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RESUMO

Myrciaria floribunda, conhecida popularmente como cambui, é uma arvore
gue estd distribuida em todos os biomas do Brasil. Seus frutos sdo usados como
recurso alimenticio. O objetivo deste estudo foi avaliar a composicéo fitoquimica,
toxidade aguda, atividades antioxidantes, anti-inflamatéria e antinociceptiva de
extratos da casca do fruto de M. floribunda. Foram avaliadas as composi¢cdes
fitoquimicas dos extratos éter etilico (MfEeE), cloroférmico (MfCE), acetbénico
(MfAE), metandlico (MfME) e aquoso (MfAQE), por Cromatografia de Camada
Delgada, conteudo de fendis totais, flavonoides e antocianinas monomeéricas.
Também foi avaliada a capacidade antioxidante por meio dos ensaios DPPH, ABTS,
sequestro do radical superéxido e Capacidade Antioxidante Total, para selecionar o
extrato mais promissor. Foi realizada a analise de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia do melhor extrato, MfAE. Também foram avaliados os efeitos toxicos (por
teste de toxidade aguda), anti-inflamatorio (pelo modelo de edema de pata induzido
por carragenina) e analgésico (por contor¢do induzida por acido acético e modelos
de dor induzida por formalina), in vivo, desse extrato. O perfil cromatogréafico de
MfAE apresentou diversas classes de metabdlitos secundarios e foi identificada a
presenca de acido galico e seus derivados e acido elagico. O maior contetdo de
fendis e antocianinas monomeéricas foi detectado no MfAE (296,27 mg EAG/g e
35,65 mg cy-3-glc E/ g). O extrato MfAE também se destacou por apresentar
atividade antioxidante, nos testes de DPPH (ICso = 63.84 pg/mL), ABTS (1630.11 uM
TEACI/Qg) e sequestro do radical superoxido (ICso= 260,27 pug/mL). MfAE apresentou
dose letal de baixa toxidade (LDso= 2.154,06 mg/kg). MfAE também exibiu efeitos
anti-inflamatorios e analgésicos. MfAE reduziu as contor¢Bes abdominais induzidas
pelo acido acético. As duas doses testadas (50 e 100 mg/kg) inibiram a fase
inflamatéria da dor. A dose de 100 mg/kg também reduziu a fase neurogénica e este
efeito foi revertido pela naloxona (sugerindo o envolvimento do sistema
opioidérgico). Os resultados evidenciaram que a casca do fruto de M. floribunda
apresenta potenciais promissores como antioxidante, anti-inflamatério e analgésico.
Deve-se continuar os estudos a fim de isolar e identificar compostos ativos, assim

como elucidar os mecanismos de acao das atividades analisadas.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Estresse oxidativo. Inflamag&o. Nocicepcgao.



ABSTRACT

Myrciaria floribunda, popularly known as camboim, is a tree which is present in all
biomes of Brazil. Its fruits are used as a food resource. The objective of this study
was to evaluate the phytochemical composition, acute toxicity, antioxidant, anti-
inflammatory and antinociceptive activities of extracts of the fruit peel of M.
floribunda. The phytochemical content of the ethylic ether (MfEeE), chloroformic
(MfCE), acetonic (MfAE), methanolic (MfME) and aqueous (MfAQE) extracts were
evaluated by Thin Layer Chromatography; total phenols, flavonoids and monomeric
anthocyanins was evaluated; antioxidants activities were evaluated through DPPH,
ABTS, superoxide radical sequestration and Total Antioxidant Capacity, to select the
most promising extract. The analysis of Liquid Chromatography of High Efficiency of
the best extract, MfAE, was performed. The toxic (by acute toxicity test), anti-
inflammatory (by carrageenan-induced paw edema model) and analgesic effects (by
acetic acid-induced writhing and formalin induced pain models) were also evaluated.
The chromatographic profile of MfAE presented several classes of secondary
metabolites, with the presence of gallic acid and its derivative, ellagic acid. The
highest content of monomeric phenols and anthocyanins was obtained by MfAE
(296.27 mg EAG/g and 35.65 mg cy-3-glc E/g). The MfAE extract also standed out
by presenting high antioxidant activity in most of the tests, DPPH (IC50 = 63.84 ug/
mL), ABTS (1630.11 yM TEAC / g) and superoxide radical sequestration (IC50 =
260.27 pg/mL). MfAE presented a lethal dose of low toxicity (LD 50 = 2,154.06 mg/
kg). MfAE also exhibited anti-inflammatory and analgesic effects. MfAE reduced the
abdominal contortions induced by acetic acid. The two concentrations tested (50 and
100 mg/kg) inhibited the inflammatory phase of pain. The dose of 100 mg/kg also
reduced the neurogenic phase and this effect was reversed by naloxone (suggesting
the involvement of the opioidergic system). The results evidenced that the bark of the
M. floribunda fruit presents promising potential as antioxidant, anti-inflammatory and
analgesic. The studies should be continued in order to isolate and identify active
compounds, as well as to elucidate the mechanisms of action of the activities

analyzed.

Keywords: Medicinal plants. Oxidative stress. Inflammation. Nociception.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade é considerada uma fonte inesgotavel de produtos e moléculas
com propriedades benéficas para a humanidade. Os produtos naturais estédo
presentes em alimentos, cosméticos e medicamentos. O Brasil € um pais
megadiverso, que possui entre 10 a 20% das espécies vivas do mundo. Porém, a
maior parte dessa biodiversidade ainda n&o foi explorada. Dentre as diferentes
fontes de compostos, como o0s microrganismos (8%), biotransformacédo (2%),
semissintese (15%), marinho (<1%), as plantas ainda sdo as principais fontes de
produtos naturais estudadas (78%) (PILON et al., 2017).

A populacdo brasileira utiliza as plantas medicinais tradicionalmente para tratar
diferentes doencas. No mundo ha um aumento do interesse em produtos medicinais
derivados de plantas. Os compostos derivados de plantas além de serem
empregados na terapia, sdo importantes para a sintese de moléculas mais
complexas. Dentre os medicamentos terapéuticos disponiveis cerca de 30% sao
derivados de fontes naturais, principalmente de plantas (DUTRA et al., 2016; PILON
et al., 2017).

As plantas medicinais podem ser utilizadas no tratamento e na prevencao de
varias doencas, como o cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, doencas
inflamatérias e no tratamento da dor (BAHARVAND-AHMADI et al., 2015;
GREENWELL; RAHMAN, 2015; MAIONE et al., 2016; SHAYGANNI et al., 2016;
VERMA et al.,, 2017). O uso dessas plantas também é importante para a
manutencao e recuperacao da salde (ALCANTARA; JOAQUIM; SAMPAIO, 2015).

A inflamacé&o € uma resposta biolégica complexa a diferentes estimulos, como
trauma, isquemia, infecgbes, doencas autoimunes ou injurias toxicas, que causam
danos ao tecido. Ela apresenta alguns sinais: vermelhidao, calor, dor e edema. Os
eventos celulares e quimicos envolvidos na resposta inflamatoria sé&o
desencadeados em resposta a injaria inflamatéria e ocorre a liberagcdo de
mediadores, citocinas e quimiocinas e o recrutamento de células imunes para o local
afetado, tendo como finalidade restaurar a integridade do tecido. No entanto, em
determinadas condi¢des, pode haver a presenca do estimulo inflamatorio de forma
persistente ou uma desregulacédo da fase de resolucdo (MACK, 2018; MAIONE et
al., 2016).
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As células imunoldgicas além de liberarem citocinas, também liberam radicais
livres. E quando ha um desequilibrio entre a formacgéo e a eliminacdo das espécies
reativas, ha o estresse oxidativo. Durante esse processo também ocorre a
expressdo de genes envolvidos nas vias inflamatorias. E a inflamacédo e o estresse
oxidativo desempenham um papel patogénico em diversas doengas, como no
diabetes e doencas cardiovasculares (DANDEKAR; MENDEZ; ZHANG, 2015;
HUSSAIN et al., 2016).

A dor aguda é um dos sinais da inflamacéo e € protetora, tem a funcédo de
evitar o potencial dano e proteger o tecido ferido. A dor crénica é debilitante e
desagradavel e ndo tem funcdo bioldégica benéfica. A dor crébnica € uma das
principais preocupacfes de saude global e afeta cerca de 30% dos adultos. A
resposta inflamatoria esta relacionada com a dor, pois as células envolvidas nessa
resposta liberam mediadores inflamatérios, como quimiocinas, prostaglandinas e
citocinas pro-inflamatdérias, que ativam diretamente os nociceptores induzindo a dor
(BASBAUM et al., 2009; BLISS et al., 2016; DUTRA et al., 2016; JI; CHAMESSIAN;
ZHANG, 2016; MATSUDA,; HUH; JI, 2018).

Os AINEs (Anti-inflamatorios ndo esteroidais) e corticosteroides séo o0s
medicamentos anti-inflamatérios mais utilizados atualmente nos disturbios
inflamatérios. Os AINEs também possuem efeito analgésico e junto com os opioides
sdo os medicamentos antinociceptivos mais empregados. No entanto todos esses
medicamentos apresentam efeitos colaterais indesejaveis (PHILLIPS; CURRIER,
2004; SHAYGANNI et al., 2016) Sendo assim o desenvolvimento de novos anti-
inflamatérios e analgésicos seguros e com efeitos colaterais reduzidos € necessario.

As plantas medicinais apresentam diversas atividades biolégicas, como
antioxidante, anti-inflamatoria e antinociceptiva, sendo fontes promissoras de novas
drogas analgésicas e anti-inflamatérias ou como terapia complementar
apresentando menos efeitos colaterais e com mais eficacia. Essas plantas
apresentam uma caracteristica importante que € a diversidade estrutural ampla e
Unica, que garante uma gama de efeitos farmacoldgicos diferentes, por diferentes
mecanismos de acdo (DUTRA et al., 2016; SHAYGANNI et al., 2016).

Myrciaria floribunda (H. West ex Willd) O. Berg pertence a familia Myrtaceae,
conhecida popularmente como cambui (ANDRADE et al., 2016). No Brasil encontra-
se distribuida em todas as regioes. Na regido Nordeste esta presente na Bahia, em

Sergipe e em Pernambuco (SOBRAL et al.,, 2015). Os seus frutos sdo usados
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popularmente como recurso alimenticio, consumidos in natura e usados no preparo
de licores e sucos (ANDRADE et al., 2016; MAGRO et al., 2013; MITRA, 2010).

Ha alguns estudos com o fruto e folhas de M. floribunda. Em um estudo foi
determinado que o fruto apresenta acido ascorbico, carotenoides, flavonoides e
fendis e que possui atividade antioxidante (OLIVEIRA et al., 2018). Oleos essenciais
obtidos das folhas de M. floribunda apresentaram atividades antimicrobiana,
antitumoral, inseticida e de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (APEL et al., 2006;
TIETBOHL et al., 2012, 2014). O extrato acetato de etila das folhas dessa espécie
apresentou atividades antioxidante e antiproliferativa (TIETBOHL et al., 2017). E o
extrato metandlico das folhas demonstrou atividades antioxidante e antibacteriana
(AZEVEDO et al., 2016).

Diante da diversidade de atividades relatadas para essa espécie é importante
a continuidade de pesquisas, para que esse recurso vegetal seja avaliado quanto a
sua importancia farmacolégica. Deve-se ressaltar que ndo ha estudos na literatura
com a casca do fruto cambui. Assim, no presente trabalho, foram obtidos extratos da
casca do fruto, coletado em regido de Caatinga, Exu (PE) e a composicéo
fitoquimica, as atividades antioxidantes, anti-inflamatéria e antinociceptiva e a

toxidade aguda foram avaliadas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.10Objetivo geral

Avaliar a composicdo fitoquimica e a atividade antioxidante de extratos
obtidos da casca do fruto de Myrciaria floribunda e avaliar a toxidade aguda e

atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva do extrato acetonico.

1.1.2Objetivos especificos

e Determinar os compostos bioativos dos extratos éter etilico (MfEeE),
cloroférmico (MfCE), acetdnico (MfAE), metandlico (MfME) e aquoso
(MfAQE) da casca do fruto de Myrciaria floribunda;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos;

¢ Avaliar a toxidade aguda do extrato aceténico (MfAE);

e Investigar a atividade anti-inflamatéria do extrato acétonico (MfAE)
através do modelo de edema de pata induzido por carragenina;

e Verificar o efeito antinociceptivo do extrato acétonico (MfAE) por meio do
teste de contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético e teste da

formalina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais do Brasil eram utilizadas para o tratamento de patologias
pelos povos nativos, os indios e seus Pajés antes da colonizacdo. Durante a
colonizagcdo 0 seu uso continuava restrito a matriz indigena, ja que a populagdo em
geral utilizava os medicamentos que eram importados, principalmente da Europa. O
reconhecimento mundial do uso dessas plantas brasileiras com fins terapéutico
demorou anos (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012). Hoje a grande riqueza de
conhecimento dessas plantas no Brasil € resultado do saber indigena, africano e
europeu, matrizes étnicas formadoras da populagéo brasileira (ANTONIO; TESSER,;
MORETTI-PIRES, 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) 80% da populacdo mundial
faz uso de alguma planta medicinal para aliviar sintomas (ZENI et al., 2017). Tanto o
uso da medicina tradicional como das plantas medicinais ainda faz parte da cultura,
da historia e das crencas de um pais e essas praticas devem ser analisadas e fazer
parte do sistema de saude do pais (WHO, 2002).

