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RESUMO

Calotropis procera (Apocynaceae), popularmente conhecida como “Algodao de seda”, destaca-
se por possuir variadas classes de compostos (flavonoides, terpenos, alcaloides), responsaveis
por suas atividades e usos etnofarmacolégicos. O trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizagdo quimica, avaliar a toxicidade e a atividade antinociceptiva da fracdo n-butandlica
(FB) da espécie. As folhas foram coletadas em Cabedelo, Paraiba, e um espécime encontra-se
catalogado em herbario e no SisGen (A9852FB). O extrato etanolico bruto (EEB) foi
particionado com solventes em gradiente crescente de polaridade para obtencdo da FB.
Utilizou-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
com ionizacdo por Eletrospray (CLAE-IES-EM), no modo negativo, para anotacdo dos
compostos. A FB foi submetida a cromatografia por extracdo em fase sélida e, deste modo,
obtiveram-se 10 fracOes. A fracdo 3 (102,9 mg) foi estudada por CLAE analitico e a partir do
método desenvolvido foi transposta para escala preparativa, o que resultou em 4 fracGes.
Submeteu-se a fracdo 4 da CLAE preparativa a analise por RMN de *H e *C, conduzindo ao
isolamento da substancia CP-R (9 mg). Na avaliacdo das atividades in vivo (CEUA — Unifacisa
03.0001.2024/05.2024), o ensaio de toxicidade oral aguda foi realizado na dose unica de 300
mg.kg™ da FB e os testes antinociceptivos de contor¢des abdominais induzidas por acido acético
e teste da formalina nas doses de 3,75, 7,5 e 15 mg.kg™. Com o estudo por CLAE-IES-EM
foram anotadas 7 substancias, correspondentes a compostos fenolicos e ao megastigmano
roseosideo, inédito na espécie. A partir da analise do perfil do cromatograma da FB, dados
espectrais da fracdo 4, juntamente com as informacdes contidas na literatura, foi possivel inferir
que o composto CP-R se tratava do (6S, 9S) roseosideo, comprovando os dados anotados. No
modelo de toxicidade in vivo ndo ocorreram mortes, alteragfes na evolugdo absoluta,
hematoldgicas e/ou bioquimicas. A FB (3,75, 7,5 e 15 mg.kg™) reduziu significativamente o
numero de contor¢des abdominais em 51,76, 73,38 e 91,46% e o tempo de lambida de pata em
14,59, 42,23 e 63,83%, na primeira fase do teste, e em 51,17, 81,68 e 91,73% na segunda etapa,
respectivamente, quando comparados ao controle. Portanto, sugere-se a presenca de 6
compostos fendlicos e do o (6S, 9S) roseosideo, isolado pela primeira vez na espécie C. procera.
A FB demonstrou efeito antinociceptivo em todas as doses testadas, com auséncia de toxicidade
oral, o que reforca a relevancia da espécie perante seu uso etnomedicinal e como alternativa

terapéutica para o desenvolvimento de farmacos relacionados a modulagao da dor.

Palavras-chave: Calotropis procera; “algodao de seda”; roseosideo; toxicidade;

antinocicepgao.



ABSTRACT

Calotropis procera (Apocynaceae), popularly known as " Algodao de seda” (Silk cotton), stands
out for containing various classes of compounds (flavonoids, terpenes, alkaloids), which are
responsible for its activities and ethnopharmacological uses. The objective of this study was to
conduct the chemical characterization, as well as to evaluate the toxicity and antinociceptive
activity of the n-butanol fraction (FB) of the species. Leaves were collected in Cabedelo,
Paraiba, and a specimen is cataloged in a herbarium and in SisGen (A9852FB). The crude
ethanolic extract (CEE) was partitioned using solvents in a gradient of progressively increasing
polarity to obtain the FB. High Performance Liquid Chromatography coupled with Electrospray
lonization Mass Spectrometry (HPLC-ESI-MS), in negative mode, was used for compound
annotation. The FB was subjected to solid-phase extraction chromatography, yielding 10
fractions. Fraction 3 (102.9 mg) was analyzed using analytical HPLC, and the developed
method was scaled up to preparative HPLC, resulting in 4 fractions. Fraction 4 from the
preparative HPLC was analyzed using *H and 3C NMR, leading to the isolation of compound
CP-R (9 mg). In the in vivo activity evaluation (CEUA — Unifacisa 03.0001.2024/05.2024), an
acute oral toxicity assay was performed using a single dose of 300 mg.kg! of FB.
Antinociceptive tests included acetic acid-induced abdominal writhing and the formalin test at
doses of 3.75, 7.5, and 15 mg.kg:. HPLC-ESI-MS analysis led to the annotation of 7
substances, corresponding to phenolic compounds and the megastigmane roseoside, reported
for the first time in this species. Based on the FB chromatogram profile, spectral data from
fraction 4, and literature comparisons, it was possible to infer that compound CP-R is (6S,9S)-
roseoside, confirming the annotation data. No deaths or changes in body weight, hematological,
and/or biochemical parameters were observed in the in vivo toxicity model. FB (3.75, 7.5, and
15 mg.kg™) significantly reduced the number of abdominal writhes by 51.76%, 73.38%, and
91.46%, and the paw-licking time by 14.59%, 42.23%, and 63.83% in the first phase of the
formalin test, and by 51.17%, 81.68%, and 91.73% in the second phase, respectively, compared
to the control. Therefore, the presence of six phenolic compounds and (6S,9S) roseoside,
isolated for the first time from C. procera, is suggested. FB demonstrated antinociceptive
effects at all tested doses, with no oral toxicity, reinforcing the relevance of the species in
traditional medicine and its potential as a therapeutic alternative for drug development targeting

pain modulation.

Keywords: Calotropis procera; “algodao de seda”; roseoside; toxicity; antinociception.
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1 INTRODUCAO

O uso de medicamentos a base de plantas medicinais remonta a milhares de anos
(Dogara Abdulrahman et al., 2018). De acordo com Newman; Cragg (2020), no periodo de
1981 a 2019, os produtos naturais se destacaram como fonte promissora de compostos bioativos
para producédo de farmacos, objetivando o tratamento de inimeras doengas, como as neoplasias
e as parasitoses, sendo a terapia anti-infecciosa dependente destes produtos. Assim, a utilizacédo
de processos que visem o isolamento e a identificagdo mais rapida dos metabolitos secundarios
é de suma importancia, uma vez que os estudos in vitro e in vivo se tornam mais céleres (Farag;
Porzel; Wessjohann, 2012; Wolfender; Terreaux; Hostettmann, 2000).

Outrossim, técnicas analiticas, como cromatografia, espectrometria e espectroscopia
possibilitam a obtencdo e caracterizacdo dos compostos advindos das espécies vegetais de
maneira mais &gil. A integracdo e o aprimoramento de técnicas hifenadas, tais como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Espectrometria de Massas (EM) facilitam
a busca de informacdes mais seletivas e sensiveis das substancias, uma vez que os equipamentos
usados sdo de alta capacidade (Pang et al., 2016). Assim, facultam isolamentos em menores
quantidades de compostos e os direciona para substancias de interesse e para identificacdo de
moléculas com estruturas mais complexas, por exemplo (Ganzera; Sturm, 2018).

A integracdo de estudos da etnoboténica, da quimica e da farmacologia sdo essenciais
para subsidiar a producdo de novos farmacos (Sganzerla et al., 2021). Nesse interim, os
medicamentos utilizados na terapéutica atual da analgesia sdo frequentemente associados a
efeitos colaterais. Os opioides, 0s principais farmacos usados para o alivio da dor, podem
acarretar potencial dependéncia, ja os anti-inflamatérios ndo esteroides ou os corticoesteroides,
também empregados no tratamento, sdo associados a problemas gastrointestinais e distarbios
no sistema imune (Khademi et al., 2016). Assim, o desenvolvimento de novos analgésicos, por
exemplo, advindos de fontes vegetais, que oferecam determinada seguranca se torna necessario,
assim como o perfil de toxicidade destes deve ser avaliado antes do consumo (Mahmoodi;
Mohammadi; Enayati, 2016; Nakakaawa et al., 2023).

Nesse sentido, a familia Apocynaceae apresenta significativa importancia, visto que
compreende um grupo de plantas com propriedades terapéuticas notdrias. E empregada nos
compéndios de medicina tradicional chinesa, indiana, unani e tailandesa, como também é
comumente utilizada em pesquisas evolutivas e biogquimicas (de Souza et al., 2024).
Pertencente a essa familia, evidencia-se a espécie Calotropis procera (Aiton) W.T Aiton. Esta

se caracteriza por possuir importantes metabolitos secundarios responsaveis por suas
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propriedades farmacoldgicas, como a anti-inflamatéria, anticancerigena, antimicrobiana, dentre
outras (Wadhwani et al., 2021). Contudo, estudos quimicos e farmacologicos da fracdo n-
butanodlica da especie, principalmente, em relacdo a atividade antinociceptiva sdo poucos na
literatura, sendo mais avaliados os de extratos, desse modo, pesquisas mais aprofundadas
devem ser realizadas para elucidagdo de novos compostos e testes bioldgicos.

A busca por farmacos mais eficazes, potentes e com minimos efeitos colaterais destaca
a necessidade de novos estudos voltados a descoberta de amostras com potencial terapéutico
(Bittencourt; Caponi; Maluf, 2013). Dessa maneira, o trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizagdo quimica da fracdo n-butanolica, obtida do particionamento do extrato etandlico
bruto (EEB) das folhas da espécie C. procera (Apocynaceae), assim como avaliar sua
toxicidade e atividade antinociceptiva, visando o desenvolvimento de novas opcdes

farmacolgicas para o tratamento da dor.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Familia Apocynaceae

Apocynaceae € uma das maiores familias do reino vegetal, tendo destaque
representativo nas angiospermas. Pertence a ordem Gentianales, com cerca de 424 géneros e
mais de 4,600 espécies distribuidas em cinco subfamilias: Apocynoideae, Asclepiadoideae,
Periplocoideae, Rauvofioideae e Secamonoideae (de Souza et al., 2024; Endress, 2014), com
dispersdo em todos os continentes, exceto na Antartica (Figura 1). No Brasil, sdo relatados 77
géneros e 753 espécies, com ocorréncia das trés primeiras subfamilias supracitadas e sendo
encontrada em todos os dominios fitogeograficos brasileiros. J& no Nordeste € visualizada nos
estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Sergipe
(Morokawa; Simdes; Kinoshita, 2013; Zappi et al., 2015).

Figura 1 — Mapa da distribuicdo geografica da familia Apocynaceae

Fonte: Apocynaceae no Secretariado do GBIF (2023). Taxonomia do Backbone do GBIF. Conjunto de dados da
lista de verificacdo https://doi.org/10.15468/390omei acessado via GBIF.org em 21/01/2025.

