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RESUMO

Byrsonima garcibarrigae Cuatrec. € uma espécie arbdrea amazbnica com potencial
farmacoldgico e constituicdo quimica ainda muito pouco conhecidos. Nessa direcéo, este estudo
propds avaliar o potencial anti-inflamatdrio de extratos, fracfes e/ou substancias obtidas da
casca do caule da Byrsonima garcibarrigae. Os extratos obtidos por maceracdo auxiliada por
ultrassom com os solventes hexano, acetato de etila e metanol, sequencialmente, foram
avaliados quanto a inibicdo da lipoxigenase em microplaca de 96 pocos em sistema contendo
100 pg/mL dos extratos, o acido linoleico a 20 uM e a enzima foram incubados a temperatura
ambiente em pH 8,0 por 3 minutos. A viabilidade celular em macréfagos foi realizada pelo
método do Alamar Blue, onde as células foram tratadas com diferentes concentracdes dos
extratos e fracGes por 24 horas, sendo utilizado como controle positivo a doxorrubicina. A
ativacdo dos macrofagos foi realizada via estimulos de LPS, sendo os macr6fagos tratados com
diferentes concentracdes dos extratos e fases, realizando-se a quantificagdo de nitrito para
determinac&o indireta da inibicdo da ativacdo das células. Nessa analise, o controle positivo foi
a indometacina. Os resultados foram analisados por ANOVA. A partir dos resultados obtidos,
observou-se que todos os extratos apresentaram uma baixa inibicdo da lipoxigenase, sendo o
metandlico o mais ativo, com percentual de inibi¢do de 25,6 + 17,56 %. Todos 0s extratos
apresentaram baixa citotoxicidade e inibiram a ativagdo dos macrdofagos, com consequente
diminuicdo da produgdo de oxido nitrico, um importante mediador inflamatorio, sendo que
dentre os extratos analisados, o extrato hexanico apresentou maior inibicéo, 47,06 £ 2,64 %, na
contracdo de 50 pg/mL. A mistura de terpenos o e B-amirina, isolada do extrato hexanico,
demonstrou ser uma das responsaveis por sua atividade anti-inflamatéria, apresentando a
producdo de nitrito de 36,70 + 5,76%. A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que
Byrsonima garcibarrigae possui potencial anti-inflamatério, devido a reducéo da ativacéo de
macrofagos, com consequente reducdo da producdo de Oxido nitrico, e a0 comparar sua
atividade anti-inflamatdria com a antidiabética, observada no projeto anterior, verifica-se que
esta espécie pode ser indicada como promissora fonte de substancias biologicamente ativas,
que possam atuar no tratamento do Diabetes Mellitus via inibicdo de enzimas como a a-
glucosidase e lipase pancredtica, e via anti-inflamatoria, auxiliando na reducédo da resisténcia a
insulina no diabetes tipo 2 devido processos inflamatorios, onde ocorre a ativacdo de
macrofagos, e na inibicdo da ativacdo dos macrdéfagos, que geram respostas inflamatdrias e
auxiliam na insulite, no diabetes tipo 1. Logo, novos ensaios sdo necessarios a fim de avaliar se
as respostas encontradas in vitro sdo compativeis in vivo, e quais as substancias sdo
responsaveis por esta atividade.

Palavras-chaves: Byrsonima garcibarrigae, lipooxigenase, inibicdo da ativacdo de
macrofagos, inflamacdo, diabetes.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 01 — Byrsonima garcibarrigae CUALIEC..........cciveireeirieeieice et 08

Figura 02 — Esquema da cromatografia de camada delgada preparativa de extratos e fases

de Byrsonima garcibarrigae CUBLIEC. .........uiveirieierieie e et e 13

Figura 03 — - Percentual de inibicdo da lipoxigenase in vitro pelos extratos de Byrsonima

o 16
oL o o L o T O L4 = oSS
Figura 04 - Viabilidade de macrofagos frente aos extratos de Byrsonima garcibarrigae
Cuatrec. (B, C e D) e de doxorrubicina (controle positivo) (A)...........ccoceveerverrversrenneen. 17
Figura 05 - Efeito de extratos da casaca do caule de Byrsonima garcibarrigae sobre a
producdo de nitrito por macréfagos murinos J774 estimulados com lipopolissacarideo
(LPS 1 u@/ML) POT 24 NOTAS. ... .eeeiiiieiiiiie ettt ettt e sibe e sbbe e snae e e nae e 18
Figura 06 — Viabilidade de macréfagos frente a mistura de o € B-amirina...............c...... 20
Figura 07 - Andlise cromatografica da fracdo cloroformica do extrato metandlico das
cascas do caule de Byrsonima garCiDarrigae..........cccceeieveiieeiieeiesriesiesseese e e e e 21
Figura 08 - Analise cromatogréafica de camada delgada da fase acetato de etila do extrato
metanolico das cascas do caule de Byrsonima garcibarrigae Cuatrec revelada com
solugéo de anisaldeido SOD aqUECIMENTO..........ccveiiiiiiiie e 22
Figura 09 - Espectrograma de RMN de H! e pressat da amostra Al..........ccccoevveveeeeennen, 29
Figura 10 - Espectrograma de RMN de H! e pressat da amostra A2...........cccccvevveivereeenn, 23
Figura 11 - Espectrograma de RMN de H* e pressat da amostra A3.........cccccvvevivevineenne. 23



