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RESUMO

Vérias espécies do género Byrsonima (Malpighiaceae) tem diversas aplicacOes terapéuticas na
medicina popular em todo o territorio brasileiro, das quais varias atividades farmacoldgicas ja
foram cientificamente comprovadas. No entanto, as espécies de ocorréncia na regido Norte do
Brasil tem sido pouco estudadas. Dado o exposto, selecionamos a espécie arbdrea B. duckeana,
nativa da regido Amazonica, para ser objeto deste estudo, cujo objetivo foi investigar o potencial
analgésico das suas folhas, comparando o extrato etandlico bruto com suas fracdes hexano,
diclorometano e acetato de etila, visando direcionar o fracionamento fitoquimico do mesmo,
verificando ainda a seguranca da administracdo das amostras pela via oral em animais de
experimentacdo. Verificou-se que as amostras sdo relativamente seguras para administracdo oral,
pois ndo causaram mortes ou sinais de toxicidade em camundongos expostos a uma dose de 2000
mg/kg. Com excecédo da fracdo hexano, todas as outras amostras testadas apresentaram atividade
analgésica significativa (p < 0,05) e equivalentes entre si, no teste das contor¢es abdominais, a
uma dose de 100 mg/kg. Por questdo de conveniéncia e seguranga, selecionou-se a fracdo acetato
de etila para ter seu potencial analgésico melhor investigado no teste da placa quente, onde foram
testadas as doses de 5, 50 e 200 mg/kg, que apresentaram atividade analgésica significativa
equivalente a da indometacina a 10 mg/kg. O presente trabalho mostrou que o extrato etandlico
bruto e suas fracfes diclorometano e acetato de etila, possuem atividade analgésica significativa e
equivalente, devendo esse ser o direcionamento do fracionamento fitoquimico do extrato em busca
de substancias biologicamente ativas. A seguranca de uso dessas amostras por via oral possibilita

que esse fracionamento seja biomonitorado.

Unitermos: Malpighiaceae, Amazonia, analgesia, compostos polares.



ABSTRACT

Several species of the genus Byrsonima (Malpighiaceae) has different therapeutic applications in
folk medicine throughout the Brazilian territory, of which several pharmacological activities have
been scientifically proven. However, the species occurring in northern Brazil has been poorly
studied. Thus, we selected the tree species B. duckeana, native to the Amazon region, to be the
object of this study, whose aim was to investigate the analgesic potential of their leaves,
comparing the crude ethanol extract and its fractions hexane, dichloromethane and ethyl acetate ,
in order to drive the phytochemical fractionation, checking yet security administration of this
samples by oral route in experimental animals. It was found that the samples are relatively safe for
oral administration, since caused no deaths or toxicity signs in mice exposed to dose of 2000 mg /
kg. With the exception of hexane fraction, all other tested samples showed significant and
equivalent analgesic activity (p <0.05) in the abdominal writhing test, at 100 mg / kg. For
convenience and safety, we selected the ethyl acetate fraction to better investigation of their
analgesic potential in the hot plate test, in which were tested the doses of 5, 50 and 200 mg / kg,
which showed significant analgesic activity equivalent to indomethacin 10 mg / kg. The present
study showed that the ethanol extract and its dichloromethane and ethyl acetate fractions, have
significant and equivalent analgesic activity, and this should be the direction of the phytochemical
fractionation of the extract in search of biologically active substances. The safety of oral use of

these samples indicates that this fractionation can be biomonitored.

Key words: Malpighiaceae, Amazonia, analgesia, polar compounds.
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1 INTRODUCAO

O potencial das plantas como fonte natural de farmacos é bastante conhecido e vem sendo
cada vez mais valorizado. As plantas medicinais, reconhecidas e utilizadas pela populagdo como
medicamentos, tém se mostrado promissoras como fontes de substancias biologicamente ativas
e/ou protétipos dessas. Comparativamente, sdo encontradas mais atividades farmacoldgicas em
plantas utilizadas na medicina popular que naquelas escolhidas ao acaso para estudo (MACIEL,
2002; CORREA et al., 2003).

