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RESUMO

As plantas medicinais sdo consideradas de grande importancia para obtencdo de moléculas
bioativas e para a descoberta de novos farmacos, sendo necessaria a realizacdo de pesquisas
que avaliem os seus efeitos farmacoldgicos e toxicologicos. Myrcia amazonica DC € conhecida
popularmente como “pedra-ume-cad” na regido norte do Brasil. Esta ¢ utilizada pela populagao
para o tratamento de varias patologias, como doencas de origem inflamatdria, diabetes e
diarreia. Apesar de ser utilizada e comercializada em mercados e feiras como planta medicinal,
ndo ha pesquisas publicadas a respeito de suas reais propriedades farmacoldgicas e
toxicoldgicas, sendo que tais estudos sdo essenciais para garantir a eficacia e seguranca de
plantas utilizadas tradicionalmente como medicinais. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar as atividades antiedematogénica e antinociceptiva do extrato hidroalcéolico das folhas
de M. amazonica (EHAMa) nas doses de 360, 480 e 600mg/kg, aléem de investigar seus
possiveis efeitos neurotoxicos e hepatotoxicos. A atividade antiedematogénica foi avaliada por
meio do teste de edema de pata induzido por carragenina em ratos wistar e a atividade
antinociceptiva, pelo teste de contor¢cBes abdominais induzidas por acido acético em
camundondos swiss. Os possiveis efeitos neurotdxicos do tratamento agudo e subcrdnico foram
investigados por meio dos testes comportamentais: labirinto aquatico de Morris e barra
giratoria. A avaliacdo da hepatotoxicidade foi realizada por meio da determinacdo quantitativa
dos niveis séricos das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT). Os resultados obtidos mostraram que o EHAMa, administracdo aguda (a.a.), inibiu
significativamente o edema de pata induzido por carragenina na dose de 600 mg/kg em 67%,
em comparagdo com o grupo controle, demonstrando que 0 mesmo tem potencial como agente
anti-inflamatorio. O EHAMa (a.a.) apresentou efeito antinociceptivo nas doses de 360, 480 e
600 mg/kg reduzindo significativamente o nimero de contor¢des abdominais em 42, 40 e 97%
respectivamente. O tratamento, tanto agudo quanto subcrénico, com o EHAMa na dose de
600mg/kg, ndo provocou alteragdes significativas sobre a locomo¢do, meméria e aprendizagem
de ratos Wistar. Os resultados encontrados para os niveis das enzimas ALT e AST no soro de
ratos mostraram que o tratamento por 21 dias com o EHAMa na dose de 600 mg/kg, teve
diferenca significativa quando comparado ao grupo controle, no sentido de diminuir os niveis
dessas enzimas em 23% para AST e 42% para ALT, pode-se assim sugerir um possivel efeito
hepatoprotetor bem como a auséncia de efeitos hepatotoxicos. Esses resultados indicam um
potencial farmacologico do EHAMa, o que justifica em parte 0 uso desta espécie pela
populacdo. No entanto, sdo necessarios novos estudos para conhecimento dos principios ativos
da espécie e dos seus possiveis mecanismos de acao.

Palavras-Chave: Pedra-ume-caa, edema de pata, contor¢des abdominais, hepatoxicidade,
neurotoxicidade.
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ABSTRACT

Medicinal plants are considered great importance for obtaining bioactive molecules and for
drug discovery, and it is essencial to perform researches to assess their pharmacological and
toxicological effects. Myrcia amazonica DC is popularly known as “pedra-ume-cad” in
northern Brazil. It is used by the population for the treatment of various diseases such as
diseases of inflammatory origin, diabetes and diarrhea. Although being used and sold in markets
and fairs as a medicinal plant, there are no published researches about its real pharmacological
and toxicological properties, and such studies are essential to ensure the efficacy and safety of
plants traditionally used as medicinal. Thus, the aim of this study was to evaluate the
antiedematogenic and antinociceptive activities of hydroalcoholic extract of M. amazonica
leaves (EHAMa) at doses of 360, 480 and 600mg/kg, and to investigate its potential neurotoxic
and hepatotoxic effects. The antiedematogenic activity was evaluated using the paw edema test
induced by carrageenin and nociceptive activity by the writhing test induced by acetic acid. The
possible neurotoxic effects of acute and subchronic treatment were investigated through the
behavioral tests: the Morris water maze and rotating bar. The evaluation of hepatotoxicity was
performed by quantitative determination of serum aspartate aminotransferase (AST) and
alanine aminotransferase (ALT). The results showed that the EHAMa acute administration
(a.a.), significantly inhibited the paw edema induced by carrageenan at 600 mg / kg in 67%,
compared with the control group, demonstrating that it has potential as an anti-inflammatory
agent. The EHAMa (a.a.) showed analgesic effect in the doses 360, 480 and 600 mg/kg
significantly reducing the number of writhes by 42, 40 and 97% respectively. The treatment,
both acute and subchronic, with EHAMa at a dose of 600 mg / kg did not cause significant
alterations on locomotion, memory and learning Wistar rats. The results for the levels of ALT
and AST enzymes in the serum of mice have shown that the treatment for 21 days with EHAMa
at a dose of 600 mg / kg had significant difference compared with the control group, in order to
reduce the levels of these enzymes in 23% for AST and 42% for ALT, can thus suggesting a
possible effect hepatoprotective well as the absence of hepatotoxic effects. These results
indicate a pharmacological potential of EHAMa, which explains in part the use of this specie
by the population. However, further studies are needed to know the active ingredients of the
specie and its possible mechanisms of action.

Key-words: Pedra-ume-caa, paw edema test, writhing test, hepatotoxicity, neurotoxicity.
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1. INTRODUCAO GERAL

A primeira fonte de farmacos na historia da humanidade advém das plantas e, a partir
de sua caracterizacdo quimica, no século XIX, os compostos bioativos derivados de plantas tém
impulsionado continuamente o desenvolvimento de novas drogas (FURST; ZUNDORF, 2014).

A biodiversidade do Brasil € considerada uma fonte dessas substéancias bioativas e sua
preservacdo é fundamental tanto pelo valor intrinseco dessa riqueza bioldgica como pelo seu
potencial como fonte de novos farmacos (BARREIRO, 1999; COSTA, 2002). Apesar de o0
Brasil ter mais de 100 mil espécies de plantas catalogadas, a maior parte destas nunca teve sua
acao terapéutica pesquisada cientificamente (CARVALHO, 2011; CARVALHO et al., 2014).

Essa diversidade bioldgica vem sendo estudada sob alguns aspectos, ao longo de quase
60 anos de pesquisas multidisciplinares envolvendo quimicos, bidlogos e farmacologistas (USP,
2011). Apesar desse avango, ainda é crescente a necessidade pela descoberta de novas
substancias com propriedades farmacolégicas, notadamente antiinflamatorias e analgésicas, que
sejam eficazes e com o minimo de efeitos colaterais (CALIXTO et al., 2000).

Outro aspecto relevante em pesquisas com plantas medicinais esta relacionado com a
avaliagdo de seus efeitos toxicoldgicos, pois a crenca na “naturalidade indcua” dos recursos
naturais expde a populacao a riscos para a saude, sendo necessario existir uma ampla linha de
estudos de base toxicoldgica sobre uma espécie, antes do desenvolvimento de um novo
medicamento (VENANCIO, 2006), uma vez que pesquisadores comprovaram que muitas
espécies que sdo comumente utilizadas pela populacdo apresentam efeitos toxicos
(HOSSEINZADEH; YOUNESI, 2002; ADEOYE; OYEDAPA, 2004).

As pesquisas com plantas medicinais sdo vistas como uma estratégia bastante
promissora (ELIZABETSKY et al., 1995), principalmente no Brasil e especificamente na
Amazonia, regido privilegiada por deter parte da biodiversidade vegetal (NODARI; GUERRA,
2010).

Neste contexto, Firmo e colaboradores (2011) relatam que a maioria das plantas
medicinais sdo utilizadas apenas com base no conhecimento popular, observando-se a caréncia

do conhecimento cientifico acerca de suas propriedades farmacologicas e toxicoldgicas.