SUMARIO

L INTRODUGAO . ..ot eeteee et s st s sttt s sss s s enaansssensnannsasensanes 6
O ] N | Y 1 TSRS 8
2.1, ODJELIVO GEIAL........eiiiiiiieie ettt neens 7
2.2. ODJEtiVOS ESPECITICOS ....viiiieiieiieiieiie e 7
3. REVISAO DA LITERATURAL. ..ottt ettt ne s s an st sn s 9
3.1 Bysonima garcibarrigae CUALIEC. ..........ccuoiriririiieieee e 8
3.2. Inflamagao e 0 Diabetes MellItUS. ..o 9
4, MATERIAIS E METODOS.......oiieieeeeeeeetee ettt ten sttt st tenns et en s 12
4.1. Coleta da matéria-prima vegetal e obtencao do extrato .........ccccevvvieviniiniiiciniiciene 12
4.2. Particao do extrato MetanOliCo...........coiiiiiiiiiiieisiee e 12
4.3. Cromatografia em camada delgada (CCD).......cccccoviiiiiiiiiiieiicee e 12
4.4. Cromatografia em camada delgada Preparativa (CCDP)........cccccviviiiiiiiiiniciie 13
4.5. Analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ..o 14
4.6. InibicA0 da lHPOXIGENASE 1N VITFO.....ccuiiiiiieiiieie e 14
4.7. Cultivo e manutencgdo da cultura de células de macrdfagos........ccoevvevveviieiciieiennne, 14
4.8. Ensaio de viabilidade celular em macrofagos ..........cccoovvviiiiiiciiciciccceee e 14
4.9. Inibicao da ativacdo de macrofagos por lipopolissacarideo..........cccccvvevvevcvciiieiennnne. 15
4.10. QUaNtITICACAO dE NITFITO ...vveiiiiieieciece et 15
4,11, ANALISE ESTALISTICA. .. ..eiveueeeeieiiiieiete ettt e 15
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ooiiieiieeeieteteters st teses st nessesessenes s ssnes s sanenssnsnasnens 16
8. CONCLUSAD. ... .couieueteieietsetsees st 25
7. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES. ...ttt 26
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t esesasssssenas 27



1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus é um grupo de doencas metabolicas caracterizadas por
hiperglicemia, como resultado da diminuicdo da secrecdo de insulina, a sua acgao, ou
ambos. A hiperglicemia cronica do diabetes esta associada com disfuncdo e faléncia de
varios 6rgdos, como os olhos, rins, coracdo e vasos sanguineos. O diabetes mellitus é
dividido em duas categorias: diabetes tipo 1 e diabetes tipo 2, sendo que, pelo menos,
90% de todos os casos pertencem ao Ultimo (GUARIGUATA et al., 2011).

Estudos recentes ja caracterizam o diabetes como uma doenca inflamatéria.
No diabetes tipo 2, observou-se a invasao de macréfagos no tecido pancreético durante o
inicio do diabetes, sendo estes os responsaveis pela producéo de fatores pro-inflamatérios
(CUCAK, GRUNNET e ROSENDAHL, 2014). E no diabetes tipo 1, observou-se um
aumento da presenca de mondcitos, bem como niveis elevados de interleucina-1p,
interleucina-6 e TNF-o. no pancreas de pacientes (ESPINOZA-JIMENEZ, PEON e
TERRAZAS, 2012). A ativagdo cronica destes mediadores pro-inflamatorios podem
levar a resisténcia a insulina (OLEFSKY e GLASS, 2010).

Dentre do género Byrsonima, um dos maiores da familia Malpighiaceae, com
cerca de 150 membros, 50% dos quais possuem ocorréncia no Brasil (CARDOSO, 2006).
Byrsonima japurensis, Byrsonima crassifolia e Byrsonima intermedia foram as espécies
que tiveram atividade anti-inflamatéria comprovada (GUILHON-SIMPLICIO et al.,
2012; MUNIZ, FLORES e PEREZ, 2013; ORLANDI et al., 2011), sendo que as sementes
e frutos de Byrsonima crassifolia, foi comprovado a atividade antidiabética (PEREZ-
GUTIERREZ e MOTA-FLORES, 2014).

Byrsonima garcibarrigae Cuatrec, € uma espécie arborea encontrada no
Norte do Brasil, uma das milhares de espécies da regido Amaz6nica com potencial
farmacoldgico pouco investigado. Em um estudo anterior, foi comprovado que as cascas
do caule possuem potencial antidiabético, pela grande capacidade de inibi¢ao das enzimas
a-glucosidase e lipase pancredtica (MACHADO, 2013), porém sua atividade anti-
inflamatdria ainda ndo foi investigada.