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta. Além disso, é estimado que populacbes
indigenas do pais utilizem em torno de 1300 espécies como medicamentos (YUNES et al., 2001).
Dentre as inumeras espécies de plantas utilizadas na medicina popular do Brasil, merecem
destaque as espécies do género Byrsonima, um dos maiores da familia Malpighiaceae, com cerca
de 150 membros, 50% dos quais de ocorréncia no Brasil (CARDOSO, 2006; TEIXEIRA;
MACHADO, 2000; GIESE, 2000). Diversas partes das espécies, destacando-se as folhas, sdo
largamente empregadas na medicina popular das regides norte, nordeste e centro-oeste do pais,
sendo utilizadas no tratamento de feridas, doencas de pele, bronquites, diarreias, gastrites e
Ulceras, entre outros usos (GUILHON-SIMPLICIO; PEREIRA et al., 2011).

A observacdo do uso na medicina popular de espécies do género Byrsonima tém motivado
diversos estudos cientificos, levando ao isolamento de véarias substancias de interesse
farmacoldgico, além da comprovacdo de atividades de diversas terapéuticas, como atividade
antifangica, antibacteriana, antitripanossoma, antiespasmodica e anti-inflamatoria. Apesar de
promissores, esses resultados sdo restritos a apenas 13 espécies do género que ja foram estudadas
cientificamente (GUILHON-SIMPLICIO; PEREIRA et al., 2011).

Na Amazo6nia sdo encontradas metade das espécies vegetais do globo e um terco das
espécies de arvores do planeta (ABRANTES, 2003), sendo assim, 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 concentra grande parte de toda essa riqueza natural, onde sdo encontradas, inclusive,
varias espécies do género Byrsonima. Entretanto, 0 nimero de estudos cientificos de plantas de
ocorréncia local ndo faz jus ao grande potencial regional como fonte de novos produtos
terapéuticos. Dessa forma, o estudo cientifico de plantas do Amazonas é uma iniciativa que
merece ser valorizada e incentivada.

A inflamacdo é uma resposta genérica do organismo a agressées quimicas, fisicas ou
bioldgicas, que se deve a acdo de diversas substancias liberadas pelas células a fim de reparar o
dano e/ou eliminar o agente lesivo (MORGAN, 2007). A acdo dessas substancias provoca,
invariavelmente, dor, edema, vermelhiddo e aquecimento no local da lesdo, fenémenos que, dado
esse fato, sdo conhecidos como os sinais cardinais da inflamagdo, podendo vir ou néo
acompanhados de perda da funcao da area afetada (JANEWAY JR. et al., 2007).

Entre os sinais cardinais da inflamacéo, a dor é o que mais onera o0s sistemas de saude,
devido ao grande desconforto que causa aos pacientes. Isso implica de forma direta no fato de que
os anti-inflamatoérios ndo esteroidais sdo os medicamentos mais produzidos e mais utilizados em
todo o mundo (STEINMEYER, 2000). No entanto, ja € bem conhecida a acdo lesiva desses
medicamentos sobre a mucosa gastrica, 0 que contribui para o desenvolvimento de gastrites e
Ulceras, principalmente em pacientes que fazem uso prolongado desses medicamentos
(WALLACE; VONG, 2008). Por isso, a busca por novos agentes terapéuticos mais eficazes no
combate a dor inflamatéria é tdo relevante.

Apesar de pertencer a um género farmacologicamente promissor, fato comprovado em
varios estudos cientificos, Byrsonima duckeana, espécie arborea facilmente encontrada na zona
rural da cidade de Manaus, € uma das milhares de espécies da regido Amazoénica que ainda nédo
foram investigadas quanto ao seu potencial farmacolégico ou como fonte de substancias ou

prototipos de novas substancias com possivel aplicagdo na medicina.



Em atencdo a isso, recentemente foi idealizado um estudo multidisciplinar com a espécie,
que visa investigar o potencial farmacologico de um extrato etandlico produzido com suas folhas e
realizar estudo fitoquimico do mesmo em busca de substancias de interesse terapéutico. Dentro
desse contexto, este trabalho avaliou o potencial analgesico do extrato etandlico de B. duckeana e
de trés fragdes menos polares do mesmo, em modelos animais de do inflamatoria, visando

contribuir para o direcionamento do estudo fitoquimico que esta sendo realizado com a espécie.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Investigar o potencial analgésico do extrato etanolico bruto e fragdes hexano, diclorometano e

acetato de etila das folhas Byrsonima duckeana W. R. Anderson.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a seguranca da administracdo do extrato etandlico bruto e fracGes hexano,
diclorometano e acetato de etila de das folhas Byrsonima duckeana;

e Comparar a atividade analgésica de um extrato etandlico das folhas de B. duckeana com a
de suas fragcbes hexano, diclorometano e acetato de etila;

e Contribuir para o direcionamento do estudo fitoquimico biomonitorado do extrato

etanolico das folhas de B. duckeana.