As plantas desta familia apresentam caracteristicas morfoldgicas distintas. Geralmente,
sdo representadas por trepadeiras, mas o restante do grupo é formado por arbustos ou arvores
de pequeno ou médio porte, entretanto, algumas podem crescer sob a forma de vida ereta ou
lianescente (Lens et al., 2009). Suas folhas s&o simples, opostas cruzadas, com corola
perflorada, pélen disposto em mdnades ou tétrades e caducas. Ja as flores se caracterizam por
serem actinomorfas, pequenas ou grandes, hermafroditas e tipicamente pentameras. O fruto é

frequentemente desenvolvido, seco capsular, folicular ou drupaceo (Bhadane et al., 2018)
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Além disso, demonstra um importante valor econémico com os mais variados fins
lucrativos. O latex produzido pelas espécies da familia € comumente utilizado na producéo de
borracha, sua madeira é bastante aproveitada na area da construcao, as flores para ornamentacao
de ambientes (Silva, 2024). A polpa da Mangabeira (Hancornia speciosa), espécie nativa do
Brasil e pertencente a familia Apocynaceae, € muito usado na producédo de licores e no setor
agroecoldgico (Nogueiraet al., 2024). Como também, por possuir altas concentra¢Ges de acidos
graxos saturados e Oleo, Cintanthe grandiflora (Apocynaceae) se torna uma matéria prima
interessante industrialmente e uma alternativa ao éleo convencional (Morais et al., 2021)

Seguidamente, em uma revisdo recente sobre a fitoquimica da familia Apocynaceae
observou-se que, ela se destaca por possuir uma gama de metabdlitos secundarios, como
alcaloides, flavonoides, terpenos, glicosideos cardenolideos, esteroides, compostos fenolicos
simples e ligananas (Bhadane et al., 2018). Assim, esses grupos de substancias sdo responsaveis
por sua diversidade farmacolégica, a qual compreende propriedades, anti-inflamatdrias,
antimicrobianas, larvicidas, leishmanicidas, antioxidantes e citotoxicas (Noradina et al., 2024).
Desse modo, em decorréncia desses potenciais econdémico, quimico e farmacologico a familia

evidencia-se como fonte promissora de novos compostos para o desenvolvimento de farmacos.
2.2 Género Calotropis

Calotropis € um pequeno género pertencente a subfamilia Asclepiadoidea, subclasse
Asteridae e constituido por 5 espécies: C. acia Buch.-Ham, C. heterophylla Parede., C. spec
(Linnaeus, 1753) R. Br., C. gigantea (L.) R.. Br. e C. procera, sendo as duas ultimas as
principais. Estas s30 mais encontradas em regides tropicais e subtropicais da Asia, Malasia,
Filipinas e Paquistdo, sendo introduzidas na América do Sul e Central. O nome do género deriva
do latim “kalos” que significa bonito e “tropis” com significado de quilha, o qual € atribuido as
cinco partes que radiam da estrutura em pentagono central de cada flor (Oliveira; Souto, 2009).

E caracterizado por apresentar espécies arbustivas perenes, xerdfitas ou pequenas
arvores laticiferas de até 2,5 metros. Suas folhas sdo simples, opostas cruzadas e subsésseis, ja
suas flores exibem caracteristicas parecidas, mas com coloragdo branca e roxa e ndo sdo
perfumadas. O caule é simples, lenhoso, ramificado na base e coberto com cascas cortica
(Figura 2) (Joseph; George; Charles, 2013; Sharma et al., 2016). Além disso, 0 género
demonstra um potencial valor econémico, por exemplo a fibra advinda do caule e da casca da
semente € muito usada na fabricacdo de polimeros compostos em substituicdo as fibras

sintéticas, o que € interessante para aplica¢cfes industriais (Ramesh et al., 2021).
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Figura 2 — Estruturas botanicas de C. gigantea

Fonte: adaptado de GBIF.org.

Ademais, o género Calotropis é bastante conhecido em diversos sistemas medicinais
tradicionais, como a Ayurveda. Isso se deve a presenca de fitoconstituintes como cardenolideos
(coroglaucigenina, calotorpina), flavonoides (quercetina, isorhamnetina), terpenos
(anidrosoforadiol-3acetato, caloreopiesterterpenol) nas mais variadas partes das plantas (folhas,
flores, caule, raiz). Estes metabolitos garantem suas atividades bioldgicas, dentre elas, a
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral, antifungica (Abeysinghe, 2018;
Ali-Seyed; Ayesha, 2020). Dessa maneira, 0 género se destaca por apresentar espécies com
relevancia de estudo nos ambitos quimico e farmacoldgico visando a descoberta de novas

opcOes terapéuticas.
2.3 Calotropis procera (Aiton) W.T (Aiton)

C. procera, popularmente, conhecida popularmente como algodéo de seda, flor de seda,
ciumeira, € um arbusto perene pertencente a familia Apocynaceae, sendo considerada nativa do
norte da Africa, Peninsula Arébica, Oriente Médio e sul da Asia (Figura 3) (Al-Rowaily et al.,
2020). N&o ¢é endémica no Brasil, apresentando-se em maior concentra¢do na regido Nordeste
(Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e
Sergipe), contudo pode ser encontrada também nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de
Janeiro e Goiéas (Fabricante; Oliveira; Siqueira Filho, 2013).
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Figura 3 — Mapa da distribuicdo geografica de C. procera

Fonte: Calotropis procera (Aiton) W.T (Aiton) no Secretariado do GBIF (2023). Taxonomia do Backbone do
GBIF. Conjunto de dados da lista de verificagdo https://doi.org/10.15468/390omei acessado via GBIF.org em
21/01/2025.

Foi introduzida no Brasil como planta ornamental, no entanto se disseminou para além
das areas cultivadas e colonizou diversos habitats com diferentes caracteristicas ambientais,
sendo uma planta invasora do bioma Caatinga (Al Sulaibi; Thiemann; Thiemann, 2020). E
caracterizada por folhas grandes, opostas, verde-claras, suculentas e cobertas com cera cuticular
ao longo do caule, suas flores sdo dispostas em cachos, umbeliformes, com cinco pétalas
variando de coloracgéo de branco, rosa ou roxa. O caule tem uma casca fissurada, sulcada e de
coloragdo cinza, assim como a espécie apresenta um fluxo de seiva branca (latex) obtido quando
o caule e as folhas s&o cortados, os frutos séo elipsoides ou ovoides com pelos brancos (Figura
4) (Kaur et al., 2021).

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Seu cultivo é realizado para inimeras utilidades, sendo C. procera uma fonte emergente
de fibra natural, a qual é renovavel, com baixa densidade, alta resisténcia, capacidade de sor¢éo
de dleo bruto e caracteristicas hidrofébicas-oleofilicas (Raghu; Goud, 2020; Sobral Hilario et
al., 2019), o que é bastante solicitado pelas industrias. Além disso, € utilizada como alternativa
para forragem durante a escassez, como biocombustivel, uma vez que produz hidrocarbonetos
interessantes e também com fonte de corantes naturais zpara tecidos (Al Sulaibi; Thiemann;
Thiemann, 2020; Batool et al., 2020; Hussaan et al., 2017). Desse maneira, se mostra como
uma fonte imprescindivel e versatil para a inddstria e para a economia

A espécie apresenta relevancia no ambito farmacoldgico, uma vez que estudos mostram
suas importantes atividades biologicas, como anti-helminticas, hepatoprotetoras,
antinociceptivas,  anti-inflamatorias,  antitumorais,  antimicrobianas,  antioxidantes,
anticonvulsionantes e antidegenerativas (Mali; Rao; Jadhav, 2019; Obese et al., 2018, 2021,
Wadhwani et al., 2021). Os fitocompostos, flavonoides, alcaloides, saponinas, terpenos,
cardenolideos e esteroides, presentes nas variadas partes da planta (raizes, folhas, flores, latex,
caule) sdo considerados os responsaveis por tais propriedades supracitadas (Ali Esmail-Al-
Snafi, 2015; Kumar et al., 2019; Rabelo et al., 2021).

Ademais, pesquisas acerca da toxicidade aguda in vivo realizadas com extratos aquosos
das folhas e das raizes na dose de 3000 mg.kg™ ndo apresentaram nenhuma manifestacéo
comportamental incomum e ndo sucederam relatos de mortalidades. Para o modelo
experimental de toxicidade subaguda, resultados analogos foram observados, bem como néo
foram visualizadas descri¢Oes de alteracdo de peso em comparagédo ao grupo controle (Kinda et
al., 2019).

Singh; Bhushan; Agrahari, (2024) relataram em sua pesquisa que proteinas extraidas
do caule e das raizes da espécie, nas doses de 1 e 5 mg.kg*, foram capazes de reduzir o processo
inflamat6rio de modo dose dependente no modelo experimental edema de pata, assim como
minimizaram os niveis do Fator de Necrose Tumoral - a (TNF-a) e de prostaglandinas, agentes
pré-inflamatorios. Tour; Talele, (2011) afirmaram que a fracdo acetato de etila e butandlica,
particionadas do extrato hexanico da casca do caule em uma dose de 20 mg.kg? exibiram
atividade frente a inflamacéo através do ensaio de inducéo do edema de pata por carragenina.

Logo, a espécie se apresenta como uma rica fonte biolégica e com um elevado viés a
ser estudado, principalmente em relagdo a atividade antinociceptiva que é pouco descrita na
literatura, assim como para descoberta de novas moléculas com interesse farmacéutico, a partir,

por exemplo, da fragdo em estudo.
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2.4 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios formados por anéis aromaticos que
possuem pelo menos um de seus hidrogénios substituidos por um grupo hidroxila. Podem ser
encontrados na natureza na forma de glicosideos (O-glicosideos e C-glicosideos) ou agliconas,
matriz ou compostos de ligacdo livre e compreendem, principalmente, a estruturas
polimerizadas ou monomeéricas (Schafranski et al., 2019), os que apresentam mais de um grupo
fenolico séo chamados de polifenois (Das; Goud; Das, 2019).

De acordo com a estrutura quimica dos compostos fendlicos pode haver diferencas na
sua biodisponibilidade e acfes bioldgicas (Santos-Sanchéz et al., 2019). Esta classe é
organizada com base em seus esqueletos principais que variam a partir do anel benzénico (Ce)
e dos substituintes que podem apresentar n-atomos de carbono (Cy), como pode ser visto na
Tabela 1 (Simdes, 2007). Além disso, existem duas vias envolvidas na sua biossintese a do
acido chiquimico e a do &cido mevalénico, sendo a primeira a principal (Santos-Sanchéz et al.,
2019).

Tabela 1 — Classificacdo dos compostos fendlicos pelos seus esqueletos carbnicos

Esqueleto bésico Classe dos fendlicos
Cs fendis simples, benzoquinonas
Ce-C1 acidos fendlicos
Ce-C2 acetofenonas e acidos fenilacéticos
Ce-Cs fenilpropanoides: acido cinamico e analogos,
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas
Ce-C4 naftoquinonas
Ces-C1-Cs xantonas
Ce-C2-Cs estilbenos e antraquinonas
Cs-C3-Cs flavonoides e isoflavonoides
(Ce-Ca3)2 lignanas
(Ce-C3-Ce)2 biflavonoides
(Cé)n melaninas vegetais
(Ce-Ca)n ligninas
(Ce-Co)n taninos hidrolisaveis
(Ce-C3-Cé)n taninos condensados

Fonte: Simdes, 2007.

Ademais, levando em consideragéo a estrutura da aglicona podem ser divididos em néo
flavonoides e flavonoides. A exemplo dos ndo flavonoides se tem os &cidos fendlicos, que
possuem um esqueleto carbdnico Ce-C1. Sdo classificados em hidroxibenzoicos, como os acidos

galico, vanilico, siringico e p-hidroxibenzoico, que apresentam a estrutura basica Ce-C; e acidos
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hidroxicinamicos, como o cafeico, ferulico, sinapico e p-cumarico, com o esqueleto Ce-Cs,
assim como as cumarinas sdo derivadas dessa subclasse (Das; Goud; Das, 2019; Couto,
2003).0s acidos fendlicos apresentam atividades biologicas interessantes, como a antioxidante,
antinociceptiva (Soares, 2002).

Os flavonoides sdo os fendlicos mais abundantes na natureza, sendo constituidos por
uma estrutura carbénica Cs-C3-Ce, N0 qual a ponte C-3 entre os grupos fenil é geralmente
ciclizada com o oxigénio. Diferentemente dos acidos fendlicos, apresentam biossintese mista,
sendo o Anel A gerado a partir do metabolismo do chiquimato e o anel B da via do acetato-
malonato, j& o anel C sofre variagcBes formando suas subclasses, as flavonas, flavononas,
flavondis, isoflavonas, auronas, chalconas, biflavonoides, neoflvonoides e antocianidinas
(Figura 5) (Bravo, 2009; Ross; Kasum, 2002; Costa, 2003).

