metdxi-8,8,10-trimetil-8H-antraceno-1,4,5-triona 78
B-amirina 12
B. verbascifolia Casca P-amirirona 79 GOTTLIEB et al., 1975

[B-sitosterol 34
3-O-acetil-lupeol 55

(Continua)

6€



(Continuacéo da Tabela 2.3)

Espécie

Parte estudada

Substéncias isoladas

Referéncias

B. verbascifolia

Casca

Acido 3-O-acetil-olean6ico 80
Friedelina 24

GOTTLIEB et al., 1975

Folha

o-amirina 10
Acido oleandico 15
Acido ursolico 81

Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (guaijaverina) 6

DOSSEH et al., 1980
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Capitulo 2 — Fundamentagédo Tedrica 41

Quadro 2.1 — Estrutura das substancias isoladas de espécies do género Byrsonima

(0] OH
Ry
(6] OH
HO R,
OH
OH HO
Rl = COOH, Rz =OH l HO (6}
R; =COOCH; R, =0OH 4
Ri=H, R, = H63
R, = H, R, = OH 64
OH (6]
2
OH
OH
R.=H,R,=OH 3
Rl = OH, R2 =H 1_9
R; = galoil, R, =H 20
OH
OH
HO o
OR
OH (6]

R = (2”-galoil)- a-L- arabinopiranose 5

R = a-L- arabinopiranose 6

R = a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[a-L-rhamnopiranosil-(1—6)]-B-D-alopiranose 7
R = a-L-ramnopiranosil-(1—6)-p-D-galactopiranose 8
R= (2”-galoil)- B-D-galactopiranose 9

R=H22

R = B-D-galactopiranose 23

R= (6”-galoil)- B-D-galactopiranose 51

R = B-D-glicopiranose 52

R= (2”-galoil)- B-D-glicopiranose 58

R = B-D-xilopiranosil 59

R = galoil-desoxihexosil-hexose 60

R = galoil-hexose 61

R = hexosil 62

(Continua)

Guilhon-Simplicio




Capitulo 2 — Fundamentago Tedrica 42

(Continuacdo do Quadro 2.1)

R, = OH, R, = CH5 10 11
R; = OCOCH;, R, = CH; 13
Rl = OH, R2 = COOH @

HO COOH
Acido quinico 17

w
HOW™ OH

R, OH
Monogaloil substituido 17a
Digaloil substituido 17b

Trigaloil substituido 17c
Tetragaloil substituido 17d

Pentagaloil substituido 17e

R1=R;=H, R3=0H, R; = CHs, Rs = CH3, Rg=H 12

Ry =R, = H, Ry = OCOCH, Ry = CHs, Rs = CHs, Ro = H 14
R;=R;=H, R3=0H, R, = COOH, Rs =CH3, Rs =H 15

R; = H, R, = OH, R; = OH, R, = COOH, Rs = CH3, Rg = H 43

R; = OH, R, = H, R3 = OH, Ry = COOH, R; = CH;, Rs = H 44

Ry = OH, R, = H, Ry = OH, R, = COOH, Rs = H, Rs = OH 56

R1 = Ry = H, Rz = OCO(CHy)15CHs, Ry = CH3, Rs = CH,OH, Rs = H 66
Ri =R, = H, Ry = OCO(CH,);sCHs, Ry = CH;, Rs = CH,OH, Rs = H 68
Ri =Ry =H, Ry = OCO(CH_)15CHs, Ry = CH;, Rs = CH,OH, R = H 70
R, = R, = H, R; = OCOCHs, R, = COOH, Rs = CHs, Re = H 80
Ri1=R;=H,R3=0H, Ry=COOH, Rs =H, Re= H 81

(Continua)
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(Continuacdo do Quadro 2.1)

Proantocianidinas 18

Ri=H, R, =CHs, Rs=OH 21
R; = OH, R, = CHs, R; = OH 40

R; = OH, R, = COOH, R; = OH 42
R; = H, R, = CH,0H, R; = OH 47
R; = OH, R, = CHO, R; = OH 48
R; = H, R, = CHs, R; = OCOCH; 55

OH

OH

HO (6]
OR
OH
R = galoil 25
R=H30

Monémero 18a

Mondmero monogaloil substituido 18a;
Dimero 18b

Dimero digaloil substituido 18b;
Trimero 18c

Tetrdmero 18d

Pentadmero 18e

wl// 'y, ///

OH

HO

OH

R; = R, = galoil 26

R; = H, R, = galoil 29
Ri=R,=H32

R, = galoil, R, =H 33

(Continua)
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(Continuacdo do Quadro 2.1)

OH

HO

OH

R = galoil 27

OH

HO OH

HO

OH

OH

HO o B

OH

HO 0]

OH
R = galoil 28
///,,/,
R,0
Rl =H %
R; = glicosil 50
CH,OR
HOH,C
H B C —= OR
o)
HO O—CH;,
HO OH

R = hexadecenoil 35

R = palmitoil 37

(Continua)
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(Continuacdo do Quadro 2.1)

HOSO,H,C
CH,OR COOH
° HOOC
HO H e C ——mOR
O——CH
HO OH 2 NHZ

R = hexadecenoil 36 41
R = miristoil 38
R = palmitoil 39

H

| H,N COOH

N COOH

Rl
49
R; = OH 45
R1 =H 4_6
57
H
/ H,Ny, COOH
N o,
COOH
53 24
o] o]
g)k QJJ\
HoOC : :
(CH,);,CH,
65
(Continua)
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(Continuacdo do Quadro 2.1)

\\\\\\ R 2

Ry = CH3(CH,)15COO0, R, = H, Ry = CHy, Ry = CH,OH 67 73
Ry = CH3(CH,)16COO0, R, = H, Ry = CHy, Ry = CH,OH 69

Ry = CH3(CH,)14CO0, R, = H, Ry = CHy, Ry = CH,OH 71

Ry =R, =OH, Ry = COOH, Ry = CH; 72

o}
cl
OH
H,CO H,CO
OH
H o CH,
HO
cl
0 CH, 0
H,CO CH,
0 OCH,
75
14
o OCH;
OCH, CHj
HCO o
OH
oH O\\\\\\ . o
OCH, Z
76 1
(Continua)
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(Continuacdo do Quadro 2.1)

H,CO

HO

7,
%, Y,
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2.2.2 Byrsonima japurensis

Byrsonima japurensis A. Juss. (sinonimias: B. fluminensis Nied., B. inundata Benth.,
B. japurensis subespécie fluminensis (Nied.) Cuatrec., B. japurensis subespécie silvatica
Cuatrec. e B. uvulifera Spruce) é uma espécie arbérea endémica da Regido Amazbnica, com
registros de ocorréncia na maioria dos paises dessa regido, nomeadamente, Brasil, Colémbia,
Equador, Guiana, Peru e Venezuela, sendo tipicamente encontrada em &reas de varzea. Esta
espécie pode atingir cerca de 20 metros de altura quando adulta e possui flores cor-de-rosa
com estames amarelos e caracteres tipicos das malpighiaceas. Seus frutos s@o pequenos e
globosos, amarelos e comestiveis quando maduros (MISSOURI BOTANICAL GARDEN,

2009; THE FIELD MUSEUM, 2009a) (Figura 2.2).

Figura 2.2 — Byrsonima japurensis. A - Detalhes das flores; B — Detalhe das folhas e frutos.
Fonte: A — Missouri Botanical Garden (2009); B — The Field Museum (2009b).

Byrsonima japurensis encontra-se taxonomicamente classificada conforme a figura 2.3

(pag. 49).
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Figura 2.3 — Classificacdo taxondmica de Byrsonima japurensis.

Fonte: Adaptado de Lombello (2000).
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No Estado do Amazonas (Brasil), onde é popularmente conhecida como muruci,
muruxi, mucuxi, murici, murici da varzea ou sara-tudo, seus frutos ndo sdo muito apreciados
para consumo, servindo mais a alimentacdo de peixes. Seu principal uso é na medicina
popular, na qual chas ou alcoolaturas da casca do caule sdo empregados com diversas
finalidades terapéuticas, entre as quais, para tratar Ulceras gastricas, gastrite, diarréia, colicas,
dor no estdmago, infeccdo intestinal, hemorréidas, dor na garganta, corrimentos e tumores no
Utero, problemas na prostata, no figado e ferimentos diversos.

De acordo com o Senhor Francisco Medeiros Cavalcante, mateiro e representante da
comunidade da Vila do Purupuru, origem da amostra utilizada neste trabalho, a casca desta
espécie deve ser coletada de maneira muito cuidadosa, pois 0s pedacos que caem sobre a agua
ndo podem ser aproveitados, visto que, uma vez molhados, eles passam a “fazer mal a satide”.
Por esse motivo, e também pela dificuldade de acesso ao seu habitat, as cascas séo
preferencialmente coletadas no periodo de vazante (seca) dos rios.

Apos a coleta, as cascas sao raspadas, secadas a sombra e rasuradas, e com as lascas
sdo produzidos os chas ou alcoolaturas (empregando como solvente uma mistura de cachaca e
agua), consumidos diariamente até que cessem o0s sintomas da doenca. A posologia
empregada é de dois dedos do cha ou a medida de uma tampa de refrigerante da alcoolatura
diluida em um copo de agua, de uma a duas vezes por dia, sendo que a Ultima opc¢édo €
aplicada apenas nos casos mais graves, pois as prepara¢fes com essa droga vegetal sdo
consideradas “fortes”.

A despeito do uso terapéutico, a casca também ja foi muito utilizada por ribeirinhos
(como sdo conhecidos 0s moradores das margens dos rios) para o tingimento de malhadeiras
(instrumentos utilizados para a pesca), pois a cor escura que o extrato lhe conferia, enganaria

0s peixes por se assemelhar a cor da agua dos rios da regiao.
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2.3 Busca por novos anti-inflamatorios

A inflamacdo é uma resposta ndo especifica da microcirculacdo a injlrias teciduais
provocadas por estimulos de origem fisica, quimica ou bioldgica, ou alguma combinacdo
destes (MORGAN, 2007).

As alteracOes bioquimicas e celulares caracteristicas dos processos inflamatdrios sdo
reguladas pela liberagdo imediata e sequencial de mediadores da inflamacéo, dentre os quais
podem ser citados os produtos da degranulacdo de mastdcitos, fator ativador de plaquetas
(PAF), bradicinina, componentes do sistema complemento, citocinas e eicosanoides Esses
mediadores sdo responsaveis pelos cinco sinais caracteristicos da resposta inflamatéria: dor,
calor, rubor e tumor, que podem vir acompanhados ou ndo da perda de funcéo do tecido ou
6rgdo afetado (BURKE et al., 2006; COUSSENS; WERB, 2002; JANEWAY JUNIOR et al.,
2007).

Em dltima instancia, o objetivo da inflamacdo € livrar o organismo de patdgenos e
corpos estranhos e/ou reparar os danos teciduais decorrentes dos diversos estimulos
inflamatdrios. Portanto, a inflamacdo é fundamentalmente um mecanismo de protecdo, sem o
qual as infec¢bes ndo seriam sustadas e as feridas jamais cicatrizariam (BOGLIOLO et al.,
1993; ROBBINS et al., 1996; SIMAO DA SILVA, 2007).

Entretanto, quando ocorre perda do controle homeostatico, que é relativamente comum
dada a diversidade e quantidade de estimulos inflamatérios existentes, a inflamacéo assume
um papel destrutivo, maléfico ao organismo. Por isso, a inflamacdo estd intimamente
relacionada com doencas de alto impacto coletivo (Quadro 2.2, pag. 52). Em muitos casos,
quando os eventos patogenéticos de uma determinada doenca ndo sdo conhecidos, tratar a

inflamacdo relacionada € a melhor op¢do (NATHAN, 2002; VITOR, 2007).

Guilhon-Simplicio



Capitulo 2 — Fundamentagao Tedrica

52

Doencas consideradas inflamatérias

Anafilaxia

Asma

Artrite Reumatoide

Aterosclerose

Colite ulcerativa

Dermatite atdpica

Diabetes mellitus tipo |

Doenca de Alzheimer

Doenca de Crohn

Doenca pulmonar obstrutiva cronica

Esclerose multipla

Gota

Injaria pos-isquémica
Lapus Eritematoso Sistémico
Osteoartrite

Pénfigo

Psoriase

Sarcoidose

Sindrome da febre periodica
Tireoidite de Hashimoto
Vasculite

Rejeicdo xenogréfica

Doencas de origem infecciosa com prognéstico agravado pela inflamacéo

Disenteria bacteriana

Doenca de Chagas

Filariose

Fibrose cistica

Gastrite por Helicobacter pylori

Glomerulonefrite estreptocécica

Hanseniase (forma tuberculéide)

Hepatite C

Meningite por Neisseria sp. ou Pneumococcus sp.
Pneumonia por virus Influenza

Sindrome séptica

Tuberculose

Patologias causadas por fibrose pés-inflamatoria

Esquistossomose

Fibrose pulmonar idiopatica

Cirrose hepatica pds-viral ou alcodlica

Fibrose pulmonar induzida por Bleomicina
Fibrose pulmonar induzida por radiacéo

Rejeicao alogréfica cronica

Quadro 2.2 — Exemplos de doencas relacionadas a inflamagéo.

Fonte: Nathan (2002).

Devido a grande importancia da inflamacdo como alvo terapéutico, existem varios

medicamentos anti-inflamatérios de origem sintética disponiveis no mercado, sendo que a
grande maioria sdo inibidores da sintese de eicosandides, principalmente por inativacdo da
enzima ciclooxigenase. Esses medicamentos sao classificados farmacologicamente como anti-
inflamatérios ndo esteroidais (AINE), em referéncia aos horménios esterdides, que atuam
como anti-inflamat6rios enddgenos, e figuram entre os mais consumidos no mundo, dado o
seu amplo espectro de aplicagdo (STEINMEYER, 2000).

Os eicosandides sdo oriundos da via metabolica do acido araquiddnico, um é&cido

graxo poli-insaturado de 20 atomos de carbono encontrado na forma esterificada nos
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fosfolipidios de membranas, o qual é hidrolisado pelo sistema enzimético das fosfolipases
(fosfolipases A, C ou D), ativadas por estimulos inflamatorios, e serve de substrato para 0s
complexos enzimaticos das lipo-oxigenases e ciclo-oxigenases (KATZUNG, 2004).

As lipo-oxigenases atuam sobre o 4&cido araquidénico para formar &cido
hidroxieicosatetraendico (HETE) ou &cido hidroperoxieicosatetraendico (HPETE) que séo
instaveis e rapidamente convertidos a leucotrienos por acdo da 5-lipo-oxigenase, ou lipoxinas
por acao da 12-lipo-oxigenase ou 15-lipo-oxigenase (SMYTH et al., 2006).

As ciclo-oxigenases ou sintases de prostaglandina H, (PGHS), cujas principais
isoformas sdo a ciclo-oxigenase-1 (COX-1) e a ciclo-oxigenase-2 (COX-2), sdo enzimas
bifuncionais que catalisam tanto a bi-oxigenacdo do acido araquiddnico ao endoperoxido
instavel prostaglandina G,, com atividade de endoperdxido-redutase, quanto a sua
subsequente reducdo a prostaglandina H, outro endoperoxido instavel com atividade de
peroxidase (KUMMER; COELHO, 2002).

A prostaglandina H;, serve de substrato a outras sintases de prostaglandinas (PGS) ou
isomerases para a producdo de outras prostaglandinas. O tipo de prostaglandina gerada
depende do tipo de célula, dada a seletividade tecidual na distribui¢do das PGS (CARVALHO
et al., 2004; CLAUDINO, 2006). A figura 2.4 (pag. 54) resume o processo de formacéo e as

funcbes dos eicosanoides.
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Figura 2.4 — Diagrama resumido do processo de formagao dos eicosanoides e suas fungdes. LT, leucotrieno (Aq, Bs, C4, Dy 0U Ey); PG, prostaglandina (F,,, D, ou E,); TxAy,
tromboxane A,; HETE, 4cido hidroxieicosatetraendico; HPETE, &cido hidroperoxieicosatetraendico; PGl,, prostacilcina (prostaglandina I,); PAF, fator ativador de plaquetas.

Fonte: Adaptado de Rang et al. (2004).
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A COX-1 é uma enzima constitutiva presente em praticamente todas as células do
organismo e seus produtos possuem muitas fungdes fisioldgicas importantes nos sistemas
nervoso, cardiovascular, gastrointestinal, genitourinario, respiratorio e imundlogico. Estudos
recentes mostraram que mesmo a COX-2, anteriormente conhecida como uma enzima
exclusivamente inflamatéria, por ser expressa somente em determinadas células ativadas por
estimulos inflamatérios, é constitutivamente expressa no sistema nervoso central e no Utero
gravido de ratas, onde teria papel na angiogénese (STEINMEYER, 2000).

Por isso, os AINE possuem varios efeitos indesejaveis, decorrentes das funcdes
fisiologicas dos eicosanoides, dentre os quais, 0 mais frequentemente relatado € o surgimento
de complicagdes gastrointestinais, como gastrites, Ulceras e perfuragdes. Evidentemente, esses
efeitos estdo mais relacionados a inativacdo da COX-1, o que por muito tempo sugeriu que
inibidores seletivos da COX-2 seriam os anti-inflamatérios ideais (KUMMER; COELHO,
2002).

Porém, os inibidores seletivos da COX-2 nao inibem agregacdo plaquetaria associada
a inflamacdo. As plaguetas, por serem anucleadas, ndo sdo capazes de sintetizar a COX-2 e
ndo sdo afetadas por esses medicamentos, e a producdo de TxA,, potente ativador das
plaquetas, pela COX-1 permanece inalterada. Isso aumenta o risco de complicacbes
cardiovasculares ligadas a inflamacao, particularmente comuns em pacientes ateroscleroticos.
A situacdo se agrava se houver cardiopatia associada (GOTTLIEB et al.,, 2005; LIBBY,
2002).

