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ATIVIDADE ANALGESICA E TOXICIDADE DA Spondia mombin L. EM MODELOS
ANIMAIS.

Luz, S. M. D' ; SANTOS, V. L*

RESUMO

Spondia mombin L., € popularmente conhecida como Cajazeira. Seus frutos sdo utilizados
pela populacdo do nordeste brasileiro na alimentacdo. A casca do caule é usada como
cicatrizante e suas folhas sdo empregadas para o tratamento de febre, diarreia, blenorragia e
hemorroidas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade analgésica do EEtB de S.
mombin nos modelos de nocicepcdo induzida por acido acético em camundongo, assim como
testar sua toxicidade para determinacdo da CL50 frente a A. salina e DL50 em animais. Foi
realizada também uma triagem fitoquimica com o intuito de se verificar as classes de
metabolitos secundarios presentes do EEtB da Cajazeira. No screening qualitativo foi possivel
sugerir a presenca de saponinas, taninos e fenois. Os resultados obtidos demostraram que 0
extrato possui atividade analgésica, ndo sendo evidenciada letalidade no teste de toxicidade
aguda, ou seja, ndo se obteve DL50 garantindo entdo seguranca no seu uso. Assim, conclui-se
gue o extrato de S. mombin se mostrou promissor para a busca de novos farmacos de origem
vegetal.

Palavras-chaves: Spondia mombin L., atividade analgésica, toxicidade aguda.
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1-INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas no atendimento a saude é tdo antiga quanto a propria
humanidade. Os primeiros povos buscaram no reino vegetal medicamentos para aliviar o
sofrimento provocado por doencas ou acidentes. Através da observacdo constante e da
experimentacdo empirica desses recursos, os povos de todos os tempos e todos 0s continentes
produziram, ao longo da histéria, um importante saber sobre as propriedades medicinas das
plantas (VIERA et al., 2012).

Apesar da efetiva contribuicdo da medicina popular na introducdo de drogas novas a
terapéutica, uma parcela muito pequena de espécies vegetais foi investigada quanto a

identificacdo de principios ativos naturais.

Sabe-se que a medicina, ao longo dos tempos, sempre lancou méo das plantas
medicinais como recurso natural. As préaticas indigenas brasileiras, aliadas aos conhecimentos
orientais, sdo responsaveis, hoje, pela forte medicina popular brasileira. Muito inspirada nos
rituais sobrenaturais, esta medicina &, com certeza, a alternativa de muitos brasileiros,
principalmente, em regides com infraestrutura deficitria. O uso popular dessas plantas
comprova que hd uma gama quase infinita de aplicacGes curativas e preventivas e que 0
conhecimento — popular e cientifico — é imprescindivel para se obter os resultados desejados
(LIMA et al, 2007).

O uso de plantas medicinais pode ser influenciado pela questdo econdmica, o alto
custo dos medicamentos e o dificil acesso a consultas pelo Sistema Unico de Satde (SUS),
também pela dificuldade de locomocdo daqueles que residem em areas rurais ou pela
tendéncia atual de utilizacdo de recursos naturais como alternativa aos medicamentos
sintéticos. (VENDRUSCOLO & MENTZ 2006).

Na tentativa de aliar o conhecimento cultural com a realidade atual, em todo 0 mundo
vém sendo realizadas pesquisas cientificas, para verificar a atividade farmacoldgica ou a
eficacia de produtos naturais no tratamento de diversas doencas a exemplo das de origem
inflamatdria (FOGLIO et al, 2006) que podem ser tratadas ou controladas com produtos de
origem vegetal.

Segundo MARTINS (1995), as plantas medicinais, que tém avaliadas a sua eficiéncia
terapéutica e a toxicologia ou seguranca do uso, dentre outros aspectos, estdo cientificamente
aprovadas para serem utilizadas pela populagdo nas suas necessidades basicas de saude, em

funcdo da facilidade de acesso, do baixo custo e da compatibilidade cultural com as tradi¢des



populares. Uma vez que as plantas medicinais séo classificadas como produtos naturais, a lei
permite que sejam comercializadas livremente, alem de poderem ser cultivadas por aqueles
que disponham de condi¢Bes minimas necessarias. Com isto, é facilitada a automedicacao
orientada nos casos considerados mais simples e corriqueiros de uma comunidade, o que
reduz a procura pelos profissionais de saude, facilitando e reduzindo ainda mais o custo do
servigo de saude publica.

Nos ultimos dez anos, a legislacdo brasileira para medicamentos fitoterapicos evoluiu
muito em varios aspectos, aproximando-se das diretrizes internacionais podendo ser citado
varias regras que demonstrem claramente esse avanco. Houve uma melhora no controle de
matérias-primas e medicamentos fitoterapicos, criando-se leis para uniformizar os estudos de
estabilidade, orientando na validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos, e para realizar
estudos pré-clinicos de toxicidade (BRASIL. ANVISA, 2004 e 2010)

A espécie utilizada neste estudo, Spondias mombim, é muito comum na regido norte e
nordeste do Brasil, onde é utilizada popularmente como cicatrizante, antitérmica,

antidiarréica, antidesintérica, antiblenorragica e anti-hemorroidiaria.