Tendo em vista a comprovada relacdo entre diabetes e inflamacéo, este estudo
investigou o efeito dos extratos obtidos das cascas do caule de Byrsonima garcibarrigae
sobre a ativagdo de macrofagos, e assim observar seu potencial anti-inflamatorio e avaliar
uma possivel aplicacdo como objetivo de estudos voltados ao desenvolvimento de

farmacos ou medicamentos antidiabéticos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial anti-inflamatorio de extratos, fases e/ou substancias obtidos

da casca do caule da Byrsonima garcibarrigae Cuatrec..

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial inibitério de diferentes extratos de Byrsonima
garcibarrigae Cuatrec. sobre e enzima lipooxigenase;

e Avaliar a capacidade de inibi¢ao da ativacdo de macrofagos por diferentes
extratos e fracOes da casca de Byrsonima garcibarrigae Cuatrec.

e Obter substancias ou fragdes com acéo anti-inflamatoria.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Bysonima garcibarrigae Cuatrec.

Byrsonima garcibarrigae Cuatrec., € uma espécie arbdrea ja encontrada em
matas de Terra Firme do Estado do Amazonas (Brasil), e alguma cidades de Colombia,
Equador e Peru (MOBOT, 2014), cerca de 5 metros de altura com casca marrom-
avermelhado (MACHADO, 2013). Apresenta folhas estreitamente elipticas com longos
peciolos com 2 cm de comprimento e com flores brancas ou réseas com pelos
puberulentos com 5 a 6 mm de comprimento (LEWIS, 1973). Ndo ha registros de uso
popular medicinal dessa espécie, embora varias espécies do mesmo género o sejam,
extensivamente.

Em um estudo recente com extratos e fracdes da casca do caule de um
espécime da cidade de Manaus, foi constatada expressiva atividade inibitéria sobre as
enzimas alfa-glucosidase e lipase com percentual de inibicdo e baixa concentragédo
inibitéria média (Clso). Nesse mesmo estudo, foram isolados e identificados os triterpenos
a-amirina e [3-amirina, que possui uma ampla gama de atividades descritas na literatura
(MACHADO, 2013).

Figura 1 - Byrsonima garcibarrigae Cuatrec. (A) Espécime no local de coleta;
(B) Detalhes das flores; (C) Detalhe do caule (ARQUIVO PESSOAL).



3.2. Inflamacéo e o Diabetes Mellitus

A inflamacéo é uma resposta ndo especifica da microcirculacéo a leséo dos
tecidos provocada por estimulos quimicos, fisicos ou biolégicos, ou alguma combinagéao
destes. No entanto, quando ha uma perda de controle homeostético desse processo de
defesa, a inflamagédo desempenha um papel prejudicial que contribui para o aparecimento
e agravamento de diversas doengas (NATHAN, 2002).

A extensdo dos eventos inflamatorios observados estd diretamente
relacionada a intensidade do estimulo inicial e aos mecanismos imunoldgicos que séo
ativados (MCINTYRE et al., 1997). Vérios aspectos do processo inflamatorio sdo
regulados por mediadores produzidos por células do sistema imune e células endoteliais.
Estes mediadores em questdo podem ser definidos como moléculas soluveis e difusiveis,
e sdo representados por produtos da degranulacdo de mastdcitos (histamina e serotonina),
componentes do sistema complemento, citocinas, leucotrienos, prostaglandinas e outros
mediadores lipidicos (PUTTINI, 2006).

Os macrofagos sdo importantes células moduladoras do processo
inflamatério e desempenham papel crucial no desenvolvimento da inflamacdo e
cronificacdo do processo patoldégico (PAULINO, 2005). Os macrofagos atuam
ativamente como células apresentadoras de antigenos durante um processo inflamatario.
Também potencializam as repostas de células T e B via expressdo de moléculas co-
estimulatdrias e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL -1, IL-6, IL-12 e
TNF-a, e quando sofrem ativacdo, passam a expressar a enzima sintetase do éxido nitrico
indutivel, responsavel pela producdo de Oxido nitrico que ocorre em processos
inflamatdrios, sendo tal substdncia um importante mediador de varios eventos
relacionados & intensificagdo da resposta inflamatéria (PADRAOQ, 2009).

O diabetes, que é uma desordem metabdlica de cunho inflamatério, apresenta-
se em dois tipos: o tipo 1 (DM1) e o tipo 2 (DM2). O DML1 é geralmente diagnosticado
na infancia ou na adolescéncia, e sua principal caracteristica é a necessidade diaria de
suplementacdo de insulina. Na maioria das vezes, ocorre por conta da destruicdo de
aproximadamente 85% das células B-pancreaticas (MION JUNIOR e NOBRE, 1999). J&
0 DM2 normalmente progride de um estado de pré-diabetes para um estado evidente de
diabetes que € causado por falha das células B-pancreéticas e deficiéncia da secre¢éo de
insulina, também pode estar associada a dessensibilizacdo dos receptores de insulina,

assim, incorrendo na hiperglicemia de jejum, podendo ser agravados pela obesidade,
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levando a um estado de resisténcia a insulina no tecido adiposo, figado e muscular
(OLEFSKY e GLASS, 2010). Nesse caso, a inflamacéao do tecido adiposo contribui para
a resisténcia a insulina atraves de citocinas pro-inflamatorias, tais como o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (1L-6) (JOURDAN et al., 2013).

