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1 AVALIACAO TOXICOFARMACOLOGICA DA ESPECIE Apodanthera congestiflora
Cong (Cucurbitaceae)
2 *Ingrid Laiz de Oliveira Cabral
RESUMO

O processo inflamatorio pode ser evocado por uma grande variedade de agentes nocivos,
onde a acdo de mediadores inflamatoérios como bradicinina, prostaglandinas, endotelina e
aminas simpatomimeéticas, podem ocasionar a sensibilizacdo de nociceptores, levando ao
fendmeno da dor. Os anti-inflamatérios ndo estereoidais encontram-se entre o0s
medicamentos mais prescritos em todo o mundo e tém em comum a capacidade de
controlar a inflamagdo, promover analgesia ¢ de combater a febre, porém, desencadeiam
diversos efeitos indesejaveis. Existe, portanto, uma necessidade de pesquisar novos
tratamentos que sejam mais eficazes e mais seguros, com menos efeitos colaterais. Assim,
a utilizagdo de produtos oriundos da flora podem apresentar vantagens econdmicas,
eficacia e menos efeitos indesejaveis em relagdo aos produtos disponiveis. Espécies da
familia Cucurbitaceae sdo responsdveis por importantes atividades biologicas, a exemplo da
Apodanthera congestiflora, popularmente conhecida como cabega de negro, que ¢ uma
planta medicinal, nativa da regido semidrida. Diante disso, este trabalho teve como
objetivo avaliar a toxicidade, bem como a potencial atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva da fragdo acetato de etila da A. congestiflora. Foram utilizados
camundongos albinos Swiss adultos de ambos os sexos, pesando entre 25 e 35g. Para o
estudo de seguranca do uso da espécie, foi utilizado o modelo de toxicidade aguda de dose
fixa. O método utilizado para avaliar a atividade anti-inflamatoria foi o de peritonite
induzida por carragenina. Para o potencial antinociceptivo foi realizado o tese de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Os protocolos experimentais foram
submetidos ¢ aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FACISA.
Os dados foram analisados pela andlise de variancia (ANOVA), utilizando o programa
Prisma 5.0. Na toxicidade aguda, a dose de 2000 mg/kg nao foi capaz de provocar morte,
nem alteracdes comportamentais ou nos padrdes fisiologicos (consumo de agua, ragdo,
peso corporal) dos animais, como também alteragao no peso dos 6rgaos, sendo portanto
considerado seguro a realizacdao dos demais estudos. No modelo de peritonite induzida por
carragenina, obteve-se uma inibigao de 44,0%, 38,9% e 73,8%, para as doses de 100, 150,
200 mg/kg, respectivamente, na migracdo leucocitaria, quando comparada ao controle
negativo. Ja no teste de contor¢des abdominais o percentual de inibi¢ao encontrado foi de
35,76% e 36,08%, respectivamente, para as doses de 150 e 200 mg/kg, quando comparada
ao controle negativo. Estes dados evidenciam que a substancia estudada possui atividade
anti-inflamatoria e antinociceptiva significativas. Desta forma, a fase acetato de etila da
Apodanthera congestiflora apresenta-se como uma promissora fonte para
desenvolvimento de um novo medicamento fitoterdpico.

Palavras-chave: Atividade anti-inflamatoria, Antinocicepgdo, Cabega de negro.
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1 INTRODUCAO

Nos primordios da farmacologia, antes do advento da quimica organica sintética, esta
relacionava-se exclusivamente com a compreensdo dos efeitos de substincias naturais,
principalmente extratos botanicos (RANG et al., 2012).

O uso de plantas medicinais fez parte da sociedade por muitos anos. Porém no século
XX, o uso de medicamentos de origem sintética se tornou maior, especialmente em paises
desenvolvidos do Ocidente. Em contraste com isso, os paises em desenvolvimento, continuam
a utilizar plantas, como fonte de cura, visto que devido as condi¢cdes econdmicas, 0 acesso aos
medicamentos sintéticos torna-se mais dificil (SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

Estimativas globais sugerem que cerca de 3/4 da populagdao mundial ainda ndo tém
acesso as terapias sintéticas para as mais diversas patologias. Por isso, essa populagdo
depende do uso da medicina tradicional, em especial das plantas medicinais. Sendo assim, a
Organizacdo Mundial de Satide (OMS) estimula o desenvolvimento da fitoterapia objetivando
o surgimento de programas de saude a populacao de baixa renda (SILVA et al., 2010).

A OMS, desde 1978, incentiva investimentos publicos em plantas medicinais, e com
isso a fitoterapia se tornou mais aceita entre os profissionais da saude. Além disso, ¢ estimado
que, 65-80% da populacdo mundial utiliza produtos a base de plantas medicinais na atencao
primaria a satde, sendo esses utilizados para varias finalidades (SILVEIRA et al., 2008).