Figura 5 - Estruturas dos esqueletos dos flavonoides

Fonte: adaptado de Lima, 2020; Panche; Diwan; Chandra, 2016.

Seguidamente, esta classe pode estar na forma O-glicosilada ou C-glicosilada nas
espécies vegetais. A unidade osidica usualmente é inserida com a substituicdo do grupo
hidroxila nos carbonos 3 ou 7 nos O-glicosideos e C-6 ou C-8 nos C-glicosideos, a partir do
nucleosideo difosfato de agucar, como a uridina difosfato de glicose (UDP-glicose) (Sandhar et
al., 2011). Os flavonoides demonstram importantes propriedades farmacoldgicas, como
antioxidante (Zheng et al., 2019), cardioprotetora, quimioprotetora e neuroprotetora (Williams;

Spencer; Rice-Evans, 2004; Xie et al., 2018) antifungica, antimalarico e antidiabéticos (Ullah
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et al., 2020). Desse modo, o estudo fitoquimico e farmacéutico desse grupo de substancias é

cada vez mais crescente, uma vez que possuem esta riquissima diversidade de propriedades.

2.5 Megastigmanos

Os megastigmanos sdo 0s norisoprenoides produzidos por plantas mais abundantes na
natureza. Tem sua formacao baseada em um esqueleto com um anel de seis membros ligado a
uma cadeia com quatro atomos de carbono na posicdo C-6. Nas posi¢Bes C-5 pode haver
substituicdo por um metil, C-1 por um dimetil e, geralmente, sdo formados por 13 atomos de
carbono (Samra et al., 2024). O primeiro megastigmano foi obtido de Boronia megastigma
(Rutaceae) e seu glicosideo de Cantharantus roseus (Apocynaceae), 0 roseosideo (Otsuka;
Tamaki, 2002)

A formacgdo de Ci3- norisoprenoides envolve a decomposicdo de caratenoides. Na
primeira etapa das trés que envolvem a rota biossintética, ocorre a degradacdo enzimatica de
carotenoides por oxidases, resultando em produtos Ci3- com uma carbonila na cadeia lateral e
que possuem um anel de 6 membros derivado do precursor. Na segunda etapa ocorre a mudanca
do grau de oxidacdo dos produtos primarios por oxidases e redutases. Por ultimo, sucede a
glicosilagdo dos norisoprenoides possuindo o grupo hidroxila por glicosiltransferases (Baumes
et al., 2002) (Figura 6).

Figura 6 - Formacédo do megastigmano-3,9-diol e de 3-oxo-a-ionol
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Fonte: Baumes et al, 2002.
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Para os glicosideos, produtos da degradacdo dos caratenoides, desta classe de
compostos, Samra et al., (2024) ainda citam importantes atividades bioldgicas, como
antialérgicas, antioxidantes, neuroprotetoras, anti-inflamatorias, antimelanogénicas,
citotoxicas, antibacterianas, antivirais, dentre outras. Nesse sentido, € um grupo de substancias
com elevado interesse quimico e farmacoldgico e dessa maneira reforca que a busca por novos
compostos, atividades e elucidacdo de possiveis mecanismos podem ser um ambito a ser

estudado.
2.6 Estudos toxicologicos

Para investigar o perfil de seguranca dos compostos quimicos, os estudos de toxicidade
sdo imprescindiveis (Dias, 2015). As alteracdes causadas por substancias toxicas no organismo
podem ser reversiveis ou irreversiveis, a depender de como os eventos moleculares, celulares
ou teciduais irdo ocorrer, assim como as caracteristicas do individuo (sexo, idade) podem
influenciar (Deyno et al., 2020). Desse modo, o estudo das consequéncias ou dos efeitos toxicos
é o foco principal da toxicologia, a qual busca compreender os riscos da exposi¢cdo humana a
estas substancias em potencial e estabelecer suas condicdes seguras de uso (Ramalho, 2015).

A vista do exposto, tradicionalmente, a toxicidade associada as plantas medicinais &
ignorada, uma vez que por acharem que é natural, os individuos presumem que as terapias sao
isentas de riscos (Dogara, 2023; Turolla; Nascimento, 2006). Entretanto, é visto na literatura
que ha efeitos adversos ocasionados por substancias vegetais que atuam no tratamento da dor,
por exemplo (Oliveira et al., 2022), assim como tais compostos podem desencadear reacGes
adversas, atribuidas a contaminantes ou a adulterantes presentes nas preparacGes naturais
(Turolla; Nascimento, 2006). Nesse interim, fica evidenciada a importancia dos estudos
toxicoldgicos nesse ambito posto que a validacdo do seu uso seguro pode resultar na ampliacéo
de novas opcdes terapéuticas.

Agéncias regulatorias tém apresentado protocolos para a realizacdo de testes
toxicologicos, como a Organizagdo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico (OECD).
Um dos ensaios preconizados pela OECD ¢ o de toxicidade aguda, N° 423, neste tem-se niveis
fixos de doses a serem escolhidas, sendo elas 5, 50, 300 e 2000 mg.kg™ de peso corporal. Para
decidir qual sera a inicial é aconselhdvel levar em consideracdo qual causara maior
probabilidade de mortalidade nos animais dosados, a partir de estudos ja relatados.

Ademais, quando estes sdo escassos ou ndo ha informacBes sobre o extrato a ser
analisado, por exemplo, é recomendada a dose de 300 mg.kg™, por seguranca e bem estar do

animal, caso a morte de nenhum deles ou apenas de um seja verificada, segue-se para maior
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dose. Nesse contexto, os estudos toxicolégicos reforcam a garantia de seguranca do uso de
determinada substancia, estabelecendo limites seguros de aplicacdo e auxiliando no

desenvolvimento de novos medicamentos (de Oliveira et al., 2018).
2.7 Dor e Atividade Antinociceptiva

A dor é uma resposta direta decorrente a um evento indesejavel, que pode estar
associado a lesGes teciduais ou cerebrais e apresenta um carater subjetivo (Rang et al., 2016).
De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (2020), ela resulta de uma
experiéncia sensitiva e emocional desagradavel acompanhada de uma lesdo tecidual real ou
potencial. Ao desempenhar um papel fisiol6gico fundamental, a dor é responséavel por controlar
a homeostasia do organismo, assim a sensacdo dolorosa é um relevante sinal clinico a qualquer
fator ameacador deste (Julius; Basbaum, 2001). Na populacdo brasileira a prevaléncia de dor
cronica (longa duracédo) € de 39 a 76%, sendo a principal causa de limitacdo, incapacidade e
sofrimento (Kanematsu et al., 2022).

Dentre as varias classificacdes, a dor pode ser subdividida de acordo com sua origem
em nociceptiva e inflamatoria. A dor nociceptiva representa um mecanismo de sensibilizacdo e
consequentemente mudanca na funcionalidade dos neurdénios e das vias envolvidas na
percepgéo da dor, ocasionada por uma hiperexcitabilidade da membrana e acomete quadros de
dor neuropética, por exemplo (Ashmawi; Freire, 2016). Ja a percepc¢do da dor inflamatdria
ocorre através de um dano celular prejudicial ap6s lesdes cirargicas, traumaticas, teciduais. Esta
¢ adaptativa e protetora resultante da ativacdo do sistema imunologico e ha a liberacdo de
mediadores quimicos inflamatdrios que sensibilizam os neurdnios sensoriais periféricos, ocorre
a sensibilizacdo central e posteriormente, a sensacdo de dor (Finnerup; Kuner; Jensen, 2021).

A nocicepcdo ocorre mediante a percepcdo de estimulos nocivos, como 0s quimicos,
mecanicos e extremos de temperatura (Golan et al., 2009). Os nociceptores sdo terminacdes
nervosas primarias livres presentes no sistema nervoso periférico e se ativam ao detectar as
alteragdes capazes de causar danos teciduais de modo seletivo, uma vez que é necessario atingir
o limiar nocivo para que a excitacdo acontega. Estes sdo distribuidos por variados tecidos e
Orgdos, como na pele e visceras, sendo responsaveis por conduzir informacgdes nocivas da
periferia até os centros integrais centrais para que haja a resposta protetiva (Figura 7) (Basbaum
et al., 2009; Grubb; Pasvankas, 2019; Julius; Basbaum, 2001).



Figura 7 — Mecanismo de ativagao dos nociceptores

(1al
| Térmico
Mecanico
Quimico |

) - -
"|Lesdo das células
adjacentes

Serotonina

Desgranulagdo |.
do mastécito

Ganglio da raiz dorsal

=

(2L

Terminagdes — |
nervosas livres

| Ativagzo dos!
nociceptores |

B ——

\ Para o cérebro
1‘-\ I

Medula espinal

% \

T Axoénio

é \

-t

3 | Dilatagao do .

‘ vaso sangiineo |

Fonte: Golan et al., 2009.

o8 Eefl “| CGRP e substancia P liberados
# e\ pelos nociceptores ativados y
{

25

Ademais, o processamento neural dos estimulos nocivos que culminam no evento

doloroso se da por meio de uma sequéncia de mecanismos: transducao, transmissao, modulacao

e percepcdo (Figura 8). Ao ocorrer a lesdo no tecido, por exemplo, substancias como acido
araguiddnico, histamina, serotonina, acetilcolina e substancia P sdo liberadas (Kendroud et al.,

2017). Seguidamente, irdo promover a ativacdo direta dos nociceptores que transmitem o

estimulo periférico, oriundo do neurdnio aferente a medula espinhal (corno anterior), através

dos potencias de acédo gerados na fibra, principalmente as do tipo C, que compreendem cerca

de 70% dos nociceptores e a Ad. A modulacdo ocorre pelo recrutamento de células

inflamatorias para o local da leséo e liberagdo de opioides enddgenos para minimizar a dor ao

dano. Ja a percepcdo resulta da interacéo de estruturas corticais para localizar o estimulo lesivo,

reconhecé-lo como doloroso e enviar a resposta eferente apropriada para periferia (Grubb;

Pasvankas, 2019).
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Figura 8 — Vias e transmissao da nocicepgédo
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Fonte: Golan et al., 2009; Oaklander, 2014

Em resumo, como resposta a um trauma ou infecgdes, pode haver um processo
inflamatorio o qual gera respostas que resultam na migracao de células imunes, liberacdo de
citocinas, como o TNF- a, lipoxinas, prostaglandinas, leucotrienos que sensibilizam
diretamente os nociceptores e ocasionam uma resposta dolorosa (Etienne; Pereira Dias Viegas;
Viegas Jr., 2020). A exemplo, o TNF- a, durante o processo inflamatdrio ativa o receptor do
fator de necrose tumoral 1 (TNF-R1), resultando na excrecdo das IL1-p e a IL-6. Os
macrdfagos, agora ativados, expressam a IL-1 que sensibiliza as fibras nervosas dos neurénios
sensoriais primarios e culmina na hipersensibilidade a dor (Vitale; Ribeiro, 2007; Xiang et al.,
2019).