No ano de 2006, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) foi criada no Brasil, como resultado de uma luta que se iniciou antes do
surgimento do Sistema Unico de Salde (SUS) e a sua implementacéo faz parte do
resgate de uma pratica milenar, na qual se interligam o conhecimento popular e o
cientifico (DE FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

No Brasil a terapéutica ainda é centrada no uso de medicamentos sintéticos,
tanto no SUS quanto na medicina suplementar, que além de ter altos custos,
apresentam efeitos adversos e nem sempre apresentam resultados satisfatérios
(BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012). O preco final elevado desses
medicamentos industrializados € um reflexo do alto custo de seus insumos (DE
FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

Algumas das vantagens de explorar a utilizacdo das plantas medicinais no
sistema de salde sao: os custos financeiros sdo menores, tém menores potenciais

de gerar efeitos adversos, sdo de facil acesso, contribuem para o resgate do saber
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popular e podem ser fonte de emprego e de renda (DE FIGUEREDO; GURGEL,;
GURGEL JUNIOR, 2014).

Devido a importancia do uso das plantas medicinais, ha uma crenca popular de
que por serem naturais, as plantas ndo trazem maleficios. E necessario validar o
saber do uso dessas plantas, ampliar a oferta nos servicos de saude e minimizar seu
uso indevido e abusivo (ALCANTARA; JOAQUIM; SAMPAIO, 2015). A utilizacdo
dessas plantas deve ser criteriosa e 0 seu papel pode ser complementar ao uso do
medicamento sintético (DE FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

Os avancos na pesquisa cientifica de plantas medicinais permitem o
desenvolvimento de fitoterapicos seguros e eficazes. Contudo, ainda ndo ha estudos
suficientes que comprovem a eficacia e seguranca da maior parte das plantas
medicinais existentes (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).

A diretriz n°® 5 da PNPMF recomenda: “Fomentar pesquisa, desenvolvimento
tecnoldgico e inovacdo com base na biodiversidade brasileira, abrangendo espécies
vegetais nativas e exoticas adaptadas, priorizando as necessidades epidemiologicas
da populagdo”’ (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2016, p.25). Apesar dessa
recomendacao o pouco investimento em estudos de plantas medicinais brasileiras
configura um dos obstaculos para a consolidacdo de acbes e programas de
fitoterapia nos servicos de saude (ANTONIO; TESSER; MORETTI-PIRES, 2014).

As plantas medicinais podem ser utilizadas em diversas formas: fresca (in
natura), seca (droga vegetal) ou como fitoterapico manipulado. A fresca (in natura) é
coletada no momento do uso. A seca (droga vegetal) € a planta medicinal ou partes
dela que contenham classes de compostos que sdo responsaveis pela acado
terapéutica e que passou pelos processos de coleta, estabilizacdo e secagem,
podendo ser utilizada de forma integra, rasurada ou triturada. Os fitoterapicos
podem ser manipulados em farmécias publicas ou particulares, na qual a matéria-
prima vegetal € manipulada de acordo com as boas préaticas (BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE, 2012).

O uso das plantas medicinais € uma das alternativas para atender as
necessidades de saude coletiva e individual e € uma forma de enriquecer as praticas
de saude que visam a prevencdo de doencas, a manutengdo e a recuperacdo da
saude (ALCANTARA; JOAQUIM; SAMPAIO, 2015). Além disso a insercdo dessas
plantas na atencdo primaria a saude, por exemplo, € importante para a promocao
da saude e o cuidado autonomo (ANTONIO; TESSER; MORETTI-PIRES, 2014).
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2.2 DOMINIO CAATINGA

O Brasil apresenta a maior diversidade biolégica do mundo, com um numero de
espécies catalogadas superior a 350 mil, que sdo encontradas nos seus diferentes
biomas: Amazoénia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal e Pampa (SOUSA
et al., 2017). O territorio brasileiro possui uma flora estimada de 50.000 a 60.000
espécies (TRZECIAK et al., 2008).

O dominio fitogeogréfico da Caatinga apresenta uma area de aproximadamente
912.000 km2 e uma precipitacdo maxima de 1.000 mm de chuva anualmente. Esse
bioma é muito heterogéneo em relacao a vegetacao, clima, solo e relevo. Caatinga é
0 nome da vegetacao que predomina nesse bioma, o qual ocupa todos os estados
do Nordeste e também o norte de Minas Gerais (Figura 1) (FERNANDES;
QUEIROZ, 2018).

Figura 1 - Limites da Caatinga. Comparacdo dos limites proposto pelo IBGE (a) com o
proposto por Silva; Leal; Tabarelli (2018) com a exclusdo de Campo Maior por sua similaridade

b

Fonte: SILVA; LEAL; TABARELLI (2018).

O significado desse nome é “floresta branca”, pois a maioria das arvores e
arbustos séo deciduas e perdem as folhas durante a estacdo seca e 0s troncos e
galhos apresentam cor branco-acinzentada (FERNANDES; QUEIROZ, 2018;
TABARELLI et al.,, 2018). As plantas desse bioma possuem adaptacdes para
sobreviver durante as secas recorrentes e precipitagoes irregulares (FERNANDES;
QUEIROZ, 2018).
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A Caatinga é a Unica regido ecoldgica restrita do Brasil, ndo sendo encontrada
em nenhuma parte do mundo além desse pais. Apresenta extensas superficies
planas, composta por florestas secas e vegetacdo decidua, mas também existem
planaltos que estdo intercalados entre essas superficies, nos quais a vegetacdo é
bastante diferente, possuindo campos rupestres, cerrados e florestas Umidas. O
clima que predomina € o semiarido, a temperatura média é elevada (25° e 30°C) e
com baixa precipitacdo (400-1200mm anuais). Ja nos planaltos as temperaturas
médias podem ser mais baixas e a precipitacdo anual pode chegar a 1800 mm
(TABARELLI et al., 2018).

Esse bioma é denso em biodiversidade, por isso possui o titulo das florestas
secas mais ricas do mundo, apresentando atualmente 3150 espécies de plantas
vasculares, 276 formigas, 386 peixes, 98 anfibios, 191 répteis, 548 aves e 183
mamiferos (SILVA; LEAL; TABARELLI, 2018). E possui espécies endémicas, as
gquais néo sao encontradas em nenhuma outra regido do planeta (TABARELLI et al.,
2018).

No dominio Caatinga a flora € amplamente utilizada pelas comunidades locais na
medicina popular para o tratamento de diferentes enfermidades, as quais possuem
uma vasta farmacopeia natural. Dentre as espécies medicinais encontradas em
regides desse bioma, observa-se que algumas sdo mais utilizadas que as demais,
como Myracrodruom urundeuva Alleméao (Aroeira), Genipa americana L. (Jenipapo),
Solanum paniculatum L. (Jurubeba), Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan.
(Angico), Amburana cearenses (Allemao) A.C. Smith (Imburana de cheiro),
Hymenaea courbaril L. (Jatobd) e Ximenia americana L. (Ameixa) (CORDEIRO;
FELIX, 2014; JUNIOR et al., 2014; SARAIVA et al., 2015).

Estudos etnobotéanicos realizados em areas do bioma Caatinga reportam que
dentre as diversas partes das plantas medicinais utilizadas pela populagéao local o
uso da casca do caule é o que predomina, provavelmente devido a maior
disponibilidade dos metabdlitos nessa parte ou devido a auséncia de folhas na maior
parte do ano, por causa do clima seco com temperatura média elevada e baixa
precipitagdes (JUNIOR et al., 2014; ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010). Um trabalho
realizado no municipio Exu, no estado de Pernambuco, demonstrou que dentre as
espécies de plantas utilizadas como recurso terapéutico, a casca do caule também

foi a parte mais comumente utilizada, seguida da raiz e folhas e as partes utilizadas
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com menor incidéncia foram flores, sementes, frutos e resina (SARAIVA et al.,
2015).

As plantas encontradas na maior parte do semiarido, no dominio Caatinga, sao
utilizadas para diversas finalidades além do uso medicinal, como lenha, forragem,
alimento e madeira para constru¢des. E preciso haver um manejo sustentavel para
garantir a perpetuacao das espécies desse rico bioma, o ensino a comunidade local
sobre como preservar a flora nativa e estimular o desenvolvimento econdémico
através do uso adequado dos recursos naturais dessa regido (CORDEIRO; FELIX,
2014).

2.3 Myrtaceae Juss.

A familia Myrtaceae € da classe das Angiospermas, suas espécies Ssao
encontradas em diferentes formas de vida como arbusto, arvore, erva, trepadeira e
subarbusto (SOBRAL et al.,, 2015). Encontra-se localizada nos tropicos Umido,
principalmente na América do Sul, Australia e Asia Tropical (GOVAERTS et al.,
2008). Essa familia tem ocorréncia confirmada em todas as regides do Brasil e esta
presente em todos os dominios fitogeograficos como Amazonia, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (SOBRAL et al., 2015).

No mundo essa familia € constituida por 145 géneros e 5970 espécies (THE
PLANT LIST, 2013). Ja& no Brasil, dentro dessa familia existem 23 géneros, dos
guais 4 sdo endémicos, sdo encontradas 1031 espécies e dessas 793 sdao
endémicas e ha 1 variedade. Na regido Nordeste existem 357 espécies, ho dominio
Caatinga ha 99 espécies e no estado de Pernambuco 62 espécies (SOBRAL et al.,
2015).

A familia Myrtaceae apresenta muitas espécies que sao relatadas na medicina
popular sendo utilizadas para diversas propriedades terapéuticas tais como: edema,
dor de estébmago, dislipidemia, diabetes, hipertensdo, osteoporose, cicatrizacdo de
feridas, ma digestdo, Ulceras, diarreia e ma digestdo (SOUZA et al., 2014). Além
disso ha muitos estudos cientificos sobre as atividades bioldgicas das diferentes

espécies dessa familia (Tabela 1).
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Tabela 1 - Atividades farmacolégicas de espécies da familia Myrtaceae testadas
experimentalmente
Nome cientifico Nome Parte Avaliacdes cientificas
popular utilizada

Syzygium cumini  Jamboléo Casca Atividade antimicrobiana
(CARTAXO-FURTADO et
al., 2015).

Calyptranthes Murta Folhas Atividade antinociceptiva e

restingae anti-inflamatoéria (PASSOS
et al., 2016).

Myrcianthes Guabiju Polpa do fruto  Atividade anti-

pungens colinesterasica (SILVEIRA
et al., 2011).

Eugenia Cagaita Folhas Atividade  gastroprotetora

dysenterica (PRADO et al., 2014)

Psidium guajava  Goiaba Fruto Atividade antioxidante
(FLORES et al., 2015)

Myrtus Murta-comum Folhas Atividade antidiarreica

communis (SISAY; ENGIDAWORK;

SHIBESHI, 2017).

Fonte: I1zabelly Bianca da Silva Santos (2019).

2.1 Myrciaria O. Berg

O género Myrciaria pertence a familia Myrtaceae e é nativo do Brasil, no qual &
possivel encontrar 22 espécies, das quais 15 sdo endémicas, distribuidas dentre as
regides brasileiras. Também esta presente na maior parte dos dominios, com
excecdo do Pantanal. Na regido Nordeste ha 10 espécies com nomes aceitos, no
dominio Caatinga ha 5 espécies e em Pernambuco ha 2 espécies. As suas formas
de vida sdo como arbusto, arvore e subarbusto e o seu substrato € o terricola
(SOBRAL et al., 2015).

As espécies do género Myrciaria apresentam diversas atividades biologicas
descritas na literatura, tais como antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
diminuicdo de colesterol total e triglicerideos, antiproliferativa, antimutagénica e
antinociceptiva conforme representado na Tabela 2.

Tabela 2 - Atividades farmacolégicas de espécies do género Myrciaria testadas
experimentalmente
Nome cientifico Nome Parte Avaliacdes cientificas
popular utilizada
Myrciaria Jabuticaba  Folhas e caule Atividade antifungica (DINIZ

cauliflora assu et al., 2010).
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Casca do fruto  Atividade antioxidante
(SANTOS; VEGGI,;
MEIRELES, 2010).
Myrciaria Jabuticaba  Fruto Diminuicéo do colesterol total
jaboticaba sabara e triglicerideos em ratos

diabéticos e aumento da
capacidade antioxidante do
plasma (ALEZANDRO et al.,

2013).
Casca do fruto  Atividades antioxidante,
antiproliferativa e
antimutagénica (LEITE-
LEGATTI et al., 2012).
Myrciaria tenella  Cambui, Folhas Atividade anti-inflamatéria
camboim ou (APEL et al., 2010).
jaboticaba-
macia
Myrciaria Cambui- Talos, folhas e Atividade antibacteriana
cuspidata amarelo ou flores (WIEST et al., 2009).
camboim
Myrciaria Cabeludinha Folhas e Atividades antifungica e
glomerata galhos antibacteriana (SERAFIN et
al., 2007).
Folhas Atividade antinociceptiva
(FISCHER et al., 2008).
Myrciaria dubia Camu-camu Fruto Atividades antioxidante e
anti-inflamatéria (INOUE et
al., 2008).