Pela vasta biodiversidade brasileira, as plantas medicinais s3o muito utilizadas. O que
contribui para que seu uso seja um campo estratégico para o pais, cujo maior potencial
econdmico da biodiversidade estd na descoberta de novas drogas derivadas diretamente ou
sintetizadas a partir de recursos biologicos (BRITO, 2010).

Acredita-se que a utilizagdo de produtos oriundos da flora brasileira possa apresentar,
além das vantagens econdmicas, vantagens quanto a eficacia e efeitos indesejaveis em relacao
aos produtos disponiveis. Paradoxalmente, apesar do uso cada vez mais frequente, muitas
vezes, baseado apenas em conhecimentos populares, faltando o suporte de evidéncias
experimentais que comprovem o potencial terap&utico, mecanismo de agdo, toxicidade e os
possiveis efeitos colaterais (BATISTA et al., 2012).

Almeida et al. (2012) sustentam que a utilizagdo de plantas medicinais para o alivio da
dor e inflamacdo ¢ uma pratica comum na medicina popular, mas os principios ativos na
maioria dos casos sdo desconhecidos, deste modo, a busca pela avaliagdo dos efeitos
farmacologicos dos extratos ainda pode ser usada como uma estratégia para pesquisa de novos

medicamentos.
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Avaliar as propriedades atribuidas a diversas espécies de plantas envolvem as areas de
etnoboténica, farmacologia e a fitoquimica, bem como, a operagdo de formulagdes para a
producao de fitoterapicos, que aumentam a integracao destas areas na pesquisa de plantas
medicinais. Esses estudos conduzem a um caminho promissor e eficaz para descobertas de
novos medicamentos (DA SILVA et al., 2014; MACIEL et al., 2002).

A avaliacdo da toxicidade ¢ realizada com o objetivo de determinar o potencial de
novas substancias e produtos causar danos a saude humana, sendo os testes utilizados para
classificar e apropriadamente rotular substincias de acordo com o seu potencial de letalidade
ou toxicidade como estabelecido pela legislagdo. A toxicocinética e a relagdo-dose resposta
constituem outros parametros investigados (PRIETO et al., 2006; VALADARES, 2006).

A inflamacdo ¢ o conjunto de fendmenos bioquimicos, morfologicos e fisiologicos,
sucessivos, ativos e complexos, pelos quais se exterioriza a rea¢do vascular e tissular dos
tecidos vivos a uma agressdo, ou seja, ¢ uma reacao de defesa e de reparagao tecidual (ADER
et al, 2006).

A dor ¢ definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada
a um dano tecidual real ou potencial (AZEVEDO et al., 2012). Normalmente acompanha a
maioria das doencas que acometem o homem, alertando o organismo para a presenga de
estimulos danosos. Quando a dor ¢ de curta duragdo e autolimitada ¢ definida como dor
aguda, porem quando persiste por mais de 3 meses, essa dor ¢ classificada como dor cronica
(BRITO, 2013).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade, bem como a
potencial atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva da fragdo acetato de etila da

Apodanthera congestiflora.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inflamacao

O processo inflamatorio € a resposta a um estimulo prejudicial. Ele pode ser evocado
por uma grande variedade de agentes nocivos (BRUNTON et al., 2012), sejam fisicos (cortes,
contusdes, queimaduras), quimicos (agentes irritantes, corrosivos, dentre outros) e/ou
bioldgicos (infecgdes em geral) (SILVA; MACEDO, 2011), sendo caracterizada pelos sinais
de rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional. Tudo isso leva a uma cascata de eventos
bioquimicos, que ativam enzimas capazes de liberar mediadores, extravasamento de liquido,
migracao de células, quebra e reparo de tecidos (KUMARI et al., 2014).

De modo geral, o processo inflamatorio compreende trés fases. A fase aguda, a qual ¢
caracterizada pela presenca de eventos vasculares, observando-se a vasodilata¢ao local e o
aumento da permeabilidade vascular; a fase tardia onde se observa a migracao celular, com a
infiltracdo de leucdcitos e células fagocitarias e a fase proliferativa cronica, na qual ocorre
degeneracao tecidual e fibrose, podendo causar a dor através da ativacdo e sensibilizacdo de
nociceptores (CASTRO, 2011).

A inflamagdo apresenta-se muitas vezes ligada a nocicepcdo, na qual a acdo de
mediadores inflamatorios como bradicinina, endotelina e aminas simpatomiméticas, podem
ocasionar a sensibilizacdo de nociceptores, levando ao fenomeno da dor (VERRI JR et al.,
2007).