Assim sendo, dentre a gama de testes pré-clinicos in vivo utilizados para avaliacdo da
atividade antinociceptiva, os modelos experimentais de contor¢cdes abdominais induzidas por
acido acético e o teste da formalina se destacam. O primeiro € um ensaio de triagem, nao
seletivo de dor inflamatdria visceral, no qual ha a liberacdo de mediadores inflamatérios que
estimulam a nocicepc¢édo nos animais (Frias; Merighi, 2016; Pinheiro et al., 2011a). No teste da
formalina, o formaldeido injetado na pata posterior do animal produz estimulo direto dos

nociceptores, caracterizado por lambidas e mordidas no local da injecdo. Este € um modelo
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valido, bifasico e de maior especificidade de percepcao da nocicepgéo, sendo utilizado para o

esclarecimento de possiveis mecanismos antinociceptivos (Hunskaar; Hole, 1987).
2.8 Atividade Antinociceptiva e 0 uso de produtos naturais

Os produtos naturais séo considerados a maior biblioteca de substancias biologicamente
ativas da terra (Newman; Cragg, 2020). Assim sendo, o uso de plantas, um dos principais
exemplos de PNs, como agentes analgésicos na medicina tradicional € uma pratica antiga, com
uma estimativa de 70.000 espécies de plantas utilizadas etnomedicinalmente em todo o0 mundo
(Jabbari; Zakaria; Mohammadi, 2025). Nesse contexto, estas se destacam por compor cerca de
25% de todos 0s medicamentos prescritos para uso clinico de modo global (Sen; Chakraborty,
2017). Nesse viés, se apresentam como uma importante fonte promissora no desenvolvimento
de novas drogas.

Diante do exposto, no século XIX teve inicio a busca por moléculas com a¢do no SNC,
voltadas para & modulacdo da dor e com propdsitos terapéuticos, sendo muitas dessas
substancias originadas de PNs. A exemplo, os estudos sobre o alcaloide morfina da Papaver
somniferum L. conduziram a identificacdo do sistema opioide, pesquisas com os canabinoides
da Cannabis sativa L. possibilitaram a identificacdo dos receptores e do sistema
endocanabinoide (Gomes et al., 2009). Outrossim, em uma revisao recente foi constatado que
existem diversos metabdlitos secundarios comprovadamente eficazes para o tratamento e alivio
da dor, como a morfina, o canabidiol e o acido acetilsalicilico (Oliveira et al., 2022).

N&o obstante, estudos revelam que importantes classes de metabdlitos secundarios
atuam na regulacdo da dor: os flavonoides tem papel indubitavel no controle dessa problematica
devido a sua atividade antioxidante, inibi¢do da leséo celular, diminuicdo do estresse oxidativo
e pela modulacdo da proteina quinase C, assim modulando os mais diversos mecanismos; 0s
terpenos atuam no SNC regulando neurotransmissores, com funcgéo na dor crénica, como a dor
neuropatica, assim como os alcaloides, em especial os inddlicos (Rauf et al., 2016). Dessa
maneira, € imprescindivel os estudos fitoquimicos e farmacoldgicos das espécies vegetais, uma
vez que a quimica de produtos naturais representa uma alternativa indubitavel e historicamente
privilegiada para sintese e producdo de novos farmacos.

Outrossim, compostos de origem vegetal tém sido reconhecidos por suas propriedades
analgésicas consideraveis, apresentando poucos efeitos adversos (Franzotti et al., 2000;
Pinheiro et al., 2011b). A exemplo, muitos flavonoides estéo se tornando candidatos a novos
analgésicos naturais (Xiao et al., 2016). Dessa maneira, sdo considerados substitutos

terapéuticos para modular a nocicep¢do, uma vez que medicamentos analgésicos opioides, ndo
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opioides apresentam elevados efeitos colaterais (Andrade et al., 2021; Vella-Brincat; Macleod,
2004; Wolfe; Lichtenstein; Singh, 1999). Nesse sentido, estudar novas opc¢des farmacoldgicas

advindas de plantas medicinais é um alternativa promissora (Mishra; Tiwari, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar a caracteriza¢do quimica da fragdo n-butandlica, obtida do particionamento do
extrato etanolico bruto (EEB), das folhas da espécie C. procera (Apocynaceae), assim como

avaliar sua toxicidade e atividade antinociceptiva.
3.2 Objetivos especificos

e Obter o EEB das folhas da espécie C. procera;

e Realizar particionamento do EEB, obter a fracdo n-butandlica e analisa-la por métodos
cromatograficos;

e Desenvolver metodologia de CLAE-IES-EM para uma ampla caracterizagdo dos
constituintes quimicos presentes na fracdo n-butandlica;

e Desenvolver metodologia analitica e preparativa para o isolamento de compostos
advindos da fragéo;

e Realizar experimento de RMN de 'H e 3C dos compostos obtidos da fragdo n-
butandlica;

e Avaliar a toxicidade oral aguda da fracdo n-butandlica in vivo;

e Investigar a atividade antinociceptiva da fragdo n-butanolica em camundongos.
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4 METODOLOGIA
4.1 Material vegetal

A espécie C. procera (Apocynaceae) foi coletada em Janeiro de 2021, no litoral do
municipio de Cabedelo, Paraiba — Brasil (7°03'13.1"S 34°50'35.2"W). A identificacdo botanica
foi realizada com o auxilio do pesquisador César Alves Carneiro do Herbario Lauro Pires
Xavier da Universidade Federal da Paraiba, onde uma exsicata foi depositada sob o numero de
catalogo JPB0066233. A espécie selecionada e o projeto proposto foram cadastrados no
Sistema Nacional de Gestéo do Patriménio Genéetico e do Conhecimento Tradicional Associado
- SisGen, sob codigo A9852FB.

4.2 Obtencéo e Fracionamento por parti¢cdo do EEB

O material botanico foi desidratado em estufa de circulacdo de ar a 45 °C por 72 horas.
Em seguida, foi processado em moinho mecéanico para obtencéo de 629,25 g droga vegetal seca
e triturada, que foi submetida ao processo de maceracdo com etanol (EtOH) a 95%, durante 72
horas. A solugdo extrativa resultante foi concentrada sob pressdo reduzida em evaporador
rotativo (IKA RV 3 Eco) a 55 °C para obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB).

O EEB foi desengordurado com hexano, no qual este solvente foi adicionado ao extrato
e em seguida, a solucdo foi levada a um agitador mecéanico e, por fim, filtrada. Seguidamente,
55 g do extrato desengordurado foi solubilizado em uma solugédo etanol/agua (7:3 v/v), a fim
de adquirir a solucdo hidroalcoolica. Esta foi submetida a uma particdo liquido-liquido com a
utilizacdo de solventes em gradiente crescente de polaridade por trés vezes. As solucdes
extrativas das fragdes foram concentradas em evaporador rotativo sob pressao para obtencédo

das fragGes: hexanica, cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica (FB) (Figura 9).



Figura 9 — Fluxograma do fracionamento do EEB e obtencdo da FB
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).

4.3 Extracao em fase sélida (SPE)

Realizou-se a extracdo em fase sdlida de 1,5 g da FB, a qual foi suspensa em
agua/metanol, centrifugada (ROTINA — 380 R) por 20 minutos a 5000 rpm e filtrada (filtro de

seringa PTFE 13 mm x 0,22 um). Para o processo cromatogréafico foi utilizado um cartucho de

polipropileno contendo o adsorvente, silica gel C-18 (Strata — C18-E), condicionado com

metanol e agua destilada (1:9). A amostra foi colocada no topo do cartucho e para eluicdo

empregou-se uma mistura binaria de solventes organicos aspirados com auxilio de uma bomba
avacuo (TECNAL — TE —0581) operando em 600 mmHg, iniciando com 95% de dgua destilada

e indo até MeOH 100%, conforme pode ser visualizado na tabela abaixo.
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Tabela 2 — Dados do fracionamento da FB

Fracoes Sistema eluente

FB1 Agua destilada:MeOH (9,5:0,5)
FB2 Agua destilada:MeOH (8:2)
FB3 Agua destilada:MeOH (6:4)
FB4 Agua destilada:MeOH (5,5:4,5)
FB5 Agua destilada:MeOH (1:1)
FB6 Agua destilada:MeOH (4,5:5,5)
FB7 Agua destilada:MeOH (4:6)
FB8 Agua destilada:MeOH (2:8)
FB9 Metanol

FB10 Metanol

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

As 10 fracdes obtidas foram concentradas em evaporador rotativo e seus respectivos

pesos podem ser vistos no fluxograma abaixo.

Figura 10 — Fluxograma dos dados do fracionamento da FB
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).
4.4 Desenvolvimento de metodologia por CLAE-IES-EM

Para analise de IES-EM" no modo negativo, foi preparada, inicialmente, uma solucéo
da amostra na concentracdo de 1 mg.mL™, sendo esta injetada em um UFLC (Shimadzu) com
duas bombas LC20AD, um auto amostrador SIL20AHT e um controlador de sistema CBM20A,
acoplado a um espectrémetro de massas lon-Trap (AmaZon X). Os parametros de lon-Trap
foram: tensdo capilar ajustada para 4,5 kV, temperatura ajustada para 200°C; taxa de fluxo do

gas de secagem (N) de 8 mL.min™ e pressio do nebulizador de 58,02 psi. A fragmentacéo por
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CID foi realizada no modo auto EM/EM utilizando o0 modo de resolucdo avancada para 0 modo
EM e EM/EM e os espectros (m/z 50 — 1500) foram registrados a cada 2s.

No sistema de cromatografia liquida foi utilizada uma coluna YMC-Triart C-18 (250
mm x 4,6 mm ¢ particulas de 5 um) e, agua acidificada ultrapura (0,1% de acido férmico) e
metanol grau cromatografico como fases méveis A e B, respectivamente. O seguinte método

de eluicéo foi empregado, numa vazio de 0,6 mL.min* (Tabela 3).

Tabela 3 — Dados do método de eluicdo da FB

Tempo (min.) % de MeOH
(Solvente B)

0,01 - 60 5-100
60-80 100-100
80-85 100-5

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Figura 11 - Cromatograma da FB de C. procera no comprimento de onda de 254 nm
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Os compostos foram tentativamente anotados por meio da comparacdo dos padroes de

fragmentacio correspondentes (MS? e MS®) com dados relatados na literatura cientifica.

4.5 Desenvolvimento de metodologia para isolamento de compostos e caracterizacao
estrutural

A FB3 (102,9 mg), advinda da extragdo em fase solida, foi previamente analisada por
CLAE analitico para desenvolvimento do método cromatografico. Inicialmente, foi preparada
uma solugido em metanol grau cromatografico, na concentracio de 1 mg.mL™*. Por CLAE
analitica foi possivel chegar ao método mais eficiente para isolamento das substancias, sendo:
solvente A = 4gua acidificada (&cido formico 0,1%); solvente B = metanol grau cromatogréfico,
numa vazéo de 0,6 mL.min! (Tabela 4).
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Tabela 4 — Dados do método de eluigdo da FB

Tempo (min.) % de MeOH
(Solvente B)
0,01-5 5-40
5-30,0 40 - 43
30,0-35,0 43 -100
35,0-55,0 100 - 100
55,0 - 60,0 100 -5
60,0 - 80,0 5-5

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Em escala preparativa, a amostra FB3 foi solubilizada em 1,0 mL metanol grau
cromatografico. O mesmo método desenvolvido na fase analitica foi utilizado em escala
preparativa, com distin¢cdo na vazdo empregada, sendo essa em escala preparativa de 8 mL.min"
L As fragOes coletadas foram concentradas sob pressdo reduzida a uma temperatura de 40°C
em um rotaevaporador (IKA RV 3 Eco).

Para cromatografia em escala preparativa, a amostra solubilizada foi levada a centrifuga
com 7000 rotagdes por minuto durante 5 minutos, o sobrenadante foi filtrado em filtro de
seringa PTFE (13 mm x 0,22 um) e o filtrado foi usado na corrida para isolamento dos
compostos. Foram realizadas dez inje¢des com o loop de 100 pL e coletadas 4 fragdes (Figura
12).

Figura 12 - Cromatograma de FB3 em CLAE preparativo
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Os espectros de RMN da fracdo 4 codificada como CP-R foram registrados nos
equipamentos Brucker Ascend operando a 400 MHz (*H) e 100 MHz (*3C), localizados no

Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA) da Universidade Federal da
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Paraiba - UFPB. Para dissolucdo das amostras foi utilizado o solvente deuterado
(Dimetilsufoxido — DMSO-dg). Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por
milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento J em Hz, utilizando-se as convencgfes s
(simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (dupleto de duplo dupleto), t (tripleto) e m
(multipleto) para indicar as multiplicidades dos sinais de H.

