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RESUMO

TRIAGEM DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DA FRACAO DE
ALCALOIDES TOTAIS DE Aspidosperma pyrifolium Mart (APOCYNACEAE)

!Itala Samara da Silva Dias; ?Vanda Lucia dos Santos
12 Universidade Estadual da Paraiba - UEPB.

litalasamarabaiana@hotmail.com

Quando se trata de farmacos para o tratamento da dor e inflamacédo, abre-se uma lacuna no
que diz respeito ao regime medicamentoso a ser estabelecido, tendo em vista que ainda nao
dispomos de um farmaco analgésico e/ou anti-inflamatorio ideal, ou seja, que ndo promovam
efeitos colaterais potenciais. Assim, tem-se a necessidade de buscar medidas alternativas para
0 desenvolvimento de medicamentos para o combate da dor e inflamagéo. Nessa perspectiva,
0s produtos naturais encaixam-se como uma fonte promissora na pesquisa de moléculas com
potencial atividade farmacoldgica. A Aspidosperma pyrifolium Mart.,, conhecida
popularmente por pereiro, apresenta em sua composi¢do metabolitos relacionados com efeitos
analgésicos e anti-inflamatérios. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil toxicoldgico e
realizar uma triagem da atividade farmacoldgica de fracGes de alcaloides totais de A.
pyrifolium (FAT-Ap) em modelos animais. Na toxicidade aguda foram utilizadas as doses de
50, 100 e 200 mg/kg (v.0), sendo os animais avaliados por 14 dias, quanto ao consumo de
agua, racao, parametros comportamentais € ao fim do periodo, alteracdes de peso e
morfologia dos Orgdos. A triagem da atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva, foi
avaliada pelo teste de contor¢des induzidas por &cido acético, utilizando FAT-Ap nas doses de
10, 20 e 30 mg/kg (v.0), peritonite induzida por carragenina, utilizando a FAT-Ap em doses
de 20 e 30 mg/kg (v.0). Os resultados de toxicidade mostraram que a dose de 200mg/kg foi
100% letal, a dose de 100mg/kg causou uma morte e 0s demais animais apresentaram
alteracBes comportamentais frente ao sistema nervoso central e autbnomo, foi observada
também variages no consumo de racdo, agua e peso corporal, quando comparados ao grupo
controle, na dose de 50mg/kg nao foi observado variacdes significativas nos parametros
analisados em relacé@o ao controle. A dose de 30 mg/kg foi a que apresentou melhor atividade

anti-inflamatoria



e antinocipetiva. Deste modo, a FAT-Ap apresenta-se como fonte promissora para o
desenvolvimento de medicamento com atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva. No
entanto, apresentou indicios de toxicidade, sendo seu uso condicionado a determinacéo de

doses seguras.

Palavras-Chave: Antinocicepcao, anti-inflamatdrio, Aspidosperma pyrifolium



ABSTRACT

SCREENING DRUG ACTIVITY OF TOTAL ALKALOIDS FRACTION OF
Aspidosperma pyrifolium Mart (APOCYNACEAE)

!Itala Samara da Silva Dias; >Vanda Lucia dos Santos
12 Universidade Estadual da Paraiba - UEPB.

litalasamarabaiana@hotmail.com

When it comes to drugs for the treatment of pain and inflammation, opens a gap concerning to
the drug regimen to be established, given that still do not have an ideal analgesic drug and / or
anti-inflammatory, or which do not promote potential side effects. Thus, there is the need to
seek alternative measures for the development of drugs to combat pain and inflammation. In
this perspective, natural products fits as a promising source in molecules with potential
pharmacological activity research. The Aspidosperma pyrifolium Mart., Popularly known as
pereiro presents in its composition metabolites related to analgesic and anti-inflammatory
effects. The objective of this study was to evaluate the toxicological profile and perform a
screening of the pharmacological activity of total alkaloid fractions of A. pyrifolium (FAT -
Ap) in animal models. In acute toxicity were used doses of 50, 100 and 200 mg / kg (po), and
the animals were evaluated for 14 days, as the water consumption, diet, behavioral parameters
and at the end of the period, weight changes and morphology of the organs. The screening of
anti-inflammatory and antinociceptive activity was evaluated by the writhing induced by
acetic acid test, using FAT-Ap in doses of 10, 20 and 30 mg / kg (po), carrageenan-induced
peritonitis, using the FAT-Ap at doses of 20 and 30mg / kg (po). The toxicity results show
that the dose of 200mg / kg was 100% lethal, the dose of 100mg / kg caused the death and
other animals showed behavioral changes across the central nervous system and autonomous,
was also observed variations in feed intake, water and body weight when compared to the
control group, at a dose of 50mg / kg was not observed significant changes in the parameters
analyzed compared to control. The dose of 30 mg / kg showed the best anti-inflammatory and
antinocipetive activities. Thus, the FAT-Ap is presented as a promising source for the
development of medicines with anti-inflammatory and antinociceptive activities. However, it

presented evidence of toxicity, and its use is conditioned to determine safe doses.