Tal fato ressalta a importancia destes estudos, com o intuito de validar ou ndo o uso
destas plantas e de oferecer mais seguranca as populagdes que as utiliza, sendo que a toxicidade

de plantas pode trazer sérias consequéncias a saude (Veiga Junior; Pinto, 2005). Pesquisas desta



15

natureza podem contribuir para o desenvolvimento de novos fitofarmacos e para agregar valor
a biodiversidade da regido amazonica.

Uma das familias mais representativas dessa regido é a Myrtaceae, que se destaca como
fonte de uma variedade de metabolitos secundérios, sendo alvo de pesquisas na &rea
farmacologica (Mori et al., 1983). Dentro da familia Myrtaceae, 0s maiores géneros em
quantidade de espécie sdo Eugenia e Myrcia, sendo que Myrcia tem se destacado pela
quantidade de pesquisas na area farmacoldgica.

A espécie Myrcia amazonica, conhecida popularmente como pedra-ume-cad, foi
estudada no presente trabalho a partir do conhecimento tradicional de sua utilizagdo para
tratamento de diversas patologias, além da caréncia de estudos publicados sobre as atividades
farmacologicas dessa espécie. Sera apresentada a seguir uma breve revisdo sobre as principais

tematicas abordadas neste estudo.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Plantas Medicinais

O termo planta medicinal foi oficialmente definido, durante a 31* Assembléia da
Organizacdo Mundial de Satde (OMS), sendo entdo definido como “aquela que administrada
ao homem ou animais, por qualquer via ou sob qualquer forma, exerce alguma espécie de acao
farmacologica” (SILVA, 2012).

Nas Ultimas duas décadas, o interesse por plantas medicinais e respectivos produtos
tem aumentado, impulsionando a abertura de mercados nacionais e mundiais na area de
fitoterapicos e plantas bioativas. Atualmente, ha descobertas constantes sobre o uso de plantas
na area terapéutica (KIM et al., 2004; LARREY; FAURE, 2011; MILIAUSKAS et al., 2004;
MIRANDA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2008; RODRIGUES, 2011; ETHUR et al., 2011) e
a exploragdo comercial dessas plantas apresenta perspectivas cada vez mais promissoras de se
tornar uma atividade economicamente rentavel (APRILE; SIQUEIRA, 2012).

Segundo Almeida (2011), a OMS orienta que haja uma conexao entre a medicina
tradicional empirica e a medicina cientifica, de modo que os medicamentos a base de plantas
ndo sejam aceitos como verdade absoluta sem questionamentos, mas que também ndo sejam
refutados por puro preconceito, tendo em vista que a terapéutica moderna emprega grande
numero de substancias que, embora sejam obtidas na sua maioria por intermédio de sintese,

foram originalmente isoladas de espécies vegetais.



Em 2006, o Ministério da Salde no Brasil estabeleceu uma politica de regulacéo
chamada de Politica Nacional de Plantas Medicinais Fitoterapicos, com o objetivo de melhorar
a saude, o uso sustentavel da biodiversidade, promover o respeito a diversidade regional
(cultural e ambiental), além de aumentar a conscientizacao e participagdo da comunidade nessas
questdes (COELHO, 2009). Essa politica tem como diretriz garantir aos usuarios do sistema
unico de satde (SUS) o acesso as plantas medicinais e fitoterapicos, com eficacia, qualidade e
seguranga, visando & melhoria da atencéo a salde e a inclusdo social (BRASIL, 2009).

Apesar das plantas medicinais serem recomendadas pelo SUS, o uso das plantas
medicinais nos servicos publicos de saude ainda ndo se tornou uma realidade nacional. 1sso
pode ser explicado pela escassez de dados cientificos sobre as espécies nativas ou a falta de
sistematizacdo dos dados ja existentes (BARBOSA et al., 2009). Mesmo havendo mais de 70
anos de pesquisa com plantas medicinais no pais, 0 numero de espécies estudadas ainda € muito
reduzido (CARVALHO et al., 2010).

Simdes e Schenkel (2002) corroboram esta afirmacdo, pois relatam que as plantas
medicinais brasileiras sdo consideradas altamente promissoras no campo farmacol6gico, no
entanto, sdo pouco conhecidas sob qualquer ponto de vista, sendo que apenas 8% das espécies
vegetais nativas brasileiras foram estudadas em busca de moléculas bioativas (NODARI;
GUERRA, 2010).

Dentre as espécies com grande potencial farmacoldgico, destacam-se representantes da
familia Myrtaceae, as quais além de serem utilizadas na medicina popular para tratar diversas
patologias, tém sido objeto de trabalhos cientificos com intuito de investigar suas propriedades
biolégicas (ROSA et al., 2007; SILVA et al., 2015; ALMEIDA et al., 2014)

1.1.2 Familia Myrtaceae

A Familia Myrtaceae, é pertencente a ordem Myrtales sendo encontrada
predominantemente nas regides tropicais e subtropicais do mundo, com muitas espécies
concentradas na regido tropical da América e na Australia. Espécies dessa familia séo
encontradas em praticamente todos os habitat terrestres, com excec¢do das regifes aridas e
semiaridas ao redor do mundo (SMITH et al., 2004). A Familia Myrtaceae esta representada,
no mundo por 132 géneros e 5.671 espécies e tem como centros de diversidade os tropicos
umidos, especialmente na América do Sul, Australiae Asia Tropical (GOVAERTS et al., 2008).

O levantamento mais recente para o Brasil lista 23 géneros e 1034 espécies para a

familia, dos quais 4 géneros e 797 espécies sao assinalados como endémicos, sendo 169 espécies



17

restritas a Amazonia brasileira e oito endémicas para o estado do Para (SOBRAL et al., 2015).
Além disso, apenas 26 espécies sdo definidas como raras para o pais (ROSARIO et al., 2004;
ROSARIO; SECCO, 2006; FUNCH et al., 2009).

Na familia Myrtaceae existem espécies com utilizacdo popular que fazem parte de
Monografias da Farmacopéia Brasileira V Edicdo (BRASIL, 2010). Dessa forma, €
imprescindivel a existéncia de referéncias morfoldgicas e anatbmicas com as quais as amostras
das espécies possam ser confrontadas, garantindo assim a autencidade. Isso € importante porque
entre as plantas, muitas espécies podem ser confundidas morfologicamente e por apresentarem
0s mesmos nomes populares (DONATO; MORRETES, 2005). Farias
(2004) ressalta que a identificacdo rigorosa das plantas e o estabelecimento de parametros de
qualidade necessarios a utilizacdo das mesmas, além de garantir um uso seguro, evita fraudes e
intoxicagBes por utilizacdo do material mal identificado. Nas espécies americanas de
Myrtaceae, as espécies se assemelham bastante morfologicamente, logo a identificacdo e
classificacdo das mesmas € algo trabalhoso (MCVAUGH, 1968, apud DONATO;
MORRETES, 2005). Portanto, os caracteres anatdbmicos ganham importancia nesta familia, por
acrescentarem dados ao conjunto de informacgdes que possibilitam a diagnose das espécies
vegetais.

O género Myrcia compreende cerca de 400 espécies tropicais e subtropicais desde o
México e Caribe até o norte da Argentina (LANDRUM; KAWASAKI, 1997). Na regido de
Santarém-Par4, espécies desse género sdo abundantes em ambientes de vegetacdo aberta, como
cerrado e bordas de matas secundarias (ALMEIDA, 2009).

Algumas espécies desse género possuem amplo espectro de atividades farmacologicas,
tais como propriedades hipoglicemiante, diurética, hipotensora, antagonista da bradicinina
(MORS; GRUNE, 1978), antidiarréica (ALMEIDA, 1993), antimicrobiana (CERQUEIRA et
al., 2007), antitumoral (HECHT, 1984), antiedematogénica e antinociceptiva (ALMEIDA,
2014) além da atividade hepatoprotetora comprovada por Xu e colaboradores (2009). Vérias
espécies sdo também utilizadas em tribos indigenas e comunidades tradicionais com finalidade
adstringente, diurética, antidiabética, antidiarreica, anti-inflamatoria, anti-hipertensiva, para
estancar hemorragias e para tratar Ulceras bucais (CERQUEIRA et al., 2013).