A ciclo-oxigenase ¢ encontrada em duas principais isoformas, denominadas ciclo-
oxigenase-1 (COX-1) e ciclo-oxigenase-2 (COX-2). A COX-1 ¢ expressa constitutivamente,
ou seja, estd presente nas células em condicdes fisiologicas, principalmente nos vasos
sanguineos, plaquetas, estomago e rins. A COX-2 pode ser induzida na presenca de
interleucina-1, interleucina-2 e fator de necrose tumoral o (TNF-a), ésteres do forbol, fatores
de crescimento e endotoxinas e ¢ expressa por células envolvidas no processo inflamatorio
(macrofagos, monocitos e sinoviocitos) (SILVA, 2010).

A lesdo celular associada a inflamacao atua sobre as membranas celulares, provocando
a liberagdo de enzimas lisossomicas dos leucocitos; a seguir, ocorre liberacdo de acido
araquidonico a partir de compostos precursores e sdo sintetizados varios eicosanoides (Figura

1) (KATZUNG et al., 2014).
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Figura 1 — Sintese dos Eicosanoides
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Os eicosanoides, como prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas e leucotrienos,
produzem efeitos variados € numerosos nos sistemas biologicos. Atuam por ativacao dos
receptores especificos da superficie celular, que se ligam aos sistemas intracelulares de
segundo-mensageiros para modular a atividade celular (BRUNTON et al., 2012). Os
eicosanoides desempenham importante funcdo na inducdo e na facilitagdo de patologias,
principalmente as doencgas inflamatorias, tendo por isso, a supressdo de suas a¢des sido um
dos principais alvos e objetivos terapéuticos para o desenvolvimento de farmacos anti-

inflamatorios (CASTRO, 2011).

2.1.1 Drogas Anti-inflamatorias

Os anti-inflamat6rios encontram-se entre os medicamentos mais prescritos em todo o
mundo (BATLOUNI, 2010). Farmacos anti-inflamatorios nao esteroidais (AINEs) ou
esteroides (AIEs) sdo utilizados para tratar diferentes doencas inflamatorias (MEHTA et al.,

2013).
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Os anti-inflamatorios ndo esteroides sdo um grupo variado de fairmacos que t€ém em
comum a capacidade de controlar a inflamacdo, promover analgesia (reduzir a dor) e de
combater a hipertermia (febre). Caracterizam-se por inibir a atividade de subtipos da ciclo-
oxigenase (COX-1 e COX-2), impedindo assim a sintese de prostaglandinas pela via
metabolica da cascata do 4cido araquidonico (BRUNTON et al., 2012).

Os AINEs estdo associados a alguns efeitos adversos como asma, rinite, reagdes
cutdneas, anafilaxia, anafilaxia ndo alérgica, meningite asséptica, pneumonite de
hipersensibilidade e lesdes gastricas (VARALDA; MOTTA, 2009). Além disso, com exce¢ao
dos COXIBEs, sdo irritantes gastricos e também podem estar associados a ulceras e
sangramentos gastrintestinais (GI), embora, como grupo, os farmacos mais recentes tenham
tendéncia a causar menos irritagdo GI do que o acido acetilsalicilico (KATZUNG et al, 2014).

Os anti-inflamatorios esteroides ou glicocorticoides também exercem poderosos
efeitos anti-inflamatorios e, quando introduzidos pela primeira vez, foram considerados como
a resposta final ao tratamento da artrite infamatoria. Embora existam dados de que os
corticosteroides em baixas doses apresentam propriedades modificadoras da doenca, sua
toxicidade torna-os menos preferidos que outros medicamentos, quando ¢ possivel utilizar
outros farmacos (KATZUNG et al.,, 2014). No caso dos glicocorticoides, o seu uso
prologando pode acarretar efeitos que mascarem processos infecciosos e comprometam as
fun¢des cardiovasculares, metabolicas, imunologicas e homeostaticas (BRUNTON, 2012).

Devido a esses inconvenientes, portanto, existe uma necessidade de pesquisar novos
tratamentos que sejam mais eficazes e mais seguros, com menos efeitos colaterais (LEMOS et
al., 2011).

2.2 Nocicepcao

Nocicepgdo ¢ o processo pelo qual estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos
nocivos sdo detectados por uma subpopulacdo de fibras nervosas periféricas, chamadas
nociceptores. Estes sdo extremamente heterogéneos, diferindo quanto aos tipos de
neurotransmissores que contém, os receptores € canais i0nicos que expressam, na velocidade
de conducao, nas suas propriedades de resposta ao estimulo nocivo e sua capacidade de serem
sensibilizados durante a inflamacdo, lesdo e doenca. Existem duas classes principais de
nociceptores, a primeira inclui fibras C ndo-mielinizadas de pequeno didmetro, onde a

velocidade de transmissdo do estimulo ¢ lenta e a segunda engloba fibras mielinizadas (Ad) de

didmetro médio, cuja velocidade de condugdo ¢ mais rapida. Essas fibras aferentes
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mielinizadas diferem consideravelmente das fibras AP de grande diametro de conducao rapida
que responde a estimulagdo mecanica inocua (BAGGIO, 2010).