Keywords: antinociception, anti-inflammatory, Aspidosperma pyrifoli
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais corresponde a uma das estratégias mais antigas para obter a
cura, prevencao e tratamento de todos os tipos de enfermidades (MORAES; SANTANA, 2001).
Ha indicios que a utilizacdo de produtos naturais, com fins medicinais, particularmente da flora,
tenha nascido com a humanidade. Sendo um habito que sempre existiu nas mais antigas
civilizagbes (ANDRADE; CARDOSO; BASTOS, 2007). Nos dias atuais, preserva-se
fortemente seu uso no tratamento de diversas enfermidades e isso se d& ao fato do tratamento
realizado por plantas medicinais apresentarem baixo custo e eficAcia comprovada pela
medicina popular ao longo dos séculos.

No Brasil, em 2009, foi criado o Plano Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e
a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) que tem por
objetivo inserir, com seguranca, eficacia e qualidade, plantas medicinais e fitoterapicos e
servicos relacionados a fitoterapia no SUS. O programa busca também promover e reconhecer
as praticas populares e tradicionais de uso de plantas medicinais e remédios caseiros, bem
como orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a manutencdo da relacdo de
fitoterapicos disponiveis para uso da populacdo. (BRASIL, 2009).

Agéncias regulatérias brasileiras criaram diversas resolucdes e portarias visando a
padronizacdo e normatizagéo do setor. Dentre elas, destacam-se a RDC n° 10 (BRASIL, 2010),
na qual se encontra uma lista com mais de 60 plantas medicinais que podem ser usadas na
forma de infusdo (chas), e a RDC n° 14 (BRASIL, 2011) que normatiza o registro de
fitoterapicos (CARVALHO, 2011; ZOLLNER; SCHWARZ, 2013).

O Brasil é um dos paises com maior biodiversidade, na fauna e flora, do planeta, além
de apresentar um valioso conhecimento tradicional associado ao uso de plantas medicinais.
Apresenta também um forte potencial intelectual necessario para o desenvolvimento de
pesquisas que resultem em tecnologias e terapias eficazes (BRASIL, 2006). Esta
biodiversidade contribuiu para que o uso das plantas medicinais seja considerado um campo
estratégico para o pais, cujo maior potencial econdmico da biodiversidade esta na descoberta
de novas drogas derivadas diretamente ou sintetizadas a partir de recursos biolégicos (BRITO,
2010).

No entanto, o Brasil ainda precisa avancar no campo da fitoterapia. Este avango sé sera
capaz com forte campanha de esclarecimento publico, que deve incluir os profissionais de

salide, principalmente médicos, para mostrar a seguranca e eficacia das plantas medicinais de
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uso tradicional, como uma alternativa terapéutica. E também importante um maior nimero de
quimicos de produtos naturais que se envolvam com o estudo de plantas medicinais, desde o
trabalho de identificacdo do principio ativo ao controle de qualidade dos produtos oferecidos ao
consumidor (FERREIRA et al, 2010).

O territério nordestino, destaca-se por apresentar forte endemismo e dindmica
bioecoldgica complexa. O bioma caatinga abrange grande parte dessa regido e apresenta uma
grande diversidade de plantas medicinais. Dessa forma, faz-se necessario pesquisas que
abordem espécies vegetais nativas da caatiga como fontes geradoras de conhecimento de novas
substancias com potencial quimico e farmacolégico, para a investigacéo e isolamento de novos
produtos naturais e posterior avaliagdo de suas atividades bioldgicas.

A Aspidosperma pyrifolium MART., conhecida popularmente como pereiro, planta
largamente encontrada no territério nordestino, é uma forte promissora para o desenvolvimento

de novos composto para o tratamento de inflamacdes e da dor.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Realizar a avaliacdo farmacoldgica da casca do caule de Aspidosperma pyrifolium Mart.

2.2 Objetivo especifico
e Realizar a triagem da atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria da fracdo de

Alcaloides Totais de Aspidosperma pyrifolium Mart. (FAT-Ap)

o Avaliagéo da toxicidade aguda da FAT-Ap.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Aspidosperma pyrifolium Mart.

Pertence a familia Apocynaceae, que apresenta cerca de 200 géneros e 2000 espécies

distribuidas em todos os continentes, nas regides tropicais e subtropicais (JACOME, 2004).