No género Spondias, algumas espécies como a S. purpurea apresentam atividades
anti-ulcerogénica (ALMEIDA, 2013) e antidiarréica (RAMOS, 2013) comprovadas. Assim,
um estudo sobre a espécie S. mombim podera validar o seu uso popular e tornar esta espécie
um alvo promissor para o tratamento de doencas de origem inflamatdria e dolorosa.

Este estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade (letalidade) da Cajazeira, assim
como testar sua atividade analgésica por modelos animais de nocicep¢do. Desta forma, dar

mais suporte para estudos complementares e criacdo de novos farmacos.



2- REFERENCIAL TEORICO

O uso dos produtos naturais em especial as plantas medicinais iniciou-se h& milhares
de anos por populacGes de varios paises com o0 intuito de tratar diversas patologias. Eram
utilizados pela populacdo como forma alternativa ou complementar aos medicamentos
sintéticos. As plantas medicinais tém um importante papel na saide mundial. Apesar dos
grandes avangos observados na medicina moderna, nas Ultimas décadas, elas continuam sendo
utilizadas e, estima-se que, cerca de 25% a 30% de todas as drogas avaliadas como agentes
terapéuticos sao derivados de produtos naturais (Veiga-Junior & Mello, 2008).

O emprego de plantas como medicamento tem uma grande importancia na terapéutica
mundial, uma vez que de acordo com dados da Organizacdo Mundial de Satude (OMS), 80 %
da populacdo mundial faz uso de plantas medicinais no tratamento de suas afec¢fes sendo a
maioria, nos paises em desenvolvimento (GACHET et al, 2010).

As grandes fontes de biodiversidade séo as florestas tropicais, localizadas em paises
em desenvolvimento como o Brasil, sendo este, o detentor da maior floresta equatorial e
tropical Umida do planeta e de um terco da flora mundial. No entanto, possui um
conhecimento cientifico relativamente baixo das plantas destinadas ao uso medicinal (KLEIN,
2009).

O consumo de produtos de origem vegetal tem aumentado a cada dia e este consumo
pode estar associado ao fato de que as populacBes questionam os perigos do uso irracional dos
medicamentos alopaticos associados a seus custos muitas vezes dispendiosos e procuram
substitui-los pelo uso de plantas medicinais (KLEIN, 2009).

Diante desse quadro, é possivel constatar o grande interesse por plantas medicinais,
tanto em ambito nacional quanto internacional, pois estas apresentam um potencial
terapéutico e econdmico, visado especialmente por industrias farmacéuticas que realiza a
prospecc¢do de novos produtos. (MIOLI-AZEVEDO & FONSECA-KRUEL, 2007).

O interesse em investigar plantas com atividade analgésica reside no fato de que as
mesmas tém uma vasta aplicacdo em varios processos patolégicos. Devido a baixa eficacia e
expressivos efeitos adversos apresentados pela maioria dos farmacos disponiveis no mercado
farmacéutico para este fim, surge o grande interesse dos pesquisadores na descoberta de
novos prototipos de farmacos provenientes de plantas da flora brasileira. Varios modelos in
vivo sdo utilizados na pesquisa de compostos com atividade analgésica. Varias das técnicas
descritas, utilizadas para um screening da atividade antinociceptiva séo gerais e independem

do composto a ser ensaiado. Apesar de, na maioria das vezes, ndo se chegar ao mecanismo de
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acao definitivo da substancia ou extrato da planta em estudo, esses modelos experimentais séo
de grande importancia e representam o ponto de partida para a caracterizacao farmacologica

de novos compostos capazes de interferir com o curso da dor.

2.1 —Dor e Inflamacao

A dor foi conceituada pela primeira vez em 1986, pela Associagéo Internacional para o
Estudo da Dor, como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel que esta associada
a lesOes reais ou potenciais. O termo nocicepcao esta relacionado com o reconhecimento de
sinais dolorosos pelo sistema nervoso, que formulam informagdes relacionadas a lesdo.
Baseado nestes conceitos, o termo dor seria melhor aplicado a seres humanos do que aos
animais, pelo fato deste termo envolver um componente emocional. Mesmo assim tornou-se
uma conveng¢ao o uso do termo “dor” para pacientes humanos e animais (HELLEBREKERS,
2002).

A nocicepcdo leva a dor, a intensidade da dor vai variar conforme a percepcéo
individual que pode levar a uma alteracdo comportamental. A alteracdo comportamental

também pode levar a aumentar a percepcao da dor (GUILHERME, 2012).

 Nocicopsdo [T
|

Figura 1: Esquema das diferentes fases que envolvem o processo doloroso
Fonte: GUILHERME, 2012.
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A dor fisioldgica é aquela que induz respostas protetoras, como o reflexo de retirada
(ou reacdo de fuga), com intuito de interromper a exposi¢do ao estimulo nocivo. Este sinal é
tipico da dor aguda produzida por estimulos intensos na superficie da pele. A dor visceral e a
dor somética profunda sdo causadas por estimulos inevitdveis e apresentam respostas
adaptativas especificas, geralmente sdo subagudas e podem vir acompanhadas de respostas
autondmicas ou comportamentais especificas (HELLEBREKERS, 2002).