4.6 Experimentos in vivo
4.6.1 Procedimentos éticos e Animais experimentais

Os protocolos experimentais foram aprovados pela comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Centro Universitario - UNIFACISA sob o nimero de aprovagdo
03.0001.2024/05.2024 com as normas aprovadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Para os testes farmacol6gicos foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus
musculus), adultos, machos e fémeas, peso entre 25-35g, com 6 a 8 semanas. Os animais foram
mantidos sobe as seguintes condi¢Ges: temperatura controladas e constantes de 23,0 °C (z 1,0),
umidade relativa de 40 a 60%, com ventilacdo e exaustdo de ar diretamente nas gaiolas
microisoladoras com grade, tampa e sistema de valvulas para insuflamento e exaustdo de ar,
medindo 435 cm? que acomodara um niimero maximo de 4 animais por gaiola. A alimentagio
dos animais, composta por racdo da marca Quintia®, foi esterilizada por radiacdo gama, servida
até 6 horas antes do tratamento coma FB. A agua disponibilizada foi filtrada com carvao ativado
de 5 micras, esterilizada por autoclavacdo a 121°C por 20 minutos, ad libitum. Para a forragédo
da gaiola foi utilizado maravalha de pinus, esterilizada por radiacdo gama. Os animais foram
eutanasiados por excesso de associagdo de anestésico cetamina 10% (300 mg.kg™) e xilazina
2% (30 mg.kg™) via intraperitoneal como recomendado pelas Diretrizes da Pratica de Eutanasia
do CONCEA de 2018.

4.6.2 Preparo das substancias

Para realizacdo dos testes farmacoldgicos, a FB foi dissolvida em solucdo salina
acrescida de Tween® 80 (0,1%), antes da utilizacdo e administrada de acordo com a via

requerida no procedimento realizado.
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4.6.3 Ensaio de Toxicidade Oral Aguda

O ensaio de toxicidade pré-clinica aguda em camundongos foi realizado de acordo
com a Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD), n® 423 (OECD,
2001). Para o ensaio de toxicidade foi escolhido um grupo com n=3, composto por
camundongos Swiss fémeas, o qual, foi administrada a dose de 300 mg.kg, da FB, por via oral.
Ao grupo controle negativo (Grupo 2, n=3) foi administrado apenas o veiculo de dissolu¢édo das

substancias teste (Figura 13).

Figura 13 — Esquema do Ensaio de Toxicidade Oral Aguda
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Com o intuito de mapear possiveis altera¢cdes comportamentais sugestivas de atividade
sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Auténomo (SNA), apos a
administracdo da FB, foi realizada a observacao cuidadosa dos efeitos da substancia para se
detectar sinais toxicos de carater geral nos intervalos de 30 minutos, 1,2,3 e 4 horas no primeiro
dia e, uma vez ao dia, sempre no mesmo horario, nos 13 dias seguintes, com o objetivo de
mapear possiveis alteracdes comportamentais (Almeida et al., 1999). Além disso, diariamente
foram observados pardmetros como o consumo de agua, a ingestdo de alimentos e a evolucao
ponderal semanal. Apos o décimo quarto dia, os animais foram pesados e anestesiados (xilazina
5 mg.kg™e cetamina 100 mg.kg™?) para a coleta de puncéo cardiaca para analise hematoldgica

e bioquimica utilizando kits especificos e em seguida submetidos a eutanasia.
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¢ Auvaliacdo dos parametros hematoldgicos

As analises foram realizadas apds a coleta de sangue, utilizando um analisador
hematologico automatico (Coulter STKS, Beckman Coulter, Miami, FL, EUA) e microscopia
Optica. Foram adicionadas as contagens de hemacias (RBC), leucdcitos (WBC), hemoglobina
(HB), hematdcrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), intervalo de distribuicdo
de hemécias (RDW) e contagem diferencial de leucdcitos (segmentados (SEG), linfécitos
(LIN), mondcitos (MON), baséfilos (BASO) e eosindfilos (EOS)) (de Oliveira et al., 2018).

e Avaliacdo dos parametros bioquimicos

O sangue foi centrifugado para avaliacdo bioquimica de albumina (ALB), alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP), aspartato aminotransferase (AST),
bilirrubina (BIL), gama-glutamil transferase (GGT), proteina total (PT), ureia (UR) e creatinina
(CRE). Esses marcadores foram medidos utilizando kits especificos (Labtest Diagndstica,
Lagoa Santa, Brasil) e um analisador COBAS Mira Plus (Roche Diagnostics Systems, Basiléia,
Suica) (de Oliveira et al., 2018).

4.6.4 Avaliacao da Atividade Antinociceptiva
e Teste de contorgdes abdominais induzidas por acido acético

Camundongos machos foram separados em 5 grupos, cada grupo contendo 6 animais
(n=6), desse modo totalizando 30 animais, e tratados com solucéo salina oral, 0,9% acrescida
de Tween® 80 0,1% (controle), FB (3,75, 7,5 ou 15 mg.kg™ v.0), indometacina (10 mg.kg?,
v.0) (Figura 14). Cada animal recebeu uma injecdo intraperitoneal (0,1 mL/10g) de acido
acetico 0,85% (v/v) em solucdo salina e serd colocado em uma caixa de polietileno para registrar
0 nimero de contorg¢des no intervalo correspondente a 5-15 min apos a injecdo de acido acético
(Oliveira et al., 2018).
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Figura 14 — Esquema do ensaio de contor¢fes abdominais induzidas por acido acético
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).

e Teste da formalina

Camundongos machos foram separados em 6 grupos, cada grupo contendo 6 animais
(n=6), receberam a FB (3,75, 7,5 ou 15 mg.kg™ v.0), morfina (10 mg.kg™? i.p.), indometacina
(20 mg.kg*v.0.) ou veiculo de dissolucio das substancias teste (v.0) (Figura 15). Apds 60 min,
20 pL de formalina 2,5% (v/v) em solucdo salina foram injetados na regido subplantar da pata
traseira direita de cada animal. O tempo gasto pelo camundongo lambendo a pata foi registrado
durante os primeiros 5 minutos apés a injecdao de formalina (primeira fase: dor neurogénica),
bem como 15 a 30 minutos apo6s a injecdo (segunda fase: dor inflamatéria) (de Oliveira et al.,
2018; Hunskaar; Hole, 1987).
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Figura 15 — Esquema do teste de formalina

» G1: Morfina: 6 .- Pp— ’ * Morfina 10 mg/kg i.p.

. G2: Indometacing{; -6 ke L > . Indometacina 20 mg/kg lp

« G3: Controle negativo-: 6 - - L > « Salina 0,9% acrescida de Tween
« G4: Tratamento 3,75 mg/kg: 6 * - - 80 0,1% (0,1 mL/kg) v.o

« G5: Tratamento 7,5 mg/kg: 6 ~ - - Mozzeygreenns » « FBde C. procera nas doses de:
« G6: Tratamento 15 mg/kg: 6 - - 3,75;7,5 ¢ 15 mg/kg v.o.

Observacgao do tempo de lambida de pata (s)

—
Fase 1 Fase 2 )
' NEUROGENICA INFLAMATORIA
Tratamento
! 60 min ! S min | 15 - 30 min

shi S e 0 ? |
s Inje?ao da Observacao do tempo de lambida de pata (s)  Fim
Q. formalina 2,5 % s

» v/v 20uL i.pl. \&; -
' ™
W { .‘

R

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

4.7 Analise de dados

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Para
analise dos dados obtidos nos ensaios de toxicidade aguda foi realizado o teste “t” de Student
ndo pareado para comparacdo de 2 grupos. Para os demais protocolos experimentais foi
utilizada a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo pds teste de Tukey para

multiplas comparaces. Valores de “p” menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados
significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao quimica por CLAE-IES-EM da fracédo n-butanodlica

A utilizacdo de processos que visem o isolamento e a identificacdo mais rapida dos
metabolitos secundarios € de suma importancia, pois otimizam a descoberta de novos farmacos.
Assim, técnicas analiticas, como a cromatografia, a espectrometria e espectroscopia
possibilitam a obtencdo e caracterizacdo dos compostos advindos das espécies vegetais de
maneira mais agil.

A FB foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas, com 0 objetivo de anotar os compostos presentes nesta e,
consequentemente, contribuir com a quimiotaxonomia do género. O gradiente de eluicdo usado
nas analises cromatograficas foi capaz de separar compostos pertencentes a classes de
metabolitos secundérios, como acidos fenolicos, flavonoides, seus derivados glicosilados e uma
substancia da classe dos megastigmanos. A anotacéo de todos os compostos foi baseada no seu
perfil de fragmentacdo em comparagcdo com os dados da literatura

Com isso, foram anotados 7 picos no cromatograma de pico base da fracdo (Figura 16)
e 0s compostos tentativamente identificados podem ser vistos na Tabela 5, assim como a
proposta de estrutura quimica destes na Figura 17. Entre os acidos fendlicos, flavonoides e seus
derivados glicosilados, destacam-se: o acido cafeico (179 m/z), o seu glicosideo acido cafeico-
O-hexosideo (377 m/z (341-H+CIl)), quercetina-O-rutinosideo (609 m/z), canferol-O-rutinosideo
(593 m/z), isorhamnetina-O-rutinosideo (623 m/z) e a metildaidzeina (276 m/z),
respectivamente, e 0 megastigamano 6S, 9S roseosideo (431 m/z (385-H+Formiato)), ainda ndo

isolado na espécie.

Figura 16 - Cromatograma do pico base FB das folhas de C. procera
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x1of

7 i
28 -

; |

0 0 a £ L] ] & Tine: [n]

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Pico T.r. UV Amax Peso [M—H]~ MS?/MS? Anotacéo Ref.
(min) (nm) molecular m/z
1 4,9 258 378 377 (341-  MS?[377]: 341 (100)/MS3 [377=> 341]: 281 (11,35);  Acido cafeico-O- (Lietal.,
H+CI) 251 (16,78); 179 (100); 161 (25,79) hexosideo 2017)
(Aduto de cloro)
2 7,8 - 268 267 MS? [267]: 223 (100); 211 (94,92)/MS? [267=>» 223]:  Metil-daidzeina  (Yeetal., 2012)
281 (11,35); 251 (16,78); 179 (100); 161 (25,79)
(Jiménez-Lépez
etal., 2017; Liu;
3 8,2 237, 324 432 431 (385-  MS?[431]: 385 (100)/MS® [431=» 385]: 223 (96,48);  6S, 9S roseosideo Lin, 2024;
H+Formiato) 205 (100); 179 (7,08); 153 (73,71) Panighel et al.,
2022)
4 12,8 256, 350 610 609 MS? [609]: 343 (8,64); 301 (100); 271 (11,12); 255 Quercetina-O- (Lietal.,
(6,81)/MS? [609 =» 301]: 271 (100); 255 (59,75); rutinosideo 2016)
243 (10,72); 179 (91,80); 151 (71,09)
5 13,0 - 180 179 (Kang et al.,
MS2 [179]: 135 (100)/MS® [179 =>» 135]: 91 (100) Acido cafeico 2016)
MS2 [593]: 327 (5,23); 285 (100); 257 (6,03); 255 (Llorent-
6 14,7 255, 353 594 593 (5,59)/MS?® [593 =» 285]: 267 (68,95); 257 (100); Canferol-O- Martinez et al.,
255 (34,03); 241 (34,11); 229 (43,36); 213 (34,12); rutinosideo 2015)
197 (29,46); 163 (19,16); 151 (5,33)
7 15,0 254, 355 624 623 MS? [623]: 315 (100); 300 (40,18); 271 (21,70); 255  Isorhamnetina-O-  (Spinola; Pinto;

(12,45); 243 (3,32)/MS? [623 = 315]: 301 (20,58);
299 (100); 287 (5,74); 272 (13,35); 255 (5,60)

rutinosideo

Castilho, 2015)

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Figura 17 - Proposta de compostos anotados da FB de C. procera por CLAE-IES-EM"

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
Legenda: Numeros (1-7) referentes aos picos presentes na Tabela 5.