Além disso, a inibi¢do da via metabdlica das ciclooxigenases aumenta o suprimento de
substrato para as lipooxigenases, as quais poucos AINE sdo capazes inibir em concentracdes
convenientemente baixas. Isso leva a um aumento na sintese de leucotrienos inflamatorios. De
fato, estratégias como a inibicdo seletiva de um dado eicosandide, poderiam aumentar a

sintese de um produto enzimaticamente relacionado (KATZUNG, 2004).
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Recentemente foi sugerida a existéncia de uma terceira isoforma da ciclo-oxigenase, a
ciclo-oxigenase-3, identificada no cortex cerebral e no coragdo em humanos. Contudo, foi
mostrado que se tratava de uma variante de RNA mensageiro da COX-1, com uma sequencia
de cerca de 30 amino&cidos de diferenca em relacdo a esta, na regido hidrofdébica. Por esse
motivo, é pouco provavel que essa enzima seja capaz de produzir prostaglandinas e sua
funcdo no organismo ainda é desconhecida (CLAUDINO, 2006).

Pelos motivos expostos até aqui, a busca por novos medicamentos moduladores da
resposta inflamatéria, dotados de menos efeitos colaterais e/ou atuantes por outros
mecanismos € tdo relevante e objeto de tantos estudos. Um método amplamente utilizado na
avaliagdo da atividade anti-inflamatéria de novos medicamentos ¢ o “Edema de pata induzido
por carragenina”, no qual uma inje¢do intra-plantar do polissacarideo, em ratos ou
camundongos, induz um aumento progressivo do volume da pata injetada, que é proporcional
a intensidade da resposta inflamatdria (LAPA et al., 2008).

A resposta inflamatoria causada pela carragenina é caracterizada por duas fases. A
primeira estd relacionada principalmente com a liberacdo de histamina, serotonina,
bradicinina, PAF e leucotrienos, que induzem um rapido crescimento do edema
imediatamente apds a injecdo de carragenina até os 60 primeiros minutos. Entre 60 e 90
minutos ha um retardo no crescimento do edema, seguido de um novo periodo de rapido
crescimento que perdura até a terceira hora, quando o edema atinge seu pico maximo. Isso se
deve, principalmente, a liberacdo de prostaglandinas e outros prostandides pela
ciclooxigenases, e caracteriza a segunda fase da resposta induzida pela carragenina
(MUNIAPPAN; SUNDARARAJ, 2003; PEREIRA, 2005).

Nesse metodo, o volume do edema é convenientemente medido utilizando-se
plestimbémetro, que mede o volume de uma solugdo salina deslocado pela pata inflamada do

animal, por meio de um eletrodo, e o traduz em forma digital. A progressdao do edema é
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calculada pela diferenca entre a medida basal e aquelas feitas a cada 60 minutos subsequentes
a injecdo da carragenina. A andlise da interferéncia de substancias nessa progresséo pode ser
feita com a administracdo da droga, seja pela via oral ou intraperitoneal, uma hora antes da

injecdo da carragenina (LAPA et al., 2008).

2.4 Busca por novos antiplaguetarios

As plaquetas sdo pequenos fragmentos discoides anucleados oriundos do citoplasma
de megacariocitos. Quando ativadas, essas celulas tém mais capacidade de aderirem umas as
outras e a parede dos vasos sanguineos, e expdem em suas membranas receptores para 0s
complexos tenase e protrombinase que medeiam a producdo de fibrina, componente
indispensavel a estabilizacdo dos tampdes plaquetarios (trombos brancos) e formacdo dos
coagulos sanguineos (trombos vermelhos) (CASTRO et al., 2006; FRANCO, 2001).

A funcéo desses tampdes e codgulos € a interrupc¢do da perda sanguinea e a imposicao
de uma barreira fisica a disseminacdo de patogenos. Contudo, apesar da valiosa funcao
homeostatica, esse tampdes plaquetdrios sdo a principal causa das complicacdes
cardiovasculares nas doencas inflamatdrias, entre as quais se incluem doencas vasculares
periféricas, infarto agudo do miocéardio e acidente vascular cerebral isquémico, que muitas
vezes se configuram como a principal causa de morte de paciente com inflamac@es cronicas
(GOTTLIEB et al., 2005; PIEDADE et al., 2003; PRICE et al., 1991).

As plagquetas também possuem receptores de baixa afinidade para imunoglobulina E e
podem produzir radicais livres e proteinas catibnicas pro-inflamatérias. O fator de
crescimento produzido por elas contribui para os processos de reparo ap0s a resposta
inflamatoria. Outra relacdo da agregacdo plaquetaria com a inflamacéo advém do fato de que
colageno, difosfato de adenosina (ADP), adrenalina, PAF, metabdlitos do acido araquidénico,

polications, serotonina e trombina, envolvidos na resposta inflamatéria, sdo agonistas da
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agregacdo plaquetéria, capazes de ativar as plaquetas tanto in vivo quanto in vitro (ABIB-
JUNIOR, 2004; WEYRICH et al., 2003).

Ao interagirem com o0s receptores especificos associados a proteinas G, esses
agonistas, por intermédio da entrada de célcio nas plaquetas, ativam as fosfolipases A; e C,
que ddo inicio a producdo de eicosandides pela COX-1, dentre os quais 0 TxA;, que € um
poderoso indutor e amplificador da agregacdo plaquetéaria (KLINGER; JELKMANN, 2002).
Por isso, os AINE inibidores da COX-1, sdo também dotados de atividade antiagregante
plaquetaria. O acido acetilsalisilico (AAS), que inibe ndo seletivamente e irreversivelmente as
COX-1 e 2, é o farmaco antitrombdtico mais utilizado na terapéutica, apesar dos graves
efeitos adversos relacionados ao sistema gastrointestinal (RANG et al., 2004).

Outra particularidade das plaquetas ativadas é a expressdo da glicoproteina I1b/llla
(Gp HIb/Ia), que funciona como um receptor para fibrinogénio ou fator de von Willebrand,
que sdo as moleculas que ligam as plaguetas umas as outras (GAWAZ et al., 2005). A
inibicdo da Gp l1b/l11a também inibe a agregacdo plaquetaria induzida por qualquer agonista,
e por isso, esse tem sido um alvo estratégico para o desenvolvimento de novos
antiplaquetarios. Representantes ja existentes dessa classe de farmacos sdo o abciximab, o
eptifibatife e o tirofiban (KATZUNG, 2004).

Existe ainda um inibidor seletivo do TxA,, o sulotroban. Contudo, 0 mesmo risco da
producdo aumentada de metabolitos enzimaticamente relacionados, comentado no item
anterior, € aplicavel nesse caso. Ticlopidina e clopidrogel inibem a agregacdo plaquetaria
somente quando induzida por ADP, além de possuirem efeitos adversos como nausea,
dispepsia e diarréia (KATZUNG, 2004; MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006).

Além disso, os principais efeitos adversos apresentados por todos os antiagregantes

plaquetarios sdo leucopenia, sangramentos e até mesmo hemorragias, sendo que os dois
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altimos, na maioria das vezes, sdo condicionados a intervencBes cirurgicas prévias ou
distrbios hemorragicos pré-existentes (MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006).

Portanto, a busca por antiagregantes plaquetarios mais eficientes permanece ativa. Em
1962, Born prop6s um método que é largamente utilizado até os dias atuais, para a avaliacéo
da capacidade antiagregante plaquetéaria de substancias, realizada no plasma rico em plaquetas
(PRP) obtido de amostras sanguineas humanas. Esse método é baseado na medicdo da
interrupgdo da passagem de luz através do PRP, pela turbidez ocasionada pela formacgdo de
trombos, apos a adicdo de indutores da agregacao plaquetaria. Se a substancia em teste limita
esse aumento da turbidez é sinal de que possui atividade antiagregante plaquetaria. E um
método simples e eficiente com o qual é possivel testar a capacidade antiagregante de

qualquer substancia frente a qualquer agonista plagquetario (CASTRO et al., 2006).

2.5 Busca por novos antioxidantes

As espécies reativas de oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN) séo
inerentes a vida aerdbia, produzidas em reacGes de oxidacdo-reducdo. Ambas dividem-se
entre radicalares, mais conhecidas como radicais livres [hidroxila (HO®), superéxido (O;"),
peroxila (ROQO"), alcoxila (RO®) e éxido nitrico (NO®)]; e ndo-radicalares [oxigénio molecular
(0,), peréxido de hidrogénio (H,O,) e &cido hipocloroso (HOCI), oxigénio singleto (*O,),
oxido nitroso (N203), acido nitroso (HNO,), nitrito (NOy), nitrato (NO3) e peroxinitrito
(ONOO)] (BARREIROS et al., 2006).

Apesar de terem funcbes benéficas ao organismo, pois estdo envolvidas na producao
de energia, na eliminacdo de patdgenos e corpos estranhos, na regulacdo do crescimento de
celulas e na sinalizag&o intercelular, o acimulo dessas espécies por processos patofisioldgicos
ou por influéncia ambiental (radiagdo ultravioleta, estresse mecanico, etc.), desencadeia

efeitos danosos como peroxidacdo de lipidios de membrana e agressdo a proteinas dos
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tecidos, a enzimas, a carboidratos e a DNA, por reagcdes de oxidacdo-reducdo em cadeia
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os radicais livres mais reativos e, portanto, mais prejudicais ao organismo, sao o HO®
(meia-vida de 10 segundos) e 0 RO® (meia-vida de 10® segundos). Devido & meia-vida
muito curta e acdo imediata no préprio sitio onde sdo gerados, seus efeitos in vivo, ao
contrério das indicacdes de testes in vitro, sdo inevitaveis (PIETTA, 2000; SIES, 1993). O
radical O;* e 0 H,0,, produzidos por fagécitos e fibroblastos durante resposta a patdgenos e
corpos estranhos, sdo pouco reativos e ndo causam danos ao organismo, porém, Sao
precursores diretos do radical HO®. Ao agredir as células do endotélio, por exemplo, o radical
HO® gerado durante o processo inflamatorio desencadeia uma nova resposta (AMES et al.,
1993; BARREIROS et al., 2006).

O organismo humano possui dois sistemas de defesa contra as ERO e ERN: um
sistema enzimatico, do qual, as superdxido dimutases, catalase e glutationa peroxidade, sdo as
principais representantes, e um sistema ndo-enzimatico composto por glutationa, ubiquinona,
bilirrubina, hemoglobina, &cido urico, dentre outros. Apesar de complexo, esse sistema de
defesa é falho devido a velocidade de producdo e de reacdo dos radicais livres, além da
diversidade e quantidade de fontes estimuladoras as quais 0 organismo humano esta sujeito.
Assim, parte dos constantes e sucessivos danos as células e proteinas do corpo védo se
acumulando com a idade (AMES et al., 1993; SIES, 1993).

Por isso, os radicais livres estdo relacionados ao agravamento de reacdes inflamatdrias
descontroladas como na artrite reumatdide, na aterosclerose, na septicemia e em doencas
autoimunes, além de ter papel comprovado no envelhecimento, na oncogénese, no autismo e
em doencgas degenerativas como doenga de Parkinson, doengca de Alzheimer, esclerose
multipla e catarata (AMES et al.,, 1993; CHAUHAN; CHAUHAN, 2006; FERREIRA;

MATSUBARA, 1997).
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Além das defesas produzidas pelas proprias células, o organismo humano adquire
vérias moléculas antioxidantes atraves dos alimentos, dentre elas os carotenoides, o0s
tocoferois (principalmente o a-tocoferol ou vitamina E), o &cido ascorbico (vitamina C) e 0s
compostos fendlicos, que tém, todos, como fonte principal os produtos de origem vegetal.
Dietas ricas em frutas, verduras, legumes e chas tém sido relacionadas a diminuicdo da
incidéncia de doencas degenerativas, de doencas do coracdo, de diversos tipos de cancer e ao
retardo do envelhecimento. Isso tem contribuido para a crescente valorizagdo de habitos mais
saudaveis de vida, dada a eterna busca do homem pela longevidade (BIANCHI; ANTUNES,
1999; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; PIETTA, 2000; RICE-EVANS et al., 1999).

Numerosos estudos tém avaliado a capacidade antioxidante de diversas substancias,
tanto de origem sintética como natural, visando, principalmente, terapias de prevencdo as
doencas relacionadas aos radicais livres. Além disso, novos antioxidantes mais baratos e
menos toxicos sdo de grande interesse para a industria quimica e de alimentos (SIES, 1993).
Entre os métodos mais utilizados para a avaliagdo a capacidade antioxidante completa de
compostos isolados ou misturas, como extratos vegetais, estdo o ensaio do radical livre 2,2-
difenil-1,1-picril-hidrazila (DPPH®) e o ensaio do cation do radical 4cido 2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolino)-6-sulfonico (ABTS®") (ES-SAFI et al., 2007; RUFINO et al., 2007;
VASCONCELOS et al., 2007).

Ambos os métodos baseiam-se na medida do decréscimo na absorbancia ou
descoloracdo ocasionada pela reducdo dessas espécies na presenca de substancias doadoras de
elétrons ou hidrogénio. O DPPH® tem cor purpura e absorbancia em torno de 517 nm, e sua
forma reduzida (DPPH-H) tem cor amarela. O ABTS® tem cor verde-escura, absorbancia
caracteristica primaria em 415 nm e absorc¢des secundarias em 660, 734 e 820 nm, sendo que
sua forma mais estavel (catidnica) tem cor verde-clara (KOLEVA et al., 2002; SOUSA et al.,

2007; RUFINO et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Realizar estudo farmacogndstico com a casca do caule da espécie Byrsonima
japurensis A. Juss. e investigar o potencial antioxidante, antiagregante plaquetario, anti-

inflamat6rio e toxico de um extrato aquoso dessa droga vegetal.

2.2 Objetivos especificos
= Elucidar caracteres farmacogndsticos e tecnologicos da cascas do caule de Byrsonima
japurensis, avaliando o possivel emprego desta matéria-prima para a producdo de
fitoterapicos;
= Contribuir para a validacao cientifica, ou ndo, do uso popular de B. japurensis com
finalidades terapéuticas;
= Avaliar a seguranca do uso do extrato aquoso da casca do caule de B. japurensis com

finalidade terapéutica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo da amostra

Cascas do caule da espécie Byrsonima japurensis foram coletadas no municipio
Careiro-Castanho, Amazonas, as 14 horas e 30 minutos do dia 03 de marco de 2007, pelo
Senhor Francisco Medeiros Cavalcante. A espécie foi identificada e classificada
taxonomicamente por boténicos do Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia
(INPA), por meio de um material-testemunho (Figura 4.1). Duas exsicatas foram depositadas:
uma no herbario do INPA sob o nimero 224415 e outra no Herbario da Universidade Federal

do Amazonas (HUAM) sob o nimero 7983.

Figura 4.1 — Comparagao entre o material-testemunho (a direita) e a exsicata do INPA.
Fonte: Arquivo de Maria Christina dos Santos Verdam.

4.2 Estudo farmacognostico

4.2.1 Anélise macroscopica

Antes de qualquer tratamento, a droga vegetal foi submetida a um exame visual a luz
do dia para verificacdo da cor. A textura e a consisténcia foram examinadas ao toque e com o0
auxilio de outros procedimentos como dobrar e partir o material (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 1988).
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4.2.2 Andlise histoquimica

Amostras frescas do floema secundario de Byrsonima japurensis foram seccionadas
transversalmente com o auxilio de um micrétomo manual e os fragmentos foram mantidos em
agua destilada até o momento da montagem das laminas. Sobre 0s cortes selecionados foram
gotejados reagentes especificos, de acordo com a tabela 4.1 (JOHANSEN, 1940). ApGs esse
procedimento, 0s cortes foram observados em fotomicroscopio éptico (Zeiss®) nos aumentos

de 10, 20 e 40 vezes, para a verificagdo dos resultados (Figura 4.2).

Tabela 4.1 — Reagentes utilizados nos testes histoquimicos

Reagente Composto detectado Coloracéo resultante
Cloreto férrico Compostos fendlicos Enegrecida
Lugol Amido Arroxeada
Reagente de Dragendorff Alcal6ides Verde
Sudam 11l Lipideos Laranja

Figura 4.2 — Anélise histoquimica da droga vegetal. A — micr6tomo manual; B — cortes em agua destilada; C —
fotomicroscépio utilizado.
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4.2.3 Andlise fisico-quimica

4.2.3.1 Obtengdo da Matéria-Prima Vegetal (MPV)

As cascas de B. japurensis foram secadas a 40 °C em estufa com circulagéo interna de
ar, até que adquirissem aspecto quebradico. Apos este periodo, as mesmas foram raspadas
para a retirada da camada mais externa e submetidas a uma nova secagem por mais 3 dias.
Entdo, as cascas foram pulverizadas em moinho de facas com tamis de 0,5 mm de abertura de
malha. A matéria-prima assim obtida foi submetida as analises fisico-quimicas, conforme o
fluxograma 4.1 (pag. 66). A metodologia dessas analises esta detalhada nos itens de 4.2.3.2 a

4.2.3.6 (pag. 65-74).