A dor persistente pode ser subdividida segundo sua origem em nociceptiva e
neuropética. A dor nociceptiva resulta da ativacdo direta de nociceptores da pele e outros
tecidos em resposta a uma leséo tecidual, acompanhada de inflamag&o. A dor neuropatica ou
neurogénica origina-se devido a lesGes de nervos periféricos ou do sistema nervoso central
(ALMEIDA et al., 2006).

O componente fisioldgico da dor é chamado nocicepcdo, que consiste dos processos
de transducéo, transmissdo e modulacdo de sinais neurais gerados em resposta a um estimulo
nocivo externo. De forma simplificada, pode ser considerado como uma cadeia de trés-
neurdnios, com o neurénio de primeira ordem originado na periferia e projetando-se para a
medula espinhal, o neurénio de segunda ordem ascende pela medula espinhal e o neurdnio de
terceira ordem projeta-se para o cortex cerebral (TRANQUILLI, 2004). Dessa maneira, 0
funcionamento adequado do sistema nociceptivo é essencial para proteger o organismo de
danos teciduais. Entretanto, sob condicdes patoldgicas, este sistema se torna sensibilizado e a
dor transforma-se em uma doenca (BAGGIO, 2010).

Os dois sistemas de modula¢do nociceptiva mais importantes sdo mediados por
receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato) e opioides, distribuidos por toda extensdo do
sistema nervoso central. Entre os trés principais subtipos de receptores opioides, 0s receptores
u e 6 podem inibir ou potencializar eventos mediados pelos receptores NMDA, enquanto o
receptor k antagoniza a atividade mediada por receptores NMDA (RIEDEL e NEECK, 2001).

A inflamacdo é um processo fisiologico regulatério fundamental ao organismo
iniciado como consequéncia de lesdo tecidual desencadeada em resposta a diversos fatores
tais como: trauma mecanico, privacdo de oxigénio, nutrientes, alteracbes imunoldgicas,
genéticas, agentes quimicos, microorganismos, temperaturas extremas, radiacdo ultravioleta
(MURPHY, 2010). A principal fungdo da inflamag&o é eliminar o estimulo patogénico para
remover o tecido danificado com o objetivo de restaurar a homeostase (SOEHNLEIN e
LINDBOM, 2010).

A resposta inflamatdria € um processo de reparo, em que ha a destruicéo, diluicdo do

agente iniciador e uma série de eventos que tentam curar e reconstituir o dano tecidual.
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Durante o reparo, o tecido lesionado é substituido (regeneracao) por células parenquimatosas,
com preenchimento no local da lesdo por tecido fibroso (cicatrizagdo) ou, mais comumente,
pela combinacdo dos dois processos (ROBBINS e COTRAN, 2005).

E caracterizada pelo calor, dor, rubor e inchaco, sendo esses fatores derivados dos
efeitos de mediadores (Interleucina-1, prostaglandinas, quimiocinas) e células inflamatorias
(macrofagos, leucdcitos) diretamente sobre os vasos sanguineos locais (MURPHY, 2010).
Pode ser também desencadeada por outras vias como aquelas relacionadas a producdo de
quimiocinas (como histamina e bradicinina), prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs),
assim como o 6xido nitrico (NO) que tem agdo nos vasos sanguineos, componentes do
sistema complemento, fator de necrose tumoral (TNF), interferons (INF), metaloproteinases
de matriz extracelular (MMP) e fator de agregacdo plaquetaria (PAF) (GAUTAM E
JACHAK, 2009).

Diferentes classes de farmacos séo utilizadas para o controle e tratamento de dor e
inflamacdo na terapéutica e exercem seus efeitos por diferentes mecanismos. Os peptideos
opiodides, como a morfina, sdo derivados de uma espécie de papoula chamada Papaver
somniferum (LE MERRER et al, 2009). Os efeitos bioldgicos destes sdo mediados por
receptores (U, 0, k) expressos no SNC (cérebro e medula espinhal) e na periferia. Estes
receptores sdo associados com uma gama de respostas fisiologicas e psicoldgicas
desencadeadas por ligantes enddgenos e exdgenos. Peptideos opidides e receptores sdo
conhecidos pelos seus potentes efeitos analgésicos, pelos efeitos sedativos e hipnéticos.
(LANG et al, 2010). Os antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINES) sdo a principal classe de
medicamentos no controle da dor e inflamacéo, contendo efeito antiinflamatério, analgésico e
que catalisa a transformacdo de acido araquidénico em diversos mediadores lipidicos,
denominados prostaglandinas e tromboxanos, estas substancias tem importante funcéo
homeostatica na protecdo da mucosa gastrica, fisiologia renal, gestacdo e agregacao
plaquetaria, além de terem sua producdo induzida em condi¢cdes como inflamacdo e cancer.
Estudos envolvendo AINEs com seletividade para cicloxigenase-2 evidenciaram maior risco
de eventos adversos cardiovasculares como infarto agudo do miocardio, acidente vascular

cerebral, hipertenséo e insuficiéncia cardiaca (ARAUJO et al., 2005).
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2.2 - Modelos Animais de Avaliagdo das Atividades Antinociceptiva

Muitos modelos animais de avaliagdo das atividades antinociceptiva e anti-
inflamatdria sdo utilizados para avaliar a eficacia de novos farmacos para o tratamento de
doencas inflamatdrias e dolorosas, bem como estudar seus mecanismos de acdo e, de
medicamentos ja utilizados na terapéutica, mas que ndo tém o mecanismo de acdo
farmacoldgica ainda totalmente esclarecido (WALKER et al, 1999).