Varios sdo os estudos na literatura a respeito de extratos e 6leo essencial extraido de
partes dos vegetais do género Myrcia, principalmente das folhas (LIMBERGER et al., 2004;
FRANCO et al., 2005; MAGINA et al., 2009). As folhas da Myrcia multiflora (Lam.) DC.
(pedra-ume-cad), por exemplo, sdo utilizadas como hipoglicemiante na forma de infuso ou

decocto e possuem atividade antidiabética atribuidas ao isolamento da mirciatricina | e



mirciafenona B (LIMBERGER, 2004). Essa atividade esta associada a inibicdo das enzimas
aldose redutase e alfa-glicosidase. Um estudo farmacoldgico demonstrou atividade de extratos
de folhas de Myrcia fallax (Rich.) DC. contra células tumorais do tipo KB (LIMBERGER,
2004).

Dentro do género Myrcia, um grupo de espécies conhecidas como pedra-ume-caa é
utilizado na medicina popular no tratamento de diversas enfermidades, tais como diabetes, aftas,
leucemia, inflamac0es uterinas, ferimentos e doencas infecciosas (SILVA, 2012). Na literatura
sobre Myrtaceae, verificou-se que nove espécies sdo denominadas popularmente como
pedraume-cad, sendo elas: Eugenia biflora (L.) DC., Eugenia punicifolia (Kunth) DC., Myrcia
amazonica DC., Myrcia citrifolia (Aubl.) Urb., Myrcia guianensis (Aubl.) DC., Myrcia
multiflora (Lam.) DC. (chamada de Myrcia sphaerocarpa DC. por alguns autores), Myrcia
salicifolia DC., Myrcia. speciosa (Amshoff) McVaugh. e Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC.
(CRUZ; KAPLAN, 2004; JORGE et al., 2000; LIMBERGER et al., 2004; SILVA, 2012;
SOUZA FILHO et al., 2006).

Dentro desse grupo de espécies conhecidas como pedra-ume-cad, destaca-se a Myrcia
amazonica DC. que é o objeto de estudo do presente trabalho. Esta espécie é classificada como
um arbusto ou uma arvore, medindo entre dois e seis metros de altura (ROSA, 2009). E ndo sao
encontrados na literatura estudos que fornecam subsidios farmacoldgicos e toxicoldgicos para
0 estabelecimento dos parametros de controle de qualidade da matéria-prima vegetal de M.
amazonica. Também ndo sdo encontrados na literatura estudos sobre nocicepcdo, inflamacao

nem sobre hepatotoxicidade ou neurotoxicidade.

1.1.3 Nocicepgao

A dor € uma sensacao importante, pois € através dela que se percebe um sinal de alerta
para um perigo iminente, estando assim relacionada com a protecdo do organismo, mostrando
os limites que ndo podem ser transgredidos (CHAPMAN; GAVRINI, 1999; MILLAN, 1999;
DIAS, 2007).

Apesar das sensacdes dolorosas serem um aviso do qual o organismo se utiliza para
sinalizar um processo de agressdo, a problematica da dor acompanha a humanidade na medida
em que interfere na homeostasia do individuo e da sua relagcdo com o meio (PIRES, 2007).

A dor é definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), 1994,
como sendo “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada com uma lesdo

tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesdo”. Esta também ¢ considerada um
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mecanismo de protecdo do organismo, sendo que a percepcédo da dor e a resposta do organismo
a esta é denominada de nocicepcdo (LANA et al., 2006). A dor pode causar incapacidade, pela
reducdo da funcdo do tecido lesado, devido a lesdo estrutural ou edema tecidual (BERTOLINI
etal.,, 2011).

A dor se manifesta de diferentes formas e por isso ndo pode ser entendida ou tratada
como uma entidade Unica (BESSON, 1999). Cada tipo de dor possui mecanismos proprios e
necessita de manejo especifico, sendo, portanto, necessario o entendimento preciso de cada um
deles. A compreensdo destes mecanismos, dos mediadores envolvidos e das adaptacdes que
sofre 0 organismo é importante para o desenvolvimento de novos farmacos analgésicos que
atuem no controle especifico deste sintoma (OLINDA, 2010)

Em 1906, Sherrington propds a existéncia do nociceptor, um neurénio sensorial
primario sensibilizado por fatores mecanicos, quimicos e pela temperatura. Estes estimulos sao
capazes de causar injuria tecidual e, consequentemente, liberar mediadores inflamatorios
provenientes de células ndo-neuronais, como neutréfilos, mastocitos e plaguetas e podem ser
ativados por estimulos de varios tipos, tais como: mecanicos, térmicos e quimicos (CESARE;
MCNAUGHTON, 1997; BASBAUM ET AL, 2009; SELTZMAN et al., 2009).

Em termos de duracédo, a dor pode ser classificada como aguda ou cronica. A dor aguda
tem funcdo de alerta do corpo para lesdes, inflamacdo ou doenca, sendo transitoria e de curta
duracdo (MOOREA, 2009); ja a dor cronica é aquela que persiste além do tempo razoavel para
a cura da les@o ou que esté associada a processos patoldgicos cronicos, sendo de carater continuo
ou recorrente (SALVETTI; PIMENTA, 2007).

A necessidade pela descoberta de novas substancias capazes de impedir que o estimulo
doloroso alcance o SNC e que ao mesmo tempo cause 0 minimo de efeitos colaterais tem
impulsionado o desenvolvimento de muitos testes em modelos animais com o intuito de avaliar
0 potencial antinociceptivo destas substancias (FREIRE et al, 2015). Embora os animais
submetidos a um estimulo nociceptivo ndo tenham capacidade de se comunicar verbalmente
quando submetidos a dor, sdo capazes de exibir respostas comportamentais, motoras e
fisioldgicas semelhantes aquelas observadas em humanos. Essas respostas comportamentais séo
estudadas e comparadas com drogas potencialmente analgésicas que interferem no processo
fisiolégico da dor, o que permite inferir se um animal esta experimentando uma resposta algica
(PERAZA et al., 2007).



1.1.4 Inflamagéo

Inflamacdo € uma reacdo de defesa do organismo a penetracdo de um agente
infeccioso, entrada de um antigeno ou dano celular. A inflamacé&o se constitui em um processo
biolégico fundamental, com o objetivo de destruir, imobilizar ou diluir o agente lesivo
(KULINSKY, 2007). Em seus aspectos microscopicos, pode ser definida ainda como “uma
reacdo da microcirculagdo induzida por uma agressdo aos tecidos, com a consequente
movimentacao de elementos intravasculares, como fluidos, células e moléculas, para o espaco
extravascular” (SIQUEIRA JR.; DANTAS, 2000). A medida que essas mudangas acontecem,
séo produzidos cinco sinais cardeais da inflamacéo: rubor, calor, edema, dor e perda da funcgéo
local (SMELTZER et al., 2009).

Todas as respostas envolvidas nos eventos inflamatorios, em qualquer fase do
processo, sao originadas por mediadores quimicos oriundos do plasma sanguineo ou de células
que se encontram no local da “lesdo”, sejam elas constantemente presentes ( ex.: fibroblastos,
mastadcitos e macrofagos) ou ndo (ex.: neutrofilos e eosinofilos). Estes mediadores participam
da resposta inflamatdria amplificando e influenciando sua evolucdo (BAUHMAN; GAULDIE,
1994).

E importante destacar que o processo inflamatorio é diferente de uma infecgdo, uma
vez que um agente infeccioso é somente um dos fatores que pode deflagrar uma resposta
inflamatdria. A infeccdo existe quando o agente infeccioso estd vivendo, crescendo e se
reproduzindo nos tecidos e ainda € capaz de superar as defesas naturais do organismo
(SMELTZER et al., 2009).