A dor ¢ um componente presente na maior parte das patologias clinicas ¢ seu
tratamento é um imperativo clinico fundamental. E caracterizada por experiéncias sensoriais e
emocionais, podendo ser cronica (quando perdura por um longo tempo) ou aguda (quando
finda em um curto espaco de tempo). Por vezes, a percepgao de dor é entendida como um
mecanismo de protegdo, no qual o corpo inibe comportamentos que levem a uma injuria
maior (KLAUMANN et al., 2008; CORTES et al., 2013).

A dor geralmente ¢ acompanhada por hiperalgesia, que ¢ uma resposta exagerada a um
estimulo nocivo e alodinia, que compreende a sensacdo de dor em resposta a um estimulo
inocuo. Um exemplo deste ultimo ¢ a sensagdo dolorosa durante o banho quente quando a
pele foi queimada pelo sol. Hiperalgesia e alodinia resultam do aumento da sensibilidade nas
fibras aferentes nociceptivas. As substancias quimicas liberadas no local da lesdo ativam os
nociceptores e provocam dor inflamatoria (RAFF; LEVITZKY, 2012).

Quando o estimulo a dor ¢ de forte intensidade o corpo libera, na corrente sanguinea,
um neurotransmissor endogeno denominado PB-endorfina, cujos efeitos compreendem a
diminuicdo da sensacdo dolorosa, e a facilitacdo de sensacdes de relaxamento e bem-estar
(BERTOLINI et al., 2011). Porém, nem sempre o estimulo ¢ forte o suficiente para promover
a liberacdo de B-endorfina ou mesmo a quantidade liberada € insuficiente para amenizar a dor,
nestes casos faz-se o uso de medicamentos com agdo analgésica (CASTRO et al., 2013). Os
opioides constituem a base do tratamento da dor, mas o controle eficaz da dor pode envolver,
dependendo da condi¢do dolorosa, uma ou mais classes de farmacos, inclusive anti-
inflamatorios nao esteroides (AINEs), anticonvulsivantes e antidepressivos (BRUNTON et

al., 2012).

2.2.1 Atividade Antinociceptiva

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 farmaco analgésico e/ou anti-inflamatorio ideal, ou seja, que ndo promovam
efeitos colaterais potenciais. Embora sejam altamente eficazes, os analgésicos de agao central
geralmente ndo estdo dissociados de efeitos adversos importantes. Adicionalmente, os
analgésicos de agdo periférica também apresentam efeitos indesejaveis, tais como lesdes do

trato gastrointestinal e renal (RANG et al., 2012).
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As terapias encontradas atualmente para o tratamento da dor aguda e cronica baseiam-
se em trés principais classes de drogas: anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs), firmacos
opioides e um grupo de drogas com acdes farmacologicas diversas, conhecidas como
adjuvantes, compreendendo antidepressivos, anticonvulsivantes, anestésicos locais, agonistas
dos receptores o2-adrenérgicos e agonistas gabaérgicos, entre outros. Todas as terapias
existentes hoje possuem acdo limitada para alguns tipos de dor (CARLINI; MENDES, 2011).

Essas terapias sdo usualmente insuficientes por possuirem efeitos colaterais severos e
efetividade limitada. Desta forma, hd uma busca por novas moléculas que sejam eficazes e
com menores efeitos adversos (BAGGIO, 2010). As plantas medicinais tém sido bastante
utilizadas e destacadas no alivio da dor (ALMEIDA et al., 2012).

Ha um crescente interesse mundial por produtos derivados da biodiversidade e, nesse
aspecto, o Brasil ¢ privilegiado, sendo detentor de grande diversidade biologica, com
inumeras espécies vegetais com potencial medicinal (DUTRA, 2009), a exemplo das espécies

da familia Cucurbitaceae objeto deste estudo.

2.3 Familia Cucurbitaceae

A familia Cucurbitaceae ¢ numerosa e heterogénea e, assim como muitos dos vegetais,
apresentam informagdes duvidosas acerca de seus géneros e espécies (LEAL, 2013).
SCHAEFER & RENNER (2011) informam aproximadamente 95 géneros € um nimero
estimado entre 950 e 980 espécies distribuidas principalmente nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, sendo raras em regides temperadas.