4.2.3.2 Prospeccéo fitoquimica preliminar

4.2.3.2.1 Investigacdo de compostos fendlicos e esteroidais

Um extrato hidroalcodlico foi preparado com 2,5 g de MPV e 50 mL de etanol a 70%
por decoccdo por 10 minutos, o qual foi filtrado e apds arrefecimento, transferido para um
baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com etanol a 70%. Uma aliquota de
10 mL do extrato foi transferida a um béquer e levada a secura em banho-maria e outras
aliquotas de 3 mL foram distribuidas em oito tubos: sete foram numerados e utilizados para 0s
testes de I a VII (pag. 67 a 69) e o outro tubo foi utilizado como controle. O preparo das
solucdes reagentes e toda a sequéncia dos testes foram realizados seguindo as recomendac6es

de Matos (1997).
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Amostra

Secagem em estufa

Pulverizagdo

Analise granulométrica Perda por dessecagdo Teor de cinzas totais Teor de extrativos

A 4
r===-=-=- J.___.____I | o « '.L','.'"l
1 Prospeccdo fitoquimica de I | Prospeccéo fitoquimica de |
I compostos fenolicos e esteroidais | " compostos nitrogenados 1

I -vm ﬂr“““l

Taninos, flavonoides, Heterosideos Heterosideos Alcaldides
esterdides, terpendides cardioativos cianogénicos
e cumarinas

Fluxograma 4.1 — Preparacdo e analise fisico-quimica da matéria-prima vegetal.
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| - Teste para taninos
Ao tubo 1 foram adicionadas 3 gotas de solucdo alcoodlica de cloreto férrico, agitando-
se bem. Foi observado se houve a formagéo de precipitado de coloragdo azul, indicativo de

taninos hidrolisaveis, ou verde, indicativo de taninos condensados.

Il - Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides
O pH dos tubos 2, 3 e 4 foram ajustados a 3, 5 e 11 por meio da adi¢bes de solugdes de
acido sulfurico, hidroxido de sodio e hidroxido de potéssio, respectivamente, observando se

houve mudangas na coloracdo das solugdes. O resultado foi interpretado de acordo com o

quadro 4.1.

Constituintes Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas Azul-purpura
Flavonas, Flavondis e Xantonas - - Amarelo
Chalcona e Auronas Vermelha - Vermelho-plrpura
Flavononois - - De vermelho a laranja

Quadro 4.1 — Interpretacdo dos resultados do teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides.
FONTE: Matos (1997).

I11 - Teste para leucoantocianinas, catequinas e flavonas

O pH dos tubos 5 e 6 foram ajustados com solucédo de &cido cloridrico a 1 e 11 por
meio da adicdo de solucGes de &cido cloridrico e hidroxido de sddio, respectivamente,
observando se houve mudancas na coloracdo das solugdes. O resultado foi interpretado de

acordo com o quadro 4.2.

Constituintes Tubo 5 Tubo 6
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo-Amarelada -
Flavanonas - De vermelho a laranja

Quadro 4.2 — Interpretacdo dos resultados do teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas.
FONTE: Matos (1997).
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IV - Teste para flavonois, flavanonas, flavanondis e xantonas (reacdo de Shinoda)
Ao tubo 7 foram adicionados alguns centigramas de magnésio granulado e 0,5 mL de
acido cloridrico p.a. Ao final da efervescéncia foi observado se houve aparecimento ou

intensificagéo de cor vermelha.

V - Teste para esterdides e triterpendides (reacdo de Liebermann-Burchard)

O residuo do béquer foi extraido de duas a trés vezes com cerca de 2,0 mL de
cloroférmio, triturando-se bem o residuo com o solvente. O residuo insoltvel foi reservado
para o teste de saponinas. A solugédo cloroférmica foi filtrada em algodéo coberto com alguns
decigramas de sulfato de sodio anidro e transferida para um tubo de ensaio bem seco, ao qual
foi adicionado 1,0 mL de anidrido acético e trés gotas de &cido sulfurico concentrado,
agitando bem. Foi observado se houve desenvolvimento de coloracdo azul, seguida de verde
permanente, indicativo da presenca de esterdides livres, ou parda até avermelhada, indicativo

de triterpendides pentaciclicos livres.

VI - Teste para saponinas

O residuo insoltvel em cloroférmio obtido no teste anterior foi ressuspenso em 5,0-
10,0 mL de agua destilada. A solucdo foi entdo filtrada para um tubo de ensaio e agitada
fortemente, por dois a trés minutos, observando se houve formacédo de espuma persistente por

pelo menos cinco minutos, indicativo da presenca de saponinas.

VII - Teste confirmatorio para saponinas

Foram adicionados 2,0 mL de &cido cloridrico ao contetido do tubo do teste anterior, o

qual foi deixado em banho-maria a 60 °C, por uma hora. Em seguida, o conteudo do tubo foi
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neutralizado com solugdo de hidroxido de sodio, observando se houve auséncia de espuma e

formacdo de precipitado, que confirmariam a presenca de saponinas.

VIII - Teste para cumarinas

Duas gotas do extrato hidroacoolico foram despejadas separadamente sobre um
pedaco de papel de filtro comum. Sobre uma delas (mancha-teste), foi gotejada solugdo de
hidroxido de potéassio a 10 %. Sob luz utravioleta de 365 nm (UV Asss) foi observado se a
mancha de teste apresentava fluorescéncia amarelo-esverdeada em comparagdo com a outra

(mancha-controle).

4.2.3.2.2 Investigacao de heterosideos cardioativos

O preparo do extrato e das solucdes reagentes e a sequéncia dos testes da investigacdo
de heterosideos cardioativos foram realizados conforme recomendam os autores Alice (1985)
e Costa (2001). Cerca de 2,0 g da MPV foram fervidas com 20,0 mL de etanol a 50 % e 10,0
mL solucdo de acetato neutro de chumbo a 10 % por dois minutos. Entdo, a mistura foi
centrifugada a 3500 rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi transferido para um funil de
separacdo, ao qual foi adicionado 20,0 mL de &gua destilada. Em seguida, a solugdo foi
extraida com duas porces de 15,0 mL de cloroformio, e as fragdes cloroférmicas foram
reunidas. Porcdes de cerca de 5,0 mL do extrato cloroformico final foram distribuidas em
cinco tubos de ensaio numerados e evaporadas a secura em banho-maria, em capela. Os
residuos foram submetidos as reacbes para identificacdo de desdxi-agucares, nicleo

esteroidal, anéis lacténicos e grupos carbonila, conforme especificado a seguir:
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= ReagOes com desdxi-agucares
a) Reacdo de Keller Killiani
O residuo do tubo 1 foi dissolvido em 3,0 mL do reativo de Keller Killiani e
transferido cuidadosamente a outro tubo contendo 3,0 mL de &cido sulfdrico concentrado,
sem agitar. Foi observado se houve aparecimento de cor violacea na zona de contato dos dois

liquidos.

b) Reacdo de Pessez
Uma pequena aliquota do extrato cloroférmico foi transferida para uma pequena
capsula de porcelana, a qual foram adicionadas algumas gotas de acido fosforico p.a.,
agitando-se com bastdo de vidro. Sob luz ultravioleta, foi observado se houve aparecimento

de fluorescéncia amarelo-esverdeada.

= Reac¢des com o nucleo esteroidal
a) Reacdo de Libermann-Burchard
O residuo do tubo 2 foi dissolvido com 1,0 mL do reativo de Libermann-Burchard e

foi observado se houve aparecimento de cor castanho-avermelhada ou esverdeada na solucao.

= Reacdes com o anel lacténico
a) Reacdo de Kedde
Ao residuo do tubo 3 foram adicionados 2,0 mL de alcool etilico a 50 %, 2,0 mL de
agua destilada, 2,0 mL do reativo de Kedde, 2,0 mL de solucdo de hidroxido de potassio 1 N.
Ap0ds cinco minutos, foi observado se houve desenvolvimento de cor castanho-avermelhado a

castanho-violeta na solucéo.
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b) Reacéo de Baljet
O residuo do tubo 4 foi dissolvido em 2,0 mL do reativo de Baljet. Ao mesmo tubo
foram acrescentadas algumas gotas de hidroxido de potéssio 1 N, observando se houve

aparecimento de coloracéo alaranjada.

= Reacgdes com grupos carbonila
a) Reacdo de Legal
Ao residuo do tubo 5 foram adicionados 1 mL de piridina, 0,5 mL de agua, 0,5 mL da
solucéo de hidréxido de sddio a 10% e 0,5 mL da solucéo do reativo de Legal. Ao final desses

procedimentos, foi observado se houve aparecimento gradual de cor vermelha na solucéo.

4.2.3.2.3 Investigacdo de compostos nitrogenados

= Investigacdo de heterosideos cianogénicos
Em um Erlenmeyer de 250,0 mL com tampa esmerilhada foram reunidos 10,0 g da
matéria-prima vegetal (MPV), 50,0 mL de &gua e 1,0 mL de 4cido sulfurico 1 N. A tampa foi
presa uma fita de papel de picrato de sédio. O Erlenmeyer foi deixado em banho-maria a uma
temperatura de 60 °C por duas horas. Foi observado o aparecimento de coloracdo vermelha-

castanha na fita, que indica presenca de heterosideos cianogénicos (MATOS, 1997).

= Investigacdo de alcal6ides
Toda esta investigacdo, incluindo o preparo dos reagentes, foram realizados segundo
as recomdacOes de Costa (2001). Um extrato por decocgéo foi preparado a partir de 1,0 g da
MPV e 20,0 mL de &cido cloridrico diluido e distribuido em cinco tubos de ensaio de 10,0

mL. A quatro deles foram acrescentadas algumas gotas dos reativos de Mayer, Bertrand,
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Hager e Dragendorff, respectivamente, observando-se a formacdo de precipitados. O quinto

tubo serviu de controle.

4.2.3.3 Anélise granulométrica

A determinacdo do tamanho médio das particulas da MPV foi realizada conforme
recomenda a Farmacopéia Brasileira (1988). Uma aliquota de exatamente cerca de 50,0 g foi
submetida a passagem forcada por vibracdo através de tamises com abertura de malha de
tamanhos diferentes e decrescentes. Neste trabalho foram utilizados tamises de 1,0 mm, 850,0
pm, 710,0 um, 600,0 um, 500,0 um, 425,0 um, 355,0 um e 250,0 um de abertura de malha e
tamisador da marca Bertel. A anlise foi realizada em quadruplicata com tempo fixado em 15
minutos e na escala 30 do aparelho. O tamanho médio das particulas foi calculado em funcéo

de frequéncias de passagem e retencao.

4.2.3.4 Perda por dessecacao

Aliquotas de exatamente cerca de 2,0 g da MPV foram pesadas em quadruplicata em
pesa-filtros previamente tarados, que foram colocados em estufa previamente aquecida a 105
°C onde permaneceram por duas horas. Logo apds, os mesmos foram resfriados em
dessecador e pesados em balanca analitica. Todo o procedimento foi repetido, com o tempo
de estufa reduzido para uma hora, até a constatacdo de peso constante, considerado quando a
diferenca entre duas pesagens consecutivas era inferior a 2,0 mg (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988). A porcentagem da perda por dessecacdo foi calculada conforme a

formula abaixo:

Pu —
pd (%) =

Guilhon-Simplicio



Capitulo 4 — Materiais e Metodos 73

onde:

pd = perda por dessecacéo

Pa = peso da amostra

Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacéo

Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a dessecacao.

4.2.3.5 Teor de cinzas

Aliquotas de exatamente cerca de 3,0 g da MPV foram pesadas em triplicata, em
cadinhos previamente calcinados. Os cadinhos foram levados a mufla e submetidos a elevagéo
gradual da temperatura até a maxima de 450 °C, na qual permaneceram por periodos de 2
horas, intercalados por 30 minutos de resfriamento em dessecador e pesagem em balanca
analitica. Esses procedimentos foram até constatacdo de peso constante, considerado quando a
diferenca entre duas pesagens consecutivas era inferior a 2,0 mg (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 1988). O teor de cinzas foi calculado em relacdo ao peso inicial da amostra.

4.2.3.6 Teor de extrativos

Exatamente cerca de 1,5 g de MPV foram pesados e transferidos a um Erlenmeyer, ao
qual se adicionou 150,0 mL de agua destilada. O conjunto (Erlenmeyer + MPV + agua
destilada) foi pesado e levado a decoc¢do por 10 minutos. Apos arrefecimento, o peso inicial
do conjunto foi reconstituido com &gua destilada.

Em seguida, filtrou-se a solucdo desprezando-se os primeiros 20 mL. Do restante
foram pesadas aliquotas de exatamente cerca de 20,0 g em pesa-filtros previamente tarados,
que foram evaporadas a secura em banho-maria. Logo apds, levou-se 0s mesmos a estufa
previamente aquecida a 105 °C e iniciou-se 0 processo de dessecacdo até peso constante,

considerado quando a diferenca entre duas pesagens consecutivas era inferior a 2,0 mg
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(BUNDESVEREINIGUNG DEUTSCHER APOTHERKERVERBANDE, 1986; MIGLIATO

et al., 2007). Os resultados foram calculados pela formula abaixo:

g x FD x 100

m— (mx pd
100

onde:

TE = teor de extrativos (% m/m);
g = massa do residuo seco (g);
FD = fator de diluicéo;

m = massa da amostra inicial (g);

pd = perda por dessecacdo da amostra (% m/m).

4.2.4 Estudo para a obtencao do extrato bruto

Foi utilizado um desenho experimental 22, onde as variaveis independentes foram
método de extracdo (infusdo e decocgdo) e relacdo droga:solvente m/v (5% e 15%), sendo a
varidvel de resposta o teor de residuo seco. Todas as solucdes extrativas foram obtidas
utilizando 4gua como solvente por um tempo de extracdo de 15 minutos.

Ao final dos procedimentos de extracdo, foram realizadas duas filtragdes: a primeira
com tecido de algodao limpo para retirada das particulas mais grosseiras, e a segunda a vacuo
com papel de filtro analitico em sistema de Kitassato e funil de Buichner (Figura 4.3, pag. 75).
Apos arrefecimento, os extratos foram transferidos a baldes volumétricos de 100,0 mL e

completados com agua destilada.
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Figura 4.3 — FiltracBes das solucBes extrativas. A — filtracdo com tecido de algodao; B — filtragdo com papel de
filtro analitico.

Com pipeta volumétrica, foram medidos exatamente 5,0 mL de cada solucdo extrativa
(SE), transferidos a pesa-filtros tarados e conduzidos a secura em banho-maria. Em seguida,
os conjuntos foram levados a estufa previamente aquecida a 105 °C por duas horas. Apos
resfriamento em dessecador, 0s conjuntos foram pesados.

O processo de aquecimento, resfriamento e pesagem do conjunto foi repetido com
intervalos de uma hora, até a constatacdo de peso constante, considerado quando a diferenca
entre duas pesagens consecutivas era inferior a 2 mg. Esta analise foi realizada em
quadruplicata e o teor de residuo seco (solidos soliveis em agua) foi calculado pela razéo
entre a massa de residuo depositada no cadinho e a massa inicial extraida, correspondente a
aliquota de 5,0 mL, em porcentagem (BUNDESVEREINIGUNG DEUTSCHER
APOTHERKERVERBANDE, 1986). O esquema extrativo que proporcionou maior teor de
residuo seco foi empregado no restante do trabalho para a obtencdo do extrato aquoso bruto

sempre gque necessario.

4.2.4.1 Estudo fitoquimico do extrato bruto
Inicialmente, foram preparados 2000,0 mL do extrato bruto conforme o método

determinado pelo item anterior, que foram entdo concentrados a 200,0 mL em rotaevaporador
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sob pressdo reduzida. O mesmo foi submetido a particdo liquido-liquido com cinco porgdes
de 200,0 mL de éter etilico e posteriormente, acetato de etila, até 1000,0 mL de cada solvente.
As porgdes do mesmo solvente foram reunidas e concentradas em rotaevaporador com a
temperatura ajustada no ponto de ebulicdo de cada um, ao menor volume possivel. O volume
residual foi evaporado em capela com o auxilio de um secador.

As fracOes éter etilico (FEE) e acetato de etila (FAE), assim como o proprio extrato
aquoso bruto foram submetidos a analises por cromatografia em camada delgada (CCD) e
espectrometria no infravermelho (IVV) e fracionadas em colunas cromatograficas (CC),
empacotadas com silica gel 60 de 0,04-0,063 mm (Vetec), para a obtencdo de fragdes mais

purificadas. O fluxograma 4.2 ilustra o estudo fitoquimico do extrato aquoso bruto.

MPV

l —» CC4

Extrato agquoso —» CCD +I1V +CCl1

Particdo com éter etilico

—» CC5H
Fracdo etérea Fracdo aquosa
l Particdo com acetato de etila
CCD + 1V +CC2 ¢ ¢
Fracdo acetato Fracdo aquosa
CCD + 1V + CC3

Fluxograma 4.2 — Estudo fitoquimico realizado com o extrato aquoso bruto.

4.2.4.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)
Em todas as andlises em CCD descritas nesta dissertacdo foram utilizadas

cromatoplacas de silica gel 60 F254 (Merck) e sistemas de eluentes obtidos da literatura ou
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determinados empiricamente. Como agentes reveladores, foram utilizados vapores de iodo e
UV Ases para deteccdes gerais, além de solucGes cromogénicas mais especificas. Apos a
deteminacdo de um bom perfil cromatografico para cada amostra, com manchas bem
definidas e fatores de retencdo (Rf) razoavelmente distintos, as mesmas foram comparadas a
substancias padrdo. As substancias padréo e solugdes cromogénicas utilizadas neste trabalho

encontram-se no quadro 4.3.