A dor ndo pode ser monitorada em animais, porém ela pode ser estimada por avaliacdo
das respostas de animais a estimulos nociceptivos. Os testes nociceptivos incluem os mais
variados estimulos seja elétrico, mecénico, quimico, térmico (LE BARS et al, 2001). O teste
de contorg¢des abdominais induzidas por acido acético sugerido por Koster e col. (1959), € um
modelo de dor visceral ocasionada pela administracéo i.p. de acido acético na concentracdo de
0,6% (LE BARS et al, 2001). Este modelo de dor ¢ muito utilizado para avaliar efeitos
antinociceptivos periféricos de natureza antiinflamatdria, uma vez que o &cido acético, na
concentragéo utilizada, induz a dor indireta resultado de uma inflamacgdo aguda no periténio
(IKEDA et al, 2001).

2.3 — Espécie selecionada
2.3.1 Familia Anacardiaceae e 0 Género Spondia

A familia Anacardiaceae pertence a ordem Sapindales que compreende cerca de 80
géneros e 600 espécies predominantemente distribuidas na regido Pantropical, sendo também
observadas representantes nas areas temperadas da Europa, Asia e América do Norte. No
Brasil, sdo encontrados cerca de 15 géneros e aproximadamente 68 espécies, pertencentes a
trés diferentes tribos: Mangiferae, Spondiaceae e Rhoideae (Ferreira, 2000).

O género Spondias foi criado por Linnaeus em 1753, contendo apenas a espécie
Spondias mombim (cajazeira) (Airy Shaw & Forman, 1967, citado por Carvalho, 2008).
Atualmente, este género é composto por 15 espécies, sendo sete delas encontradas no Brasil e
todas apresentando frutos comestiveis: Spondias mombim L. (caja), Spondias lutea L. (caja ou
taperebd), Spondias cytherea Sonn. (caja-manga), Spondias venulosa (caja-mirim), Spondias
purpurea L. (ciriguela), Spondias tuberosa Arr. (umbu) e Spondias sp (umbu-caja) (Pires,
1990).
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2.3.2— Spondia mombin L.

A cajazeira (Spondias mombin L.) é uma espécie frutifera identificada por Prance e
Silva (1975) como procedente da América do Sul e Antilhas, encontrando-se dispersa desde o
sul do México até o Brasil. Segundo Mitachel e Daly (1995) os centros de diversidade da
cajazeira sdo a mata Atlantica, a Amazonia Ocidental, no estado do Acre, e nas regides
limitrofes do Peru e da Bolivia. Para Vilachica (1996) a espécie distribui-se em toda a
Ameérica Tropical, ndo existindo evidéncias para postular sua origem em alguma zona
especifica da regido.

No Brasil, a cajazeira é encontrada principalmente nos Estados do Norte e Nordeste,
onde seus frutos recebem diferentes denominacGes sendo conhecidos como: caja, caja
verdadeiro, caja-mirim ou taperebd. Estes sdo utilizados no preparo de polpas, sucos, picolé,
sorvetes, néctares e geléias. A madeira é bastante utilizada em servicos de marcenaria e outras
partes da planta, como as cascas e folhas, séo bastante utilizadas com finalidades medicinais
(SACRAMENTO, 2000).

Figura 1: Frutos e folhas da Cajazeira (S. mombin)
7. S w > . _

Fonte: http://www.virboga.de/Spondias_mombin.htm

A utilizagdo da cajazeira na medicina popular e industria farmacéutica é crescente,
sendo empregada em casos de febre, como antidiarreica, antidesintérica, antiblenorragica e
anti-hemorroidiaria. Segundo Sacramento (2000), trabalhos de pesquisa revelaram

recentemente que o extrato das folhas contém taninos elagicos e propriedades antivirais. A


http://www.virboga.de/Spondias_mombin.htm
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casca tem atividade cicatrizante. As folhas sdo ainda empregadas com adstringentes. Ayoka et
al.(2005) relataram que o extrato das folhas possuem efeito ansiolitico com potencial de uso
contra desordens psiquitricas.

A S. mombin é amplamente estudada, e demonstrou resultados promissores com
atividades antimicrobianos, antiedematogénicas, e antiviral (SILVA, G. et al.,, 2012).
Spondias sp., contém diversos grupos de substancias quimicas. Taninos, lactonas, terpenoides
(sesquiterpenos e monoterpenos), flavonoides sdo alguns desses grupos de substancias ja
detectadas e isoladas que ocorrem em outras espécies do género Spondias. (MENDES &
ELISALDO, 2007; TALHOUK et al., 2007).
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3- METODOLOGIA

3.1- Local da pesquisa

O extrato etandlico bruto da casca da Cajzeira foi preparado no Laboratorio de
Desenvolvimento de Medicamentos (LABDEM). A triagem fitoquimica foi realizada no
laboratdrio de fitoquimica da Farmacia Escola e os experimentos de Toxicidade e Nocicep¢édo
foram realizados no Laboratorio de Ensaios Farmacoldgicos, da Universidade Estadual da

Paraiba.