3 REVISAO TEORICA

3.1 Malpighiaceae e Byrsonima

Malpighiaceae € uma familia botanica com 71 géneros e 1250 espécies. Estas espécies sdo
principalmente trepadeiras, embora arvores e arbustos tambem sejam comuns. Algumas espécies
de Malpighiaceae sd@o economicamente interessantes, por exemplo, a acerola (Malpighia
emarginata), uma fonte rica de vitamina C. Os géneros Banisteriopsis e Diplopterys incluem
espécies com acOes alucindgenas, dentre as quais, Banisteriopsis caapi, achado no Norte da
América do Sul. Espécies dos géneros Banisteriopsis, Galphimia, Malpighia, Peixotoa e
Stigmaphyllon também sdo cultivados como plantas ornamentais (LOMBELLO et al., 2003). Uma
revisdo acerca da constituicdo quimica dessa familia registra como principais fitoconstituintes os
alcaloides carbolinicos, bases inddlicas simples, fenilpropanoides, flavonoides, triterpenoides e
polissacarideos em diferentes géneros (GUILHON-SIMPLICIO; PEREIRA et al., 2011)

O género mais extensivamente estudado tem sido o Byrsonima, um dos maiores da familia
Malpighiaceae, possuindo 150 espécies com distribuicdo marcadamente neotropical. Varias
espécies do género Byrsonima, um dos maiores da familia Malpighiaceae, com cerca de 150
individuos, tém diversas aplicacdes terapéuticas no territorio brasileiro. As folhas de algumas
espécies desse género sdo utilizadas contra febre, Glceras gastrointestinais, como diurético, como
antiasmatico e em infeccdes de pele (GUILHON-SIMPLICIO; PEREIRA et al., 2011).

Algumas espécies desse género tiveram diversas atividades bioldgicas comprovadas
cientificamente. Apenas nos Ultimos trés anos, foram detectadas atividade antibacteriana,
antimicética, leishmanicida, antioxidante, antidiarréica, antitlcera e antituberculose (HIGUCHI et
al., 2008; LIMA, Z, 2008; MICHELIN, 2008). Byrsonima japurensis conhecida popularmente

como muruci ou sara tudo, é uma representante amazonica estudada farmacologicamente, onde foi



comprovada a atividade anti-inflamatdria e analgésica de uma extrato aquoso da casca do caule

(GUILHON-SIMPLICIO et al., 2012).

3.2 Dor

Dor € uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a uma lesdo tissular
real ou potencial e descrita em termos de tal dano. A dor aguda é um alerta de que algo no
organismo ndo estd bem e estd relacionada a afeccBGes traumaticas, queimaduras, infeccdes e
processos inflamatorios, entre outras. (CALIL et al., 2005)

Esse conceito envolve dois componentes: a nocicep¢do e a percepcdo, entretanto, ainda é
uma das principais queixas de pacientes. A percep¢do da dor é a integracdo funcional dos sinais da
via da dor, modulado por condic¢des psicoldgicas, motivacionais e emocionais, além da historia
individual. A nocicepcdo ou a sensacdo nociceptiva resulta da ativacdo de subpopulacdes de
neurdnios sensoriais primarios especificos que transmitem a informacéo nociceptiva para o cordao
espinhal, sendo retransmitido até cortex (VERRI et al., 2006).