De acordo com a duracdo e as caracteristicas da inflamacdo, a mesma pode ser
classificada em aguda ou crénica. A inflamacao aguda € a reacdo precoce e imediata dos tecidos
a injuria, sendo de duracdo relativamente curta (horas ou dias) e caracterizada por vasodilatacéo,
exsudacdo de fluido rico em proteinas e uma migracdo de células para o local da lesdo
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Por outro lado, a inflamag&o crénica tem uma
duracdo mais prolongada (semanas, meses ou até anos), resultando da persisténcia da
inflamacdo aguda e caracterizada pela presenca de linfocitos e macréfagos, proliferacdo de
vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual (PORTH; MATFIN, 2010).

O processo inflamatdrio pode se manifestar a partir de qualquer agente lesivo, seja fisico
(queimadura, radiacdo, trauma), quimico (substancias causticas) ou biolégico (microrganismos)
(XU et al., 2014).
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Uma vez detectados patogenos ou lesdo tissular, células do local da lesdo passam a
liberar mediadores quimicos, como citocinas, histamina e bradicinina, serotonina,
prostaglandinas, leucotrienos, substancia P, dentre outros. Estes mediadores promovem
modificages vasculares, tais como vasodilatagdo, com consequente aumento do fluxo
sanguineo local, seguido de uma reducdo na velocidade do fluxo e estase sanguinea. Estas
modificacdes contribuem para o aparecimento de calor e vermelhidao, que constituem os sinais
cardinais iniciais da inflamacdo. Outra modificacdo é o aumento da permeabilidade vascular
com o extravasamento de fluido rico em proteinas (exsudato) para os tecidos, resultando na
formacdo de edema e dor, que também constituem sinais cardinais da reacdo inflamatoria
(LAWRENCE et al., 2002; SILVA, 2012). Além destes, a inflamac&o pode ocasionar um quinto
sinal, que é a perda da funcdo, sendo este decorrente de diversos fatores, mas principalmente do
edema e da dor (FRANCO et al., 2010).

1.1.5 Toxicidade de Plantas Medicinais

O uso de plantas com finalidade terapéutica, bem como de outras substancias exige a
avaliacdo de parametros como a atividade bioldgica e principalmente a sua toxicidade
(CALIXTO, 2005). Baseado em principios da toxicologia é correto afirmar que qualquer
substancia pode ser considerada um agente téxico, dependendo das condi¢des de exposicdo
como a dose, tempo, frequéncia de exposic¢do e a via de administracdo. Por isso é fundamental
conhecer as condicBes seguras de uso das mais variadas substancias quimicas de origem vegetal,
animal ou mineral, a fim de evitar danos a saude do homem ou ainda agravos ao meio ambiente
e 6bitos (VENANCIO, 2006).

No que diz respeito ao uso de plantas medicinais, existe por parte da populacdo a crenca
na “naturalidade indcua” desses produtos, o que muitas vezes é dificil de ser contraposto, ja que
as informacdes a respeito de intoxicacOes e efeitos colaterais dificilmente chegam ao alcance
da populagéo (SILVA, 2012; CARMONA; PEREIRA, 2013).

No entanto, o uso milenar de plantas medicinais mostrou que muitas espécies
apresentam substancias potencialmente tdxicas, representando um problema sério de saude
publica no mundo (RODRIGUES et al., 2011; ALOMAR, 2014).

Os produtos naturais séo constituidos por uma vasta diversidade de compostos quimicos,
os quais podem exercer diferentes efeitos farmacoldgicos e/ou toxicoldgicos no organismo. As
plantas medicinais sdo agentes xenobiodticos que apresentam produtos de biotransformacao

potencialmente toxicos. Assim, ndo possuem somente efeitos imediatos e facilmente



correlacionados com sua ingestdo, mas também efeitos que se instalam em longo prazo e de
forma assintomatica, podendo levar a um quadro clinico severo, até mesmo fatal (LAPA et al.,
2004).

ReacOes adversas podem ocorrer devido a tratamento subcrénico ou crbénico com

fitoterapicos, destacando-se a neurotoxicidade e a hepatotoxicidade (DEBBIE et al., 2012).

1.1.5.1 Hepatotoxicidade

Existem muitos efeitos toxicos de plantas medicinais, sendo a hepatotoxicidade uma das
principais preocupacdes em decorréncia do papel do figado no metabolismo de drogas (XUE et
al., 2014). O confrei (Symphytum officinale L.), por exemplo, uma planta bastante utilizada na
medicina tradicional como cicatrizante, possui alcaldides pirrolizidinicos, os quais sao
comprovadamente hepatotoxicos e carcinogénicos (MOREIRA et al., 2014). A utilizacdo desta
espécie como recurso terapéutico foi proibida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) ap6s
diversos casos de morte provocados por estes alcaldides (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005).

Nas ultimas décadas tem se tornado notavel o espectro de alteracdes hepaticas induzidas
por medicamentos sintéticos e fitoterapicos, variando de leve disfuncdo, caracterizada por
elevacOes transitorias e assintomaticas das enzimas hepaticas e sintomas clinicos reversiveis, a
ictericia, hepatite aguda ou crénica, cirrose e insuficiéncia hepética grave, que pode culminar
em transplante de figado ou morte (BALBINO; DIAS, 2010; LARREY; FAURE, 2011;
MOREIRA et al., 2014). A hepatotoxicidade induzida por medicamentos e dependente da dose
pode ser prevenida por estudos pré-clinicos e clinicos, avaliada pelos niveis plasmaticos das
enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) (RAJARAMAN
et al., 2006; MOREIRA et al., 2014). Estas enzimas constituem importantes marcadores de
danos hepaticos, pois segundo Vijayalakshmi e colaboradores (2000), uma droga ndo provoca

dano algum ao figado sem interferir com a atividade normal dessas enzimas.

1.1.5.2 Neurotoxicidade

Além dos efeitos hepatotdxicos de plantas medicinais, pode-se mencionar também os

efeitos toxicos sobre o sistema nervoso central. De acordo com Coroad-Artal (2003), uma ampla

variedade de plantas pode desencadear efeitos neurotoxicos.
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O Comité Interinstitucional de Neurotoxicologia define neurotoxicidade como efeitos
adversos sobre a estrutura ou funcdo do Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso
Periférico (SNP), causados por agentes bioldgicos, quimicos ou fisicos, 0s quais podem ser
permanentes ou reversiveis e resultar de agles diretas ou indiretas sobre o sistema nervoso
(SLIKKER JR E BOWYER, 2005).

Os métodos comportamentais objetivam avaliar respostas de animais quanto a funcéao
motora através de metodologias de esforgo, resisténcia muscular e ainda a fungdo sensorial e 0
comportamento cognitivo, sendo este avaliado através de parametros como o aprendizado e
memoria espacial (KULLIG et al., 1996).

A memodria espacial corresponde a fungéo do cerebro responsavel pelo reconhecimento,
codificacdo, armazenamento e recuperacdo de informacdes espaciais sobre a disposicao de objetos
e rotas especificas (Kessels et al., 2001), sendo o labirinto aquético de
Morris a analise comportamental mais conhecida e aceita para a avaliacdo deste parametro

(D’HOOGE & DE DEYN, 2001).

Para avaliacdo de memoria, aprendizagem, atencdo, comportamento social e resposta
sensorial varios tipos de testes podem ser realizados. Entre eles o teste da barra giratoria
(rotarod) é util para mensurar a coordenacdo motora e modificacBes no ténus muscular dos
animais apos o tratamento farmacol6gico em funcdo de seu tempo de permanéncia na barra
(GOMES et al., 2010).

E importante ressaltar que as plantas medicinais, seus derivados e constituintes séo
capazes de modificar o comportamento de animais e podem ser Uteis no tratamento casos de
ansiedade, depressao ou crises epilépticas. Medicamentos a base de plantas, cujo potencial
farmacoldgico é avaliado em modelos animais e neuroquimicos, podem se tornar novas opc¢des
terapéuticas na psiquiatria clinica (ARAUJO, 2013).

Por isso considerando a representatividade da familia Myrtaceae no Brasil e ainda a
escassez de investigacOes da atividade biologica dessa espécie, neste trabalho encontra-se o

estudo de atividades farmacoldgicas e de toxicidade das folhas de M. amazonica.