E uma planta que ocorre nos estados do Norte e Nordeste. Tem larga dispersdo em toda a
zona da caatinga, sendo geralmente encontrado na zona do sertdo baixo do Ceara, Rio Grande
do Norte, Pernambuco e Paraiba, em varios tipos de solos e entre pedras e rochedos. E
considerada espécie endémica da caatinga (BRAGA, 1968). E popularmente conhecida como
Pereiro, Pau-pereiro, Pereira-branca, Pereiro-branco, Pereiro-de-saia, Pereiro-preto, Pereiro-
vermelho, Peroba-paulista, Peroba rosa, pau-de-coaru e Trevo.

Possui dentre seus fito constituintes, alcaloides, taninos, fenois, flavonoides, xantonas,
resinas e albumina (DANTAS, 2007).

Estudos anteriores, mostram que a A. pyrifolium apresenta efeito toxico em caprinos e
bovinos, promovendo a ocorréncia de abortos ou nascimento de animais débeis que morrem
apos o parto. Observa-se também a ocorréncia de intoxicacbes com sinais nervosos
caracterizados por rigidez dos membros posteriores, com dificuldade de locomocgao (SILVA,
et al. 2006). Ha relatos, que o maior nimero de abortos, em bovinos e caprinos, ocorre em
periodos de estiagem. Isso se deve a escassez de forragem nos periodos de seca e

consequentemente um maior consumo desta planta pelos animais (ASSIS, et al., 2009).

Estudos de toxicidade aguda realizados por Messiades (2014), utilizando Extrato etandlico
obtido por turbodlise da A. pyrifolium (EET-Ap), mostram sinais de toxicidade em ratos,
colaborando com os resultados de Lima et al. (2010) que atribui esta toxicidade a presenca de

alcaloides inddlicos presentes no género.

De acordo com o conhecimento popular, esta planta é utilizada na forma de macerato
(casca) ou decocto, por suas propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias (dores de estdmago,
distdrbios respiratorios, colicas, disturbios urinarios e dermatoldgicos), depurativas,
antidesintéricas, bactericida, antissépticas e para problemas do figado (ALBUQUERQUE et
al, 2007; DANTAS, 2007; SANTOS, 2010).

Lins (2016), realizou o isolamento e identificacdo de dois alcaloides inddlicos

monoterpenoides da classe dos plumeranos, retirados da fragdo de alcaloides totais (FAT-Ap),



15

a presenca de alcaloides inddlicos esté relacionado a varias atividades bioldgicas, entre elas

anti-inflamatdria e antinociceptiva.

As atividades analgésicas e anti-inflamatdrias foram evidenciadas em ensaios
farmacologicos em modelos animais, por Messiades (2014), que obteve resultados que
corroboram o uso popular desta espécie.

A dor promove efeito incapacitante, prejudicando por vezes o convivio social e
profissional do individuo que é acometido por essa experiéncia sensitiva e emocional
desagradavel.

Quando se trata de farmacos para o tratamento da dor, abre-se uma lacuna no que diz
respeito ao regime medicamentoso que pode ser estabelecido, tendo em vista que ainda nao
dispomos de um farmaco analgésico e/ou anti-inflamatdrio ideal, ou seja, que ndo promovam
efeitos colaterais potenciais. Embora sejam altamente eficazes, os analgésicos de acdo central
geralmente ndo estdo dissociados de efeitos adversos importantes. Adicionalmente, 0s
analgésicos de acdo periférica também apresentam efeitos indesejaveis, tais como lesbes do
trato gastrointestinal e renal (RANG et al., 2012). Assim, tem-se a necessidade de buscar
medidas alternativas para o desenvolvimento de medicamentos para 0 combate da dor. Nessa
perspectiva, 0s produtos naturais encaixam-se como uma fonte promissora na pesquisa de
moléculas com potencial atividade analgesica (SILVA, et al, 2013).

A inflamacdo é um processo fisiologico complexo, que é regulado por varias vias de
sinalizacdo e requer a interacdo de diferentes tipos de células, modulando uma vasta gama de
respostas celulares, incluindo maturacdo e fungdo das células imunes, bem como a
homeostase dos tecidos (MEDZHITQOV, 2008).

A inflamacdo encontra-se no centro de muitas doengas comuns, incluindo artrite
reumatoide, osteoartrite, aterosclerose, diabetes mellitus, neurodegeneracéo, infecgdo, alergia
e cancer. Varias vias de sinalizacdo formam uma rede pré-inflamatéria e imunomoduladora,
que assim definem a interacdo, os aspectos fisiologicos e fisiopatologicos da inflamacéo
(MEDZHITOV, 2008).