A hiperglicemia e, consequentemente, o aumento da glicose intracelular
induzem a ativacdo da via dos poliois, a formacao de produtos finais de glicacdo avangada
(AGE), o estresse oxidativo, as anormalidades lipidicas, além da ativacdo da proteina
quinase C (GOMES, SILVA e SPINETI, 2013). Desenvolve-se estado inflamatorio
persistente com a ativacao dos polimorfunucleares, o que induz a ativacao espontanea de
cadeia oxidativa e liberacdo de mieloperoxidase, elastase e outros componentes dos
neutrofilicos, causando danos em duas vias. Eles podem tornar os polimorfonucleares
“tolerantes”, isto €, com resposta menos efetiva quando estimulados por patdégenos
(BANDEIRA et al., 2003; CASTILHO e RESENDE, 1999), dano osmético, alteracéo da
fungdo de proteinas e fatores de transcri¢éo, além de dano ao DNA celular, que associado
ao acometimento na micro e na macrovasculatura representa a base da patogénese das
complicacGes diabéticas (GOMES, SILVA e SPINETI, 2013).

No processo inflamatorio que ocorre no diabetes, duas populacdes de
macrofagos foram definidas: os macrofagos ativados classicamente que respondem a
patogenos intracelulares através da secrecéo de citocinas pro-inflamatorias e de espécies
reativas de oxigénio e, alternativamente, macréfagos ativados que sao induzidos durante
respostas Th2 exibindo atividades anti-inflamatorias. Ambas as populacGes de
macrofagos sdo protagonistas centrais na diabetes, a primeira provoca respostas
inflamatdrias, que inicia a insulite e a morte de células no pancreas durante diabetes do
tipo 1, enquanto que a segunda populacdo diminui a hiperglicemia, a insulite e a
inflamacédo no pancreas, assim, regulam negativamente a diabetes do tipo 1. No diabetes
do tipo 2, a inflamacgédo € um componente de resisténcia a insulina associada a obesidade,
os macrofagos classicamente ativados sdo uma populacdo de células dominante
envolvidos na criacdo do perfil inflamatdrio, resisténcia a insulina, e ativacao de sinais
inflamatérios no desenvolvimento e na progressdo da doenca. Em contraste, 0s
macrofagos ativados alternativamente regulam a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias,
atenuando a inflamac&o do tecido adiposo (ESPINOZA-JIMENEZ, PEON e TERRAZAS,
2012).

Assim, a procura de substancias com agdo anti-inflamatoria e inibidoras de

enzimas envolvidas no tratamento da diabetes, com a enzima a-glucosidase, apresenta
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beneficios terapéuticos aos pacientes. Como a maioria das opcles terapéuticas anti-
inflamatorios possuem atividades bastante amplas, exercendo propriedades gerais para
inibir funcbes imunes inatas, uma abordagem mais especifica para inibir apenas os
componentes inflamatérios que possuam ligacdo direta com a resisténcia a insulina ou
direcionados ao eixo de inflamagao/resisténcia a insulina, preservando outras funcdes do
sistema imune inato, poderia ser uma alternativa viavel no tratamento do diabetes
(OLEFSKY e GLASS, 2010).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta da matéria-prima vegetal e obtencdo do extrato

Para a realizacdo das analises, foi utilizado os extratos hexano, acetato de etila
e metanol, obtidos das cascas do caule de Byrsonima garcibarrigae Cuatrec, com 0s
rendimentos estabelecidos na Tabela 1, obtidos do projeto PIB-S 002/2012 do qual este

estudo é uma continuagao.

Massa do p6 das

. Massa do extrato
Solvente cascas de Byrsonima

Rendimento (%)

garcibarrigae (g) seco (9)
Hexano 822,7440 2,8768 0,35
Acetato de etila 822,7440 5,6620 0,70
Metanol 822,7440 111,4556 13,5

Tabela 1- Rendimento dos extratos obtidos da casca do caule de Byrsonima
garcibarrigae (MACHADO, 2013).

4.2. Particéo do extrato metandlico

O extrato metandlico foi fracionado por particdo liquido-liquido com
solventes em polaridade crescente (hexano e cloroférmio), onde 100,3261 g de extrato
seco foi solubilizado em 1 litro de uma mistura de metanol e agua destilada na proporcéo
1:1, sendo em seguida realizada a particdo. A fase residual foi denominada
hidrometandlica, a qual foi seca via spray dryer. Os solventes hexano e cloroférmio foram
eliminados em evaporacdo rotativa na temperatura de 45° C, pressdo de 500 mmHg e na

rotacao de 180 rpm.