1.2  OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral:
v" Avaliar o potencial farmacol6gico do extrato hidroalcdolico de folhas de Myrcia

amazonica DC. assim como investigar seus efeitos toxicos.



1.2.2 Objetivos Especificos:

v’ Caracterizar a droga vegetal quanto a granulometria, indice de intumescéncia e
doseamento de fendis totais, flavondides e taninos.

v Analisar variagdes no peso corporal dos animais submetidos ao tratamento subcrénico
do EHAMa.

v Avaliar o efeito antiedematogénico e antinociceptivo do extrato hidroalcéolico de folhas
de M. amazobnica;

v" Investigar os possiveis efeitos neurotdxicos do tratamento agudo e subcrénico de M.
amazonica sobre a locomog¢do, memoria e aprendizagem de ratos Wistar;

v" Investigar os possiveis efeitos hepatotoxicos do tratamento subcrénico do EHAMa;

2. MATERIAL E METODOS

2.1  Selegéo, coleta e obtencéo do material botanico

A coleta do material vegetal ocorreu em areas de savana, nas proximidades da
comunidade de Santa Rosa, quilébmetro 12 da Rodovia Everaldo Martins, Municipio de
Santarém—Para—Brasil. As folhas foram coletadas de exemplar nativo na fase fértil, durante o
periodo seco no més de setembro em 2013 (Figura 01). A posicdo de ocorréncia da espécie foi

determinada através de um sistema GPS (Global Position System) (GARMIN modelo eTrex

Vista H), obtendo as seguintes coordenadas geograficas: latitude 02°30°28.1” S e longitude

54°50°55,9” W, com altitude aproximada de 89,6 metros em relagdo ao nivel do mar.

A espécie avaliada nesse estudo esta associada ao banco de dados do Laboratorio de
Bioprospeccdo e Biologia Experimental da Universidade Federal do Oeste do Para
(LabBBEXUFOPA). A planta foi identificada pelo professor Ramos, J.F. do Instituto Nacional
de Pesquisas Amazonicas (INPA) e exsicatas dessa espécie estdo depositadas no Herbario do
INPA sob o codigo 250.36309.

As folhas de M. amazonica foram separadas e devidamente sanitizadas de acordo com
as boas praticas de processamento, pesadas em balanca digital (Balmak® - MP-5), armazenadas
em sacos de papel e desidratadas em estufa (LICit® - LC-E80) com circulagéo forcada de ar a
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40 °C até peso constante com umidade abaixo de 8%. Apds a desidratacdo, o material seco foi
pulverizado em moinho de facas (Tron®) e acondicionado ao abrigo de luz e umidade.

Figura 01: Myrcia amazonica DC.

2.2  Caracterizacdo da matéria prima vegetal

A mateéria prima vegetal pulverizada foi caracterizada segundo a farmacopéia 5% ed.
(Brasil 2010) no Laboratério de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo de Bioprodutos da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Goids (Lab de PD&I de
bioprodutos/FFUFG). Os pardmetros utilizados para caracterizacdo foram: granulometria,

indice de intumescéncia em agua e em solucdo hidroalcéolica 65%.

2.2.1 Granulometria

A determinacdo do grau de divisdo ou granulometria da droga vegetal pulverizada em
estudo foi feita com o auxilio de tamises de aco inoxidavel (Bertel®), operados por um agitador
eletromagnético para peneiras (Bertel®), dispositivo que reproduz os movimentos horizontais
e verticais da operacdo manual, por meio de acdo mecanica uniforme (BRASIL, 2010).

Foi montado um conjunto com 6 tamises com aberturas de malha descritas na
Farmacopeia Brasileira n° 5 (600, 425, 250, 180, 125 ¢ 75 um), os de maior abertura colocados



sobre os de abertura menor, e armados sobre o receptor de tamises. Exatamente 25 g da amostra
foram distribuidos uniformemente sobre o tamis superior e o conjunto foi tampado. O tamisador
foi acionado por 15 minutos, utilizando o reostato n° 7 - amplitude das vibragdes de 1,4 mm.
Ao fim da tamisacdo, com o auxilio de um pincel adequado, toda a amostra retida na superficie
superior de cada malha foi cuidadosamente removida para um recipiente limpo e pesado, assim
como o po retido no coletor. Para calcular o percentual retido em cada tamis, foi utilizada a

seguinte formula:

P
% retida pelo tamis=— x 100
Onde: P2

P1 = Peso da amostra retida em cada tamis (Q).
P2 = Soma dos pesos retidos nos tamises e no coletor (g).
100 = Fator de conversdo para porcentagem.

O percentual retido em cada tamis foi utilizado para o calculo do percentual de pé que
passou por cada tamis, para classificacdo do p6 obtido das folhas secas de M. amazonica como
p6 grosso, moderadamente grosso, semifino, fino ou finissimo, de acordo com a Farmacopeia

Brasileira n® 5. A determinacdo granulométrica foi realizada em triplicata.

2.2.2 Determinacdo do indice de intumescéncia

Para avaliacdo do indice de intumescéncia, foi utilizada uma proveta de 25 mL, com
tampa, com comprimento da parte graduada de 125 mm e didmetro interno de 16 mm,
subdividido em 0,1 mL e marcado de 0 a 25 mL, de forma ascendente. Exatamente 1 g da droga
vegetal pulverizada foi pesado e transferido para a proveta, adicionando, em seguida, 25 mL
agua destilada e agitando a cada 10 minutos, durante 1 hora, de forma padronizada. Apos
repouso da mistura por 3 horas, a temperatura ambiente, foi medido o volume, em mL, ocupado
pela droga vegetal, subtraido do volume inicial da droga. Foi calculado o valor médio obtido a
partir de trés determinacgdes individuais e relacionado a 1 g de material vegetal (BRASIL, 2010).
O mesmo procedimento foi feito utilizando solucdo hidroalcéolica a 65% em substituicdo a

agua destilada para determinar o indice de intumescéncia utilizando este solvente.
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2.3  Obtencao do extrato hidroalcoolico 65 %

O extrato hidroalcoolico de M. amazonica 65% (EHAMa) foi fornecido pelo Lab de
PD&I de bioprodutos/ FF-UFG. Onde foi obtido através do método de percolacdo descrito na
farmacopeia Brasileira 22 ed., metodologia adaptada e padronizada no Lab de PD&I de
bioprodutos/ FF-UFG (BRASIL,1959). Foi utilizado como solvente extrator a solucao
hidroalcoolica 65% (v/v) baseado em estudos prévios de otimizacao realizados para esta planta.
Antes da percolacéo foi feito o processo de maceragdo com 900 g da droga vegetal
pulverizada diluida em 9L da solucédo hidroalcoolica por doze horas.
Depois de percolado o extrato foi entdo concentrado em rota-evaporador modelo
BUCHI R220 e utilizou-se a temperatura do banho maria 45°C a pressdao atmosférica de 130
mbar e 70 RPM.
O EHAMa foi entdo distribuido em bandejas e colocado em estufa com circulagdo

forcada de ar a 40°C por 72 horas e obteve- se 0 extrato seco.

2.4 Estudos in vivo

Nesse trabalho, as atividades antinociceptiva, antiinflamatéria e a toxicidade do extrato
hidroalcoolico foram avaliadas por meios de experimentacdo animal. Foram utilizados ratos
machos adultos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) pesando entre 200-300g e
camundongos machos adultos da linhagem Swiss (Mus musculus), pesando entre 20 e 40g.
Todos os animais foram fornecidos pela Unidade de Experimentacdo Animal do
LabBBEXUFOPA.

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (24+2°C), com
livre acesso a agua e alimentacao e ciclo claro/escuro de 12/12 horas.

Os ratos foram utilizados nos ensaios de toxicidade e de atividade antiedematogénica,
enquanto os camundongos foram utilizados nos ensaios de avaliagdo antinociceptiva. Os
experimentos foram realizados em acordo com as diretrizes para 0s procedimentos de uso
cientifico de animais estabelecidas pelas Lei Federal 11.794 de 08/10/2008 e com aprovagéao do
Comité de Etica no uso de Animais da UFOPA, protocolado sob o ndmero N° 10015/14.