Fonte: I1zabelly Bianca da Silva Santos (2019).

2.4 Myrciaria floribunda (H. West ex Willd) O. Berg

Myrciaria floribunda (H. West ex Willd) O. Berg é uma arvore nativa da América
Central e do Sul. No Brasil, ela encontra-se distribuida em todas as regidées e nos
biomas Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Na regido Nordeste ela esta
presente nos estados Alagoas, Bahia e Pernambuco. Essa arvore cresce bem nos
climas secos e umidos (MITRA, 2010; SOBRAL et al., 2015). Essa espécie é
popularmente conhecida como cambui (ANDRADE et al., 2016).

Em relacdo as suas caracteristicas morfologicas, o cambuizeiro € uma arvore
com altura entre 2 e 5 m (Figura 2). O tronco contém uma casca que se desprende

em placas rigidas. As folhas com peciolo de 1,0-6,4mm, com lamina de 1,6-6,2cm X
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0,7-2,1cm, eliptica, a base é cuneada ou arredondada, com apice longo acuminado.
As flores sésseis, reunidas em glomérulos, axilares. Os frutos sdo vermelho-escuro
a roxo quando maduros, globosos, apresentam 8 mm de diametro e contém 1
semente de 7 mm de didmetro, conforme apresenta a Figura 3 (LOURENCO;
BARBOSA, 2012; MITRA, 2010; MORAIS; LOMBARDI, 2006; TRINDADE;
ROSARIO; SANTOS, 2018).

Figura 2 — Arvore de Myrciaria floribunda

%wf
Fonte: Izabelly Bianca da Silva Santos (2019).

Figura 3 — Frutos e ramos de de Myrciaria floribunda. a. frutos maduros, b. ramos com frutos.

Fonte: 1zabelly Bianca da Silva Santos (2019).

O fruto cambui de M. floribunda apresenta baixo teor de lipideos (2,43 g-100 g-

!material seco) e de proteinas (4,78 g-100 g-'material seco). A andlise de aglcares
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livres revelou a presenca de glicose, frutose e sacarose. O fruto in natura apresentou
acido ascoérbico (46,88 mg-100 g-*). Dentre os carotenoides presentes nesse fruto a
B- criptoxantina foi a principal, 75% do total encontrado. O flavonoide rutina
(quercetina-3-O-ramnosideo) foi encontrado em altas concentra¢ées (78,56 mg-100
g-1). O &cido gélico e o &cido elagico estavam presentes apos as hidrolises &cida e
basica dos frutos. E o fruto liofilizado apresentou capacidade antioxidante por meio
de dois testes, o ensaio DPPH (IC50 de 85,68 g-g DPPH*-') e o método ABTS
(550,14 pmol Trolox-g-") (OLIVEIRA et al., 2018).

Os frutos de M. floribunda sédo usados como recurso alimentar, frequentemente
consumidos in natura. Eles apresentam um excelente sabor acido e sdo utilizados
no preparo de bebidas alcodlicas, para dar sabor, como nos licores. Também s&o
usados para preparar sucos (ANDRADE et al., 2016; MAGRO et al., 2013; MITRA,
2010).

Estudos fitoquimicos foram realizados para caracterizar os constituintes dos
Oleos essenciais e dos extratos de M. floribunda. Tietbohl et al., (2012) identificaram
compostos volateis das folhas, flores e peciolo dessa espécie: a maior fragdo nas
folhas e flores foi de monoterpenos, o constituinte majoritario foi o 1,8-cineol (38,4%
e 22,8% respectivamente). No Oleo do peciolo 0s sesquiterpenos estavam em maior
guantidade e as principais substancias identificadas foram o (2E,6E) -acetato de
farnesil (19,9%) e o (2E,62) - farnesil (13,1%).

Em um estudo foi demonstrada a presenca de compostos fendlicos, flavonoides
e tanino no extrato em acetato de etila obtido das folhas de M. floribunda
(TIETBOHL et al., 2017). Outro estudo investigou a composicdo quimica do extrato
metanolico das folhas dessa espécie e foram identificados os triterpendides nor-
lupano, acido platanico, &cido messagenico, aldeido betulinico, acido acetil ursdlico,
acido betulinico, um novo triterpendide lupano (2a,6a,30-acido tri-hidroxi-betulinico)

e os flavonoides catequina, quercitrina e mirecitrina (AZEVEDO et al., 2017).

Os 6leos essenciais das folhas de M. floribunda apresentam diversas atividades
farmacologicas, como antimicrobiana, antitumoral, inseticida e inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (APEL et al., 2006; TIETBOHL et al., 2012, 2014).

Segundo Tietbohl et al., (2017), o extrato em acetato de etila obtido das folhas

de M. floribunda apresenta atividade antiproliferativa frente a diferentes células de
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linhagem tumoral, sendo a linhagem MCF-7 (cancer de mama) a mais susceptivel. O
extrato mostrou efeito citostatico contra as linhagens U251 (glioma), UACC-62
(melanoma), NCI-H460 (pulméo), PC-3 (préstata), OVCAR-03 (ovario) e HT29
(c6lon). Esse extrato também demonstrou capacidade antioxidante por meio do
ensaio DPPH (IC50 de 45,89 pg/mL).

O extrato metandlico da folha de M. floribunda e o composto isolado 2a,6a,30-
acido tri-hidroxi-betulinico apresentaram atividade antioxidante por meio do teste
DPPH (IC50 6,8 e 12,9 ug/mL respectivamente) e atividade antibacteriana frente a

Escherichia coli e Staphylococcus aureus (AZEVEDO et al., 2016).

2.4METABOLISMO VEGETAL: PRIMARIO E SECUNDARIO

O metabolismo nos vegetais se divide em priméario e secundéario. O primario é
indispenséavel para a planta, pois ela depende dos seus produtos para o crescimento
e desenvolvimento. Além disso é considerado universal, pois esta presente em todas
as plantas, é conservado e regular (HARTMANN, 2007). As rotas metabdlicas do
primario sao responsaveis pela sintese de carboidratos, proteinas, lipideos e acidos
nucleicos (AMORIM et al., 2016). Esses produtos desempenham fun¢bes que sao
essenciais para o vegetal como a fotossintese, a respiracdo e o transporte de
solutos (PERES, 2004).

O metabolismo secundario é fundamental para a sobrevivéncia das plantas no
meio ambiente, mas é dispensavel para o seu crescimento e desenvolvimento. E um
metabolismo diverso e adaptavel, dependendo das condi¢cdes da planta e do
ambiente no qual esta inserida (HARTMANN, 2007). Os metabdlitos secundarios ,
diferente dos primarios, ndo estdo envolvidos na geracdo de energia. Os produtos
secundarios ndo sao expressos da mesma forma em todos os vegetais, eles diferem
nas familias, géneros e espécies. Isso € resultado da elevada plasticidade genética
e diversidade de cada planta (AMORIM et al., 2016).

As funcbes desempenhadas pelos metabdlitos secundarios sao diversas:
atracdo de polinizadores, defesa frente a herbivoros, protecdo contra a radiacao
ultravioleta (UV), protecdo frente a poluicdo, estresse hidrico, sinalizacao

intraespecifica, alelopatia e outras (AMORIM et al., 2016). Os produtos secundarios
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sao sintetizados através de quatro vias de biossintese: via do acetato malonato, do
acido mevalénico (MEV), do metileritritol fosfato (MEP) e do é&cido chiquimico,
conforme apresenta a figura 4 (DEWICK, 2009; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Figura 4 — Esquema geral das vias de biossintese do metabolismo vegetal secundario

(retangulos rosas) e suas conexdes com o metabolismo primario (retdngulos vermelhos), os
metabolitos primarios (verde) e metabdlitos secundarios (azul).
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Fonte: Dewick (2009); Moreira (2015); Taiz; Zeiger (2013).

Os metabdlitos secundarios que sdo formados a partir das quatro vias de
biossintese séo divididos em trés grupos principais de acordo com suas estruturas
guimicas: o0s terpenos, os compostos fendlicos e os compostos nitrogenados
(VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Os terpenos constituem o maior grupo de produtos naturais e apresentam
grande diversidade estrutural. Sdo derivados tedricos do isopreno, mas 0S seus
precursores sdo o isopentenil difosfato (IPP) e o dimetilalil difosfato (DMAPP). A
partir da combinacdo entre essas moléculas os terpenos sao classificados em:
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30),
tetraterpenos (C40) e politerpenos (mais de 40 carbonos) (AMORIM et al., 2016).

Os monoterpenos e sesquiterpenos sdo substancias volateis, denominadas
Oleos essenciais e estdo envolvidos na defesa contra pragas e doengas, na atragéo
de polinizadores ou repelindo insetos. As saponinas sdo uma classe de triterpenos,
com propriedade surfactante, e que desempenham o papel de defesa contra insetos

e microrganismos. Dentre os tetraterpenos, os carotenoides, que sdo pigmentos
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lipossoluveis, apresentam acdo fotoprotetora, antioxidante e também atraem o0s
polinizadores (AMORIM et al., 2016; VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Os compostos nitrogenados sao organicos ciclicos, que possuem no minimo
um atomo de nitrogénio em seu anel. Os alcaloides na maioria das vezes s&o
alcalinos, devido a presenca de um atomo de nitrogénio em sua estrutura, que
possui um par de elétrons ndo compartilhado. Essa classe é famosa por causa da
acentuada acdo no sistema nervoso humano, como a morfina, um analgésico
opioide, que alivia a dor (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Os compostos fendlicos apresentam pelo menos um anel aromatico e tem no
minimo um grupamento hidroxila substituindo um hidrogénio. Esse grupo é
importante tanto para o vegetal, quanto para o homem. Pois o sabor, odor e
coloracdo de varios vegetais se deve a presenca dos componentes desse grupo.
Também atraem os polinizadores, protegem as plantas contra injdria, insetos e
ataques de animais (VIZZOTTO; KROLOW,; WEBER, 2010).

A acdo antioxidante desses compostos tem um possivel efeito na prevencéao de
doencas cardiovasculares, cancerigenas e neurolégicas. O potencial anti-
inflamatorio e a capacidade de sequestrar os radicais livres podem estar envolvidos

nessas acdes benéficas para a saude do homem (SILVA et al., 2010).

Os compostos fendlicos séo classificados em fendlicos simples ou &cidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos, lignanas e taninos. Os flavonoides séo
classificados nos grupos: flavonas, flavanonas, flavonols, flavanonols, isoflavonas,
flavanols ou catequinas e antocianinas (PEREIRA; CARDOSO, 2012; VIZZOTTO;
KROLOW; WEBER, 2010).

As antocianinas sdo uma classe de pigmentos naturais que apresentam
diversas cores, como o azul, roxo e vermelho. Esses compostos estéo presentes em
graos, frutos, caule, raiz, flores e galhos (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005;
MENEZES et al., 2015). Esses pigmentos sdo importantes para os alimentos, pois
eles contribuem com a cor, a aparéncia e a qualidade deles (LEE; DURST,;
WROLSTAD, 2005). Diversos frutos possuem esse pigmento em sua constituicdo
guimica, como a uva, a jaboticaba, o acai, a uva-do-monte, o sabugueiro e a
framboesa (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005; PEIXOTO et al.,, 2016; SANTOS;
VEGGI; MEIRELES, 2010; XIA et al., 2013).
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As antocianinas apresentam em sua estrutura um residuo de acglcar no
carbono 3 ou 5. Quando ocorre a hidrolise desse composto obtém-se a aglicona e o
glicidio (DEWICK, 2009; LEE; DURST; WROLSTAD, 2005). Dentre as agliconas, a
cianidina é a mais comum em seguida vem a delfinidina, peonidina, pelargonidina,

petunidina e malvidina, conforme apresenta a figura 5 (OOMAH; MAZZA, 1999).

Figura 5 — Estrutura quimica da molécula antocianina e a combina¢éo dos radicais para cada
molécula de antocianina diferente.
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Fonte: XIA et al., (2013).

Essas moléculas promovem beneficios para a saude do homem, pois estdo
atreladas a diversas atividades biologicas, como anti-inflamatéria, antimutagénica,
antioxidante, efeito protetor frente a danos géstricos, hepéticos e degradacdo do
colageno, antidiabetes, reducédo do risco de doenca cardiovascular e aumento do
desempenho cognitivo (REYNERTSON et al., 2008; SANTOS; MEIRELES, 2009).

2.5 RADICAIS LIVRES E ANTIOXIDANTES

Radicais livres sdo moléculas ou atomos que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados no seu Uultimo orbital, conferindo-lhes elevada reatividade e
instabilidade (VASCONCELOS et al.,, 2014). Existem as espécies reativas de
oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN), as quais se dividem em
radicais livres e espécies nao radicais, que ndo possuem elétrons desemparelhados
na ultima camada (CAVALCANTE; BRUIN, 2009). Dentre as espécies reativas de
oxigénio, que sdo radicais livres, existem superoxido (O2), hidroxila (OH),
hidroperoxila (HO2), peroxila (RO2’), alcoxila (RO’ e oxigénio singlete. Como

exemplo de espécies ndo-radicais tem-se o peréxido de hidrogénio (H202). O 6xido
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nitrico (NO"), diéxido de nitrogénio (NO2) e nitrato (NO3z) sdo exemplos de radicais
livres pertencentes as ERN (SANCHEZ-VALLE; MENDEZ-SANCHEZ, 2013).