Para a América tropical sdo mencionados 53 géneros nativos e aproximadamente 325
espécies (NEE, 2007, SCHAEFER; RENNER, 2011). No Brasil a familia esta representada
por cerca de 29 géneros, com um total de 155 espécies (GOMES-KLEIN et al., 2015).

Os componentes majoritarios de espécies da familia Cucurbitaceae sdo as
cucurbitacinas e os triterpenos tetraciclicos (MACHADO et al., 2015). Estas sdo responsaveis
por importantes atividades biologicas, as mais significativas sdo: atividade citotoxica,
antitumoral, antiinflamatoria, antifertilizante, fago-repelente, hepatoprotetora e curativa e
antimicrobiana (MIRO, 1995). Nos tltimos anos, as cucurbitacinas tém despertado interesse,
principalmente em fungdo das atividades citotoxica e antitumoral que apresentam. Elas sdo
capazes de induzir alteragdes morfologicas e fisiologicas em células tumorais, atuando por

diferentes mecanismos de agdo (MACHADO et al., 2015).
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2.3.1 Apodanthera congestiflora

A Apodanthera congestiflora Cogn (Cucurbitaceae) popularmente conhecida como
cabega-de-nego ¢ uma planta medicinal, nativa da regido semiarida, utilizada como depurativo
do sangue e seu cha ¢ usado também na clinica veterindria para tratar catarro (SILVA
JUNIOR; SOUZA, 2013).

Seu uso estd, segundo levantamento realizado em comunidades rurais de Laginhas,
Caic6-RN, relacionado com o tratamento para manchas na pele, “sangue grosso” e coceira;
sendo a raiz a parte utilizada, em forma de banho, infusdo, tintura ou p6 (ROQUE et al.,
2010).

Figura 2 - Imagem ilustrativa da espécie Apodanthera congestiflora (cabega de negro). Em I

— Raiz e em II — Frutos imaturos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local de pesquisa
A fase acetato foi obtida no Instituto Nacional do Semidrido (INSA), localizado na
cidade de Campina Grande — PB, no bairro Serrotdo. Os estudos de toxicidade e investigacao
das atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria foram realizadas no Laboratorio de Ensaios

Farmacologicos, localizado na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

3.2 Obtencao da fase acetato de etila (FaAce-Ac)

As raizes da Apodanthera congestiflora Cong foram coletadas no municipio de Barra
de Santana-PB, sendo recolhido um exemplar para confec¢do da exsicata, que esta depositada
no Herbario Manuel de Arruda Camara (ACAM) na Universidade Estadual da Paraiba, sob o
numero 1000. As demais foram limpas e retiradas todas as impurezas. Em seguida, foram
secas em estufa de circulacdo de ar a 40°C e trituradas em um moinho de facas; o po
resultante do processo foi submetido a extracdo eluotropica com os solventes n-hexano,
acetato de etila e etanol, utilizando extrator automatizado (Dionex™ ASE™ 350 Accelerated

Solvent Extractor system).

3.3 Animais

Foram utilizados, para realizacdo dos experimentos, Camundongos Swiss albinos de
ambos os sexos, da espécie Mus musculus, com cerca de 2-3 meses de idade e pesando entre
25-35g. Todos os animais foram oriundos do laboratorio de ensaios Farmacologicos/UEPB e
foram mantidos sob condi¢des controladas de iluminacdo e temperatura, recebendo agua e
dieta (Labina®) ad /ibitum. Os protocolos experimentais foram submetidos a Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da FACISA, com numero de aprovagio do
CIAEP/CONCEA: 01.001.2012, datado: 01 de abril de 2016.

3.4 Avaliacao toxicolégica nado clinica - Avaliagdo comportamental (MALONE,
1977)

Para os testes de toxicidade, os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas. Em

seguida, foram divididos em 4 grupos, sendo 2 grupos de machos (n=6) e 2 grupos (n=6) de

fémeas. Em dois grupos (macho e fémea) foi administrado veiculo (solugdo salina) e nos

outros dois grupos foi administrado extrato na dose de 2000 mg/kg, pela via oral (gavagem).
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Parametros comportamentais, tais como a hiperatividade, irritabilidade, cianose, tonus
muscular, forga para agarrar, foram observados durante as 4 primeiras horas, nos intervalos de
30 minutos, 1, 2, 3 ¢ 4 horas. Sendo relacionada com a atividade no sistema nervoso central a
ocorréncia de qualquer alteragdo comportamental em decorréncia dos tratamentos.

Os animais foram observados diariamente durante 14 dias em relacdo ao

comportamento, consumo de agua, ragdo, peso corporal e morte.