3.2 Obtencao do material botanico e extrato etandlico bruto

As cascas da Cajazeira, foi coletado na regido semiarida do estado na Paraiba. As
cascas foram secas e trituradas em um moinho de rotor vertical. O extrato bruto etandlico foi
obtido pelo método de exaustdo em etanol. Ap6s o periodo de extracdo, o extrato etanélico foi
filtrado e concentrado em evaporador rotativo a pressdo reduzida, obtendo-se o extrato
etandlico bruto.

A exsicata encontra-se no Herbario da Universidade Estadual da Paraiba com numero:
ACAM 000434.

3.3 Animais

Animais oriundos do Centro de Répteis de Campina Grande. Foram encaminhados
para o Laboratorio de Farmacologia da UEPB, onde 0s separou em grupos (machos e fémeas),
colocados em caixas com serragem, a temperatura ambiente e longe da umidade e do sol,
sendo alimentados com racdo até atingirem o tamanho e peso ideal para realizacdo do
experimento. Para realizagdo dos experimentos eles precisaram ficar em jejum, 24hrs antes da

realizacdo da toxicidade e 3 hrs em jejum antes do teste de nocicepgéo.

3.4. — Triagem fitoquimica (Prospecc¢ao preliminar)

A triagem fitoquimica para caracterizar a presenca das principais classes de
metabolitos secundarios presentes no extrato de S. mombin foi realizada segundo
metodologias propostas por Costa (2002). Os testes consistiram em reacGes quimicas
qualitativas simples, que demonstraram a presenca de compostos como: taninos, flavonoides,
esteroides, saponinas e alcaloides. Para taninos e compostos fendlicos, utilizaram-se o0s

métodos de precipitacdo com FeCls, alcaloides; gelatina e acetato de cobre. Para flavonoides,
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foram usadas as reagdes com cloreto de aluminio e reagdo de Shinoda, que apresentam cor
especifica quando ha a presenca destes compostos. Os esterdides foram identificados pela
reacdao de Liebermann-Burchard e as saponinas pela agitacdo vigoros do extrato aquoso por
no minimo 15 min com formacdo de espuma persistente. Finalmente, os alcaldides foram
investigados pelo método de precipitacdo, usando os reativos de Bouchardat, Dragendorf e

Mayer.

3.5- Ensaios toxico-farmacolégicos
3.5.1 — Teste de Toxicidade aguda frente a Artemia Salina

A determinacgdo da toxicidade do extrato para nauplios de Artemia salina foi baseada
na metodologia descrita por Meyer e colaboradores (1982), com pequenas modificagdes. Para
tanto, 300mg de cistos de Artemia salina foram transferidos para solucdo de dgua do mar
sintética (NaCl 6,3 g/L; KCI 0,75 g/L; CaCl,.2H,0 1,47 g/L; MgCl,.6H,0 5,10 g/L; NaHCO;
0,21 g/L; MgS0,.7H20 6,20 g/L; pH 8,0), mantidos em temperatura entre 25 e 28°C, com
iluminacdo lateral constante, durante o periodo de eclosdo (24 a 36 h). Os ensaios foram
realizados em tubos de ensaio nos quais foram adicionados 10 nauplios vivos e ativos de
artemias na presenca do extrato. O extrato foi testado nas concentracdes de 1000, 750, 500,
250, 100, 20 pg/mL. Em seguida, verificou-se a quantidade de nauplios vivos e mortos apos
24 e 48 h, com auxilio de lupa. Os ensaios foram realizados em triplicata. O controle negativo

foi composto somente por nduplios em agua do mar sintética.

3.5.2 — Teste de Toxicidade aguda em camundongos

Camundongos “Swiss” (5 machos e 5 fémeas) ap6s jejum de 24 horas, foram tratados
com soluc¢do salina 0,9 % (10 mL/kg), ou 2000 mg/kg dos extratos por v.0. Parametros (tais
como: atividade geral, frénito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta aperto cauda,
contorcdo, posicdo trem posterior, reflexo endireitamento, tdnus do corpo, forca para agarrar,
ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, convulsGes, hipnose, anestesia,
lacrimacdo, ptose, miccdo, defecacdo, piloerecdo, hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia,
morte) foram avaliados no tempo de 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h ap6s a administracdo do
EEB e, a partir de entdo, diariamente, até o décimo quarto dia. Sinais de toxicidade, a época
do seu aparecimento, a intensidade, a duragdo e a progressdo dos mesmos foram anotados
para posterior analise. Também foram observados e registrados diariamente, dados

fisiologicos (peso corporal e consumo de &gua e de racdo). No 14° dia os animais foram
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sacrificados, realizando-se a pesagem e analise macroscépica das visceras (figado, rins,

coracdo, pulmdes e baco).

3.5.3 - Contorgdes abdominais induzidas por A&cido acético (Atividade
Antinociceptiva)

Camundongos machos da raga “Swiss” foram divididos em grupos e tratados com
veiculo ou extratos em doses pré-determinadas (250 e 500 mg/kg). Uma hora ap6s o
tratamento receberam por via intraperitoneal 10 ml/kg de uma solugéo de acido acético 0,6%,
e, imediatamente, foram colocados sob funil de vidro para melhor visualiza¢do das contor¢ées
(movimentos estereotipados como contracdo da parede abdominal, rotacdo do corpo e
extensdo das patas traseiras). Foi contado o nimero total de contor¢des abdominais por um
periodo de 20 minutos comegados a contar 10 minutos ap6s a administracdo do acido acético
(KOSTER et al., 1959). O grupo controle recebeu solucdo salina (10ml/kg) 50 min antes do

teste.