De maneira anéloga, a partir do extrato metandlico das folhas de C. procera foi possivel
o isolamento da quercetina, quercetina-O-rutinosideo isoquercetina isorhamnetina-O-
rutinosideo, canferol-O-rutinosideo, luteolina (Mohamed et al., 2011; Wadhwani et al., 2021).
Ainda do extrato metanolico das folhas, foram anotados a rutina, isorhamnetina-robnosideo,
isorhamnetina-rutinosideo, canferol-rutinosideo, canferol-hexosideo, quercetina e o afrosideo,
semelhantemente ao perfil quimico encontrado na FB das folhas da espécie no presente estudo.
Ademais, foram relatados no extrato aquoso das folhas compostos como, catequina, rutina,
acido p-cumarico e o canferol, sendo a concentracdo do acido p-cumarico a mais elevada
(Ahmad Nejhad et al., 2023).

O écido cafeico e seu derivado glicosilado sdo responsaveis por atividades bioldgicas,
como a antioxidante, anti-inflamatdria e antitumoral (Pavlikova, 2022). Além disso, 0s
flavonoides quercetina-O-rutinosideo, canferol-O-rutinosideo, isorhamnetina-O-rutinosideo
sdo reconhecidos por suas propriedades antioxidantes, por exemplo (Chen et al., 2023). J& a
isoflavona metildaizeina, é amplamente explorada por sua acdo estrogénica (Dias, 2018). O
megastigmano 6S, 9S roseosideo, inédito na espécie, se destaca por suas acOes anti-
inflamatorias (Qiu et al., 2008).

Ademais, segundo Gindri, (2012), fracdes butandlicas, normalmente, apresentam

compostos com uma polaridade mais elevada, como os acidos fendlicos, flavonoides, taninos e
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seus glicosideos, o que corrobora os dados supracitados. Nesse interim, estes achados reforcam
a riqueza de moléculas de diferentes classes presentes na FB da espécie em estudo, com efeitos
farmacologicos ja descritos, evidenciando seu potencial como objeto para novos achados

quimicos e biologicos.
5.2 Determinacéo estrutural do CP-R

Com a CLAE preparativa foi possivel isolar o composto 4 da fracdo FB3, o qual
apresentou-se como um sélido amorfo marrom, pesando 9 mg. O espectro de RMN de 'H
(DMSO-ds, 400 MHz) mostrou a presenga de hidrogénios diasterotopicos [on 2,07 (1H, d, J=
16,8) e 2,41 (1H, d, J = 16,8)], sinais em on 5,76 (1H, s, H-4), on 5,77 (1H, d, J =5,2, H-7) e
on 5,78 (1H, t, H-8) correspondentes a hidrogénios oleofinicos (Tabela 6), estes dois ultimos
(H-7 e H-8) referentes a uma ligacao oleofinica cis exociclica; e singletos integrando para 3H,
sugestivos de 3 metilas (Me), com deslocamentos quimicos em 6 0,92 (H-12), 61 0,93 (H-11)
e on 1,81 (H-13). Além disso, um dubleto sugestivo de hidrogénio anomérico foi evidenciado
em On 4,16 (1H, d, J = 7,8), integrando para 1H, o que sugere a presenca de um acgucar na
estrutura.

O espectro de RMN *C (DMSO-ds, 100 MHz), obtido pela técnica de Broad-Band
(BB), corrobora os dados obtidos anteriormente, o qual sugere a presenca das metilas [dc 24,1
(C-12), 23,1 (C-11), 18,9 (C13)], em que juntamente com deslocamento quimico do H-13,
indicaram que a Me-13 esta ligada a um carbono oleofinico, bem como foi visto um dubleto
integrando para 3H atribuido ao én 1,10 (H-10) e um sinal em 6¢ 20,9 (C10), correspondendo
a Me-10. Observou-se também, em d¢c 197,5 (C-3) um sinal sugestivo de uma carbonila a,f3-
insaturada.

A andlise através dos espectros bidimensionais de correlacdo heteronuclear direta
(HSQC) possibilitou a atribuicdo de deslocamentos quimicos relacionados a carbonos
hidrogenados. Desse modo, revelou correlagdes entre 0 C-11 (6¢ 23,1) e 0 H-11 (61 0,93), C-
12 (8¢ 24,1) com H-12 (8w 0,92), C-13 (8¢ 18,9) correlacionando com H-13 (6n 1,81) e C-9 (dc
73,7) com 0 H-9 (61 4,32), semelhantemente ao observado na literatura (Nascimento, 2019;
Wang et al., 2022).

Os dados do mapa de contorno do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear
(HMBC) demonstram a correlacdo dos hidrogénios diasterotdpicos (H-2a e H-2b) com o C-3,
desse modo determinando a posi¢cdo da carbonila no carbono 3. As Me-11 e Me-12
apresentaram correlagdes com os carbonos C-1 (¢ 40,96), C-2 (6¢c 49,39) e C-6 (6¢c 77,9),

comprovando sua ligacdo ao C-1, ja as Me-10 e Me-13 se correlacionam com o C-8, C-9 e C-
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3, C-4, C5 e C-6, respectivamente (Tabela 7). O hidrogénio anomérico exibiu correlacdo no
espectro de HMBC com o C-9, evidenciando a localizacdo do acgucar nesta. Os dados
corroboram estudos presentes na literatura (Nascimento, 2019; Wang et al., 2022). Dessa
maneira, tais sinais indicam a presenca de um esqueleto megastigmano glicosilado, com a
presenca de substituicdes no anel ciclohexano e uma cadeia alifatica insaturada com 4 4tomos
de carbono (Silva, 2012).

Ademais, este composto possui dois centros estereogénicos em C-6 e C-9, no qual
através de dados na literatura pode-se inferir a configuracdo relativa que, quando ha um
deslocamento quimico em, aproximadamente, 6c74,7 tem-se o isdmero na configuracdo S
(Kalegari, 2014), o que é visto neste estudo. Entretanto, para o C-6 os deslocamentos sao
semelhantes. Assim, levando em consideracdo os dados disponiveis de espectros com técnicas
1D e 2D presentes no meio cientifico e comparando com os obtidos (Figuras 19-25) (Tsopmo;
Muir, 2010), foi possivel inferir que o CP-R, isolado de maneira inédita para a espécie C.
procera, € o (6S, 9S) roseosideo (Figura 18), corroborando os dados da caracterizacdo por
CLAE-IES-EM.

Figura 18 — Estrutura do (6S, 9S) roseosideo isolado de C. procera
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).

O (6S, 9S) roseosideo (C19H300g), j& foi isolado das folhas de espécies como, Corchorus
olitorius L. (Malvaceae), Piper crocatum (Piperaceae), Antidesma bunius (L.) Spreng
(Phyllanthaceae), Ficus callosa (Moraceae), Euodia meliaefolia (Rutaceae), do caule de
Kandelia candel (Rhizophoraceae) e partes areas de Gynura bicolor (Willd.) DC (Asteraceae)
e Sauropus androgynus (Phyllanthaceae) (Samra et al., 2024). Entretanto, é pela primeira vez

isolado na espécie C. procera.
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Tabela 6 - Dados de RMN (J em Hz e & em ppm, 400 MHz para *H e 100 MHz para 3C,
DMSO-dg) de CP-R comparados com da literatura (Tsopmo, 2010)

CP-R Tsopmo, 2010"
Posigao oH 8¢ ot 8¢

1 - 40,96 - 42,4
2a 2,05 (1H, d, J = 16,8) 2,50 (1H, d, J = 17,0)

49,39 50,7
2b 2,41 (1H, d, J = 16,8) 2,12 (1H, d, J=17,0)
3 - 197,5 - 201,2
4 5,76 (1H, s) 125,7 5,85 (1H, s) 1271
5 - 164,1 - 167,3
6 - 77,9 - 80,7
7 5,74 (1H, d, J=5,2)" 130,3 583 (1H,d, J=4,2" 1315
8 5,78 (1H, t) 1333 582(1H,d,J=42) 1352
9 4,32 (1H, q, J = 6,4) 73,7 4,39 (1H, m) 76,8
10 1,18 (3H, d, J = 6,4) 209 1,27 (3H,d,J=7,0) 21,1
11 0,93 (3H, 5) 23,1 1,03 (3H, s) 23,4
12 0,92 (3H, s) 24,1 1,03 (3H, s) 24,7
13 1,81 (3H, s) 18,9 1,91 (3H, s) 19,5
r 4,16 (1H, d, J = 7,8) 100,9 4,37 (t,J = 8,7) 101,2
k 2,90 — 4,0 (M) 74,6 3,91 (1H, d, 1,2) 79,2
3 2,90 — 4,0 (m) 76,8 - 78,6
4 2,90 — 4,0 (M) 70,0 4,01(1H,d,J=105) 717
5 2,90 — 4,0 (m) 768  361(2H,d,J=22) 77,9
6’ 2,90 — 4,0 (m) 61,1 - 62,8

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
Legenda: 500 MHz, CD30D. "™ Segunda constante de acoplamento nio obtida devido & sobreposicao.

Tabela 7 - Dados de RMN bidimensional (J em Hz e § em ppm, 400 MHz para H e 100
MHz para *C, DMSO-ds) de CP-R comparados com da literatura (Nascimento, 2019; Wang

et al., 2022)
HMBC Nascimento, 2019 Wang et al., 2022
Posicao OH x 0c OH x 0C OH x O6c
2 C-3 C-3 C-4,C-6
7 C-6,C-9 - -
8 C-6,C-9 - -
9 C-7,C-8,C-1’ - C-7,C-1’
10 C-8,C-9 C-8,C-9 -
11 C-1,C-2,C-6 C-1,C-2,C-6 C-1,C-2,C-6
12 C-1,C-2,C-6 C-1,C-2,C-6 C-1,C-2,C-6
13 C-3,C-4, C-5, C-4,C-5,C-6 C-4, C-5,C-6
C-6
1’ C-9,C-3’,C-4 C-9 C-9

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Figura 19 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de CP-R
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Figura 20 — Expansdo do espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de CP-R na regido

de 0,6 —2,7 ppm
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Figura 21 — Expanséo do espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-dg) de CP-R na regido
de 2,7 - 4,8 ppm
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Figura 22 — Expanséo do espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de CP-R na regido
de 4,8 — 7,0 ppm
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Figura 23 - Espectro de RMN de *C-BB (100 MHz, DMSO-ds) de CP-R
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Figura 24 — Mapa de contorno *H -*C - HSQC (400x100 MHz, DMSO-ds) de CP-R
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Figura 25 — Mapa de contorno *H -*C — HMBC (400x100 MHz, DMSO-ds) de CP-R
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5. 3 Experimentos in vivo
5.3.1 Ensaio de Toxicidade Oral Aguda

O teste de toxicidade oral aguda tem como objetivo analisar a seguranc¢a de compostos
naturais e sintéticos, fornecendo embasamento para a identificacdo e avaliacdo dos riscos a
salide decorrentes de sua exposicdo. Nesse interim, a dose Gnica de 300 mg.kg™* administrada
por via oral da FB das folhas de C. procera ndo provocou nenhuma morte. A triagem
farmacoldgica evidenciou um aumento de ambulagdo e fuga nos primeiros 15 minutos, apos
este tempo nédo foram verificadas alteracbes comportamentais.