Classes quimicas Substancias-padrao Solugdes cromogénicas

Kaempferol (BioChemika)
Luteolina (SIGMA)

Quercetina-3D-galactosideo (Fluka) . y
Reagente natural, seguido de observacao

Flavonéides Hesperidina (SIGMA)
. . em UV Ags

Naringenina (SIGMA)

Quercetina
Rutina
Acido oleanoico (SIGMA) Acido fosfotungstico a 25 % em etanol,
Terpenos . . . .
Acido ursolico (SIGMA) seguido de agquecimento

Quadro 4.3 — Substancias-padrdo e solu¢bes cromogénicas utilizadas na CCD.

4.2.4.1.2 Espectrometria no infravermelho (1V)
Todos os espectros na regido infravermelho mostrados neste trabalho foram obtidos na
Central Analitica da UFAM, com o uso de pastilnas de brometo de potassio (KBr), em

espectrometro Spectrum 2000, FT-IR, Perkin Elmer (Figura 4.4).

Figura 4.4 — Espectrometro de infravermelho.
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4.2.4.1.3 Elaboracao das colunas cromatogréficas

Foram cromatografados 3,0 g do extrato aquoso bruto, 93,7 mg da fracdo éter etilico
(FEE) e 964,1 mg da fracdo acetato de etila (FAE). As amostras foram trituradas,
separadamente, na proporcdo aproximada de 1:2 com silica gel (utilizada como fase
estacionaria) em almofariz até a homogeneizacdo, e adicionadas as suas respectivas colunas.

Os eluentes utilizados na andlise do extrato aquoso bruto (CC1) e FEA (CC3) foram
determinados empiricamente, partindo-se de um solvente de baixa polaridade, com aumento
gradativo da mesma, por meio de variacbes na proporcdo de misturas de solventes de
polaridades crescentes [tabela 4.2 e 4.4 (pag. 79)]. Os eluentes utilizados na analise da FEE
(CC2) foram determinados pelas analises prévias por CCD (Tabela 4.3, pag. 79). Todas as
fracdes resultantes das colunas foram analisadas em CCD com eluentes de polaridade similar
aquela na qual foram recolhidas. As fracdes com perfil cromatografico semelhante foram

reunidas e concentradas em rotaevaporador, quando necessario, para posteriores analises.

Tabela 4.2 — Cromatografia em coluna do extrato aquoso bruto (CC1 do fluxograma 4.2, pag. 76)

Eluentes Fracdes recolhidas Reunides
Hexano 1
Diclorometano 2a3
Diclorometano : acetato de etila (1:1) 4a7 Frages de 9 a 38, de
Acetato de etila 8a39 43 a59, de 60 a 78, de
Acetato de etila : metanol (75:25) 40 a 56 79 a 81, de 93 a 94; de
Acetato de etila : metanol (1:1) 57 a77 96 a 99, de 100 a 106 e
Acetato de etila : metanol (25:75) 78 a 82 de 1072111
Metanol 83a99
Metanol : dgua destilada (9:1) 100a 111

As reunides de 43 a 59 (F4359) com 970 mg, e de 60 a 78 (F6078) com 450 mg,
apresentaram boa separacdo de manchas sob UV Ases € foram selecionadas para um novo

fracionamento em CC (Tabelas 4.5 e 4.6, pag. 79-80).
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Tabela 4.3 — Cromatografia em coluna da fragdo éter etilico (CC2 doFluxograma 4.2, pag. 76)

Reunides

Eluentes Fracdes recolhidas
Acetato de etila la6
Etanol : metanol (1:1) 7a8
Metanol 9

Tabela 4.4 — Cromatografia em coluna da fracdo acetato de etila (CC3 do Fluxograma 4.2, pag. 76)

Reunides

Eluentes Fracdes recolhidas
Diclorometano : acetato de etila (1:1) lad
Acetato de etila 5
Acetato de etila acetona 6
rp | el
Acetona : etanol (1:1) 9al2
Etanol : metanol (1:1) 13
Metanol 14a15

Tabela 4.5 — Recromatografia da fracdo F4359 (CC4 do Fluxograma 4.2, pag. 76)

Eluentes Fragdes recolhidas Reunites
Tolueno : acetato de etila : 4cido acético (96:4:1) la2
Tolueno : acetato de etila : 4cido acético (70:4:3) 3a4
Tolueno : acetato de etila : &cido acético (60:6:10) 5

Fracbesde 1a 3

Tolueno : acetato de etila : 4cido acético (40:5:30) 6a7
Tolueno : metanol : acido acético (80:10:10) 8
Metanol : &cido acético (70: 30) 9al0
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Tabela 4.6 — Recromatografia da fragdo F6078 (CC5 do Fluxograma 4.2, pag. 76)
Eluentes Fracdes recolhidas Reunides

Acetato de etila la2

Acetato de etila : etanol (9:1) 3a4

Acetato de etila : etanol (7:3) 5

Acetato de etila : etanol (3:7) 6

Etanol 7 Fracbesde 3a7ede8

al3

Etanol : acetona (1:1) 8

Acetona : metanol (1:9) 9al0

Metanol 11

Metanol : agua destilada (1:1) 12a13

4.2.4.1.4 Obteng&o dos heterosideos cardioativos

Foi empregado um método extrativo similar ao utilizado no item 4.2.3.2.2 (pag 69),

para a obtencdo de heterosideos cardioativos do extrato aquoso bruto. A fragcdo enriquecida

com os heterosideos cardioativos foi nomeada FH e o procedimento para sua obtencédo esta

esquematizado no fluxograma 4.3

Extrato bruto
(1000 mL)

l 600 mL de solugdo de Acetato de Chumbo

Filtragcdo
Precipitado Fracdo aquosa
¢ | Particdo com cloroférmio
Descarte * ¢
Fracdo aquosa FH
Descarte

Fluxograma 4.3 — Elaboragéo do EA para obtencdo da fracdo FH, rica em heterosideos cardioativos.
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4.2.6 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Quatro fracBes semi-purificadas oriundas das colunas cromatograficas apresentaram
manchas bem definidas na CCD, contudo, ndo puderam ser identificadas por CCDC. Por isso,
as mesmas foram selecionadas para anélise por RMN de *H e *C (Quadro 4.4), visando uma
elucidacgéo estrutural, ainda que parcial.

As amostras foram enviadas ao Centro de Biotecnologia da Amazodnia (CBA) para
obtencdo de espectros em espectrometros de 500 e 125 MHz. As mesmas amostras foram
também submetidas a analise por espectrometria na regido do infravermelho, nas condicdes ja

descritas.

Cadigo Origem da fragdo Massa
STEB-1 CC4 (1-3) 1,3mg
STEB-2 CC2 (1) 15,1 mg
STEB-3 CC3 (1-3) 1,3mg
STEB-4 FH 16,7 mg

Quadro 4.4 — Fracbes semi-purificadas selecionadas para anélises em RMN e IV.

4.3 Estudo de atividade farmacoldgica/toxicologica
Para os testes desta secdo, 2000,0 mL de extrato obtido conforme item 4.2.5 (pag. 61),

foram enviados ao Laboratorio de Tecnologia do Pescado da UFAM para liofilizacéo.

4.3.1 Testes in vitro

4.3.1.1 Ensaios de capacidade varredora de radicais livres
Para estes testes foram preparadas oito diluigdes sucessivas (1:1) com etanol a 50%,
em tubos de ensaio, a partir de uma solucdo de 1,0 mg/mL do extrato aquoso liofilizado. Em

todos eles foi utilizado o leitor de microplacas TP reader, Thermo Plate (Figura 4.5, pag. 82).
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Figura 4.5 — Leitor de microplacas utilizado na avaliagdo da atividade varredora de radicais livres.

4.3.1.1.1 Ensaio do DPPH*

Inicialmente, a absorbancia da solucdo de DPPH® foi ajustada para 1,0 + 0,1 por meio
de diluigdes com etanol a 50% seguidas de medidas de absorbancia no comprimento de onda
de 517 nm, 0 mesmo para todo o teste.

Foram distribuidas aliquotas de 250,0 uL das diluices dos extratos em triplicata em
microplaca, e as absorbancias foram medidas. Essa leitura constituiu o branco nos calculos
(ABSpranco). Em seguida, foram acrescidos 100,0 pL da solucédo de DPPH® em todos 0s pocos
com extrato.

Apdbs 30 minutos de incubagdo no escuro e a temperatura ambiente, as absorbancias
foram novamente medidas (ABSiste). O controle negativo foi constituido de 250,0 pL de
etanol a 50% e 100,0 pL da solugdo de DPPH®, em tripicata, também incubado nas mesmas
condicBes (ABScontrole)-

O percentual de atividade varredora de radical nesse ensaio (AVpppn) foi calculado

pela formula abaixo:

ABSteste — ABS
AVppen = 100 — teste branco X 100

ABScontroIe
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4.3.1.1.2 Ensaio do ABTS*"

Primeiramente, fez-se uma dilui¢do a 40% da solugio de ABTS®" recém-preparada,
com agua miliQ. Aliguotas de 250,0 pL das diluicdes dos extratos foram distribuidas em
triplicata em microplaca e as absorbancias foram medidas no comprimento de onda de 734
nm. Essa leitura constituiu o branco nos célculos (ABSpranco)-

Em seguida, foram acrescidos 100,0 pL da solugdo de ABTS®" em todos os pogos com
extrato. Apds 15 minutos de incubacdo no escuro e a temperatura ambiente, as absorbancias
foram novamente medidas (ABSeste). O controle negativo foi constituido de 250,0 pL de
etanol a 50% e 100,0 pL da solugdo de ABTS®**, também incubado nas mesmas condicdes
(ABScontrole)-

O percentual de atividade varredora de radical nesse ensaio (AVagrs) foi calculado

pela formula abaixo:

ABSeste — ABS
AVABTs - 100 — teste branco X 100

ABScontrole

4.3.1.1.3 Ensaio do O,*

Aliquotas de 50,0 pL das diluicbes dos extratos foram distribuidas em triplicata em
microplaca, as quais foram acrescidos 100,0 pL da solucdo de Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
e 100,0 pL da solucdo de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NADH), nesta ordem. A
absorbéancia foi medida no comprimento de onda de 560 nm, e 0s valores obtidos constituiram
0 branco nos célculos (ABSpranco)-

Em seguida foram adicionados 100,0 pL da solucdo de Phenazine Methyl Sulfate

(PMS) em todos os pogos com extratos, deixando-se a microplaca sob incubacdo no escuro e
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a temperatura ambiente por cinco minutos. ApoOs esse tempo, a absorbancia foi medida
novamente no mesmo comprimento de onda (ABSieste).

O controle negativo foi constituido de 50,0 pL de etanol a 50 %, 100,0 pL da solugdo
de NBT, 100,0 pL da solucdo de NADH e 100,0 pL da solugéo de PMS, incubados da mesma
forma descrita anteriormente.

O percentual de atividade varredora de radical nesse ensaio (AVsp) foi calculado pela

formula abaixo:

ABSieste — ABS
AVso - 100 — teste branco X 100

ABScontrole

4.3.1.2 Ensaio da capacidade antiagregante plaquetaria

Para esta avaliagdo, amostras de sangue humano foram obtidas de voluntarios adultos
sadios, sendo utilizadas em até trés horas apos a coleta. Primeiramente, o plasma rico em
plaquetas (PRP) foi preparado por centrifugacdo da amostra de sangue a 1500 rpm durante 5
minutos sob temperatura ambiente.

A concentracdo de plaguetas, sempre que necessario, era ajustada para 3 x 10° + 1 x
108/ pL, por adicdo de plasma pobre em plaquetas (PPP) obtido por centrifugacdo do plasma
a 3000 rpm durante cinco minutos.

As andlises foram realizadas em um espectrofotometro / agregbmetro tipo Born (PA-
04, Qualiterm), associado ao programa Aggrepic®, no qual a passagem da luz pelo PRP era

traduzida em porcentagem de agregacédo plaquetaria. (Figura 4.6, pag. 85).
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Figura 4.6 — Aparelhagem utilizada na andlise da atividade antiagregante plaquetaria (A). B — detalhe do
espectofotdmetro /agregdbmetro; C — detalhe das cubetas e dos orificios de leitura.

Em cada teste, uma aliquota de 396,0 uL de PRP era incubada por dois minutos a 37
°C com 4,0 pL das diferentes concentraces do extrato (50,0; 25,0; 12,5 e 6,25 mg/mL),
dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSQO) em cubetas préoprias do aparelho utilizado. Para o
controle negativo, o extrato foi substituido por DMSO. Apos esse tempo, 5,0 pL de acido
araquidénico (10,0 umol/L) ou 10,0 pL de adenosina difosfato (10,0 umol/L) ou 10,0 pL de
adrenalina (10,0 umol/L) eram adicionados e a agregacdo plaquetaria era medida.

Todos os testes foram realizados em triplicata. A porcentagem de inibicdo foi

calculada pela seguinte formula:

Porcentagem de inibicao (%) = A- B x 100
A

onde:
A = % agregacédo do controle

B = % agregacdo da amostra em teste

Guilhon-Simplicio



Capitulo 4 — Materiais e Metodos 86

4.3.2 Avaliag0es in vivo

4.3.2.1 Animais

Para a avaliagdo de citotoxicidade foram utilizados cistos de Artemia salina adquiridos
em pet shops locais. Para a avaliacdo da toxicidade aguda, foram utilizados camundongos
Balb/c machos ndo isogénicos, provenientes do biotério do INPA, e para a avaliagdo da
atividade antiedematogénica foram utilizadas ratas da raca Wistar, provenientes do biotério do
INPA e do biotério central da UFAM.

Os camundongos eram alojados em grupos de cinco e as ratas em grupos de seis,
ambos em gaiolas plasticas forradas com maravalha. Os animais eram mantidos
permanentemente sob a temperatura de 25 + 3 °C, controlada por condicionadores de ar, e
iluminacdo em ciclos de 12 horas de claro / escuro. Alimentacdo com racdo balanceada e agua
filtrada era disponibilizada ad libitum, com excecdo daqueles que participaram de testes com
administracdo oral do extrato e 0s respectivos animais controles, pois a alimentacdo foi
retirada 12 horas antes. Os animais foram ambientados no local dos experimentos pelo menos

24 horas antes dos testes (LAPA et al., 2008).

4.3.2.2 Avaliacao da citotoxicidade

Cerca de 10,0 mg de cistos de A. salina foram colocados em agua do mar artificial e
mantidos sob iluminacdo artificial, a temperatura controlada de 28 °C, até a eclosdo (cerca de
24 horas).

Os microcrustaceos vivos foram submetidos a incubagdo com o extrato em uma placa
de 12 pogos de 3,0 mL de capacidade. No pocgo-teste foram acrescentados 10 microcrustaceos
vivos, 100 pL do extrato (na concentragdo de 30,0 mg/mL em &gua destilada) e o volume

completado com agua do mar artificial. No poco-controle o extrato foi substituido por agua
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destilada. Na mesma placa foram preparados trés pocos-teste e trés pocos-controle. Apds 24
horas de incubagdo em local fresco e sob iluminacdo artificial, fez-se a contagem dos

microcrustaceos sobreviventes.

4.3.2.3 Avaliacao da toxicidade aguda (Dose simples)

Para esta avaliagcdo foram utilizados camundongos com peso variando entre 20 e 30 g,
sendo convenientemente divididos de forma que o coeficiente de variacdo dentro dos grupos
ndo ultrapassasse 20 % (BRITO, 1994).

Foram utilizados grupos de 5 animais. Doses de 5000 e 2500 mg/kg de peso pela via
oral (v. 0.) e doses de 1000,0; 750,0; 500,0; 250,0; 150,0; 135,0; 125,0 e 10,0 mg/kg de peso
pela via intraperitoneal (i. p.) do extrato dissolvido em solucéo salina estéril (0,9 % p/v) foram
administradas em diferentes grupos. Os animais controle receberam o volume médio
equivalente a cada dose em solucdo salina. As mortes em cada grupo foram registradas em até
72 horas. Todos os animais foram observados continuamente nas primeiras quatro horas.
Foram observados parametros de alteracdes comportamentais e fisiologicas (screening
hipocratico) por 14 dias (GASPI et al., 2006). Nesse contexto, a diminuicdo da atividade
motora/exploratoria foi mensurada pela contagem das vezes em que o animal adentrava cada
divisdria do campo experimental (Figura 4.7) dentro de 120 segundos, antes e imediatamente

apos a administracdo do extrato.

Figura 4.7 — Campo experimental utilizado no screening hipocratico. Dimensdes da caixa de vidro: 63 x 39 x 26
cm; Divisdes internas: 8 x 8 x 6 cm.

Guilhon-Simplicio



Capitulo 4 — Materiais e Metodos 88

Testes de equilibrio e apreensdo das patas antes e apds o extrato também foram
realizados, nos quais 0s animais eram colocados com as quatro patas sobre uma pipeta
graduada de vidro de 2,0 mL, suspensa ao ar, antes e ap0s as aplicacbes do extrato, e 0 tempo

de permanéncia na mesma era medido em segundos.

4.3.2.4 Avaliacéo da capacidade antiedematogénica

Esta avaliacdo foi realizada segundo Lapa et al. (2008), utilizando o plestimémetro
digital LE — 7500, Panlab (Figura 4.8).

Foram realizados dois testes: um com a administracdo oral por gavagem de solucéo
controle, droga padréo e extrato, e outro com administracdo intraperitoneal dos mesmos. Em
ambos foi utilizada solucdo salina estéril (0,9% p/v) como veiculo do extrato, na preparacao
da solugdo de carragenina (A-carrageenan, Biochemika, Fluka) a 1% p/v e na preparacdo da
solucéo de indometacina (Indocid®, MSD) a 10,0 mg/mL, ambas frescamente preparadas. As
ratas utilizadas tinham peso corpdéreo variando entre 100,0 e 220,0 g, e foram
convenientemente divididas de forma que o coeficiente de variacdo entre 0s grupos do mesmo

teste ndo ultrapassasse 20% (BRITO, 1994).