4.3. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em cromatoplacas
de silica gel 60 CCM ALUGRAM®Xtra SIL G/UV2ss com marcador de fluorescéncia
UV2s4. Os extratos e fases foram solubilizados em solventes conforme afinidade, e foram

adicionados em cromatoplacas com o auxilio de capilares, sendo em seguida eluidas em
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cubas saturadas contendo a fase mével, contendo misturas de solventes em proporgdes
variadas. As placas foram reveladas utilizando o0s seguintes agentes reveladores:
anisaldeido (solucdo de &cido acético: &cido sulfurico: anisaldeido 50:1:0,5) solucdo de
difenilboriloxietilamina 1% em metanol seguida de solucdo de polietilenoglicol 4000 5%
em etanol, e lampadas UV 254 nm e UV 360 nm.

4.4. Cromatografia em camada delgada Preparativa (CCDP)

A anélise de CCDP foi realizada para isolar substancias presentes nas fases
do extrato metandlico. Utilizou-se as cromatoplacas de silica gel 60 20x20 cm, onde as
amostras foram concentradas e aplicadas em faixas de 1 cm. As cromatoplacas foram
eluidas em cubas cromatograficas, conforme o metodo da CCD, em seguida foi realizado
a visualizacdo das manchas com auxilio de lampadas UV 360 nm (figura 2), e a partir dos
fatores de retencdo das manchas, retirou-se a silica das cromatoplacas correspondentes a
posicdo das manchas (raspagem). A extracdo das substancias da silica foi feita com
metanol em ultrassom por 5 minutos (Ultrasonic Cleaner Unique®), seguido de filtragcio

em seringa com filtro millipore PTFE 0.45 um e armazenadas em recipientes, pesados e

identificados, sob refrigeracédo (+ 8 °C).

Figura 2 — Esquema da cromatografia de camada delgada preparativa de
extratos e fases de Byrsonima garcibarrigae Cuatrec. (ARQUIVO PESSOAL).
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4.5. Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a analise de RMN H? e presat, as amostras de foram dissolvidas em
metanol deterado e seus espectros de RMN foram registrados em espectrometro de RMN
de 11,7 T, utilizando os parametros de aquisi¢do: pulso: 45° C, tempo relaxagéo: 1,000
segundos; tempo de aquisicdo: 2,049 segundos, largura de varredura: 7997.6 Hz, largura
de linha 0,2 Hz. Foram acumuladas quatro repeti¢cdes para cada decaimento induzido

livre.

4.6. Inibicdo da lipoxigenase in vitro

No teste de inibicdo da lipoxigenase, 0 sistema contendo 0s extratos na
concentracdo de 100 pg/mL, o &cido linoleico a 20 uM e a enzima lipoxigenase (100.000
U/mL) foram incubados a temperatura ambiente em pH 8,0. Apds 3 minutos, fez-se a
leitura da absorbancia a 234 nm. O percentual de inibicdo da lipoxigenase in vitro foi
calculado a partir da formula: inibicdo (%) = [(Absorbéancia do controle — Absorbancia

da amostra) / Absorbancia do controle] x 100.

4.7. Cultivo e manutencéo da cultura de celulas de macrdfagos

Na analise, utilizou-se macréfagos murinos da linhagem J774, que foram
cultivadas em meio RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), 50 U/mL de
penicilina e 50 pg/mL de estreptomicina (Invitrogen) a 37°C em estufa a 5% de CO». O
LPS foi preparado como uma solucdo-estoque de 1 mg/mL em &gua esterilizada e

armazenado a -20°C.

4.8. Ensaio de viabilidade celular em macrdéfagos

Os macrdfagos foram cultivados na concentragéo de 5x10° células/pogo em
placas de 96 pocos. Apds 24 horas de incubacéo e aderéncia das células, as mesmas foram
tratadas com os extratos e fases em diferentes concentragdes, obtidas por meio de diluicdo
seriada. As células foram tratadas em triplicata durante 24 horas. Como controle positivo,
utilizou-se a Doxorrubicina (5 pg/mL) e controle negativo 0 meio de cultura. Apés o

periodo de 24 horas, adicionou-se 10 uL de azul de tripano 0,4%. Apo6s o tempo de 2
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horas, realizou-se a leitura da fluorescéncia (NAKAYAMA et al., 1997). A viabilidade
foi calculada conforme a formula: % viabilidade = (Ft x 100) / Fb, onde Ft= (fluorescéncia
da célula + meio + substancia + resazurina) e Fb= (fluorescéncia da célula + meio +

resazurina).

4.9. Inibicdo da ativacdo de macrdfagos por lipopolissacarideo

Os macréfagos foram plaqueados na densidade 1x10° células/mL em placas
de 96 pocos seguindo-se adesdo por 24 horas a 37°C, em 5% de CO,. Apos aderéncia, 0
meio foi retirado e adicionado meio de cultivo RPMI com 1% de SFB com volume de
100 puL/pocgo. As células foram estimuladas pela adi¢do de lipopolissacarideo e tratadas
juntamente com o0s extratos e fases nas concentragdes de 50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL, em
quadruplicata. Como controle negativo utilizou-se somente o meio de cultura. Em
seguida, as células foram incubadas por 24 horas a 37°C, 5% de CO., e 0 sobrenadante
celular foi coletado para a analise de nitrito. Utilizou-se como padrdo a indometacina.