Com relagcdo aos consumos de racdo e de &gua, evolucdo absoluta e dados
hematoldgicos e bioquimicos ndo foram verificadas diferencas significativas (p> 0,05) entre o
grupo tratado e o grupo controle, os resultados estdo expostos nas tabelas abaixo. Segundo
Mukinda; Eagles, (2010), a reducdo da ingestdo de agua, de racdo e do desenvolvimento
ponderal sdo indicativos de toxicidade sistémica. Como também, de acordo com Dahham et al.,
(2016), a analise sanguinea de parametros bioguimicos e hematologicos pode revelar processos
de dano tecidual que ainda ndo sofreram expressdo morfolégica em dérgéos e, posteriormente,

serdo observadas de maneira mais sistémica.
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Tabela 8 - Consumo dos animais submetidos ao teste de toxicidade tratados com a FB por v.o

Tratamento
Parametros Controle FB
(300 mg.kg™)
Consumo de racéo (g) 14,93 £ 0,77 17,43 £0,56
Consumo de agua (mL) 24,00 = 1,00 26,57 £ 1,07
Média do peso (g) 27,98 + 0,37 30,50 + 0,27

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
Legenda: Os valores representam a média £ EPM (n=3/grupo). Nédo foram encontradas diferengas significativas
(p>0,05) em comparagao ao grupo controle.

Os compostos toxicos influenciam o processo da hematopoiese, sendo o sistema
hematopoiético o mais sensivel a tais substancias (Oliveira et al., 2019). Como também, os
indices hematologicos sdo indicadores interessantes para 0 monitoramento e prevencdo de
efeitos adversos a medicamentos e demais substancias quimicas (Ugbogu et al., 2024).
Outrossim, a analise realizada de toxicidade aguda da dose de 300 mg.kg™ da FB de C. procera
ndo revelou mudancas relacionadas a serie vermelha (hematdcrito, hemoglobina, VCM, HCM,
CHCM) e nem na contagem dos leucdcitos (segmentados, monacitos, baséfilos e eosindfilos)

e linfocitos (Tabela 9).

Tabela 9 - Pardmetros hematol6gicos de camundongos tratados com a FB por v.o

Tratamento
Parametros Controle FB

(300 mg.kg™)

RBC 5,78 + 0,36 5,95 + 0,48
HCT 34,19 + 3,66 35,28 + 3,29
HBG 13,97 £ 0,42 13,67 + 0,68
VCM 42,15+4,11 45,07 £ 3,73
HCM 15,03+ 0,72 15,21 +0,84
CHCM 34,16 = 3,85 32,16 + 3,24

WBC 7,55+ 0,92 7,15+ 0,66
SEG 60,09 + 5,75 57,17 + 5,54
LIN 37,10 + 3,02 39,84+ 3,24

MON 2,19+0,24 2,21 +£0,26

BASO 0,16 £ 0,04 0,19 £ 0,04

EOS 0,54 = 0,07 0,59 + 0,04

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
Legenda: RBC: Gldbulos vermelhos (10%/mmd); HCT: Hematdcrito (%); HBG: Hemoglobina (g/dL); VCM:
Volume Corpuscular Médio (%); HCM: Hemoglobina Corpuscular Média (%); CHCM: Concentragdo Média de
Hemoglobina Corpuscular (%); WBC: Gldbulos brancos(103/mm3); SEG: Segmentados (%); LIN: Linfocitos (%);
MON: Mondcitos (%); BASO: Basdfilos; EOS: Eosindfilos. Os valores representam a média + EPM (n=3/grupo).
Né&o foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) em compara¢éo ao grupo controle.
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Da mesma forma, biomarcadores hepaticos enzimaticos sdo usados para avaliar a
integridade do figado, em que niveis elevados de AST, ALT indicam danos celulares e
aumentos de AST, ALT, GGT, albumina sugerem leséo hepatica (Ugbogu et al., 2024). Assim,
0s parametros bioquimicos enziméaticos (AST, ALT, GGT, ALP, albumina) permaneceram
inalterados em comparacao ao grupo controle (Tabela 10). Além disso, a condicdo renal é outro
fator observado principalmente através da creatinina e ureia, as quais também nao evidenciaram
alteracdes significativas. Desse modo, indica que ndo houveram alteracfes sanguineas, nem

danos ao figado e aos rins.

Tabela 10 - Pardmetros hematoldgicos de camundongos tratados com a FB por v.o

Tratamento
Parametros Controle FB

(300 mg.kg™)

ALB 3,09+0,41 3,70 + 0,37
ALP 67,01 +5,55 70,24 +6,11
AST 74,05+ 6,13 70,21 + 7,08
ALT 44 87 + 4,01 47,05+ 4,32

BIL 0,62 + 0,09 0,66 + 0,05
GGT 19,04 +1,22 21,83 +1,87

PT 7,32+0,73 6,91+0,84
UR 35,64+214 33,77 £ 2,43

CRE 0,93+0,11 0,88 + 0,14

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
Legenda: ALB: Albumina (g/dL); ALT: Alanina aminotransferase (U/L); AST: Aspartato aminotransferase
(U/L); ALP: Fosfatase alcalina (U/L); BIL: Bilirrubina (mg/dL); GGT: Gama Glutamil Tranferase; PT: Proteina
total (g/dL); UR: Ureia sanguinea (mg/dL); CRE: Creatinina (mg/dL). Os valores representam a média + EPM
(n=3/grupo). Nao foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) em comparacdo ao grupo controle.

Semelhantemente, Kumar et al., (2022) avaliaram a toxicidade aguda e subaguda do
extrato etandlico das flores para o uso da espécie como tratamento seguro e eficaz. Nesse
contexto, foi observado que durante o estudo de 14 dias ndo houve mortalidade, nenhuma
anormalidade comportamental e alteragfes hematologicas e bioquimicas referente a dose Unica
de 2000 mg.kg™. No ensaio subagudo as doses de 300, 1000 e 2000 mg.kg™* do extrato também
ndo evidenciaram mortes e 0s parametros hematoldgicos e bioguimicos permaneceram dentro
da faixa normal esperada quando comparados ao grupo controle.

A vista do exposto, infere-se que a dose tnica de 300 mg.kg™* administrada por via oral
da FB das folhas de C. procera apresenta seguranca e baixa toxicidade para o uso perante as
condi¢Bes metodoldgicas testadas, pois ndo revelou sinais clinicos relevantes na avaliagdo

comportamental, alteracfes de consumo, hematoldgicas, bioguimicas e auséncia de mortes
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durante o periodo de observacdo experimental. Além disso, pelo método de classificacdo
seguindo o protocolo N°423 da OECD, a FB enquadra-se na classe 4, ou seja, substancia com

Dlso superior a 300 mg.kg™ e inferior a 2000 mg.kg™.
5.3.2 Avaliagéo da Atividade Antinociceptiva
e Teste de contorgdes induzidas por acido acético

A partir do teste de contor¢des abdominais € possivel avaliar a acdo nociceptiva de
substancias de modo nédo especifico, uma vez que compostos anti-histaminicos, narcéticos e
ansioliticos podem ser ativos neste ensaio (Dzoyem et al., 2017; Gawade, 2012). O acido
acético ao ser administrado provoca a liberagdo de mediadores pro-inflamatorios, como
citocinas, leucotrienos, prostaglandinas, substancia P e bradicinina, o que leva o animal
apresentar um comportamento nociceptivo motor a partir da ativacdo de nociceptores viscerais
e somaticos no peritdnio (Pinheiro et al., 2011a). Dessa maneira, compostos que possam inibir
tais mediadores tem efeito neste modelo (Martins, 2018).

A administragdo por via oral da FB das folhas de C. procera nas doses de 3,75, 7,5 e
15 mg.kg™ reduziu significativamente (p<0,001), de modo dose dependente, 0 comportamento
nociceptivo dos animais. Assim sendo, foi observada a diminui¢cdo do nimero de contorcdes
abdominais induzidas por &cido acético com percentuais de 51,76, 73,38 e 91,46% para as doses
supracitadas, respectivamente, ja o grupo tratado com morfina 10 mg.kg?, por via oral,
apresentou uma inibicdo em 94,97%, quando comparado ao grupo controle, o qual recebeu
apenas o veiculo de dissolucéo teste (Figura 26). Ressalta-se que, o tratamento com a maior
dose da FB (15 mg.kg™) ndo resultou em diferenca estatistica no nimero de contor¢des em
analogia a morfina, droga padréo utilizada, o que reforca o potencial da espécie frente a esta
atividade.
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Figura 26 — Efeito antinociceptivo da FB no teste de contor¢des abdominais
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).
Legenda:As barras representam o ndmero médio de contor¢des abdominais + EPM. (****) indica diferenca
significativa (p<0,001) quando comparado ao controle. (sn) indica auséncia de diferenca significativa (p>0,05) em
relacdo a morfina, analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey.

De maneira analoga, um estudo de Soares et al., 2005 mostrou que a fracdo proteica
do latex de C. procera apresenta atividade antinociceptiva dose dependente, frente ao modelo
de contorcdes induzidas por acido acético, com a redugdo em 67,9, 85 e 99,5%, referente as
doses de 12,5, 25 e 50 mg.kg?, respectivamente. Obese et al. (2021), atestaram que 0 extrato
hidroetandlico das folhas de C. procera nas doses de 30, 100 e 300 mg.kg™? diminuiram
significativamente o numero de contor¢gdes nos animais utilizados no experimento com um
p<0,0001, o que corrobora os dados pesquisados e mostra 0 potencial antinociceptivo da
espécie, com a inibicdo significativa da nocicepcéo.

Similarmente, foi observado que o extrato metandlico das folhas de C. procera, na
dose de 200 mg.kg™? revelou potente acio analgésica inibindo em 74,48% as contorcdes
induzidas pelo &cido acético em camundongos. Como também, o extrato etandlico das folhas
apresentou potencial de reduzir a nocicep¢do em camundongos com a contagem de 16,60 +8,81,
40,40 +4,09 e 23,30 +9,88 contorc¢des, em comparacao ao controle que apresentou 48,0 £4,60,
nas doses de 100, 200 e 400 mg.kg™, respectivamente (Karale et al., 2021).

Ademais, esta capacidade inibitoria do estimulo doloroso induzido pelo &cido acético
pode ser explicada pela presenca dos flavonoides e dos acidos fendlicos na FB. Por exemplo, a
quercetina pode modular a excitabilidade neuronal no sistema nervoso, 0 que inclui a
transmisséo sensorial nociceptiva por meio da inibicdo da cascata de sinalizagéo periférica da
ciclooxigenase 2 (COX-2), dos canais i6nicos dependentes de voltagem, bem como reduzir a

liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, TNF-a), as quais apresentam significativa
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importancia no processo inflamatorio e na geracdo de hipersensibilidade a dor (Itou; Toyota;
Takeda, 2022; Coutinho; Muzitano; Costa, 2009).