Vaérias classes de drogas, tais como anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e
corticosteroides sdo utilizados para tratar doencas inflamatorias, estes apresentam
propriedades analgésicas, anti-inflamatdrias e antipiréticas através da sua acdo sobre as vias
do acido araquidonico por inibicdo das COXs envolvidas nos mecanismos patogénicos da dor,
inflamac&o e febre (GENE et al., 2009). No entanto, o uso clinico prolongado de grande parte

dos medicamentos anti-inflamatdrios prescritos sofrem desvantagens pelo fato de
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apresentarem sérios efeitos colaterais como, hipertensdo, hiperglicemia, aumento da
susceptibilidade a infeccdo, osteoporose, glaucoma, problemas cardiovasculares, além do alto
custo com o tratamento (GAUTAM e JACK, 2009)

E fundamental identificar novos e seguros farmacos para a prevencio e tratamento de
doencas, incluindo doengas inflamatorias. Plantas medicinais sdo uma importante fonte de

estudo, pois apresentam uma grande variedade de compostos biologicamente ativos.

3.2 Toxicidade aguda

Os estudos de toxicidade aguda séo aqueles utilizados para avaliar a toxicidade produzida
por uma substancia teste, quando esta é administrada em uma ou mais doses durante um
periodo ndo superior a 24 horas, seguido de observacdo dos animais por 14 dias apos a
administracdo (ANVISA, 2013).

A avaliacdo da toxicidade nos auxilia a determinar o potencial que novas substancias e
produtos tem de causar danos a satde humana. Testes que avaliam a toxicidade sisttmica aguda
sdo utilizados para classificar e apropriadamente rotular substancias de acordo com o seu
potencial de letalidade ou toxicidade como estabelecido pela legislacdo. Além da letalidade,
outros parametros séo investigados em estudos de toxicidade aguda sistémica para identificar o
potencial toxico em orgdos especificos, identificar a toxicocinética e a relacdo dose-resposta
(VALADARES, 2006).

3.3 Modelos animais utilizados na triagem de atividade anti-inflamatéria

3.3.1 Peritonite induzida por carragenina

O ensaio consiste em avaliar o potencial que compostos possuem de inibir a resposta
inflamatoria na regido peritonial quando estd € submetida a acdo de agentes irritantes como a
carragenina. Com esse teste, obtém-se dois parametros ligados a resposta anti-inflamatoéria:
acao antiedematogénica, pela quantificacdo do volume de exsudato da cavidade peritoneal e o
efeito antiquimiotatico, pela determinacdo do numero de leucdcitos no exsudato coletado
(BARROS et al., 2004).

3.3.2 Edema de pata induzido por carragenina
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A injecdo subcuténea de carragenina na pata de ratos ou camundongos induz aumento
agudo e progressivo do volume da pata injetada. Este edema é proporcional a intensidade da
resposta inflamatdria, constituindo um parametro Gtil na avaliagdo da atividade anti-

inflamatoria de novos compostos.

A resposta inflamatéria induzida pela carragenina é caracterizada por uma resposta
bifasica com formacdo de edema acentuado resultante da producdo répida de varios
mediadores inflamatérios, tais como histamina, serotonina e bradicinina, que ocorre em uma
primeira fase, e subsequentemente liberagcdo de prostaglandinas e 6xido nitrico, segunda fase,
com pico em 3 h, produzido por isoformas indutiveis de COX-2 e de déxido nitrico sintase
(INOS), respectivamente (THOMAZZI et al., 2010).

3.4 Modelos animais utilizados na triagem da atividade antinociceptiva

3.4.1 Contorcdes abdominais induzidas por acido acético

O processo inflamatorio é deflagrado por um agente agressor ou flogistico que provoca
lesdo tecidual. Esta lesdo induz liberacdo de histamina dos granulos localizados nos
mastacitos (células teciduais), a qual é responsavel pela génese do processo inflamatorio, que
culmina com a liberacdo de prostaglandina, o agente causador da dor inflamatéria
(GOODMAN et al., 1996).

Assim sendo, o teste de contorcdo abdominal em camundongos é um método muito
utilizado para se avaliar a atividade analgésica de substancias contra dor de origem
inflamatoria, onde o &cido acético na concentracdo de 0,6% (v/v), induz lesdo no abdémen do
camundongo, o que é suficiente para provocar 0s espasmos traduzidos como contorg¢des
(KOSTER & ANDERSON, 1959).

3.4.2 Teste de Formalina

O teste da formalina € um método de avaliacdo comportamental utilizado para medir a
efetividade de agentes antinociceptivos (HUNSKAAR e HOLE, 1987; RANDOLPH, 1997).
Este modelo de dor estd associada a lesdo tecidual, no qual se quantifica a resposta
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comportamental provocada pela inje¢do subcutanea de formalina diluida na pata traseira do
animal (DUBUISSON e DENNIS, 1977; MARTINS et al., 2006).