Ela ndo é apenas um incémodo, mas envolve complexas reacdes fisiologicas, com
manifestagdes autondémicas e psicolégicas que levam a imunossupressdo, a diminuicdo da
perfusdo tissular, ao aumento do consumo de oxigénio e do trabalho cardiaco, ao espasmo
muscular, a alteracdo da mecanica respiratoria e a liberacdo dos horménios do estresse,
culminando no aumento do catabolismo e alteragao do balanco nitrogenado (CALIL et al., 2005)

Embora o tdlamo e outros nucleos do sistema nervoso central, associados com a dor, ndo
sejam ricos em COX | ou COX 1, o cordao espinhal parece ser um local do processo nociceptivo
que é intensamente influenciado pela COX II. Constitutivamente presente no cérebro e no cordédo
espinhal, a COX 11 estd envolvida na transmissdo nervosa, principalmente de estimulos dolorosos

e febris (VANE et al., 1998; SHIN et al., 2006).



Na dor inflamatéria, as PGs sdo produzidas nos terminais periféricos dos neurdnios
sensoriais e causam hiperalgesia, o que é acompanhado da producéo de citocinas pro-inflamatérias
(IL-1, IL-8 e TNFa) e pela inducdo de COX Il nas células inflamatorias, bem como, nos terminais
nervosos proximos destas (VANE et al., 1998).

As citocinas e quimiocinas sao mediadores liberados por células locais ou que migraram
para area inflamada, modulando a intensidade da resposta. O estimulo inflamatério ou a leséo
tecidual promove a liberacédo de citocinas, que disparam a liberagdo dos mediadores finais, que séo
prostandides e aminas simpatomimeéticas, responsaveis pela resposta de dor (VERRI et al., 2006).
Dessa forma, a dor periférica é iniciada pela endotelina, substancia P, histamina e pela bradicinina,
sendo ampliada pela acdo das prostagladinas (PGs), principalmente a prostaglandina E2 (PGE2) e
a prostociclina (PGI2) através de sua ligacdo a receptores nociceptivos. A PGI2 esta relacionada
com a hiperalgesia imediata e de curta duracdo, enquanto a PGE2 se relaciona com a hiperalgesia
longa, que pode persistir por até 6 horas (SPINOSA et al., 2006).

O acumulo local de prostaglandinas, tromboxanos e outros mediadores quimicos como as
aminas simpatomiméticas e a substancia P atuam nos nociceptores sensitivos primarios (NSP),
induzindo a sua sensibilizacdo. Essa resposta decorre da diminuicdo do limiar de dor, devido a
modulacdo de canais de sddio dependentes de voltagem especificos. Neste estagio, 0s animais
experimentam entdo uma hiperalgia que se caracteriza pela sensibilidade exacerbada ao estimulo
nocivo e/ou alodinia, quando sensacGes ndo dolorosas passam entdo a serem experimentadas como
dor. Estes nociceptores sensibilizados enviam sinais, via fibras nervosas aferentes A delta e C,
para o corno posterior da medula, onde fazem sinapses principalmente com neurdnios das laminas
I, Il e V. A partir da medula, o estimulo doloroso ainda prossegue via trato espinotalamico para
estruturas como o talamo e, posteriormente, cortex cerebral (regido parietal posterior), quando
ocorre entdo a percepcao da dor. Os estimulos nociceptivos também se dirigem para o sistema

limbico (amigdala), que determina o aspecto afetivo da dor. (FERREIRA, 2009).



3.3 Analgésicos

H& centenas de anos os analgésicos sdo utilizados como medicamento e também como
diversdo. Os opiaceos, que sao originalmente derivados da papoula tem como sua substancia mais
ativa a morfina, nomeada assim por causa de Morfeu, o deus dos sonhos grego. A morfina é um
analgésico muito potente, mas € também muito viciante (HOSKIN; HANKS, 1991).

O arsenal farmacoldgico para o tratamento da dor é composto por opidides, 0s quais
abolem diretamente a transmissao nociceptiva no sistema nervoso central pela ligacdo em
receptores opidides (HOSKIN; HANKS, 1991), e por farmacos anti-inflamatoérios néo esteroidais
(AINE) que previnem a sensibilizacdo de receptores periféricos e centrais da dor inibindo a ciclo-
oxigenase (CASHMAN, 1996).

Os analgésicos opidides como a morfina e codeina séo indicados no tratamento de dores
agudas, moderadas ou intensas, que nao respondam a analgésicos menos potentes. Embora os
opidides sejam muito efetivos, principalmente no tratamento da dor aguda, sua utilizacdo é
limitada pelo fato dessas drogas apresentarem muitos efeitos indesejados, como constipacgéo,
nauseas, vomitos, broncoconstricdo, hipotensdo, bradicardia e depressdo respiratéria (HOSKIN;
HANKS, 1991).