3.5 Investigacao da atividade farmacolégica

3.5.1 Peritonite induzida por carragenina (FERRANDIZ & ALCARAZ, 1991).

Os animais foram divididos em grupos e entdo, tratados, por via oral, com veiculo,
indometacina (10 mg/kg) ou FaAce-Ac nas doses de 100, 150 e 200 mg/kg. Apo6s 30 min, foi
administrada a solu¢do de carragenina a 1% (100 pL/10 g) na regido intraperitoneal. Quatro
horas apods a indugdo da inflamacdo, os animais foram anestesiados com a combinagdo de
quetamina e xilazina e eutanasiados, administrando 2 mL do tampao fosfato (PBS) na
cavidade peritoneal seguida de suaves massagens e o lavado retirado apos seccdo abdominal

para a contagem global de leucdcitos em contador de células hematologico automatico.

3.5.2 Teste de contorgoes abdominais

Os camundongos adultos machos e fémeas em jejum prévio de 12 horas foram
tratados por via oral com 10 mL/kg do veiculo (solugdo salina 0,9%) como o controle
negativo, dipirona (500 mg/kg) como controle positivo, FaAce-Ac (150 e 200 mg/kg) como
testes. Apos 40 minutos, foi administrada a solucdo de 4cido acético a 1% (100 uL/10 g) na
regido intraperitoneal. Posteriormente, os animais foram transferidos para funis de vidro
transparentes ¢ observados por 20 minutos para contabilizar o nimero ¢ o tempo de inicio das
contor¢des abdominais seguido do estiramento dos membros inferiores. O percentual de
inibicdo foi calculado usando a férmula: Inibicao = (V-T)/Vx100%, onde V é o nlimero de

contorcdes do grupo veiculo e T os testes ou controle positivo.

3.6 Analise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Prism 5.0. Os dados
foram analisados pela andlise de variancia (ANOVA), seguido, quando necessario, pelo teste
de Dunnett ou teste “t” de Student. O nivel de significancia para rejeicdo da hipotese de

nulidade foi fixado em 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie Apodanthera congestiflora nao possui registro de comprovagao de nenhuma
atividade farmacolodgica, apesar do seu uso como planta medicinal popular, o que torna este
trabalho pioneiro.

Para estudar a atividade farmacologica da espécie, foi utilizada a fase acetato das
extragdes realizadas, por se tratar da fragdo de melhor resposta durante a triagem
farmacologica, realizada no Laboratorio de Ensaios Farmacologicos da UEPB, onde as fases
hexanica, acetato e etanolica foram avaliadas em camundongos. De acordo com os resultados

obtidos, a fase acetato foi selecionada para dar prosseguimento aos testes farmacologicos.

4.1 Toxicidade nao clinica — Avaliacdo comportamental e determinacao da DL 5

Os medicamentos oriundos de plantas sdo amplamente utilizados pela populacdo
mundial e possuem uma extensa historia no emprego a prevengdo e tratamento de doencas,
desde antes de Cristo (OUEDRAOGO et al., 2012). Entretanto, tais produtos devem ser
avaliados por meio de testes toxicolodgicos capazes de estabelecer intervalos de seguranga no
uso, ao estimar DLsy e outros ensaios de toxicidade. Nesta avaliacdo podem surgir reagdes
adversas, uteis para informar sobre os riscos ou insegurangas no uso do vegetal
(TCHAMADEU et al., 2011).

Foi administrada, por via oral, a fase acetato de Apodanthera congestiflora (FaAce-
Ac) na dose 2000 mg/kg. Esta ndo foi capaz de provocar alteracdes comportamentais ou
alteragdes nos padrdes fisiologicos de evacuacdo e miccdo, além de ndo ocasionar morte de
animais no periodo de 14 dias de observagao, podendo o valor da DLs, para a administragao
oral, ser estimada em maior que 2000 mg/kg, o que faz com que possa ser enquadrada na
Classe 5 de toxicidade, segundo a GHS (Globally Harmonised System), sendo considerada de
baixa toxicidade (CUNHA et al., 2013).

Os sinais de toxicidade sistémica sdo definidos também a partir da redugdo na massa
corporal, reducdo no consumo de dgua e racdo, alteragdes de comportamento, apatia € ma
condi¢do da pelagem, como a presenga de pelos arrepiados (RAJEH et al., 2012). Esses
parametros ndo foram evidenciados nos animais experimentais. Também ndo foi observada
nenhuma alteragdo macroscopica no coracao, figado, baco e rins (Tabela 1). Estes dados

sugerem baixa toxicidade do extrato.



Tabela 1 - Efeito da administragdo oral do FaAcet-Ac (2000 mg/kg) no consumo de ragdo e

de 4gua, evolucdo ponderal e peso dos 6rgaos de camundongos, durante 14 dias.