Figura 4.8 — Plestimdmetro utilizado na andlise de atividade antiedematogénica. A — equipamento completo; B —
detalhe do eletrodo de leitura.
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Para cada teste foram utilizados cinco grupos de seis ratas: um grupo para o controle
negativo (salina), um grupo para o controle positivo (indometacina 10,0 mg/kg) e trés grupos
para diferentes doses do extrato (10,0; 50,0 e 100,0 mg/ kg i.p. e 100,0; 200,0 e 400,0 mg/kg
v. 0.). Antes de qualquer administragéo, o volume das patas foi mensurado.

Apb6s uma hora da administracdo de salina e das drogas, 0,1 mL da solucdo de
carragenina foi injetado na aponeurose plantar da pata direita traseira de todos os animais,
enquanto que a pata esquerda traseira recebeu 0 mesmo volume de salina. O volume de ambas
as patas de todos os animais foi medido em meia, uma, duas, trés, quatro e cinco horas apos a
injecdo de carragenina. A progressao do edema foi calculada por diferenca entre as medidas

antes e apos a injecdo da carragenina.

4.4 Analise estatistica

Para os calculos referentes as formulas descritas no corpo da dissertacéo, calculos de
média, desvio-padrdo, coeficiente de variacdo e confeccdo de graficos referentes a esses
resultados foi utilizado o programa Microsoft Excel 2007® (Microsoft Corporation).

O tamanho médio das particulas da MPV e as concentracdes inibitorias mediana (Clso)
dos testes in vitro foram calculados no programa OriginPro 8 (OriginLab Corporation),
também utilizados na confeccdo dos gréaficos referentes a esses dados.

Para analises de variancia foi utilizado o programa SigmaPlot para Windows, versdo
11.0 (Systat Software, Inc.), considerando valores de p < 0,05 como significativos e intervalo
de confianca de 95%. O célculo da dose letal mediana (DLso) das avaliacGes toxicoldgicas foi
feito por analise de probitos com o auxilio do programa StatPlus versdo 2007 (AnalystSoft),

que também foi utilizado para a confeccdo de gréficos referentes a esses dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo farmacogndstico

5.1.1 Anélise macroscopica

A casca do caule de Byrsonima japurensis possui duas camadas com cores e texturas
distintas. A camada externa é enegrecida, com superficie aspera e dura. Quanto a fragilidade,
essa camada é quebradica, e desprende com facilidade da camada inferior, especialmente ap6s
secagem. A camada interna, que foi a utilizada neste trabalho para a confeccdo do extrato, tem
cor vermelha opaca e superficie aspera, de aparéncia ressecada e consisténcia fibrosa, o que é

especialmente verificado com a quebra do material (Figura 5.1).

Figura 5.1 — Aspecto da casca do caule de Byrsonima japurensis.

5.1.2 Analise histoquimica

Nos testes histoquimicos realizados na casca do caule de Byrsonima japurensis, foram
detectados lipideos, amido e compostos fendlicos (Figura 5.2, pag. 91), acumulados
principalmente nas células do raio e no parénquima axial. Ndo foram detectados alcal6ides na

amostra.
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Figura 5.2 — Anélise histoquimica da casca do caule de Byrsonima japurensis. A — lipideos nas células do raio
(seta 1) e nas células do parénquima axial (seta 2); B — grdos de amido nas células do raio; C — compostos
fendlicos nas células do raio (seta 3) e do parénquima axial (seta 4); D — esclereides com contetdo fendlico no
lume das células (seta); E — células de parénquima com contetdo fendlico (seta). Barras = 100 um (A), 40 um
(B, E), 60 um (C), 25 pm (D).
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A abundancia de grdos de amido e lipideos nas células do parénquima da casca de B.
japurensis, ambos integrantes do metabolismo primério das plantas e com papel no
suprimento de energia necessaria a atividades vitais, pode estar associada a manutencdo de
reservas de carbono necessérias ao estimulo de crescimento, ap6s algum tipo de injdria no
caule, provocada por fatores abidticos (MACHADO et al., 2005). A retirada da casca por
ribeirinhos, para a confec¢do dos chas e outros usos, pode ter influéncia neste aspecto.

Além disso, os lipideos sdo a base estrutural dos compostos esteroidais e terpendides,
grupo de metabdlitos secundarios no qual se incluem saponinas, heterosideos cardioativos e
triterpenos, que desempenham funcgdes na protecdo das plantas contra a herbivoria. Entre os
lipidios detectados em B. japurensis, podem estar incluidos alguns ou todos esses metabolitos
secundarios citados, ja que a analise qualitativa aqui realizada ndo permite tal distingéo.

A abundancia de compostos fendlicos na casca de B. japurensis pode ser explicada pela
grande incidéncia de radiacdo ultravioleta na Regido Amazbnica, localizada na zona
equatorial do globo. Existe uma correlacdo positiva bem estabelecida entre a intensidade de
radiacdo solar e a producdo de flavondides e taninos, que sédo os metabolitos responsaveis pela
protecdo da planta contra os raios ultravioletas e consequentemente, 0 aquecimento excessivo
e a producdo de radicais livres, que poderiam danar os tecidos. Compostos fendlicos tambem
atuam como atrativos para polinizadores e dispersores de sementes e na defesa contra
herbivoros e patdgenos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Alguns estudos indicam que ha um aumento na producdo compostos fendlicos,
especialmente antocianinas, em situacGes de estresse hidrico, o que contribui para a
manutencdo da integridade estrutural dos tecidos da espécie durante periodos de desidratacdo
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Nesse aspecto, o ambiente natural da espécie, a varzea
amazébnica, pode ter grande influéncia, visto que é uma area caracterizada por periodo de

cheia e seca intermitentes.
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Assim como os lipideos, os compostos fendlicos também englobam diferentes grupos de
substancias que ndo puderam ser distinguidos nesta analise preliminar, nomeadamente,
flavonoides, taninos e lignanas. Os flavonoides, por exemplo, sdo considerados os metabdlitos
secundarios de maior interesse cientifico, dadas as fungdes que exercem nos vegetais e a
comprovacdo de diversas atividades farmacoldgicas de varios representantes, relacionadas
principalmente a capacidade antioxidante e de inibicdo enzimética dessa classe de substancias
(MACHADO et al., 2008).

A auséncia de alcaloides em B. japurensis pode ser consequiéncia da caracteristica do
solo da Regido Amazonica, que é reconhecidamente mais pobre em nutrientes que solos de
outras regides do Brasil. A exuberancia das florestas de terra firme é mantida por uma fina
camada de matéria organica (serrapilheira), que é oriunda da propria vegetacao e decomposta
por fungos saprofitos, e as florestas de varzeas sdo mantidas pelos nutrientes trazidos pelas
4guas dos rios durante a cheia (ADAMS et al., 2005; DEMATTE; DEMATTE, 1993).

Muitos trabalhos j& demonstraram que ha uma relacdo negativa entre a producédo de
alcaloides e pouca disponibilidade de nitrogénio e até mesmo de fésforo e potéassio. Em
contrapartida, a producdo de compostos fendlicos parece ser aumentada em espécies oriundas
de solos com essas caracteristicas, e menores quantidades dessas substancias sdo produzidas
em solos com abundante quantidade de nitrogénio (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

De maneira geral, a producdo de metabdlitos secundéarios reflete a adequacdo da
espécie ao seu ambiente. Embora todo tecido ou célula vegetal tenha a capacidade de produzir
essas substancias, em varias espécies existem locais de biossintese e armazenamento
especificos, e 0s mesmos somente sdo mobilizados quando necessario. Em outros casos, a
producdo de um determinado metabdlito pode estar restrita a um determinado estagio do

desenvolvimento do vegetal ou até mesmo a um ataque microbiolégico (SANTQOS, 2007).
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Por isso, fatores como época e hora da coleta, idade da planta e fatores ambientais
como temperatura, disponibilidade hidrica e de nutrientes, radiacdo ultravioleta, altitude, além
de estimulos mecénicos ou ataque de patdgenos tém influéncia na natureza e concentracao de
metabolitos secundérios e devem ser ponderados em um estudo com plantas (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

Portanto, pode-se dizer que a auséncia de alcal6ides na casca do caule de B. japurensis
ndo é determinante da sua auséncia em outras partes da planta. Contudo, como neste trabalho
a droga vegetal estudada é a mesma utilizada na medicina popular, pode-se inferir que esses

compostos ndo tém influéncia nos efeitos farmacologicos declarados pela populagéo.

5.1.3 Prospeccdo fitoquimica preliminar

Toda a bateria de testes de prospeccdo fitoquimica foi realizada por dois avaliadores
diferentes e com o nimero de repeticdes necessarias para sanar quaisquer duvidas. As
adaptacOes feitas a consagrada metodologia de Matos (1997) foram baseadas em tentativas
anteriores de analise desta droga vegetal, cujo extrato obtido da forma sugerida pelo autor
(bastante concentrada), impossibilitava a observacdo de quaisquer mudancas de cores e de
formacdo de precipitados, dada coloracdo escura que possuia. Vale ressaltar que as analises
foram realizadas somente com extratos de natureza hidrofilica, devido ao solvente que seria

utilizado para a obtencao do extrato bruto neste trabalho.

5.1.3.1 Constituintes fendlicos e esteroidais
Os resultados dos testes de investigacao de fitoconstituintes fendlicos e esteroidais na
casca de B. japurensis estdo dispostos na tabela 5.1 (pag. 95). A tabela 5.2 (pag. 97) mostra os

resultados da investigacdo de heterosideos cardioativos.
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Tabela 5.1 — Resultados da prospeccéo fitoquimica de compostos fendlicos e esteroidais

Constituinte investigado Figura correspondente Resultado

TE.;- SN

Controle . Tubol

Taninos Positivo para taninos condensados

. : . . s Ti
Antocianinas e antocianidinas, Sentiols ubois

» Positivo para antocianinas e
flavonas, flavondis e xantonas

antocianidinas e chalconas e
chalconas e auronas

. auronas
Flavononois

Controle
Antocianinas e antocianidinas,
flavonas, flavondis e xantonas Confirmou antocianinas e
chalconas e auronas antocianidinas
Flavononois
Antocianinas e antocianidinas, Controle i I

Confirmou chalconas e auronas

flavonas, flavonois e xantonas
chalconas e auronas
Flavononois

Controle = T

Leucoantocianidinas,

] Positivo para catequinas
catequinas e flavanonas

Controle

Leucoantocianidinas,

) Positivo para flavanonas
catequinas e flavanonas

(continua)
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(continuagdo da Tabela 5.1)

Constituinte investigado

Figura correspondente

Resultado

Flavonéis, flavanonas,

flavononois e xantonas

Controle

A auséncia de cor vermelha
descarta a presenca de flavonais,
flavonondis e xantonas. A cor
apresentada pode ser indicativa da
presenca de chalconas que
isomerizaram nas flavanonas
correspondentes durante a reagdo
(HARBORNE, 1964)

Esterdides e triterpendides

Positivo para triterpendides

pentaciclicos livres

Saponinas Positivo
Confirmatério para saponinas Positivo
Cumarinas Negativo
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Tabela 5.2 — Resultados da prospeccéo fitoquimica de heterosideos cardioativos

Reagdo empregada Figura correspondente Resultado
Reacdo de Keller-Killiani Positivo
Reacdo de Pessez Positivo
Reacéo de Liebermann- .
Positivo
Burchard

Reacdo de Kedde Positivo
Reacdo de Baljet Positivo
Reagdo de Legal Positivo
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5.1.3.2 Constituintes nitrogenados
N&o foram detectados heterosideos cianogénicos na casca de Byrsonima japurensis

(auséncia de mancha marrom no papel de picrato de s6dio), como pode atestar a figura 5.3.

Figura 5.3 — Resultado da prospeccéo fitoquimica de heterosideos cianogénicos.

Os resultados da investigacdo da presenca de alcaldides em todas as reacdes

empregadas estdo organizados na tabela 5.3. O tubo 1 é o controle em todas as figuras.

Tabela 5.3 — Resultados da prospeccéo fitoquimica de alcaloides

Reac¢do empregada Figura correspondente Resultado
Reacédo de Meyer Negativo
Reacdo de Bertrand Negativo
Reacdo de Hager Negativo
Reacao de Dragendorf Negativo
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Dos trés grandes grupos de metabdlitos secundarios das plantas, as substancias
fendlicas, as substancias esteroidais e as substancias nitrogenadas, os dois primeiros foram
detectados na prospeccao fitoquimica da casca de Byrsonima japurensis, o que foi coerente
com os resultados dos testes histoquimicos realizados na droga vegetal.

A prospeccdo fitoquimica esclareceu que entre os compostos lipidicos encontrados na
analise histoquimica estavam triterpenos, saponinas e heterosideos cardioativos e que 0s
compostos fendlicos encontrados eram, predominantemente, chalconas, auronas, flavanonas,
antocianidinas (agliconas) e/ou antocianinas (heterosideos) e catequinas, todas classes de
flavonoides, e taninos condensados.

A presenca de heterosideos cardioativos, classe de metabolitos com distribuicdo
restrita na natureza, ainda ndo havia sido reportada no género, mas a auséncia de alcaléides na
casca do caule da espécie é coerente com os achados de Raffauf (1996). Houve discrepancia
entre as classes de flavondides detectadas em B. japurensis e em outras espécies do mesmo
género, nas quais os trabalhos ja realizados indicam predominancia de flavondis e flavonas
(Tabela 2.3, pag. 34-40). Contudo, tanto esse resultado quanto a presenca de taninos
condensados sdo adequados a natureza da droga vegetal.

Os taninos condensados estdo amplamente distribuidos em plantas lenhosas, sendo
formados pela condensacdo de duas ou mais unidades de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Em
muitos deles, a unidade fundamental € uma catequina. Sua degradacdo com acidos minerais
diluidos d& origem a antocianidinas e por isso esses compostos sdo também chamados de
proantocinidinas (SANTOS; MELO, 2007)

Antocianidinas sdo pigmentos amplamente distribuidos na natureza, responsaveis
pelas cores laranja, rosa, escarlate, vermelho, violeta e azul nas plantas. S&o mais encontradas
na forma de seus heterosideos, as antocianinas, pois 0s agucares conferem maior estabilidade

a sua molécula (DORNAS et al., 2007).
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Chalconas e auronas sdo consideradas precursoras da biossintese de flavonoides, e séo
encontradas em geral nas mesmas plantas. As chalconas também atuam na pigmentacao,
sendo responséaveis pela cor amarela em muitos vegetais. Sdo relativamente instaveis e
isomerizam com certa facilidade nas suas flavanonas correspondentes (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2007).

Embora a prospeccao fitoquimica seja de grande valia na elucidacdo quimica prévia de
uma espécie em estudo, € uma analise qualitativa de pouca sensibilidade, em que a presenca
de compostos em concentracbes menores pode acabar sendo mascarada. Por isso, ndo é
prudente afirmar que os compostos ndo detectados nesta analise ndo estdo presentes na
espécie, mas € possivel concluir que os que foram sdo majoritarios.

Por outro lado, a auséncia de alcaloides conta com o embasamento previo da analise
histoquimica, que € mais sensivel, pois se trata de uma analise feita no proprio tecido vegetal.
Além disso, na técnica utilizada para a investigacdo de alcaldides, 0 método de extracdo é

especifico para essa classe de substancias.

5.1.4 Analise da qualidade da MPV
As caracteristicas fisico-quimicas da amostra utilizada para a obtencdo dos extratos
utilizados neste trabalho, apos raspagem, secagem a 40 °C e pulverizagdo, sdo apresentadas na

tabela 5.4 como média, desvio-padrao e coeficiente de variacao.

Tabela 5.4 — Resultados da analise fisico-quimica da MPV

Andlise Média Desvio-padréo Coeficiente de variagédo
Tamanho médio das particulas 318,30 um 1,65 um 0,52 %
Perda por dessecacao 10,32 % 0,09 % 0,87 %
Teor de cinzas 3,39% 0,04 % 1,18 %
Teor de extrativos 12,23 % 0,17 % 1,39 %
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A padronizagdo da matéria-prima vegetal utilizada para a obtencdo de extratos
empregados com finalidade terapéutica reflete na reprodutibilidade dos efeitos do produto
final. Portanto, o estabelecimento de parametros fisico-quimicos de qualidade para a matéria-
prima derivada da casca do caule de B. japurensis é um determinante inicial da qualidade de
um fitoterapico que venha a ser produzido com a espécie (CARVALHO et al., 2006).

Segundo o resultado da analise granulométrica (tamanho médio das particulas), a
MPV obtida da casca de B. japurensis classifica-se como “p6 moderadamente fino” (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1998). As frequéncias acumuladas de passagem e retencdo das
particulas da MPV no tamisador estdo ilustradas na figura 5.4.

O tamanho das particulas da amostra influencia diretamente na eficiéncia de uma
extracdo, ja que implica na area de contato entre o material s6lido e o solvente. Quanto mais
rigido o tecido da droga vegetal, mais dificil € a penetracdo pelo liquido extrator. Assim
sendo, para tecidos compactados como casca de caule, por exemplo, é recomendado que se

reduza a granulatura ao menor tamanho possivel (FALKENBERG et al., 2007).
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Figura 5.4 — Padrao de distribui¢do das particulas da MPV nos tamises utilizados.

Guilhon-Simplicio



Capitulo 5 — Resultados e Discussdo 102

Porém, a rigidez do material também dificulta o processo de moagem. Por isso, neste
trabalho foi utilizado moinho de facas com tamis de 0,5 mm de abertura de malha, sistema
com o qual foi obtida uma granulatura adequada para a amostra. Tamises com abertura menor
poderiam dificultar o processo, aumentando o tempo de execucgéo e a perda de material.