A vantagem deste teste sobre outros métodos de nocicepcdo é a possibilidade de avaliar
dois tipos diferentes de dor ao longo de um periodo prolongado de tempo e, assim, permite o

teste de analgesicos com diferentes mecanismos de acdo (RANDOLPH, 1997).

As respostas comportamentais a formalina seguem um padréo bifasico composto de uma
fase inicial aguda (primeira fase), e por um periodo mais prolongado (segunda fase) de
atividade comportamental aumentada, que pode durar até cerca de uma hora. O periodo entre
as fases é denominado intervalo de quiescéncia (DUBUISSON e DENNIS, 1977; MARTINS
et al., 2006).

A primeira fase inicia-se imediatamente apds a injecdo de formalina e se estende pelos
primeiros 5 minutos (dor neurogénica ou aguda), estando relacionada com a estimulacédo
quimica direta dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e, em parte, das fibras do tipo
Ad e esta associada a liberagao de aminoacidos excitatorios, 6xido nitrico e substancia P. A
segunda fase ocorre entre 15 e 30 minutos apos a injecdo de formalina e esta relacionada com
a liberacdo de varios mediadores pro-inflamatérios, como bradicinina, prostaglandinas e
serotonina, entre outros. O intervalo de quiescéncia entre a primeira e a segunda fase é
resultado de uma inibicdo da transmissdo nociceptiva através de circuitos supra espinhais e
espinhais (HUNSKAAR e HOLE, 1987).
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao da fracdo de alcaloides totais

As fracOes alcaloidicas totais de A. pyrifolium (FAT-Ap) utilizadas nos ensaios
farmacologicos foram desenvolvidas no Laboratério de Fitoquimica (Labfit), localizado na
Universidade Estadual da Paraiba. Para a obtencdo dessas fragdes, foi realizado um estudo
fitoqguimico minucioso e diversos processos, como por exemplo: obtencdo do extrato
etanolico bruto das cascas de A. pyrifolium, Screening fitoquimico para deteccdo de alcaloides
a partir do EEB e uma marcha para obtengéo de alcaloides. Posteriormente, foi realizado o
teste qualitativo de com reagente de Dragendorff, o qual formou um precipitado altamente

positivo para alcaloides.

4.2 Animais

Foram utilizados animais adultos, camundongos Swiss (Mus musculus), pesando entre 25
a 35g, de ambos 0s sexos. Estes foram mantidos em gaiolas plasticas em ambiente com
temperatura e umidade ambiente, ciclo claro-escuro de 12 horas e comida e agua ad libitum.
Os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Uso de
Animais (CUA) da faculdade de Ciéncias Sociais e Aplicadas de Campina Grande (FACISA),
numero de aprovagdo COM CEA 010012012 em 11 do junho de 2015 e conduzidos de acordo
com as diretrizes éticas proposto pela International Association for Study of Pain (IASP)
(ZIMMEMANN, 1983).

4.3 Toxicidade aguda

Para a determinacdo da toxicidade aguda da FAT-Ap, os animais foram divididos em 4
grupos de 12 camundongos (6 machos e 6 fémeas) e separados em gaiolas de acordo com o
sexo. Cada grupo, em jejum de 12 horas, recebeu, por via oral, salina, FAT-Ap 50 mg, FAT-Ap
100 mg e FAT-Ap 200 mg/kg. Apo6s a administracdo, parametros como massa corporal,
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consumo de agua e de ragdo, e producdo de excretas foram avaliados durante 30 min, 1, 2, 4, e
a cada 24 horas por 14 dias. Assim como o estado de consciéncia e a disposicdo geral, a
coordenacdo motora, o tbnus muscular, os reflexos e a atividade do sistema nervoso autdbnomo.
No 15° dia, os animais foram pesados e anestesiados com quetamina 5% e cloridrato de
xilazina 2%. Em seguida os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical
(ZIMMENANN, 1983), sendo os orgdos (figado, bago, coracdo e rins) retirados, pesados e

avaliados macroscopicamente (CUNHA et al. 2013).

4.4 Atividade anti-inflamatoéria

e Peritonite induzida por carragenina

Os animais foram divididos em 4 grupos de 5 animais e tratados por via oral com salina,
indometacina 10 mg/kg, FAT-Ap 20 mg/kg ou FAT-Ap 30 mg/kg. Apds 30 min, foi injetada
uma solucdo de carragenina a 1% (0,1 mL/10 g) na cavidade intraperitoneal do animal. Quatro
horas apos a inducdo da inflamacdo, os animais foram eutanasiados, a cavidade intraperitoneal
lavada com 2 mL do tampdo fosfato (PBS), uma breve massagem foi realizada e em seguida

coletado o fluido peritoneal para a contagem de leucocitos em cdmara de Neubauer.