4.10. Quantificacdo de nitrito

Para a determinagao da produ¢ao de NOe, 100 puL do sobrenadante celular foi
submetido a reacdo com igual volume do reagente de Griess, que foi preparado utilizando
solucdes estoques de cloreto de naftiletilenodiamina (0,1%) dissolvido em H3PO4 (5%)
e de sulfanilamida a 1% dissolvida em H3PO4 (5%), que foram adicionadas na propor¢éo
1:1. ApOs o periodo de incubacdo de 10 minutos, fez a leitura da absorbancia a 560 nm.
O célculo das concentracdes de nitrito foi realizado com base em curvas padrbes

utilizando diferentes concentragdes de NaNOz (15 uM até 1000 uM).

4.11. Anélise estatistica
Os resultados de viabilidade celular e inibicdo da producdo de nitrito por

macréfagos foi avaliada por analise de one way ANOVA seguido de multiplas comparacdes

no software GraphPad Prism 6®, considerando o nivel de significancia de p < 0.05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos extratos brutos secos, fez o teste qualitativo de inibigc&o in vitro da
lipoxigenase, a fim de se observar se os extratos poderiam atuar inibindo a via da
lipoxigenase, visto que as lipoxigenases sdo as enzimas responsaveis pela producdo de
hidroxiacidos e leucotrienos a partir do acido araquiddnico (FERNANDES, 2012). A
inibicdo foi avaliada usando uma lipoxigenase purificada que converte o &cido
araquidénico em hidroperoxidos, os quais sdo detectados através da adicdo de um
cromégeno (REGO, 2012).

Inibicdo da lipoxigenase (%)

Figura 3 - Percentual de inibicdo da lipoxigenase in vitro pelos extratos de

Byrsonima garcibarrigae Cuatrec.

O extrato metanolico foi o que apresentou maior percentual de inibicdo entre os
extratos analisados, 25,6 = 17,56%, o que pode ser devido a presenca de compostos
fendlicos e a expressiva atividade antioxidante, ja comprovadas em trabalho anterior
(MACHADO, 2013). Os compostos fenolicos sdo antioxidantes primarios que agem
como sequestradores de radicais livres e bloqueadores de reacdes em cadeia, e estes
compostos, principalmente os glicosideos de fendlicos, podem inibir, tanto a
cicloxigenase como a lipoxigenase (MOREIRA e MANCINI-FILHO, 2004). Em
especial, os flavonoides apresentam a propriedade de inibir tanto a via da cicloxigenase
quanto da 5-lipoxigenase no metabolismo do araquidonato, impedindo a producdo dos
eicosanoides, que atuam na fase imunoldgica da inflamacgéo (SILVA, et al., 2002).

Porém, a presenca de compostos fendlicos ndo € um fator primordial para que
ocorra a inibigdo. Considerando que os compostos fendlicos da Byrsonima garcibarrigae

sdo, majoritariamente, taninos e flavonoides, conforme indicado por testes preliminares,
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sugere-se que estes compostos podem possuir estruturas grandes que ndo permitam que
haja uma complementariedade entre 0s compostos e o receptor da enzima, caracterizando
assim um baixo percentual inibitério (VERLI e BARREIRO, 2005). Além disso, pode-se
observar que a baixa inibicdo possa estar relacionada com a interacdo dos compostos
presentes nos extratos, visto que ndo foi analisado substancias purificadas e sim um
conjunto complexo de substancias.

A viabilidade de macréfagos frente aos extratos de Byrsonima garcibarrigae
foi analisada pelo método do Alamar Blue, que é um indicador fluorescente/colorimétrico
com propriedades redox, onde sua reducéo reflete a proliferacdo celular (MOUSINHO,
2010). Os extrato acetato de etila e metandlico apresentaram citotoxicidade dose-
dependente estatisticamente significativa quando comparadas ao controle positivo, a
doxorrubicina, que € uma substancia com grande capacidade citotoxica (ROCHA, 2010),
nas concentracdes de 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL e 12,5 pg/mL.

— 150+ Doxorrubicina A Extrato hexano B
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Figura 04 — Viabilidade de macrofagos frente aos extratos de Byrsonima
garcibarrigae Cuatrec. (B, C e D) e de doxorrubicina (controle positivo) (A). Valor de p
versus controle positivo: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,0005 e **** p < 0,0001.
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Contudo, a citotoxidade foi considerada baixa, permitindo a avaliacdo da
influéncia desses extratos sobre a ativagdo de macrofagos. A partir da analise de
viabilidade celular, pode-se determinar as concentragdes dos extratos que seriam
utilizadas durante a anlise de inibicdo da ativacdo de macréfagos por lipopolissacarideo,
que foram as concentracGes de 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL e 6,25 pg/mL. A
avaliacdo da atividade inibitoria da ativacdo dos macrofagos foi realizada por meio da
dosagem de nitrito, que € um método de dosagem indireta do 6xido nitrico (NO), que é
um mediador quimico da inflamacéo produzido por quase todas as células de mamiferos
e que possui um amplo espectro de atividades sinalizadoras nos processos fisioldgicos e
fisiopatol6gicos (BOGDAN, 2001). No presente estudo, fez-se a ativa¢do dos macréfagos

por sua exposicdo a lipopolisscarideos (LPS).
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Figura 05 — Efeito de extratos da casaca do caule de Byrsonima garcibarrigae

sobre a producdo de nitrito por macr6fagos murinos J774 estimulados com
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lipopolissacarideo (LPS 1 pg/mL) por 24 horas. (A) Efeito de diferentes concentragdes
do extrato hexanico. (B) Efeito de diferentes concentragdes do extrato acetato de etila.
(C) Efeito de diferentes concentracGes do extrato metandlico. (D) Comparacao entre
todos os extratos analisados e o controle positivo, a indometacina. Valor de p versus
controle positivo: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,0005 e **** p < 0,0001.