Conhecidos pela humanidade h& cerca de 100 anos, os AINE estdo entre os agentes
farmacol6gicos mais utilizados na pratica médica. Constituem-se um grupo heterogéneo de
compostos, que apesar de compartilharem do mesmo mecanismo de acéo, tem formula estrutural e
propriedades quimicas bem diferentes (GAITAN et al., 2004). Inibem o sitio ativo da enzima
cicloxigenase, levando a ndo formacdo de prostanoides (HAZEWINKEL et al., 2008),
apresentando, assim, um amplo espectro de indicacOes terapéuticas, como: analgesia, anti-

inflamacdo, antipirese, profilaxia contra doencas cardiovasculares (KUMMER et al., 2002).



Os AINE tém vantagens sobre os analgésicos opiodides por ndo provocarem tolerancia e
dependéncia com o uso crénico (NUKI, 1983; RAINSFORD; VELO, 1992). Trabalhos recentes
demonstram que as AINE atuam no sistema nervoso central, inibindo a hipersensibilidade
espinhal e ativando mecanismos inibitorios descendentes da nocicep¢do, por mecanismos

dependentes de prostaglandinas (OLIVEIRA, 2003).



4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e identificacdo do material botanico

As folhas da espécie Byrsonima duckeana foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho
Ducke, em Manaus, Amazonas, pertencente ao Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(INPA) em 13 de novembro de 2010, as 09 h 15 min, pelo mateiro Everaldo da Costa Pereira. A
espécie foi taxonomicamente identificada por Alberto Vicentini e W. R. Anderson no ambito do

projeto “Flora da Reserva Ducke” no qual possui o nimero de registro 2703 (Figura 1).

Figura 1. Byrsonima duckeana W. R. Anderson. A — Fotografia da espécie no local de coleta; B —
Detalhe do tronco de B. duckeana. C — Placa de identificacdo de B. duckeana na Reserva Ducke.
4.2 Preparacao da matéria prima vegetal e obtencdo dos extratos e fragdes

As amostras de folhas de B. duckeana foram secadas a temperatura ambiente por sete dias
e entdo encaminhada ao Laboratério de Farmacobotanica da Universidade Federal do Parana
(UFPR), onde foram levadas a estufa com circulacdo de ar para mais um ciclo de secagem. Em
seguida, as folhas foram moidas em moinhos de facas e martelos dando origem a matéria prima
vegetal (MPV) que foi entdo conservada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz até a extracéo.

A MPV foi submetida ao processo de extracdo em Soxhlet modificado (CARVALHO, 2001,



método patenteado), utilizando etanol como solvente. O extrato etanodlico bruto foi entéo
submetido a particdo liquido-liqguido com hexano, diclorometano e acetato de etila,
subsequentemente, totalizando quatro amostras, das quais cerca de 5 g foram remetidas via

Correios para a realizacdo dos testes.

4.3. Animais utilizados no estudo

Camundongos Swiss albinos de ambos os sexos foram obtidos do Biotério do INPA. Antes
de cada teste, os animais foram ambientados no local de experimentacdo, por no minimo, 48
horas. Agua e racio balanceada foram fornecidos ad libitum, sendo que a alimentac&o foi suspensa
8 horas antes da administracdo oral de amostras. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Amazonas (CEEA-UFAM) sob o registro

028/2011 — CEEA.

4.4. Avaliagao de toxicidade aguda

Cinco grupos contendo oito camundongos (quatro machos e quatro fémeas) receberam a
dose limite de 2000 mg/kg do extrato bruto e fracGes por via oral (gavagem). Apds administracdo
das drogas, todos os animais foram observados continuamente nas primeiras quatro horas e
diariamente durante 14 dias, e parametros de alteracbes comportamentais e fisiologicas foram
observados (screening hipocratico) segundo Malone e Robichaud (1962). No grupo Controle
Negativo, que também continha 8 animais (quatro machos e quatro fémeas), os animais receberam
soro fisiolégico em um volume médio em comparacéo ao volume administrado aos outros grupos
sendo submetidos a mesma anélise (Figura 2). N&do foi utilizado nenhum controle positivo nesse

teste.