As ERO e ERN apresentam efeitos benéficos em concentracfes baixas ou
moderadas. Essas espécies estdo envolvidas em diferentes processos fisiologicos,
como defesa contra agentes infecciosos, regulacdo do tdnus vascular, resposta
imune, adesdo celular, crescimento celular, diferenciagdo celular e apoptose
(VALKO et al., 2007).

Nos organismos aerdbios saudaveis, as espécies reativas produzidas (ERO e
ERN) séo balanceadas por meio do sistema antioxidante. O saldo ndo é perfeito,
pois os antioxidantes controlam os niveis dessas espécies, mas néo eliminam todas
gue foram formadas (HALLIWELL, 2007). O equilibrio formado entre eles permite
menor toxicidade e menos dano celular (CORONADO H et al., 2015).

O efeito danoso dos radicais livres nos sistemas bioldgicos pode ser resultado
de condicdes de desequilibrio, em que ha o excesso de radicais livres sendo
formados e deficiéncia de antioxidantes (SANCHEZ-VALLE; MENDEZ-SANCHEZ,
2013). Segundo Sies, (1986) o estresse oxidativo ocorre quando ha um disturbio no
equilibrio pré-oxidante e antioxidante em favor do primeiro, levando a potenciais
danos. Esse processo pode mediar danos as estruturas celulares, como membrana
celular, lipideos, proteinas e DNA (VALKO et al., 2007).

As espécies reativas, ERO e ERN, estdo ligadas a patogénese e a progressao
de diversas doencas como o cancer, doenca cardiovascular, aterosclerose,
hipertenséo, diabetes mellitus, doencas neurodegenerativas (doenca de Alzheimer e
de Parkinson), artrite reumatoide e o processo de envelhecimento (SOARES et al.,
2015; VALKO et al., 2007).

Segundo Halliwell (2007) os antioxidantes sao definidos como “qualquer
substancia, que quando presente em baixas concentragcdes em comparacdo ao
substrato oxidavel, atrasa ou evita significativamente oxidagdo desse substrato”. O
sistema antioxidante € dividido em dois tipos, o enzimatico e 0 ndo enzimatico
(endégeno e exdgeno) (CORONADO et al., 2015). Esse sistema inclui moléculas,
enzimas e sequestradores quimicos que sao capazes de prevenir ou sequestrar
ERO e ERN, neutralizando-as e prevenindo o dano oxidativo (SANCHEZ-VALLE;
MENDEZ-SANCHEZ, 2013; SOARES et al., 2015).
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As enzimas antioxidantes sé&o a primeira linha de defesa contra o dano oxidativo.
A superoéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPXx)
atuam sobre as EROs. As moléculas ndo enzimaticas correspondem a segunda
linha de defesa, que atua sobre os radicais livres. Dentre esse tipo de antioxidantes
os enddgenos dividem-se em preventivos, como a transferrina, lactoferrina, ferritina
e ceruloplasmina, e em sequestradores de ERO como o acido urico e a bilirrubina.
Os antioxidantes exo0genos ou nutricionais sdo obtidos através da dieta,
correspondendo a moléculas antioxidantes e microelementos necessarios para a
sintese de enzimas antioxidantes (SANCHEZ-VALLE; MENDEZ-SANCHEZ, 2013).

Diferentes vegetais conté m nutrientes e compostos bioativos com acédo
antioxidante, como as vitaminas A (betacaroteno), vitamina C (acido ascoérbico),
vitamina E (a-tocoferol), os flavonoides, o licopeno, os polifendis (KIRKHAM;
RAHMAN, 2006; VASCONCELOS et al., 2014).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) também desempenham um papel
central na progressao de diversas doengas inflamatodrias. As células de defesa como
os neutrofilos polimorfonucleares produzem EROs e essas moléculas também atuam
na sinalizagdo e como mediadoras da inflamacédo. A exposi¢céo da célula a EROs e o
desequilibrio do status redox pode levar ao desencadeamento da transcricdo de
genes inflamatérios. Os genes transcritos podem gerar citocinas pro-inflamatorias
como produto final e essas citocinas podem desencadear a formacao de mais EROs
promovendo um ciclo entre o estresse oxidativo e a geracdo de citocinas pro-
inflamatérias (MITTAL et al., 2014; SOARES et al., 2015).

2.6 INFLAMACAO

A inflamacdo é uma resposta de defesa do corpo contra diversos estimulos
como a injuria, isquemia tecidual, agentes infecciosos ou resposta autoimune. O
local do tecido no qual esta acontecendo esse processo inflamatério apresenta
caracteristicas classicas como tumor, vermelhiddo, calor e dor (LUCAS;
ROTHWELL; GIBSON, 2006). Essas caracteristicas sao resultados de uma série de

eventos que ocorrem localmente como mudancas vasculares, que leva a
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vasodilatacdo, a formagdo de edema e a infiltracdo de células inflamatérias. J& a dor
€ uma resposta sensorial (VERGNOLLE, 2008).

A resposta inflamatéria pode ser dividida em duas fases: aguda e crénica. A
aguda € caracterizada pelo aumento da permeabilidade a nivel capilar,
vasodilatacéo e infiltracdo de leucdcitos. A crbnica € uma fase proliferativa, na qual

ocorre a degeneracdo tecidual e fiborose (ROTELLI et al., 2003).

Normalmente, apdés exercer o seu papel contra os estimulos que I|he
desencadearam, a reacdo inflamatdria é controlada por meio da fase de resolugéo.
Nessa fase os mediadores pré-inflamatérios estdo reduzidos e se inicia a reparacao
do tecido e o retorno das funcdes fisiologicas do tecido que foi afetado
(VERGNOLLE, 2008). Nessas condi¢cfes a resposta inflamatoria é benéfica, pois foi
ativada de maneira regular e por um tempo definido (LUCAS; ROTHWELL; GIBSON,
2006).

A inflamacgéo excessiva ou inapropriada é uma das causas de diversas doencas
como artrite reumatoide e psoriase. Esse tipo de inflamacdo também contribui
fundamentalmente para outras doencas cronicas como o cancer, o diabetes e as
doencas cardiovasculares (LUCAS; ROTHWELL; GIBSON, 2006).

A resposta inflamatdria € modulada por meio dos mediadores inflamatérios e
células inflamatorias. Dentre os mediadores, existem as citocinas. Essas podem ser
classificadas como pré-inflamatérias e como anti-inflamatorias, dependendo da via
em que elas atuarem. As citocinas pro-inflamatérias, como as IL- 1, IL- 6 e TNFaq,
estdo envolvidas no inicio e na amplificacdo do processo inflamatério. Ja as anti-
inflamatérias modulam de forma negativa esse processo, como IL-10 e TGFpB
(CALIXTO et al., 2004). As células residentes do tecido ou as células migratérias
tais como os mastoécitos, os macréfagos e os neutrofilos produzem as citocinas.
Apoés serem sintetizadas, as citocinas podem agir no local que foram geradas ou
sistematicamente (CALIXTO et al., 2004).

O processo inflamatério também desencadeia a inducdo da expressédo e
atividade de enzimas envolvidas com a sintese de outros mediadores inflamatérios,
como os eicosanoides e o0 6xido nitrico (NO"), a enzima ciclooxigenase (COX) e a
NO sintetase, respectivamente (SCHMITZ; BACHER, 2005). O &cido araquiddnico

ocupa um lugar importante durante o processo inflamatorio, pois € um composto
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necessario para a sintese dos eicosanoides: prostaglandinas (PG) e leucotrienos
(LT), os quais sdo mediadores pro-inflamatorios (FLOWER; PERRETTI, 2005;
WAGNER, 1989).

O substrato comum das vias das ciclooxigenases e lipoxigenases € o acido
araquiddnico. A via das ciclooxigenases tem como produto as prostaglandinas, tal
como a PGE2, PGD:2 e PGF2q, a prostaciclina PGIz e os tromboxanos. E a via das
lipoxigenases produz os leucotrienos, como exemplo 0s LTB4, LTC4, LTD4, LTE4 €
lipoxinas (CARVALHO; CARVALHO; RIOS-SANTOS, 2004; WAGNER, 1989).

Existem duas isoformas majoritarias da enzima ciclooxigenase, a COX-1 e a
COX-2. A COX-1 é expressa de forma constitutiva em muitos tecidos e as PGs
produzidas por essa via sdo importantes para o estabelecimento da homeostasia,
das funcgdes fisiologicas normais. Ja a COX-2 é a forma induzida, pois a sua sintese
ocorre em resposta a presenca de mediadores pro-inflamatérios. E as PGs
produzidas via COX-2 sao responsaveis pelo aparecimento de efeitos inflamatoérios
(LUCAS; ROTHWELL; GIBSON, 2006).

Ha diversos medicamentos que sdo usados como anti-inflamatérios. Os anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINEsS) sdo amplamente utilizados no mundo. Eles
agem sobre a via do acido araquidénico, primeiro acetilando a ciclooxigenase, que
fica blogueada de forma irreversivel, impossibilitando a conversdo do &cido
araquidénico em eicosanoides (SCHMITZ; BACHER, 2005). Os AINES séo
classificados como inibidores ndo especificos da COX, tais como os derivados do
acido salicilico, aspirina, indometacina e dipirona. Como inibidores especificos da
COX-2 pode-se citar o nimesulide e o celecoxibe (CARVALHO; CARVALHO; RIOS-
SANTOS, 2004).

Os dois tipos de AINEs levam ao aparecimento de efeitos colaterais. Os
inibidores ndo especificos da COX predispdem ao aparecimento de disturbios
gastrointestinais, como dispepsia, dor abdominal, sangramento, Ulcera e perfuracao
gastroduodenal. Esses efeitos resultam da n&o-especificidade de agédo desses
AINEs, que agem sobre a COX-1 e a COX-2. As prostaglandinas sintetizadas pela
COX-1 diminuem a acidez, o volume e o contetdo de pepsina da secrecao gastrica,
aumentam a secrecdo de muco no estbmago e intestino delgado, sao

vasodilatadoras e estdo envolvidas na regulacdo do fluxo sanguineo local. Os



38

distarbios gastrointestinais mencionados aparecem devido & ac¢do inibidora dos
AINEs nédo seletivos sobre a COX-1, que resulta na diminuicdo da sintese de
prostaglandinas (BJORKMAN, 1996; CARVALHO; CARVALHO; RIOS-SANTOS,
2004; WALLACE, 1997).

Os inibidores especificos da COX-2 podem comprometer o funcionamento renal
normal, contribuindo para o aparecimento de alguns efeitos colaterais, como edema
periférico, hipertensdo, inibicdo da excre¢cdo de agua e sodio e hipercalemia
(CARVALHO; CARVALHO; RIOS-SANTOS, 2004).

Os glicocorticoides séo anti-inflamatérios que sdo considerados mais potentes
gque os AINEs (VANE; BOTTING, 1995). Eles sao utilizados, frequentemente,
durante o tratamento de inflamagdes cronicas. Eles possuem a habilidade de induzir
ou reprimir a expressdao de genes por meio da ligacdo a receptores de
glicocorticoides (SCHMITZ; BACHER, 2005).

Além do tratamento com medicamentos convencionais, a inflamacéo pode ser
tratada com fitoterapicos, que sdo a base de plantas medicinais. As preparacdes
fitoterapicas apresentam uma natureza complexa e a mistura de metabdlitos
secundarios propicia a inibicao de varias vias da inflamacao simultaneamente. Além
disso combina 0 maximo de eficAcia e menos efeitos colaterais (SCHMITZ;
BACHER, 2005).

2.7 DOR E NOCICEPCAO

Dentre os sinais cardinais da inflamacdo encontra-se a dor (PINHO-RIBEIRO;
VERRI; CHIU, 2017). Segundo IASP (1994, p.209) a dor € definida como “Uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real ou

potencial, ou descrita em termos de tais danos.”

O processamento da dor pode se dividir em dois mecanismos: a dor fisiol6gica e
a dor patoldgica. A fisiolégica atua normalmente como um alarme, que € ativado
para impedir danos. Esse tipo de dor € necessario para manter o bem-estar e para
garantir a sobrevivéncia do organismo (DELEO; WINKELSTEIN, 2003; SCHOLZ;
WOOLF, 2002). A dor patolégica € prolongada ou ampliada inapropriadamente,

pode ocorrer na auséncia de estimulos externos necessarios para o0 seu
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desencadeamento e na maioria das vezes ndo responde aos farmacos empregados
(DIB-HAJJ et al., 2010).

Ha trés categorias em que a sensacdo da dor pode ser dividida, como dor
nociceptiva, dor inflamatoria e dor neuropatica (SCHOLZ; WOOLF, 2002). A
nocicepcao € um mecanismo sensorial e fisiolégico no qual os nociceptores, que sao
receptores sensoriais especializados, detectam os estimulos nocivos, que podem
desencadear um dano tecidual (TRACEY JR, 2017; VARDEH; NARANJO, 2017,
WOLLER et al., 2017).