Todos os extratos inibiram a producdo de NO em células de macrdfagos
murinos J774 de modo significativo nas concentragcbes de 50 pg/mL e 25 pg/mL,
apresentando um percentual inibitorio de 36,9 + 2,2% e 22,1+ 6,9 %, respectivamente
para 0 extrato metanolico, 38,90 + 3,38 % e 23,57 + 6,46 %, respectivamente para o
extrato acetato de etila e de 47,06 £ 2,64 % e 24,73 £ 2,16 % para 0 extrato hexanico,
sendo que este ultimo foi o que apresentou melhor perfil inibitorio entre os extratos
analisados, tendo também apresentado uma inibicéo significativa na concentracéo de 12,5
pg/mL, de 11,04 + 2,78 %. Logo, pode-se observar que 0s extratos sdo capazes de reduzir
a ativacdo dos macrofagos por estimulos inflamatorios, como o LPS, reduzindo assim a
sua capacidade de resposta celular e producdo de 6xido nitrico. Em rela¢do ao controle
positivo, a indometacina, todas as concentracdes utilizadas dos extratos ndo apresentaram
diferenca significativo, demonstrando que as mesmas, atuam inibindo de forma
semelhante a indometacina, que é um anti-inflamatério néo esteroidal.

Observando que o extrato hexanico apresentou um melhor perfil inibitorio da
producdo de NO, e que durante 0 seu processo de extracdo, houve a precipitacdo com
posterior separacdo e identificacdo de uma mistura triterpenos pentaciclicos de a e -
amirina (MACHADO, 2013). Esta mistura, também foi analisada quanto a viabilidade
celular e a inibicdo da producdo de NO, a fim de se observa se estes triterpernos seriam

0S responsaveis por esta atividade.
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Figura 06 — Viabilidade de macrofagos frente a mistura de a e B-amirina (A)
e efeito de diferentes concentragdes da mistura de o e -amirina e sobre a producao de
nitrito por macrofagos murinos J774 estimulados com lipopolissacarideo (LPS 1 pg/mL)
por 24 horas (B). Valor de p versus controle positivo: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <
0,0005 e **** p < 0,0001.

O triterpenos a e B-amirina apresentaram uma citotoxidade maior que o
extrato hexanico e inibiram a producdo de NO de modo significativo somente na
concentragdo de 50 ug/mL, com inibicdo de 36,70 + 5,76 %. Ja é sabido, que essas
substancias possuem efeito anti-inflamatério (VAZQUEZ, PALAZON e NAVARRO-
OCANA, 2012), entretanto, os dados obtidos nesse estudo sugerem que elas ndo sio as
Unicas substancias ativas presentes no extrato. Com isso, novos estudos fitoquimicos,
como fracionamento em coluna e analises de cromatografia gasosa, devem ser realizados
a fim de se observar quais as substancias presentes neste extrato, que juntamente com a
¢ B-amirina, colaboram para sua atividade anti-inflamatdria apresentada.

Como o extrato metanolico foi o que apresentou melhor atividade inibitéria
em relagdo a enzima a-glucosidase, tendo porcentagem de inibicdo de 96,77+0,34% e
ICso de 1,09+0,32, respectivamente (MACHADO, 2013), apresentou maior percentual de
inibicdo da lipoxigenase e uma significativa inibicdo da producdo de NO, ele foi
submetido a particdo liquido-liquido originando uma fracdo hexanica, uma fracdo
cloroférmica e uma fracdo remanescente, hidrometandlica. Devido a pouca massa obtida

das fracdes hexanica e cloroférmica, estas ndo foram testas quanto a inibi¢ao da producao
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de NO. Contudo, a fase cloroférmica foi analisada por cromatografia de camada delgada
preparativa, a fim de se identificar substancias ali presentes.

A fracdo cloroférmica apresentou um bom perfil de separacdo na CCD com
a fase mdvel cloroférmio:metanol 9:1, com destaque para as manchas com os fatores de
retencdo de 0,58 e 0,23 em luz UV 365 nm e com os reveladores quimicos citados na
metodologia, denominadas Al e A2, respectivamente (Figura 7). Assim, esta fracdo foi
analisada por CCDP, utilizando a mesma fase movel, em seguida fez-se a raspagem destas

substancias das cromatoplacas, que foram extraidas em metanol.