Figura 2. Andlise da toxicidade aguda. A — Administracdo das amostras por gavagem; B — Campo
de observacdo dos animais nas primeiras quatro horas da analise.

4.5 Teste das contorcBes abdominais

Neste teste foram utilizados seis grupos de camundongos contendo seis animais, trés
machos e trés fémeas. Quatro diferentes grupos receberam por via oral (gavagem), 100 mg/kg de
cada amostra (extrato etandlico, fracdo hexano, fracdo diclorometano e acetato de etila). O grupo
controle positivo recebeu indometacina 10 mg/kg e ogrupo controle negativo recebeu soro
fisioloégico Apds 60 minutos da administragdo oral de todas as amostras, todos os camundongos
receberam uma injecao intraperitoneal de uma solucéo de &cido acético a 1% em soro fisioldgico.
As contor¢des abdominais foram contadas cumulativamente durante os 20 minutos subsequentes a
injecdo, e 0 numero acumulado total neste periodo foi tomado como indice da resposta
nociceptiva, sendo 0s grupos testes comparados aos grupos negativo e positivo pelo teste T

pareado (FERREIRA, 2012).



Figura 3. Teste das contorcdes abdominais. A — Administracdo das amostras pela via oral
(gavagem); B — Aplicacdo de acido acético a 1% pela via intraperitoneal. C — Contagem das
contor¢Bes abdominais em campo aberto.
4.6 Teste da placa quente

Os camundongos foram divididos em grupos contendo 3 machos e 3 fémeas. Doses de 5,
50 e 200 mg/kg da fragdo acetato de etila foram administradas por via oral em diferentes grupos.
Outros grupos receberam 10 mg/kg de indometacina (controle positivo) e soro fisiologico
(controle negativo). Os animais foram alocados individualmente em uma placa quente digital
(EFF-361, Insight®) previamente aquecida a 52 + 2 °C no tempo de 0 (para a obtencdo dos
valores basais) e nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administragdo das drogas
(FERREIRA, 2012). Os dados de cada grupo foram comparados pelo teste de Student-Newman-
Keuls para avaliar se houve aumento significativo (p < 0,05) no tempo de laténcia para a

manifestacdo do reflexo de dor (Figura 4).



Figura 4. Teste placa quente. A — Obtencédo dos valores basais do tempo de laténcia para a reacao
ao contato com uma placa aquecida a 52° C; B — Aplicagéo oral das amostras. C — Avaliacdo da
resposta em Resposta avaliada em 30, 60, 120 e 180 min ap6s a administracdo das amostras.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Antes da administracdo nos animais, o extrato bruto e as frac6es foram submetidos ao teste
solubilidade para determinar o solvente ou mistura de solventes, adequados para administracao
oral em animais, seria utilizado nos testes in vivo. Apos algumas tentativas, chegamos a concluséo
que o Tween 20, seguida de emulsificacdo com soro fisiologico, foi a melhor forma de solubilizar
as amostras, na proporcao aproximada de 0.5 ml de Tween 20 por cada grama do extrato.

No teste de toxicidade aguda, ndo houve mortes nos grupos dos animais que receberam o
extrato etandlico bruto e as fracbes, por esse motivo a 50% (DLso) ndo pode ser calculada.
Também ndo foram observados sinais macroscopicos de toxicidade em nenhum dos animais.
Sendo assim, assume-se que as amostras testadas podem causar alguma toxicidade somente em
doses acima de 2000 mg/kg, que é uma dose praticamente inviavel e portanto, podem ser
consideradas seguras para administracdo pela via oral. Esse resultado reafirma a observacdo de
Guilhon-Simplicio e Pereira (2011) de que Byrsonima spp. sao relativamente seguras para estudos
in vivo, reforcando o potencial farmacoldgico promissor do género. Sendo assim, todas as
amostras seguiram para o teste seguinte, onde o objetivo era selecionar aquele com potencial
analgésico mais promissor.

As contor¢des abdominais em camundongos caracterizam-se por contracdo e rotacdo do
abdémen, seguida pela extensdo de uma ou de ambas as patas traseiras. O acido acético € um
estimulo conveniente para os testes de triagem por produzir uma resposta cuja intensidade
depende da interacdo de varios eventos que determinam a nocicepcdo, sendo, portanto, sensivel a
substancias analgésicas de agdo central e/ou periférica, com os mais variados mecanismos de acdo

(LAPA et al., 2008).