Ao analisar o efeito da quercetina e da isorhamnetina na expressdo génica inflamatoria
em macrdfagos murinos estimulados com lipopolissacarideos (LPS), foi demonstrado que estas
sdo eficazes na reducdo do TNF- a, IL-1B e IL-6 (Boesch-Saadatmandi et al., 2011). Além
disso, o acido cafeico tem efeitos antinociceptivos significativos através das vias opioides,
vaniloides, com inibicdo parcial do receptor TRPV-1, bem como no teste da formalina reduziu
a dor nas duas fases experimentais (Pessoa et al., 2024). Assim sendo, tais compostos bioativos
podem exercer influéncia nos resultados da atividade antinociceptiva nas regides central e

periférica.
e Teste da Formalina

O teste da formalina é um modelo bifasico de avaliacdo da nocicepcao. Na primeira
fase ocorre a estimulacdo direta dos nociceptores periféricos, como o TRPA1, que estdo
presentes nas fibras aferentes primarias, principalmente as do tipo C e estas liberam a substancia
P e o glutamato; a inibicdo desta fase é indicativa de drogas analgésicas centrais, como opioides
e narcéticos (Yam et al., 2020). Seguidamente, tem-se um periodo interfase que dura 10
minutos e corresponde a ativagdo dos mecanismos inibitorios da dor. A segunda fase resulta da
liberacdo de mediadores inflamatorios e estimulacdo de nociceptores, sua inibigdo é realizada
por drogas que agem a nivel periférico, como inibidores da COX (Dzoyem et al., 2017,
Hunskaar; Hole, 1987; Parada et al., 2001)

No teste da formalina o tratamento por via oral da FB das folhas de C. procera
demonstrou potencial de inibi¢do da nocicepcao nas fases neurogénica e inflamatoria, todavia
com um resultado mais significativo na segunda fase. Dessa maneira, na primeira fase, as doses
de 3,75, 7,5 e 15 mg.kg? reduziram o tempo de lambida da pata traseira em 14,59, 42,23 e
63,83%, respectivamente, quando comparados ao grupo controle, que recebeu apenas o veiculo
de dissolucéo teste (solucdo salina 0,9% + Tween® 80 0,1%). Os farmacos de referéncia,
morfina (10 mg.kg™) e indometacina (20 mg.kg™), suprimiram o tempo de lambida em 90,57 e
31,00%, nesta ordem.

Na segunda fase do teste, as doses de 3,75, 7,5 e 15 mg.kg™* reduziram em percentuais
de 51,17, 81,68 e 91,73%, respectivamente, 0 tempo que 0s animais passaram lambendo a pata,
em comparacdo, também, ao grupo controle, o qual foi veiculado por via oral salina (0,9%)

acrescida de Tween® 80 (0,1%). Além disso, foi verificada a auséncia de diferenca estatistica
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entre a morfina e a dose de 15 mg.kg™, bem como entre indometacina e a dose de 7,5 mg.kg™.
As drogas padrdo, morfina (10 mg.kg™?) e indometacina (20 mg.kg™?), inibiram em 89,07 e
84,79% a nocicepcao, a morfina foi ativa nas duas fases, enquanto a indometacina suprimiu
melhor a resposta inflamatoria. Os resultados revelam efeito da FB em ambas as fases, com
uma agdo mais acentuada na 2, o que indica, possivelmente, um mecanismo central e periférico
de dor (Figura 27).

Figura 27 — Efeito antinociceptivo da FB no ensaio da formalina
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).
Legenda:As barras representam o tempo médio gasto pelos camundongos lambendo suas patas + EPM. (****)
indica diferenca significativa (p<0,001) quando comparado ao controle. (sn) indica auséncia de diferenca
significativa (p>0,05) em relacdo a morfina ou indometacina, anélise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida
pelo teste de Tukey.

De maneira semelhante, é descrito na literatura que proteinas extraidas do latex de C.
procera, nas doses de 25 e 50 mg.kg?, sdo capazes de apresentar efeito analgésico na 12 e na 22
fase. Assim, demonstraram inibicédo de 39,8,42 e 66,6, 99,3%, respectivamente, no tempo de
lambedura da pata, em comparagdo ao controle (Soares et al., 2005). Obese et al. (2021)
avaliaram o extrato hidroalcéolico das folhas de C. procera, nas doses de 30, 300 e 100 mg.kg
1 e constataram que este foi capaz de bloquear ambas as fases de dor induzidas pela formalina,
de maneira significativa (p<0,001). Logo, tais dados reforcam o potencial antinociceptivo tdo
pouco estudado da fracdo n-butandlica, que é tdo pouco estudado, assim como os dados
pesquisados elencados anteriormente.

Além disso, a espécie Calotropis gigantea (Apocynaceae) possui propriedades
analgésicas e anti-inflamatorias visto que na sua composicdo quimica tem elevada quantidade

de flavonoides, como a quercetina e acidos fendlicos, assim como pode ser observado neste
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estudo (Maulani et al., 2023). Em outra pesquisa o extrato da raiz de C. gigantea demonstrou
elevada acdo antinocipetiva e anti-inflamatoria (p<0,001) através dos ensaios de contor¢fes
abdominais, formalina e edema de pata induzido por carragenina. Isso se deve aos
fitoconstituintes presentes nessa matriz vegetal como, glicosideos, triterpenos flavonoides e
acidos fenolicos, os quais atuam causando a inibi¢cdo da COX, eliminacdo de radicais livres e
pela regulacao negativa do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) (Maiti et al., 2017).

O canferol, outro composto presente na FB, através dos testes de contor¢ées induzidas
por &cido acético, da formalina e movimento de cauda para avaliagdo da atividade
antinociceptiva, demonstrou reduzir significativamente a dor aguda, apresentando agdo central
ao inibir os receptores TRPV-1 (Zarei; Abdolmaleki; Shahidi, 2022). Além disso, mediante a
analises in silico foi possivel visualizar que a quercetina e o canferol reduzem a expressdo do
TNF-a ¢ do Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR), os quais atuam por
feedback positivo na expressdao de acido araquidénico, importante molécula do processo
inflamatorio (Shaheen et al., 2022). Desse modo, estes dois flavonoides auxiliam na reducéo
da dor central e da dor desencadeada pela cascata inflamatoria.

Outrossim, o0 roseosideo, composto isolado da FB de C. procera, apresenta atividade
anti-inflamatoria significativa. Nesse sentido, a capacidade de agdo da amostra teste nas duas
fases do experimento, sendo a fase 2 mais representativa, pode ser atribuida também aos
flavonoides e aos &cidos fendlicos supracitados que atuam tanto a nivel central quando
periférico, bem como a esta substancia, a qual tem o efeito de combate a inflamacdo mediado
pela inibicdo da produgdo de NO por macrofagos e na liberacdo de leucotrienos pelos
mastocitos, assim como elevado efeito contra a producéo de IL-6 e moderada acdo frente ao
TNF — o (Qiu et al., 2008; Yajima et al., 2009). Além do mais, esse composto anti-inflamatorio
pode estar associado ao efeito antinociceptivo observado no teste de contor¢des induzidas por
acido acético, posto que ha uma relacdo intrinseca entre a dor e a inflamacéo.

Portanto, com base no perfil fitoquimico e nos dados farmacoldgicos da FB, que
demonstraram auséncia de toxicidade nos ensaios experimentais utilizados e um elevado
potencial antinociceptivo, ela revelou-se promissora para aplicacbes farmacoldgicas.
Observou-se que, mesmo em doses inferiores as descritas na literatura, a FB promoveu uma
inibicdo significativa das contor¢des abdominais e do tempo de lambida da pata em
camundongos, sugerindo um mecanismo de agdo envolvendo, possivelmente, tanto as vias
centrais quanto periféricas da dor. Esses resultados indicam que a FB € um alvo relevante para
o desenvolvimento de novas formulacGes e pode representar uma alternativa terapéutica na

modulacéo da dor.
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6 CONCLUSAO

e Ao investigar o perfil fitoquimico da FB das folhas de C. procera foi possivel verificar
a presenca de acidos fendlicos, flavonoides e isolar, ineditamente, o 6S, 9S roseosideo
na espécie C. procera,

¢ Quando administrada, oralmente em dose Unica, a FB demonstrou ser segura na dose
de 300 mg.kg;

e A FB revelou um forte efeito antinociceptivo, principalmente relacionado a dor
inflamatoria, com possivel envolvimento dos metabdlitos encontrados em sua
composicao;

e Este estudo fornece dados para futuras investigacdes acerca do isolamento de
compostos bioativos de C. procera, viabiliza novas pesquisas para analisar seu efeito
inibitdrio intrinseco a nocicepg¢do, o qual ainda € pouco discutido na literatura, bem
Como possiveis mecanismos de acéo;

e Por fim, reforca seu potencial etnofarmcoldgico, como alternativa terapéutica no
tratamento de modulagdo da dor e como fonte de desenvolvimento de novos farmacos

relacionados a esta propriedade.
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7 PERSPECTIVAS

e Quantificar e padronizar os metabdlitos presentes na fracdo n-butandlica;

e Realizar as anélises histopatoldgicas para corroborar os achados positivos intrinsecos
aos parametros hematoldgicos e bioguimicos do teste de toxicidade oral aguda;

e Testar a FB frente ao modelo de toxicidade em doses repetidas (toxicidade sub-aguda),
protocolo N° 407 da OECD;

e Efetuar experimentos in vivo para a possivel confirmacdo do mecanismo de acdo
antinociceptivo, por meio da investigacao do envolvimento das vias opidoides;

e Executar ensaios de Modelagem molecular (Docking molecular) para avaliar possiveis
mecanismos de acdo dos compostos anotados e do roseosideo frente a alvos
relacionados a dor e inflamacao;

e Implementar mais modelos experimentais de antinocicep¢do, como o da placa quente e,
a depender do resultado, testes anti-inflamatérios;

e Desenvolver formulacGes farmacéuticas visando o tratamento de patologias
relacionadas a tais atividades;

e Contribuir com a literatura da espécie em estudo, através da elaboracdo de trabalhos,
apresentacdes em eventos e artigos cientificos com os resultados obtidos na pesquisa;

e Depositar patentes com os produtos advindos desta.
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Certificamos que KAILANE LOURENCO ARAUJO participou do XXXI ENCONTRO DE
INICIACAO CIENTIFICA, durante o periodo de 06/11/2024 a 08/11/2024, tendo apresentado o
trabalho ESTUDO FITOQUIMICO E ATIVIDADE BIOLOGICA DAS FOLHAS DE
CALOTROPIS PROCERA (AITON) W.T AITON (APOCYNACEAE), sob orientacao de
IVANA MARIA FECHINE.
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ANEXO D - Autorizagdo do Comité de Etica

CINTRO UNIVERSITARIO

EUNerciSA

CEUA

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da pesquisa: AVALIAGAO DAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-IN FLAMATORIA IN
VIVO DO EXTRATO E FASES DAS FOLHAS DA ESPECIE Calotropis procera (AITON) W.T. AITON
(APOCYNACEAE)

Pesquisador (a) responsavel: Prof. Dr. Alisson Macario de Oliveira
Instituicdo Proponente: Universidade Estadual da Paraiba

Certificamos que a proposta Intitulada "AVALIACAQ DAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E
ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO DO EXTRATO E FASES DAS FOLHAS DA ESPECIE Calotropis
procera (AITON) W.T. AITON (APOCYNACEAE)", registrada com o n®
03.0001.2024/05.2024, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Alisson Macario de
Oliveira, que envolve o uso de material biolégico animal, para fins de pesquisa
cientifica, encontra- se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 08 de
outubro de 2008, com o decreto 6.899 de 05 de julho de 2009, com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animais da unifacisa.

Finalidade Pesquisa
Material Biolégico .
Animais 262 Camundongos
Sexo Machos e Fémeas

Informacdo ao pesquisador:

Campina Grande 06 de agosto de 2024

/ Zm %mf @&%zm

mfa Dra, Tharcia Kiara B. de Oliveira
Coordenadora Ceua/UNIFACISA
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ANEXO E - Triagem farmacoldgica comportamental
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Atividade farmacoldgica

intenso

Quantificacdo dos efeitos

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito

Até 30°

1h

2h

3h

4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulstes

Piloerecéo

Movimento intenso da das vibrissas
Outras

b - Depressora

Hiponose

Ptose

Sedacdo / Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Resposta ao reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
€ — outros comportamentos
Ambulacdo

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar / Escalar

Sacudir a cabeca
Contorc¢des abdominais
Abducdo das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 - SNA

Diarreia

Constipacédo

Defecacdo aumentada
Respiragdo forcada
Lacrimejamento

Miccéo

Salivacédo

Cianose

Tono muscular

3- MORTE
Informacgdes complementares

Fonte: adaptado de Almeida et al., 1999.