4.5 Avalicéo de atividade antinociceptiva

e Contorc¢des abdominais induzidas por &cido acético

Os animais foram divididos em 5 grupos de 5 animais de ambos 0s sexos, em jejum prévio
de 12 horas. Foram tratados por via oral com Salina (10 mL/kg), dipirona (500mg/kg) e FAT-
Ap (10mg, 20mg e 30 mg). Apos 40 minutos, foi injetada uma solucdo de acido acético a 1%
(0,1 mL/10g) via intraperitoneal. Imediatamente os animais foram transferidos para funis de
vidro transparentes e observados por 20 minutos para contabilizar o nimero e o tempo de inicio

das contorgdes abdominais seguido do estiramento dos membros inferiores.
4.6 Anélise estatistica
Os resultados foram avaliados utilizando analise de variancia de uma via (ANOVA),

seguido do poés teste de Tukey. Os resultados foram expressos como média + ou — desvio

padréo e o nivel de significancia de p < 0,05. O programa utilizado para o tratamento dos dados
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foi o GraphPad Prism.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Partindo-se de 10g do extrato etandlico bruto, foi obtido 0,229¢g da fase de alcaloides totais,
0 que equivale a um rendimento de 2,29%. Esta fase foi utilizada para a realizacdo da triagem
farmacoldgica.

5.1 Toxicidade Aguda

O ensaio de toxicidade aguda foi baseado na RE N° 90/2004 da ANVISA e no protocolo
experimental de Almeida et al. (1999), sendo realizado objetivando a avaliagéo das alteragdes
comportamentais frente ao sistema nervoso central, autbnomo, pelo registro de sinais ou
modificacGes de condutas, incluindo tempo de aparecimento, progressao e reversibilidade
destes sintomas e ocorréncia de morte.

Os resultados da toxicidade com o extrato etandlico desenvolvido por Messiades
(2014), serviram como parametro para a escolha das doses que foram utilizadas para a
avaliacdo da toxicidade aguda da FAT-Ap. Dessa forma, a fase alcaloidica (FAT-Ap.), mais
concentrada que o extrato bruto, foi testada nas doses de 50, 100 ou 200 mg/kg para verificar
seu potencial toxico e a partir disto, ajustar as doses utilizadas para o estudo farmacoldgico.

A dose de 200 mg/kg foi 100% letal, até 30 minutos ap6s administracdo oral. O
principal efeito observado antes da morte dos animais foi a presenca de tremores intensos,
seguidos por convulsao.

A dose de 100 mg/kg da FAT-Ap causou morte de uma fémea apds uma hora de
administracdo, sendo que, até quatro horas apds, todos os animais que receberam esta dose
apresentaram baixa resposta ao aperto da cauda, reflexo auricular e postura. Também
apresentaram tremores e sinais de sedacéo e respiracdo forcada que foi revertido.

Na dose de 50 mg/kg os animais apresentaram leve sedacdo e respiracdo forgada nas
primeiras 24 horas ap6s administracdo oral.

As alteragdes no peso corporal e no peso dos érgdos também podem ser considerados

como um indicador de efeitos adversos promovidos pela droga. E aceito como um sinal de
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toxicidade quando o animal perde mais que 10% do peso corporeo inicial (RAZA et al. 2002;

TEO et al. 2002).

Para a dose de 50 mg/kg ndo foi observada variagéo significativa de peso, consumo de
racdo e dgua quando comparado ao grupo controle. Enquanto que para a dose de 100mg/kg

houve diferenga significativa destes parametros quando comparada ao grupo controle (Tabela

1).

Tabela 1: Efeito da administracdo oral da FAT-Ap na evolucédo ponderal (alteracdo da

massa corpdrea) e no consumo de 4gua e racdo em camundongos Swis durante 14 dias.

Parémetro Sexo Salina FAT 50 mg FAT 100 mg
P. inicial (g) M 28,83+1,32 27,67+2,58 30,67+0,81
P. final (g) 35,33+13,1 34,50+3,72 34,5043,72
Ganho (%) 22,54 24,68 12,48***
P. inicial (g) 27,50+0,83 25,00+1,41 25,33+3,14
P. final (g) F 33,50+0,83 30,17+2,04 28,67+12,61
Ganho (%) 21,81 20,58 13,18***
Consumo de M 32,21+1,71 37,93+2,89** 28,5042,31**
racdo/dia (g)
F 37,00+3,25 36,07+2,86** 29,07+2,81**
Consumo de M 52,14+1,31 52,86+1,25* 56,43+2,25*
agua/dia(mL)
F 44,43+1,23 50,00+0,90* 56,43+3,93*

P. inicial=peso inicial; P. final=peso final; M=machos; F=fémeas. Os resultados estdo expressos como médiaxd.p.
(n=5). Andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do post teste de Tukey, *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001. A auséncia de asteriscos demonstra que os dados ndo foram significativos.