Para realizar a triagem das amostras no teste das contor¢Ges abdominais, foi selecionada a
dose de 100 mg/kg, que é uma dose comumente utilizada em estudos de atividade farmacoldgica
in vivo de extratos brutos e fracGes ndo purificadas de amostras vegetais. A andlise de variancia
entre as médias da contagem de contor¢cdes em cada grupo, mostrou que o extrato bruto, e as
fracdes diclorometano e acetato de etila tem atividade analgesica estatisticamente significativa,
com valor de p < 0,05 em comparacdo ao controle negativo (soro fisiologico). Ndo foi encontrada
diferenca em relacdo ao controle positivo, podendo entdo se afirmar que as atividades séo
equivalentes. Nesse teste, a fracdo hexano ndo apresentou atividade analgésica e foi

automaticamente excluida da proxima anélise (Figura 5).

Figura 5. Contagem das contor¢des abdominais. Valor de p versus controle negativo: *p < 0,05.
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O resultado desse teste permitiu observar que sdo os compostos de maior polaridade
(extraiveis por acetato de etila e diclorometano) estdo mais diretamente relacionados com
atividade analgésica do extrato etandlico bruto. Tendo em vista que um dos objetivos do trabalho
era indicar a fracdo mais promissora para posterior fracionamento fitoquimico, e considerando que
as fragbes diclorometano e acetato de etila tiveram atividade semelhante (sem diferenca
estatistica), a fracdo acetato de etila foi selecionada para o prosseguimento do trabalho, pela
conveniéncia da solubilidade e de administracdo em animais de experimentacdo, visto que o

diclorometano é um solvente clorado, também visando minimizar o uso de animais de



experimentacdo. A partir dai foram selecionadas trés doses suficientemente espacadas para
comprovacdo do potencial analgésico da amostra, 5, 50 e 200 mg/kg, que foram analisadas no
teste da placa quente.

A colocagdo do animal sobre uma superficie aquecida a mais de 50 °C determinard uma
resposta caracteristica de dor, em que o animal troca rapidamente 0 apoio dos pés (“sapateia”),
levanta ou lambe uma das patas. Ao se cronometrar o tempo de laténcia para o aparecimento dessa
resposta ap6s a administracdo de alguma droga, pode se ter um indicativo de sua atividade
analgésica (LAPA et al. 2008).

Neste estudo, a dose de 200 mg/kg da fracdo acetato de etila apresentou atividade
significativa em relacdo ao controle negativo em todos os tempos analisados. Nos tempos de 90 e
120 minutos, todas as doses testadas apresentaram atividade analgésica. Nenhuma das doses
apresentou diferenca em relacdo ao controle positivo. A fracdo acetato de etila apresentou
atividade analgésica equivalente a da droga padrdo, mesmo com a menor dose testada, 5 mg/kg,
que é metade da dose utilizada de indometacina, enfatizando que a mesma € uma promissora fonte
de substdncias com atividade analgésica e, portanto, a mais indicada para o fracionamento

fitoquimico dentre as amostras testadas.

Controle negativo

ESS] Centrole positivo (indometacina 10 mgkg)
B8 FAE S mglkg

B3 FAE 50 mgkg

FAE 200 mg/kg

Tempo de laténcia em segundos
(=]
1

Figura 5. Média do tempo de laténcia para resposta ao estimulo doloroso, 90 minutos apds a
administracdo das drogas. Valor de p versus controle negativo: p < 0,05.



6. CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou que o extrato etanolico bruto das folhas de B. duckeana e suas
fracdes diclorometano e acetato de etila, possuem atividade analgésica significativa e equivalente,
0 que permite inferir que essa atividade esteja relacionada aos compostos de mais alta polaridade
presentes nas folhas, devendo esse ser o direcionamento do fracionamento fitoquimico do extrato
em busca de substancias biologicamente ativas. A seguranca de uso dessas amostras por via oral,
como também foi demonstrado neste trabalho, possibilita que esse fracionamento seja

biomonitorado, a qual tem sido uma abordagem promissora para a descoberta de novos farmacos.
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