Parametros Tratamentos
Controle Controle Fase acetato Fase acetato
Negativo negativo (machos) (fémeas)
(machos) (fémeas)
Consumo de agua 8,036 £0,77 7,202 +£0,77 10,18 +£2.26 5,714+ 0,97
(ml)
Consumo de ragdo 6,869 £ 0,69 6,238 +0,95 7,833 +£2,03 6,369 £ 1,95
(9)
Evolugéao ponderal
(9
Inicial 29,17+ 0,98 24,33 £0,81 25,83 £ 1,16 25,20 £ 0,83
Final 38,17 +2,92 29,50+ 1,51 37,33 +1,52 30,33 +£ 1,63
Peso dos drgaos (g)
Baco 0,4557+0,16  0,4151+0,07 0,5455+0,06 0,5246 £ 0,20
Rins 1,250 + 0,08 1,067 £0,12 1,305 + 0,06 1,124 £ 0,18
Figado 5,399 + 1,22 5,171 +0,73 5,820 + 0,22 5,250 + 0,96
Coragdo 0,4025 £ 0,05 0,4148 £0,04 0,4749 £ 0,02 0,4479 £ 0,07

Os resultados estdo expressos como média = d.p. Analise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do teste “t”
de Student comparado ao grupo veiculo; n=6.

Tais resultados corroboram Attanayake et al. (2013), quando investigaram a toxicidade
de Coccnia grandis, planta da familia Cucurbitaceae, onde nao foi observada mortalidade
significante, nem alteracdo nos pesos dos animais e nos o6rgdos analisados. Al-Yahya et al.
(2000) quando estudaram a espécie Citrullus colocynthis L. Schrad. (Cucurbitaceae),

evidenciaram alta toxicidade da planta, porém esta ndo sendo letal nas doses testadas.

4.2 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria

4.2.1 Peritonite induzida por carragenina
Para avaliagdo da atividade anti-inflamatoria foi utilizado o teste de peritonite induzida

pela introducao de carragenina na regidao do peritonio.
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A carragenina ¢ um agente agressor responsavel por promover o aumento numérico
das células de defesa. Seu mecanismo de ag@o consiste em induzir a migragdo leucocitaria,
podendo ser por sinergismo entre prostaglandinas, leucotrienos (LTB4) e outros potentes
agentes quimiotaticos, como complemento e interleucinas, promovendo vasodilatacdo,
exsudagdo plasmatica e acimulo de leucdcitos no local da lesao (BORGES, 2010).

Produziu-se uma resposta inflamatéria na cavidade peritoneal dos animais, com um
numero significativo de células de defesa no exsudato peritoneal, como observado no grupo
controle negativo (veiculo). Na administragao oral da FaAce-Ac nas doses de 100, 150 e 200
mg/kg, a inibi¢do migratoria dos leucocitos foi de 44, 38,9 e 73,8%, respectivamente.

Enquanto o controle positivo foi de 67% (Figura 3).

Figura 3 — Efcito da FaAce-Ac em camundongos pelo modelo de peritonite induzida por
carragenina.
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do teste de
Dunnett comparado ao grupo veiculo; n=6; *** = p<0,001.

Neste modelo experimental, realiza-se a contagem de leucocitos que migram para a
cavidade peritoneal sob a acdo de agentes quimiotaticos. Alguns autores relatam que o
recrutamento de células durante a inflamagao depende da liberagdo de mediadores locais, que
provocam alteragdes vasculares e teciduais, assim como a migracdo de cé€lulas de defesa
(THOMAZZI et al., 2010).
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A quantificacdo dos leucocitos permite avaliar a influéncia de drogas neste parametro
de resposta inflamatoria, sendo particularmente sensiveis a anti-inflamatorios esteroidais
(LAPA et al., 2003).

Segundo Bessa et al. (2013) e Saha et al. (2013), dentre os compostos naturais com

acdo anti-inflamatoria, os polifénois sdo os que apresentam uma maior atividade.

4.3 Avaliacao da atividade antinociceptiva

4.3.1 Teste de contorcdes abdominais

Para a avaliacdo da atividade antinociceptiva foi utilizado o teste de contorgdes
abdominais induzidas pelo dcido acético, descrito como um modelo cldssico de nocicepcao
inflamatoria visceral, caracterizada pela contragdo abdominal e pelo alongamento das patas
traseiras (SALVADORI, 2013).

Foi utilizado, neste modelo de atividade antinociceptiva, a fases acetato de
Apodanthera congestiflora nas concentragdes de 150 e 200 mg/kg e a dipirona (500 mg/kg),
que obtiveram um percentual de inibi¢ao de 35,8%, 36,1% e 35,4%, respectivamente, em
relacdo ao grupo controle negativo (Figura 4).