A andlise da perda por dessecacdo determina a quantidade de agua e substancias
volateis na droga vegetal. O excesso de agua em matérias-primas vegetais pode favorecer o
desenvolvimento de fungos e bactérias e deterioragdo de sustancias por atividade enzimatica,
alem de interferir nos processos de extracdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998).

A Farmacopéia Brasileira 4° edicdo (1988) preconiza que teores de agua dentro da
faixa de 8 a 14%, na qual se encontra a MPV deste trabalho, séo adequados a manutencédo das
propriedades de uma droga vegetal em condi¢cdes de estocagem. Teores superiores a essa
faixa requereriam secagem imediata apos coleta. Este é um dado importante para o futuro
desenvolvimento de um fitoterapico com a espécie, ja que indica que a matéria-prima nédo
requer longos ou sofisticados processos de secagem. Durante a analise da perda por
dessecacdo, observou-se que trés horas de secagem em estufa a 105 °C sdo suficientes para a
eliminacdo da agua presente na amostra.

O teor de cinzas totais serve de parametro de deteccdo de adulteracdes da matéria-
prima, uma vez que reflete a quantidade de matéria inorgéanica presente na droga vegetal, que
podem ser de origem fisioldgica, presentes no proprio tecido da planta, ou ndo fisiologica, por
exemplo, residuos de solo aderidos & superficie do vegetal (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1988; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998).

Como a superficie externa da droga vegetal utilizada neste trabalho foi raspada para a
retirada de impurezas, pode-se presumir que o teor de cinzas detectado € representativo das
cinzas fisiologicas. As antocianinas, por exemplo, cuja principal acdo nas plantas & agir como

atrativos para insetos e passaros para a polinizacdo e dispersdo de sementes, podem, muitas
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vezes, formar complexos coloridos com diferentes metais (HARBORNE; WILLIAMS, 2000;
ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

A Farmacopéia Brasileira 4° edi¢do (1988) admite um maximo de 14% no teor de
cinzas totais, porém, uma vez que foi determinado que a matéria-prima vegetal de B.
japurensis possui teor de cinzas fisioldégicas em torno de 3,5%, valores acima deste podem ser
considerados indicativos de adulteragdo da mesma.

A anélise do teor de extrativos determina a quantidade de material extraivel por um
determinado solvente, aplicavel quando ndo ha estudo fisico-quimico ou biolégico adequado
com a matéria-prima. Trata-se de um parametro inicial da viabilidade de extragdo com o
solvente escolhido (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998).

Neste trabalho, a intencdo inicial era utilizar uma extragdo a quente com agua destilada
para a obtencdo do extrato que seria submetido ao testes de atividade farmacologica,
respeitando o uso popular da espécie, e baseado nos fatos de que extracGes a quente sdo mais
rentaveis e mais rapidas que extracées a frio e que grande parte das classes de constituintes de
interesse quimico-farmacologico é extraivel por solventes polares. Além disso, a agua
destilada € um solvente isento de toxicidade e de baixo custo (FALKENBERG et al., 2007).

Nesse caso, a World Health Organization (1998) preconiza a avaliacdo do teor de
extrativos pelo método da decocgdo. O resultado apresentado pela MPV deste trabalho foi
considerado bastante satisfatorio, ja& que o rendimento foi superior a 10%, indicando que

extracdo a quente com adgua € um bom método extrativo para esta matéria-prima.

5.1.5 Estudo para a obtencdo do extrato bruto
A média do residuo seco (RS) das SE obtidas no item 4.2.4 (pag. 74) sdo mostrados na
tabela 5.5 (pag. 104), juntamente o rendimento de cada método extrativo e o coeficiente de

variacdo da analise.
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Tabela 5.5 —Residuo seco dos

diferentes métodos extrativos

Solugéo extrativa Média do rendimento Coeficiente de variagéo
Decoccéo a 5% 6,6259 % 1,3940
Decoccéo a 15 % 4,8708 % 1,5075
Infusdo a5 % 10,5383 % 1,7113
Infusdo a 15 % 5,8497 % 1,8921

A andlise estatistica dos resultados (ANOVA) demonstrou que ambas variaveis

independentes (método de extracdo e relacdo droga:solvente) apresentaram influéncia

significativa e negativa sobre os residuos secos (p < 0,001), conforme ilustra a figura 5.5.
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Figura 5.5 — Grafico de Paretos da analise do teor de residuo seco. No grafico, A representa o método de
extracdo e B, a relagdo droga solvente.

De acordo com os resultados, a infusdo a 5% de droga vegetal é o melhor esquema

extrativo em rendimento para a amostra dentre os que foram analisados. Por este motivo, este

foi o método escolhido para a obtencédo do extrato aquoso bruto, a partir de agora chamado de

5.

Uma explicacdo para o pior desempenho da decocgdo como método extrativo pode ser

a decomposicdo de substancias presentes na droga vegetal, em novas substancias insollveis

no solvente utilizado, dada a alta temperatura em que se processa a extragdo. No processo de
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infusdo, o solvente sofre resfriamento gradual, visto que a extracdo se processa sob
temperatura ambiente, o deve minimizar essas perdas.

As relacdes droga-solvente empregadas nesta analise tiveram o objetivo de mimetizar
0 uso popular (5%) ou tentar uma saturacédo total do solvente (15%). Foi constatado que a
menor relacdo droga solvente favoreceu uma maior interacdo do pd com a agua, minimizando
efeitos de intumescimento, aumentando assim o rendimento da extracdo. Por isso, 0s métodos

com 5% de matéria-prima vegetal (MPV) tiveram maiores teores de residuo seco.

5.1.5.1 Estudo fitoquimico do extrato bruto

5.1.5.1.1 Perfil cromatografico do extrato bruto (15)

A anélise por cromatografia em camada delgada (CCD) ndo obteve bons resultados.
Inimeros sistemas eluentes foram testados, mas nenhum proporcionou um bom perfil
cromatografico para a amostra. Por isso, na elaboracdo da coluna cromatogréafica descrita no
item 4.2.4.1.3 (pag. 78) foram utilizados sistemas determinados empriricamente e ndo pela
cromatografia em camada delgada (CCD) prévia. As solucGes cromogénicas utilizadas nao
destacaram nenhuma substancia. Ao invés disso, independente do sistema utilizado, a amostra
se apresentava como uma mancha escura Unica, que praticamente ndo se alterava em presenca
dessas solucoes.

Contudo, conforme descrito nos itens 5.1.2 e 5.1.3 (pag. 90-100), a analise
histoquimica e a prospeccao fitoquimica da MPV evidenciaram a presenca de grupos de
constituintes quimicos extremamente interessantes, que motivaram o fracionamento de I5 e as
analises de espectrometria no infravermelho (1V) desse extrato e de algumas de suas fragoes, e

as analises de ressonéncia magnética nuclear (RMN) de algumas fragdes semipurificadas.
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A figura 5.6 apresenta o espectro no infravermelho de 15. As absorges em 3222 e
1378 cm™ podem ser atribuidas a deformac6es axial e angular de O—H. A absor¢do em 1607
cm® é caracteristica de deformacdo axial de C=C em compostos arométicos, 0 que é
confirmado pelas bandas presentes na regido entre 822 e 620 cm™, caracteristicas de
deformacéao angular fora do plano de C—H de sistemas arométicos. A absorcdo em 1653 cm™
é sugestiva de deformacdo axial de C=0, caracteristica em sistemas conjugados

(SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 5.6 — Espectro no infravermelho do extrato aquoso bruto em KBr.

5.1.5.1.2 Perfil cromatografico da fracdo éter etilico (FEE)

Em geral, a analise em CCD da FEE foi mais bem sucedida do que a de 15. Dentre 0s
varios sistemas eluentes testados na anélise em CCD da FEE, o sistema tolueno : cloroformio
: acetona (40:25:35) foi o que proporcionou melhor separagdo de substancias, com manchas
bem definidas e Rf razoavelmente distintos. Assim sendo, a amostra foi cromatografada
juntamente com algumas substancias padrdo (Quadro 4.3, pag. 77), porém, nenhuma foi

identificada na amostra.
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Em grande parte, este resultado, aparentemente negativo, refletiu os resultados da
prospeccdo fitoquimica da droga vegetal: apenas dois dos padrbes de flavondides testados
pertenciam a classes detectadas na prospeccdo fitoquimica da amostra (hesperidina e
naringenina, duas flavanonas).

Quercetina, quercetina-D-galactosideo, &cido oleandico, acido ursélico e lupeol,
apesar de ja terem sido isolados de outras espécies do género Byrsonima (Tabela 2.3, pag. 34-
40), ndo foram detectados nesta fracao.

A figura 5.7 apresenta o espectro no infravermelho da fracdo éter etilico (FEE). A
absorcdo em 3337 cm™ é caracteristica de deformacéo axial de O—H. As absorcdes registradas
em 2961 e 2928 cm™ sdo caracteristicas de deformacéo axial de C—H. A absorgdo em 1733
cm™, embora atipica, é sugestiva de deformacéo axial de C=0. A absorcdes em 1616 e 1506
cm™, sdo tipicas de deformacéo axial de C=C e de deformacéo angular fora do plano de C-H,
respectivamente, em compostos aromaticos, confirmadas pelas absor¢des entre 860 e 668 cm’
! também caracteristicas de deformacao angular fora do plano de C—H de sistemas aromaticos

(SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 5.7 — Espectro no infravermelho da fragéo éter etilico em KBr.
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5.1.5.1.3 Perfil cromatografico da fracdo acetato de etila
Assim como na analise em CCD de 15, na analise desta fracdo também ndo foi
possivel obter um perfil cromatogréafico satisfatério. Em muitos dos sistemas testados, a
amostra sequer saia da origem de aplicacdo e em outros, apresentava-se como um rastro de
cor escura. O uso de solugdes cromogénicas também ndo destacou qualquer substancia.
A figura 5.8 apresenta o espectro no infravermelho da fragdo acetato de etila (FAE).
A absorcdo registrada em 3305 cm™ é caracteristica de deformacdo axial de O-H. As
absorcdes em 2962 e 2927 cm™ séo caracteristicas de deformacéo axial de C—H. As absorcoes
na regido entre 1616 e 1365 cm™ e as absorcdes entre 864 e 618 cm™ sdo caracteristicas de
deformacédo axial de C=C e deformacéo e angular fora do plano de C—H, respectivamente, em

compostos aromaticos (SILVERSTEIN et al., 2007).

90.0.
BS |
80 |
75 |
70
65 |
60 |
55 |

50 | 57

45 |
%T
40
35 | /
1684 j
se4 \

30 o8 404
25 619

20

077 1652 1385
15 | 1487
1521
104 B 1616 el
1308 1559
5|
1028 11
1261 802

0.0 T T T T T
4000.0 3000 2000 1300 1000 500 400.0

am-1

gl T00.8p - Am Acetwio dé Etin

Figura 5.8 — Espectro no infravermelho da fracdo acetato de etila em KBr.
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5.1.5.1.4 Andlises das fragdes semi-purificadas

A figura 5.9 apresenta o espectro no infravermelho da fracdo STEB-1. A absorcéo em
3735 cm™, embora atipica, é sugestiva de deformacdes axial de O—H. As absorcées em 2955 e
2925 cm™ séo caracteristicas de deformacdes axiais de C—H. A absorcdo em 1730 cm™ pode
ser atribuida & deformacéo axial de C=0. Absorcdes em 2854 e 1378 cm™ séo caracteristicas
de deformacéo axial e angular de C-H de carbono carbonilico. As absorcdes entre 805 e 705
cm™ séo caracteristicas de deformacéo angular fora do plano de C—H em sistemas aromaticos

(SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 5.9 — Espectro no infravermelho de STEB-1 em KBr.

As figuras 5.10, 5.11 e 5.12 (pag. 110-111) apresentam o espectro de RMN de *H de
STEB-1 e suas expansdes. Os sinais observados entre &y 1,40 e 0,78 podem ser atribuidos a
hidrogénios de grupos alquilas. Os sinais entre &y 4,90 e 4,00 sdo caracteristicos de

hidrogénios olefinicos. Os sinais entre &4 7,75 e 7,60 podem ser atribuidos a hidrogénios

aromaticos (SILVERSTEIN et al., 2007).
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File: Proton

Pules Sequepcs: 2pul
DATE: Feb 5 2008

_
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Figura 5.10 — Espectro de RMN de *H de STEB-1 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 5.11 — Expansdo na regido entre 8 5,30 — 4,00 do espectro de RMN de *H de STEB-1 (CD;0D, 500

MHz).
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Figura 5.12 — Expansdo na regido entre 8 7,90 — 7,45 do espectro de RMN de *H de STEB-1 (CD;0D, 500
MHz).

As figuras 5.13, 5.14 e 5.15 (pag. 112-113) apresentam o espectro de RMN de **C de
STEB-1 e suas expansdes. Os sinais observados entre oc 67,96 e 10,21 podem ser atribuidos a
carbonos metinicos, metilénicos e metilicos. O sinal em J¢c 78,54 pode ser atribuido a carbono
tetrasubstituido oxigenado. Os sinais entre dc 132,42 e 122,02 podem ser atribuidos a
carbonos olefinicos de sistemas aromaticos. O sinal em Jc 168,17 é caracteristico de carbono

carbonilico (SILVERSTEIN et al., 2007).
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steb-1

File: steb-1-20090402_01
ulse Sequence: s2pul
DATE: Apr 1 2008

Solvent: cd3:
Temp. 28.0 C
operat.

File:
INOVA-500

Relax. delay 1.000 sec
45.0 degrees

Acg. time 1.300 sec

widih 30165.8 Hz

20000 repetitions

OBSERVE C13, 125.6895321 MHz

DECOUPLE H1, 499.8611678 MHz

Power 40 dB

cont inuously on
T2-16_modulated

Total time 12 hr, 43 min, 47 sec

Figura 5.13 — Espectro de RMN de *C de STEB-1 (CD50D, 125 MHz).
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Pulse Sequence: s2pul
DATE: Apr 1 2008
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Figura 5.14 — Expansdo na regido entre 8¢ 79,00 — 54,00 do espectro de RMN de *C de STEB-1 (CD;0D, 125

MHz).
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Figura 5.15 — Expansdo na regiéo entre 8¢ 170,00 — 115,00 do espectro de RMN de **C de STEB-1 (CD30D,
125 MHz).

A figura 5.16 (pag. 114) apresenta o espectro no infravermelho da fracdo STEB-2. As
absorcdes entre 3735 e 3650 cm™, embora atipicas, sdo sugestivas de deformacio axial de O—
H. As absorces em 2960 e 2924 cm™ sdo caracteristicas de deformacio axial de C-H. A
absorcdo em 1734 cm™ pode ser atribuida & deformacéo axial de C=0. As absorcdes em 2853
e 1362 cm™ sdo caracteristicas de deformacao axial e angular de C—H de carbono carbonilico.
Absorcdes na regido entre 869 e 668 cm™ sdo caracteristicas de deformacdo angular fora do

plano de C—H em sistemas aromaticos (SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 5.16 — Espectro no infravermelho da fracdo STEB-2 em KBr.

As figuras 5.17, 5.18 e 5.19 (pag. 115-116) apresentam o espectro de RMN de 'H de
STEB-2 e suas expansdes. Os sinais observados entre ¢4 1,50 e 0,50 podem ser atribuidos a
hidrogénios de grupos alquilas. Os sinais entre oy 4,90 e 4,50 sdo caracteristicos de
hidrogénios olefinicos. Nessa mesma regido, também podem ser observados sinais de
hidrogénios ligados a oxigénios, como o sinal em &y 4,55. Os sinais entre &y 7,75 e 7,60

podem ser atribuidos a hidrogénios aromaticos (SILVERSTEIN et al., 2007).
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steb_2
File: Proton

Pulse Sequence: s2pul
DATE: Jan 28 2008
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Figura 5.17 — Espectro de RMN de *H de STEB-2 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 5.17 — Expanso na regido entre 8y 5,10 — 4,30 do espectro de RMN de *H de STEB-2 (CD;0OD, 500
MHz).
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steb_2
File: Proton

Pulse Sequence: s2pul
DATE: Jan 28 2008
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Figura 5.19 — Expansdo na regio entre &, 7,80 — 6,40 do espectro de RMN de *H de STEB-2 (CD;0D, 500

MHz).

As figuras 5.20 e 5.21 (pag. 117) apresentam o espectro de RMN de *3C de STEB-2 e

sua expansdo. Os sinais observados entre dc 144,59, e 105,00 podem ser atribuidos a carbonos

olefinicos de sistemas aromaticos (SILVERSTEIN et al., 2007).

FT size 131072
Total time r

Figura 5.20 — Espectro de RMN de **C de STEB-1 (CD;0D, 125 MHz).
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105.003

124.318

128.701

112.921

Figura 5.21 — Expansdo na regio entre 8¢ 150,00 — 60,00 do espectro de RMN de **C de STEB-1 (CD;0D, 125
MHz).

A figura 5.22 (pag. 118) apresenta o espectro no infravermelho de STEB-3. A
absorcdo em 3735 cm, embora atipica, é sugestiva de deformacdo axial de O-H. As
absorces em 2955 e 2925 cm™ podem ser atribuidas & deformacéo axial de C—H. Absorcdes
em 1653 e 1507 cm™ sdo caracteristicas de deformacdo axial de compostos com
aromaticidade, confirmadas pelas absorcdes presentes na regido entre 882 e 668 cm™,
caracteristicas de deformacGes angulares fora do plano de C-H de anéis aromaticos. As
absorces em 2854 e 1378 cm™ sdo caracteristicas de deformacao axial e angular de C—H de
carbono carbonilico. A absorcdo em 1733 cm™ é caracteristica de deformacio axial de C=0O

(SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 5.22 — Espectro no Infravermelho da fragdo STEB-3, em KBr.