2.5  Testes farmacoldgicos

2.5.1 Edema de pata induzido por carragenina

A avaliagio da atividade antiedematogénica do EHAMa foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Winter et al., 1962 onde foram utilizados ratos machos (Rattus
novergicus) Wistar distribuidos em 5 grupos (n=5). Os animais receberam via oral (v.0.) por
gavagem os seguintes tratamentos:

Grupo 1: Controle (dgua destilada — 1 mL/kg)

Grupo 2 = EHAMa (360 mg/kg)

Grupo 3 = EHAMa (480 mg/kg)

Grupo 4 = EHAMa (600 mg/kg)

Grupo 5 = Indometacina (Indocid ®) (10 mg/kg)

Ap6s uma hora da administracdo dos tratamentos, o edema de pata foi induzido pela injecéo de
0,1 mL de carragenina (Sigma Aldrich Company) (1% em solucéo salina) na regido subplantar
da pata posterior direita de cada animal. O volume da pata foi medido por meio de um
pletismémetro digital Insight EFF 304 (Figura 4), imediatamente apés a inje¢do da carragenina
(tempo zero), e com intervalos de 1, 2, 3, 4 e 5 h ap6s a inducéo do edema.

A acdo antiedematogénica do EHAMa e da indometacina foi expressa usando como
unidade de medida a quantidade em mL de d4gua deslocada pelo edema no pletismémetro, sendo
que o volume do edema equivale a diferenca entre o volume da pata em cada medicéo e o
volume tomado imediatamente apos a injecdo do agente flogistico.

O percentual de inibicdo do edema foi obtido segundo a férmula descrita por Xu e
colaboradores (2014):

% de inibicdo = aumento no edema (controle) — aumento no edema (tratamento) x 100

aumento no edema (controle)

2.5.2 Contorgdes abdominais induzidas por acido acetico

Nesse teste foi utilizado o método descrito por Koster e colaboradores (1959), no qual
camundongos Swiss, (n=5) por grupo, receberam através de gavagem v.o, 0 EHAMa nas doses
de 360, 480 e 600 mg/kg diluido em agua. O anti-inflamatério padréo utilizado no grupo
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controle positivo foi o Acido acetilsalisilico (AAS® - Laboratério Sanofi Aventis) 200mg/kg e
0 grupo controle negativo recebeu somente agua 1mL/Kkg.

Apo6s uma hora da administragdo dos respectivos tratamentos foi administrado acido
acetico 0,6% 0,1mL/10g via intraperitoneal em todos os animais para a inducéo de contorcées
abdominais. Decorridos dez minutos, 0 nimero de contor¢bes abdominais foi observado e

registrado durante 20 min.

2.6 Testes toxicoldgicos

O grau de toxicidade aguda e subcronica dos extratos vegetais sobre a locomocéo,
memoria e aprendizado de ratos foi avaliada por meio de testes de comportamento animal.
Todos os testes foram realizados utilizando-se a dose de 600 mg/kg do EHAMa, sendo esta a
maior dose testada nos testes farmacoélogicos. Foram utilizados 2 grupos de ratos Wistar machos
(n=5):

Grupo 1: Controle (dgua destilada — 1 mL/kg) Grupo

2: EHAMa (600 mg/kg)

Uma hora apds a administracdo por gavagem dos respectivos tratamentos, 0s animais
foram avaliados por meio de testes comportamentais: labirinto aquatico de Morris e barra
giratéria. Este procedimento foi realizado com o intuito de investigar os possiveis efeitos toxicos
do tratamento agudo do EHAMa.

Para a avaliacdo dos efeitos toxicos do tratamento subcrdnico do extrato, os dois grupos
de animais continuaram a receber os devidos tratamentos durante 21 dias consecutivos. Apos,
foram novamente submetidos aos testes comportamentais mencionados.

Durante todo o periodo de administracdo do extrato os animais foram monitorados

diariamente quanto a alteragcdes no peso corporal.

2.6.1 Labirinto aquético de Morris

O efeito do tratamento agudo e subcronico do EHAMa sobre a memoria espacial e
aprendizagem de ratos foi avaliado por meio do labirinto aquéatico de Morris (MORRIS, 1984).
Nesse teste, utilizou-se uma caixa d"agua de 500 L, preenchida com agua a uma altura de 40
cm, onde foi adicionado corante atdxico branco para torna-la opaca. A caixa d"agua foi dividida
em quatro quadrantes imaginarios (norte, sul, leste e oeste) na qual foi colocada uma plataforma

submersa a 2 cm abaixo do nivel da &gua, localizada no centro do quarto quadrante. Proximo
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ao segundo quadrante foi colocada uma lampada, que assim como 0s demais objetos do
laboratorio e o observador, foi utilizada pelo animal como ponto de referéncia para a localizacéo
da plataforma (Figura 02).

Plataforma
submersa

Observador

Figura 02. Desenho esquemaético do Labirinto aquético de Morris. Fonte:
Waénia Rodrigues,2010.

Os animais foram submetidos a um treino (fase de aquisi¢do de memoria) para que os eles
aprendessem a localizacdo da plataforma submersa. Cada animal foi colocado quatro vezes no
labirinto, adotando-se como ponto de partida cada um dos quadrantes. Ap6s ser colocado na
agua, o animal nadou livremente, a procura da plataforma, durante 120s ou até encontra-la, e
quando nédo a encontrava era colocado manualmente sobre esta durante 10s para a observacao
do ambiente.

No dia seguinte (24h ap06s o treino) os animais foram testados no mesmo procedimento
para a retencdo da resposta, sendo verificado o tempo, em segundos, que cada animal levou para

encontrar a plataforma a partir dos quatro pontos de partida.

2.6.2 Teste da Barra giratdrias

O objetivo de utilizar esse teste, proposto por Dunhan e Miya (1957), foi avaliar o efeito
do EHAMa sobre a locomocao e coordenagdo motora dos animais.

O aparelho de Rota-rod (EFF 411 Insight ®) (Figura 03), equipamento utilizado para
realizacdo deste teste, com 45 cm de altura, 54 cm de largura e 35 cm de comprimento é

constituido de uma barra giratéria, dividido em quatro compartimentos iguais e que possui uma
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velocidade regulavel em rotacdes por minuto (r.p.m.). O procedimento consiste na avaliacdo da
capacidade do animal de se manter sobre a barra que gira a uma velocidade constante.

Para isso, inicialmente foi realizado um treino com os animais visando a habituacdo e o
aprendizado. O treino foi dividido em trés séries de 120 segundos cada com velocidade de 10
r.p.m. 24 horas apos o treino, os animais foram submetidos ao teste, onde foram novamente
colocados na barra giratoria em trés séries de dois minutos e o resultado foi obtido pela média
do tempo de permanéncia de cada animal no aparelho, sendo o tempo maximo de 120 segundos.

Figura 03. Aparelho Rota rod . Fonte: Amanda Azevedo, 2015
2.6.3 Hepatoxicidade

Ap6s a administragdo por 21 dias com EHAMa em ratos Wistar, foi feita a dosagem dos
niveis séricos das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT),
com o intuito de avaliar os possiveis efeitos hepatotdxicos do extrato. Para isso, 0s animais
foram anestesiados com cetamina e Xilazina e foi realizada puncdo cardiaca para coleta das
amostras de sangue. Foram colhidos 3 mL de sangue de cada animal, o qual foi centrifugado
para obtencdo do soro. A determinacdo dos niveis de AST e ALT no soro dos animais foi
realizada com a utilizacdo de kits comerciais (LABTEST ®), seguindo-se os procedimentos
descritos pelo fabricante. A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro, modelo
3300 — UV.



2.7 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios biologicos foram expressos como média + erro padréo
da media do grupo. A anélise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foram aplicados para
avaliar a diferenca entre os grupos, sendo considerados como valores significativos quando
p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Caracterizagdo da matéria prima vegetal

A tabela 01 apresenta os resultados da caracterizagdo farmacopeica de M. amazonica.