Os nociceptores detectam diversos estimulos nocivos, tais como o mecanico, o
térmico e o quimico (BASBAUM et al., 2009). Esses receptores tém trés tipos de
fiboras que sé@o definidas com base na mielinizagdo (ou auséncia de mielina),
didametro e velocidade de conducao. Sao as fibras C, Ad e AR (SNEDDON, 2017).

As fibras C sédo desmielinizadas, tém diametro pequeno e a velocidade de
conducéo é lenta (0,5-2 m/s), a maioria dessas fibras sédo receptores polimodais, ou
seja, sdo ativados por estimulos mecéanicos, quimicos e térmicos. As fibras Ad sao
levemente mielinizadas, possuem diametro médio e possuem a velocidade de
conducédo entre 5 e 35 m/s, a maior parte dessas fibras também sao polimodais. Ja
as fibras AR sado mielinizadas, tém didametro largo e a velocidade de conducao é alta
(35-75 m/s). A maioria das fibras AR detectam estimulos inécuos sobre a pele,
articulacbes e musculos e nao contribuem com a dor (JULIUS; BASBAUM, 2001;
VARDEH; NARANJO, 2017).

O processamento do estimulo nocivo pode ser dividido em trés estagios:
transducdo, transmissdo e percepcdo. No estagio de transducdo os estimulos
nocivos que afetam os tecidos sao detectados por meio das fibras aferentes dos
neurbnios de primeira ordem. Neste estagio o estimulo é convertido em uma
atividade eletrofisiolégica. Os canais i6nicos sdo ativados, causando despolarizacao
dos terminais periféricos. Os potenciais de a¢do sao propagados por meio das fibras
C e Ad, que tem como resultado a liberacdo de neurotransmissores no corno dorsal
da medula espinhal (BASBAUM et al., 2009; BRIDGESTOCK; RAE, 2013; TRACEY
JR, 2017; WOLLER et al., 2017).

No segundo estagio, ocorre sinapses entre 0s neurdnios de primeira ordem e 0s

de segunda ordem do corno dorsal, que transmitem a informacéo codificada para o
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tronco cerebral, por meio do trato espino-reticulo-talamico e para o talamo, através
do trato espino-talamico. O terceiro estagio ocorre através de conexdes entre o
talamo e o cortex cerebral, que resulta na percepcao da dor (BASBAUM et al., 2009;
BRIDGESTOCK; RAE, 2013).

A dor inflamatéria é localizada, pode ocorrer no sistema nervoso periférico ou
central. O tecido pode ser danificado por diversos estimulos como trauma, infeccbes
por virus, bactérias e fungos, isquemia, crescimento tumoral e processos
autoimunes. As células inflamatérias e as que foram danificadas liberam citocinas,
fatores de crescimento, cininas, purinas, aminas, prostanoides e prétons (H*), que
juntos compde a “sopa inflamatéria® (JI; CHAMESSIAN; ZHANG, 2016; PINHO-
RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017; SCHOLZ; WOOLF, 2002).

O sistema imune desempenha um papel fundamental na via da dor, por meio da
liberacdo dos mediadores moleculares que sensibilizam os nociceptores, que tém
receptores para detectar as citocinas, os lipidios, as proteases e os fatores de
crescimento que foram liberados durante a inflamacao. A informacédo € transmitida
como potencial de acgdo, através da medula espinhal até o cérebro, onde é
processada como dor, conforme apresenta a Figura 6 (PINHO-RIBEIRO; VERRI;
CHIU, 2017).

Figura 6 — Mecanismo da dor inflamatdéria
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Dentre os mediadores lipidicos, a PGE: é considerada uma potente
intensificadora da dor inflamatoria. As citocinas inflamatérias IL-1B, IL-6, TNFa
atuam de forma direta sobre os neurdnios nociceptores. As células imunes também
liberam o NGF (Fator de Crescimento do Nervo) durante o processo inflamatério, e
esse fator ativa 0 seu receptor no nociceptor, 0 que contribui com o0 aumento da
sensibilidade a dor. H4 também a liberacdo de neurotransmissores por células
imunes, como 0s mastécitos que contém histamina e serotonina, que também sao
responsaveis pela modulacdo da sinalizacdo da dor (PINHO-RIBEIRO; VERRI;
CHIU, 2017).

A inflamagéo e a dor interagem de forma bidirecional, pois a atividade dos
neurdnios nociceptivos séo influenciados pelos mediadores das células imunes, mas
também esses neurdnios modulam a resposta inflamatoria (JI; CHAMESSIAN;
ZHANG, 2016). Os nociceptores participam de forma ativa sobre as células
inflamatorias, por meio da liberacdo de neurotransmissores e neuropeptidios que
agem modulando a funcdo das células do sistema imune, durante condi¢cfes
inflamatérias (PINHO-RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017).

A dor neuropdtica surge apoOs ocorrer um dano ou disfuncdo do sistema
nervoso periférico ou central, que pode ser causado por trauma, infeccéo, isquemia,
neoplasia e inducdo por droga. Por exemplo apés uma lesdo da medula espinhal ou
um acidente vascular cerebral. Ela € uma combinacdo de dor e déficits neurolégicos
(BRIDGESTOCK; RAE, 2013; SCHOLZ; WOOLF, 2002).

De acordo com o tempo de duracéo, a dor pode ser classificada como aguda
ou crbnica (SCHOLZ; WOOLF, 2002). A aguda cumpre seu papel benéfico de
alertar. Ja a crbnica tem como caracteristica ser debilitante (BASBAUM et al., 2009).
Essa dor é definida como persistente ou recorrente por mais de trés meses. Além de
ser desagradavel, a dor cronica ndo possui uma funcao benéfica clara (BLISS et al.,
2016; MATSUDA; HUH; JI, 2018).

Ha diversas classes de medicamentos empregadas no manejo da dor. Como a
transmissdo da dor envolve diferentes mecanismos periféricos e centrais, para
otimizar o seu controle e limitar os efeitos colaterais do tratamento, o melhor &

empregar uma analgesia multimodal. Dentre os medicamentos utilizados estdo os
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AINES, opioides, antidepressivos, anticonvulsivantes, antagonistas NMDA (N-
methyl-D-aspartato), antiarritmicos e canabinoides (BRIDGESTOCK; RAE, 2013).

Dentre os analgésicos os AINEs sdo os mais empregados, por causa da
combinacdo de seus efeitos analgésico, anti-inflamatorio e antipirético. A sua
eficacia analgésica é devido a inibicdo das enzimas ciclo-oxigenases, inibindo a
producdo das prostaglandinas a nivel periférico e central. A administracdo dos
AINEs pode ser de forma isolada ou combinada com os opioides, para obter um

efeito sinérgico (PHILLIPS; CURRIER, 2004).

Os opioides também sdo uma das classes de analgésicos mais utilizadas na
modulacdo da dor (SNEDDON, 2017). Os opioides atuam perifericamente ou
centralmente. Eles estimulam os receptores opioides e sdo extremamente efetivos
para tratar a dor aguda. Podem ser de origem natural ou sintética (PHILLIPS;
CURRIER, 2004).

A morfina € um opioide, considerada como padrdo-ouro da analgesia, por
causa da sua potente acdo sobre a dor. Ela mimetiza a acdo dos opioides
endogenos e inibe a liberacdo de neurotransmissores (DELEO, 2006). Contudo, com
a administracdo pode surgir alguns efeitos colaterais como a depressao respiratoria
e a tolerancia (SNEDDON, 2017).

Os opioides e os AINEs sao as drogas mais empregadas atualmente como
analgésicos, porém causam graves efeitos colaterais. A maioria desses farmacos
antinociceptivos derivaram de plantas ou foram sintetizados com base nos produtos
naturais. No Brasil muitas plantas medicinais sdo utilizadas para tratar diversas
condicbes de dor e existem bastantes estudos que descrevem o potencial uso
analgésico dessas plantas. A pesquisa de novos agentes antinociceptivos que sejam
eficazes, com menos efeitos colaterais, seguros e potentes é necessaria (CALIXTO
et al., 2002; DUTRA et al., 2016; ZEB et al., 2016).
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3 METODO

3.1MATERIAL VEGETAL

Frutos de M. floribunda foram coletados na Serra dos Paus Doias (Exu,
Pernambuco, Brasil) em 2015. O material vegetal foi identificado e o voucher
(numero: 92722) foi depositado no Herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA).

3.2EXTRATOS VEGETAIS

Os frutos foram lavados com 4gua corrente e separados manualmente em polpa,
semente e casca. Amostras da casca do fruto foram secas a 40 °C e reduzidas a po.
O material vegetal (50 g) foi extraido com 100 mL éter etilico por 1h a temperatura
ambiente (30 °C). A solucéo foi filtrada, e o residuo passou por mais duas extracdes
seguindo 0 mesmo procedimento com 50 mL. Apds este processo, o residuo foi
extraido com outros solventes (cloroférmio, acetona e metanol), e todas as etapas
de extracdo foram repetidas. Em cada etapa as solugcbes foram secas em
rotaevaporador a 40 °C, gerando os extratos MfEeE, MfCE, MfAE e MfME. A
extracdo aquosa também foi realizada com 10 g do p6 com 100 mL de agua
destilada (1:10, p/v), entdo a solucdo foi filtrada e liofilizada, gerando o extrato
MfAQE.

3.3 ANALISE FITOQUIMICA

A presenca de flavonoides, fenilpropandides, triterpenos, esteroides, saponinas,
monoterpenos, sesquiterpenos, cumarinas, quinonas, alcaloides, proantocianidinas e
taninos solUveis em agua nos extratos foi investigada por cromatografia em camada
delgada com placa de gel de silica F254. (ALUGRAMR 818131, Macherey-Nagel,
Alemanha) e para cada sistema de eluicdo, foram utilizados agentes e padrbes de
visualizagdo especificos para identificar os metabolitos (BRASSUER; ANGENOT,
1986; JUNIOR et al., 2014; RICHARDSON; HARBORNE, 2006; ROBERTS;
CARTWRIGHT; OLDSCHOOL, 1957; WAGNER; BLADT, 1996).
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3.4CONTEUDO DE FENOIS TOTAIS, FLAVONOIDES TOTAIS E
ANTOCIANINAS MONOMERICAS

O teor de fendis totais foi estimado pelo método de Folin-Ciocalteau, com
algumas modificagbes (SINGLETON; ROSSI, 1965). Amostras de 20 pL dos extratos
(1 mg/mL) foram misturadas com 100 yL do reagente de Folin-Ciocalteu. Apés 3
minutos a temperatura ambiente, 80 uL de solucéo de bicarbonato de sédio (0,7 M)
foram adicionados. A reacdo foi mantida no escuro durante 2 horas a temperatura
ambiente. A absorbancia foi medida a 735 nm usando um leitor de microplacas
(BioTek UQuant MQX200). Metanol ou agua destilada foram usados como controles
negativos. O acido galico foi utilizado como padrao, e os resultados foram calculados
com base na curva de calibracdo do acido galico (10-100 mg/L) e expressos em mg
equivalente de &cido galico por grama de extrato (EAG / g extrato).

O teor de flavonoides foi determinado de acordo com o método colorimétrico do
cloreto de aluminio (WOISKY; SALATINO, 1998). Os extratos foram testados na
concentracdo de 1 mg/mL e a quercetina foi utilizada para obter a curva de
calibragdo padréo (10-100 mg/L). A amostra (100 uL) foi misturada com 100 pL do
reagente [2% cloreto de aluminio (AICI3) em metanol] ap6s 1 h em ambiente escuro,
a absorbancia foi lida contra um branco de metanol ou agua destilada mais o
reagente a 420 nm. Os resultados obtidos foram expressos em mg equivalente de
guercetina por grama de extrato (mg EQ/ g extrato). O experimento foi realizado em
triplicata.

O conteudo de antocianinas monomeéricas foi determinado pelo método do pH
diferencial (HOSSEINIAN; LI; BETA, 2008). Foram utilizados dois tampdes, cloreto
de potassio (KCI, 0,025 M) a pH 1 e pH 4,5 a acetato de sédio a 0,4 M (CH3CO2Na).
A amostra (200 yL a 10 mg / mL) e 1,8 mL de cada tampé&o, foram misturadas e
apos 10 min foi lida a absorbancia a 520 nm e a 700 nm contra o branco, agua
destilada. A concentracdo de antocianina foi calculada de acordo com a equacéao (1)

e 0s resultados expressos como equivalentes de cianidina-3-glicosideo (Cy-3-gic E).

(A+PM+FD+ 10%)

Conteudo de antocianina (equivalente cy-3-glc, mg/g) = e

(1)
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A = (Absorbancia 520 nm- Absorbancia 700 nm) pH 1 - (Absorbancia 520 nm-
Absorbancia 700 nm) pH 4,5; PM (peso molecular) = 449,2 g/mol de cy-3-glc; FD =
fator de diluicdo (0,2 mL da amostra foi diluido para 2mL, FD = 10); 1 = comprimento
em cm; € = 26900, coeficiente de extincdo molar, em L x mol-1 x cm-1, para cy-3-glc;

e 103 = fator para conversao de g para mg.