As figuras 5.23, 5.24 e 5.25 (pag 119 -120) apresentam o espectro de RMN de *H de

STEB-3 e suas expansdes. Os sinais observados entre ¢4 1,40 e 0,50 podem ser atribuidos a

hidrogénios de grupos alquilas. Os sinais entre &y 4,60 e 4,00 sdo caracteristicos de

hidrogénios olefinicos. Nessa regido dos espectros também podem ser observados sinais de

hidrogénios ligados a oxigénio, como o sinal em &y 4,54. Os sinais entre &4 7,70 e 7,60

podem ser atribuidos a hidrogénios aromaticos (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2006).
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steb_S
File: Proton

Pulse Sequence: s2pul
DATE: Jan 28 2008
Solvent: cd3od

emp. 28.0 C / 801.1 K
operator: vnar:
INOVA-500 "inovas00"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
ec

8 repetitions

OBSERVE  H1, 499.8586638 MHz
DATA PROCESSI

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536

Total time 0 min, S0 sec

= 7T - -
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 5.23 — Espectro de RMN de *H de STEB-3 (CD;0D, 500 MHz).

steb 3
File: Proton
Pulse Seguence: s2pul
DATE: Jan 28 2008
S88
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4.65 4.80 4.55 4.50 4.45 4.40 4.35 4.30 a.2s 4.20 .

II\:/:gHu;a 5.24 — Expanso na regido entre 8 4,70 — 4,15 do espectro de RMN de "H de STEB-2 (CDs0OD, 500
7).
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steb_3
File: Proton

Pulse Sequence: s2pul
DATE: Jan 28 2008
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Figura 5.25 — Expansdo na regio entre 8, 7,95 — 7,40 do espectro de RMN de *H de STEB-2 (CDs0OD, 500
MHz).

As figuras 5.26, 5.27 e 5.28 (pag. 121) apresentam o espectro de RMN de *C de
STEB-3 e suas expansdes. Os sinais observados entre Jc 146,33 e 123,19 podem ser
atribuidos a carbonos olefinicos de sistemas aromaticos. O sinal em Jc 163,34 pode ser

atribuido a carbono carbonilico (SILVERSTEIN et al., 2007).

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 5.26 — Espectro de RMN de **C de STEB-3 (CD;0D, 125 MHz).
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steb_3
File: steb_3-20080327_02

Pulse Sequence: s2pul
DATE: Mar 27 2008
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MNPl

Figura 5.27 — Expansdo na regio entre 8¢ 90,00 — 55,00 do espectro de RMN de **C de STEB-3 (CD;0D, 125

MHz).
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Figura 5.28 — Expansdo na regido entre 8¢ 175,00 — 115,00 do espectro de RMN de *C de STEB-3 (CD;0D,

125 MHz).
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A figura 5.29 apresenta o espectro no infravermelho de STEB-4. A absorg¢do em 3513
cm, embora atipica, é sugestiva de deformacdo axial de O—H. As absorcdes em 2957 e 2923
cm sdo caracteristicas de ligacdes C—H. A absorcio em 1734 é caracteristica de deformacéo
axial de C=0. A absorcdo em 2850 cm™ é caracteristica de deformacdo axial de C—H de
carbono carbonilico. A absorgdes em 1653 e 1559 cm™ sdo caracteristicas de deformacio
axial de compostos com aromaticidade, confirmadas pelas absor¢des presentes na regido entre
802 e 662 cm™, caracteristicas de deformacéo angular fora do plano de C-H de compostos

aromaticos (SILVERSTEIN et al., 2007).

cm-1

c:\pel_ 1805.8p - Am STEB 4

Figura 5.29 — Espectro no Infravermelho da fragdo STEB-4 em KBr.

As figuras 5.30, 5.31 e 5.32 (pag. 123-124) apresentam o espectro de RMN de *H de
STEB-4 e suas expansdes. Os sinais observados entre &y 2,00 e 0,80 podem ser atribuidos a
hidrogénios de grupos alquilas. Os sinais entre &y 4,40 e 4,00 sdo caracteristicos de
hidrogénios olefinicos. Os sinais entre &4 6,60 e 7,80 podem ser atribuidos a hidrogénios

aromaticos e/ou heteroarométicos (SILVERSTEIN et al., 2007).
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File: Proton

Pulse Sequence: s2pul
DATE: Jan SO 2008
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Figura 5.30 — Espectro de RMN de *H de STEB-4 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 5.31 — Expansdo na regio entre 8y 4,60 — 3,60 do espectro de RMN de **C de STEB-4 (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 5.32 — Expansdo na regido entre &, 7,80 — 6,60 do espectro de RMN de 'H de STEB-4

(CD50D, 500 MHz).

As figuras 5.33 e 5.34 (pag. 125) apresentam o espectro de RMN de **C de STEB-4 e

sua expansao. Os sinais observados entre dc 133,55 e 123,19 podem ser atribuidos a carbonos

olefinicos de sistemas aromaticos. O sinal em oc 163,34 pode ser atribuido a carbono

carbonilico (SILVERSTEIN et al., 2007).

File: STEB_4-20090410_01

ise Sequence: s2pul

1.300 sec
30165.3 Hz
repetitions
OBSERVE C13, 125.6893860 WHz
DECOUPLE H1, 4938.8611678 WMz
Power 40 dB

100 80 60

160 140 120

Figura 5.33 — Espectro de RMN de **C de STEB-3 (CD;0D, 125 MHz).
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sTEB_a

File: STEB_4-20090410_01

Pulse Sequence: s2pul
DATE: Apr 8 2008
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Figura 5.34 — Expansdo na regio entre 8¢ 140,00 — 60,00 do espectro de RMN de **C de STEB-4 (CD;0D, 125
MHz).

Como visto, os espectros de RMN das fracBes semi-purificadas foram bastante
semelhantes entre si e, além disso, coerentes com seus espectros na regido do infravermelho.
De modo geral, eles mostraram que 0 extrato aquoso € rico em compostos aromaticos,

hidroxilados e carbonilados. Essas sdo caracteristicas de algumas das classes de flavonoides

detectadas na prosecc¢éo fitoquimica de Byrsonima japurensis (Figura 5.35).

A

(g}

/

A\

/

\

Figura 5.35 — Nucleos fundamentais de chalconas (A), auronas (B) e flavanonas (C). Dentre elas sdo conhecidas

estruturas com até cinco substitui¢@es por hidroxilas (OH).
FONTE: Zuanazzi; Montanha (2007).
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5.2 Estudo de atividade farmacoldgica / toxicoldgica

5.2.1 Atividade varredora de radicais livres

As concentrac@es inibitdrias medianas (Clsg) obtidas nos testes de atividade varredora
de radicais livres estdo apresentadas na tabela 5.6, como média + desvio-padrdo. Os graficos
utilizados para a determinacdo da Clsg ilustram as relacdes dose-resposta obtidas nesses testes

(Figura 5.36, pag. 127).

Tabela 5.6 — Resultados obtidos nos diferentes ensaios de atividade varredora de radicais livres

Substancias testadas Radical DPPH Radical ABTS Radical superoxido
Extrato aquoso (I5) 7,1+04 42+0,2 425+1.3
o.-tocoferol 12,5+0,6 10,4+0,4 180,0 £ 14,2
Acido ascorbico 48+0,3 2,7+0,3 329+1,6
Acido gélico 1,0£0,1 1,1+£0.2 78+1.2

Unidade de medida: pg/mL. Os dados dos controles positivos sdo tabelados pelo grupo de pesquisa e constam no
trabalho para efeito de comparacao.

A atividade varredora de radicais livres de compostos fenolicos é bem conhecida, e
pode ser considerada causa ou consequéncia das funcdes que esses compostos exercem nas
plantas (ES-SAFI et al., 2007). Portanto, era esperado que o0 extrato aquoso de B. japurensis,
na qual taninos e flavondides foram detectados, apresentasse essa atividade.

A estrutura geral dos flavonoides favorece tanto a captura de metais de transicéo
(Figura 5.37, pag. 128), catalisadores das reaces de Fenton e Haber-Weiss, que geram
radicais deletérios a partir de O," e H,O,, quanto a doacédo de elétrons e hidrogénio a espécies

oxidadas (Figura 5.38, pag. 128).
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Figura 5.36 — Curvas dose-resposta dos testes de atividade varredora de radicais livres. A — curva do teste com o
radical livre DPPH; B — curva do teste com o cation radical ABTS; C- curva do teste com o anion radical
superoxido.
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Figura 5.37 — Sitio de ligacdo de metais a uma molécula de flavonoide.
FONTE: Barreiros et al. (2006).
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Figura 5.38 — Atuacdo dos flavondides como doadores de elétrons e hidrogénio.
FONTE: Adaptado de Barreiros et al.(2006)

De modo geral, flavondides que possuem maior nimero de hidroxilas e insaturacdes
na sua estrutura, possuem maior atividade antioxidante (VAN ACKER et al., 1996). As
mesmas regras se aplicam aos taninos condensados. Além disso, esses compostos possuem
reconhecida capacidade de inativar enzimas como xantina oxidase, ciclo-oxigenase, lipo-
oxigenase, mono-oxigenase microssomal, glutationa S-transferase, succinoxidade
mitocondrial e nicotinamida dinucleotideo oxidase, todas envolvidas na producéo de radicais

livres (BARREIROS et al., 2006; PIETTA, 2000; RICE-EVANS et al., 1999).
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Portanto, estes resultados podem ser atribuidos as antocianidinas e/ou antocianinas e
as catequinas e, por conseguinte, aos taninos, presentes na droga vegetal, 0s quais, como ja é
sabido, apresentam expressiva capacidade varredora de radicais livres, gracas as
caracteristicas de suas estruturas (Figura 5.39), ricas em substituicdes por hidroxilas e
insaturacdes (ES-SAFI et al., 2007). O cétion flavilio, nicleo fundamental das antocianidinas
e antocianinas, pode neutralizar radicais com carga negativa, além disso, a capacidade
varredora de radicais superoxido de chalconas é bem conhecida, e contribui

significativamente para sua atividade antiinflamatoria (NOWAKOWSKA, 2007).

A R B R

R

HO o Ho 0
O D R O R
F OH 7 OH

OH OH

Figura 5.39 — Estrutura geral das antocianidinas e/ou antocianinas e catequinas. A — cétion flavilio, onde R pode
ser um grupo OH, OCHj; ou H; B — catequinas, onde R pode ser OH ou H.
FONTE: Adaptado de Zuanazzi, Montanha (2007).

Um fato bastante interessante nos resultados desses testes é a grande capacidade
varredora de radicais livres desse extrato mesmo em comparacdo com outros potentes
antioxidantes agindo de forma isolada. Essa caracteristica pode contribuir para sua possivel
atividade anti-inflamatoria, uma vez que a neutralizacdo de radicais livres limita sua
capacidade de causar danos aos tecidos, que é um fator crucial na geracdo ou manutencao de
uma resposta inflamatéria (SCHINELLA et al., 2002; WELLEN; HOTAMILISGIL, 2005).

Contudo, para verificar se a atividade antioxidante apresentada por 15 deve-se a um
efeito sinérgico entre os componentes do extrato, ou ainda, se ha uma interacdo negativa entre

eles, um estudo fitoquimico biomonitorado ainda precisa ser realizado.
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5.2.2 Atividade antiagregante plaquetaria

As concentracdes inibitérias medianas (Clsp) obtidas nessa avaliacdo estdo
apresentadas na tabela 5.7, como média + desvio-padrdo. Os gréficos utilizados para a
determinagé@o da Clsg ilustram as relacfes dose-resposta obtidas nesses testes (Figura 5.40,

pag 131).

Tabela 5.7 — Resultados dos testes de atividade antiagregante plaquetéria

Substéncias testadas AA ADP ADR
Extrato aquoso (I5) 1785+ 1,6 117,7+45 97,5+7)9
Acido acetilsalicilico 325+0,2 215+14 11,7+0,5

AA, écido araquid6nico; ADP, adenosina difosfato; ADR, adrenalina. Unidade de medida: pg/mL. Os dados do controle
positivo séo tabelados pelo grupo de pesquisa e constam no trabalho para efeito de comparacéo.

O extrato (I15) mostrou atividade antiagregante plaquetaria frente a todos os agonistas
testados neste trabalho, o que sugere que seu efeito esta relacionado a um mecanismo comum
pelo qual todas essas substancias induzem o fendmeno.

Como ja dito, flavonoides tém capacidade de inativar enzimas como fosfolipases,
ciclo-oxigenases e lipo-oxigenases, 0 que se deve, muito provavelmente, a sua capacidade de
inativar os radicais livres que se formam no sitio ativo dessas enzimas. Outros trabalhos
mostram que sua capacidade de inibicdo das fosfolipases depende do nimero de hidroxilas em
sua molécula e esta relacionada a capacidade de quelar e reduzir metais (CAO et al., 1997;
MIDDLETON JR et al., 2000). Portanto, essas substancias inibem a sintese de eicosandides,
entre eles 0 TxA,, iniciada nas plagquetas logo apds a sua ativacao por qualquer agonista. Dada
as classes de metabdlitos secundarios majoritariamente presentes em 15, é muito provavel que
este seja 0 mecanismo envolvido na sua atividade antiagregante plaquetaria.

No entanto, 0 mecanismo via inibicdo da Gp Ilb / Illa também ndo estd descartado,
visto que, nesse caso, a atividade antiagregante plaquetaria também independe da qualidade

do ativador plaquetario (GOMES et al., 2000).
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Figura 5.40 — Curvas dose-resposta da atividade antiagregante plaquetaria. A — curva frente ao AA; B — curva
frente &8 ADP; C — curva frente & ADR.
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5.2.3 Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade sobre larvas de Artemia salina tem sido utilizado para
screening inicial de atividades farmacoldgicas e tdxicas de diversas substancias. Existem
correlagdes positivas entre citotoxicidade sobre A. salina e atividade tripanossomicida (ZANI
et al., 1995) e antioxidante (MATHEWS, 1995).

O extrato aquoso de B. japurensis ndo foi toxico as larvas de A. salina e DLsy ndo
pode ser calculada, mesmo em duas baterias de testes em triplicata com a concentragédo
maxima de 1,0 mg/mL. Mais uma vez, esses resultados foram coerentes com os dados obtidos
com outras especies do mesmo género: nenhuma daquelas testadas contra esse mesmo
microcrustaceo, apresentou atividade citotoxica, como pode ser verificado na tabela 2.2 (pag.
28-33).

Apesar disso, todas as espécies do género Byrsonima testadas contra microorganismos
patogénicos, inclusive Tripanossoma cruzi e Leishmania sp. foram eficientes (Tabela 2.2 ,
pag. 28-33) e ainda ndo existem estudos sobre a atividade antitumoral dessas espécies
Portanto, os resultados obtidos nesta analise ndo descartam a possibilidade de que B.

japurensis apresente acdo antitumoral e/ou antimicrobiana.

5.2.4 Toxicidade aguda

A avaliacdo da toxicidade aguda é uma analise preliminar das propriedades toxicas de
uma substancia, que fornece informacGes acerca dos riscos para a saude, resultante da
exposicdo de curta duracdo por uma determinada via e informacdes iniciais sobre 0 modo de
acdo toxico da substancia (BRITO, 1994; HIGUCHI, 2007). Uma vez que o0s sinais de
toxicidade observados podem ser indicativos de varias atividades farmacoldgicas

interessantes, o screening hipocratico realizado durante a avaliacdo da toxicidade aguda € uma
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ferramenta util na investigacdo preliminar de atividades farmacologicas in vivo
(KARANGWA et al., 2006).

Apesar da observacao de sintomas de toxicidade em todas as doses testadas, tanto pela
via oral (5000,0 e 2500,0 mg/kg), quanto pela via intraperitoneal (1000,0; 750,0; 500,0;
250,0; 150,0; 140,0; 135,0; 125,0 e 10,0 mg/kg), o extrato (I15) foi letal apenas pela via
intraperitoneal, com DLsy de 146, 5 mg/kg.

Os mesmos sintomas de toxicidade foram observados em todos os animais, contudo o
grau e a duracdo dos mesmos variaram de acordo com as doses, sendo, em geral, mais
brandos nos animais que receberam o extrato pela via oral. Esses sintomas instalavam-se
dentro de poucos minutos ap6s a administracdo, sendo eles: diminuicdo da motilidade seguida
de reclusdo (frequentemente em duplas ou grupos), aumento da frequéncia cardiaca
(taquicardia), dificuldade respiratéria (representada pelo cocar de focinho nos minutos iniciais
e dispneia), ptose bilateral, contor¢bes abdominais (mais frequentes nos minutos iniciais e
esporadicas apds 60 minutos), distensdo abdominal, piloerecdo persistente (apos cerca de 30
minutos da administracdo), cianose (cauda e focinho), diminuicdo da defecacdo e micgéo,
diminuicdo no apetite (mesmo nos grupos da via oral, submetidos a jejum prévio de 12 horas),
tremores e flacidez.

Foi observado que as fezes dos animais dos grupos que receberam o extrato pela via
oral apresentavam-se liquefeitas e na mesma cor do extrato, sugerindo que 0 mesmo é pouco
absorvido por essa via. Isso que pode explicar a menor intensidade dos sintomas. Nas doses
em que ndo ocorreram mortes (5000,0 e 2500,0 mg/kg v. o. e 125,0 e 10,0 mg/kg i.p.), 0S
animais recuperaram-se dentro de algumas horas.