Tabela 01: Caracterizacdo farmacopeica do extrato hidroalcolico das folhas secas de M. amazonica
Teste realizado. Resultado

Granulometria Pé classificado como moderadamente grosso
segundo a Farmacopeia Brasileira 52 edi¢éo.

Indice de intumescéncia em agua 3,4mL +/-0,2

indice de intumescéncia na solucdo |3,2mL +/-0,3
hidroalcodlica 65% (v/v)

O tamanho das particulas da droga vegetal determina a superficie de contato disponivel
para a interagdo com o solvente utilizado no processo de obtencdo do derivado vegetal (SILVA
et al., 2013; SALEH et al., 2015). Assim, a analise da distribuicdo granulométrica da droga
permite que se faca uma relacdo com a eficiéncia extrativa, ja que particulas demasiadamente
finas podem impedir a absorcao do liquido extrator, enquanto que particulas com granulometria
alta podem ndo ser adequadas por ndo apresentarem grande superficie de contato, da mesma
forma, reduzindo a eficiéncia de extragcdo (BORHAN et al., 2013).

O indice de intumescéncia é a medida do volume ocupado pelo inchamento de 1 grama da
amostra vegetal pela adi¢do de agua ou outro agente intumescente, sob condi¢des definidas
(MOTA et al., 2014).

O volume ocupado pelo p6 do EHAMa aumentou 1,51 vezes apds o intumescimento por

agua, e 1,43 apds o intumescimento por solucdo hidroalcodlica 65%, o que indica a presenca de



33

substancias capazes de aumentar seu volume em presenca de dgua ou solucao hidro alcodlica,

tais como gomas, mucilagens, pectina e hemicelulose (OMS, 2011; PEREIRA et al., 2011).

3.2 Testes farmacoldgicos

3.2.1 Edema de pata induzido por carragenina

Os resultados expressos na figura 04 mostram que o EHAMa possui efeito
antiedematogénico significativo (p<0,05), na dose de 600 mg/kg, a partir da terceira hora apds
a injecdo do agente flogistico. O percentual de inibicdo do EHAMa na dose de 480 mg/kg variou
de 15,5 a 45,5%, enquanto na dose de 600 mg/kg este percentual variou de 47,0 a 63,6%, Ja 0s
percentuais de inibicdo da indometacina, foram de 66 & 83% da primeira a quinta hora,

respectivamente.
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Figura 04: Efeito do EHAMa sobre o edema de pata induzido por carragenina em ratos Wistar. EHAMa = extrato
hidrialcoolico de Myrcia amazonia. Os valores representam a média + erro padrdo. * p <0,05; ** p < 0,01; ***
p <0,001em relagdo ao grupo controle.

O edema induzido por carragenina é um modelo inflamatorio agudo e amplamente aceito
como uma ferramenta Util na avaliacdo da atividade anti-inflamatoria de novos compostos
(BAHAMONDE et al., 2013). O desenvolvimento do edema provocado pela carragenina € um
evento bifasico, caracterizado pela acdo sequencial de varios mediadores inflamatorios

(SALVEMINI et al., 1996). A fase inicial, que ocorre de 0-2.5h apés a injecdo da carragenina,



envolve a liberacdo de histamina, serotonina e bradicininas, ja a segunda fase (36h) é atribuida
principalmente a liberagdo de prostaglandinas (WANG et al., 2014).
No presente estudo, o extrato foi efetivo na segunda fase da inflamagéo, podendo-se

sugerir que 0 mesmo pode atuar sobre a inibicdo da liberacdo de prostaglandinas.

A presenca de flavondides e taninos no EHAMa pode justificar o efeito
antiedematogénico encontrado no presente estudo, haja vista que essas classes de metabolitos
possui um amplo espectro de atividades bioldgicas (RATHEE et al., 2009), sendo bem
conhecidos seus efeitos anti-inflamatorios (FERRANDIZ; ALCARAZ, 1991; KIM et al., 2004;
GARCIA-LAFUENTE etal., 2009; WANG et al., 2014), os quais sio atribuidos principalmente
pela capacidade destas substancias de atuar sobre a inibicdo da liberacdo de importantes
mediadores inflamatdrios, tais como as histaminas e prostaglandinas (KIM et al., 2004;
RATHEE et al., 2009).

Em nosso estudo, foi demonstrado pela primeira vez o efeito antiedematogénico do
extrato hidroalcoolico de M. amazonica, confirmando assim o potencial terapéutico desta
espécie. Este resultado justifica em parte o uso de M. amazonica na medicina popular. Porém,
sd0 necessarios estudos adicionais para investigar os mecanismos de ac¢do de seus constituintes

quimicos envolvidos no processo inflamatdrio.

3.2.2 Contorcdes abdominais induzidas por acido acético

No modelo experimental de dor induzida pelo &cido acético, o grupo controle negativo
(n=5) previamente tratado com solucdo salina, obteve uma média de 55,6 £ 5,9 contor¢bes
durante os 20 min de avaliacdo experimental. O tratamento dos animais com EHAMa na doses
de 360, 480 e 600 mg/kg, promoveu reducBes significativas no nimero de contorgdes
abdominais em 42,1%, 39,2% e 97,5% respectivamente, quando comparados com 0 grupo
controle negativo. O &cido acetilsalicilico (AAS) na dose de 100 mg/kg, utilizado como controle
positivo, apresentou uma reducdo do nimero de contor¢es abdominais em 71,6% (15,8 + 2,5).

Os resultados podem ser observados na figura 05.
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Figura 05. Numero de contor¢des abdominais, induzida pelo cido acético i.p. (0,6%), de camundongos machos
tratados oralmente com a dose de 600mg/Kg do extrato hidroalco6lico de Myrcia amazonica (EHAMa). Os dados
sdo expressos pela média + erro padrdo da média (n=5). ANOVA seguida de Teste de Tukey. * p <0,05; **p <
0,01; *** p < 0,001 em relagdo ao grupo controle.

Esse modelo experimental é empregado como ferramenta de triagem de novas drogas a serem
testadas, como extratos de plantas e também substancias isoladas, com possiveis propriedades
analgésicas e/ou anti-inflamatérias (VYKLICKY, 1979; TIOLSEN; HOLE, 1997). Esse ensaio,
apesar de simples e pouco especifico, é de facil observacdo além de apresentar boa sensibilidade
as drogas analgésicas e anti-inflamatorias ndo esteroidais, bem como a drogas semelhantes a
morfina e outros analgésicos que atuam centralmente (KOSTER et al., 1959; IKEDA et al.,
2001; LE BARS et al., 2001). Além disso, os resultados obtidos com varias classes de drogas
analgésicas, neste ensaio, mostram boa correlacdo com a a¢do analgésica em outros estudos pre-
clinicos (SIEGMUND et al., 1957; BLANE et al., 1967; COLLIER et al., 1968).

Utilizando esse teste foi possivel demonstrar, pela primeira vez, que a administracao
oral do EHAMa produziu redugdo do nimero de contor¢des abdominais induzidas pelo acido
acetico. O EHAMa, nas trés doses testadas, promoveu reducgdes significativas nas contor¢ées
quando comparado ao grupo de animais que recebeu o controle. Esses resultados indicam,
portanto que o efeito causado pelo EHAMa pode ser devido a inibigéo direta ou indireta da
liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios ou até mesmo por uma modulacdo central da
transmissdo nociceptiva (RATES; BARROS, 1994). No entanto, sdo necessarios ensaios
complementares para a interpretacdo dos mecanismos de acdo envolvidos no efeito

antinociceptivo do EHAMa



3.3  Testes Toxicoldgicos

3.3.1 Anélise do peso corporal

Ao longo dos 21 dias de administracdo do EHAMa na dose de 600 mg/kg, ndo foram
observados quaisquer sinais de morbidade ou mortalidade. N&o houve diferencas significativas
nas variacdes de peso corporal entre 0s animais tratados com o extrato e 0s animais do grupo

controle (figura 06).
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Figura 06: Alteracfes do peso corporal de ratos Wistar submetidos ao tratamento por 21 dias com o EHAMa.
EHAMa = extrato hidroalcoolico de Myrcia amazonica.