3.6 Analise estatistica

Os testes de toxicidade aguda e da atividade analgésica foram analisados pela média +
erro padrdo da média para cada grupo. Os grupos foram comparados com o grupo controle
usando o teste ANOVA, seguido pelo pds-teste de Dunnett’s e Turkey respectivamente. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.

Na determinacdo da CL50 (toxicidade frente ao bioensaio de A. salina) foi utilizado o
método de Regressdo Probit, com 95% de intervalo de confianga, utilizando-se o programa
Statistica Trial, versao 10.
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4.1 Triagem fitoquimica
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No tubo que indica a presenca de saponinas, ap0s agitacdo vigorosa, observou-se

formacdo de espuma branca e persistente por mais de 15 minutos. O tubo que indica a

presenca de taninos apresentou mudanca de coloracdo de verde para azulado seguido de

precipitado que indica a presenca de compostos fendlicos e taninos. Os restantes dos tubos

ndo apresentaram nenhuma mudanca de coloragdo ou precipitacdo (Figura 2), o que indica

uma auséncia dos restantes dos metabdlitos citados na tabela 1, precisando de mais

experimentos para confirmacéo de tais auséncias.

Conforme mostra a tabela 1, o EEtB da cajazeira apresentou positividade, sugerindo a

presenca para os seguintes metabdlitos secundarios: saponinas, taninos e compostos fenolicos.

Tabela 1: Metabdlitos Secundarios.

CLASSES DE TESTES RESULTADOS
METABOLITOS
SECUNDARIOS REALIZADOS
Saponinas Agitacéo vigorosa +
Fendis e Taninos Precipitacéo com ++
FEC|3
Flavonéides Reacdo de Dragendorf -
e Mayer
Esteroides Reacédo de -
Liebermann-Burchard
Alcal6ides Reacdo com Gelatina e -

acetato de cobre




20

Figura 2: Tubos com as reacBes de coloragdo e precipitacdo para a identificagdo de metabdlitos

secundarios do extrato de S. mombin L.

Fonte: Fotos Steffanie Muniz

Ja é relatado na literatura que outros géneros de Spondias contem diversos grupos de
substancias quimicas a exemplo de taninos, lactonas, terpenoides (sesquiterpenos e
monoterpenos) e flavonoides (MENDES & ELISALDO, 2007; TALHOUK et al., 2007).

Os compostos fendlicos presentes nas plantas estdo relacionados, principalmente, com
a protecdo, conferindo alta resisténcia a microrganismos e pragas. Na maioria dos vegetais, 0s
compostos fenolicos constituem os antioxidantes mais abundantes. Em funcdo da elevada
atividade antioxidante que possuem, uma variedade de compostos fenélicos desempenha um
papel importante nos processos de inibi¢cdo do risco das doencas cardiovasculares e podem
atuar sobre o estresse oxidativo, relacionado com diversas patologias crénico-degenerativas,
como o diabetes, o cancer e processos inflamatdrios (IMEH; KHOKHAR 2002).

As atividades antiinflamatorias e analgésicas que tém sido atribuidas as saponinas
parecem se dar por mecanismos variados como inibicdo da degradacdo de corticoides, e
atividade corticomimética, o que interfere no metabolismo de mediadores inflamatérios
(LACAILLE-DUBOIS & WAGNER, 1996), atuando no sistema complemento, etc. Outras
propriedades farmacoldgicas como antiulcerogénica e sedativa sdo atribuidas a esses
compostos (CABALLEROGEORGE et al., 2004).

Tém sido atribuidas aos taninos muitas atividades fisiolégicas humanas, como a
estimulacdo das células fagociticas e a acdo tumoral, e atividades antiinfectivas
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(LOGUERCIO, 2005). Em processos de cura de feridas, queimaduras e inflamacGes, 0s
taninos auxiliam formando uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou
polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, permitindo que, logo abaixo dessa camada,

0 processo de reparacgéo tecidual ocorra naturalmente (MELLO & SANTOS, 2001).

4.2 Ensaios toxicofarmacoldgicos

4.2.1 Toxicidade Aguda

Embasado nos principios da Toxicologia, toda substancia pode ser considerada um
agente toxicante, dependendo das condi¢des da exposi¢do como dose, tempo, frequéncia da
exposicdo e as mais variadas vias de administracdo. Por estas razdes, é imprescindivel
conhecer as condi¢fes de uso seguro das diversas substancias quimicas que podem ser de
origem vegetal, animal ou mineral, para que ndo ocorram danos a saide humana ou animal,
ou mesmo levando & ocorréncia de agravos ao meio ambiente (VENANCIO, 2006).