Apesar do estado débil, todos os animais respondiam a estimulos de som, como bater
de palmas e estalar de dedos e dor, como pressao sobre as orelhas e caudas com pinga, e nao

se apresentavam sedados. Movimentavam-se e caminhavam esporadicamente pelo campo
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experimental, mas logo paravam e retornavam ao estado recluso. Espasmos violentos foram
observados em alguns animais, sendo que nas doses mais altas, juntamente com um surto
dispnéico e miccéo, eles constituiam o evento que antecedia a morte dos animais. Dois casos
isolados de paralisia do trem posterior foram observados nas doses de 150 e 135 mg/kg pela
via intraperitoneal.

A diminuicdo da atividade motora / exploratéria dentro dos dois primeiros minutos
apos a aplicacdo do extrato foi significativa (p < 0,05) apenas nas doses de 1000,0 e 750,0
mg/kg. Em contrapartida, ap6s 10 minutos, todos os animais, em todas as doses,

apresentavam-se reclusos, permanecendo assim por varias horas (Figura 5.41).

AT

b el

b &

i —

' a Loxs

Figura 5.41 — Animais reclusos ap6s a aplicacdo do extrato. Pode ser notado ainda, que os animais estdo flacidos
e ciandticos.

O estado catatdnico dos animais foi perceptivel no teste de equilibrio e apreensao das
patas. Antes da aplicagdo do extrato os animais tendiam a andar sobre a barra de vidro e
evitavam ao méximo a queda com o auxilio das patas e da cauda; apos a aplicacdo do extrato,

0s animais permaneciam praticamente imdveis e ndo evitavam a queda com tanta veeméncia.
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A necropsia foi realizada apenas nos animais cuja hora da morte pode ser
acompanhada. Mais uma vez, os achados podem ser generalizados: as visceras apresentaram-
se integras, sem alteracbes morfoanatdmicas, o que é coerente com a auséncia de
citotoxicidade apresentada no teste de A. salina; o estdmago permanecia com alimento,
mesmo depois de seguidas horas sem alimentacdo (dada a falta de apetite), e o intestino, em

geral, continha fezes. O pulmédo apresentava-se hiperemiado e frequentemente o coracdo

permanecia contraindo-se por varios minutos ap0s a parada respiratdria (Figura 5.42).

X

Figura 5.42 — Disseca¢do de animais da andlise toxicoldgica e aparéncia de algumas visceras. A — animal
dissecado; B — figado; C — coracéo; D — pulmé&o; E — estbmago; F — presenca de alimento no estbmago.

Todos os sinais de toxicidade verificados no screening hipocratico de 15 também
foram encontrados por Bejar; Malone (1993), em uma analise semelhante com um extrato
etanolico da casca do caule e com um extrato acido acético a 2% das folhas de Byrsonima
crassifolia e por Cifuentes et al. (2001), com extratos aquosos da casca do caule e das folhas
da mesma espécie. Bejar; Malone (1993) ainda encontraram quadro semelhante ao aqui
relatado na necropsia dos seus animais.

Taninos tém capacidade de inibir enzimas digestivas, da qual deriva grande parte dos

seus efeitos toxicos, configurando-se com um dos principais mecanismos pelo qual esses
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metabdlitos atuam como protetores das plantas contra a herbivoria (MONTEIRO et al., 2005).
Isso pode ter contribuido para a presenca de alimento no estdmago, mesmo ap06s horas sem 0s
animais se alimentarem e, por conseguinte, para a inibi¢do do reflexo da fome.

A taquicardia observada pode ser explicada pela presenca de heterosideos cardioativos
em Byrsonima japurensis. Esses metab6litos aumentam a contratibilidade e o debito cardiaco,
por mecanismos ainda pouco conhecidos. A hipotese mais aceita é que esses esterdides atuam
inibindo bombas de s6dio e potassio nas células miocardicas, 0 que aumenta o influxo de
calcio para essas células e consequentemente sua forca contratil (ALTAMIRANO et al., 2006;
FRAGA; BARREIRO, 1996).

Os efeitos dos heterosideos cardioativos sobre o coracdo fazem com que esses sejam
drogas de primeira escolha para o tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva. No
entanto, seu indice terapéutico é baixo e a ocorréncia de intoxicagdes é relativamente comum,
classicamente representadas por taquicardia. A presenca desses compostos também poderia
explicar a hiperestimulacdo do musculo cardiaco observada nos animais submetidos a
necropsia (RATES; BRIDI, 2007).

Saponinas sdo particularmente irritantes a mucosas, devido a sua capacidade de formar
complexos com esterdides, proteinas e fosfolipideos de membranas celulares, alterando sua
permeabilidade ou causando sua destruicdo por esfoliacdo, o que limita a aplicacdo pratica de
saponinas como medicamentos, mesmo estas sendo dotadas de atividade anti-helmintica,
hipocolesterolemiante e anti-inflamatéria comprovadas (FRANCIS et al., 2002; SCHENKEL
et al., 2007). Uma possivel irritacdo da mucosa gastrica desencadeada pelas saponinas de B.
japurensis poderia explicar as contor¢es abdominais observadas nos animais nesta analise.
Esta observacéo ja foi relatada em outros trabalhos (LIMA, C., 2007).

I5 também promoveu alteragbes em fungdes motoras dos animais, como diminuigédo da

motilidade, ptose, flacidez e catatonia, sugerindo uma agdo sobre a musculatura esquelética.
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J& foi demonstrado que flavonodides tém capacidade de inativar um amplo espectro de
proteinas quinase, diretamente envolvidas na contracdo muscular (MIDDLETON JR et al.,
2000).

Sabe-se ainda, que o sistema muscular ¢ modulado pelo sistema nervoso central (SNC)
por meio de mensageiros quimicos que agem sobre receptores especificos. Na musculatura
esquelética, a acetilcolina é o neurotransmissor que desencadeia a contragdo das fibras, ao se
ligar a receptores nicotinicos. Os efeitos do bloqueio da acdo da acetilcolina no musculo
esquelético sdo fraqueza muscular, aumento da fatigabilidade e incapacidade de manutencéo
de contracOes duradouras, e tém como sinal classico a ptose palpebral (KATZUNG, 2004,
RANG et al., 2004).

O bloqueio de receptores nicotinicos ainda envolve outros efeitos, que sdo numerosos
e complexos j& que ambas as divisbes do sistema nervoso auténomo, simpético e
parassimpatico, sdo bloqueadas. Porém, alguns deles puderam ser claramente observados nos
animais submetidos a este screening hipocratico: sensacdo de frio (reclusdo em grupos e
tremores finos), diminuicdo do apetite, constipacdo e retencdo urinaria (por relaxamento da
musculatura lisa das vias urinarias) (RANG et al., 2004).

A inibicdo ndo seletiva do outro grupo de receptores colinérgicos, os receptores
muscarinicos, causa efeitos semelhantes, somados a uma prolongada inibi¢cdo da motilidade
gastrointestinal (estbmago, duodeno, jejuno, ileo e colon) e taquicardia (BROWN; TAYLOR,
2006). Diminuicdo da motilidade gastrointestinal ja foi observada com Byrsonima basiloba
(FIGUEIREDO et al., 2005) e com Byrsonima fagifolia por (LIMA, Z. et al., 2008), quando
estes em investigacdes da atividade antidiarréica dessas espécies. Flavondides podem atuar
como agentes espasmoliticos, conforme varios trabalhos ja demonstraram (HARBORNE;

WILLIAMS, 2000).
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Outro importante efeito dos blogueadores muscarinicos é a inibicdo de secrecdes
glandulares, mais notavelmente no trato respiratério (nariz, boca, faringe e brénquios)
(BROWN; TAYLOR, 2006). O cocar de focinho apresentado pelos animais pode ser um sinal
do desconforto causado pela inibicdo das secrecdes das vias respiratorias. Também pode ter
influéncia a acdo irritante das saponinas, discutida anteriormente.

Um dos efeitos mais evidentemente observados foi a cianose. E interessante destacar
que um acumulo de secrecdes nas vias aéreas, outro efeito colateral dos bloqueadores
muscarinicos, explicaria a dispnéia e a cianose (BROWN; TAYLOR, 2006; RANG et al.,
2004). No entanto, a analise anatomopatologica das vias aereas dos animais nao foi realizada.

A presenca de agonistas S-adrenérgicos no extrato também é possivel na medida em
que essas substancias causam aumento da frequéncia e da forca de contragdo cardiacas e
vasodilatacdo, que podem justificar a taquicardia, contracéo das fibras de musculo branco, que
justificariam os tremores dos animais, e relaxamento do musculo detrusor da bexiga, que
explicaria a retencdo urindria. Os mesmos resultados dos agonistas adrenérgicos podem ser
obtidos pela estimulacdo da liberacdo de noradrenalina e/ou inibicdo da recaptacdo deste
mediador (RANG et al., 2004; KATZUNG, 2004; WESTFALL; WESTFALL, 2006).

Um trabalho ndo publicado realizado pelo grupo de pesquisa envolvido neste estudo,
sobre a atividade vasodilatadora de B. japurensis, embasa essa hipotese. A espécie mostrou
potente atividade vasodilatadora sobre anéis aorticos de ratos Wistar na presenca de endotélio,
a qual foi drasticamente diminuida com a supressdo deste Ultimo. 1sso € coerente com a acao
de agonistas p-adrenérgicos, pois se sabe que seu mecanismo vasodilatador é mediado pelo
endotélio por meio da liberagdo de dxido nitrico (RANG et al., 2004).

A piloerecdo, um dos efeitos mais notdveis e consistentes de 15, é resultado da

estimulacdo de receptores «-adrenérgicos. Outro efeito interessante dos agonistas o-
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adrenérgicos é a inibicdo da liberacdo colinérgica, o que poderia estar relacionado ao aparente

bloqueio dos receptores nicotinicos e muscariricos (RANG et al., 2004; KATZUNG, 2004).

5.2.5 Atividade antiedematogénica

As doses testadas nessa avaliagdo foram escolhidas de acordo com as observacgdes
feitas durante a avaliacdo da toxicidade aguda. Foram selecionadas trés doses inseridas nos
intervalos em que ndo houve mortes. Nesse caso, para a via oral levou-se também em
consideracdo a extrapolacdo das doses a um humano adulto de 70,0 kg de peso corpdreo e as
etapas de metabolizacdo de drogas por esta via, que geralmente exige doses maiores para a
obtencdo da mesma biodisponibilidade de vias mais rapidas, como a intravenosa. Entdo, como
dose minima escolheu-se 100,0 mg/kg, dobrando-se as doses subsequentes. Para a via
intraperitoneal, 10,0 mg/kg foi utilizada como dose minima, para que fosse possivel uma
comparagdo direta entre o extrato e a droga padréo, 100,0 mg/kg como dose maxima e, como
dose mediana, metade desta ultima.

Na primeira fase do edema de pata induzido por carragenina (EPIC) as doses minimas
e maximas mostraram atividade antiedematogénica estatisticamente significativa em relagéo
ao controle negativo em ambas as vias, porém, ndo houve diferenca com relacdo ao controle
positivo (Figura 5.43, pag.141).

Por outro lado, na segunda fase do EPIC, o extrato mostrou atividade
antiedematogénica estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo em todas as
doses testadas. Com relacdo ao controle positivo, a maior dose testada pela via oral (400,0
mg/kg) e todas as doses testadas pela via intraperitoneal (10,0; 50,0 e 100,0 mg/kg)
mostraram atividade antidematogénica superior (Figura 5.44, pag. 142).

Os resultados mostram que, indiscutivelmente, 15 apresenta apreciavel capacidade

antiedematogénica, o que pode estar diretamente relacionado a sua atividade anti-
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inflamatoria, visto que o edema ¢é sinal classico da inflamagdo. Via de regra, os resultados
obtidos com a metodologia empregada nesta avaliagdo s&o considerado por muitos,
determinantes de atividade anti-inflamatdria (LAPA et al., 2008).

Os efeitos mais pronunciados na segunda fase desta avaliacdo (Figura 5.44, pag. 142)
sugerem que o extrato interfere na sintese dos eicosandides, produtos da via metabdlica do
acido araquiddnico e principais responsaveis pela resposta inflamatoria nessa fase do EPIC
(LAPA et al, 2008; MUNIAPPAN; SUNDARARAJ, 2003). Isso reafirma o primeiro
mecanismo discutido na avaliagdo da atividade antiagregante plaquetaria (Item 5.2.2, pag.
130-131).

Esse mecanismo geralmente vem acompanhado de atividade analgésica, como pode
ser observados nos AINE (CARVALHO et al., 2004). Tal fato se deve porque a dor de origem
inflamatdria é resultado da sensibilizacdo de nociceptores por proteinas plasmaticas (oriundas
do edema) e prostaglandinas, notadamente prostaglandina E; (PGE;), que é um produto do
metabolismo do 4cido araquiddnico pela via das ciclo-oxigenases. Na inflamacéo, a dor tem a
funcéo de alertar o individuo para a imobilizacdo do local onde ocorre a resposta inflamatoria
(DAVIES et al., 1984; DRAY, 1995; STEINMEYER, 2000).

Porém, durante o screening hipocratico e mesmo durante a avaliacdo da atividade
antiedematogénica, 0s animais apresentaram contor¢cbes abdominais intensas, que
provavelmente se devem a presenca de saponinas no extrato, como ja foi discutido. N&o
somente as contorcBes, mas todos os sinais de toxicidade observados durante o screening

hipocratico também foram observados nesta avaliaco.
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Figura 5.43 — Efeito das drogas testadas na primeira fase do edema de pata induzido por carragenina (primeira
hora apés a injecdo da carragenina). A — efeitos pela via oral; B — efeitos pela via intraperitoneal. Valor de p
versus controle negativo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Valor de p versus controle positivo: ¢p < 0,05.
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Figura 5.44 — Efeito das drogas testadas na segunda fase do edema de pata induzido por carragenina (terceira
hora apés a injecdo da carragenina). A — efeitos pela via oral; B — efeitos pela via intraperitoneal. Valor de p
versus controle negativo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Valor de p versus controle positivo: ¢p < 0,05;
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A contorcdo abdominal é um pardmetro bastante utilizado na verificacdo da atividade
analgésica de diversas substancias, uma vez que simboliza que o animal esta sentido dor.
Nessas metodologias, as contor¢des sdo provocadas por solucgdes diluidas de &cido acético ou
mesmo bradicinina e acetilcolina, injetadas intraperitonealmente nos animais, geralmente
camundongos, apos a administracdo da substancia em teste. A diminuicdo da frequéncia e do
ndamero de contor¢des em um intervalo determinado de tempo, é indicativo de atividade
analgésica (LAPA et al., 2008). Portanto, se houvessem substancias analgésicas no extrato,
provavelmente as contor¢des ndo seriam observadas ou ndo seriam tdo intensas. E possivel
fazer essa relacéo ja que as contor¢des abdominais provocadas pelas saponinas séo sinais de
dor de origem inflamatoria, desencadeada pela injuria @ mucosa gastrointestinal (FRANCIS et
al., 2002; SCHENKEL et al., 2007). Além disso, é valido relembrar que os animais
responderam a todos os estimulos de dor a que foram submetidos durante o screening
hipocratico.

Por esta razdo, ndo pode ser descartada a possibilidade de que a atividade
antiedematogénica de 15 se deva a sua acdo vasodilatadora, que foi fortemente sugerida
durante a discussdo dos sinais do screening hipocratico. Nesse caso, a acdo do extrato nédo
teria real influéncia na resposta inflamatoria, pois o edema seria diminuido por simples

mecanismo fisico (LAPA et al., 2008).

Guilhon-Simplicio



Capitulo 6 — Conclusédo 144

6 CONCLUSAO

Os dados obtidos com o estudo farmacogndstico da casca do caule de B. japurensis
sdo 0s primeiros descritos. Servem como referencial para a identificacdo da droga,
corroboram grandemente para o desenvolvimento de um produto fitoterapico da espécie e
podem ainda ser utilizados para a elaboracdo de uma monografia. As analises fitoquimicas,
que incluiram a obtencédo de espectros na regido do intravermelho e de ressonancia magnética
nuclear de fragdes oriundas de fracionamentos do extrato aquoso dessa droga vegetal,
mostraram que a mesma possui composicao quimica variada, incluindo classes de metabdlitos
secundarios cujas propriedades farmacologicas ja sao conhecidas.

O extrato aquoso da casca de Byrsonima japurensis é dotado de potente atividade
antioxidante, além de possuir apreciavel capacidade antiagregante plaquetaria e
antiedematogénica, que contribuem diretamente para a atividade anti-inflamatoria do mesmo.
Esses resultados sdo plenamente justificados pela constituicdo quimica da droga vegetal, que
inclui flavonoides, triterpenos e taninos. Além disso, varios outros efeitos bioldgicos sobre o
sistema cardiovascular e nervoso, potencialmente benéficos se controlados, que indicam que 0
extrato possivelmente atua como um agonista adrenérgico nao seletivo, também puderam ser
observados na analise toxicolégica.

As chances de moléculas ainda ndo conhecidas serem responsaveis por alguns dos
efeitos observados no sistema nervoso autdnomo e somatico sdo bastante palpaveis, uma vez
que as substancias de origem natural dotadas dos mesmos efeitos observados sdo alcal6ides,
gue ndo estdo presentes nesta droga vegetal. Contudo, a diversidade na composicdo quimica,
que possibilita que o extrato apresente grande potencial farmacoldgico, também parece ser
responsavel pela sua toxicidade. Assim sendo, para a aplicagdo do extrato aqui estudado para

fins terapéuticos, ainda sdo necessarios mais estudos sobre sua relagdo dose-efeito in vivo.

Guilhon-Simplicio
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