Os mediadores inflamatorios liberados a partir de células ndo neuronais durante a
lesdo tecidual aumentam a sensibilidade dos nociceptores e potencializam a percepgao da dor
(BRUNTON et al., 2012). Assim sendo, o teste de contor¢des abdominais em camundongos ¢
um método muito utilizado para se avaliar a atividade analgésica de substancias contra dor de
origem inflamatoria, na qual o dcido acético na concentracdo de 1% (v/v) induz lesdo no
abdomen do camundongo, o suficiente para provocar os espasmos traduzidos como

contorgoes.
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Figura 4 - Efeito antinociceptivo da FaAce-Ac pelo método das contor¢des abdominais

induzidas pelo acido acético.
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste de
Dunnett comparado ao grupo veiculo; n=6; *** = p<0,001.

Akter et al. (2014) encontraram resultados semelhantes, quando testaram a atividade
de Trichosanthes anguina L. (Cucurbitaceae) pelo mesmo modelo experimental. O extrato
metanolico desta planta foi testado em quatro concentragdes diferentes e teve um percentual
de inibigdo entre 35 e 45%, inibindo significativamente o nimero de contor¢des abdominais e
corroborando o presente estudo.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se inferir que a espécie em estudo
apresenta-se como promissora no tratamento da dor e do processo inflamatorio, necessitando-

se, ainda, de estudos mais aprofundados.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho compreendeu o estudo da fragdo acetato de etila da espécie
Apodanthera congestiflora, onde ndo foram evidenciadas alteragdes comportamentais nem
alteracdes macroscopicas nos 6rgaos estudados, demostrando baixa toxicidade.

Também evidenciou-se que a fase possui significante atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva, nos testes de peritonite induzida por carragenina e contor¢des abdominais,
respectivamente, mostrando-se uma promissora fonte para desenvolvimento de novo
medicamento fitoterapico, com atividades farmacologicas testadas.

Porém, faz-se necessarios estudos de maior aprofundamento para avaliar a eficécia e

seguranga de seu uso.

TOXICOPHARMACOLOGICAL EVALUATION OF SPECIES Apodanthera congestiflora
Cong (Cucurbitaceae)

*Ingrid Laiz de Oliveira Cabral
ABSTRACT

The inflammatory process can be evoked by a great variety of harmful agents, where the
action of inflammatory mediators such as bradykinin, prostaglandians, endothelin and
sympathomimetic amines, can cause sensitization of nociceptors, leading to pain
phenomenon. Non-steroidal anti-inflammatory drugs are among the most widely prescribed
drugs in the world and have in common the ability to control inflammation, promote
analgesia, and combat fever, but they trigger several undesirable effects. There is, therefore, a
need to research new treatments that are more effective and safer, with fewer side effects.
Thus, the use of products from the flora can present economic advantages, effectiveness and
less undesirable effects in relation to the available products. Species of the Cucurbitaceae
family are responsible for important biological activities, such as Apodanthera congestiflora,
popularly known as the "cabeca de negro", which is a medicinal plant, native to the semi-arid
region. Thus, this work aimed to evaluate the toxicity as well as the potential anti-
inflammatory and antinociceptive activity of the ethyl acetate fraction of A. congestiflora.
Adult Swiss albino mice of both sexes, weighing between 25 and 35g, were used. For the
safety study of the use of the species, the fixed dose acute toxicity model was used. The
model used for anti-inflammatory activity was carrageenan-induced peritonitis. For the
antinociceptive potential was performed the test of abdominal writhings induced by acetic
acid. The experimental protocols were submitted and approved by the FACISA's Ethics
Committee on Animal Use (CEUA). Data were analyzed by analysis of variance (ANOVA)
using the Prism 5.0 program. In acute toxicity, the dose of 2000 mg/kg was not able to cause
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death, changes in behavioral or physiological patterns (water consumption, ration, body
weight) of the animals, as well as changes in organ weight, being therefore considered safe to
carry out the other studies. In the carrageenan-induced peritonitis model, inhibition of 44.0%,
38.9% and 73.8% was obtained for the doses of 100, 150, 200 mg/kg, respectively, in the
leukocyte migration, when compared to the negative control. While in the abdominal writhing
test, the percentage of inhibition found was 35.76% and 36.08%, respectively, for the doses of
150 and 200 mg/kg, when compared to the negative control. These data show that the studied
substance has significant anti-inflammatory and antinociceptive activity. In this way, the ethyl
acetate phase of Apodanthera congestiflora presents itself as a promising source for the
development of a new phytotherapeutic drug.

Key words: Anti-inflammatory activity, Antinociception, Cabega de negro.
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