Por isso que um fator importante na atualidade é a seguranca na utilizacdo de produtos
de origem vegetal. Ao se avaliar a letalidade de uma planta medicinal, pode-se garantir que
um produto elaborado a partir desta, esteja livre de efeitos toxicos indesejaveis nas condi¢es
testadas. O uso do microcrustaceo Artemia salina e uma das técnicas empregadas neste
sentido (MEYER et al., 1982). A Toxicidade de uma substancia a ser testada para fins
farmacoldgicos e terapéuticos deve ser o primeiro passo que um investigador toxicologista ou
farmacologista precisa determinar, a fim de que, durante os experimentos, ndo venha a ter
surpresas desagradaveis com os efeitos nocivos aos animais de experimento ou até mesmo a
morte deles. Uma substancia altamente toxica promoverd um efeito danoso ao organismo vivo
e/ou ao ambiente, ainda quando empregado em minimas quantidades, enquanto que as
substancias de baixa toxicidade precisam de altas doses para promover um efeito toxico
(VENANCIO, 2006).

A Artemia Salina é bastante empregada em ensaios toxicologicos, pois € de facil
manuseio, além disso, possui baixo custo, facil cultivo e obtencdo, sendo um método
conveniente para a avaliacdo preliminar da toxicidade em aditivos alimentares e extratos
vegetais (RAJEH et al, 2012).

Na realizacdo do ensaio com o0 extrato de S mombim frente A. salina foi observado
valores de CL50 de 482,5+36,1 e 383,2+34,1 pg/mL para 24 e 48 horas, respectivamente

(Tabela 2). Na avaliacdo da toxicidade de compostos ativos e extratos vegetais para Artemia
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salina, um valor de CL50 inferior a 1000 pg/mL permite considerar o composto como toxico
(Meyer et al., 1982). Assim, o0 extrato da Spondia mombim L. pode ser considerado que
apresenta uma toxicidade alta nas condicGes testadas, sendo, porém apenas um experimento

preditivo como estudo preliminar de toxicidade.

Tabela 2. Valores de CL50 para o extrato se S. Mombin frente a Artemia salina

Planta CL50 (24 hs) pg/mL CL 50 (48 hs) pg/mL

S. mombin (cajazeira) 482,5+36,1 383,2+34,1

*N&o houve 6bitos no grupo controle; foram expostos 30 individuos em cada concentracao.

Meyer et al. (1982) estabeleceram uma relacdo entre o grau de toxicidade e a dose letal
média (DL50), apresentada por compostos ativos e extratos de plantas sobre larvas de A.
salina, desde entéo, considera-se que quando sdo verificados valores abaixo de 1000 pug/mL-?,
estes, sdo considerados toxicos. Estes dados toxicologicos, segundo Parra et al. (2001), podem

ser correlacionados com testes de toxicidade aguda oral em animais.

Para assegurar o uso de produtos naturais, deve-se submeté-los a testes pré-clinicos de
eficacia e seguranca in vivo, por métodos recomendados pela legislacdo. De acordo com a RE
90 (2004), deve-se realizar o Ensaio Toxicolégico Pré-clinico Agudo em animais de
laboratério previamente padronizado para se obter as informacdes toxicoldgicas a respeito do
produto testado (RAJEH et al, 2012). O experimento realizado na Cajazeira mostra

guantitativamente e qualitativamente que a mesma esta segura e apta para uso popular.

A toxicidade aguda é habitualmente definida como efeitos toxicos que ocorrem dentro
de um curto periodo de tempo ap6s administracdo de uma dose Unica ou varias doses de uma
substancia num periodo de 24 horas (SYAHMI et al., 2010). Quando devidamente realizado e
observado de perto, um teste de toxicidade aguda pode dar mais informacGes sobre as

propriedades biolégicas de um composto quimico que qualquer outro teste.

A partir da administragdo da Unica e alta dose de 2000 mg.kg™, v.0. em camundongos

de ambos os sexos, foi observado que o extrato de S. mombim n&o promoveu morte, 0 que
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inviabilizou a determinacdo da Dose Letal (DLsp). Isso determina que a planta ndo é toxica e
nem causa maiores danos ao usuario. Os animais apresentaram apenas pequenas alteracfes
nos parametros comportamentais como leve hipoventilacdo, hipoatividade, analgesia, perda

da forca para agarrar e do reflexo corneal, como mostra a tabela 3.

Tabela 3- Efeito da administracdo de uma unica dose (2000 mg/kg) de extrato em

camundongo.
Planta Mortalidade/laténcia Sinais e sintomas
S. mombim L. Né&o Hipoventilagcdo, hipoatividade,

analgesia, perda da forca para

agarrar e do reflexo corneal

Os sinais de toxicidade sistémica sdo definidos também a partir da reducdo na massa
corporal dos animais experimentais (Raza et al., 2002). Com a administracdo de 2g/kg de peso
corporal do extrato de S. mombin ndo houve alteracdo no peso corporal dos animais, quando
comparado com o respectivo grupo controle, indicando auséncia de efeitos toxicos agudos
nessas condigdes.

Os animais que receberam o extrato também ndo apresentaram alteragdes
significativas no peso de 6rgdos vitais como coracao, rins, baco, figado e pulmao em relagédo
ao grupo controle. Os 6rgaos também ndo apresentaram alterac6es macroscopicas.

Além da reducdo do desenvolvimento ponderal, a toxicidade sistémica se manifesta
através da reducdo nos consumos de agua e racdo, alteracdes de comportamento, apatia e ma
condi¢cdo da pelagem, como a presenca de pélos arrepiados (Melo, 2001), o que ndo foi

observado nos animais experimentais. Estes dados sugerem baixa toxicidade do extrato.