3.5ENSAIOS ANTIOXIDANTES

3.5.1Ensaio de DPPH (sequestro de radicais livres)

Para avaliacdo da capacidade de sequestrar o radical DPPH (2,2-Difenil-1-
picril-hidrazil), uma aliquota de 40 pyL de cada extrato em diferentes concentracdes
(8,0625 a 1000 ug / mL) foi misturada com 250 pL da solugao DPPH de 1 mM (em
metanol) durante 25 min a temperatura ambiente e protegida da luz (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). O acido galico foi o padrdao usado como
controle positivo e o metanol foi o controle negativo. O branco da reacéo (40 uL do
extrato e 250 pL do solvente usado para diluir as amostras) foi usado para descartar
a possivel interferéncia da cor do extrato. A absorbancia de cada solucao foi medida

a 517 nm usando um leitor de microplacas (BioTek UQuant MQX200).

3.5.2Ensaio ABTS

O radical ABTS [acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] foi
obtido misturando 5 mL da solucdo mae (7 mM) com 88 pL da solucéo de persulfato
de potéassio 140 mM. Esta mistura permaneceu no escuro e a temperatura ambiente
durante 16 h antes da utilizacdo. A solugcdo do radical ABTS foi diluida com etanol
até se obter uma absorbancia de 0,7 nm (x 0,02) a 734 nm. Amostras dos extratos
(10 yL ,1 mg/mL) foram misturadas com 1 mL do radical ABTS por 6 min e lidas em
espectrofotometro a 734 nm (RE et al., 1999). Trolox foi usado como antioxidante
padréao (100 uM a 2000 uM) O resultado foi expresso como capacidade antioxidante

equivalente a Trolox (TEAC) em yM ET / g extrato.
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3.5.3Capacidade antioxidante total (CAT)

Amostras dos extratos (100 uL, 1 mg/mL) foram combinadas com 1 mL da
solucéo reagente (acido sulfarico 0,6 M, fosfato de sodio 28 mM e molibdato de
amonio 4 mM). Os tubos foram incubados a 95 °C por 90 min, entdo resfriados a
temperatura ambiente e a absorbancia de cada um foi lida a 695 nm contra um
branco (100 pL de metanol ou agua destilada mais 1 mL da solugao reagente)
(PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).0 padréo utilizado foi construido com acido
ascorbico (1 mg/mL). O resultado foi calculado de acordo com a férmula abaixo e foi

expresso como capacidade antioxidante total (CAT) em relacdo ao 4cido ascorbico.

CAT% — Aabs—Babs « 100

AAabs—FEabs

Na qual, Aabs € a absorbancia da amostra (extratos), Babs € a absorbéancia do

branco, AAabs é a absorbancia do acido ascoérbico.

3.5.4Determinacédo do sequestro do radical superéxido

Neste ensaio, a mistura da reagdo consistiu de 300 yL de extrato em
diferentes concentragdes (50 ug/mL a 1000 pg/mL), 100 uL de NBT (cloreto de
Nitroblue tetrazolium a 1 mg/mL em DMSO) e 1 mL de DMSO alcalino (1 mL de
DMSO contendo 5 mM de hidréxido de sédio em 0,1 mL de agua) e a absorbancia
foi medida a 560 nm (KUNCHANDY; RAO, 1990).

3.6 ANALISE POR CLAE

Para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE; em inglés: High
performance liquid chromatography, HPLC), 20 mg do MfAE foram pesados, diluidos
com metanol a 50% (v/v) para um baldo volumétrico de 2 mL e filtrados através de
uma membrana PVDF de 0,45 um (Macherey-Nagel®) para injecdo de amostra. O
sistema utilizado foi o Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific®, EUA) acoplado a um

detector de fotodiodo (DAD; Thermo Fisher Scientific®) e equipado com uma bomba
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binaria (HPG-3x00RS; Thermo Fisher Scientific®), desgaseificador e amostrador
automatico com volume de 20 uL (ACC-3000; ThermoFisher Scientific). O
comprimento de onda para as analises foi estabelecido em 270 nm. A separacao
cromatogréfica foi realizada a 26 °C usando uma coluna Dionex® C18 (250 mm x 4,6
mm d.i., 5 ym) equipada com pré-coluna Phenomenex® (C18; 4 mm x 3,9 um). A
fase mével foi constituida pelo solvente A (agua purificada, Purelab Classic UV,
Elga®) e solvente B (metanol, grau HPLC, Tedia®), ambos acidificados com 0,05%
de acido trifluoracético (Vetec®), e a taxa de fluxo foi ajustada para 0,9 ml/min. O
seguinte programa de gradiente foi usado: 0-10 min, 10-2% B; 10-13,5 min, 20-25%
de B; 13,5-18 min, 25-40% de B; 18-25 min, 40-80% B; 25-30 min, 80% de B; 30-35
min, 80-10% de B.

O contetdo de substancias encontradas no MfAE foi determinado a partir das
curvas de calibracdo do acido galico (96% de pureza) e &cido elagico (95% de
pureza, da casca das arvores), todos os padrées quimicos foram adquiridos da

Sigma® (EUA). A determinacéo dos conteudos foi realizada em triplicata.

3.7ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil (CEUA-UFPE;
Numero do Processo: 0003/2018). A proposta foi aprovada na reunido do CEUA-
UFPE realizada em 23 de abril de 2018.

3.8 ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos utilizando camundongos Swiss machos (30-
35 g, 10 semanas) fornecidos pelo Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA). Os animais receberam alimentacdo e agua ad libitum com periodo
claro/escuro de 12 h. Os animais foram limitados a uma dieta apenas com agua para
evitar interferéncia alimentar com absorcdo de substancias, antes de cada

experimento (6-8 h).



48

3.9ESTUDO DE TOXICIDADE AGUDA

A toxicidade aguda foi testada em duas etapas. Fase 1: os animais foram
divididos em trés grupos (n = 3) que receberam o extrato nas doses de 10 mg/kg,
100 mg/kg e 1000 mg/kg. Os animais sdo colocados em observacéo por 24 horas
para monitorar seu comportamento e sobrevivéncia. Fase 2: o extrato foi
administrado em doses maiores (1600, 2900 e 5000 mg/kg; um camundongo por
dose) e o comportamento e a sobrevida foram observados por 24 horas (LORKE,
1983). A LDso foi calculada pela férmula:

LDso= (Do Dioo)

Do = Maior dose que nao induziu a mortalidade,

D100 = Menor dose que produziu mortalidade de camundongos.

3.10 ENSAIO ANTI-INFLAMATORIO

A acao anti-inflamatoria in vivo de MfAE foi avaliada pelo ensaio de edema de
pata induzido por Carragenina. Para isso, os camundongos foram distribuidos em
guatro grupos (n = 6) que receberam uma dose oral Unica de: (i) MfAE a 50 mg/kg;
(i) MfAE a 100 mg/kg); (iii) veiculo (solugdo salina a 0,9%); ou (iv) indometacina (20
mg/kg). Apdés 1 h, o edema da pata foi induzido por uma injecdo de solugdo de
carragenina a 2% (15 pL/animal) na regido subplantar da pata direita (WINTER,;
RISLEY; NUSS, 1962). Como controle, solu¢ao salina (0,9%; 15 uL) foi injetada na
pata esquerda. O volume da pata foi medido usando um paquimetro (1h, 2h, 3h, 4h
e 5h) (HUANG et al., 2012). A inibicdo do edema foi calculada pela diferenga entre o

volume das patas direita e esquerda.

3.11 ENSAIOS ANTINOCICEPTIVOS

3.11.1 Dor abdominal induzida por &cido acético
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Os ratos foram divididos em quatro grupos (n = 6) e foram tratados como
descrito anteriormente. A nocicepcao foi induzida por injecao intraperitoneal de acido
acético (0,8%; 100 mL /10 g). Apdés a injecdo, o niumero de contorcbes abdominais
foi registrado entre 5 min e 15 min (COLLIER et al., 1968).

3.11.2 Ensaio de formalina

Neste ensaio, 0os animais foram distribuidos em cinco grupos (n = 6/grupo)
gue receberam doses orais de: (i) veiculo; (i) MfAE a 50 mg/kg; (iii) MfAE a 100
mg/kg; (iv) indometacina (20 mg/kg); (v) e morfina (10 mg/kg). Apos 1 h, a solucéo
de formalina (2,5% em solugéo salina a 0,9%; 20 pL/pata) foi administrada na regido
subplantar da pata traseira direita (HUNSKAAR; HOLE, 1987). Os ratos foram
observados em uma camara com um espelho montado em trés lados para permitir a
visualizacdo das patas; e o tempo (em segundos) gasto lambendo e mordendo a
pata injetada foi medido como um indicador de dor. Esta resposta foi medida por 5
minutos (primeira fase, dor neurogénica) e entre 15 e 30 minutos apos a injecao de
formalina (segunda fase, dor inflamatoria). Para avaliar o possivel envolvimento do
sistema opioide no efeito antinociceptivo de MfAE, os ratos foram tratados com
naloxona (1 mg/kg, i.p) 30 minutos antes da administracdo de MfAE (100 mg / kg,

v.0) ou morfina (10 mg / kg, v.0).

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média (+ erro padrdo). A diferenca entre as
médias foi testada por significAncia estatistica usando analise de variancia
unidirecional ou bidirecional (ANOVA) seguida por teste de Tukey para comparacdes
multiplas. A ICso (concentracdo que inibe 50%) foi calculada por regresséo linear. Os
ensaios in vitro foram realizados em triplicatas. Na analise estatistica dos resultados,

o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Myrciaria floribunda fruit peel has antioxidant action and in vivo anti-
inflammatory and antinociceptive activities: possible involvement of

opioidergic system.
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Myrciaria floribunda fruit peel has antioxidant action and in vivo anti-
inflammatory and antinociceptive activities: possible involvement of

opioidergic system.

Abstract

Objectives: This work evaluated the antioxidant properties and in vivo antinociceptive
and anti-inflammatory effects of extracts obtained from fruit peels of Myrciaria
floribunda (H.West ex Willd.) O.Berg (Cambui or camboim). Methods: Different
extracts were submitted to a comparative analysis of selected phytochemical
contents (levels of total phenols, flavonoids and monomeric anthocyanins) and in
vitro antioxidant activity. The extract with higher potential was selected to in vivo
evaluation of its antinociceptive and anti-inflammatory action. Finally, the chemical
characterization of this extract was performed by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Key findings: MfAE (extract obtained using acetone as
solvent) showed the higher levels of phenols (296 mg GAE/g) and anthocyanins
contents (35.65 mg Cy-3-glIcE/g) that were associated with higher antioxidant activity.
MfAE also exhibited in vivo anti-inflammatory and analgesic effects. This fraction
inhibited the inflammatory and neurogenic phases of pain and this effect was
reversed by naloxone (suggesting the involvement of opioidergic system). MfAE
reduced the abdominal contortions induced by acetic acid. The HPLC analysis
revealed the presences of gallic acid (and its derivatives) and ellagic acid.
Conclusions: Taken together these data support the use of M. floribunda peel fruit for
development of functional foods and nutraceutics.

Keywords: functional foods; oxidative stress; inflammation; pain.

1. Introduction

Free radicals (and associated reactive species) are in general derived from
normal metabolism and are crucial for redox signaling pathways and immune
defense. However, these molecules can interact with cellular structures leading to

impairment of physiological systems [1-3]. In this sense, the oxidative stress has
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been associated with the etiology of several pathologies such as inflammatory
disorders, chronic pain and degenerative diseases [4,5]. Despite the number of anti-
inflammatory and analgesic drugs available in the market, the treatment schedules of
these clinical conditions are complexes and constitute huge challenges for the health
systems worldwide [6]. This scenario points out the urgent need for the development
of effective analgesic and anti-inflammatory drugs [7-9].

Several scientific evidences report that fruits are valuable sources of
compounds with antioxidant properties and their consumption may be beneficial for
reduce the deleterious effects of inflammatory disorders and chronic pain [10-13]. In
this sense, there is a growing interest in knowing the anti-inflammatory and analgesic
properties of edible fruits (and their different parts) in order to provide more insights
to support their use as functional foods and nutraceuticals [11,14,15].

Myrciaria floribunda (H.West ex Willd) O.Berg (Myrtaceae) is native plant of
South and Central America which is distributed in different Brazilian biomes such as
Amazon, Caatinga, Cerrado and Atlantic Forest. Its fruits (known in Brazil as Cambui
or camboim) are edible and often consumed freshly, in juices or alcoholic beverages
[16]. Some works have shown the pharmacological properties of different parts of this
plant such as antioxidant, antimicrobial and anticancer effects [17,18]. However, the
pharmacological actions of the fruits were not properly addressed [16]. In special, the
beneficial aspects of the products derived from fruit peels of the M. floribunda have
not been demonstrated. In this context, this work analyzed the phytochemical
composition along with the antioxidant, antinociceptive and anti-inflammatory

potentials of extracts obtained from fruit peel of M. floribunda.