Segundo Ezeja e colaboradores (2014), o comportamento geral dos animais e a avaliacao
do peso corporal representam parametros criticos para a avaliacdo dos primeiros sinais de
toxicidade. Alteracdes de peso sdo importantes indicadores de efeitos adversos das drogas e de
produtos quimicos em animais de laboratério (AMENIA et al., 2014). O resultado deste

parametro indica, portanto, que o EHAMa na dose testada foi bem tolerado pelos animais.

3.3.2 Labirinto aguético de Morris

Como mostrado na figura 07, o tratamento agudo e subcrdnico dos animais com o
EHAMa (600 mg/kg) ndo comprometeu a memoria espacial dos animais, pois 0S mesmos
tiveram um bom desempenho na memorizacao e localizagdo da plataforma submersa durante a

realizacdo desta tarefa.
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Figura 07: Efeito do tratamento agudo (ag) e subcrénico (sc) com EHAMa em ratos Wistar no teste do labirinto
aquatico de Morris. EHAMa = extrato hidroalcéolico de Myrcia amazonica . Os valores

representam a média + erro padréo.

O labirinto de Morris € um modelo experimental utilizado na investigacdo da memaria
espacial em roedores (MORRIS, 1984). Segundo Whishaw e Mittleman (1986) ratos normais
sdo capazes de utilizar estratégias de lugar, orientacdo e de guiamento simultaneamente para
solucionar a tarefa de navegacao espacial no labirinto aquatico, sendo que os ratos treinados a
buscar a plataforma partindo de diferentes pontos da borda do labirinto, como em nosso estudo,
devem aprender sobre as posi¢des relativas a esses estimulos de modo a desempenhar a tarefa,
0 que demanda uma estratégia de lugar, enquanto que ratos treinados partindo de um dnico
ponto da borda do labirinto podem utilizar estratégias de guiamento e/ou orientaco.

E bem conhecido que o hipocampo desempenha papel essencial no mecanismo de
cognicdo, sendo fundamental para a localizacéo espacial, como a requerida no teste do labirinto
aquatico de Morris (PETTENUZZO, 2001).

Diante destes fatos, pode-se inferir que 0 EHAMa na dose testada e, administrado tanto
de forma aguda quanto subcrdnica, ndo compromete a funcéo hipocampal. Olton e Markowska
(1994) e Save e Poucet (2000), corroboram com o exposto, pois segundo estes autores o teste
do labirinto aquatico de Morris é um modelo muito adequado para avaliar a integridade da
funcédo do hipocampo.
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3.3.3 Teste da Barra giratoria

O tratamento dos animais com o EHAMa (600 mg/kg), tanto na administracdo aguda
quanto na subcrénica, ndo alterou de forma significativa o tempo de permanéncia dos animais
sobre a barra giratéria, em comparagdo com o grupo controle (figuras 08 e 09). Almeida e
colaboradores (2014), encontraram resultado semelhante para a espécie M. sylvatica, pois

verificaram que o extrato aquoso desta espécie, ndo comprometeu a atividade locomotora dos

animais.
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Figura 08: Efeito da administracdo aguda do EHAMa no desempenho de ratos Wistar submetidos ao teste da barra
giratéria. EHAMa = extrato hidroalcoolico de Myrcia amazonica. Os valores representam a média + erro padréo.
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Figura 09: Efeito da administra¢do subcrdnica do EHAMa no desempenho de ratos Wistar submetidos ao teste da
barra giratéria. EHAMa = extrato hidroalcoolico de Myrcia amazonica. Os valores representam a média + erro
padréo.
O teste da barra giratoria avalia a integridade da fun¢do motora dos animais, verificando
efeitos como incoordenacéo e relaxamento muscular, os quais podem ser induzidos por drogas

depressoras do SNC (OLIVEIRA et al., 2008).
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Os resultados obtidos no teste indicaram que a administracdo do EHAMa nas condi¢cdes
testadas ndo causou incoordenacdo motora nos animais, seja por sedacdo e/ou relaxamento
muscular. Dessa forma, supBe-se um baixo potencial neurotoxico da espécie, levando-se em
consideracdo que em nenhum dos testes comportamentais foi verificada alguma alteracéo

indicativa de neurotoxicidade.

3.3.4 Avaliacéo da hepatoxicidade

O tratamento por 21 dias consecutivos com 0 EHAMa (600 mg/kg) mostrou diferenca
significativa nos niveis séricos da enzimas alanina aminotransferase (ALT) de ratos Wistar em
comparagdo com o grupo controle (tabela 02). Essa diferenca esta relacionada a uma diminuicéo
causada pelo EHAMa (600 mg/kg) nos niveis dessa enzima podendo assim sugerir um possivel
efeito hepatoprotetor. Os niveis da enzima aspartato aminotransferase (AST) ndo mostrou
diferenca significativa quando comparada ao grupo controle, diante disse pode-se inferir a

auséncia de hepatotoxicidade do EHAMA na dose de 600 mg/kg.

Tabela 02: Niveis das enzimas alanina aminostransferase (ALT) e asparto aminostransferase (AST) em soro de
ratos Wistar

Tratamentos Enzima ALT Enzima AST
(U/mL) (U/mL)

Controle 60,4+3,4 106,8+4,9

EHAMa 600 mg/kg 39,5+3,56%* 83,9+3,2

EHAMa = extrato hidroalcoolico de Myrcia amazonica. Os valores estdo expressos como média + erro padrao.

ANOVA seguida de Teste de Tukey. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 em relacdo ao grupo controle.

O figado é o principal 6rgdo envolvido na biotransformagdo de drogas. Os niveis séricos de
algumas enzimas, como ALT, AST sdo parametros valiosos utilizados como indicadores de
doencas hepaticas (KASMANI et al., 2012; LIU et al., 2012). O aumento nos niveis destas
enzimas no soro estdo associados com a toxicidade no figado pelas drogas ou qualquer outra
hepatotoxina (RAMAIAH, 2011).

Embora a enzima AST seja considerada um indicador de lesdo hepética, a mesma ndo é
tdo especifica para o figado, uma vez que também esta presente em outros érgdos, como
coracdo, rins e pancreas (AL-HABORI, 2002; OZER et al., 2008). No entanto, a ALT ¢



primariamente limitada ao citosol dos hepatdcitos, sendo, portanto, considerada um indicador
altamente sensivel para detec¢do de danos hepatocelulares (AL-HABORI, 2002, RAMAIH,
2011). Em estudos pré-clinicos de rotina, ALT em combinacdo com AST sdo usados para
confirmar a lesdo hepatocelular (RAMAIAH, 2011).

No presente estudo, a exposi¢do dos animais a0 EHAMa durante 21 dias provocou uma
diminuicao significativa nos niveis da enzima ALT, o que fornece evidéncias de que o extrato

hidroalcoolico de M. amazonica possa ter propriedade hepatoprotetora.
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CONCLUSAO

O extrato hidroalcoolico a 65% das folhas de M. amazonica na dose de 600 mg/kg possui
propriedade antiedematogénica e antinociceptiva, o que confirma o potencial terapéutico
desta espécie e justifica em parte seu uso na medicina popular. Tal propriedade pode ser
atribuida a presenca de flavonoides. No entanto, mais investigaces sdo necessarias para
determinar os principios ativos e estabelecer os mecanismos de agdo envolvidos nessa
atividade farmacoldgica.

O tratamento por via oral, tanto agudo quanto subcronico, com o EHAMa, néo provocou
alteracOes sobre 0 peso corporal, a memoria e aprendizagem e locomocao de ratos Wistar,
demonstrando que 0 mesmo ndo causa efeitos toxicos na dose testada.

A administracdo por 21 dias com o EHAMa provocou alteracfes significativas nos niveis
da enzima alanina aminotransferase, diminuindo os niveis séricos desta enzima quando
comparado com o grupo controle, indicando que o tratamento subcrénico com o0 EHAMa
pode causar um possivel efeito hepatoprotetor.

Tais resultados fornecem uma base cientifica para aplicacdo terapéutica desta espécie na
medicina tradicional, haja vista que estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos sdo de extrema

importancia para a comprovacdo da seguranca e eficacia de compostos terapéuticos.
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