4.3 Atividade analgésica

Entre os modelos de nocicepgdo quimica o teste de contor¢des abdominais induzidas
por &cido acético é descrito como tipico modelo de dor inflamatoria, sendo uma ferramenta de
triagem para avaliagdo da atividade analgésica e anti-inflamatoria de novos agentes
(BAGGIO, 2010).
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O modelo de contor¢bes abdominais em camundongos baseia-se na contagem das
contorcBes da parede abdominal seguidas de torcdo do tronco e extensdo dos membros
posteriores (writhing), como resposta reflexa a irritacdo peritoneal e a peritonite produzidas
pela injecdo intraperitoneal de acido acético que produz uma irritagdo local que induz a
liberacdo de véarios mediadores enddgenos como bradicinina, prostaglandinas e citocinas
(TNF-a, IL-1b e IL-8) que estimulam os neurdnios nociceptivos, e outros mediadores como a
norepinefrina e acetilcolina do sistema nervoso simpatico (SOARES et al., 2009).

O extrato etandlico de S. mombin (Cajazeira) nas doses de 250 e 500 mg/kg
administrado v.o. em camundongos, foi capaz de inibir as contor¢des abdominais induzidas
por acido em acético em 51,3 e 72,1%, respectivamente, quando comparado ao controle, que
foi o grupo tratado apenas com solucdo salina. A tabela 4 e figura 4 apresenta o nimero de
contorcdes obtidas para cada grupo testado no tempo total de 20 minutos de observacdo. As
contorgdes foram contadas baseadas nos movimentos abdominais que o agente algico

produzia nos animais, como mostra a figura 3.

O extrato também promoveu um aumento no tempo de inicio das contor¢Ges (Tabela

4), mostrando uma prote¢do contra o agente algico.

Tabela 4. Numero de contor¢des abdominais e tempo de laténcia em camundongos tratados

com S. mombim

Tratamento NUmero de contor¢cdes % inibicdo Tempo de laténcia (min)
Solucdo salina 44,4+4.6 2,5

S. mombim

250 mg/kg 21,6+3,2 51,3 6,2

500 mg/kg 12,4+3,1 72,1 8,8
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Figura 3: Contorcdo abdominal no camundongo apés a administracdo do acido acético 0,6%.

FONTE: http://www.neplame.univasf.edu.br/atividade-antinociceptiva.html

Figura 4- inibicdo das contor¢6es abdominais induzidas por acido acético em camundongo
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Como, neste modelo ha uma resposta de interacdo de varios neurotransmissores e
neuromoduladores, o que faz este modelo sensivel a substancias analgesicas de agé&o central
e/ou periférica (ERTHAL, 2008), nossos resultados apontam para uma atividade analgésica,


http://www.neplame.univasf.edu.br/atividade-antinociceptiva.html
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mas que necessita de novas investigacoes para melhor caracterizar essa atividade. Como o
extrato de S.mombin mostrou mais que 50% de inibicdo das contor¢Bes abdominais nos
animais nas duas concentracfes administradas (250 e 500 mg/kg), mostra uma atividade
antinociceptiva presente, onde os nimeros possuem significancia estatistica, como mostra a
figura 4. Esta atividade pode estd relacionada com a presenca de compostos fenolicos no
extrato obtido, que podem atuar como analgeésicos e antiinflamatdrio, mas que ainda necessita

de experimentos complementares para a obtencdo de novos farmacos de origem vegetal.
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5- CONCLUSAO

Os resultados apresentados indicam um efeito analgésico (antinociceptivo) do EEtB da
Cajazeira, S. mombin, no qual 0 mesmoconseguiu inibir as contor¢es abdominais induzidas
por &cido acético, sugerindo seu potencial farmacoterapéutico como possivel analgésico.
Assim abrindo portas para estudos complementares como, por exemplo, teste de inflamagéo,
ja que os metabolitos encontrados sugerem essa atividade. A auséncia de dose letal (DL50) da
planta acaba dando suporte e seguranca ao seu uso popular, ja que pela RE 90 (2004), foi
usada a maior dose por kg para determinar a toxicidade da mesma. Este trabalho d&
embasamento para futuros estudos que tenham como objetivo o desenvolvimento de fa&rmacos
com atividade analgésica oriundos das cascas da Cajazeira, assim como esclarecer o

mecanismo de nocicepcdo da mesma.
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ABSTRACT

Spondia mombin L., is popularly known as Cajazeira. Its fruits are used by the population of
northeastern Brazil in power. The stem bark is used as healing and leaves are used for the
treatment of fever, diarrhea and gonorrhea hemorrhoids. The objective of this study was to
evaluate the analgesic activity of S. mombin EEtB models of nociception induced by acetic
acid in mice, as well as testing to determine its toxicity against A. salina LC50 and LD50 in
animals. One phytochemical screening was also performed in order to verify the classes of
secondary metabolites present in the EEtB Cajazeira. In the qualitative screening was possible
to suggest the presence of saponins, tannins and phenols. The results showed that the extract
possesses analgesic activity, not being evidenced lethality in the acute toxicity test, ie, there
was no LD50 then ensuring security in its use. Thus, it is concluded that the extract of S.
mombin L. showed promise in the search for new drugs of plant origin.

Keywords: Spondia mombin L., analgesic activity, acute toxicity
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