2. Material and methods
2.1.Plant material

Fruits of M. floribunda were collected in the Serra dos Paus Doéias (Exu,
Pernambuco, Brazil) in 2015. The plant material was identified by Alexandre Gomes
da Silva (Department of Antibiotics, Federal University of Pernambuco, Brazil). The
specimen voucher (number: 92722) was deposited in the Herbarium of the

Agronomic Institute of Pernambuco.
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2.2.Plant Extracts

The fruits were washed with running water and manually separated into pulp,
seed and peel. Samples of the fruit peels were dried at 40 °C and reduced to powder.
The plant material (50 g) was extracted with 100 mL of ethyl ether for 1 h at room
temperature (30 °C). The solution was then filtered, and the residue was re-extracted
twice more following the same procedure with 50 mL. After this process, the residue
was extracted with other solvents (in this sequence: chloroform, acetone and
methanol), and all extraction steps were repeated as described above. At each step
the solutions were dried in a rotaevaporator at 40 °C, generating extracts MfEeE
(ethyl ether), MfCE (chloroform), MfAE (acetone) and MfME (methanol). Aqueous
extraction was also performed with 10 g of the powder with 100 mL of distilled water
(1:10, wlv), then the solution was filtered and lyophilized, generating the extract
MfAQE.

2.3.Phytochemical analysis

The presence of several kinds of phytochemicals (flavonoids,
phenylpropanoids, triterpenes, steroids, saponins, monoterpenes, sesquiterpenes,
coumarins, quinones, alkaloids, proanthocyanidins and water-soluble tannins) in the
extracts was investigated using thin layer chromatography with silica gel plate F2s4
(ALUGRAMR 818131, Macherey-Nagel, Germany) and for each elution system,
specific visualization agents and standards were used to identify the metabolites [19-
22].

2.4.Total phenol content, total flavonoid and monomeric anthocyanins

The levels of total phenols were estimated using the Folin-Ciocalteau method
[23], with some modifications. Samples of 20 yL of each extract (1 mg/mL) were
mixed with 100 uyL of the Folin-Ciocalteu reagent. After 3 minutes at room
temperature, 80 yL of a sodium bicarbonate solution (0.7 M) was added. The
reaction was kept in the dark for 2 h at room temperature. The absorbance was
measured at 735 nm using a microplate reader (BioTek UQuant MQX200). Methanol

or distilled water were used as negative controls. Gallic acid was used as standard,



57

and the results were calculated based on the calibration curve of gallic acid (10-100
pM/mL) and expressed as mg equivalent of gallic acid per gram of extract (GAE/g
extract).

The flavonoid content was determined according to the colorimetric method of
aluminum chloride [24]. The extracts were tested at the concentration of 1 mg/mL,
and quercetin was used to obtain the standard calibration curve (10 -100 ug/mL). The
sample (100 pL) was mixed with 100 uL of the reagent [2% aluminum chloride (AICI3)
in methanol] after 1 h in dark room temperature environment, absorbance was read
against a blank of methanol or more distilled water the reagent at 420 nm. The
results obtained were expressed as mg equivalent of quercetin per gram of extract
(mg QE/g extract). The experiment was done in triplicate.

The content of monomeric anthocyanins was determined by the differential pH
method [25]. Potassium chloride buffer (KCI; 0.025 M; pH 1) and sodium acetate
buffer (CHzCO2Na; 0.4 M; pH 4.5) were used. The sample (200 pL at 10 mg/mL) was
mixed to 1.8 mL of each buffer. After 10 min the absorbance was read at 520 nm and
at 700 nm. The distilled water was used as control. The concentration of anthocyanin
was calculated according to equation (1) and the results expressed as cyanidin-3-
glucoside equivalent (Cy-3-gic E).

_ (A=MW=DF=10%)
Anthocyanin content = ———

2x1

A = (Absorbance 520 nm - Absorbance 700 nm) pH 1 - (Absorbance 520 nm -
Absorbance 700 nm) pH 4.5; MW (molecular weight) = 449.2 g/mol of ci-3-glc; DF =
dilution factor (0.2 mL of the sample was diluted to 2 mL, DF = 10); 1 = length in cm;
£ = 26900, molar extinction coefficient, in L x mol* x cm™, for ci-3-glc; and 103 =

factor for conversion from g to mg.

2.5. Antioxidant assays
2.5.1. DPPH assay (free radical sequestration)

For evaluation of the ability to sequester the DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-
hydrazyl) radical, an aliquot of 40 pyL of each extract at different concentrations
(8.0625 to 1000 pg/mL) was mixed with 250 yL of 1 mM DPPH solution (in methanol)
for 25 min at room temperature and protected from light [26]. Gallic acid was the

standard used as a positive control, and methanol was the negative control. A control
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solution (40 uL of the extract and 250 pL of the solvent used to dilute the samples)
was used to rule out the possible interference of extract color. The absorbance of
each solution was measured at 517 nm using a microplate reader (BioTek UQuant
MQX200).

2.5.2. ABTS assay

The ABTS (2,2-azino-bis (3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid)) radical was
obtained by mixing 5 mL of the ABTS stock solution (7 mM) with 88 pL of 140 mM
potassium persulfate solution. This mixture remained in the dark and at room
temperature for 16 h before use. The ABTS radical solution was diluted with ethanol
until an absorbance of 0.7 nm (+ 0.02) was obtained at 734 nm. Samples (10 L) of
the extracts (1 mg/mL) were mixed with 1 mL of the ABTS radical for 6 min and then
read in a spectrophotometer at 734 nm [27]. Trolox was used as standard antioxidant
(100 uM to 2000 uM) The result was expressed as Trolox equivalent antioxidant
capacity (TEAC) in uM TE/g extract.

2.5.3. Total antioxidant capacity (TAC)

Samples (100 pL) of the extracts (1 mg/mL) was combined with 1 mL of the
reagent solution (0.6 M sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate and 4 mM ammonium
molybdate). The tubes were incubated at 95 °C for 90 min, then cooled to room
temperature and the absorbance of each reaction was read at 695 nm. The control
reaction consisted in 100 yL of methanol mixed with 1 mL of the reagent solution
[28]. The standard used was ascorbic acid (1 mg/mL). The result was calculated
according to the formula below and was expressed as total antioxidant capacity

(TAC) relative to ascorbic acid.

Xabs—Babs

TAC% = ——— *=100

Adabs —Babs

Where, Sabs is the absorbance of the sample (extracts), Babs is the

absorbance of control, AAabs is the absorbance of ascorbic acid.
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2.5.4. Determination of the sequestration of the superoxide radical

In this assay, the reaction mixture consisted of 300 uL of extracts at different
concentrations (50 - 1000 pg/mL), 100 yL of NBT (Nitrotetrazolium Blue chloride) (1
mg/mL in DMSO solution) and 1 mL of alkaline DMSO (1 mL DMSO containing 5 mM
sodium hydroxide in 0.1 mL water) and the absorbance was measured at 560 nm
[29].

2.6.HPLC analysis

For High Performance Liquid Chromatography (HPLC) analysis, 20 mg of the
MfAE were weight, diluted with methanol 50% (v/v) to a volumetric flask of 2 mL and
filtered through a 0.45 ym PVDF membrane (Macherey-Nagel®) to sample injection.
The system was the Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific®, EUA) coupled to a
photodiode array detector (DAD; Thermo Fisher Scientific®) and equipped with a
binary pump (HPG-3x00RS; Thermo Fisher Scientific®), degasser, and automatic
sampler loop volume of 20 uL (ACC-3000; ThermoFisher Scientific). The wavelength

for the analyzes was set at 270 nm.

The chromatographic separation was performed at 26 °C using a column
Dionex® Cig (250 mm x 4.6 mm d.i., 5 ym) equipped with pre-column Phenomenex®
(C1s; 4 mm x 3.9 ym). The mobile phase was consisted of solvent A (purified water,
Purelab Classic UV, Elga®) and solvent B (methanol, HPLC grade, Tedia®), both
acidified with 0.05% trifluoracetic acid (Vetec®), and the flow rate was adjusted to 0.9
mL/min. The following gradient program was used: 0-10 min, 10-2% B; 10-13,5 min,
20-25% de B; 13,5-18 min, 25-40% de B; 18-25 min, 40-80% B; 25-30 min, 80% de
B; 30-35 min, 80-10% de B. The content of the substances found in MfAE was
determined from the calibration curves using gallic acid (96% of purity) or ellagic acid
(95% of purity), both purchased from Sigma® (USA).

2.7.Ethical statement

All procedures using animals were approved by the Ethics Committee on the
Use of Animals of the Federal University of Pernambuco, Brazil (CEUA-UFPE;
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Process Number: 0003/2018). The proposal was approved in the meeting of CEUA-
UFPE performed in April 23, 2018.

2.8. Animals

The experiments were conducted using male Swiss mice (30-35 g, 10
weeks) supplied by the Immunopathology Laboratory Keizo Asami (LIKA). The
animals received food and water standard ad libitum with light/dark period of 12 h.
Before each experiment (6-8 h), animals were limited to a water-only diet to avoid
food-borne interference with substance absorption.

2.9.Evaluation of acute toxicity

The acute toxicity of MfAE was analyzed in two steps. Phase 1: animals were
divided into three groups (n=3) that received MfAE at doses of 10 mg/kg, 100 mg/kg
and 1000 mg/kg. The animals are placed under observation for 24 hours to monitor
their behavior and survival. Phase 2: MfAE was administered higher doses (1600,
2900 and 5000 mg/kg; one mice per dose) and then the behavior and survival were
observed for 24 hours [30]. The LD50 was calculated by the formula:

L Dso = (Do x Dwo)

Do = Highest dose that did not induce mortality,

D1oo = Lowest dose that produced mice mortality.

2.10. Anti-inflammatory assay

The in vivo anti-inflammatory action of MfAE was evaluated by carrageenan-
induced paw edema. For this, mice were allocated into four groups (n=6) that
received the following treatments: (i) MfAE at 50 mg/kg; (ii) MfAE at 100 mg/kg); (iii)
vehicle (0.9% saline solution); or (iv) indomethacin (20 mg/kg). After 1 h, paw edema
was induced by an injection of 2% carrageenan solution (15 pL/animal) in the
subplantar region of the right hind paw [31]. As control, saline solution (0.9%; 15 pL)
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was injected in the left hind paw. Paw volume was measured using a pachymeter
(1h, 2h, 3h, 4h and 5h) [32]. Inhibition of edema was calculated by the difference

between the volume of right and left paws.

2.11. Antinociceptive assays
2.11.1. Abdominal pain induced by acetic acid

The mice were divided into four groups (n=6) and were treated as described
above. The nociception was induced by an intraperitoneal injection of acetic acid
(0.8%; 100 mL/10 g). After the injection, the number of abdominal contortions was

recorded between 5 min to 15 min [33].
2.11.2. Formalin assay

In this assay, the animals were distributed in five groups (n=6/group) that
received the following treatments: (i) vehicle; (ii) MfAE at 50 mg/kg; (iii) MfAE at 100
mg/kg; (iv) indomethacin (20 mg/kg); (v) and morphine (10 mg/kg). After 1 h, the
formalin solution (2.5% in 0.9% saline; 20 uL/paw) was administered in subplantar
area of right hind paw [34]. Mice were observed in a chamber with a mirror mounted
on three sides to allow the observation of the paws. The time (in seconds) spent for
licking and biting the injected paw was measured as an indicator of pain. This
response was measured for 5 minutes (first phase, neurogenic pain) and between 15
and 30 minutes after formalin injection (second phase, inflammatory pain). To
evaluate the possible involvement of the opioid system in the antinociceptive effect of
MfAE, the mice were treated with naloxone (1 mg/kg, i.p) 30 minutes prior to
administration of MfAE (100 mg/kg, v.0), morphine (10 mg/kg, v.0).

2.12. Statistical analysis

The in vitro assays were performed in triplicates in at least two independent
assays. The results were expressed as mean (x standard error). The difference
between means was tested for statistical significance using one-way or two-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's test for multiple comparisons. The

IC50 (concentration that inhibits 50%) was calculated by linear regression. In the
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statistical analysis of the results, the value of p < 0.05 was considered statistically

significant.

3. Results and discussion
3.1.Phytochemical analysis

The yield of each extract were 6.60%, 2.05%, 5.17%, 49.27%, for MfEeE,
MfCE, MfAE and MfME, respectively. The chromatographic profile of the extracts
from M. floribunda fruit barks revealed the presence of several classes of secondary
metabolites (Table 1). In the MfEeE and MfCE were found monoterpenes,
triterpenes, sesquiterpenes and steroids. MfAE is composed by flavonoids,
phenylpropanoids, traces of triterpenes and steroids, saponins and hydrolysable
tannins. On the other hand, MfME and MfAqQE have flavonoids, polymeric
proanthocyanidins and traces of hydrolysable tannins.

Some classes of secondary metabolites detected in the extracts from fruit
barks of M. floribunda have been already described for the genus Myrciaria; such as
steroids, proanthocyanidins, flavonoids and hydrolysable tannins [17,18,35]. In
addition, the edible parts of the M. floribunda fruits are composed by carotenoids
(lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin, 13-cis-B-carotene, a-carotene, [B-carotene, 9-
cis-B-carotene), flavonoids (rutin), and phenolic acids (gallic acid and ellagic acid)
[16].