O consumo de racdo e agua, apesar de serem parametros importantes no estudo da

seguranca de um produto com finalidade terapéutica (IVERSEN et al. 2003), ndo se pode
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inferir toxicidade ao extrato, apenas baseando-se nesse critério, sendo fundamental a analise
da massa relativa dos Orgdos. Essa alteracdo possui uma estreita relacdo com sinais de
toxicidade. (DALLEGRAVE, 2003).

Dessa forma, o peso dos 6rgdos foi avaliado ao término do ensaio de toxicidade aguda,
0 que pode ser vista na tabela 2. Foi observado que para a dose de 50mg/kg ndo houve
alteracdes significativas na massa dos mesmos. No entanto, para a dose de 100 mg/kg
observou-se que o peso do figado, em ambos 0s sexos, apresentou uma diminuicdo em sua
massa, quando comparado ao grupo controle. Como ndo foram realizados estudos
histopatologicos, ndo ha como determinar a possivel relacdo da diminui¢cdo da massa do

figado com a toxicidade da FAT-Ap.

Quanto as caracteristicas macroscopicas dos 6rgdos dos animais, ndo foram

visualizadas alteracoes.

Para inferirmos a toxicidade da FAT-Ap e seus riscos, € necessario a realizacdo de
diversos testes de toxicidade, como por exemplo: o estudo de toxicidade reprodutiva, a

citotoxicidade, genotoxicidade, dentre outros.

Tabela 2: Efeito da administracédo oral da FAT-Ap sobre o peso relativo dos 6rgdos ao

final do experimento

Peso relativo dos Sexo Salina FAT 50 mg FAT 100 mg
orgéaos (g/100g)
Figado M 4,26+2,18 4,72+0,60 3,81+0,60*
Bago 0,59+40,32 0,730,47 0,80+0,21
Coracéo 0,47+0,02 0,50+0,05 0,52+0,11
Rins 1,23+0,64 1,37+0,11 1,24+0,16
Figado 4,65+0,46 4,45+0,18 3,53+1,74*
Bago F 0,5940,11 0,45+0,11 0,48+0,25

Coragéo 0,48+0,03 0,45+0,04 0,36+0,18
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Rins 1,08+0,11 0,97+0,08 0,85+0,44

M=machos; F=fémeas. Os resultados estdo expressos como médiatd.p. (n=5). Anélise de varidncia de uma via
(ANOVA) seguido do post teste de Tukey, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A auséncia de asteriscos demonstra que

os dados ndo foram significativos.

5.2 Triagem da atividade anti-inflamatoria

A triagem da atividade inflamatoria foi avaliada por meio do ensaio de peritonite. A
peritonite induzida pela injecdo intraperitoneal de carragenina € um modelo de inflamacédo
amplamente utilizado na pesquisa de drogas anti-inflamatérias (LAPA et al., 2003). A injecdo
intraperitoneal de carragenina leva a migracdo de leucocitos para o local da inflamacéo
(ZHANG et al., 2011).

A quantificacdo dos leucdcitos através de uma camara de Neubauer permite avaliar a
influéncia de drogas neste parametro da resposta inflamatéria, sendo particularmente sensiveis
a anti-inflamatorios esteroidais (LAPA et al., 2003).

Os resultados (tabela 3), mostram que apenas a dose de 30 mg/kg de FAT-Ap inibiu de
forma significativa (39,8 %), a migragdo leucocitaria induzida por carragenina.

Tabela 3- Efeito antiquimiotatico da FAT-Ap sobre o numero de leucdcitos totais no
exsudato da cavidade intraperitoneal de camundongos apds peritonite induzida por

carragenina 1%o.

Tratamentos Numero global de polimorfonucleares Inibicdo (%)
(x10%/ mm?®)
Salina 14,58+0,67 --

Indometacina 8,03+1,35 45,0



25

FAT-Ap 20 mg 12,09+2,27™ 17,1

FAT-Ap 30 mg 8,77+1,15™" 39,8

Os resultados estao expressos como médiaxd.p. (n=5). Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do post
teste de Tukey, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A auséncia de asteriscos demonstra que os dados ndo foram
significativos.

Estudos realizados por Messiades (2014) utilizando o modelo de peritonite induzida
por carragenina para testar o EET-Ap, nas concentracfes de 62,5mg/kg; 125 mg/kg e 250
mg/kg, mostrou uma inibicdo sobre o nimero de leucdcitos totais de 29,03%; 49,5 % e 59,14
%, respectivamente, apontando um potencial anti- inflamatério em todas as doses. Estes
resultados corroboram com os encontrados para a FAT-Ap. No entanto, observa-se que FAT-
Ap apresenta carater anti-inflamatdrio utilizando uma dose inferior da que precisou ser usada

do ETT-Ap, isso se da ao fato da composicao alcaloidica da FAT-Ap.