/ Substancia Al

stancia Al

_—~7 Substancia A2

Figura 07 — Andlise cromatografica da fracdo cloroformica do extrato
metanolico das cascas do caule de Byrsonima garcibarrigae. (A) Placa de CCDP revelada
em lampadas UV 360, tendo a parte destacada, revelada com solucdo de
difenilboriloxietilamina 1%/polietilenoglicol 4000 5%. (B) Placa de CCD revelada com

solucdo de anisaldeido sob aquecimento.

Apos a extracdo, as manchas foram novamente analisadas por CCD, na qual
apresentaram, individualmente, uma mancha Unica. Dessa forma, estas amostras foram
enviadas para o Centro de Biotecnologia da Amazonia (CBA) para serem analisados em
RMN H? e pressat, visando sua identificacdo.

A fase hidrometandlica, por apresentar um percentual de inibicdo da alfa-
glucosidase de 79,7% (MACHADO, 2013), foi particionada com diclorometano e acetato
de etila. A fracdo acetato de etila também foi analisada por CCD e CCDP, com um bom
perfil de separacdo na fase mével metanol:cloroférmio 6:4 (Figura 9), que permitiu a
separacdo e obtencdo da substancia A3, com fator de retencdo de 0,88. Essa amostra
também foi enviada para o Centro de Biotecnologia da Amazénia (CBA) para ser

analisada em RMN H! e pressat.

21



cia A3

Figura 08 — Analise cromatografica de camada delgada da fase acetato de etila
do extrato metandlico das cascas do caule de Byrsonima garcibarrigae Cuatrec revelada
com solucéo de anisaldeido sob aquecimento.

Nos espectrogramas de RMN de H! e pressat, a amostra Al apresentou
regides caracteristicas de grupamentos alifaticos a-dissubstituidos e alifaticos a-
monossubstituidos, com deslocamentos nas regifes 3.647 ppm, 3.642 ppm, 3.350 ppm,
3.316 ppm, 3.303 ppm, 3.313 ppm, 3.310 ppm e 3.307 ppm, ¢ de alifaticos [-
dissubstituidos e aciclicos alifaticos.

Figura 09 — Espectrograma de RMN de H! e pressat da amostra Al.
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A amostra A2 apresentou regides caracteristicas de grupamentos aromaticos
e heteroaromaticos, alquenos, alifaticos oa-dissubstituidos e alifaticos a-
monossubstituidos, com deslocamentos em 3.872 ppm, 3.791 ppm, 3.753ppm, 3.650
ppm, 3.645 ppm, 3.313 ppm, 3.3110 ppm, 3.307 ppm, alquinos, alifaticos B-
dissubstituidos e aciclicos alifaticos, com deslocamentos em 1.334 ppm, 1.304 ppm,
1.284 ppm, 1.263 ppm, 0.896 ppm e 0.881 ppm.

Figura 10 - Espectrograma de RMN de H! e pressat da amostra A2.

A amostra A3 apresentou regides caracteristicas de grupamentos aromaticos
¢ heteroromaticos, alquenos, alifaticos a-dissubstituidos, alifaticos a-monossubstituidos,

alifaticos B-dissubstituidos e aciclicos aliféaticos.

Figura 11 - Espectrograma de RMN de H* e pressat da amostra A3.
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Embora a analise de RMN H! e pressat tenha sido inconclusiva para a
elucidagdo estrutural das substancias analisadas, pode-se verificar que todos os
grupamentos observados podem estar em diferentes metab6litos secundarios, como o0s
flavonoides e triterpenos, que sdo metabdlitos produzido pelas cascas de Byrsonima

garcibarrigae, como verificado previamente.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a espécie Byrsonima garcibarrigae
Cuatrec pode ser considerada como uma fonte de substancias bioativas. Diferentes
extratos e fracOes testados apresentaram efeitos anti-inflamatdrios associados a
diminuig&o da produgdo de 6xido nitrico por macréfagos. Por outro lado, observou-se que
sua acdo anti-inflamatoria tem menor relagdo com inibigdo da lipooxigenase, uma enzima
chave da resposta inflamatéria, devido ao baixo percentual inibitério apresentado.

Como observado, extratos e fracdes de baixa e média polaridade sdo os mais
ativos na inibicdo da producédo de 6xido nitrico, contudo, o fracionamento das amostras
pareceu diminuir a atividade. Por outro lado, os extratos mais polares foram os mais ativos
contra a lipooxigenase. Esses resultados, agregados a alta capacidade de inibicdo de
enzimas a-glucosidase e lipase pancreatica, observada em trabalho anterior, podem a
espécie como promissora em estudos voltados ao desenvolvimento de novos farmacos ou
medicamentos contra o Diabetes Mellitus, por atuar em duas vias importantes para o
controle da doenca.

Assim, novos estudos devem ser realizados, tanto in vitro quanto in vivo, a
fim de observar se o potencial anti-inflamatorio desta espécie também esta relacionado a
inibicdo de outros mediadores ou vias da inflamacgéo. Outros estudos fitoquimicos devem
ser realizados a fim de se obter a identificacdo e o isolamento das substancias
responsaveis também podem ser feitos. De toda forma, esse estudo demonstrou o grande

potencial biologico desta espécie amazdnica, pouco explorado até entdo.
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