3.2.Comparative analysis of the concentration of total phenols, flavonoids

and monomeric anthocyanins.

In order to select the extract with the highest potential, we performed a
comparative evaluation of the amount of phenols, flavonoids and monomeric
anthocyanins. The content of total phenols varied among the extracts from 7.54 mg
GAE/g to 296.27 mg GAE/g (Table 2). The highest phenol content was obtained for
MfAE (296.27 mg GAE/qg) (Table 2).

The levels of total flavonoid content ranged from 0.74 mg QE/g to 16.62 mg
QE/g (Table 2). The MfEeE showed the highest concentration (16.62 mg QE/Q).
Finally, the content of monomeric anthocyanins ranged from 4.34 to 35.65 mg Cy-3-
glcE/g (Table 2) and MfAE showed the highest content (35.65 Cy-3-gIcE/g). In
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summary, MfAE showed the highest content of phenolic compounds and
anthocyanins. These classes of compounds have been associated with several

beneficial properties of foods and medicinal plants [36-38].

3.3.Comparative evaluation of antioxidant activity

Following, four antioxidant assays were employed to select the extract with the
best potential (Table 3). In the DPPH assay, the lower ICso value was found for MfAE
(63.84 ug/mL), followed by MfME (343.12 pg/mL), MfAQE (350.41 v) and MfEeE
(854.94 ug/mL). Similarly, MfAE showed the highest ability to inhibit the ABTS radical
(1630.11 pM TEAC/g) and total antioxidant capacity (123.91%). Finally, only MfAE
and MfME were able to sequester the superoxide radical, with IC50 values of
260.27ug/mL and 446.31 ug/mL, respectively (Table 3).

The highest antioxidant action exhibited by MfAE may be explained by its
higher content of anthocyanins and phenolic compounds, since the levels of these
phytocompounds showed positive correlations with the results obtained in the in vitro
antioxidants assays (Table 3). In addition, MfAE presented a phytochemical profile
with  different classes of secondary metabolites, such as flavonoids,
phenylpropanoids, triterpenes, saponins and hydrolysable tannins. Taken together,
the results suggest that MfAE is the most promise extract, leading us to select it for

the in vivo anti-inflammatory and antinociceptive evaluation.

3.4.HPLC analysis of the acetonic extract of M. floribunda

The chromatographic profile of the acetone extract from bark of the fruit
(MfAE) are shown in figure 1. The analysis revealed the presence of gallic acid (peak
1, with retention time of 7.56 min), and an indicative presence of ellagic acid (peak 7,
with retention time 25.52 min). The other peaks (2 to 6) are gallic acid derivatives.
The contents of the compounds were calculated as: 0.29 + 0,0012 g % gallic acid;
0.33 = 0,0204 g% of gallic acid (derivatives, peaks of 2 to 6); 0.54 + 0,0012 g%
ellagic acid. The evidenced peaks, gallic acid and ellagic acid, were identified by
comparing the retention times and UV spectra of standards. Also were confirmed by
spiking the sample with a small amount of the standards solutions. Both gallic acid

and ellagic acid were previously detected in the fruit of M. floribunda [16].
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Gallic acid and ellagic acid (and their derivatives) are usually found in fruits
and other plant-derived products [36,39]. with antioxidant activity, including those
from Myrciaria genus [40,41]. Furthermore, some works have reported that these
compounds are potent anti-inflammatory, analgesic and neuroprotective agents [41-
43].

3.5. Acute toxicity

The oral lethal dose (LDso) of acetonic extract was greater than 2000 mg/kg
(LDso= 2.154,06 mg/kg), then it can be classified as a low toxic agent according to
the Organization for Economic Cooperation and Development [44]. Thus, the doses
of 50 mg/kg and 100 mg/kg were selected to be applied in the in vivo assays.

3.6. Anti-inflammatory activity

The in vivo anti-inflammatory of MfAE was evaluated in a model where the
formation of edema was induced by carrageenan. The animals treated with both
doses of MfAE demonstrated significant reductions of paw edema, in all periods
evaluated, when compared to vehicle-treated groups (p <0.001) (Figure 2). Maximum
inhibition (98.87%) was observed for 2 h treatment with MfAE at 100 mg/kg. For the
dose of 50 mg/kg the higher effect (93.75%) was observed after 5h. The reference
drug indomethacin (20 mg/kg) exhibited maximum inhibition (96.22%) after 3h of
treatment.

Carrageenan-induced paw edema is an experimental model useful for
evaluation of new agents acting on acute inflammation [45-47]. This test is
considered a biphasic event, in the initial phase (1 h to 3 h) the release of
inflammatory mediators such as histamine, serotonin and bradykinin occurs; while in
the late phase (3h to 4h) occurs the synthesis cyclooxygenase 2 (COX-2) isoform is
produced, leading to prostaglandins and nitric oxide release [48,49]. MfAE reduced
the edema during the five hours observed, suggesting that it acts in both phases of
the acute inflammatory process. Further, extracts from other Myrciaria plants also

exhibited anti-inflammatory action in this model [45,46].

3.7.Antinociceptive activity
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The treatment with both doses of MfAE ( 50 and 100 mg/kg) also significantly
inhibited the number of contortions (95.16% and 95.59%, respectively), compared to
vehicle (saline) (p <0.001). There were no differences between the different
concentrations, nor in relation to the indomethacin control (Figure 3). In this test,
acetic acid induces nociception through a mechanism that depends on the resident
cells (macrophages and mast cells) presented at the peritoneal cavity. These cells
release cytokines (TNF-q, interleukin 18 and interleukin 8) that are involved in the
contortion response [50]. However, this model cannot infer whether the
antinociceptive action of MfAE is central or peripheral.

Regarding the formalin test, the results shown in Figure 4 reveal that in the
first phase (neurogenic phase) of the test, only the concentration of 100 mg/kg
showed a significant reduction of licking (86.52%; p <0.001). Morphine (10 mg/kg)
induced a reduction of 83.98% at this stage. However, in the second phase
(inflammatory phase), both concentrations of MfAE had a significant reduction in
licking time (p <0.001). The inhibition was 69.47% and 82.58% for MfAE at 50 mg/kg
and 100 mg/kg, respectively. Positive controls, indomethacin (20 mg/kg) and
morphine (10 mg/kg) inhibited 76.45% and 94.91% of licking, respectively. Naloxone
reverted the effects of MfAE only in the neurogenic phase.

The formalin test is a nociception model based on a biphasic pain response; it
is a useful tool to investigate whether the action of new agents has an analgesic and
anti-inflammatory effect [51]. In the first phase (neurogenic pain) which occurs up to 5
min after the injection of formalin in the paw, the direct chemical stimulation on
nociceptors activates the afferent fibers and leads for the release of substance P. In
the inflammatory phase (15 min to 30 min after the injection) occurs the release of
inflammatory mediators, triggering a peripheral inflammatory response [34,52].

Centrally acting analgesic drugs (such as morphine) are able to inhibit both
phases of the formalin test; in contrast, peripherally acting drugs (such as
indomethacin) inhibit only the second phase [53]. Our results demonstrate that MfAE
at the dose of 100 mg/kg can reduce both phases of the nociceptive response (p
<0.001). In the first phase the analgesic effect of MfAE (100 mg/kg) was mediated by
the action on the opioid receptors, as naloxone reversed the effect of MfAE. This
observation is attributed to the opioidergic mechanism that has been antagonized in

the administration of naloxone (selective opioid receptor antagonist).
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4. Conclusion

The results of this work show that the extracts from the peels of M. floribunda
fruits are sources of compounds with antioxidant activity. The use of peels, a possible
residue of fruit consumption represents a sustainable application of these natural
products. In addition, the comparative analysis of antioxidant and phytochemical
profiles allowed the selection of MfAE (a fraction rich in phenolic compounds and
anthocyanins) as an agent high pharmacological potential. MfAE also showed
significant anti-inflammatory and antinociceptive activities (effect involving the
opioidergic system). Considering the present results, the fruit peels of M. floribunda
are sources of high-value bioactive compounds that may contribute for several
beneficial effects associated with the consumption of this fruit. In this sense, the fruit

bark can be used for development of functional foods and nutraceuticals.
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Table 1. Phytochemical analysis of extracts from fruit peels of Myrciaria floribunda.

Class of secondary Extracts

metabolites MfEeE MfCE MfAE MfME MfAQE
Flavonoid - - +1 +1 +1
Phenylpropanoid - - + - -
Triterpene +++ ++ tr - -
Steroid +++ ++ tr - -
Saponin - - + - -
Monoterpene and +++ ++ - - -

Sesquiterpene

Alkaloid - - - - -
Coumarin - - - - -
Quinone - - - -
Proanthocyanidin and - - - 42 +2
leucoanthocyanidin

Hydrolysable tannin - - +++ tr tr

Legend: (-) absent; (+) weak; (++); (++) medium; (+++) strong; (+++); (tr) traces; extracts MfEeE (ethyl
ether), MfCE (chloroform), MfAE (acetone), MfME (methanol), MfAQE (aqueous).

Note: (1) 3'4'-OH flavonoids (aglycones, mono, di, and triheterosides); (2) Polymeric
proanthocyanidins.
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Table 2. Concentration of total phenols, total flavonoids and monomeric anthocyanins in different
extracts obtained from fruit barks of M. floribunda.

Total phenol Total flavonoid Anthocyanin
Samples content (mg GAE/g) content (mg QE/g) content (mg Cy-

3-glcE/g)3
MfEeE 7.54 16.62 ND
MfCE ND 3.46 ND
MfAE 296.27 0.74 35.65
MfME 158.29 ND 4.34
MfAQE 62.28 ND 14.42

Legend: ND = Not detected; extracts MfEeE (ethyl ether), MfCE (chloroform), MfAE (acetone), MfME
(methanol), MfAQE (aqueous).
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Table 3. Antioxidant activity of the fruit barks extracts of Myrciaria floribunda.

Samples DPPH ABTS* TAC (%) Superoxide

ICso UM TEAC/g ICs0

(Mg/mL) (Mg/mL)

MfEeE 854.94 597.89 109.45 > 1000

MfCE > 1000 347.89 68.87 > 1000

MfAE 63.84 1630.11 107.43 260.27

MfME 343.12 660.11 102.82 446.31
MfAQE 350.41 793.44 123.91 NT

Galllic acid 3.46 - - -

Legend: IC so = Concentration required to reduce 50% of the DPPH or superoxide radical; TEAC =
Trolox equivalent antioxidant capacity; NT = not tested; extracts MfEeE (ethyl ether), MfCE
(chloroform), MfAE (acetone), MfME (methanol), MfAQE (aqueous).
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Figure 1 — Chromatographic profile of the phenolic acids from acetone extract (MfAE). The extract
was analyzed by HLPC at 270 nm. Detected compounds: (1) gallic acid, (2 to 6) gallic acid derivatives,
(7) ellagic acid.
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Figure 2. Effect of the acetone extract of the fruit peels of Myrciaria floribunda (MfAE, 50 and 100 mg /
kg, p.o) on carrageenan-induced paw edema. Each point represents the mean + S.E.M. of the six
animals. Asterisks indicate significance compared with vehicle group * p <0.001, two-way ANOVA.
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Figure 3. Effect of the acetone extract of the fruit peels of Myrciaria floribunda (MfAE, 50 and 100
mg/kg, p.o) on the abdominal contortion induced by acetic acid. Each column represents the mean +
S.E.M. of the number of contortions of the six animals. Asterisks indicate significance compared with
vehicle group * p <0.001, one-way ANOVA.
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Figure 4. Effect of the acetone extract of the fruit peels of Myrciaria floribunda (MfAE, 50 and 100 mg /
kg, p.o) on the formalin test. Stage 1: 0 to 5 minutes of test, neurogenic phase; Stage 2: 15 to 30
minutes of test, inflammatory phase. Each column represents the mean + S.E.M. of the six animals.
Asterisks indicate significance compared to the vehicle group, * p <0.001, one-way ANOVA.
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostram que os extratos da casca do fruto de M.
floribunda MfME, MfAE e MfAQE séo fontes de diversos metabdlitos secundarios e
gue apresentaram atividade antioxidante. A analise comparativa do perfil
antioxidante e fitoquimico permitiu a selecdo do MfAE como um agente de alto
potencial farmacologico. MfAE apresentou baixa toxicidade aguda por via oral.
Observou-se que MfAE possui atividade anti-inflamatéria significativa, durante todo o
periodo do teste de inflamacdo aguda. O MfAE também apresentou atividade
antinociceptiva periférica e central significativa (efeito envolvendo o sistema
opioidérgico).

Os resultados indicam que a casca do fruto de M. floribunda é uma fonte
promissora de compostos ativos com diferentes atividades biolégicas. O uso de
cascas, um possivel residuo do consumo de frutas, representa uma aplicacéo
sustentavel desses produtos naturais.

A continuacdo da pesquisa de M. floribunda deve ser realizada para isolar e
identificar os compostos ativos responsaveis por tais atividades analisadas, elucidar
0s mecanismos de acado, auxiliar no desenvolvimento de medicamentos anti-
inflamatdrios e analgésicos eficazes ou permitir o uso desse produto natural como

alternativa terapéutica segura e eficaz.
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