Este mesmo estudo de Messiades (2014), realizou o ensaio de edema de pata e 0s
resultados demonstram efeito antiedematogénico do EET-Ap em todas as dose empregadas
(62,5mg/kg; 125 mg/kg e 250 mg/kg de EET-Ap), exceto a de 125 mg no tempo de 2 horas
(inibicdo de 14,81%), onde mostrou-se mais significativa em 4 horas (60, 59%). Ratificando
mais uma vez o potencial anti-inflamatério da A. pyrifolium, que apresenta em sua
composicdo alcaldides e saponinas, compostos cuja acdo € de cunho anti-inflamatério e
antiedematogénico. (SANTOS et al.1995; BARBOSA-FILHO et al. 2006; SANTOS, 2010;
MESSIADES, 2014).

5.3 Triagem da atividade antinociceptiva

No teste de contorcdo induzida por acido acético em camundongos, a dor € gerada
indiretamente, via mediadores end6genos como bradicinina, serotonina, histamina, substancia
P e prostaglandinas, que estimulam os neurénios nociceptivos periféricos que sdo sensiveis a
analgesicos narcoticos e anti-inflamatérios ndo esteroidais, AINES (COLLIER et al., 1968;
DERAEDT et al., 1980). As contor¢es abdominais, observadas em ratos e camundongos,

apos a injecdo intraperitoneal do agente nociceptivo, o &cido acético, caracterizam-se por
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contracéo e rotacdo do abddémen, seguida pela extensdo de uma ou ambas as patas traseiras. A
contagem do numero de contorgbes ocorridas em um intervalo de tempo pré-determinado €

tomada como indice da resposta nociceptiva (LAPA et al., 2007).

Nos testes de contor¢des abdominais, observado na tabela 4, verificou-se que todas as
doses testadas do FAT-Ap foram capazes de diminuir o aparecimento das contorcoes
abdominais nos camundongos, apresentando estatisticamente alta significancia (p<0,001),
sugerindo um alto potencial analgésico. Quando confrontado com o resultado apresentado
pelo controle positivo (dipirona 500 mg) percebe-se que a FAT-Ap apresentou em todas as
doses, inibicdo de contorcdes bem préximas ao controle, com destaque para a dose de

30mg/kg que apresentou a maior porcentagem de inibicéo.

Tabela 4- Efeito antinociceptivo da FAT-Ap sobre o niumero de contorc¢des abdominais

induzidas por acido acético.

Tratamentos NUmero de contorgdes durante 20 minutos Inibicéo (%)
Salina 40+£13,02 -
Dipirona 1,33+1,75%** 96,67***
FAT 10 mg 9,3329,0%** 76,67***
FAT 20 mg 9,83+7,1%** 75,425 %%
FAT 30 mg 6,3347, 1% 84,17***

Os resultados estdo expressos como médiaxd.p. (n=5). Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do post
teste de Tukey, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A auséncia de asteriscos demonstra que os dados ndo foram
significativos.

Diminuicao de contor¢Ges abdominais em camundongos também foram observadas
em estudos utilizando o EET-Ap. Onde, verificou-se que todas as doses testadas (62, 5mg/kg,
125 mg/kg e 250 mg/kg) do EET-Ap inibiram em 100% o aparecimento das contorgdes

abdominais nos camundongos, sugerindo um alto potencial analgésico. (MESSIADES, 2014).

Lins (2016), realizou o isolamento e identificagdo de dois alcaloides indolicos

monoterpenoides da classe dos plumeranos, retirados da fracdo de alcaloides totais (FAT-Ap):
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15-methoxypirifolidina e 15-methoxyaspidospermina, corroborando com dados da literatura e
servindo como base para fundamentar os estudos farmacoldgicos, que por sua vez associam a
presenca de alcaloides inddlicos a varias atividades bioldgicas, entre elas anti-inflamatéria e
antinociceptiva.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados descritos neste estudo demonstraram que as fracdes de alcaloides totais da
espécie A. pyrifolium apresenta forte carater anti-inflamatdrio e antinociceptivo, nos teste de
peritonite induzida por carragenina e contorcdo induzida por acido acético, ambos realizados

em camundongos.

Quanto ao estudos de toxicidade aguda, a FAT-Ap apresentou indicios de toxicidade,

sendo seu uso condicionado a determinacdo de doses seguras.

Deste modo, as fragcdes de alcaloides totais da planta A. pyrifolium Mart. apresenta-se
como uma fonte promissora para um futuro desenvolvimento de medicamento com atividades

anti-inflamatdria e antinociceptiva.
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